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KISALTMALAR

AUC: Plazma konsantrasyon-zaman egrisi altinda kalan alan

Bhv 1: Sigir Herpes Virusu Tip 1

CRPV: Cottontail Rabbit Papillomavirus

CHOL.: Kolesterol

Cmax: Pik plazma konsantrasyonu

Cl: Klirens

CV: Cidofovir

DMEM: Dulbeco’s Minimal Essential Medium
DPPC:L-alpha-Dipalmitoyl phosphatidylcholine
DGPC:1-2 Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholine
F:Kuvvet

FDS: Fotal dana serumu

FM: Film yontemi

FT: Dondurup ¢ézme islemi

FT-IR: Fourier Transform Infrared Spectroscopy
GAA: Glasiyel asetik asit

HIV:Human Immundefinency Virus

HPLC: Yuksek basinglh sivi kromatografisi (High pressure liquid chromatography)

HPV: Human Papilloma Virus
HSV:Herpes Simplex Virus
Lipojel: Lipozom-Jel

log P: Partisyon katsayisi
N: Newton

Na,S0O,4: Sodyum sulfat
NS: Serum fizyolojik

OXB: Oksibutinin

PB: pH 4.5 fosfat tamponu
PD: Poliol Dilisyon yontemi
PIl: Polidispersite indeksi
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pKa: Disasosiasyon katsayisi

PVP: Propiverine HCL

r: Determinasyon katsayisi
r*:korelasyon katsayisi

rpm: Dakikada donme sayisi

SA: Stearilamin

SEM: Taramali elektron mikroskobu (Scanning electron microscope)
tmax: Pik konsantrasyona ulasma zamani
t1;2:Yarilanma omra

Tsoljei: Sol-jel gecis sicakhgi

TPA: Texture Profil Analizi

TPP: Tripolifosfat

Vd: Sanal dagiima hacmi

VFS: Yapay vajinal sividir

W: is

G': Elastiklik modulu

G": Viskozluk moduli

n'": Dinamik viskozite

Polimer Isimlerinin Kisaltmalan:
Kitosan H=KITH3: YUksek viskoziteki kitosan

Kitosan M: Orta viskoziteli kitosan

Kitosan L : DusUk viskoziteli Kitosan

HPMC K100M=K100M: HPMC, Methocel K100M CR Premium USP/EP
HPMC K15M: HPMC, Methocel K15M CR Premium USP/EP
C974P=KR: Carbopol 974 P

Pol: Polikarbofil

P188: Poloksamer 188

P407: Poloksamer 407
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FORMULASYON KODLARI:

Kitosan Jel Formilasyonlari:

CV-KITH1: %1 oraninda CV ve %1 oraninda Kitosan H polimeri iceren kitosan jel formilasyonu
CV-KITH2: %1 oraninda CV ve %2 oraninda Kitosan H polimeri iceren kitosan jel formulasyonu
CV-KITH3: %1 oraninda CV ve %3 oraninda Kitosan H polimeri iceren kitosan jel formulasyonu
CV-KITM1: %1 oraninda CV ve %1 oraninda Kitosan M polimeri iceren kitosan jel formilasyonu
CV-KITM2: %1 oraninda CV ve %2 oraninda Kitosan M polimeri iceren kitosan jel formilasyonu
CV-KITM3: %1 oraninda CV ve %3 oraninda Kitosan M polimeri iceren kitosan jel formilasyonu
CV-KITL1: %1 oraninda CV ve %1 oraninda Kitosan L polimeri igeren kitosan jel formulasyonu
CV-KITL2: %1 oraninda CV ve %2 oraninda Kitosan L polimeri igeren kitosan jel formulasyonu
CV-KITL3: %1 oraninda CV ve %3 oraninda Kitosan L polimeri igeren kitosan jel formulasyonu
CV-KITH1: %1 oraninda CV ve %1 oraninda Kitosan H polimeri iceren kitosan jel formulasyonu
OXB-KITH2: %1 oraninda OXB ve %2 oraninda Kitosan H polimeri iceren kitosan jel formulasyonu
OXB-KITH3: %1 oraninda OXB ve %3 oraninda Kitosan H polimeri iceren kitosan jel formilasyonu
OXB-KITM1: %1 oraninda OXB ve %1 oraninda Kitosan M polimeri igeren kitosan jel formulasyonu
OXB-KITM2: %1 oraninda OXB ve %2 oraninda Kitosan M polimeri igeren kitosan jel formulasyonu
OXB-KITM3: %1 oraninda OXB ve %3 oraninda Kitosan M polimeri igeren kitosan jel formulasyonu
OXB-KITL1: %1 oraninda OXB ve %1 oraninda Kitosan L polimeri igeren kitosan jel formulasyonu
OXB-KITL2: %1 oraninda OXB ve %2 oraninda Kitosan L polimeri igeren kitosan jel formulasyonu

OXB-KITL3: %1 oraninda OXB ve %3 oraninda Kitosan L polimeri igeren kitosan jel formulasyonu

Carbopol ve Polikarbofil Jel Formiilasyonlari:

C974P1: %1 oraninda Carbopol 974P polimeri iceren jel formilasyonu

C974P2: %2 oraninda Carbopol 974P polimeri iceren jel formilasyonu

CV-C974P1: %1 oraninda CV ve %1 oraninda Carbopol 974P polimeri iceren jel formilasyonu
CV-C974P2: %1 oraninda CV ve %2 oraninda Carbopol 974P polimeri iceren jel formilasyonu
POL1: %1 oraninda Polikarbofil AA-1polimeri iceren jel formilasyonu

POL2: %2 oraninda Polikarbofil AA-1polimeri iceren jel formilasyonu

CV-POL1: %1 oraninda CV ve %1 oraninda Polikarbofil AA-1polimeri iceren jel formuilasyonu
CV-POL2: %1 oraninda CV ve %2 oraninda Polikarbofil AA-1polimeri iceren jel formuilasyonu

HPMC Jel Formiilasyonlari:

HPMCK100M1: %1 oraninda HPMC K100M polimeri i¢ceren jel formilasyonu
HPMCK100M2: %2 oraninda HPMC K100M polimeri i¢ceren jel formuilasyonu
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CV-HPMCK100M1: %1 oraninda CV ve %1 oraninda HPMC K100M polimeri iceren jel formulasyonu
CV-HPMCK100M2: %1 oraninda CV ve %2 oraninda HPMC K100M polimeri iceren jel formulasyonu
OXB-HPMCK100M1: %1 OXB ve %1 oraninda HPMC K100M polimeri igeren jel formulasyonu
OXB-HPMCK100M2: %1 OXB ve %2 oraninda HPMC K100M polimeri igeren jel formulasyonu
HPMCK15M1: %1 oraninda HPMC K15M polimeri iceren jel formilasyonu

HPMCK15M2: %2 oraninda HPMC K15M polimeri igceren jel formilasyonu

CV-HPMCK15M1: %1 oraninda CV ve %1 oraninda HPMC K15M polimeri iceren jel formilasyonu
CV-HPMCK15M2: %1 oraninda CV ve %2 oraninda HPMC K15M polimeri iceren jel formilasyonu
OXB-HPMCK15M1: %1 oraninda OXB ve %1 oraninda HPMC K15M polimeri iceren jel formilasyonu
OXB-HPMCK15M2: %1 oraninda OXB ve %2 oraninda HPMC K15M polimeri iceren jel formilasyonu

Poloksamer Jel Formiilasyonlari:

P407 : %20 oraninda Poloksamer 407 polimeri iceren jel formilasyonu

P188: %20 oraninda Poloksamer 188 polimeri iceren jel formilasyonu

MP407: %20 oraninda Poloksamer 407 ve %0.2 HPMC K100M polimeri iceren jel formllasyonu
HP407: %20 oraninda Poloksamer 407 ve %0.5 HPMC K100M polimeri i¢ceren jel formulasyonu
CV-P407: %1 CV ve %20 oraninda Poloksamer 407 polimeri iceren jel formulasyonu

CV-MP407: %1 CV, %20 Poloksamer 407 ve %0.2 HPMC K100M polimeri iceren jel formulasyonu
CV-HP407: %1 CV, %20 Poloksamer 407 ve %0.5 HPMC K100M polimeri igeren jel formullasyonu
OXB-P407: %1 OXB ve %20 oraninda Poloksamer 407 polimeri iceren jel formilasyonu
OXB-MP407: %1 OXB, %20 Poloksamer 407 ve %0.2 HPMC K100M polimeri iceren jel formilasyonu
OXB-HP407: %1 OXB, %20 Poloksamer 407 ve %0.5 HPMC K100M polimeri iceren jel formilasyonu

Film Yontemi ile Hazirlanan Lipozom Formiilasyonlari:

F1: Film yontemi ile hazirlanan etkin madde igcermeyen liozom formilasyonu

CV-F2: CV igeren film yéntemi ile hazirlanan liozom formulasyonu

CV-FS1: CV ve SA iceren film yontemi ile hazirlanan liozom formulasyonu

CV-FS2: CV ve SA igeren film yontemi ve dondurup ¢ézme ile hazirlanan liozom formilasyonu
OXB-F2: OXB igeren film yontemi ile hazirlanan liozom formiilasyonu

OXB-FS1: OXB ve SA igeren film yontemi ile hazirlanan liozom formilasyonu

OXB-FS2: OXB ve SA iceren film yontemi ve dondurup ¢ézme ile hazirlanan liozom formulasyonu

Poliol Diliisyon Yontemi ile Hazirlanan Lipozom Formiilasyonlari:

P1: Poliol dilisyon yontemi ile hazirlanan etkin madde igermeyen liozom formiilasyonu
CV-P2: CV iceren Poliol diliisyon yontemi ile hazirlanan liozom formilasyonu

CV-PS1: CV ve SA igeren Poliol diliisyon yontemi ile hazirlanan liozom formiilasyonu
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CV-PS2: CV ve SA igeren Poliol dilisyon yontemi ve dondurup ¢6zme ile hazirlanann liozom
formuilasyonu

OXB-P2: OXB igeren Poliol diliisyon yontemi ile hazirlanan liozom formilasyonu

OXB-PS1: OXB ve SA iceren Poliol dilisyon yontemi ile hazirlanan lipozom formiilasyonu

OXB-PS2: OXB ve SA igeren Poliol dilisyon ydntemi ve dondurup ¢dézme ile hazirlanan liozom

formulasyonu

Lipojel Formiilasyonlari:

CV-F2-KR: CV iceren F2 lipozomunu tasiyan KR jel formulasyonu
CV-F2-KITH3: CV iceren F2 lipozomunu tasiyan KITH3 jel formulasyonu
CV-F2-K100M: CV iceren F2 lipozomunu tasiyan K100M jel formilasyonu
CV-P2-KR: CV igeren P2 lipozomunu tasiyan KR jel formilasyonu
CV-P2-KITH3: CV igceren P2 lipozomunu tasiyan KITH3 jel formilasyonu
CV-P2-K100M: CV igeren P2 lipozomunu tasiyan K100M jel formilasyonu
CV-FS2-KR: CV igeren FS2 lipozomunu tagiyan KR jel formulasyonu
CV-FS2-KITH3: CV igeren FS2 lipozomunu tasiyan KITH3 jel formUlasyonu
CV-FS2-K100M: CV iceren FS2 lipozomunu tasiyan K100M jel formilasyonu
CV-FS2-P407: CV iceren FS2 lipozomunu tasiyan P407 jel formUlasyonu
CV-PS2-KR: CV igceren PS2 lipozomunu tasiyan KR jel formulasyonu
CV-PS2-KITH3: CV igeren PS2 lipozomunu tasiyan KITH3 jel formilasyonu
CV-PS2-K100M: CV iceren PS2 lipozomunu tasiyan K100M jel formulasyonu
CV-PS2-P407: CV igeren PS2 lipozomunu tasiyan P407 jel formilasyonu
OXB-FS2-KITH3: OXB igeren FS2 lipozomunu tagiyan KITH3 jel formulasyonu
OXB-FS2-K100M: OXB igceren FS2 lipozomunu tasiyan K100M jel formulasyonu
OXB-FS2-P407: OXB iceren FS2 lipozomunu tasiyan P407 jel formulasyonu
OXB-PS2-KITH3: OXB igeren PS2 lipozomunu tasiyan KITH3 jel formilasyonu
OXB-PS2-K100M: OXB igeren PS2 lipozomunu tagsiyan K100M jel formilasyonu
OXB-PS2-P407: OXB igceren PS2 lipozomunu tasiyan P407 jel formilasyonu

Mikrokiire Formiilasyonlari:

E1: Emilsiyon polimerizasyon yontemi ile hazirlanan kitosan mikrokulre 6n formilasyonu

E2: Emilsiyon polimerizasyon yontemi ile hazirlanan kitosan mikrokire formilasyonu

CV-T1: CV igeren iyonotropik jelasyon yéntemi ile hazirlanan kitosan mikrokire formilasyonu
CV-K1: CV igeren iyonotropik emilsiyon jelasyonu yontemi ile hazirlanan mikrokure formulasyonu
CV-AS4: CV iceren kompleks koaservasyon ydntemi ile hazirlanan kitosan mikrokuire formilasyonu
CV-BT4: Sodyum slfat ile presipitasyon yontemi ile hazirlanan kitosan mikrokure formulasyonu

OXB-T1: OXB igeren iyonotropik jelasyon yéntemi ile hazirlanan kitosan mikrokiire formiilasyonu
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OXB-K1: OXB igeren iyonotropik emiuilsiyon jelasyonu ydntemi ile hazirlanan mikrokire formulasyonu
OXB-AS4: OXB iceren kompleks koaservasyon yontemi ile hazirlanan kitosan mikrokiire formilasyonu

OXB-BT4: Sodyum siilfat ile presipitasyon yontemi ile hazirlanan kitosan mikroktire formiilasyonu

Biyoadezif mikrokiire-jel formiilasyonlari:

CV-T1-KR: CV iceren T1 mikrokuresini tagsiyan KR mikrokire jel formulasyonu
CV-T1-KITH3: CV iceren T1 mikrokuresini tagiyan KITH3 mikrokure jel formilasyonu
CV-T1-K100M: CV igceren T1 mikrokuresini tasiyan K100M mikrokire jel formilasyonu
CV-K1-KR: CV igeren K1 mikrokiresini tasiyan KR mikrokire jel formilasyonu
CV-K1-KITH3: CV igceren K1 mikrokiresini tagiyan KITH3 mikrokire jel formilasyonu
CV-K1-K100M: CV igeren K1 mikrokuresini tagiyan K100M mikrokdire jel formilasyonu
CV-AS4-KR: CV iceren AS4 mikrokuresini tasiyan KR mikrokire jel formulasyonu
CV-AS4-KITH3: CV iceren AS4 mikrokuresini tasiyan KITH3 mikrokire jel formulasyonu
CV-AS4-K100M: CV iceren AS4 mikrokuresini tasiyan K100M mikrokire jel formilasyonu
CV-BT4-KR: CV igeren BT4 mikrokiiresini tasiyan KR mikrokire jel formiilasyonu
CV-BT4-KITH3: CV igeren BT4 mikrokdiresini tagiyan KITH3 mikrokire jel formilasyonu
CV-BT4-K100M: CV iceren BT4 mikrokuresini tagsiyan K100M mikrokdure jel formilasyonu
OXB-T1-KITH3: OXB iceren T1 mikrokuresini tagiyan KITH3 mikrokire jel formulasyonu
OXB-T1-K100M: OXB iceren T1 mikrokuresini tagsiyan K100M mikrokure jel formilasyonu
OXB-T1-P407: OXB iceren T1 mikrokuresini tasiyan P407 mikroklre jel formulasyonu
OXB-K1-KITH3: OXB iceren K1 mikroklresini tasiyan KITH3 mikrokure jel formilasyonu
OXB-K1-K100M: OXB igceren K1 mikrokuresini tasiyan K100M mikrokire jel formiilasyonu
OXB-K1-P407: OXB igeren K1 mikrokiresini tasiyan P407 mikrokure jel formilasyonu
OXB-AS4-KITH3: OXB igeren AS4 mikrokiresini tagiyan KITH3 mikrokire jel formilasyonu
OXB-AS4-K100M: OXB iceren AS4 mikrokuresini tasiyan K100M mikrokire jel formulasyonu
OXB-AS4-P407: OXB iceren AS4 mikrokuresini tagiyan P407 mikrokure jel formilasyonu
OXB-BT4-KITH3: OXB iceren BT4 mikroklresini tagsiyan KITH3 mikrokire jel formulasyonu
OXB-BT4-K100M: OXB iceren BT4 mikrokuresini tagsiyan K100M mikrokure jel formulasyonu
OXB-BT4-P407: OXB igceren BT4 mikrokiresini tagiyan P407 mikrokure jel formilasyonu
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1. GIRiS VE AMAC

Bu tezin amaci lokal etkili cidofovir ve sistemik etkili oksibutinin etkin
maddelerinin kontrolli salim yapan yeni biyoadezif vajinal ilag sekillerinin
geligtirimesi ve bu sistemlerin in vitro ve in vivo olarak
degerlendiriimesidir. Bu amagla farkli polimerler kullanarak 5 farkli dozaj
sekli, degisik hazirlama ydntemleri ile hazirlanmigtir. Bu dozaj sekillerinin
lokal ve sistemik etkinlikleri hicre kultiri calismalari ve in vivo tavsan
deneyleri ile tayin edilmigtir.

llaglarin vajinal yoldan uygulanmasi, ik gegis etkisinden korunma,
yuksek absorbsiyon ve paranteral uygulamalara alternatif olmasi gibi pek
¢ok avantaj saglar. Bayanlarda genital sistemin hijyenini saglamak ve
Ozellikle postmenapozal donemde ortaya cikan hastaliklarin tedavisinin
saglanmasi igin hazirlanan formulasyonlarin vajinal uygulamasi 6nem
tasimaktadir. Vajinal yolla ilag veriligsinde, jeller, supozituvarlar, vajinal
tabletler, vajinal halkalar ve cisimler kullaniimaktadir. Bu ila¢ tagiyici
sistemler ile etkin maddenin vajinada istenilen surede kalmasi ve
etkinligini géstermesi amaglanir. Ozellikle kontrolli salim yapan vajinal
preparatlarin hazirlanmasinda aranacak en 6nemli Ozellik vajinada kalis
suresidir. Bu amagla vajinal formilasyonun vajinada kalis sdresini
uzatacak biyoadezif sistemler gelistirilmistir. Calismamizda lokal ve
sistemik etkili iki etkin madde kullanilarak bes farkli dozaj formu
hazirlanmistir. Farkh yontemler kullanilarak hazirlanan biyoadezif vajinal
ilag formlarinda farkli polimerler kullaniimistir. Bdylece vajinal
uygulandiginda 48 saat suresince kontrolli salim yapabilen ve vajinal
mukozaya tutunma yetenegi olan en iyi formuilasyon belirlenmeye
cahisiimigtir.

Calismamizin birinci boluminde Human Papilloma Virus'in (HPV)
neden oldugu genital sigillerde etkili olabilecek vajinal yoldan uygulanan
sistemik yan etkileri azaltilmig, kontrolli salim yapan biyoadezif vajinal
cidofovir preparati gelistiriimistir. Yeni bir sinif antiviral etkin madde olan

cidofovir, sistemik kullanildiginda biyoyararlanimi son derece disuk ve
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nefrotoksik bir etkin maddedir. Calismamiz sirasinda lokal etkili tedaviye
yonelik olarak yeni vajinal ilag sekilleri gelistiriimistir. Geligtirilen bu ilag
sekillerinin hucre kalttrl ¢alismalar ile antiviral etkinligi test edilmistir.

Calismamizin ikinci bolumunde ise oksibutinin ile c¢alisiimistir.
Oksibutinin sistemik etkilidir ve Uriner inkontinans (idrar tutamama)
tedavisinde kullaniimaktadir. Bu hastalik, mesanesi asiri aktif olan
kisilerde ve menapozdaki kadinlarda goérullr, hastanin sosyal yasantisini
etkiler. Oksibutinin oral biyoyararlanimi duguk ve yan etkileri fazla olan bir
madde oldugu icin vajinal uygulamasinin avantajli oldugu dusunulerek,
vajinada uzun sure kalacak, kontrolli salim yapacak ilag seKilleri
geligtiriimigtir.  Oksibutininin  vajinal uygulamasina yonelik yapilan
calismalarda biyoadezif sistemlerin hazirlanmasina yonelik bir calismaya
rastlanmamistir. Biyoadezif vajinal sistemler ilacin mukoza ile temas
suresini uzatarak etkinin daha uzun sure devam etmesini saglarlar.
Hazirlanan yeni biyoadezif vajinal sistemler ile 6zellikle menapozdaki
kisilerde gorulen idrar tutamama hastaliginin tedavisinde, daha az siklikla
kullanilan, uzun etkili preparatlar gelistirimeye galisiimigtir.

Calismamiz kapsaminda cidofovir ve oksibltinin etkin maddeleri igin
yapilan in vitro ve in vivo deneylerin amaglari sunlardir:
Lokal ve sistemik etkisi incelenecek olan her iki etkin maddenin 48 saat
sure boyunca kontrollu salim yapacak en uygun biyoadezif vajinal
formulasyonunu (jel, lipojel ve mikrokure igeren jel) gelistirmek,
Hazirlanan ilag sekillerinin farmasotik  karakterlerini, mukoadezyon
Ozelliklerini ve stabilitesini incelemek,
Cidofovir ile in vitro galismalarda olumlu sonug¢ veren formulasyonlarin
antiviral etkinligini in vivo olarak tavsanlarda ve hucre kultira ¢aligmalar
ile incelemek,
Oksibdtinin iceren sonug¢ formilasyonlarin tavsan vajinal dokusundan
gegis Ozelligini beliremek ve tavsanlarda in vivo uygulanan
formulasyonlarin kan konsantrasyonunu izleyerek oral piyasa preparati ile

karsilastirmaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Vajinanin Anatomik ve Fizyolojik Ozellikleri

2.1.1. Vajinanin Anatomisi ve Histolojisi

Vajinal ilag sekilleri, lokal etkili ilaglar ve bazi sistemik ilaglar igin uzun
yillardir gelistirilmis ve klinikte kullanilmistir’. Vajinal yoldan ilk ilag
uygulamalari genellikle kontraseptif amagla ve vajinal enfeksiyonlarin lokal
tedavisi amaciyla baslamistir’. 1918den once vajinanin  sistemik
absorbsiyon igin yetersiz oldugu dusUnuliyordu. Ancak 1918de morfin,
atropin ve potasyum iyoduirin vajinadan absorbe oldugu bildirildi ve lokal
tedaviler sirasinda bazi ilaglarin yeterli serum seviyesine ulastigi gozlendi,
bdylece bazi ilaglar oral yol yerine vajinadan uygulanmaya basland:®.
Vajinanin ylzey alani genis ve kan damar agi bakimindan oldukga
zengindir4. Dolayisiyla ilaglarin sistemik absorbsiyonu transdermal ve
diger transmukozal yollara gore daha fazladir. Oral yoldan uygulanan
ilaglara gore vajinal uygulanan ilaglarin avantaji, ilaglarin ilk gecis etkisine
ugramadan sistemik dolagima gecebilmeleridir. Vajinal tablet, krem ve
supozituvarlar yaygin olarak kullanilan vajinal formualasyonlardir. Vajinada
kontrolli salim yapan sistemler ilk defa 1970’de gelistiriimigtir. O yillarda
ilk defa medroxyprogesteron asetatin kontrasepsiyon amaci ile kontrolll
salim yapan vajinal halkasi kullaniimistir’. Son yillarda vajinal anatomi,
fizyoloji, mikroflora ve salgilarin iyi arastirimasi sayesinde vajinal ilag
uygulanmasinda énemli gelismeler kaydedilmistir®.

Vajina, diger bir adiyla dogum kanali, ince bir duvara sahip
fibromuskuler bir tip seklindedir. Vajina girisiyle baslayan ve u¢ kisminda
rahim agzinin yer aldigi boru seklindeki yapi yaklasik 8-12 cm
uzunlugunda, 2 cm genigliginde bir yapi olup uterusun devami seklindedir.
Ust tarafinda uterus, 6n tarafinda uretra ve mesane, arkasinda ise rektum
bulunmaktadir® (Sekil 1). Vajinanin Ust ucu serviksi distan bir halka

seklinde sarar ve serviks duvarina sikica yapigiktir. Kas ve zarlardan
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olusan bu Ureme organi, uterus boslugu ve serviks kanalini dig ortam ile
birlestirir’. Cinsel iliski siiresince penisden gelen sperm burada depolanir.
Ayni sekilde menstrual kanin disa aktigi ve dogum zamani gelmis bebegin

dogum sirasinda gectigi yol da vajinadir®®.

FALLOP YUMURTALIK
TUPU SIGMOID KOLON
UTERUS
MESANE \ L FORNIKS
\ 3 _ . 'SERVIKS
KEMIGi —— P g ———— REKTUM

KLITORIS

URETRA
VAGINA

Sekil 1: Kadin iireme sisteminin sematik goriintiisii'®

Vajina, Ureme c¢agindaki kadinlarda c¢ok sayida ruga denilen
kivrimlara sahiptir, bu 6zelliginden dolayi vajina duvarinin ylzey alani ¢ok
genistir’. Vajina histolojik olarak incelendiginde dort farkli tabakadan
olustugu gorulmektedir. En ylzeyde yassi epitel tabaka bulunur ve salgi
bezi icermez. Daha sonra kollajen ve elastinden olusan lamina propria
veya tunica denilen tabaka gelir, bu tabaka vaskuler ve lenfatik kanallar
acisindan zengindir. Uglincli tabaka kas tabakasidir, diiz kas lifleri boyuna
ve dairesel olarak galigir. Son tabaka ise gézenekli destek doku ve kan
damar agindan olusmaktadir. Vajinal doku yag hucreleri, salgi bezleri veya

kil koki icermez®.



Vajinal fizyoloji, yas, hormon seviyesi, hamilelik durumu ve pH
degisimi gibi pek ¢ok faktorden etkilenmektedir®. Vajina dokusundaki epitel
tabaka 200-300 um kalnligindadir ve bu kalinlik estrojen seviyesine gore
degiskendir. Menapoz sonrasi epitelin kalinhgi azalir ve gegirgenligi artar.
Vajina epitelinin kalinh@i estrojen seviyesine bagl olarak menstruel siklus
boyunca da degismektedir. Bu degismeler vajinadan ilag absorbsiyonunu
da etkilemektedir'" (Sekil 2).

MERAMGZ SOMILASE

Sekil 2: Vajinal dokuda bulunan epitel kalinliginin yasa gore de§i§kenli§i"

Vajinal mukozanin elektron mikroskobundaki goérintisu Sekil 3'de
gosterilmistir”.
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Sekil 3: Vajina duvarinin kesiti’'



2.1.2. Vajinal Sivi ve Servikal Mukus

Vajinanin yuzeyi bir film tabakasi ile kapldir. Bu film vajinal sivi

olarak bilinir ve servikal mukus ile pul pul olup dékulmus hucreleri icerir.
Bu sivi, Bartholin ve Skene bezlerinden salgllan|r12. Vajina epiteli goblet
hacrelerini (mukus salgilayan tek hdcreli bez) icermemesine ve musinin
dogrudan salgilandigi bir yer olmamasina karsin ince bir mukus
tabakasina sahiptir’.

Vajinal sekresyon, en fazla servikal sekresyonlar ve vajinanin
limenine hucrelerarasi kanallardaki kan damarlarindan gelen sividan
olusmaktadir™. Vajinal sivi, elektrolitler (kalsiyum, potasyum, sodyum ve
klorur), enzimler, gesitli enzim inhibitérleri, proteinler, karbohidratlar, amino
asitler, alkoller, hidroksi-ketonlar, aromatik bilesikler, laktik asit, asetik asit,
gliserin, Ure, glikojen ve glikozdan olusur. Bu sivinin bilesimi yaga, hastalik
durumuna ve menstriel siklusa gore degiskenlik gosterir, yani estrojen
uretimine baglld|r12. Mukusun miktari menstruasyondan hemen sonra
minimumdur, dncesinde ise transparan, viskoz ve elastikdir'®. Ureme
cagindaki kadinlarda salgilanan vajinal sivi yaklagik olarak 3-4 g/4 saat
olarak olgiimustlr. Estrojenden yoksun postmenopozal kadinlarda Gretilen
sivinin miktari %50 daha azdir®.

Terapotik,  kontraseptif veya  farmakolojik  etkinligi  olan
formulasyonlar vajinaya uygulandiginda fiziksel ve kimyasal Ozellikleri
degisken olan bu sivi ile karsilasirlar. Vajinal formulasyonlarin akisi,
vajinada tutunmasi, ilag dagihmi ve kinetigi gibi 6zellikleri, bu sivi ile
etkilesmelerine baglh olarak degiskenlik gdsterir. Bu etkilesmelerin
anlagilabilmesi i¢in yapay vajinal sivi ortamlar ile calisilmistir'. Yapay
vajinal sivi ortami, in vitro c¢alismalarda kullanilmak Gzere, vajinal ve
servikal sivinin 6zellikleri taklit edilerek gelistirilmistir'*'®. Yapay vajinal bir

sivinin igerigine bir 6rnek Tablo 1’de verilmigtir.



Tablo 1: Yapay vajinal sivi ortaminin igerigi'*

BILESIM KONSANTRASYON

(g/L)

Sodyum klorur 3.5

Potasyum hidroksit 1.4

Kalsiyum hidroksit 0.22

Sigir serum albUimini 0.018

Laktik asit 2.0

Asetik asit 1.0

Gliserin 0.16

Ure 0.40

Glukoz 5.0

HCI pH 4.2’ye ayarlanacak

Su ym 1000 mL

2.1.3. Vajinal Flora ve Vajinal pH

Vajinanin normal florasi ¢ogunlukla zararsiz bakterileri icerir, bu
bakteriler servikal mukustan beslenirler. Normal postpubertal vajinal
mikroflorada en fazla bulunan mikroorganizmalar Lactobacillus tiirleridir®.
Laktobasiller vajinal epitelyum yaninda insan ve hayvanlarin intestinal
kanal ve oral bogluklarindaki nemli ylzeylerde kolonize olan, ¢ok az bir
kismi anaerobik kosullarda Uremesine ragmen genel olarak fakultatif
anaerob (hem oksijenli hem de oksijensiz ortamda solunum yaparak
gelisebilen) lreyen mikroorganizmalardir'®. Tirk kadinlarinin  vajinal
florasindan izole edilen suslar arasinda en yaygin bulunan susun
Lactobacillus gasseri oldugu saptanmigtir.  Yapilan c¢alismalar
mikrofloranin irka, yasa ve vyasanilan bolgeye goére farkliliklar

gosterebilecegini ortaya koymaktadir'"’,

Laktobasillerin  vajinadaki
fonksiyonu, patojen mikroorganizmalarin Uremesini kisitlayan ortam
yaratmak ve bu ortami surdirmektir. Bakteriyel floradaki faydali basiller
(Doderlein’s  bacillus, Lactobacillus acidophilus) vajinada glikojeni
metabolize eder ve bunun sonucunda laktik asit ile hidrojen peroksit
olusmasina neden olur. Bu durum vajinada zayif asidik bir ortamin
meydana gelmesine neden olur (pH 4-5). Hidrojen peroksit Ureten

laktobasillerin azalmasi, genital ve Uriner enfeksiyonlarda artisa neden



olmaktadir®'®

. Hidrojen peroksit Ureten laktobasillerin kolonize oldugu
kadinlarin bakteriyel vajinozis, HIV enfeksiyonu ve gonoreye yakalanma
riskinin diistik oldugu belirtilmektedir®.

Saglikli bir kadinda vajinal pH 4-5 arasinda olup, dokulen epitel
hucrelerdeki gikojeni laktik aside donugturen laktobasiller tarafindan bu pH
surdurtlmektedir. Menapozdan sonra servikal mukusdaki glikojen miktari
duser ve buna bagli olarak pH degeri 7.0-7.4’e vyiikselir®®. Menstruel,
servikal, uterin salgilar ve sperm, ortami alkaliye ¢eviren ajanlar olarak rol
oynamakta ve pH'yi artirmaktadir (pH 7.0-8.0)°. Bu etki hizli olusmakta ve
birka¢g saat suirmektedir. Kadin hijyen drunleri ve farkli yikama yollari
bakteri kolonizasyonunu artirmakta ve vajinal pH degismektedir. Bu durum
patojen bakterilerin ve mayalarin hizla gogalmasina neden olur*'.
Menstruel siklus sirasinda estrojen dizeyindeki degisiklikler nedeniyle
epitel hicre tabakasinin kalinliginda, hucrelerarasi kanallarin genisliginde,
pH ve salgilarda degisiklikler olugmaktadlr”. Postmenepoz ve menepoz
donemlerinde estrojen Uretimindeki ve epitel hdcre tabakasinin
kalinligindaki azalmaya bagl olarak, vajinal glikojen iceriginde de kalici bir
azalma olmaktadir®. Pek cok patojenik bakteri pH 4.1-4.9 arasinda Ureme
sansi bulamadidi icin vajinal mukozanin asidik 6zelliginin devaminin

saglanmasi klinik agidan ¢ok buyuk énem tasimaktadir’.

2.1.4. Enzimatik Aktivite

Vajinada gorllen enzimatik aktivite, gastrointestinal sistem ile

karsilastirildiginda daha disiiktir?'. Vajinal mukoza aminopeptidaz, B-
glukuronidaz, fosforik asit, a-napthylesterase, diphosphopyridine
nucleotide-diaphorase (DPNH), fosfoamidaz ve suksinik dehidrogenaz
icermektedir. Bu enzimler vajinal ilag dagilimini ve dolayisiyla bu yoldan
alinan ilaclarin yararhhigini etkilemektedir®. Vajinal membrana bagli olan
aminopeptidazlar vajinal yoldan uygulanan peptit ve protein yapisindaki
ilaglarin biyoyararliliklarinin diismesine neden olurlar®’.



Degisik turler vajinal enzimatik aktivite agisindan karsilastirildiginda,
aminopeptidaz aktivitesi yuksekten disige dogru soyle bulunmustur:
koyun>domuz>tavsan=insan=sican. Bu siralamaya gore si¢gan ve tavsan
enzimatik aktivite galismalarinda ve peptid protein yapisindaki ilaglarin
degradasyonlarinin belilenmesinde en iyi model olarak belirlenmistir®®2>.

2.2. Vajinal Absorbsiyon

Vajinal mukozadan emilim baslica ii¢ yolla gerceklesmektedir'®%.

* Hiucreigi yol (transelller yol): konsantrasyona bagh olarak hucre
icinden difizyonla gergeklesir.

* Hucrelerarasi yol (interselller yol=paraselller yol): Siki baglanti
noktalarinin (tight junctions) aracilik ettigi gegis.

e Vezikller ve reseptor aracili tasima.

Vajinal ilag sistemlerinde ilacin absorbsiyonu iki ana adimda gergeklesir23:

1. ilacin vajina kanalinda ¢éziinmesi,

2. Membran penetrasyonu.

Bu basamaklari etkileyen bir ¢cok faktor vardir. Bunlarin basinda
fizyolojik faktorler ve ilacin fizikokimyasal 6zellikleri gelir. Fizyolojik
faktorlerin arasinda; siklus degisimi, epitelin kalinhdi, enzimatik aktivite,
porozitesi ve hacmi, vajinal sivinin viskozitesi ve pH’si sayilabilir'"?,
Vajina epitelinin normal kalinligi 200-300 pym’dir. Menstruel siklus boyunca
degisen estrojen miktarina baglh olarak epitelin kalinhgi da degismektedir.
Bu durum ilag absorbsiyonunu etkiler®”.

Vajinal sivinin yapisi da, ilag emilimini onemli derecede etkiler.
Sivinin miktarinin artmasi, ilacin ¢ézunmesini kolaylastiracag! icin bir
avantaj olabilir. Bunun yaninda ayni sivi, vajinadan digari yavas yavas
aktigi igin, ilaci da disar atabilir. Ayrica ¢gogu zaman vajinada bulunan
koyu kivamli servikal mukus, mikropartikullerin biyoadezyonunda ve ilag
salimi igin bariyer olarak etki gdsterebilir’. Mukozal bariyerin alsilmasinda
partiktl buyukligl, konsantrasyon ve ylzey yuku etkilidir. Pozitif ylzey

yuklne sahip olan ilaglarin musin igeren vajinal ortamda daha stabil
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olduklari ve daha fazla absorbe olduklar bildirilmistir. Vajinal uygulamada
kargilagilan en buylk sorunlardan biri ise vajinanin kendi kendini
temizlemesinden kaynaklanan dusuk tutunma kapasitesidir®. Vajinada
kalis sureleri uzatiimis olan ilag tasiyici sistemlerinden etkin maddenin
vajinal absorbsiyonunun rektum veya intestinal mukozadan daha fazla
oldugu biIdiriImistir25. Bazi zayif asit yapisindaki ilaglarin pH degisimine
bagl olarak iyonizasyon dereceleri degismekte ve bu durum vajinal
absorbsiyonlarini da etkilemektedir. PGE; igeren vajinal formulasyonlarin
in vitro salim c¢alismalarinda pH’nin etkili oldugu bulunmustur. pH'ya
duyarli ilaglarin  salim  profilleri  vajinal pHnin  degisiminden
etkilenmektedir®. ilacin fizikokimyasal ézelliklerinin arasinda ise, molekiil
agirhgi, iyonizasyon derecesi ve lipofilitesi vardir. Tavganlar Uzerinde
yapilan hayvan c¢alismalarinda vajinal epitelden gegis incelenmis ve
lipofilik yapidaki progesteronun gegisi hidrofilik yapidaki mannitolden daha
fazla bulunmustur. Progesteronun vajinal gegisi ile lipofilitesi arasinda
dogrusal bir iligki oldugu belirtilmistir®. Disik molekdl agirhikh lipofilik
ilaglarin absorbsiyonunun buyuk molekulld hidrofilik veya lipofilik ilaglardan
daha fazla oldugu bildirilmistir®.

Vajinaya uygulanan ilaglarin biyoyararhliklarinin iyilestiriimesi igin
kimyasal penetrasyon artiricilar (sodyum taurokolat, dimetil-B-siklodekstrin
vb.) kullaniimaktadir. Bu maddeler epiteldeki siki baglanti noktalarini (tight
junctions) acarak alternatif interselller penetrasyon yolu olustururlar,
bdylece peptit-protein gibi blyidk molekul agirlikli terapotik maddelerin
gecislerine imkan saglanmig olur™. Vajinal absorbsiyon c¢aligmalarinda
pek ¢ok hayvan modeli kullaniimigtir. Bunlar arasinda sigan, fare, tavsan,
maymun, kopek ve koyun vardir??®  Farkli vajinal epitellerden
absorbsiyon da farkli olmaktadir. Kemirgenlerin 6strus durumlari farkl
absorbsiyon oranlarina neden olmaktadir. Antiviral bir madde olan
trisodyum fosfonofosfatin kdpek ve tavsana vajinal uygulamasindan sonra,
mutlak biyoyararlanim kopekte %14 tavsanda ise %34 olarak

bulunmustur?®.
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2.3. Vajinal ilag Uygulamasinin Avantajlari Ve Dezavantajlari

Vajinal yoldan uygulanan ilaglarin avantajlari sdyle siralanabilir>*°>",

Hepatik ilk gecis etkisinden korunma. Ornegin propranololiin vajinal
uygulanmasindaki biyoyararlanimi oral biyoyararlanimina goére
oldukga yUksektir.

Vajinal duvarda yogun kan damar agi bulundugu igin yuksek
absorbsiyon gorulir.

Gastrointestinal yan etkiler olugsmaz (6rnek olarak bromokriptin
uygulamasi)

Steroit kullanimi, hormon yerine koyma tedavisi ve kontrasepsiyon
amaciyla kullanilan ilaglarin hepatik yan etkileri azalir.

Parenteral ilag uygulamasinda gorulen; doku hasarindan, olasi
enfeksiyon riskinden ve agri sebebi ile hasta uyuncu riskinden
uzaktir.

llaci hastanin kendi uygulama kolayligi ve uygulamadan sonra
vazgegip geri alinabilme imkani saglar.

Batin bu avantajlarindan dolayi pek ¢ok ilacin lokal uygulanmasinda

vajinal yol tercih edilmektedir. Vajinal bolge progesteron ve danazol gibi

uterusa hedeflenen etkin maddeler i¢in de potansiyel bir verilig yolu olarak

kabul edilmektedir'’. Bayanlarda genital sistemin hijyenini saglamak ve

Ozellikle postmenapozal donemde siklikla rastlanan vajinal kurulugun

giderilmesi i¢in hazirlanan formualasyonlarin uygulanmasi agisindan vajinal

yol dnem tasimaktadir®?,

Vajinal yoldan uygulanan ilaglarin dezavantajlari ise séyledir®'"3%34.

Uygulama sadece kadinlara 6zgudur.

Estrojen  konsantrasyonunun degismesi sonucunda vajinal
gecirgenligin degismesi ve buna bagli olarak sistemik etki igin
tasarlanan ilaglarin farmakokinetik ozelliklerinin degigsmesi so6z
konusu olabilir.

Uygulama bolgesinde kalis suresi kisadir.
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» Tedavi bitmeden hasta ilaci kullanmayi birakabilmekte ve hastalik
tekrarlayabilmektedir.

» Kdlturel yapi da vajinal ila¢ kullanimini sinirlayabilir.
2.4. Vajinaya Uygulanan ilaglar
Vajinaya uygulanan ilaglar farmakolojik gruplarina gore ve farmasotik

sekillerine gore su sekilde siniflandirilirlar.

2.4.1. Vajinaya Uygulanan ilaclarin Farmakolojik Gruplari

Vajinaya uygulanan ilaglar farmakolojik gruplarina gore soyle

siniflandirilabilirler'102"23,

s Antimikrobiyal ilaglar:  metronidazol, klindamisin, penisilin,
sulfanilamid ve gentamisin

% Antikanser ilaglar: cisplatin, fentikonazol

¢ Prostaglandinler: prostaglandin E;

s Spermisitler, mikrobisidler: nonoxynol-9, 5-Fluorourasil

% Steroidler: progesteron ve estrojen

s Peptit ve Proteinler: insulin, gonadotropin releasing hormon, salmon
calcitonin, rekombinant human relaxin

% Asilar, Antijenler ve Gen Tedavisi

% idrar tutamama durumunda kullanilan ilaglar: OksibUtinin

% Agr Kesiciler: Morfin

% Antifungal, Antiviral, Antiparaziter ve Digerleri: asiklovir, cidofovir,

imidazol tirevleri, ekonazol vb.

2.4.2. Vajinaya Uygulanan ilaclarin Farmasoétik Sekilleri

Vajinaya uygulanan ilag sekilleri ise séyle siralanabilir'®3°:

% Vajinal tabletler ve kapstuller
% Vajinal suposituvarlar ve ovdller
% Vajinal krem ve jeller

% Vajinal halkalar
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% Biyoadezif sistemler

L)

% Vajinal ¢ozelti, emilsiyon ve suspansiyonlar

*,

% llagl vajinal tamponlar

% Vajinal kopukler

>

% Vajinal implantlar.

L)

Bu ilag¢ sekillerinin etkili tedavi saglayabilmeleri icin vajinada kalig
surelerinin uygun olmasi gerekir. Konvansiyonel vajinal dozaj formlarinin,
vajinal sivinin kendine 6zgu dinamigi nedeniyle uygulama alaninda sinirli
kalabilmesi ilag etkinligini azaltmaktadir’®. Bu nedenle son yillarda ilaglarin
vajinada kalig suresinin artirilmasi hedeflenmis ve pek cok biyoadezif
polimer bu amacla kullanilmistir®”. Biyoadezif polimerler, mukozaya
yapisan ilag sistemlerinin hazirlanmasini saglarlar. Bu polimerlerle
hazirlanan biyoadezif sistemler ilaglarin biyoyararliliklarini anlamli bir
sekilde artirmaktadirlar®®.

Vajinal biyoadezif sistemlere ornekler verilmeden 6nce mukoadezyon

ve biyoadezyon kavramlari hakkinda bilgi verilmistir.

2.5. Mukoadezyon

Biyoadezyon en az biri biyolojik bir substrat olan iki materyalin yuzey
gugleri sayesinde birarada tutunma surelerindeki uzama olarak tanimlanir.
Eder substrat olarak mukus s6z konusu ise, biyoadezyon yerine
mukoadezyon kullanilabilir®®. Mukoadezyonda adezif yiizeyi olusturan
tabaka mukustur. Mukusun jel benzeri 6zelliklerine neden olan bileseni
glikoproteindir ve bu jel yapi glikoprotein molekulleri arasindaki disulfit
baglari arasindaki etkilesimler ile stabilize edilmisti®®. Mukus
glikoproteinleri yani musinler bir protein ¢ekirdek ve buna badli
karbonhidrat yan zincirlerden olusmaktadir®’.

Vajinal yol biyoadezif ilaglarin uygulanmasi igin oldukga elverigli bir
yoldur ve siklikla lokal etkili ilaglar igin ve baz sistemik etkili ilaglar igin

veya kontrasepsiyon amaci ile bu sistem kullanilmaktadir®?. Vajinal ilag
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tasiyici sistemleri igcinde mukoadezif formulasyon olarak en ¢ok kullanilan

ilac sekli jellerdir®.

Biyoadezif ilag sekillerinin avantajlari soyle siralanabilir***°:

Belirli bdlgede lokalizasyon sadlayarak, ilacin biyoyararlanimi
iyilestirilir, artirihir,

Dozaj seklinin kalig slresini uzatarak vajina ig¢in gunlik doz
uygulama sayisi bire dusuruldr,

Absorbsiyon bdlgesi ile optimum temas sonucu doku gecirgenligi
modifikasyonla artirilir, enzim aktivitesi de inhibe edilerek peptit,
protein absorbsiyonu saglanir.

Uygulama suresine bagli olarak ilk gegis etkisi elimine edilebilir.

2.5.1. Mukoadezyon Mekanizmalari

Mukoadezif bag olusum mekanizmalari olduk¢a karisik bir

mekanizmaya sahip olup gunimuzde bile tam olarak aydinlatilamamistir.

siralanabilir

Mukoadezif bad olusumunda gergeklesen olaylar soéyle
42,46,47:

ilk olarak mukoza ile polimerin yakin temasi sonucu, ara yiizeyde
atomlar arasi ve molekuller arasi kuvvetlerin olusmasi ile ¢ok yakin
temas kurulmasi ve polimerin mukus ile 1slanarak sismesi.
Polimerik yapinin mukus jel tabakasina difizyonu ve mdusin
molekulleri ile girigimi.

Bu girisim sirasinda musin ve polimer zincirleri arasinda
mukoadezyonun gucunud de belirleyen fiziksel ve zayif kimyasal
baglar kurulmaktadir. Bu girisim hizi her bir polimer zincirinin
esnekligine baglidir. lyi bir biyoadezif polimerin mukusa girigimini
saglayacak zincir esnekligi ve iyonik/hidrojen baglari olusturacak

fonksiyonel gruplara sahip olmasi gerekmektedir48.
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Mukoadezif bag olusturan kuvvetler arasinda iyonik baglar, kovalent
baglar, hidrojen baglari, hidrofobik baglar ve Van der Waals baglari
sayllabilir. Mukoadezyonun molekuler dizeyde olmasi igin ¢ekme

etkilesimi itmeden daha buyuk olmalidir.

2.5.2. Mukoadezyon Teorileri

Mukoadezif polimer ile mukus arasindaki adezyonu agiklayan bes

teori vard 424549

1. Islanma Teorisi: YlUzeyler arasindaki gerilim Uzerine kurulmustur,
buna gbére maddelerin ylzey enerjileri mukoadezif performanslari
hakkinda bilgi verir.

2. Adsorpsiyon teorisi:Adezyon teorisi olarak da bilinen en yaygin
teoridir. Mukoadezif polimer ile mukus arasindaki etkilesmenin van
der Waal's etkilesimleri, hidrojen baglari ve hidrofobik
etkilesmelerden olustugunu aciklar.

3. Kopma teorisi: Iki vyiizeyin etkilesmesinden sonra yani
adezyonundan sonra kopmalari igin gereken kuvvetin olgliimesini
inceler.

4. Elektron transfer teorisi: Mukoadezif polimer ile mukus arasinda ara
yuzeyde elektriksel ¢if tabaka olustugu ve bu cift tabakada olusan
elektron transferinden dolayi bir ¢ekis gucu olustugu varsayilir

5. Ylzeylerarasi penetrasyon teorisi: Mukoadezif polimerlerin
zincirlerinin musin agi ile yeterli derinlikte penetrasyonu sonucu

adezif bag olusumu esasina dayanir.

Bu teorilerin yaninda adezyon olayini agiklayan esas olarak iki teori
daha vardir*’. Bunlardan ilki yine ylzeylerarasi penetrasyonu, yani
difizyon teorisine benzer. Yapisal olarak uyumlu olan polimer zincirleri ile

musin uzantilarinin birbiri i¢ine difuze olmasini esas almaktadir (Sekil 4).
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Sekil 4. interpenetrasyon teorisi; mukoadezif polimer ile miisin arasindaki giri§im42

ikincisi ise dehidrasyon teorisidir. Polimere osmotik basing etkisiyle
su gecisi olmakta ve sisme gerceklesmektedir (Sekil 5). Poliakrilik asit gibi
polimerler suya ¢ok gugclu afinite gosterirler ve bunun sonucunda olusan
yuksek osmotik basinca bagli olarak polimer suyu c¢eker ve siser.

Dehidrate bir mukus tabakasi olusur ve bu tabaka adezif 6zelligi belirler.

Mukoadezif Dozaj Formn

Dozaj Formunun Hidrate Jel
Tabakas:

Su Hareketinin -\\

Yini
Dehidrate /
Mulkus Tabakas:

Mukoza

Sekil 5. Dehidrasyon teorisi*?

Adezyon 6zelligin sona ermesi ise su sekilde olmaktadir:

- Zayif adeziflerde ayrilma mukoadezif ile mukus ara ylzeyinde olur.

- Kuvvetli adeziflerde ise, ayrilma mukus tabakasinda meydana
gelmektedir, ancak daha sonra hidrate olan mukoadezif materyalde

de kopma olabilmektedir
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_— Mukoadezif dozaj formn

Hidrate jel tabakasmdan avrilma

= —Ara viizeyden ayrilma

Mulkus tabakasmmdan ayrilma

] l. =

| | Il
U C'[ D' ': |:: ’—’Epitel

Sekil 6. Mukoadezif baglarda kopma olabilecek olasi b6lgeler42.

o

OO0
U

Polimerlerin veya hazirlanan mukoadezif dozaj formlarinin
mukoadezif 06zelliginin belirlenmesinde standart bir deney teknigi
bulunmamaktadir. Bu nedenle biyoadezif polimer ile biyolojik materyal
arasindaki etkilesimi degerlendirmek igin ¢cogu arastirmaci kendi teknigini
geligtirmigtir. Her teknik kendine oOzgudur, boylece deney sonuglarini
kargilagtirmak zor olmaktadir. Verilerin tutarsizligi sadece farkli
yaklasimlardan degil, farkl kisisel yorumlardan da kaynaklanmaktad|r47’5°.

En cok kullanilan yontem ise gerilme direncinin olgtldugu yontemdir.
Gunumuzde bu prensip ile ile ¢galisan “Texture Analyzer” test cihazi ile

gercede daha yakin sonuglar elde ediimeye baslanmistir®’>2.

2.5.3. Mukoadezyonu Etkileyen Faktorler

Mukoadezyonu etkileyen faktdrler asagidaki gibi siralanabilir*?#4°;

> Polimere iligkin Faktérler: molekil agirhdi, polimer halkalarinin
esnekligi, polimer  konsantrasyonu, polimerin  viskozitesi,
islanabilirligi

» Cevresel Faktorler: pH, basing, temas suresi, sisme, ortamda
suyun varhgi, ilag uygulanirken yapilan baski kuvveti

» Fizyolojik Faktorler: Musin miktari, hastalik durumu

2.5.4. Mukoadezyon Olciimiinde Kullanilan Yontemler

Polimer ile mukus arasindaki biyoadezif kuvvetin oOlgimunde

kullanilan teknikler, in vitro, ex vivo ve in vivo teknikler seklinde U¢ ana
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gruba ayrilmaktadir. Son zamanlarda ex vivo yontemlerin digerlerine
oranla daha c¢ok ilgi ¢ektigi gézlenmektedir. Ex vivo yontemler 6zellikle
polimerlerin adezif  Ozelliklerine gore  siniflandinimalari icin

kullanilabilmektedirler*.

Bu yontemler arasinda:

» Wilhelmy tablasi yuzey gerilim metodu
» Floresans isaretleme metodu

» Degistirilmig yuzey gerilim metodu

> Ozofagusa yapisma metodu

» Akis kanal metodu

> Gerilme direnci metodu

Gerilme direnci metodu pratikte en ¢ok kullanilan metoddur. Bu
teknik “Instron” gerilim test cihazi degistirilerek gergeklegtirilmigtirs“. Bu
metodda alt destek Uzerine biyolojik substrat, Ust destegin alt yuzeyine ise
biyoadezif materyal yerlestirilir. Polimer yuzey ile mukozal yuzey belli
surede temas eder ve sonunda yuzeylerin ayrilmasi i¢in gereken kuvvet
Olgulur. Texture analyzer test cihazi da ayni prensip ile 6lgim yapmakta ve
gercede daha yakin sonuclar elde ediimektedir’'. Tamburic® ve
arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada mukoadezyonun Olgilmesi igin ikKi
farkh yontem kullaniimistir. Dinamik osilator reometresi ve texture analiz
cihazi ile Carbopol 974P, Polikarbofil AA-1 ve Carbopol 971P’nin kopma
kuvvetleri belirlenmistir. Her iki ydontemle de en ylksek mukoadezif 6zellik
gOsteren polimer olarak Carbopol 974P bulunmustur.

Bu genel bilgilerden sonra, vajinaya uygulanan biyoadezif jeller

Uzerinde yapilmis galismalara érnekler verilmigtir.
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2.6. Biyoadezif Vajinal Jeller

Biyoadezif sistemler, ilacin salimini kontrol edebilen, hedeflenen
bdlgede etkin bir tedavi gergeklestiren, saglikli bir yasamin temini ve
devamliiginin saglanmasinda énemli yer tutan sistemlerdir. ilacin bir
farmasotik sekil olarak sunumu, amaclanan hedefle iligkili olarak gok farkl
sekillerde vyapilabilir. Ancak bdyle bir sistemin basarisi yine de
absorbsiyon bolgesinde ilacin kalis suresi ile ilgilidir. Bu durum, ilacin
hedef bolgede daha kalici olmasini saglayan mukozaya yapigabilen
sistemlerin yani biyoadezif sistemlerin hazirlanmasinin énemini agiklar .

Vajinal ila¢ sistemleri ¢cok sayida ve farkli farmasoétik formlar kapsar.
Bunlardan biri de yari-kati (krem, merhem, jel) sistemlerdir. Yari kati
preparatlarin en onemli avantaji, vajinal uygulama igin uygun ve mantikl
olmasi ayrica ucuz olmasidir. Dezavantajlari ise, Kirlilik hissi vermesi,
rahatsizlik vermesi, sizinti olmasi ve uygulandigi alandan ¢ok hizli bir
sekilde yer degistirmesidir’®®°. Jinekolojik olarak kullanilmak (izere
gelistirilen ilaglardan biyoadezif jeller, vajinal mukoza ile etkin maddenin
uzun sureli etkilesimi saglar ve kontrolli salim gergeklestirir, bOylece hasta
uyuncu agisindan en etkili ideal sistem elde edilmis olur’’.

Jeller kiiglk bir parca kati ve ona goére blyuk oranda sividan olusur.
Ufak anorganik partikuler jel yapisi iginde G¢ boyutlu sebeke olustururlar®®.
Diger taraftan dogal veya sentetik polimerler olan buyuk anorganik
makromolekiller ise birbirlerinin zinciri ile temasta olarak jel yapisini
olustururlar. Cézucunin yapisi jelin su bazh (hidrojel) veya su igcermeyen
¢bzlicu bazlh (organojel) olacagini belirler. Jellerin viskozitesi, gerilim
uygulamasi veya sicaklik artigi ile azalir. Jeller, jel yapici maddenin
Ozelligine bagli olarak Newton tipi, plastik veya psoddoplastik akis
gOsterebilirler. Polimerin  molekul agirhdr kadar jel yapici maddenin
konsantrasyonu da formilasyonun kivamini etkiler®.

Vajinal jellerde kullanilan eksipiyanlar arasinda; jel yapici ajan
(genellikle polimerler kullanilir), koruyucu ve tagiyicilar vardir. Bu

maddelerin, farmakolojik ve toksikolojik olarak inert olmalari istenir®®.
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Biyoadezif vajinal jellerde ise %1-3 oraninda mukoadezif polimer

bulunur ve igine yumusatici ve nemlendirici ilave edilerek kivamlh jel

hazirlanir. Etkin madde ¢Ozelti veya suspansiyon olacak sekilde jele ilave

edilebilmektedir'?,

Vajinal jel hazirlamak icin kullanilan polimerler®®:
Carbopol® (974P, 934P, 980, 971P and 943)
Polikarbofil
Jelatin
Hidroksietilseltloz
Hidroksipropilsellloz
Hidroksipropilmetilseltloz
Metilseltloz
PEG
Hyaluronik asit
Polivinilpirolidon
Sodyum aljinat
Sodyum karboksimetilseltiloz
Nisasta
Karragenler
Kitosan

Piyasada bu polimerler ile hazirlanan pek ¢ok drtiin bulunmaktadir.

ACIDFORM® adli mukoadezif jelin vajinada tutunma zamani benzer

jellerden (Conceptrol®, Advantage S®, Replens®, Aci-Jel® ve K-Y® Jelly)

daha

dilie

iyi bulunmustur*. ACIDFORM® vajinada, vajinal sivi ve semen ile

oldugunda viskoelastik 6zelligi ve kalis siresi artar®®. Oniki saat

sureyle vajinada kalabildigi bildirilmistir®’.  Yine piyasada bulunan

kontraseptif vajinal jeller ile yapilan bir galismada Conceptrol®, Advantage

s°®, Gyno Il ve KY Plus’in vajinal sivi ile dilie olduklarinda gosterdikleri

vajinal dagihm incelenmigtir. Bu o6zellikleri, jellerin vajinanin ylzeyinde

20



yayllmasinda ve tutunmasinda etkili kritik parametrelerdir. Butln jellerin
non-Newtonian akis gosterdigi ve vajinal sivi ile karsilastiklarinda farkli

cevaplar verdigi bildirilmistir®2.

2.6.1. Biyoadezif VVajinal Jeller Uzerinde Yapilan Calismalar

Mukoadezif vajinal ilaglar iginde jeller hasta uyuncu yuksek oldugu
icin en c¢ok tercih edilen ilag sekilleridir. Vajinal mukoadezif jel
sistemlerinde pek c¢ok farkli grup polimer kullaniimis ve bunlarin cesitli
testleri yapiimistir. Bizim c¢alismamiz kapsaminda vajinaya uygulanan
ilaclarda en cok tercih edilen polimerlerden; Carbopol 974P, Polikarbofil,
HPMC, kitosan ve poloksamerler kullaniimistir.

Bu bolumde, adi gegen polimerler ile yapilan vajinal jel ¢alismalari
hakkinda ornekler verilecek ve biyoadezif jellerin lokal veya sistemik etki

icin kullanildigi galismalar 6zetlenecektir.

2.6.1.1. Poliakrilatlar ile Yapilan Calismalar

Vajinaya uygulanan biyoadezif polimerler kapsaminda en ¢ok
incelenen polimerler poliakrilatlardir. Bu grup polimerler vajinal yoldan
kullanildigi  gibi diger mukozal yollardan da siklikla uygulanmistir™.
Poliakrilatlar biyoadezif vajinal tabletlerin hazirlanmasinda da en sik tercih
edilen bir polimer grubudur®-°.

Carbopoller, akrilik asitin polialkenil eterler ya da divinil glikol ile
gapraz bagl polimerleridir. Kolayca su absorbe etme, hidrate olma ve
sisme Ozellikleri vardir. Hidrofilik yapilarinin yaninda, siki g¢apraz bag
tasimalari nedeniyle jel olusturma, fakat suda tam ¢ozinmeme ozellikleri,
Carbopollerin kontrolli ilag tasiyici sistemler icinde potansiyel bir yer
edinmesini saglamistir. Bukkal®®, oftalmik®’, intestinal®®, nazal®, rektal” ve
vajinal”’ mukoadezyon uygulamalarinda Carbopoller siklikla tercih
edilmektedir. Ozellikle Noveon firmasi tarafindan Uretilen Polikarbofil AA-1

4,11,72,73

mukoadezyon igin bir endustri standartidir . Cesitli biyoadezif
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polakrilik asit polimerlerinin fiziko kimyasal Ozelliklerinin incelendigi bir
calismada Carbopol 910, Polikarbofil, Carbopol 940 ve Carbopol 934’ln
sisme Ozelliklerinin pH'dan nasil etkilendigi incelenmis, sigir sublingual
mukusu varhidinda biyoadezyon gucu olgulmustir. Polimerlerin pH’ya
bagl olarak sistikleri ve dusuk molekul agirligina sahip Carbopol 910 ile
Polikarbofilin, Carbopol 940 ve Carbopol 934 PH’ya gdére daha fazla
biyoadezif glice sahip olduklari bulunmustur™.

Vajina kurulugu menapoza giren kadinlarda yasla birlikte artmaktadir.
Ellili yaslarda menapoza giren kadinlarda vajina kurulugu gorilme orani %
52 iken, bu oran yas ilerledikge estrojen miktarindaki azalmaya bagl
olarak artmaktadir. Altmigli yaslarda % 65’e, 70 yas Ustunde ise % 77’ye
ctkmaktadir. Vajina kurulugunun giderilmesinde hormon yerine koyma
tedavisine alternatif olarak mukoadezif jeller kullanilmigtir, boylece hormon
tedavisi ile olusan kanser riski de ortadan kaldirilmis olmaktadir. Replens®
jel bu amagla kullanilan ve % 1-3 oraninda Polikarbofil iceren bir jeldir.
Vajinada 3-4 giin kalabildigi gdsterilmistir"”">. Polikarbofil bazli Replens®
jel ile pektin bazli Summer’s Eve® jeli vajina kurulugunu tedavi etmek igin
51 hasta Uzerinde denenmis ve Replens® jel daha eftkili bqunmustur76.
Baska bir polikarbofil bazli vajinal jel formilasyonu olan Acidform® jelin,
Faz 1 calismalarinda genital ylzeye ince bir tabaka seklinde yayildigi
bulunmus ve vajinal kurulukta kullanilabileceg@i belirtiimigtir. Acidform®un
asit tamponlayan, biyoadezif, vajinada alikonmasini saglayacak uygun
viskozite ve spermisid Ozelligi piyasadaki diger arlnler ile
karsilastirildiginda, Aci-Jel® gibi, daha etkili bulunmustur. Cinkii yiiksek

asit kapasitesi oldugu icin spermisid etkisi kuvvetlidir®®®'.

Vajina
kurulugunun lokal hormon tedavisi igin de jel formulasyonlar geligtiriimigtir.
Bu jellere ait diinya patentleri bulunmaktadir®’.

Mauck’” ve arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢calismada vajinaya
uygulanan K-T® jel (HEC igerir) ve Replens® jelin (Polikarbofil ve
Carbomer 934P igerir) vajinadaki dagilimi magnetik resonans, gama

sintigrafi ve fiberoptik prob kullanilarak gértnttlenmistir. Jeller vajinaya 3.5
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mL olarak uygulanmis ve farkli zamanlarda izlenmistir. ilk uygulamanin
ardindan jellerin vajinanin Ugte ikilik alanina yayildigi goértulmastir, 45
dakika sonra ise maksimum yayilma oldugu izlenmistir. iki jel arasinda
yayllma suresi acisindan fark bulunamazken, Ug¢ farkli goruntileme
yonteminin de basarili sonug verdigi bildirilmigtir.

Baska bir c¢alismada, vajinada olusan cesitli enfeksiyonlarin
tedavisinde veya hormon eksikliginde lokal olarak uygulanan yeni vajinal
ilag sekillerinin dagilimi gama sintigrafi yontemi ile izlenmistir. Saglikl
gonullilerde rastgele capraz yapilan c¢alismada piyasada bulunan ve
klotrimazol (clotrimazole) iceren krem ile test edilecek jel Griini *™Tc-
DTPA ile isaretlenmis ve 24 saat boyunca izlenmistir. Uygulanan Grunlerin
yogunlugunun da Olguldugu calismanin sonunda iki Grandn vajinal
dagilimlari benzer bulunmustur’®.

Carbopol C971 ve Carbopol C974P ile hazirlanan ve kosolvan olarak
gliserin ile PEG 400’Un kullanildigi bir jel galismasinda kosolvanlara bagh
olarak farkli reolojik, mukoadezif ve salim Oozellikleri goézlenmistir.
Carbopol-PEG 400 ve Carbopol-su jelleri benzer ozellikler gostermis
ancak Carbopol-gliserin jeli onlardan farkli 6zellikler gostermistir. Genel
olarak calismanin sonucunda C974’Un C971’den daha elastik oldugu
belirtiimigtir. Carbopol-PEG 400 ve Carbopol-su jellerinin uygulandigi
bolgede uzun sure salim yaptigi ve iyi adezif Ozellik gosterdigi
bulunmustur’.

Kontrasepsiyon amaciyla hazirlanan ve spermisit madde igeren
karboksimetilselliloz ve poliakrilik asit yapisindaki 4 farkh jelin reolojik
Ozellikleri incelenmis ve vajinal sivi ile semen sivisinin jellerin releojik
Ozelliklerini nasil etkiledigi bulunmustur. Poliakrilik asit yapisindaki jelin
Ozelliklerinin dilie oldugu sivinin yapisina bagh olarak, 6zellikle de pH’ya
bagli olarak degistigi bulunmustur®.

Cinsel yolla bulasan hastaliklardan korunmak igin mikrobisid bir
madde olan sodyum dodesil sulfatin Carbopol 934P ve HPMC kullanilarak

kontrolli salim yapan vajinal jellerinin hazirlandigi bir ¢calismada vajinal
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sistemi taklit eden bir ortamda jellerin salim ozellikleri incelenmigtir. Salim
diyaliz membrandan gergeklestiriimis ve salimi etkileyen faktorler
arasinda, vajinadaki sivi akisi (3 mL/h, 5ml/h), pH (4.0, 5.5, 7.4), sodyum
dodesil sulfatin konsantrasyonu (% 3, % 5) ve konulan jelin agirligi (1.8 g,
3.0 g) incelenmistir. Vajinal sivi akigi ve pH salimi etkilerken, sodyum
dodesil sullfat konsantrasyonundaki degdisimin salimi  etkilemedigi
bulunmustur. Sonugta hazirlanan jelin kontrolli salim yaptidi ve cinsel
yolla bulasan hastaliklardan korunmada etkili olabilecegi bildirilmistir®’.

Degisik konsantrasyonlarda nonoxynol-9 ve EDTA ile hazirlanan
mukoadezif bir ilag verilis sisteminde % 1.25, 1.5, 1.75 ve 2 oraninda
Carbopol 934P kullaniimistir. Hazirlanan sistemin stabilite, mukoadezyon
ve ila¢ salimi gibi in vitro testleri yapilmistir. Testlerin sonucunda Carbopol
934’Un kuzu vajinal dokusunda iyi biyoadezif 6zellik gosterdigi ve sistemin
uzun sdreli nonoxynol-9 saldigi bulunmustur. EDTA'nin ise sistemin
icinde, Carbopol 934P’nin bioadezif kuvvetini arttirdigi ve nonoxynol-9’un
salimini etkilemedigi belirtilmistir®. Fiorilli ve arkadaslarinin yaptigi bir
calismada ise bakteriyal vajinitin tedavisi i¢cin Carbopol ve Polikarbofil ile
hazirlanan mukoadezif vajinal jel kullanilmis ve etkili ve glvenli tedavi
saglanmistir®.

Pavelic® ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada da genital herpesin
olusturdugu sigillerin lokal tedavisi igin asiklovir igeren, kontrolli salim
yapan lokal etkili lipozom-jel formulasyonu gelistirilmistir. Asiklovirin
lipozom icinde enkapsulasyonunu saglamak igin poliol dilisyon yéntemi
kullaniimistir. Lipozomun vajinal uygulanmasinda tasiyici olarak Carbopol®
974P ile hazirlanan biyoadezif jelin en uygun tasici oldugu belirlenmistir. in
vitro salim deneylerinde lipozom iceren jellerin asikloviri salim profili
incelenmigtir. Pozitif ylzey yuklne sahip lipozom igeren jellerin musin
iceren vaijinal ortamlarda en stabil formulasyon oldugu ve kontrolli salim
icin en uygun profili gosterdigi belirtilmigtir.

Baska bir calismada Carbopol® 934P ve HPMC kullanilarak vajinaya

uygulanacak kontrolli salim vyapan ideal bir jel formulasyonlari
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geligtiriimeye calisiimis ve model madde olarak spermisidler kullaniimistir.
HPMC viskozite artirici olarak kullanilmis ve iki polimerin farkli
konsantrasyonlari pH 4 ve 6’da denenerek optimum kombinasyon
arastinilmigtir. insan servikal mukusunda bulunan ve fizikokimyasal
olaylarda etkili olan musin, farkli konsantrasyonlarda, hazirlanan vajinal
siviya eklenerek viskozite ve ylzey gerilimine etkisi incelenmistir. Sonugcta
servikal mukusun yapisi ve formuilasyonun o6zelliklerinin spermisidlerin
mukozal penetrasyonunda g¢ok belirleyici oldugu vurgulanmigtir. Ayrica
Carbopol ile HPMC kombinasyonlarinin spermisid ajanlar igin ideal
kontrolli salim yapan vajinal sistemler oldugu da belirtilmigtir®®.

Vajinal yol sistemik etki elde etmek icin de kullaniimistir. Ozellikle
Carbopol kullanilan ve sistemik etki amaglanan calismalara o6rnekler
sOyledir:

Ludwig86 ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢calismada infertilite tedavisi
icin tasarlanmis progesteronu kontrolli olarak salan Crinone® jel ile oral
olarak tasarlanan ve vajinal yoldan kullanilan Utrogest® kapsiil, 126 hasta
uzerinde rastgele calisiimistir. Crinone jel mukoadezif bir polimer olan
Polikarbofil icermekte ve vajinal uygulanan kapsul ile benzer etki
gOstermektedir ancak Crinone jel uygulama kolayhgi ve rahathdr gibi
Ozellikleri nedeniyle tercih edilmektedir. Crinone ile yapilan bagka bir
calismada mikronize progesteron igeren insert (Endometrin) ve Polikarbofil
ile hazirlanmis Crinone jel saglikli géndlliler (izerinde denenmistir. Ug
grup halinde yapilan g¢alismada birinci gruba Endometrin gunde iki defa,
ikinci gruba Endometrin glinde U¢ defa ve son gruba Crinone jel gtinde 90
mg olarak uygulanmistir. Farmakokinetik degerlendirmenin sonunda
Endometrin’in en yuksek Cqax degerine ulastigi, steady state drumuna
hizla ulastigi ve en yuksek AUC dederini gosterdigi ve bu nedenle Crinone
jele gore daha etkili oldugu belirtilmistir®”.

Gastrointestinal sistemde enzimlerin degredasyonuna ugrayan
insulin oral yolla alinamadigi igin piyasada paranteral formlari mevcuttur.

insiilinin  vajinal uygulamasi yapilan bir calismada biyoyararlihginin
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artirlmasi ve insulini enzimlerden korunacak alternatif bir uygulama yolu
gelistirimeye calisilmistir. insilinin vajinal absorbsiyonunun incelendigi bir
calismada, insulinin poliakrilik asit ile jel formu hazirlanmis ve diyabetik
tavsan ve siganlar Uzerinde calisiimistir. Jel halinde vajinal olarak
uygulanan insulinin, siganlarda ve tavsanlarda plazma seviyesi yukselmis
ve uzun sureli plazma seviyesi elde edilmistir. Bu nedenle insulinin
vajinadan jel halinde uygulanmasinin kolay, kullanigli, agrisiz ve uzun
etkili oldugu sonucuna variimistir®. Richardson ve lllum’un?’ yaptigi bir
calismada da insulinin vajinal mukozadan absorbsiyonu artiriimaya
calisiilmis ve sitrik asitin en etkili absorbsiyon artirici oldugu bulunmustur.
Okada®**®® ve arkadaslarinin yaptigi calismalarda Leuprolide adli
hormon analogu (luteinizing hormone-releasing hormone) bir maddenin
ovulasyon aktivitesini artirmasi amaciyla oral, nazal ve vajinal uygulamasi
sicanlarda calisiimigtir. Vajinal uygulama jel veya tablet seklinde yapiimig
ve absorbsiyon artirici olarak sitrik asit, stuksinik asit, tartarik asit, laktik
asit, askorbik asit gibi maddeler kullaniimistir. Sonugta vajinal uygulama
ile leuprolide’nin ovulasyon aktivitesini arttirdigi bulunmus ve absorbsiyon
artincilarin  da etkili oldugu Dbildirilmistir. Ayrica vajinal vyol, kolay
uygulanmasi, uzun etki saglamasi agisindan da avantajli bulunmustur.
Bakteriyal vajinitte uygulanan antibiyotik (metronidazol ve klindamisin
gibi) tedavisi uzun surmekte ve tedaviden sonra vajina pH’sinin arttig
goOrulmektedir. Antibiyotik tedavisinden sonra genellikle vajinal pH’sinin
normalizasyon c¢aligsmasi yapilmaktadir. Bunun igin MiphiIT'\’I (Mipham,
italya) adli mukoadezif jel, polikarbofil ve karbopol igerir, vajinal pH’yi
dusurmek icin kullaniimigtir. Polikarbofil zayif poliasit yapisindadir ve
baylk molekdl agirhgina sahip oldugu igin vajina epitel hucrelerine
yapisarak 3-5 gun orada kalabilir. Bakteriyal vajiniti olan 45 kadin Gzerinde
cif kor ve plasebo kontrolli yapilan ¢alismada hastalara 2.5 g Miphil™
uygulanmig ve plasebo ile karsilastirilmigtir. Miphil™ kullanilan hastalarin
vajinal pH’sinda belirgin bir digme gozlenmig ve bakteriyal vajinitin

tedavisinde etkili oldugu bildirilmistir®". Mukozal yollardan uygulanacak ilag
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sekli gelistirien bir galismada kalsein ve griseofulvin etkin maddeleri ile
lipozom-jel formulasyonu hazirlanmigtir. Film ydntemi ile hazirlanan
lipozomlar Carbopol 974 jel ve HEC jel iginde tasinmis ve salim &zellikleri
ile reolojik ozellikleri incelenmistir. Her iki etkin maddenin de Carbopol 974
jelden salimi HEC jelden salimindan daha hizli bulunmustur. Calismada
ayrica lipozomal jel formulasyonlarinin 6zelliklerinde en etkili parametrenin
etkin maddenin lipofilik veya hidrofilik durumu oldugu belirtiimis ve bu
Ozelliklere uygun lipit kompozisyonunun ve jel sisteminin belirlenmesi

gerektigi vurgulanmistir®.

2.6.1.2. Selllloz Turevleri ile Yapilan Calismalar

Hidroksipropil metilseluloz’'un (HPMC) ham maddesi pamuk veya kagit
hamuru olabilir®®. Bizim calismamizda kullanilan ve Methocel® olarak
adlandirilan  Grdnler, anhidroglukoz birimlerinin  tekrarlanmasindan
olugmus, dogal karbohidratlarin polimerik iskeletinden meydana gelmisgtir.
Uretim sirasinda selliloz lifleri kostik gozeltiyle isitildiktan sonra metil klordr
ile muamele edilir. Son agamada ise propilen oksit, metil klortre ilave edilir
ve anhidrglukoz birimlerinin Uzerindeki hidroksipropil subsititienti elde
edilir’. Polimerin viskozitesi, molekdil agirhigina ya da zincir uzunluguna
baglidir. Ayrica urtnler non-iyonik Ozellikte olduklarindan ¢ozeltileri genis
bir pH araliginda stabildir®®. HPMC’nin konsantrasyonu arttiginda
viskozitesi de artar ve ilag salim slresi uzar. Polimerin kimyasal yapisina
bagli olarak farkli oranlarda hidrate olma durumu meydana gelebilir%.
HPMC farmasétik teknolojide:

1. Tabletlerde baglayici olarak

2. Uzun etkili preparatlarda salimi geciktirici olarak®’

3. Yari kati ve kozmetik preparatlarda viskozite artirici olarak

4. Slspansiyonlarda, slispansiyon ajani olarak kullaniimaktadir.

Farmasotik endustride ¢ok cesiti HPMC bulunmaktadir ve bunlar
molekuler agirhk (viskozite), kimyasal substitisyon ve partikdl

biiylkliklerine gore farklilagirlar®.
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HPMC hidrofilik matris sistemlerde tagiyici olarak da kullaniimaktadir.
Bu grup polimerler arasinda o6zellikle sodyum karboksi metilsellilozun
mukemmel mukoadezif 6zellik gosterdigi bildiriimistir. Sodyum karboksi
metilseltloz kullanilarak hazirlanan Gyno Il ve JeIIy® Jel, kontrasepsiyon
amaci ile vajinadan uygulanan preparatlardir’’. HPMC’nin tek basina veya
poliakrilatlar ile uygun oranda karistiriimasi ile hazirlanmis vajinal
biyoadezif kontrolli salim yapan tabletler elde edilmistir®®'%. HPMC
kapsul de vajinal uygulama igin kullaniimig ve igine mikrokristalin seltloz
pellet ve nisasta pelletleri konularak vajinadaki dagilhimlari kolposkopi ile
izlenmistir'®. Perioli'® ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada vajinaya
uygulanan yeni mukoadzeif yari kati ilag sekilleri benzydamine etkin
maddesi ile gelistirimeye calisiimistir. Calismada NaCMC ve HEC
kullanilarak basit jeller ve emuljel adi verilen formulasyonlar hazirlanmistir.
Calismanin sonucunda reolojik, mukoadezif ve salim &zellikleri incelenen
jellerden NaCMC igeren formulasyonlarda yliksek mukoadezyon glcu ve
istenilen salimin elde edildigi gozlemlenmigtir. US patenti olarak sunulan
bir calismada etkin maddenin dagilimini saglamak i¢cin % 1-5 oraninda
HPMC iceren jel hazirlanmistir. Gliserin, dietilen glikol, monoetil eterin
surfaktan olarak kullanildigi ¢alismada jele koruyucu (preservative) madde
(% 0.05 - 1) oraninda ve asitlendirici eklenmistir®”.

Kulp'®®

ve arkadaslarinin yaptigl bir gaismada cinsel yolla bulasan
hastaliklara veya istenmeyen hamileliklere karsi mikrobisid madde igeren
iyonik ve noniyonik yapida dort farkl jel formualasyonlari gelistirilmistir. Bu
jellerin vajinada dagilimlari magnetik rezonans ydntemi ile izlenmis ve
kargilastiniimistir. Bu jellerden %3 HPMC ve %1.5 metil seluloz igeren jelin
6 saglikli kadin denekte en iyi yayllmayr ve optimal sonuglari verdigi
bulunmustur. Baska bir ¢calismada NaCMC ve gellan gum kullanilarak
secnidazole’nin uzun sureli salim yapan vajinal jeli hazirlanmis ve
Trichomonas vaginalis’in neden oldugu vajinitte lokal etkisinden dolayi

kullaniimasi amaglanmistir. Gellan gum formulasyonlarda % 0.1 ile 0.75
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arasinda degisen oranlarda kullanilirken NaCMC butun formualasyonlarda
% 0.5 oraninda kullaniimigtir. En ylUksek gellan gum oranina sahip
formulasyon en yuksek viskoziteyi ve mukoadezif kuvveti gosterirken 6
saatin sonunda en az salim yapan formiilasyon olmustur'®’.

Conceptrol® ve Advantage™ adli iki vajinal kontraseptif jelin saglikli
gonullilerde vajinal dagihmlarinin incelendigi bir calismada yeni bir optik
gorunttleme teknigi kullaniimigtir. Farkli molekuller yapiya ve biyofiziksel
ozelliklere sahip jellerden Conceptrol® NaCMC kullanilarak, Advantage™
ise Polikarbofil kullanilarak hazirlanmigtir. Her iki jelde nonoxynol-9
icermektedir. Calismanin sonunda AdvantageTM’nin vajinal dagilimi

|®a gore daha fazla ve daha diizgiin=uniform bulunmustur'®.

Conceptro

Human papillomaviris’in neden oldugu vajinal sigillerin tedavisinde 5-
fluorourasil (%1) iceren vajinal hidrofilik bir jelin klinik arastirmasi yapilimis
ve bu ¢alismada, %1 oraninda HPMC kullanilarak jel hazirlanmistir. Altmis
adet bayan gonullinin katildigi klinik ¢calismada 5-fluorourasil igeren jel
ile plasebo jel kargilastiriimistir. Jellerin uygulanmasi gece yatmadan once
yapllmig ve gun asirn uygulama tekrarlanmigtir. Maksimum 12
uygulamanin sonunda 5-fluorourasil iceren jel hastalarin % 83’Unde etkili
olurken plasebo ancak % 13’Unde etkili olmustur. Sonugta vajinal
uygulama i¢in hazirlanan hidrofilik HPMC jelin guvenli ve etkili bir sekilde
uygulanabilecegi bildirilmistir'®.

HPMC K4M, K15M ve K100M (% 2) kullanilarak yapilan bir
calismada anestezik benzokain jel hazirlanmig ve biyoadezif o6zelligi
incelenmigtir. Maksimum kopma kuvvetinin o6lgtldigu c¢alismada sigcan
bagirsagl kullaniimis ve Olgim Auto Peeling Testerde yapilmistir.
Biyoadezif kuvvet sira ile K4M<K15M<K100M olarak bulunmus ve
maksimum biyoadezyon 6zelligi gésteren HPMC K100M ile calismalara
devam edilmistir'°.

Dunyada 2005 yih itibariyle 38.6 milyon insanin HIV pozitif oldugu
belirlenmistir. Buna gore her yil 340 milyon insan cinsel yolla gegen

hastalik tasiyan kisilerle iliski halindedir. Bu hastaliklardan ve 6zellikle
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HIV’den korunmak igin kadinlara uygulanan urunlere ihtiyag duyulmus ve
topik olarak uygulanabilen jel formulasyonlari gelistirilmistir. Bu jel
formulasyonlari hastaliklara karsi kimyasal bir bariyer olusturmakta ve
vajina ile serviksi kaplayarak hastaliklardan korunmaya yardimci
olmaktadirlar. Bu amacgla yapilan bir calismada cinsel yolla bulasan
hastaliklara karsi kullanilan topikal mikrobisid formulasyonu gelistiriimigtir.
Farklh oranlarda HPMC, poloxamer ve Carbopol iceren dort farkh
biyoadezif jel formulasyonu hazirlanmis ve capraz, cif-kor bir galisma
yapilmigtir. Alti saglikli kadin Uzerinde yapilan c¢alismada magnetik
rezonans yontemi ile dort farkh jelin vajinada nasil dagildig
goruntulenmigtir. Jellerin vajina boyunca dagihmi 4 saatin sonunda % 86-
102 arasinda olmustur. Sonucta % 3 ve % 1.5 HPMC iceren jellerin en iyi
yayllma gésterdigi bildiriimistir'’". Baska bir calismada HIV’e karsi koruma
saglamasi igin klorokin’in (chloroquine) vajinal jel formalasyonu gelistiriimis
ve karakterize edilmistir. Jel hazirlanirken noniyonik bir polimer olan HEC
kullaniimig ve in vitro galismalarda klorokin igeren bu jelin HIV’e kargi etkili

oldugu bulunmustur'?.

2.6.1.3. Kitosan ile Yapilan Calismalar

Dogada o6zellikle eklembacaklilarin dis iskeletinde, yengeg, karides ve
Istakoz gibi deniz canlilarinin kabuklarindan elde edilen kitinin temel turevi
kitosandir. Dogal bir polikatyonik madde olan kitosan eczacilikta pek ¢ok
alanda kullaniimaktadir'™. Kitosan pH<6.5 de negatif yikli molekdilleri
ceken ve iyon olarak onlara baglanan guglu pozitif yike sahiptir. Kitosanin
biyogecimli (toksik olmayan, irritan olmayan, antijenik olmayan) ve
biyoaktif (yara iyilestirici, antimikrobiyal, fungustatik vb) olmasi kullanimini
yayginlastirmistir''.

Kitosanin en énemli kullanim alanlarindan birisi ila¢ endustrisidir. ilac
tasiyici materyal olarak hidrojeller, tabletler, graniller ve mikropartikuler
sistemlerin hazirlanmasinda yaygin olarak kullaniimaktadir’>'"®. Kitosan

pozitif yUkdne bagh olarak, fizyolojik pHda biyoadeziftr ve bu da
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120122 By nedenle kitosan,

uygulama bolgesinde tutunmasini arttirir
ilaclarin  mukozal uygulamalarinda siklikla kullaniimistir.  Ornegin,
antifungal bir maddenin kitosan jel ve kitosan film formulasyonlari sekilinde
oral mukozal uygulamasi yapiimistir'®®. Bagka bir calismada da peptid
yapisindaki bir maddenin kitosan jel formulasyonu bukkal mukozaya
uygulanmistir'?*.

Penetrasyon arttirma kapasitesi, biyouyumlu, biyopargalanir,
biyoadezif ve bakteriostatik etkisinden dolayi kitosan vajinal uygulamalar
icin umut vaad eden bir polimerdir. Yuksek molekul agirhigi olan kitosan
tirevlerinin (5-metil-pirolidin kitosan) 6zellikle hidrofilik ilaglarin vajinal
mukozadan absorbsiyonunu arttirdigi bildirilmektedir'. Vajinal tabletlerin
hazirlanmasinda da kullanilan kitosan ile sildenafilin uzun sureli salim

yapan tablet formiilasyonlari gelistirilmistir'®®

. Klotrimazolun biyoadezif
vajinal tabletlerinin hazirlanmasinda kitosanin tiyoglikolik asit ile
modifikasyonu sonucu elde edilen polimerler kullaniimis ve klotrimazolin
vajinal mukozada kalis siiresi uzatilmistir'?’.

Kitosan jellerin mukoza islatici 6zelligi ile biyoadezif 6zelligi, mukozal
ilag tasiyici sistemlerinin geligtirilebilmesini saglamistir. Kitosan jeller ile
ilgili olarak gapraz baglanma mekanizmalari, erozyon mekanizmalari ve
salim profilleri Uzerine kitosan oraninin etkisi pek c¢ok calismada
incelenmistir'?®.  Metronidazoliin model ilag olarak kullanildigi bir
calismada lokal vajinal tedavi saglamak ve ilag-mukoza temas suresini
uzatmak amaci ile yeni mukoadezif jel formulasyonlari hazirlanmistir. Bu
formulasyonlar HPMC, kitosan, 5-metil-pirolidin kitosan ve bunlarin
karigimlari kullanilarak hazirlanmigtir. Butun formalasyonlarin psédoplastik
akis gosterdigi ve viskozitenin kitosan oranina baglh olarak arttig
g6zlenmistir. Ayrica calismada kitosan iceren jellerin mukoadezyon

kuvvetleri dl¢ciimus ve piyasa preparati olan Zidoval®

den (metronidazol
iceren, % 0.75 Carbopol 974P jel) daha yluksek mukoadezif performans
gosterdigi bulunmustur. Calismada jellerin metronidazolu salim o6zellikleri

de incelenmis ve piyasa preparatinin kitosan jellere gére daha uzun
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siirede salim yaptigi bildirilmistir'?®. Ayni arastirmacilar bu calismanin
devaminda metronidazolin  vajinaya uygulanmak Uzere tablet
formulasyonlarini kitosan, polivinilpirolidon ve Polikarbofil gibi polimerler
kullanarak hazirlamiglardir. Tum farmasotik karakterleri, mukoadezyon
kuvveti ve salim oOzellikleri incelenen formulasyonlardan 1:1 oraninda
kitosan ve polivinilpirolidon karisimi ile hazirlanan formulasyon vajinal
uygulama icin en iyi formiilasyon olarak segilmistir'®.

Bonferoni'®® ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada da kitosanin sitrat
tuzlarinin zayif permeabilitesi olan ilaglar i¢in vajinal uygulamada uygun bir
tasiyici olacagi belirtiimigtir. Calismada kullanilan kitosan sitrat vajinal
uygulamalarda penetrasyon artirici ve proteaz enzim inhibitdéri gibi pek
cok farkli amag igin kullaniimaktadir. Bu polimerin reolojik, ila¢ salimi ve
ila¢ penetrasyonu gibi ozellikleri kitosan HCI ile hazirlanan jeller ile
kargilastiriimistir. Model madde olarak dusuk molekul agirhikh asiklovir,
siprofloksasin ile hidrofilik ve yuksek molekual agirhkh fluorescein
izotiyosiyanat dekstran (Fluorescein isothiocyanate dextran) segilmistir.
Kitosan sitratin ve kitosan HCI'nin % 3 ‘lik jellerinin viskozite-kayma
gerilimi (shear rate) grafigi benzer bulunmus ve kitosan tuzlarinin tGrandn
viskoziteyi etkilemedigi bildirilmistir. Salim deneyleri Franz difuzyon
hiacresinde 0.45 pm polyvinylidene fluoride membrandan yapilmistir.
Asiklovirin kitosan jel ve suspansiyon formulasyonlarinin salim profilleri
benzer bulunmus ayni sekilde siprofloksasinin de kitosan jel ve ¢ozeltisinin
salim profilleri Ust Uste c¢ikmistir. Buna bagl olarak kitosan jelin ilag
salimini etkilemedigi belirtiimigtir. Calismada ilaglarin  penetrasyon
calismasi da Franz difuzyon hulcresinde domuz vajinal mukozasindan
yapilmis ve sonugta kitosan sitrat jelin, etkin madde penetrasyonu en iyi
olan formulasyon oldugu bulunmustur.

instlinin vajinal ve rektal uygulandigi bir ¢alisada insiilinin kitosan jel
formulasyonlari hazirlanmis ve gesitli penetrasyon artiricilar formulasyona

ileve edilerek tavsanlar Uzerinde in vivo ¢alisma yapilmistir. Kan glukoz
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seviyesini en fazla dusuren uygulamanin insulin ve dimetil-B-siklodekstrin
iceren kitosan jel formilasyonu oldugu bulunmustur®*,

Klomifen sitratin vajinal HPV’nin lokal tedavisinde kullanildigi bir
calismada Polikarbofil, kitosan ve bunlarin tiyoglikolik asit ve L-sistein ile
konjugatlar kullanilarak mukoadezif jel formulasyonlari gelistirilmigtir. Tiyol
gruplarin artmasi ile kitosan ve Polikarbofil jellerde mukoadezyon 6zelligi
de artmistir. Jellerden salim o6zellikleri incelendiginde ise Polikarbofil ve
konjugatlarindan salim 70 saate kadar uzanirken kitosan ve

konjugatlarindan salim ancak 12 saat siirmiistiir'>?,

2.6.1.4. Sicakliga Hassas Polimerler ile Yapilan Calismalar

Poloxamerler, seluloz turevleridir ve kitosan gibi en ¢ok kullanilan
polimerler arasindadir. Etilen oksit ve propilen oksitten olusan uclu

bloklardan ibaret kopolimerlerdir'?,

Hidrofilik oksit gruplarinin varligi
poloxamerlerin, mukusun oligosakkaritlerine baglanmasini saglar ve bu da
onlara biyoadezif 6zellik kazandirir'®*. Bu polimerler igin en dnemli dzellik
sicakhga bagli olarak sol-jel gegisleridir. Bu gecislerin yasandigi sicaklik
Tsojer Olarak gosterilir ve sol-jel gecis sicakligr olarak tanimlanir. Bu
sicakhgin altinda sivi formdadir, bu sicakligin (istiinde ise jel haldedir'®.
Sol-jel gegcisi sicakliga bagli olan poloksamerler ile vajinaya uygulanan
biyoadezif jeller hazirlanmig ve genellikle Polikarbofil ve HPMC gibi
polimerler ile kombine edilmistir. Poloksamerler ile hazirlanan vajinal
sistemlerin uygulamasi son yillarda dnem kazanmistir’.

Chang ve arkadaslarinin™® yaptigi bir calismada isiya hassas ve
mukoadezif polimerler kullanilarak hazirlanan jellerin vajinal dagilimi ve
reolojik Ozellikleri incelenerek ilaglarin dagihmi icin uygunluklari
arastinimistir. Klotrimazol model ilag olarak secilmis, polimer olarak
Poloxamer® P407 , Poloxamer® P188 ve Polikarbofil® AA-1 kullaniimistir.
Jeller soguk metotla hazirlanmistir. Jellerde elastik modul belirlenerek,
sicaklik ve jellesme arasindaki iligki incelenmistir. Jellesme sicakligi vajina

icin uygun olmalidir. Elastik modul, uygulanan gerilim ve sonucunda
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olusan deformasyon ile hesaplanir. Olgiim igin osilasyon yontemi
kullaniimistir. Viskozite modull dlglulerek zamana gore nasil davranig
goOsterdikleri yine osilasyon yodntemi ile belirlenmistir. Viskozite
modull/elastik modul oraninin 1'den kuguk oldugu durumlarda sistem
elastikdir yani jel 6zelligi iyidir. Bunun igin elastik modulun buyuk olmasi
gerekmektedir. Vajinal uygulama igin kisa jellesme zamani, uygulama ve
uzun slre uygulama yerinde kalmasi acgisindan avantajlidir. % 20 P188
iceren formulasyonun uygulanan her gerilim degerinde elastik modulinin
viskozite modulinden yuksek oldugu yani jel Ozelliginin iyi oldugu
go6rulmektedir. Bu jel formulasyonlari 20°C’de Newtonian akis gdsterirken
sicakhk 37°C’ye ciktiginda akisin non-Newtonian oldugu goériimustir.
Batun jellerin vajinal sicakligin altinda jellestigi ve vajinal sivi ile muamele
olduktan sonra farkh jellesme suresi ve viskoelastik 6zellikler gosterildigi
bildirilmistir®.

Calismanin devaminda hazirlanan sicaklida hassas, mukoadezif
jellerin, mukoadezyon kuvveti Olculmiugs ve disi sigcanlarda antifungal
aktiviteleri tayin edilmigtir. Mukoadezyon c¢alismasinda sigan vajinal
mukozasi kullaniimis ve TA-XT2 Texture Analyzer ile dlgimleri yapilmistir.
Mukoadezyon kuvvetinin ve kopma isinin (expulsion work) Polikarbofil
miktarinin artmasi ile arttigi ve P407/P188 orani 15/20 olan formulasyonun
mukoadezyon kuvvetinin 15/15 olan formulasyondan daha ylksek oldugu
bulunmustur. Vajinal mukozanin morfolojisinin de incelendidi ¢alismanin
sonucunda klotrimazol igeren jel sisteminin mukozada herhangi bir
toksikolojik etkiye neden olmadigi, glvenli ve etkili bir tedavi sagladigi
bildirilmistir'®”.

Asiklovirin  model ilag olarak kullanildigi baska bir c¢alismada
poloksamer 407 ile karragen kombine edilerek vajinal jel formulasyonlari
hazirlanmistir. Hazirlanan jellerin in vitro salim Ozellikleri ve siganlarda
vajinada kalis suresi izlenmistir. Calismada asiklovirin in vitro saliminin jel
formilasyonundaki karragenin miktari arttikga azaldigi gérilmistir. in vivo

deneylerde belli surelerde siganlarin vajinasi yikanarak, yikama suyunda
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HPLC ile asiklovir tayini yapilmistir. in vivo sonuglar, karragenin vajinada
kalis siresini artirmada Carbopol kadar etkili oldugunu gdstermistir'®e.
Yine asiklovir ile yapilan baska bir c¢alismada hyaluronik asit ile
poloksamerler (F127 ve F68) kombine edilerek sicakliga hassas,
mukoadezif jel formilasyonlari hazirlanmistir™®.

Bilensoy ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢calismada ise HPV’nin neden
oldugu servikal kanserin tedavisi amaci ile 5-fluorourasil igeren jel
formulasyonlari gelistirilmigtir. 5-fluorourasil’in ¢ozunurlGgunin arttiriimasi
icin B-siklodekstrin veya hidroksipropil-B-siklodekstrin ile kompleksi
hazirlanmistir. Sicaklia hassas Pluronic® F127 ile birlikte mukoadezif
polimerlerden hyoluronik asit, Carbopol 934 ve HPMC kombine edilerek
hazirlanan vajinal jel formulasyonlarinin reolojik 6zellikleri ve in vitro ilag
salimi belirlenmigtir.  Salim  profilleri incelendiginde 5-fluorourasilin
hidroksipropil-B-siklodekstrin kompleksinin, 92 saat boyunca en kontrollu
saliminin Carbopol igeren poloksamer jelden oldugu goérualmastir.
Poloksamerin kontrolli salim igin tek basina vyeterli olmadigi diger
mukoadezif polimerler ile kombine edildiginde salimin yavasladigi

bildirilmistir'*°.

2.6.2. Biyoadezif Vajinal Jellerin Farmasotik Karakterleri

2.6.2.1. Jellerden ilac Salimi ve Permeabilite

ilag gelistiriimesinde ve kalite kontrollerinde ila¢ salim c¢alismalari ¢ok
onemlidir. Secilen in vitro metot her zaman in vivo ortami tam olarak
saglamayabilir, ancak hazirlanan farmasoétik formulasyonun performansi
agisindan &nemli bilgiler verir''. Vajinaya uygulanan topik jellerden ilag
salimini incelemek igin in vitro c¢alismalarda genellikle Franz difizyon

hicresi kullanilir™?.

Bonferoni'°

ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada ex vivo ilag
gegisi incelenmis ve domuz vajinal dokusundan gesitli etkin maddelerin

gegcis calismasi yapiimigtir. Asiklovir, siprofloksasin ve fluorescein etkin
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maddelerinin %3 kitosan sitrat veya %3 kitosan hidroklorur jel seklinde
Franz difiizyon hiicrelerinden gegisi incelenmistir. iki kitosan tuzunun
jelinin de permeabilitesi dusuk olan bu ilaglarin gegisini arttirdigi
bildirilmigtir.

Vajinal jellerin mukozadan difuzyonunda pH ve osmotik basing
etkilidir™. Sandri'*® ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada mukoadezif ve
absorbsiyon arttirici  6zelliginden dolayr kitosan turevi polimerler,
asiklovirin vajinal mukozadan gegis deneylerinde kullanilmistir. Franz
difuizyon hucresinden yapilan deneyde asiklovirin gegigini en iyi sekilde
saglayan kitosan turevi polimer saptanmigtir.

Vajinal  jellerin  aktif  sistemik  absorbsiyon  g&stermeleri
amaclandiginda permeabilite ¢alismalari yapilmis ve iyi sonug¢ alinmis
olmalidir. Sistemik absorbsiyon calismalarinda insan ve hayvan vajinal
mukozalarindan ilacin penetrasyon c¢alismalari yapiimaktadir. Ancak
hayvan c¢aligmalarinin higbiri insanlarda elde edilen sonuglar ile tam olarak
ortismemektedir'**. Penetrasyon calismalarinda insan vajinal mukozasi
kullanildiginda preparatin tedavi etkinligi tam olarak anlasilabilir. Bagka bir
deyisle tam olarak tutarli ve homojen penetrasyon cevabi alinmis olur. Bu
calismalar icin Chamber Teknigi 6nerilmektedir ve bu metot ile elde edilen

sonuglar in vitro vajinal penetrasyon ¢alismasi olarak degerlendirilir145.

2.6.2.2. Jellerin Reolojik ve Textural (Sertlik/Yumusaklik) Ozellikleri

Jeli olusturan yapinin bilesenleri reolojik 6zellikleri belirler ve bu
146

bilesenler degistiginde farkli reolojik 6zellikler goérilebilir Reolojik
Ozelliklerin belirlenmesinde osilator=salinimh=titresimli reometre
(oscillatory) veya akig reometresi tercih edilir. Osilator ile O6lgim
yapildiginda sistemin komple karakteri (elastikiyet ve viskozite)
belirlenebilmektedir. Bu Ustinligu nedeniyle akisin dlgulmesinde tercih

% valenta®® ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada model ilag

edilir
olarak progesteron kullaniimis ve poliakrilik asit polimerinin turevleri ile

vajinada uzun siUre kalmasi planlanan adezif tabletler hazirlanmigtir.

36



Tabletlerin hazirlanmasinda kullanilan polimerlerin reolojik 6zellikleri
osilator ile belirlenmigtir. Osilator ile elastiklik modulu (G'), viskozluk
modull (G") ve dinamik viskozite (n') belirlenmistir. Sonugta tiyollenmisg
poliakrilik asit turevi polimerlerin, tiyollenme oranina goére elastikiyet
Ozelliklerinin ve viskozitesinin arttigr goralmugtur.

Vajinal jeller icin ideal bir viskozite belirlemek zordur. Jeller genellikle
non-Newtonian akis gostermektedirler. Vajinaya uygulanmak Uzere
hazirlanan biyozdezif jellerin viskozite O&lgumlerinde ¢ok noktall
viskozimetrelerin kullaniimasi uygundur. Ayrica vajinaya uygulanan jellerin
viskozite degerini, yuksek kayma hizi uygulandiginda veya vajinal sivi ile
karsilastiginda korumalari gerekmektedirso. Kontrasepsiyon amaciyla
hazirlanan ve spermisit madde igeren vajinal jellerin reolojik 6zelliklerinin
incelendigi bir calismada jeller poliakrilik asit tirevlerinden hazirlanmistir.
Vajinal sivinin ve semen sivisinin jellerin releojik o6zelliklerini nasil
etkiledigi incelenmis ve jellerin reolojik 6zelliklerinin dilie edildikleri sivinin
cinsine ve miktarina bagh olarak degistigi bulunmustur. Sicaklik, pH,
vajinal sivi ile etkilesme viskozitenin degismesine neden olabilir.
Formiilasyon  gelistirimesinde bu  faktérler  degerlendiriimelidir®.

48 ve arkadaslarinin yaptigi bir galismada Pluronik (Pluronic® F-

Tirnaksiz
127), Polikarbofil (Noveon® AA-1) ve bunlarin karisimlari ile hazirlanan
jellerin reolojik ve mukoadezif Ozellikleri incelenmigtir. Jellerin viskozitesi
rotasyonel viskozimetre ile Olgcilmis ve pluronik ile hazirlanan jellerin
viskozitesinin sicaklik ile birlikte arttigi belirlenmigtir. Pluronik ve
Polikarbofil karigsimi ile hazirlanan jellerin viskozitesi sadece pluronik
kullanilarak hazirlananlardan daha yuksek bulunmustur. Mukoadezyon
calismasinda adezyon gucu, hassas terazi yontemi kullanilarak
OlcUlmastur. Viskozite degerleri oldukga farkli olan pluronik ve
Polikarbofilin benzer mukoadezif 6zellik gdsterdigi, ancak en ylksek
mukoadezyon dederinin pluronik/Polikarbofil karisimindan elde edildigi
bildirilmistir. Bu jel sistemlerinin biyoadezif, sicakliga hassas ve kontrolll

salim formulasyonlarinin gelistiriimesinde kullanilabilecegi bildiriimistir.
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Reolojik ozellikler vajinal sivi ile etkilesmeden Once ve sonra
Olculebilir. Texture Profil Analizi (TPA) ile yari katilarin reolojik 6zellikleri
belirlenebilmektedir. Vajinal jeller ile jel-vajinal sivi karigimlarinin tGzerinde
TPA olcumler yapilarak sertlik, sikisabilirlik/yayilabilirlik ve yapigkanlk gibi

onemli parametreler belirlenebilir'*’. Cevher'*®

ve arkadasglarinin yaptigi
bir calismada klomifen sitrat jel formulasyonu hazirlanmis ve mekanik
dzellikleri TA-XTPlus texture analyzer cihazi ile belirlenmistir. insan
papilloma virisun (HPV) neden oldugu enfeksiyonlarda uzun sureli salim
yapmak Uzere gelistirilen jeller farkh poliakrilik asit turevleri (Carbopol®
934P, Carbopol® 971P, Carbopol® 974P) ve bu polimerlerin tiol gruplari ile
olusturulan konjugatlari ile hazirlanmis ve sertlik, elastikiyet, sikigabilirlik,
adezif ve kohezif Ozellikleri incelenmigtir. Calismanin sonucunda
Carbopol® 934P ile hazirlanan jel formiilasyonu sertlik ve sikisabilirlik
ozelligi bakimindan uygun bulunurken Carbopol® 934P-Cys konjugati ile
hazirlanan jel formulasyonunun en vyuksek elastikiyet ve kohezyon
Ozellikleri gosterdigi ve vajinal mukozaya uygulanacak en iyi formulasyon
oldugu belirlenmigtir. Tiol grubunun artmasi ile mukoadezyon 0zelligin

arttigi bu galisma ile kanitlanmistir.

2.6.2.3. Vajinal Yayilma ve Tutulma

Vajinal jellerin tagidiklari aktif molekulin etkinliginin gorulebilmesi igin
jelin vajinada yayilmasi ve tutunmasi ¢ok dnemli iki parametredir. Vajinal
jeller epitel tabakaya yayilmali ve oradaki devamliligini saglayabilmelidir.
Bu durumu etkileyen faktorler arasinda yuksek uygulama hacmi (2.5-3.5
mL) ve cinsel birlesme sayiimaktadir'. Vajinal jellerin yayiimasinda 6n
deneme olarak egimli bir ylzeyde jellerin akisi incelenmis ve matematiksel
modeller kullanilarak in vivo davraniglar hakkinda tahmin yarataimustar.
Reolojik ozellikler vajinal ylzeyde jellerin yayllma ve tutulmasinda c¢ok
onemlidir. Dogru viskozitede hazirlanan bir jel vajinada yeterli tutulma ve
yaylima g('jsterecektirﬁz. ilaglarin vajinada yayilmasini belirlemek igin in

vivo goruntuleme calismalari da yapilmistir. Magnetik rezonans ve gama
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sintigrafi gibi teknikler kullanilmistir'®'. Vermani*? ve arkadaslarinin yaptigi
bir ¢alismada xanthan zamki, sodyum aljinat, Polikarbofil ve bunlarin
kombinasyonlarinin, koyun vajinal dokusunda tutunma zamanlar
incelenmigtir. Bunun igin koyun vajinasi dik bir sekilde yerlestiriimisg, jelin
akigi izlenmis ve jelin agirhgindaki degigsme zamana gore kaydedilmigtir.
Xanthan zamki ile sodyum aljinat en iyi tutunma suresi gosteren polimerler
olarak belirlenirken, kitosan ve Polikarbofil dislUk tutunma suresi

gostermistir.
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2.7. Kullanilan Etkin Maddelerin Ozellikleri Ve Konu ile ilgili Yapilan

Caligsmalar

2.7.1. CIDOFOVIR (HPMPC)=(CV)

Cidofovir (S - 1 - (3 - hydroxy — 2 - phosphonylmethoxypropyl)
cytosine = HPMPC), genital sigillerde etkili olan, akrilik fosfonat nikleotid
analogu bir onilagtir.Yeni bir sinif antiviral madde olan cidofovir, viral DNA
sentezini inhibe ederek etki gosterir.

Kimyasal formuli CgH14N3OgP olup molekul agirhgr 279.19 g/mol
olan kokusuz beyaz toz seklinde bir maddedir. Sudaki ¢dzinurlagu
10mg/mL’den daha az, asidik ve nétral pHda ¢o6zunarlGgu iyidir (>100
mg/mL) (170 mg/mL pH 6-8). 290°C’nin uzerinde bozulur, normal ortam

kosullarinda stabildir'®2.

MH

nd

HO— F‘w
H

Sekil 7. Cidofovirin kimyasal yapisi

Cidofovirin uygulama dozu asagidaki gibidir'>.

» AKUT UYGULAMA: ilk hafta IV, 5 mg/kg
> DEVAM ETTIRME DOZU: Devam eden iki haftada da yine IV, 5
mg/kg
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2.7.1.1. Cidofovirin Kullanildigi Yerler ve Etki Mekanizmasi

Cidofovir genital sigillerin tedavisinde kullaniimaktadir. Kondilom ya
da condyloma accumunata adi verilen genital sigiller pek ¢ok kadina
sikinti veren lezyonlardir. HPV'nin neden oldugu kondilomlar cinsel yolla
bulasan enfeksiyonlardir’*'°. HPV sadece genital sigillere neden olmaz.
Bu virusun 100'den fazla degisik alt grubu vardir ve bu gruplardan
bazilarinin rahim agzi kanserine neden oldugu bilinmektedir.

Bazi tipleri ise anlUs kanserine yol agabilmektedir. Genelde dis
genital bolgede kuguk sigiller ortaya cikar. Bu sigiller vajen ve servikste de
yerlesir. Bunlar Kkisinin kendisi tarafindan gorllebilir ya da elle
hissedilebilir. Sigiller yumusak, pembe-beyaz renkli, karnibahar benzeri
olusumlardir™®. HPV ile enfekte olmus kadinlarda vulva ve serviks kanseri
riski artmigtir.

DNA viruslerinden olan Papovaviridae iginde yer alan, insanda
hastalik olusturdugu bilinen HPV serviks kanserine neden olabilir.

Ozellikle HPV tip 16 ve 18, serviks kanserleri ile yakindan iligkili
olarak bulunmustur'’. Campo'®® ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada
ise hayvan Papillom virGsleri incelenmigtir. Bovine Papillomavirus (BPV),
Cottontail Rabbit Papillomavirus (CRPV) ve Canine Oral Papillomavirus
uzerinde yapilan incelemeler sonucunda bu viruslerin hayvanlarda sigil ve
lezyonlara neden oldugu goérulmustir. Ayrica bu Papillom virGslerinin
karsinojenik  oldugu saptanmigtir. Calismada kullanilan  Papillom
viruslerinin HPV enfeksiyonlari igin iyi bir model olacagi belirtimektedir.
Benzer bir galismada ise CRPV’nin olusumuna neden oldugu tavsan
Papillomlarinin, kanser gelisimine neden oldugu belirtiimektedir'>®.

HPV’nin olusturdugu sigillerin tedavisi igin, higbir sey yapilmadan
sigillerin gegmesi beklenilebilir, kimyasallar uygulanabilir, krioterapi denilen
sivi azot ile sigiller dondurulabilir, sigiller elektrik akimi ile imha edilebilir
(Elektrokoterizasyon), lazer isini ile yok edilebilir veya interferon tedavisi
uygulanabilir. Tedavide kullanilan ilaglar arasinda, keratolitik ajanlar,

immunomodulatérler (podophyllin), intralezyonal uygulanan bleomisin ve
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interferon alfa, sistemik etkili simetidine, retinoidler ve antiviral olarak da
cidofovir bulunmaktadr'®%'6",

Cidofovir, HSV ve HPV’de etki gdsterir, ayrica servikal displazide de
etkili oldugu bulunmustur'®®.  Cidofovir, etkili oldugu viriislerin
replikasyonunu, viris DNA polimeraz sentezini inhibe ederek baskilar,
cidofovirin aktif metaboliti olan cidofovir difosfat tarafindan inhibe edilir.
Viral aktivitesi: HSV-1 ve 2, HPV, asiklovire diren¢ kazanmis Molloscum
(MCV), HIV ve Varicella Zoster (VZV) uzerine olan cidofovirin oral
absorbsiyonu oldukca diisiiktiir'®.

Tlrkiyede ticari preparati bulunmayan cidofovirin, Amerika’da
®
VISTIDE (Steril, hipertonik sulu ¢ozelti seklindedir ve sadece IV inflzyon

ile uygulanir) ve FORVADETNI (% 71lik topikal jel ve krem) isimli iki
preparati bulunmaktadir'®164,

Cidofovir doza bagh olarak nefrotoksisite gosterdigi igin dozu bu
toksisiteye gore belirlenir. Akut renal bozukluklar yapabilir ve diyaliz ile
sonuglanan durumlar ortaya c¢ikabilir. Doz rejimi ¢ok siki kontrol
edilmelidir. 3 mg/kg, 5mg/kg haftalik dozlarda uygulanmaktadir ve tedavi 2

hafta strer'®?.

2.7.1.2. Cidofovirin Farmakokinetigi

Cidofovirin 75 mg/mL injeksiyon seklinde uygulandiginda bulunan

farmakokinetik parametreleri soyledir'®.

® ABSORBSIYON: Probenecid ile uygulandiginda Cpax= 9.8’den 19.6
Mg/mL’ye ¢cikmaktadir.

® DAGILMA: Vd=410 mL/kg (steady state)
Proteinlere baglanma %6’dan az.

® ELIMINASYON: ClI=148 mL/dak/1.73m?>.
Renal CI=98.6 mL/dak/1.73m?>.
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2.7.1.3. Cidofovir ile Yapilan Calismalar

Santoyo165 ve arkadaslarinin yaptigi bir c¢alismada cidofovirin
deriden penetrasyonunu saglamak igcin topikal olarak uygulanan
mikropartiktler bir sistem hazirlanmistir. Calismada cidofovirin topikal
uygulama sonucunda bazal epidermise kadar ulagsmasi ve uzun sureli bir
terapotik  etkinligin - goértlmesi amaclanmistir. Bu amagla cidofovirin
mikropartikilleri PLGA (poly lactide-co-glikolid) kullanilarak solvan ugurma
ve puskurterek kurutma yontemleri kullanilarak  hazirlanmistir.
Mikropartikullerin karakteristik 6zellikleri incelenmis ve deriden gegislerine
etkileri arastirlmistir.  Sonugta cidofovir yUklenmis mikropartikillerin
deriden penetrasyonunun, cidofovirin  topikal olarak uygulanan
suspansiyonuna gore daha yuksek oldugu bulunmustur.

Baska bir calismada ise cidofovirin domuz derisinin farkl
tabakalarina perkutan penetrasyonu incelenmistir. Bunun igin HPLC ile bir
yontem gelistiriimis ve cidofovirin deri katmanlarindaki miktarinin analizi
yapilmistir.  Perkutan uygulamadan sonra Franz difuzyon hicresinin
reseptor kompartmanindan alinan Orneklerin  analizi  yapilmistir.
Calismanin sonucunda cidofovirin domuz deri tabakalarinda topikal
uygulama ile 400 uym kadar derine inebildigi analiz edilmistir. Cidofovir

miktarinin en yiiksek oldugu tabaka 0-40 um arasindadir'®®.

Afouna'®’

ve arkadaslarinin yaptigi bir galismada penetrasyon artirici
bir madde olan Azon'un (Azone) derideki serbest ilag miktarini nasil
etkiledigi in vitro calismalar ile gdsteriimis ve cidofovirin HSV-1
enfeksiyonlarindaki in vivo antiviral aktivitesi arasinda korelasyon
kuruimaya calisiimistir.  Cidofovirin, Azon igeren ve igcermeyen
formilasyonlari hazirlanmistir. in vitro calismalar sonucunda Azon iceren
formilasyonlarin akiyi(flux)=gecirgenligi cok fazla artirdigi gériilmistir. in
vivo galismada ise HSV-1 ile infekte edilen tlysUz fareler kullaniimis ve
cidofovir formulasyonlari uygulanmigtir. Sonugta bu formualasyonlarin
HSV-1 enfeksiyonlarina kargi tedavi edici ve koruyucu olarak ¢ok buyuk

bir etkinligi oldugu saptanmistir.
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Cidofovirin lokal etkisine yonelik calismalarda ise HPV ve HSV
lezyonlari Gzerindeki etkinligi arastiriimaktadir. Cidofovir ile yapilan klinik
bir calismada, HIV’li hastalarin gogunda HPV enfeksiyonlarina rastlandigi
belirtimektedir. Bu tur anogenital sigillerin tedavisi igin cidofovirin %1’lik
preparati gunde bir defa olmak Uzere iki hafta sureyle kullanmigtir. Tedavi
sonucunda HIV’li hastalardaki HPV sigillerinin tamamen ortadan kalktigi
gbzlenmistir'®®. Orlando'®® ve arkadaslari ise yine HIV ile enfekte olmus
external genital sigilleri olan hastalar ile galismislardir. Hastalara ug¢ farkl
tedavi uygulanmigtir. Bunlar elektrik ile sigilleri tahrip etmek, sigillere %1
cidofovir igceren topikal jel uygulamak ve bu iki islemi birlikte yapmak
seklindedir. Calismanin sonucunda tedavi sekli sirasina gore, % 93, % 76
ve % 100 oraninda basari saglanmistir.

External genital herpesi olan 96 hastada cidofovir jelin etkinliginin
incelenmesi igin gok merkezli, ¢ift kor rastgele bir calisma yapiimistir. % 1,
3 ve 5 cidofovir igeren jeller ve plasebo jel hastalara 12 saat sure ile
uygulanmigtir. Doza bagli olarak cidofovir jellerin genital herpesli
hastalarin tedavisinde basarili oldugu gézlenmistir'®. Bagka bir galismada,
37 yasinda HIV pozitif olan Kenyali bir bayan hastada incelemeler
yapilmig, ayakta ve external genital bdlgede Human Papilloma Virlisun
neden oldugu sidillere rastlanmistir. Bu sigillerin tedavisi i¢in hastaya %
3’luk cidofovir krem uygulanmig ve tedaviye 3 gun devam edilmistir. Yedi
glin sonunda sigillerin ortadan kalktigi bildiriimektedir' "°.

HPV’nin, insanlarda servikal kanser riskini olduk¢a ylksek oranda
artirdigi  bilinmektedir. Cidofovirin ise servikal karsinomalarda olusan
tiimordeki protein yapisini etkileyerek etki gdsterdigi belirtiimektedir'".
Snoeck'”® ve arkadaslarinin yapti§i bir calismada, servikste epitel doku
icinde  olusan tumoérin udcuncu evresinde, HPV’nin DNA aktivitesini
etkileyerek etki gdsteren cidofovir, topikal olarak uygulanmistir. % 1
cidofovir igeren jel ginde u¢ defa olmak tzere 15 gonulli bayan hastada
bir ay sureyle kullaniimigtir. Tedavi sonunda on beg hastanin yedisinde

servikal lezyonlarda histolojik olarak tam bir iyilesme gorilmus, bes
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hastada kismen cevap alinmistir, iki hastada ise bir degisiklik
gorulmemistir. Polymer Chain Reaction (PCR) ile yapilan ¢alismada ise
yedi hastadan dordinde histolojik olarak tam cevap alindigi saptanmistir.
Calismada ayni zamanda cidofovirin normal epitel doku igin toksik
olmadigi da belirtiimektedir.

Yetmisden fazla farkh genotipi bulunan HPV’nin mukozal ylzeylere
kargi asiri bir ilgisi vardir. HPV’nin spesifik genital virtsleri (tip 16 ve 18)
servikal kansere neden olmaktadir. Bu g¢alismada cidofovirin farelerdeki
servikal karsinomalarin buylumesindeki etkisi incelenmigtir. Hayvanlara
0.25mg ve 0.5mg dozda cidofovir, intratimoéral olarak uygulanmistir.
Haftada 3 veya 5 defa bu uygulama yapilmis ve tedavi 4 hafta stirmustar.
Tedavi sonunda plasebo grubuna gore cidofovir uygulanan grupta tumor
biylikliginde anlamli bir kiigllme oldugu belirtimektedir'”®. HPV’nin
servikal kansere neden oldugu bilinen tip 16 ve 18’inin pozitif oldugu
altmis yasindaki bir bayan hastada, hipofaringeal (hypopharyngeal) ve
Ozefagal (esophageal) olarak olusan Papillom lezyonlar tesbit edilmistir.
Bu lezyonlara goruntuli endoskopi aleti ile intratimoral olarak 1.25 mg/kg
dozda cidofovir uygulanmigtir. Cidofovir ile tedavi sonucunda lezyonlarin

kiiclldugu saptanmistir' ™.

Reuter'”®

ve arkadaglarinin yaptigi bir calismada ise CRPV
(cottontail rabbit papilloma virus), HPV’nin insanda olusturdugu hastaliga
benzer semptomlari tavsanlarda olusturmasi icin kullaniimistir. CRPV
papillomalarin olusmasina neden olmakta ve bu papillomlarin % 70’
kansere donusmektedir. Calismada tavsanlar CRPV ile enfekte edilerek
hastalik yapilmaya calisilirken dort farkh teknik kullaniimig ve bunlar
kargilagtinimistir. Bunlar, dovme ignesi ile murekkepli ve murekkepsiz
uygulama, intradermal enjeksiyon, dévme ignesi ile elle yapilan uygulama
ve son olarak steril kesici bir alet (jilet) ile yara olusturmak ve bu yaraya
yine dovme ignesi ile viris uygulamak seklindedir. Sigiller inokulasyondan
6 hafta sonra gorulmeye baglanmistir. Olusan sigillerin kapladigi alan

agisindan uygulanan metotlar karsilastirildiginda en iyi yéontemin en son
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yontem oldugu gorulmuastir. Doérdlincu yontem ile en genis sigil alani

olugsumu saglanmistir.
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2.7.2. OKSIBUTININ HIDROKLORUR (OXB)

Oksibatinin molekul agirligi 394 olan beyaz toz seklinde bir etkin
maddedir. Alkolde ¢ozlinebilen ve fakat suda yeterli oranda ¢dzllemeyen
oksibatinin  kimyasal olarak d,/ (rasemik) 4-dietilamino-2-butinil
fenilsikloheksilglikolat klorur seklinde isimlendirilebilir. Oksibutininin amprik
formilli ise CaoH31NO3.HCI seklindedir'®. Sekil 8’de oksibiitininin yapisal

formulla goérulmektedir.

U\\“//fl}

\ / oH

Sekil 8. Oksibiitininin yapisal formiilii

2.7.2.1. Kullanildigi Yerler ve Etki Mekanizmasi

Oksibutinin duz kaslar Uzerinde dogrudan bir etkinlige sahiptir.
Antikolinerjik etkinligi nedeniyle diz kaslar Uzerinde asetilkolinin yaptigi
etkileri inhibe etmektedir. Oksibutinin, 6rnegin tavsan detrusor kasi
Uzerine, antikolinerjik etkinlik olarak atropinden daha zayifken,
antispazmodik etkisi yaklagik 10 kat daha fazladir. Otonom sinir sistemi
gangliyonlarinda herhangi bir etkinlige sahip olmadigindan dolayi
antinikotinik etkinlik gostermemektedir. Oksiblitinin mesane duz kasini
gevseterek primer etkinligini  gdstermektedir.  Oksibutininin  aktif
enansiyomeri olan S-oksibiitinin de oldukca etkilidir'””. Buna ek olarak R
izomerinde de antimuskarinik etkin gérildigi bildirilmistir'"®.

Oksibdtinin, gunldk idrar ¢ikis sayisinda artis (sik idrar-frequency),

ani sikisma hissi (urgecy) ve/veya sikisma tipi idrar kagirma (urge
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incontinence) belirtileri ile ortaya c¢ikan Overactive Mesane= Cok Fazla
Calisan Mesane hastalarinda kullanilan bir etkin maddedir'’®. Overaktif
mesane rahatsizligi yetiskin  populasyonunun yaklasik %17’sinde
goriilmektedir ve bu oranin yasla birlikte arttigi saptanmistir'®. Overaktif
mesane hastaligi idrara sikisilacagi anlasilsin ya da anlasiimasin acil idrar
yapma zorunluluguyla karakterize bir hastaliktir. Bir glinlik periyodda 8 ya
da daha fazla ve bir gece boyunca ise 2-3 defa idrara kalkmayi

gerektirmektedir'®’

. Overaktif mesane rahatsizligi nedeni kesin olarak
bilinmeyen bir sendrom olarak siniflandiriimaktadir’®?.  Ozellikle
postmenopozal kadinlarda goérulen bu Uriner inkontinens hastaliklarinin
tedavisi igin 1995 yilinda ABD’nde yaklasik 26 milyar dolar harcandigi
gdzéniine alinirsa hastaligin tedavisinin dnemi bir kez daha anlasilabilir'?.

Hastaligin patofizyolojisine bakildiginda hastaliga neden olabilecek
bir cok farkl faktérin oldugu goérilmektedir. Urinasyon, bilindigi gibi, beyin
korteksi, spinal kord, periferal otonomik ve somatik sistem gibi karmasik
bir ¢cok sistemin etkisi altindadir. Dolayisiyla bu sistemlerden herhangi
birinde ortaya c¢ikacak bir rahatsizligin overaktif mesane semptomlari
verilmesine neden olacagi da aciktir. Bu nedenle buguine kadar yapilan
calismalarda etkin bir tedavi yapabilecek herhangi bir madde bulmak tam
anlamiyla gerceklesememistir. Hastallk nedenlerinin gegitli olmasi ve
kullanilan ilaglarin yan etkilerinin ciddi olmasi nedeniyle hastaligin tedavisi
¢ok belirgin bir sekilde yapilamamaktadir. Bu nedenle hastaligin
tedavisinin yeni ajanlar bulunana kadar eldeki ajanlarin verilme yollarinin
ve veriime sekillerinin degistiriimesiyle yapilmaya c¢alisildigi da
bildirilmektedir'®*.

Gunumuzde bu hastaligin tedavisi i¢in kullanilan ve en fazla onay
almis ilag gurubu tolterodin ve oksibltinin de iginde oldugu
antikolinerjiklerdir. Bununla beraber, bu grup ilaglarin doza bagimh, fakat
terapotik aralikta olusturduklari yan etkilerin dnemli olmasi nedeniyle yeni
grup ilaglarin da kullanima girmeye basladigina dikkat ¢ekilmektedir. 2004

yihnda US FDA’nin trospium, solifenasin ve darifenasin gibi ¢ yeni etkin
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maddeyi daha onayladigl ve hastaligin tedavisi i¢in bu etkin maddelerin
kullanilmaya basladigi bildiriimektedir'®°.

Oksibatinin overaktif mesane hastaliginin disinda uyanikken idrar
kagirma (enurezis diurna) ve uykuda idrar kagirma (enurezis nokturna) gibi
genellikle  c¢ocukluk  donemlerinde  gorulen hastaliklarda  da
kullaniimaktadir. Buna karsin geriatrik Uriner disfonksiyon durumlarinda
yapilan bir c¢alismada oksibltininin @ bu hastalikta etkin olmadigi

gosterilmistir'®®.

Bununla beraber oksibatininin  kullanildigi  durumlara
menapoz, mesane, rahim ve vajinay! igeren urogenital sistemde atrofiyle
meydana gelen cesitli komplikasyonlar dolayisiyla olugan idrar tutamama
rahatsizligi da eklenebilir'®’. Yapilan calismalar overaktif mesanelerde
oksibutininin  hastalarin % 60’ina yakininda sagaltim yapabildigini

gostermektedir'®®

. Asir aktif mesane hastaliginin, hastalarda siklikla
belirgin sosyal, psikolojik, mesleki fiziksel ve cinsel sorunlara yol agtigi ve
bu bireylerin idrar kagirmaktan korktuklari gézénune alindiginda hastalarin
sosyal iliskilerinin ve cinsel etkinliklerinin sekteye ugrayacagi agiktir'®. Bu
veriler bile oksibutininin etkinliginin ne derece onemli oldugunu gosterir
niteliktedir.

Oksibdtininin mesane Uzerindeki antikolinerjik etkileri muskarinik
reseptorler Uzerinde olan bloke edici etkinliginden kaynaklanmaktadir.
Mesane kasilmalari genel olarak c¢ok cesitli muskarinik reseptorler
araciligiyla gerceklesmektedir. Ornegin M, alt tipi reseptdrler mesanede
daha vyayginken, M; reseptorleri ise detrusor kasta daha fazla
bulunmaktadir. M, reseptorler asetilkolinin etkileri nedeniyle mesane
uzerindeki gevsetici etkinligin inhibe edilmesine ve mesanenin kasilmasina
neden olmaktadirlar. Oksibutinin bu reseptor alt tiplerini bloke etmek
suretiyle bu etkiyi yok etmekte ve mesanenin gevsemesine neden
olmaktadir'®. Bununla beraber antikolinerjik etkilerinden dolayi meydana
gelen yan etkileri bu etkin maddenin kullanimini kisitlar niteliktedir'®'. Oral
yolla alinan oksibitininin agiz kurulugu, goérme bulanikhigi ve ciddi

tasikardik etkiler yapabilmesi nedeniyle kullaniminda zaman zaman
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kisittamalar yapilmaktadir. Bes yasindan kuguk ¢ocuklarda ve gebelerde
kullanilmaz'®®. Aktif metabolit olan N-dezetiloksibitinin, toksik ve yan

etkilere neden olur'®,

2.7.2.2. Oksibitininin Farmakokinetigi

Oksibutinin oncelikle karacigerde ilk gecis etkisiyle dnemli derecede

presistemik eliminasyona ugramaktadir'®*. Bundan dolayi oral yolla verilen
oksibiitininin biyoyararlanimi yaklasik % 6 civarindadir'®. Transdermal
olarak verilen oksibltininin bu derecede ylUksek bir eliminasyona
ugramadigi  gorilmektedir'®. Oksibiitinin  alindiktan sonra  olusan
metaboliti dezetiloksibutininin in vitro olarak antikolinerjik etkinlik gosterdigi
gosterilmistir™’.

Oksibutinin kisa yarilanma omrune sahiptir ve intraven6z uygulama
sonrasinda hizla vacuttan atilir. Oral olarak verildiginde ise gastointestinal
sistemden oldukga hizli emilmesine karsin daha énce de belirtildigi gibi ilk
gegis eliminasyonuna ugramaktadir. Oksibutinin karacigerdeki Sitokrom P
450 3A4 enzimi tarafindan metabolize edilmektedir. idrardan degismeden

atilan ilag miktari cok azdir, yarilanma émrii ortalama 1.6 saattir'®.

2.7.2.3. Oksibiitinin ile Yapilan Calismalar

Oksibdtiininin uzun etkili tabletleri'®*?%, transdermal preparati®!2%2

1% jle yapilmis calismalar yer almaktadir. Oxytrol® adi

ve vajinal halkasi
verilen transdermal preparati haftada iki defa kullaniimaktadir®®.
Oksibdtininin - transdermal preparati ile yine idrar tutamama
durumunda kullanilan baska bir etkin madde olan tolterodinin uzun etkili
oral preparatinin etkinligi 361 yetiskin hasta Uzerinde karsilastiriimigtir. On
iki hafta boyunca c¢if kor, rastgele calisma yapilmistir. Bu calismada
oksibutininin  transdermal preparati haftada iki defa hastalara
uygulanmaktadir ve gunde 3.9 mg salim yapacak sekilde tasarlanmistir.
Uzun etkili tolteredin ise her gun 4 mg dozda verilir. Calismada bir gruba

da her gun plasebo preparat uygulanmistir. Calismanin sonucunda her iki
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preparatin da idrar tutamamada etkili oldugu bulunmustur. Ancak sistemik
yan etkiler bakimindan transdermal oksibUtinin daha uygundur. Ayrica
haftada iki defa uygulandigi igin hastanin yasam kalitesini yUkseltir. Ancak
lokal deri irritasyonuna neden olabilecegi bildirilmektedir®®,

Oksibutininin ~ iki  farkh modifiye salim yapan preparatinin
farmakokinetik parametrelerinin karsilastirildigi bir calismada, oksibutininin
transdermal preparati (Oxytrol, 3.9 mg/gun) ile uzun sireli salim yapan
oral preparati (Ditropan XL, 10 mg) kullaniimistir. On G¢ saglikli gonuallu
Uzerinde rastgele, ¢ift yonlu gapraz calisma yapilmistir. Belli zamanlarda
kan ve tukruk ornekleri alinarak analiz edilmigtir. Kararli kal (steady-state)
kan seviyesine ilk olarak transdermal preparat ulagmig, daha sonra uzun
etkili oral preparat ulasmigtir. AUC degerleri ise transdermal preparat igin
10.8, oral preparat i¢cin 9.2 ng/h.mL’dir. Bu de@erlere gore transdermal
preparatin biyoyararliliginin daha iyi oldugu yorumu yap|Im|$t|r2°5.

Amerikada 17 milyon kadin ve erkek asiri aktif masane semptomlari
gOstermektedir. Oksibatinin asir aktif mesane hastalarinin tedavisinde
etkili bir maddedir ancak ¢oklu verilen gunlik dozunun yan etkilere neden
oldugu bilinmektedir. Bu nedenle oksibltininin glinde bir defa salim yapan
ve yan etkileri azaltiimis preparatlari hazirlanmigtir. Gelecekte yeni ilag
sekillerinin  geligtiriimesi ile daha etkili oksibutinin preparatlarinin
hazirlanacadi disiinilmektedir’®. Oksibdtininin vajinal uygulamasina
yonelik yapilan ¢alismalarda vajinadan emildigi bilinmektedir.

Malcolm ve arkadaslarlnln207 yaptigi bir galismada, kadinlarda idrar
tutamama durumunda kullanilmak Uzere oksibatininin kontrolli salim
yapan vajinal halkasi geligtirilmistir. Silikon elastomerler kullanilarak gunde
5 mg oksibutinin salan ve 14 gun sure ile salim yapan halka seklinde
preparatlar hazirlanmistir. in vitro salim &zellikleri incelendiginde sifir
derece kinetikle salim yaptigi gézlenmistir. Hedeflenen salima, halkada
kuguk degisiklikler yapilarak ulasilmistir. Sonug olarak uzun sureli salim
yapan oksibutinin vajinal halkasi basari ile gelistirilmigtir.
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Bagka bir calismada yine oksibutinin igeren vajinal cisim

hazirlanmistir. Schroder®®

ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada hazirlanan
vajinal cisim tavsanlara uygulanarak plazma kan seviyeleri incelenmigtir.
Silikon elastomer yapisindaki cisim digi tavsanlara uygulanmig ve 0.5, 1.0,
5.0 mg salim yapacak sekilde tasarlanmistir. Kan seviyesindeki oksibutinin
ve aktif metaboliti 7 glin boyunca izlenmigtir. En yuksek kan seviyesine, 7
glin boyunca, 5 mg oksibltinin igceren vajinal cisim ile ulasildigi
gorulmustur. Sonugta vajina duvarinda higbir irritasyona neden olmadan
uzun sureli salim yapan oksibatinin preparati hazirlanmistir.

Oksibdtininin  vajinal uygulama sonucunda etkinliginin tavsanlar
Uzerinde incelendigi baska bir ¢calismada 30 tane Yeni Zellanda tavsani
kullaniimigtir. Tavsanlara oral ve vajinal olarak oksibutinin uygulanmis ve
asetil kolin (ACh) seviyesini ve kan basincini nasil etkiledigi incelenmistir.
Oksibatinin asir aktif mesane hastaliginda ACh salimini inhibe ederek etki
gOstermektedir. Calismada ylksek doz vajinal oksibltinin preparatinin (1.5
g oksibutinin iceren 3 mL jel) ACh salimini tamamen inhibe ettigi ve kan

basincini degistirmedigi gérilmistir?®®.
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3. GEREG VE YONTEM

3.1. GEREG

3.1.1. Etkin Maddeler

» Cidofovir (CV) :Gilead Sciences, Inc., USA
» Oxybutynin HCI (OXB) :Sigma, USA

3.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

e Chitosan Highly-Viscous
Deasetilasyon derecesi:%75-85
MA:270 000 g/mol :Fluka, USA
» Chitosan Middle-Viscous
Deasetilasyon derecesi:%40-50
MA:210 000 g/mol :Fluka, USA
* Chitosan
Deasetilasyon derecesi:%75-85
MA:170 000 g/mol :Acros, USA
* Glasiyel Asetik Asit :Merck, Germany
* Disodyum Hidrojen Fosfat(PO4Na;H.2H,0):Panreac, Barcelona
» Citric Acid Monohydrate (CgHgO7.H20) :Merck, Germany
*  Amonyum Asetat :Rhone-Poulenc-Chimine
Fine, France
* Hydroxypropyl methylcellulose(HPMC), :Colorcon, UK
Methocel K100OMCR Premium USP/EP
* Hydroxypropyl methylcellulose(HPMC), :Colorcon, UK
Methocel K15SMCR Premium USP/EP

« Carbopol® 974 P :Noveon, Parkoteks Kimya,
istanbul

. Policarbophil® AA-1 :Noveon, Parkoteks Kimya,
istanbul
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Sodyum Hidroksit
Metanol

Asetonitril

L-alpha-Dipalmitoyl phosphatidylcholine

(DPPC)

1-2 Dipalmitoyl-sn-glycero-3-
phosphocholine (DGPC)
Kolesterol

Kloroform

n-Hekzan

HCI

Poloksamer P407 (Lutrol® F127)
Poloksamer P188 (Lutrol® F68)
Sigir serum albumin (BSA)
Polisorbat 80

Diklorometan

Glutaraldehit

Tripolifosfat (TPP)

Kalsiyum hidroksit
Potasyum hidroksit

Ure

Glukoz

Sodyum klortr

Musin

Gliserin

Sivi parafin

Dietil eter

Aseton

Laktik asit

:Merck, Germany
:J.T. Baker, Holland

:Merck, Germany

:Acros Organics, USA

:Sigma, USA
:Sigma, USA
:Merck, Germany
:Merck, Germany
:Merck, Germany
:Basf, Germany
:Basf, Germany
:Sigma, USA
:Merck, Germany
:Merck, Germany
:Merck, Germany
:Merck, Germany
:Emir Kimya, Turkey
:Emir Kimya, Turkey
:Emir Kimya, Turkey
:Emir Kimya, Turkey
:Merck, Germany
:Sigma, USA
:Merck, Germany
:Birpa, Turkey
:Merck, Germany
:Merck, Germany

:Emir Kimya, Turkey
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3.1.3. Kullanilan Aletler ve Malzemeler

Etuv
iklim Dolabi

Difizyon Sistemi

Horizontal Difiizyon Unitesi
Viskozimetre

Programmable, DV-IlI+Rheometer
TC-502 Temperature Controller

Peristaltik Pompa

Termostatl Isitici

Foto-i1sik mikroskop, DCM 4000
Fourier Transform Infrared
Spektrofotometresi

pH metre

Ultrasonik Banyo

Partikll Bayuklagu Aleti

Partikul Buyuklagu Aleti

Membran Filtre, 0.45um’lik,WWhatman

Diyaliz Membran (M.A<12000Da)
Magnetik Karistirici

Ogutiici

Elek

Distile Su Unitesi

‘Heraeus, Germany
:Model MLR 350 H,

Japan

:Harvard Apparatus, USA
:Brookfield, USA

:Master Flex Computerized,
Drive  7019-00
Switzerland

‘Heto DT Hetotherm,

Germany

model,

:Leica, Germany

:Brouker, Vektor 22, USA
:Schott CG 840, Germany
:Bransonic 221, Germany
:Sympatec Gmbh System-
Partikel Technik, Germany
:Malvern Zeta Sizer, UK
:Sigma, USA

:Sigma, USA

:Snijders, Holland
:Geratetechnik, Tip A70,UK
:Haver-Boecker (250 um),
Germany

:NUve marka, NS serisi, UK
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HPLC, UV Dedektor, pompa,

injection port ve 20 ul Rheodyne loop

integratér

HPLC Kolon Lichrosorb RP-C18, 5um,

150mmx 4,6mm
Enjektor, 100uL

HPLC Filtrasyon Unitesi
Spektrofotometre(UV)

Franz Difuzyon Hucresi

Mini-Extruder

Rotavapor

Vakum pompasi

Vorteks

TA.XT. Plus Texture Analyzer
Altil g6z tabla

Flask (25 cm?)

CO; etlivl

:Hewlett-Packard Series
1050, Germany
:Hewlett-Packard Series,

Germany

:Supelco INC., USA
‘Hamilton, USA

:Milipore, Bedford, USA
:Beckman DU-600, USA
:Caliskan Cam, Ankara,
Turkey

: Avanti polar lipids, USA

: Heidolph, UK

: Neuberger, Germany
:Nive-NM 110, UK

: Stable Micro Systems, UK
:Grainer GmbH, Germany
: Grainer GmbH, Germany

:Sanyo, Japan
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3.2. YONTEM (Cidofovire ait yontem)

Tez calismamiz, cidofovir etkin maddesi ile yapilan ¢calismalar ve
oksibatinin etkin maddesi ile yapilan calismalar olmak Uzere iki ana
boliimden olusmaktadir. Oncelikle cidofovir ve oksibitinin ile yapilan
calismalarin yontemleri ardindan da ayri ayri bulgulari verilecetir.

Bu sekliyle ¢alismalarin ve 6zellikle formulasyonlarin daha iyi takip
edilmesi amaclanmaktadir. Her iki etkin maddenin tartismasi birlikte
yapilacaktir.

Yontem kismindaki ortak olan bolumler cidofovir ile yapilan
calismalar kisminda anlatilacak ve oksibltinin  kisminda da o bdlime atif

yapilacaktir.

3.2.1. Cidofovir (CV) Etkin Maddesi ile Yapilan in Vitro Calismalar

3.2.1.1. Kullanilan Tampon Cozeltinin Hazirlanisi

pH 4.5 Fosfat Tamponu (USP XXVII)

Disodyum Hidrojen Fosfat 324¢g
Sitrik Asit 12 g
Distile Su ym 1000 mL

Maddeler yukaridaki miktarda tartildiktan sonra magnetik karigtiricida
homojen ¢ozelti olusana kadar karistirildi ve pH metre ile dlgum yapildi.
Vajinal pH’ya uygun olmasi igin in vitro calismalarda pH 4.5 tamponu

kullaniimistir.
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3.2.1.2. Cidofovir Uzerinde Yapilan Fizikokimyasal incelemeler

3.2.1.2.1.Etkin Maddelerin Erime Noktasi Tavyini

Cidofovirin erime noktasi tayini Elektrotermal 9200 aleti ile yapildi.

Etkin maddenin ortalama erime noktasi ve %95 olasilikli £ given aralgi ile
bagil sapmasi bulundu.
Tum deneylerde yapilan hesaplarda guven araliklari %95 olasilikla

bulunmustur.

3.2.1.2.2. Partiktl Bayukligu Analizi

Partikul buyukligunu belirlemek icin Laser-Diffraction Particle Sizer
kullanildi. Olguim, aletin kivet sisteminde petrol eteri icinde bir miktar
cidofovirin disperse edilmesi ile gergeklestirildi. Dispersiyon ortamini
secerken etkin maddenin iginde ¢éziinmedigi ortam segildi.

Laser diffraction teknigi, partikul yuzeyine c¢arpan isigin gosterdigi
optik etkileri kullanir. Bu etkilesmelere sagilim ve absorbsiyon neden olur.
Difraksiyon (dagilim), sagihm ve absorbsiyondan sonra 1si1gin geriye kalan
kesridir. Fraunhofer difraksiyonu ileri dogrultudaki isik kismi ile ilgilenir. Bu
sistem, optik eksen boyunca duzenlenmis laser, 1sIin artirici, o6lgme
noktasi, lens odaklayici ve gok elemanli fotodedektdrden olugur. Olgme
zonu ve lenslerin odaklanmasi fotodedektordeki spekturumu belirler.
Fotodedektor lensin odak noktasina gore duzenlenmistir. Partikil
bayukliagu dagihmina bagl olarak radyal simetrik bir gorintu olusur. Eneriji
yogunlugu merkezden uzaklastikca duger. Cok elemanh fotodedektor
1Is1gin dagihmini ve yogunlugunu oOlgme kapasitesine sahip 31 adet yari
halka seklinde alanlardan olugsmaktadir. Isik yogunlugu orantili bir akima

donustaralr, dijitalize edilir, kaydedilir ve bilgisayarda degerlendirilir.
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3.2.1.2.3. IR Spektrumu

Cidofovir etkin maddesinin yaklasik olarak 1 mg'i 200 mg potasyum
bromur ile tekdize edilerek karisgtirildi. Toz karigimi, 1000 kg.cm'3’lijk
basing altinda sikistirildi ve elde edilen etkin madde potasyum bromir
karigimi disklerin FT-IR (Fourier Transform Infrared Spectroscopy)

spektrumu alindi.

3.2.1.2.4. Diferansiyel Taramali Kalorimetri (DSC) Analizi
DSC (Differantial Scanning Calorimetry) kullanilarak, 10°C/dak

tarama hizinda yapildi ve 300°C’ye kadar olan sicaklik arahgi kullanildi.

Etkin madde ve polimerler tek olarak ve karisimlarinin termogramlari
incelenmistir. Ornekler, aluminyum 6rnek kabina yerlestirimis ve 1sitma
hicresine konmustur. 0-300°C sicaklik araliginda , azot atmosferi altinda

calisma gergeklestirilmistir.

3.2.1.2.5. UV Spektrumu
Cidofovirin pH 4.5 fosfat tamponunda 15 ug/mL derisiminde ¢ozeltisi

hazirlandi. 200-400 nm arasinda 1 cm’lik kuvartz kivetler kullanilarak,

kore kargi spektrumlari alindi ve Ayax degeri saptandi.

3.2.1.3. Etkin Maddenin Spektrofotometrik Miktar Tayin Yontemi, Standart

Dogrunun Hazirlanmasi ve Validasyon

3.2.1.3.1. Cidofovirin Spektrofotometrik Miktar Tayini ve Standart

Dogrunun Hazirlanmasi

Cidofovirin difizyon deneylerinde ve miktar tayininde kullaniimasi igin
pH 4.5 fosfat tamponundaki kalibrasyon dogrusu ve denklemi bulundu.
Bunun igin etkin maddenin, 100 pg/mL derigsiminde stok c¢oOzeltisinden
hareketle, artan derisimlerde (3-25 pg/mL arasinda) 10 seyreltme
yapilarak ¢ozeltileri hazirlandi. Onceden belirlenen maksimum dalga

boyunda bu derigimlere karsilik gelen absorbans degerleri okundu.
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Calisma Ug¢ defa tekrarlandi ve ortalama degerler hesaplandi. Cidofovirin
derisimine karsi, absorbans degerleri grafiklendi. Daha sonra gerekli

hesaplar yapilarak standart dogru denklemi gizildi.

3.2.1.3.2. Cidofovirin Spektrofotometrik Miktar Tayini YOnteminin

Validasyonu
Validasyon, etkin maddenin miktar tayini igin, ydontemin dogru ve kesin

bir sekilde surekli olarak bekleneni gergeklestirdiginin kanitlanmasi igin
yapiimasi gereken butun islemleri kapsar. Boylece yontemin guvenirliligi

kanitlanmis olur. Yontem validasyonu pH 4.5’da yapildi.

3.2.1.3.2.1. Dogruluk (accuracy) ve Geri Elde (recovery)

Gergek deger ile saptanan degerin birbirine olan yakinhgi, miktar tayini
yonteminin dogrulugunu gosterir. Geri elde ile hesaplanir. Yontemin
dogrulugu bu geri alma yuzdesine baglidir. %95 olasilikla daha 6nceden
kabul edilen Olgutler arasinda kalmalidir.

Bunun i¢in hazirlanan jel formulasyonlarindaki etkin madde miktarinin
%80’ini, %100°Un0 ve %120’sini kapsayan miktarlarda G¢ ayn jel
formllasyonundan geri elde calismasi yapildi. %1 cidofovir iceren jel
formulasyonu %100 kabul edilerek hesaplanan miktardaki jel igerikleri 50
mL’ik balon jojelerde pH 4.5 fosfat tamponunda ultrasonik banyoda
¢Ozuldu. Stzme islemi 0.45 um sellloz filtre ile yapildiktan sonra gerekli
seyreltmeler yapilarak spektrofotometrede absorbanslari  bulundu.
Kalibrasyon denkleminde bulunan absorbans degerleri yerine konularak
konsantrasyonlari hesaplandi. Geri elde edilen miktar hesaplandi ve
gerekli istatiksel hesaplar yapildi.

3.2.1.3.2.2. Kesinlik (precision)
Miktar tayininde kullanilan spektrofotometrik yontemin birbirini takip

eden Olgumleri arasindaki yakinlk derecesidir. Standart sapma ve bagil
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sapma ile ifade edilir. Kesinlik, bir yontemin tekrar edilebilirlik ve yeniden

yapilabilirlik derecesinin bir élgutadar.

3.2.1.3.2.2.1. Tekrar Edilebilirlik (repeatability)
Deney ici kesinlik ve deneylerarasi kesinlik olmak Uzere iki kisimda

incelenir. Biz deneylerimizin validasyonunda deney ici kesinligi kullandik.
Bu amacla, cidofovirin kalibrasyon dogru denklemini olusturmak igin
pH 4.5deki tampon c¢ozelti stokundan (100 pg/mL) seyreltme ile
hazirlanan  herhangi  bir konsantrasyondaki  orneklerden  birinin
spektrofotometrede ve c¢alisilan dalga boyunda ard arda 10 kez olgllmesi
ile elde edilen absorbanslara karsi gelen konsantrasyonlarin ortalamasi,
standart sapmasi (SD) ve bagil sapmasi hesaplandi. Bagil sapmanin
%2'den kuguk olmasi yontemin tekrar edilebilirligini gostermektedir.

3.2.1.3.2.3. Ozqlinliik, Secicilik (specificity, selectivity)

Spektrofotometrik miktar tayini yonteminin sadece analiz edilmesi
istenilen yapiyr saptayabilmesi igin, etkin madde olarak cidofovirin
kullanildigi jel formilasyonlarina giren, etkin madde disindaki bilesenlerin

pH 4.5'de ve 200-400 nm dalga boylari arasi taranarak spektrumlari alindi.

3.2.1.3.2.4. Dogrusallik (linearity)

Ornekteki maddenin belli sinirlar igindeki derisimi ile elde edilen

yanitin orantih  oldugunun gdstergesidir. Bunun igin konsantrasyona
karsilik gelen absorbans degerleri regresyon dogrusu ile hesaplandi.
Cidofovirin pH 4.5'de 100 yg/mL konsantrasyonda U¢ adet stok c¢ozeltisi
hazirlandi ve her stoktan 10 seyreltme yapilarak bir seri farkh
konsantrasyonda c¢ozelti elde edildi. Her konsantrasyon ve bu
konsantrasyona karsilik gelen absorbans degerleri en klguk kareler

yontemine gore degerlendirilip, standart dogru denklemi bulundu.
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3.2.1.3.2.5. Stabilite (stability)

Etkin maddenin ¢bzinme ortamindaki stabilitesini incelemek

amaciyla cidofovirin pH 4.5'deki stabilitesi incelendi. Bu amagla etkin
maddenin belli derisimde ¢oOzeltisi hazirlanip, oda sicakhiginda ve
37+0.5°C’deki etuvde 24 saat sureyle bekletildi ve belli zamanlarda
numune alinarak absorbans degerlerinde ve spektrumlarinda bir degisiklik
olup olmadigi incelendi. Ayrica poliol dilisyon yontemi ile lipozom
hazirlanmasi sirasinda ortam sicakligi 60°C’ye c¢iktigr igin CV’in bu
sicaklikta da stabilite gcalismasi yapilmigtir.

3.2.2. Polimerler Uzerinde Yapilan Galismalar

3.2.2.1. Farkli Polimer Orneklerinde Viskozite Degerinin ve Akis

Ozelliklerinin Saptanmasi

Calismada farkli tipte polimerler kullaniimistir ve asagidaki gibi
adlandiriimigtir.
1. Yuksek viskoziteki kitosan (Fluka): Kitosan H
Orta viskoziteli kitosan (Fluka): Kitosan M
Dusuk viskoziteli Kitosan (Acros): Kitosan L
HPMC, Methocel K100M CR Premium USP/EP: HPMC K100M
HPMC Methocel K15M CR Premium USP/EP: HPMC K15M
Carbopol 974 P: C974P
Polikarbofil: Pol
Poloksamer 188: P188
Poloksamer 407: P407
Polimerlerin viskozitesi %1’lik ¢ozeltileri Brookfield Programmable, DV-

© 0o NGO R ODN

Il viskozimetresinde, 251£0.1°C’de Olculdu ve akis Ozellikleri yine ayni
viskozimetrede 8 farkli rpm’de olglim yapilarak belirlendi. Olgiim igin
Spindle no: 52 kullanildi.
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3.2.3. Formiilasyon Galigmalari

Tez c¢alismamizin amaci CV etkin maddesi ile biyoadezif kontrollG

salim yapan vajinal jel formulasyonlari gelistirmek ve in vivo kontrolleri

yapildiktan sonra in vivo degerlendiriimesinin yapilmasidir.

Bu kapsamda farkli polimerler kullanilarak mukoadezif vajinal jeller

hazirlandi ve kontrolli salim elde etmek icin mikropartikiler ilac sekilleri

hazirlanarak bu jeller ile taginmasi saglandi.

CV'nin vajinaya uygulanmak Uuzere yukarida gorulen biyoadezif

polimerler ile gesitli jel ve mikropartikiler formulasyonlari hazirlanmigtir.

Bu formilasyonlar sdyle siralanabilir:

1.

Biyoadezif Jel Formilasyonlari: CV’'nin dokuz farkh polimer ile
farkhh yontemler kullanarak jelleri hazirlanmig ve farmasotik

kontrolleri yapiimigtir.

Biyoadezif Lipozom-Jel Formiilasyonlari: Oncelikle CV'in iki
farkli yontem ile lipozomlari hazirlanmig, karakteristik ozellikleri
incelenmis ve daha sonra uygun jel igine konularak salim

calismalari yapilmistir.
Biyoadezif Mikrokure-Jel Formulasyonlari: Etkin maddelerin beg

farkli yontem kullanilarak kitosan mikrokireleri hazirlanmis ve

uygun jel icine konularak karakteristik 6zellikleri incelenmistir.
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3.2.4. Biyoadezif Jel Formulasyon Caligsmalari

3.2.4.1. Kitosan Jel Formulasyon Calismalari

Kitozan-jel formllasyonu hazirlanirken glasiyel asetik asit, distile su
ve kitozan kullanildi§i bir yénteme gére hazirlandi®'®. Kitozan égitiiciiye
konularak 5 dk ogutuldu ve 250 um’lik elekten gegirilerek partikal
bayukligu dagihminin dar olmasi saglandi. Glasiyel asetik asit,
kullanilacak olan suyun yarisina eklendi ve gerekli miktar kitozan asitli su
icerisine ilave edilip baget yardimiyla yavascga karistirildi. Kitozan sistikten
sonra suyun geri kalan kismi eklendi, kangtinldi. Olusan hava

kabarciklarinin ¢gikmasi i¢in bir gece oda sicakliginda bekletildi.

3.2.4.1.1. Kitozan-jel Formulasyonunda Kullanilan Bilesenlerin Oranlarinin

Belirlenmesi

Calismamizda, kitozan-jel formulasyonunun, vajina pH’sina uygun
degerde olmasi icin gesitli glasiyel asetik asit oranlari ve kullanimina
uygun viskozitede olmasi igin de gesitli kitozan oranlari denendi. Oncelikle
%1, %0.5 ve %0.2 oranlarinda glasiyel asetik asit oranlari denendi. Farkl
glasiyel asetik asit derisiminde Ug¢ farkl kitosana ait %1’lik ve %2’lik jeller
hazirlandi ve bu jellerin pH’lar 6lguldu. Vajinal bolgede kullaniimak Uzere
hazirlanan kitosan jellerin pH’sinin vajinal pH’ya, yani pH 4.5e yakin
olmasi gerektigi icin bu degere en yakin pH’ya sahip olan jele ait glasiyel
asetik asit oraninin kullanilmasina karar verildi. Kullanilacak olan glasiyel
asetik asit orani belirlendikten sonra bu oranda glasiyel asetik asit iceren
uc farkli kitosana ait toplam 15 farkh jel hazirlanmistir. Jellerdeki kitosan
derigimi kitosanin turine ve viskozitesine gore degismektedir. Tablo 2'de
kitosan jel formulasyonuna ait bilesenlerin belirlenmesi ¢alismasi sirasinda
hazirlanan 6n formulasyonlarin glasiyel asetik asit oranlari ve kitosan

derisimleri verilmistir.
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Tablo 2. Kitosan jel formiilasyonlarina ait bilesenlerin belirlenmesi galismasi
sirasinda hazirlanan 6n formiilasyonlar.

Kitosan Jel On Glasiyel Kitosan H Kitosan M Kitosan L
Formiilasyonlari | Asetik Asit Derigimi(%) Derigimi(%) Derigimi(%)
(GAA)
Orani(%)

H1 0.5 0.5 - -
H2 0.5 1 - -
H3 1 1 - -
H4 0.2 1 - -
H5 0.2 2 - -
H6 0.5 2 - -
H7 0.7 2 - -
H8 1 3 -

M1 0.5 - 0.5 -
M2 0.5 - 1 -
M3 1 - 1 -
M4 0.2 - 1 -
M5 0.2 - 2 -
M6 0.5 - 2 -
M7 0.7 - 2 -
M8 1 - 3 -
L1 0.5 - - 0.5
L2 0.5 - - 1
L3 1 - - 1
L4 0.7 - - 1
L5 1 - - 2
L6 0.2 - - 2
L7 1 - - 3
L8 1.5 - - 4

Hazirlanan bu jellerin 8 farkli rpm’de viskoziteleri dlguldl. Sonugta
%0.5-1 arahginda glasiyel asetik asit iceren u¢ farkh kitosan ile
hazirlanmis jellere etkin madde ilave edilmesine karar verildi. Bu amagla
%1 CV iceren kitosan-jel formulasyonlari hazirlandi. Gerekli miktar
cidofovir tartildi, kitosan jel hazirlanmasi sirasinda asitli suda sisen kitosan
Uzerine ilave edilen suya cidofovir ilave edilmistir. Oncelikle cidofovir suda
ultrasonik banyoda ¢o6zulene kadar bekletildi sonra bu ¢ozelti, kitosan jele
ilave edildi ve bir slire de jel ultrasonik banyoda bekletildi. Boylece seffaf,
etkin madde igeren kitosan jel formulasyonu hazirlanmis oldu. Hazirlanan
etkin maddeli kitosan jel formulasyonunun bilesenleri Tablo 3'de

verilmistir.
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Tablo 3. CV-kitosan jel formiilasyonunun bilesenleri

Cidofovirin- CV (%) GAA Kitosan H | Kitosan M | Kitosan L
Kitosan Jel Orani Derisimi Derisimi Derisimi
Formiilasyonlari (%) (%) (%) (%)

CV-KITH1 1 0.7 1 - -
CV-KITH2 1 0.7 2 - -
CV-KITH3 1 1 3 - -
CV-KITM1 1 0.5 - 1 -
CV-KITM2 1 0.7 - 2 -
CV-KITM3 1 1 - 3 -
CV-KITL1 1 0.7 - - 1
CV-KITL2 1 1 - - 2
CV-KITL3 1 1 3

3.2.4.2. Carbopol 974P Jel ve Polikarbofil Jel Formulasyonlarinin

Hazirlanmasi

Bizim calismamizda vajinaya uygulanmak Uzere hazirlanan jeller

Pavelic®"’

ve arkadaslarinin yaptigi ¢calismaya goére hazirlandi. Buna gore:
%1 oraninda polimer iceren jel hazirlamak amaci ile, 1g Carbopol 974P
veya Polikarbofil, 88.5 g distile suda disperse edildi ve 800 rpm’de 60
dakika karistirildi. Bu karisimin Gzerine 10 g polietilen glikol 400 ilave
edildi ve son olarak %10 NaOH c¢odzeltisi damla damla ilave edilerek
transparan jel olusmasi saglandi. Olugan hava kabarciklarinin ¢gikmasi igin
+4 ‘C'de 24 saat bekletildi. Ayni yéntem ile %2 oraninda polimer igeren
jeller hazirlanmigtir. Etkin maddeli jellerin hazirlanmasi sirasinda ise
cidofovir kullanilan distile suda ¢6zlilmis ve diger islemlere devam
edilmigtir. Bu formulasyonlarda kullanilan  cidofovir orani %0.5dir.
Formulasyonlarin ayrintilari Tablo 4’de verilmigtir.

Tablo 4. Carbopol 974P ve Polikarbofil kullanilarak hazirlanan formiilasyonlarin
bilesenleri

Jel Carbopol | Polikarbofil | PEG Ccv Distile
Formulasyonlari | 974P(g) (9) 400(g) | (%) Su(g)
C974P1 1 - 10 - 89
C974P2 2 - 10 - 88
CV-C974P1 1 - 10 0.5 88.5
CV-C974P2 2 - 10 0.5 87.5
POL1 - 1 10 - 89
POL2 - 2 10 - 88
CV-POL1 - 1 10 0.5 88.5
CV-POL2 - 2 10 0.5 87.5
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3.2.4.3. HPMC Jel Formiulasyonlarinin Hazirlanmasi

Calismamizda, polimer oranlari %1 ve %2 olacak sekilde, cidofovir
iceren HPMC jel formulasyonlari hazirlandi. Polimerler distile suda
disperse edildi, 500 rpm'de 60 dakika karistirildi ve olusan hava
kabarciklarinin ¢ikmasi igin +4°C’'de 24 saat bekletildi. Yirmi gram olarak

hazirlanan HPMC jel formulasyonunun bilesenleri Tablo 5'de verilmigtir.

Tablo 5. HPMC jel formiilasyonunun bilesenleri

Jel HPMC HPMC | Distile CV (%)
Formilasyonlari | K100M % | K15M % | Su(g)
HPMCK100M1 1 - 20 -
HPMCK100M2 2 - 20 -
CV-HPMCK100MA1 1 - 20 0.5
CV-HPMCK100M2 2 - 20 0.5
HPMCK15M1 - 1 20 -
HPMCK15M2 - 2 20 -
CV-HPMCK15M1 - 1 20 0.5
CV-HPMCK15M2 - 2 20 0.5

3.2.4.4. Poloksamer Jel Formulasyonlarinin Hazirlanmasi

Bizim calismamiz sirasinda poloksamer P407 (LutroI® F127) ve
poloksamer P188 (Lutrol® F68) ile calisildi ve sogukta hazirlama
yontemi?'? ile % 20 oraninda polimer igeren jeller hazirlandi (Jeller P407
ve P188 olarak ifade edildi). Poloksamerlerin oranlari degistirilerek farkh
jellesme sicakligina sahip jeller hazirlanabilir. Boylece vicut sicakliginda
jellesen polimer kombinasyonlari bulunabilir. pH 4.5 fosfat tamponu,
buzdolabinda +4°C’ye getirildikten sonra magnetik karistirici Gzerindeki
cam beher igine konuldu. Uzerine % 20 poloksamer 407 veya % 20
poloksamer 188 ilave edilerek, 10 dakika, sicaklik +4°C’de sabit olacak
sekilde karistirildi. Sicakligin sabit kalmasi igin cam beherin etrafina buz
bloklar yerlestirildi ve belli zamanlarda termometre ile sicaklik kontrol
edildi. Bir gece +4°C’de bekletildi. +4°C’de transparan, homojen, akigkan
bir kitle elde edildi. Oda sicakhgdinda jel kivamina geldigi goruldu.

Calismamizin devaminda poloksamer 407 iceren jele, biyoadezif

etkinin artirlmasi amaciyla % 0.2 ve % 0.5 oraninda HPMC ilave ederek,
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formulasyon c¢alismalarimiza devam ettik. Bu jellerden % 0.2 HPMC iceren
poloksamer jel MP407, % 0.5 HPMC iceren jel ise HP407 olarak
kodlanmigtir. Jellerin hazirlanmasinda, yine sogukta hazirlama yontemi
kullaniimistir.  Oncelikle HPMC, fosfat tamponu icinde +4°C’de
karigtinimig, daha sonra Uzerine yavas yavas poloksamer 407 ilave
edilmistir. 10 dakika karistirildiktan sonra bir gece +4°C’de bekletildi.
+4°C’de transparan, homojen, akigkan jeller elde edildi.

CV igeren jellerin hazirlanmasi sirasinda, jel hazirlarken kullanilacak
olan pH 4.5 fosfat tamponunun igine, istenilen konsantrasyona gore
tartilan etkin madde ilave edildi ve ¢6zinmesi saglandi. Bu etkin madde
iceren fosfat tamponuna, polimerler ilave edildi ve yukarda anlatilan
yonteme gore jeller hazirlandi. Bodylece etkin maddelerin homojen
dagildigi, transparan jeller elde edildi. Poloksamer 407 veya 188
kullanilarak hazirlanan jel formdlasyonlarinin bilesenleri Tablo 6’da
gOsterilmigtir.

Tablo 6. Poloksamer 407 veya 188 kullanilarak hazirlanan jel formiilasyonlarinin
bilesenleri

Formilasyon | Poloksamer 407 |Poloksamer 188 % | HPMC K100M% |CV%
%
P407 20 - - -
P188 - 20 - -
MP407 20 - 0.2 -
HP407 20 - 0.5 -
CV-P407 20 - - 0.1
CV-MP407 20 - 0.2 0.1
CV-HP407 20 - 0.5 0.1

3.2.5. Biyoadezif Jel Formiulasyonlarinda Yapilan Kontroller

3.2.5.1. Etkin Madde Iceren ve icermeyen Jel Formiilasyonunda Fiziksel

Goérunus
Jel formulasyonlarinin fiziksel gorlntsu, oda sicakhgindaki renk ve

transparan 6zelligi incelenerek degerlendirildi.
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3.2.5.2. Etkin Madde iceren ve icermeyen Jel Formiilasyonunun Akis

Ozelliklerinin ve Viskozitesinin incelenmesi

Jel formilasyonlarinin akis 6zellikleri ve viskozitesi 25.0+0.1°C’de

Brookfield Programmable, DV-III viskozimetresinde tayin edildi.

3.2.5.3. Etkin Madde iceren ve icermeyen Jel Formiilasyonlarinin pH’si

Jel formdilasyonlarina ait pH degerleri pH-metre kullanilarak

saptandi.

3.2.5.4. Etkin Madde Miktar Tayini

icinde belli miktarda CV iceren jel formilasyonlarindan, 10 mg etkin

madde igeren jel tartilarak pH 4.5 fosfat tampon c¢oOzeltisine konuldu.
Magnetik karigtiricida bir gun karigmasi saglandiktan sonra, ¢ozulmeleri
igin ultrasonik banyoda bekletildi ve uygun seyreltmeler yapilarak miktar

tayini analizi yapildi.

3.2.5.5. Etkin Madde Iceren Jel Formiilasyonlarinin Franz Difiizyon

Hiicresinde Gecisinin incelenmesi

Etkin maddenin diyaliz membrandan gegisinin incelenmesi igin Franz
difizyon hacreleri kullanildi. Sekil 9’da sistem sematik olarak gosterilmistir.
Hazirlanan jeller, enjektor yardimi ile terazi Uzerinde belli miktarda
tartilarak diflzyon hicresine yerlestiriidi ve 12000 Dalton’dan kuguk
molekullere gecgirgen olan diyaliz membrandan gegis incelendi. Diyaliz
membrandan etkin maddenin gecis calismalarinin Franz diflzyon
hdcrelerinde yapilmasinin nedeni dokudan gegis ¢alismalarinin da benzer
bir yontem olan Horizontal difizyon Unitesinden yapiimig olmasidir.

Bdylece sonuglar karsilastirilabilir olmustur.
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Jel Formilasyonu

Membran

A7°C 2u hanyosu | pH 4.5 fosfat tampaonu

magnet

Sekil 9. Franz difiizyon hiicresi

Kullanilan membran, yatay Franz difGzyon hucresine yerlegtirildi.
Uzerine (dondr kisma), cidofovir igeren jeller yerlestirildi. Hicrenin alt
kismina (reseptér kompartmanina) ise pH 4.5 fosfat tamponu (= 2.5 ml) ve
klguk magnetler konularak 6’ magnetik karigtirici Gzerine yerlestirildi. Bu
sistem de 37°C’lik su banyosu uzerine yerlestirildi. Sekilde difuzyon
hiicreleri gériilmektedir. Gegis bdlgesinin alani 1 cm?dir. Belli zaman
arahklarinda  6rnekler alindi.  Alnan  drneklerden CV  analizi
spektrofotometrede 278.4 nm’de vyapildi. Sonuglar standart dogru
denkleminde yerine konularak diyaliz membrandan gegen etkin madde
miktari hesaplandi.

3.2.5.6. Biyoadezif Jel Formulasyonlarinin Stabilite Calismasi

Sonu¢ formulasyon olarak segilen jel formulasyonlari U¢ ay sureyle
4°C/ortam nemi, 25°C/% 60 bagil nem ve 40°C/% 75 bagil nemde
bekletiimis ve goérunlUs, pH, viskozite ve miktar tayini gibi farmasotik

karakterleri incelenerek stabilitesi degerlendirilmigtir.
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3.2.6. Lipozom Formulasyon Caligmalari

Calismamiz sirasinda iki farklhh yontem kullanilarak lipozomlar

dilisyon yéntemidir.

3.2.6.1. Film-Hidrasyon Yontemi ile Lipozom Formilasyonlarinin

Hazirlanmasi

Calismamizda lipozom formulasyonlari, fosfolipit olarak
dipalmitoilfosfotidilkolin (DPPC) ve stabilite artirici olarak kolesterol
(CHOL) kullanilarak film olusturma yontemi ile Sekil 10°da gosterildigi
sekilde hazirlanmigtir.

Oncelikle etkin madde icermeyen lipozom formulasyonlari
hazirlandi. Lipozomlari hazirlamada, vajinal uygulamaya uygun olmasi
nedeniyle pH 4.5 fosfat tamponu kullanildi. Lipozom hazirlanirken DPPC
kloroform:methanol (4:2) karisiminda ¢6zuldu ve rotavaporda faz gegis
sicakhginin Uzerindeki sicaklikta (43°C), 30 dk vakum altinda kurutuldu.
Elde edilen ince film, fosfolipidin faz gegis sicakliginin Gzerindeki sicaklikta
pH 4.5 fosfat tamponu ile 5 dakika hidrate edildi. Hidratasyondan sonra 10
dakika boyunca vorteks uygulandi ve 20 dakika da ultrasonik banyoda
bekletilerek MLV (¢ok tabakali buylk vezikuller=multilamellar large
vesicles) tipi lipozom formulasyonu hazirlandi. Hazirlanan lipozomlarin
partikil buyukligu ekstruksiyon yontemi kullanarak uygun buyuklige
getiriimeye calisildi.
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DPPC:CHOL (1:1 Molar konsantrasyonda)

armut dipli balona konuldu.

~6 mL Metanol:Kloroform (2:4) karigsimi ilave edildi

ve DPPC ve CHOL'iin ¢6ziinmesi saglandi.

43°C’de rotavaporda organik ¢oziiciiler uguruldu,

boylece kuru lipit film elde edildi.

A\ 4

Elde edilen kuru lipit filme etkin madde iceren veya

icermeyen pH 4.5 fosfat tamponu ilave edildi.

\ 4

10 dakika vorteksde karistirildi.
20 dakika ultrasonik banyoda bekletildi.

\ 2
Lipozom siispansiyonu elde edildi.

v

Ekstruksiyon yontemi kullanarak, lipozom siispansiyonu 0.4pm’lik
Nukleopor polikarbonat membrandan gegirilerek partikiil buyukliigu

ayarlandi ve homojen hale getirildi.

Sekil 10. Lipozomlarin hazirlanmasinda kullanilan film hidrasyon yoénteminin
sematik gosterimi

Elektriksel yUk kazandiran madde segiminde hapsedilen etkin
maddenin isoelektrik noktasi dikkate alinmis ve en uygun madde olarak
stearilamin (SA) secilmigtir.

Calismamizin devaminda, bu bilgilere dayanarak cesitli molar

oranlarda formulasyonlar denendi ve Ozellikleri belirlendi. Yine literatur
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bilgisine dayanarak 26 mM total lipit oranina kargin 10 mM etkin madde
orani kullanildi?,

SA iceren lipozom formulasyonlari Tablo 7’de ayrintilari verildigi
CV-FS1 ve CV-FS2 adlandirildi.  CV-FS1

formulasyonunda yapilan incelemelerde partikul buyuklugua dagihminin

sekilde ve olarak

daha oOnceki formulasyonlara goére bozuldugu ve enkapsulasyon

ylzdesinin ¢ok dustigl gozlendi. Bu sorunlarin giderilmesi igin hazirlama

isleminde degisiklikler yapildi ve CV-FS2 formulasyonu hazirlandi.
CV-FS2

ekstriksiyon isleminden sonra, lipozom suspansiyonu bir tlp icinde sivi

lipozomlarinin  hazirlanmasi asamalarinda (Sekil 10)
azot icine atildi ve donmasi beklendi.

Donma islemi gergeklestikten sonra lipozom suspansiyonunu igeren
tip 37°C’lik su banyosunda eritildi. Bu iglem birbiri ardina 5 defa
tekrarlandi. Daha sonra santriflj islemine gegcildi. Bu islemin de 3 defa
tekrarlanmasi saglandi.

Formullasyon calismalarinda hazirlanan lipozomlarin bilesenleri ve

hazirlama yontemleri Tablo 7°de gosterilmigtir.

Kullanilan kisaltmalar:
DPPC:Dipalmitoil fosfotidilkolin, SA: Stearilamin, CHOL: Kolesterol, FM:
film yontemi, FT: dondurup ¢ézme, CV: cidofovir

Tablo 7. Film hidrasyon yontemi ile hazirlanan lipozomlarin bilegenleri ve hazirlama
yontemleri

Kodu [174 Lipit Bilesimi | Lipit Molar Hazirlama
(Molar oran) Bilesim Yéntemi
F1 - DPPC:CHOL 1:1 FM
CV-F2 0.5 DPPC:CHOL 1:1 FM
CV-FS1 0.5 DPPC:SA:CHOL 10:1:4 FM
CV-FS2 0.5 DPPC:SA:CHOL 10:1:4 FM+FT
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3.2.6.2. Poliol Dilisyon Yontemi ile Lipozom Formilasyonlarinin

Hazirlanmasi

Bu ydéntem ile fosfolipitler bir polioltin iginde, kullanilan lipitin yapisina
gore dliserol veya propilen glikol iginde, 50-80°C’de ¢ozulur ve sulu faz
ayni sicaklikta eklendi. Bu yontem suda c¢ozunurligu dusuk fakat
glikollerde ¢dzinebilen etkin maddeler igin uygun bir lipozom hazirlama
yontemidir®".

Bu grup lipozom formulasyonlari, fosfolipit olarak
dipalmitoilfosfotidilkolin (DPPC) ve dipalmitoylglycerophosphocholine
(DGPC) kullanilarak poliol dilusyon yontemi ile Sekil 11’de goésterildigi
sekilde hazirlanmistir. Lipozomlar hazirlanirken pH 4.5 fosfat tamponu
kullanildi. Etkin madde iceren ve igermeyen lipozom formulasyonlari
hazirlandi. DPPC:DGPC orani 9:1 seklinde kullanildi. Bu karigima etkin
madde ilave edildi ve 60°C’de 500 mg propilen glikol iginde disperse edildi.
Uzerine 500 mg yine 60°C’ye getirilmis pH 4.5 fosfat tamponu ilave edildi.
Lipitler ve etkin maddenin bu ortamda homojen bir sekilde disperse oldugu
gOzlendi. Daha sonra olugan suspansiyon 6 mL fosfat tamponu ile
seyreltildi. Karisim 600 rpm’de ve 60°C’de 45 dakika karistirnildi. Oda

sicakliginda sogutulduktan sonra ekstruksiyon iglemi yapildi.
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DPPC: DGPC (9:1 Molar konsantrasyonda) behere konuldu ve hazirlamak

istedigimiz konsantrasyona gore etkin madde ilave edildi.

}

Toz karisim 60°C’ye getirilmis 500 mg propilen glikol icinde dagitildi.

\ 4

Uzerine 60°C’ye getirilmis 500 mg pH 4.5 fosfat tamponu aktarildi.

Olusan siispansiyon 6 mL fosfat tamponu ile seyreltildi.

v

Hazirlanan karigsim 60°C’de 45 dakika 600 rpm’de karnigtirildi.

A 4

Oda sicakhginda sogutuldu.

Ekstruksiyon yontemi kullanarak, lipozom siispansiyonu 0.4um’lik
Nukleopor polikarbonat membrandan gegirilerek partikiil buyukliagu

ayarlandi ve homojen hale getirildi.

Sekil 11. Lipozomlarin hazirlanmasinda kullanilan poliol dillisyon yoénteminin
sematik gosterimi

Bu yontem ile hazirlanan lipozomlarda da SA kullaniimisg ve CV-PS1
formalasyonu hazirlanmigtir.  Bu formulasyonun partikil buayuklugu
dagilimi kotu oldugu igin ve enkapsulasyon yluzdesi dugtugu icin hazirlama
islemine dondurup ¢6zme basamagi eklenerek yeni bir formulasyon (CV-
PS2) hazirlanmigtir. Hazirlanan formulasyonlar Tablo 8'de ayrintili olarak

verilmistir.

Kullanilan kisaltmalar:

DPPC:Dipalmitoil fosfotidilkolin, DGPC:Dipalmitoylglycerophosphocholine,
SA: Stearilamin, CHOL: Kolesterol, FT: dondurup ¢6zme, PD: poliol
dilisyon yontemi, CV: cidofovir
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Tablo 8. Poliol diliisyon yontemi ile hazirlanan lipozomlarin bilegenleri ve hazirlama
yontemleri

Kodu CV (Molar Bilesim Lipit Molar Hazirlama
QOran) Bilesim Yoéntemi
P1 - DPPC:DGPC 9:1 PD
CV-P2 0.5 DPPC:DGPC 9:1 PD
CV-PS1 0.5 DPPC:SA 9:3 PD
CV-PS2 0.5 DPPC:SA 9:3 PD +FT

3.2.7. Hazirlanan Lipozomlarin Karakterizasyonu
Hazirlanan lipozomlarin karakterize edilmesi amaciyla, partikul

blayUkligu ve dagilimi, zeta potansiyeli, ve lipozom icine hapsedilen etkin
madde miktarlari incelendi. Ayrica hazirlanan lipozomlarin stabilite
calismasi igin, 4°C/ortam nemi, 25°C/%60 bagil nem ve 40°C/%75 bagil
nem ortamlarinda lipozomlar bekletildi ve belli slrelerde 6rnek alinarak

yukarida bahsedilen 6zellikler belirlendi.

3.2.7.1. Lipozomlarin Partikil Buyuaklugi ve Dagilimi

Partikal buayUkluguna belirlemek igin film ydntemi ile hazirlanan
lipozomlar igin Laser-Diffraction Particle Sizer kullanildi. Olgiim, aletin
kivet sisteminde distile su iginde lipozom suspansiyonlarinin birkag
damlasinin disperse edilmesi ile gergeklestirildi. Dispersiyon ortamini
secerken lipozomlarin iginde ¢ézinmedigi ortam segildi.

Calisma etkin madde igceren ve icermeyen lipozomlar igin yapildi.
Film-hidrasyon yontemi ile hazirlanan lipozomlarin partikil buyuklugu
Olgulduginde  partikil  buyukligd dagiliminin  homojen olmadigi
gorulmustir. Bu nedenle partikil buayUukligu dagihmini  homojenize
edebilmek icin ekstruksiyon yontemi kullaniimistir.

Poliol dilisyon yontemi ile hazirlanan lipozomlarin partikal
bayuklugunu belirlemek igin ekstruksiyon isleminden oOnceki olgimlerde
Laser-Diffraction Particle Sizer, ektruksiyon isleminden sonraki olgimler

icin Malvern Zeta Sizer Nanoseries kullanildi. Ektruksiyon iglemi
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uygulanmayan lipozomlar ekstruksiyon iglemi uygulanan lipozomlara gore
daha buyuktir. Mikrometre boyutunda olan bu lipozomlarin buyukligu
bélimumuizde bulunan Laser-Diffraction Particle Sizer ile
Olculebilmektedir. Ancak ekstruksiyon iglemi uygulanan lipozomlarin
partikil buyukligu nanometre boyutunda oldugu igin Laser-Diffraction
Particle Sizer ile dlgilememis ve bdélimumuizde bulunan Malvern Zeta
Sizer Nanoseries ile olgulmustir. Calisma etkin madde iceren ve
icermeyen lipozomlar igin yapilmistir.

Malvern Zeta Sizer cihazi, dinamik ve elektroforetik 1s1k sagiimasi
yontemiyle galismaktadir. Bu cihaz ile partikdl buyUkligu 0.6 ile 6000 nm
araliginda olgim yapilabilmektedir. Ayrica, partikal bayudklaga 5 nm ile 10
Mm  arasinda bulunan partiklllerin zeta potansiyel olgimuinde de
kullanilabilmeltedir. Calismamizda stabilite deneyleri boyunca partikul
blyUkligu ve zeta potansiyel dlgimleri “Malvern Zeta Sizer, ZEN 3600 ile
dlgulmustir. Olgumler aletin kiivet sisteminde, distile su igine lipozom

formulasyonlarinin disperse edilmesi ile gergeklestirilmistir.

3.2.7.2. Ekstruksiyon isleminin Partikiil Biyiikligiine Etkisi

Ekstruksiyon iglemi, lipozomlarin partikil buyuklagini istenilen
boyuta getirmek icin kullaniimaktadir. Bu yontemde lipozomlar degigik por
genisligine sahip nukleopor membranlardan gegiriimektedir.

Bizim galismamizda 0.4 pm por genisligindeki nukleopor polikarbonat
membran kullanilarak iglem yapiimistir. Kullanilan membranlar dncelikle
pH 4.5 fosfat tamponunda hidrate edildi ve mini-extruder aletine
yerlestirildi. Stizme iglemi yapilmadan 6nce ekstruder aleti etiivde 50°C’de
20 dakika bekletildi, bu sekilde ekstruksiyon isleminin hizli ve kolay olmasi
saglandi. Ekstruksiyon isleminde en az 10 defa sizme islemi yapilmasinin
yeterli oldugu belirtiimigtir. Calismada 11 defa ekstruksiyon islemi yapildi.
Sekil 12'de mini-extruder aleti gosterilmistir.
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Yanhs

Sekil 12. Mini-extruder aleti

Sekilde gorllen enjektorlerden birine lipozom suspansiyonu
doldurulduktan sonra alete tam yatay olacak sekilde yerlestiriimesi
gerekmektedir. Karsilikli yatay olarak yerlestirilen enjektorlerden lipozom
suspansiyonu bir taraftan digerine geciriimektedir. Bu gegisler sirasinda
lipozom sUspansiyonu ortadaki metal kisimda bulunan membrandan

gecmektedir.

3.2.7.3. Lipozomlarda Zeta Potansiyel Tayini

Zeta potansiyel, partikul yluzeyine yapigik olan tabaka ile notr bolge
arasindaki potansiyel farkidir. Hazirlanan lipozom formulasyonlarinin
ekstruksiyon yapildiktan sonra ve stabilite ortamlarinda zeta potansiyelleri
Olculmasgtur. Zeta potansiyel olgumu Malvern Zeta Sizer Nanoseries ile
yapilmigtir. Zeta potansiyel olgumleri, lipozomlarin  stabilitesinin

degerlendiriimesinde de kullaniimaktadir.

3.2.7.4. Lipozomlarin Isik Mikroskobu Goruntuleri

In  vivo calismada kullanilmasi  dusundlen  formulasyonun
ekstruksiyon islemi 6ncesi ve sonrasinda goéruntuleri Polarize Atasmanl
LEICA DMEP adli mikroskop ile goérintllenmistir. Mikroskopta blyutme
olarak x40 kullaniimistir. Bu yodntemle ekstruksiyon iglemi sonucunda
partikil buyukligunde olusan degisim ve homojen lipozom partikullerinin
olugup olugsmadigi incelenmistir.

Polarize Atasmanh LEICA DMEP adli mikroskop ile sadece film

yontemi ile hazirlanan lipozomlar goruntulenebilmigtir. Poliol dilusyon
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yontemi ile hazirlanan lipozomlarin buyukligd nm boyutunda oldugu igin

IStk mikroskobunda gértlememis ve SEM goruntisu ¢ekilmigtir.

3.2.7.5. Lipozomlarin Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) Goriintileri

Hazirlanan lipozomlarin yuzey goruntulerini ve genel goruntulerini
incelemek amaciyla JSM-6400 SEM (Scanning Electron Microscopy)
kullanildi. Olgtimler Orta Dogu Teknik Universitesi merkez laboratuvarinda
gerceklestirildi.

Karbon bant Uzerine yapismig olan lipozomlarin iletkenlik saglamasi
icin yaklasik 30 ym kalinhdinda altinla kaplanarak goérintilendi. Bu
kaplamanin saglanmasi igin lipozomlarin kuru olmasi gerektigi igin
liyofilize edilerek veya oda sicakliginda bekletilerek lipozomlar kurutuldu
ve kaplanmalari saglandi.

3.2.7.6. Lipozomlarin Yiikleme Kapasitesinin Olciilmesi

pH 45 fosfat tamponu kullanilarak hazirlanan lipozom
formulasyonlari 20000 rpm de 1 saat sureyle santrifijlenerek, lipozomlarin
sulu c¢ozeltiden ayirt edilmesi saglandi. Sulu c¢oézeltideki CV miktar
spektrofotometre ile tayin edildi. Olgiilen miktar, total etkin madde
miktarindan c¢ikarilarak, lipozomlarda tutulan etkin madde miktari

hesaplandi. Yukleme kapasitesi asagida verilen formule gore hesaplandi.

C &

oral = “mulu gozeld

C

» 100

Yiikleme Kapasitesi (%) =

toral

Lipozom formulasyonlarinda CV’nin yukleme kapasitesi farkli bir
yontemle daha incelenmigtir. 50 pL lipozom suspansiyonu alinip, fosfat
tamponu ile 5 mL’ye tamamlandi ve disperse olmasi saglandi. Uzerine 4
mL kloroform ilave edilerek ayirma hunisinde ekstre edildi. Bdylece

lipozom igine hapsedilmis olan etkin madde, fosfat tamponunun bulundugu
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ustteki faza gecti, alttaki kloroformlu faz ayrildi. Etkin maddelerin

bulundugu sulu faz gerekli seyreltmeler yapilarak analiz edildi.

3.2.7.7. Lipozomlarin Stabilite Calismalari

CV'nin film-hidrasyon ve poliol dilisyon yontemiyle hazirlanan
lipozomlarinin stabilitesini incelemek amaciyla farkh stabilite ortamlarinda
(4°C/ortam nemi, 25°C/%60 bagil nem ve 40°C/%75 bagil nemde) belli
zamanlarda ornek alinarak partikul bayuklagu tayini, zeta potansiyel tayini
ve etkin madde miktar tayini testleri daha 6nce anlatildigi gibi yapildi. 7, 14
21. 30. glnlerde, 2. ve 3. aylarda lipozom formulasyonlarinda dlgumler

yapildi.
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3.2.8. Biyoadezif Lipozom-Jel (Lipojel) Formulasyonlari

Etkin madde igeren lipozomlarin daha 6nce hazirlanan jeller iginde
dagitiimasiyla vajinal uygulamada uzun sureli salim saglanacagi
dusundlen lipozom iceren jel formulasyonlari hazirlandi. Hazirlama
sirasinda 1:1 oraninda film hidrasyon ydntemi ile hazirlanan lipozom ve jel
kullanildi. Lipozomlar 20000 gl de 1 saat santrifijlendikten sonra ¢oken
tabaka ile jeller 1:1(a/a) oraninda karistirildi. Ancak poliol dilisyon yontemi
ile hazirlanan lipozomlarin partikil buyukligd nm boyutunda oldugu igin,
tam olarak lipozomlarin ¢okturilmesi saglanamadi ve lipozom
suspansiyonu ile jeller %10 (a/a) oraninda karistirildi. Lipojel formulasyon
bilesenleri Tablo 9'da verilmistir.

Lipozom  suspansiyonlarinin  jel icerisinde %10 oraninda
dagitiimasinin  nedeni jelin viskozitesini ve reolojik &zelliklerini
degistirmesine engel olmak igindir. Ornegin CV-F2KR formilasyonunda,
film hidrasyon yontemi ile hazirlanan CV-F2 lipozomu santrifujlenmis ve
dibe ¢dken lipozomlar (susuz bir sekilde) Carbopol 974P jel iginde 1:1
oraninda dagitiimistir. CV-P2-KR formulasyonunda ise, poliol dilisyon
yontemi ile hazirlanan CV-P2 lipozomlari suspansiyon halinde Carbopol
974P jel icinde %10 oraninda dagitiimigtir. Sulu suspansiyon halindeki
lipozomlarin jelin reolojik 6zelliklerini bozmamasi igin daha disuk oranda

karisim hazirlanmigtir.

Kullanilan kisaltmalar:

KR: Carbopol 974P ile %2 oraninda hazirlanan jel,

KITH3: Kitosan H ile hazirlanan %3 oraninda jel

K100M: HPMC K100M CR ile %2 oraninda hazirlanan jel,

P407: Poloksamer 407 ile %20 oraninda hazirlanan jel,

CV-F2: Film yontemi ile hazirlanan CV igeren lipozom formulasyonu,
CV-P2: Poliol dilusyon ydéntemi ile hazirlanan CV igeren lipozom

formulasyonu,
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CV-FS2: Film yontemi ve dondurup ¢ozme yontemi ile hazirlanan CV

iceren lipozom formulasyonu,

CV-PS2: Poliol

dilisyon ydntemi ve dondurup ¢6zme ydntemi ile

hazirlanan CV igeren lipozom formulasyonu

Tablo 9. Lipojel formiilasyonlarinin bilesenleri

Formiilasyon
Kodlari

CV-F2
(%) ala

CV-P2
(%) ala

CV-FS2
(%) ala

CV-PS2
(%) ala

KR (%)
ala

KTH3
(%) ala

K100M
(%) ala

P407 (%)
ala

CV-F2-KR

50

50

CV-F2-KITH3

50

50

CV-F2-K100M

50

50

CV-P2-KR

10

90

CV-P2-KITH3

10

90

CV-P2-K100M

10

90

CV-FS2-KR

10

90

CV-FS2-KITH3

10

90

CV-FS2-K100M

10

90

CV-FS2-P407

10

CV-PS2-KR

10

90

CV-PS2-KITH3

10

90

CV-PS2-K100M

10

90

CV-PS2-P407

10

90

3.2.8.1. Biyoadezif Lipojel Formulasyonlarinda Yapilan Kontroller

Jellerin diyaliz membrandan gegis calismasi

bdlim 3.2.5.1°de anlatildigi gibi incelenmisgtir.

bolum 3.2.5.5'de
anlatildigi gibi yapilmigtir. Ayrica lipojellerin viskozite, akig ozellikleri de
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3.2.9. MIKROKURE FORMULASYONLARI
Formulasyon g¢alismalarimizin bu kisminda daha dnce hazirladigimiz

biyoadezif vajinal jellerin i¢cine konulmak Uzere mikrokure formulasyonlari
hazirlanmisgtir. Boylece salimin  daha kontrolli hale getiriimesi
amaclanmaktadir. Calismamizda mikrokure formulasyonlarinin
hazirlanmasinda kitosan kullaniimigtir ve 5 farkli yontem kullanarak CV’in
kitosan mikrokureleri hazirlanmistir. Kullanilan yontemler sunlardir:

1. Emudlsiyon Polimerizasyon Yontemi

2. Iyonotropik Jelasyon Yéntemi

3. iyonotropik Emiilsiyon Jelasyonu Yéntemi

4. Kompleks Koaservasyon Yontemi

5. Sodyum Sdlfat ile Presipitasyon

Yapilan butun kitosan mikrokire calismalarinda Chitosan Highly-
Viscous (Kitosan H) (Fluka, USA) kullaniimigtir.

3.2.9.1. Emulsiyon Polimerizasyon Yontemi Kullanilarak Kitosan

MikrokUrelerinin Hazirlanmasi

CV igeren kitosan mikrokurelerinin hazirlanmasi igin once %1’lik
glasiyel asetik asit icinde %1’lik kitosan c¢ozeltisi hazirlanmistir. Etkin
madde bu asamada jel hazirlanirken kullanilan suya ilave edilmigtir. Sivi
parafin (50 mL) igerisine %Z2’lik olacak sekilde Tween 80 ilave edilmig ve 2
saat manyetik karigtirici ile 500 rpom’de karistirilmistir. Hazirlanan kitosan
¢Ozeltisinin 6 ml'si %2 Tween 80 igeren sivi parafin iginde disperse edilmis
ve mekanik karistiricida 500 rpm’de karistiriimaya baglanmistir. iki dakika
sonra 1 mL %25’lik glutaraldehit ¢ozeltisi ilave edilmig, otuz dakika sonra
ayni igslem tekrarlanmigtir. Karigtirma islemi G¢ saat surmustur. Olusan
mikrokureler santriflj edilerek ayriimis, bir kez n-hekzan ve Ug kez eter ile
yikandiktan sonra oda sicakliginda kurutulmustur.

CV yuklu kitosan mikrokurelerin E1 6n formulasyonunun emulsiyon
polimerizasyonu ile hazirlanmasindaki deney kosullari Tablo 10°'da

belirtilmistir.
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Tablo 10. Emiilsiyon polimerizasyon
formiilasyonlarinin hazirlanmasinda dene

yontemi ile kitosan mikrokiire o6n

y kosullar

PARAMATRE

E1 On Formiilasyon Deney Kosullari

Etkin Madde

Ccv

Polimer

Kitosan, Fluka, Yuksek viskoziteli

Polimer Konsantrasyonu

%1

Polimer Coziciisi

Glasiyel asetik asit (%1)

Yag Fazi

Sivi parafin

Yuzey Aktif Madde

Tween 80

Capraz Baglayici Madde ve Miktar

Glutaraldehit (%25’lik sulu ¢ozeltisi), 2
mL

Capraz Baglayici llave Etme Zamani

2. dk. ve 30. dk.

Karistirma Hizi

500 rpm (3 saat)

Yikama Birkez n-hekzan, ¢ kez eter

Kurutma Oda sicakhginda

Hazirlama sirasinda emdlsiyon olusturmada basari saglandi, ancak
Uc saatlik karistirma slresinin  sonlarina dogru emdlsiyonun rengi
beyazdan sariya donmeye basladi. Karigtirma bittikten sonra santrif(j
yapildi ve yilkama iglemine gegildi. Ancak yikama isleminde tam anlamiyla
basari saglanamadi. Partikuller birbirinden ayrilmadi ve polimer kutlesi
seklinde bir goruntd olustu. Oda sicakhdinda kurutma isleminden sonra
IStk mikroskobu ile partikiller incelenmeye c¢aligildi.

Bu denemede basarili olunamadigi i¢in benzer bir yontem ile kitosan
mikrokiresi hazirlayan Kumbar?'® ve arkadaslarinin kullandiklari yéntem
denendi. Buna gore yine %1 glasiyel asetik asit iceren %1’lik kitosan
¢Ozeltisi hazirlandi. Polimer ¢dzeltisi (10 mL) sivi parafin (50 ml) igine ilave
edilerek yuksek hizda, 10 000 rpm, Ultra Turrax ile karistirildi. Yag i¢inde
su emulsiyonu olusumunu stabilize etmek igin karisgima %1 Tween 80
ilave edildi. On dakika sonra emdulsiyonun igindeki sulu fazi sertlestirerek
kire olusturmak amaciyla glutaraldehitin %40’hk ¢ozeltisinden 1mL
eklenmigtir. Bir saat daha 10 000 rpm’de Ultra Turrax’da karistirildiktan
sonra manyetik karigtiriciya alinarak 500 rpm’de 4 saat karigtiriimistir.
Olusan yapi suzulerek ayriimis ve yag fazinin uzaklastirilmasi igin n-
hekzan ve su ile yikanmistir. Deney kosullari E2 mikrokire formuilasyonu

icin Tablo 11°de belirtilmistir.
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Tablo 11. Emiilsiyon polimerizasyon yontemi ile kitosan mikrokiire
formiilasyonlarinin hazirlanmasinda deney kosullan

PARAMATRE E2 Formiilasyon Deney Kosullari
Etkin Madde Ccv

Polimer

Kitosan, Fluka, Yuksek viskoziteli

Polimer Konsantrasyonu

%1

Polimer Coziiciisu

Glasiyel asetik asit (%1)

Yag Fazi

Sivi parafin

Yiizey Aktif Madde

Tween 80

Capraz Baglayici Madde ve Miktar

Glutaraldehit (%40’lik sulu ¢ozeltisi), 1
mL

Capraz Baglayici llave Etme Zamani

10. dk.

Karistirma Hizi

500 rpm (4 saat)

Yikama

Birkez n-hekzan, l¢ kez su

Kurutma

Oda sicakhginda

ilk denememizde karsilastigimiz sorunlar ile bu ydntemde de

kargilastik, yag fazi tam olarak uzaklastirilamadi ve partikuller birbirinden

ayrilip kuresel bir sekilde elde edilemedi.

3.2.9.2. lyonotropik  Jelasyon

YoOntemi Kullanilarak Kitosan

MikrokUrelerinin Hazirlanmasi

Bu yontem ile kitosan mikrokureleri hazirlanirken, ters yukli makro

molekuller arasinda kompleks olusumundan vyararlanilir. Tripolifosfat
(TPP), katyonik kitosan ile elektrostatik olarak etkilesime girebilen bir poli-
anyondur. Oncelikle kitosan, asidik ¢dziicide ¢dzllir. Bu ¢bzelti daha
sonra damlatma yoluyla sabit bir karistirma hizinda, poli-anyonik TPP
cOzeltisine karistinilir. Zit yukler arasinda kompleks olusumuna bagli
olarak, kitosan iyonik olarak jellesir ve kiiresel partikiiller olusur®™.

Bizim calismamizda oncelikle %1’lik glasiyel asetik asit ¢oOzeltisi
icinde %1’lik kitosan ¢ozeltisi hazirlanmigtir. Polimer ¢ozeltisi hazirlanirken
2 saat manyetik karistiricida 500 rpm’de karistiriimis ve 24 saat +4 °C’de
bekletilimistir. Boylece tam homojen kitosan ¢dzeltisi elde edilmistir.

Sonraki asamada 10 mL kitosan c¢ozeltisi sertlestirici ¢ozeltiye
damlatimak Uzere enjektore c¢ekilmigtir. Sertlestirici ¢Ozelti olarak
tripolifosfatin (TPP) %1’lik ¢dzeltisi kullaniimigtir. 10 mL kitosan ¢dzeltisi

0.45 mm capli insulin enjektérinden 100 rpm hizla karismakta olan 100 ml
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TPP ¢ozeltisi igine damlatilarak 30 dakika suren karistirma isleminden
sonra filtre edilmis ve 3 kez 20 mL distile su ile yikanmistir. Kurutma islemi
37°C’lik etivde 24 saat sureyle yapilmistir ve sonugta kiresel yapida
mikrokureler elde edilmigtir.  Etkin maddeli kureler hazirlanirken CV
kitosan ¢ozeltisi igcine disperse edilmis ve ultrasonik banyoda 5 dakika
beklenmistir. CV kitosan c¢ozeltisinde ¢dzlinmis ve homojen bir yapi
olusmustur. iyonotropik jelasyon yéntemi kullanilarak hazirlanan CV-T1
kitosan mikrokurelerinin  formulasyonlarinin ayrintilari  Tablo 12°de
verilmistir.

Tablo 12. lyonotropik jelasyon yontemi kullanilarak hazirlanan kitosan
mikrokiirelerin formiilasyon icerikleri

CV-T1 Formiilasyonu
YONTEM lyonotropik jelasyonu
CV Kons. (% ala) 5
Polimer Kons. (% a/h) 1
Asetik Asit Kons. (% h/h) 1
TPP Kons (a/h) 1
Karigtirma Hizi (rpm) 100
Ic/Dig Faz Orani 10/100
Yikama 3 kez 20 mL distile su ile
Kurutma 37°Cllik etlivde 24 saat

3.2.9.3. Iyonotropik Emiilsiyon Jelasyonu Yontemi Kullanilarak Kitosan

Mikrokurelerinin Hazirlanmasi

Ko?"® e arkadaslan tarafindan vyapilan bir calismada yine
sertlegtirici olarak TPP ¢ozeltisi kullanilmistir. Bu yonteme gore
mikrokurelerin olusturulmasinda oncelikle %1 glasiyel asetik asit igeren
%71’lik kitosan ¢ozeltisi hazirlanmistir. Surfaktan olarak %2 Tween 80 ilave
edilmis ve 10 dakika karistirlmigtir. Karistirmanin sonunda beyaz renkte
bir yapi olustugu gozlenmistir. Daha sonra yag fazi ilave edilerek yagd/su
(1:10) emdlsiyonu olusturulmugtur, bunun i¢in 5000 rpm’de 20 dakika
karistinimistir. Olusan emdlsiyon %10 TPP igceren ¢ozeltiye yine insulin
enjektori ile damlatiimistir.  Sertlesme suresi olarak 30 dakika
beklendikten sonra kureler su ile yikanmis ve 37°C’de kurutulmustur.
Yontemin basamaklari Sekil 13’de verilmigtir.
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SULU FAZ YAGLI FAZ

%1 Kitosan Diklorometan
Coz. (%1 GAA)

%2 Tween &0 ilavesi ile 10 dak kangtirma

SufYag Emiilsiyonu
(1:10)

— KARISTIRMA (5000 rpm, 20 dak.

Hazirlanan
Emiilsiyonun %10 TPP
gozreltisine

| damlatilmas

Sizme — Sertlesme igin bekleme
— Suile yikama

Kurutma

Sekil 13. iyonotropik Emiilsiyon Jelasyonu yontemi ile kitosan mikrokiirelerinin
hazirlanmasi

Etkin maddenin ilave edilmesi yine kitosan c¢ozeltisinin iginde
cozulmesi seklinde olmustur. Kiresel mikrokUrelerin olusumunun
g6zlendigi iyonotropik emiuilsiyon jelasyonu yontemi kullanilarak
hazirlanan K1 formulasyonunun igerigi Tablo 13’de gosterilmigir.

Tablo 13. iyonotropik emiilsiyon jelasyonu ydntemi kullanilarak hazirlanan kitosan
mikrokiirelerin formiilasyon igerikleri

CV-K1 Formiilasyonu
YONTEM lyonotropik emiilsiyon jelasyonu
CV Kons. (% ala) 5
Polimer Kons. (% a/h) 1
Asetik Asit Kons. (% h/h) 1
TPP Kons (a/h) 10
Karigtirma Hizi (rpm) 5000
Tween 80 (% ala) 2
Diklorometan(yagh faz) /Kitosan 1/10
Cozeltisi (sulu faz)
Yikama 3 kez 20 mL distile su ile
Kurutma 37°C’lik etivde 24 saat
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3.2.9.4. Kompleks Koaservasyon Yontemi Kullanilarak Kitosan

Mikrokurelerinin Hazirlanmasi

Kompleks koaservasyon yontemi ile kitosan mikrokurelerinin

hazirlanmasinda Bozkir?'®

ve arkadaslarinin yaptigi c¢alisma esas
alinmigtir. Buna gore %1 glasiyel asetik asit iceren %1-2 kitosan ¢ozeltisi
55°C’de hazirlandi. Ayni sicaklikta CV iceren 50-100mM sodyum sdulfat
(NaxSO4) cozeltisi de baska bir yerde hazirlandi ve bu iki ¢ozelti esit
miktarda karistirilarak derhal 45 saniye sure ile vortekslendi. Hazirlanan
formulasyonlarin kodlari ve igerikleri Tablo 14’de verilmigtir.

Tablo 14. Kompleks koaservasyon ydntemi ile hazirlanan kitosan mikrokiire
formiilasyonlarinin kodlari ve icerikleri

FORMULASYON Kitosan Na,SO, Siire Mikrokiire
KODU Konsantrasyonu | Konsantrasyonu | (s) olusup
(%) (mM) olugsmama
durumu
CV-AS1 1 50 45 Olustu
CV-AS2 1 50 60 Olustu
CV-AS3 1 100 45 Olustu
CV-AS4 1 100 60 Olustu
CV-AS5 2 50 45 Olusmadi
CV-AS6 2 50 60 Olusmadi
CV-AS7 2 100 45 Olustu
CV-AS8 2 100 60 Olustu

3.2.9.5. Sodyum Silfat ile Presipitasyon Yontemi Kullanilarak Kitosan

MikrokUrelerinin Hazirlanmasi

Bu slreg, kimyasal c¢apraz baglanma sonrasinda polimerin
cokmesini icermektedir. Biz calismamizda Berthold®'” ve arkadaslarinin
kullandigi  yontemi denedik. Kitosan oranini %0.25-0.50 arasinda
degistirdigimiz calismada %2 glasiyel asetik asit kullanarak kitosan
¢Ozeltisi hazirlandi. Bu c¢o6zelti sonikatorin Uzerinde karigtiricida 400
rom’de karigirken Uzerine %20 (a/h) konsantrasyonda Na,SO,4, dakikada
5mL olacak sekilde damlatilarak ilave edildi. Na,SOy ilavesi bitince 1 saat

daha sonikatorde karistirma iglemine devam edildi, daha sonra 15 dakika
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3000 rpm’de santrifUjlenerek olusan mikrokureler ayrildi. Hazirlanan

formulasyonlarin kodlari ve icerikleri Tablo 15’de verilmigtir.

Tablo 15. Sodyum siilfat ile presipitasyon yontemi ile hazirlanan kitosan mikrokiire
formiilasyonlarinin kodlari ve igerikleri

FORMULASYON Kitosan (%) Na2S0O4 Siire | Mikrokire olusup
KODU Konsantrasyonu (mL) (dak) olugsmama
durumu
CV-BT1 0.25 2 10 Olustu
CV-BT2 0.25 2 20 Olustu
CV-BT3 0.25 4 10 Olustu
CV-BT4 0.25 4 20 Olustu
CV-BT5 0.50 2 10 Olusmadi
CV-BT6 0.50 2 20 Olusmadi
CV-BT7 0.50 4 10 Olustu
CV-BT8 0.50 4 20 Olustu

3.2.10. Hazirlanan Kitosan Mikrokiirelerinin Karakterizasyonu
3.2.10.1. Hazirlanan Formiillerde Etkin Madde Miktar Tayini ve islem

Etkinligi
Hazirlanan kitosan mikrokdrelerden etkin madde miktar tayini icin

tartilan belli miktar kidrenin igerdigi etkin madde miktari bulunmusgtur.
Bunun icin tartilan mikroklreler, 10 mL 0.1 N HCI c¢ozeltisi icinde
¢Ozuldukten sonra etkin madde analizi yapiimigtir. Bizim daha onceki tum
calismalarimiz pH 4.5 fosfat tamponu ortaminda gergeklestirilmisti. Ancak
kitosan mikrokurelerden miktar tayininin 0.1 N HCI ortaminda yapilmasi
gerektigi icin etkin maddelerin yeniden kalibrasyonu yapilmis ve elde
edilen denklem miktar tayininde kullaniimistir.

Etkin maddelerin miktar tayini yapiimisg ve sonug¢ iglem etkinligi

seklinde asagidaki esitliklerle hesaplanmigtir.

Teorik ot 4d i¢ fazdaki etkin madde miktar: 100
ik etk icerigi (a) = X :
eorik etkin madde icerigi (a) i¢ fazdaki total kati miktar:

Oledlen etki dde icerigi (b) dlgiilen etkin madde miktar: 100
ulen e I Ima e 1Cerigl =
¢ engt Lo, dleimdeki total katt miktar:

ISLEM ETKINLIGI =E X 100
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3.2.10.2. Hazirlanan Mikrokire Formiulasyonlarinin Partikill Buyuklugu

Dagilimi ve Zeta Potansiyeli

lyonotropik jelasyon yéntemi ve iyonotropik emiilsiyon jelasyonu
yontemi kullanilarak hazirlanan mikrokdrelerin  partikil buyukligunin
belirlenmesinde Laser-Diffraction Particle Sizer kullanildi. Olglim, aletin
klvet sisteminde distile su iginde klrelerin dagitiimasi ile gergeklestirildi.
Dispersiyon ortamini segerken mikrokurelerin iginde ¢6zinmedigi ortam
secildi.

Sodyum sulfat ile presipitasyon yontemi ve kompleks koaservasyon
yontemi kullanilarak hazirlanan mikrokurelerin  partikll  buydklaga
Olciminde ise Malvern Zeta Sizer Nanoseries kullanildi. Hazirlanan butin
mikrokire formulasyonlarinin zeta potansiyelleri Olgulmuastir. Zeta

potansiyel 6lgumu Malvern Zeta Sizer Nanoseries ile yapiimistir.

3.2.10.3. Mikrokirelerin Isik Mikroskobu ve Taramali Elektron Mikroskobu
(SEM) Goriuntileri
Cahgma 3.2.7.4 ve 3.2.7.5.de anlatildigi gibi yapilmigtir. Partikul

bayUkligl um seviyesinde olan mikrokurelerin goértntaleri hem sk
mikroskobu hem de SEM ile alinmisgtir. Ancak partikil biydkligad nm
boyutunda olan kurelerin goruntisu sadece SEM ile alinabilmistir. SEM’de
goruntu elde edilebilmesi icin mikrokureler oda sicakliginda kurutulmus ve

iletken olabilmesi icin altin ile kaplanmistir.

3.2.10.4. Etkin Madde iceren Mikrokiire Formiilasyonlarinin Franz

Diflizyon Hiicresinde Gecisinin incelenmesi

Bolim 3.2.5.5.’de anlatildigi gibi yapilmigtir. Salim deneylerinde
oncelikle hazirlanan mikrokurelerin  suspansiyon halinde difizyon
deneyleri yapildi bunun igin 1:10 (mikrokure:su) oraninda sulandirilan
mikroklreler Franz hucrelerine yerlestirilerek etkin madde gecisleri

incelendi.
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3.2.11. Biyoadezif Mikrokiire-Jel Formiilasyonlari

Etkin madde igeren kitosan mikrokurelerinden CV-T1 ve CV-K1 kati
halde CV-AS4 ve CV-BT4 ise slspansiyon halinde daha énce hazirlanan
jeller iginde dagitilmistir. Boylece vajinal uygulamada uzun suireli salim
saglanacagi dusunulen mikrokure iceren jel formulasyonlari hazirlanmistir
(Tablo 16). Bu sayede mikrokurelerin jel bir tasiyici icinde vajinaya
uygulanabilirligi de saglanmis oldu.

Kullanilan kisaltmalar:

KR: Carbopol 974P ile %2 oraninda hazirlanan jel,

KITH3: Kitosan H ile hazirlanan %3 oraninda jel

K100M: HPMC K100M CR ile %2 oraninda hazirlanan jel,

CV-T1: iyonotropik jelasyon yontemi kullanilarak hazirlanan CV igeren
kitosan mikrokureleri.

CV-K1: iyonotropik emiilsiyon jelasyonu yéntemi kullanilarak hazirlanan
ve CV iceren kitosan mikrokureleri.

CV-AS4: Kompleks koaservasyon yontemi ile hazirlanan ve CV igeren
kitosan mikrokureleri.

CV-BT4: Sodyum sulfat ile presipitasyon yontemi ile hazirlanan ve CV
iceren kitosan mikrokureleri.

Tablo 16. Biyoadezif mikrokiire-jel formiilasyonlarinin kodlari (1:10 a/a karigim)

Formiilasyon CvV-T1 CV-K1 CV-AS4 CV-BT4 CV-KR CV-KIT |CV-K100M

Kodlari (%) ala (%) ala (%) ala (%) ala (%) ala (%) ala (%) ala

10
CV-T1-KR 1 -

CV-T1-KITH3 1 ] 10

CV-T1-K100M 1 ] -

10

CV-K1-KR - ! i i 10 -

CV-K1-KITH3 - ! i i i 10

CV-K1-K100M - ! i i i -

10

CV-AS4-KR ] - ! - 10 .

CV-AS4-KITH3 - ) ! ) i 10

CV-AS4-K100M - i ! i ) .

10

CV-BT4-KR - ” )

CV-BT4-KITH3 - i 10

CV-BT4-K100M - i )

10
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3.2.11.1. Biyoadezif Mikrokire-Jel Formilasyonlarinin Farmasotik

Kontrolleri
Hazirlanan mikrokure-jel formulasyonlarinin kontrolleri (pH, viskozite,
akis Ozellikleri, fiziksel gorinug ve diyaliz mebrandan salim) bolum

3.2.5’de anlatildigi gibi incelenmistir.

3.212. Diyaliz Membrandan Geg¢is Verilerinin Kinetik olarak
Degerlendirilmesi

Gegcis calismalarinda, zamana bagh olarak diyaliz membrandan
gecgen yigilmal etkin madde miktari seklinde elde edilen veriler grafige
gegcirildiginde farkh sekillerde profiller elde edilmektedir. Bu profillerin
dogrusallastiriimasi etkin madde ¢ikis mekanizmalarinin yorumlanmasi ve
farkh formulasyonlar arasinda karsilastirma parametrelerinin elde edilmesi
icin verilere farkli varsayimlara dayanan matematiksel modeller
uygulanmaktadir. Bizim c¢alismamizda CV igeren formulasyonlardan
diyaliz membrandan gegis ¢alismasi sonucunda elde edilen gegis profilleri,
kinetik acidan sifirnci derece, birinci derece ve Higuchi kinetikleri

uygulanarak degerlendirilmistir.
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3.2.13. Biyoadezif Formulasyonlarda Texture Profil Analizi (TPA)
(Yap1 Profil Analizi)

Jel formulasyonlarinin mekanik o&zelliklerinin incelenmesinde TA-
XTPlus Texture Analyzer (Stable Micro Systems, UK) cihazi kullanildi ve
bu cihaza Resim 1’de de gorulen penetrometre (batma olger, girinim Olger)
probu takilarak 37+0.5°C’de dlgumler yapildi. Penetrometre, cihaza ait bir

yazihm programi ile kontrol edilerek sonuclar degerlendirildi.

Resim 1.TA-XTPlus Texture profil analiz cihazi ve penetrometre

Mekanik ozellikleri belirlenecek olan jeller 25mL’lik beherlere konuldu
ve jel yuksekliginin 8 cm olmasina dikkat edildi. Daha sonra bu
beherlerdeki jeller ultrasonik su banyosunda 20 dakika bekletildi. Boylece
sicakhgr 37°C’ye ayarlanmis oldu ve hava kabarciklarinin ¢ikmasi
saglandi. On mm c¢apindaki prob ile jellerin Uzerine iki defa belirli oranda
(2 mm/s kuvvet ile) ve belli derinlikte (15 mm) kompres=baski uygulandi.

Her periyotda iki kompres arasinda 15 saniye olacak sekilde ayarlandi.
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Olgiim sonucunda elde edilen veriler, cihazin kendine ait olan Texture
Exponent 2.0.6.0. yazilim programi kullanilarak hesaplandi.

Etkin madde icermeyen ve igeren jel formulasyonlarinin TPA diye
kisaca sOz edebilecegimiz yapi profil analizi yukarida anlatildigi gibi
yapiimis ve jel sertligi, sikigabilirligi, elastikiyeti, adezifligi ve kohezifligi

incelenmistir. Her calisma 6 defa tekrarlanmistir.

Sertlik (Hardness): Uygulanan belirli bir kuvvet sonucunda olusan

deformasyon olarak tanimlanir veya ilk kompres=baski dongusunun ait

pikin maksimum gdsterdigi kuvvettir (N) (Sekil 14).

Sikisabilirlik(Compressibility): Probun ilk kompresyon dongusunde

arinun bigiminin  bozulmasi (deformasyonu) igin gereken is olarak

tanimlanir (N.mm).

Adeziflik (Adhesiveness): ilk kompresyondaki negatif kuvvet alani

olarak tanimlanir ve probun ylzeyi ile jelin yuzeyi arasindaki ¢ekici kuvveti

yenmek icin gereken isi temsil eder (N.mm) (Sekil 14).

Koheziflik (Cohesiveness): Birinci kompresyon dongusundeki

kuvvet-zaman egrisi altinda kalan alan ile ikinci kompresyon dongusundeki

egri altinda kalan alanin orani olarak tanimlanmaktadir (Sekil 14).

Elastikiyet (Elasticity): Birinci ve ikinci kompresyon déngulerindeki

maksimum yapisal deformasyonun olugsmasi icin gerekli surelerin orani

olarak tanimlanmaktadir (Sekil 14).
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Sekil 14. Texture profil analizi, birinci ve ikinci kompresyon déngiisii grafigi

Deneyler daha once belirledigimiz kosullar altinda yapildi. CV igeren
ve icermeyen jeller Uzerinde yapilan dlgimler sonucunda elde edilen TPA
profili belirlendi. Ayrica Boélim 3.8.2°de ayrintilari anlatilan ve Tablo 9'da
formulasyon igerikleri verilen lipojellerin ve Bolim 3.2.11°de anlatilan Tablo
16'da da igerikleri belirtilen mikrokure iceren jellerin de TPA testleri
yapilmistir.

Uzerinde galisilan jeller asagida belirtilmistir (Tablo 17).

Tablo 17. Mukoadezyon testleri yapilan jeller

KR %2 Carbopol 974P iceren jel

K100M2 %2 HPMC K100M iceren jel

KITH3 %3 Kitosan H iceren jel

HP407 %20 poloksamer 407 ve %0.5 HPMC K100M igeren jel
CV-KR %1 CV igeren Carbopol jel

CV-KITH3 %1 CV igeren Kitosan H jel

CV-K100M2 %1 CV iceren HPMC K100M jel

CV-HP407 %1 CV iceren HPMC POL jel
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3.2.14. Biyoadezif Formulasyonlarda Mukoadezyon Galigsmalari

Literattirde®*%*

yapilan benzer ¢aligmalar esas alinarak TA.XT.Plus
Texture Analyser ile hazirladigimiz  biyoadezif formulasyonlarin
mukoadezyon Ozellikleri belirlendi. Bunun igin ¢alismamiza 6zgu yontem
geligtirildi ve valide edildi.

Bu ¢alismalar sirasinda kopma kuvveti (F) ve yapilan adezyon isi (W)
bulundu. Model mukoza olarak inek vajinal mukozasi kullanildi ve
yontemin tekrarlanabilir olup olmadigini anlamak igin her dlgim 6 kez
tekrarlandi.

Calismamizda in vivo deneyler tavsan Uzerinde yapilacagi igin
mukoadezyon calismalarinin da tavsan vajinasi kullanilarak yapilmasi
dusundldu. Ancak tavsan vajinasi kuguk oldugu igin cihazin probunu (10
mm ¢ap) tam olarak kaplamakta zorlandik. Her olgim 6 defa
tekrarlandiginda her defasinda mukoza degistirerek deney yaptik. Bu
durumda bir dérnegin 6lgumui igin 6 tavsan vajinasi gerekiyordu. Bu
kosullari saglayamadigimiz igin, sonuglar tekrarlanabilir olmadigi igin ve
yontemin validasyonu tavsan vajinasinda yapilmadigi i¢in batin galigmalar
igin inek vajinal mukozasi kullaniimigtir.

Mukoza farkh sivilarin igine daldirildi ve vajinal sivinin 6zelliklerinin
mukoadezyon testine etkisi incelenmeye calisildi. Olgimler 37°C’de
yapildi ve prob hizi, probun uyguladigi kuvvet ile mukoza/ornek etkilesme
suresi gibi parametreler degistirilerek optimum o6lgim sartlari bulunmaya

calisildi ve yontem valide edildi.

% MODEL MUKOZA: Koyun, sigan, tavsan ve domuz gibi
hayvanlarin  vajinal mukozalari mukoadezyon testi igin
kullanilmaktadir. insan vajinal mukoza o6zelliklerine en benzer
Ozellikte olan mukozanin inek vajinal mukozasi oldugu
bildirilmistir’®. Ayrica inek vajinal mukozasinin kolay bulunur
olmasi ve yuzey alaninin oldukga genis olmasi da bir avantajdir.

Bizim calismamizda da inek vajinal mukozasi kullanildi. Vajinal
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mukoza inekten c¢ikarildiktan hemen sonra %0.9’luk NaCl (NS)
¢ozeltisi icinde -20 °C’de dondurulmustur. Calisma yapilana kadar

bu sekilde saklanan mukoza ¢alismadan 1 saat dnce ¢ozulmustir.

DALDIRMA SIVISI: Calismamizda farkli daldirma sivilarinin
mukoadezyona etkisi incelenmistir. Bu amagla kullanilan sivilar
NS (Serum fizyolojik), pH 4.5 fosfat tamponu (PB) ve misin igceren
ve icermeyen yapay vajinal sividir (VFS). VFS icerigi Owen' ve
arkadasglarinin kullandiklari siviya gore hazirlanmistir. Buna gore:
glukoz, 5; NaCl, 3.51; laktik asit, 2.00; domuz gastrik musini (tip
II), 1.50; potasyum hidroksit, 1.40; asetik asit, 1.00; Ure, 0.4;
kalsiyum hidroksit, 0.222; gliserol, 0.16; sigir serum albumini,
0.018 ve su ile 1 L'ye tamamlanir. Miktarlarin hepsi 1 litre igin
gram cinsinden verilmigtir. Maddeler tartildiktan sonra manyetik
kanigtincida  homojen olana kadar kanstinimigtir.  VFS
biyokimyasal, reolojik ve mukoadezif Ozellikleri agisindan

vajinanin fizyolojik sivisina benzerdir.

MUKOADEZYON OLCUMU: Daha énce hazirladigimiz biyoadezif
vajinal formulasyonlarinin inek vajinal mukozasina dokunduktan
sonra ayrilirken olusan kopma kuvveti ve bu sirada yapilan is
TAXT.Plus Texture Analyser cihazi kullanilarak olgulmustar.
Teste baglamadan 6nce donmus halde bulunan inek vajinasi
37°C’de 20 dakika bekletildi. Tam erime gergeklesmeden, heniz
daha sertken mukozal yuzeyden 2 mm kalinliginda ve yaklasik 10
mm ¢apinda kesitler alindi. Bu kesitler siyanoakrilat yapisindaki
bir yapigtirici ile proba vyapistirildi, kurumasi igin 2 dakika
beklendikten sonra 37°C’lik su banyosunda bulunan daldirma
sivisinda (serum fizyolojik:NS, fosfat tamponu:PB, yapay vajinal
sivi:VFS veya musin igeren yapay vajinal sivi:VFS+musin olabilir)

5 dakika bekletildi. Boylece hem sicakligi ayarlandi hem de
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daldirma sivisi ile muamele edildi. Jel ise probun belli bir hizla
inerek dokunacagi yuzeye tek kat ve homojen olacak sekilde
suruldd. Jeller de su banyosunda bekletilerek sicakliklari 37°C’ye
getirilmisti. Jelin suriimesinde hava kabarcigi olmamasina
Ozellikle dikkat edildi ve her seferinde ayni sekilde ve ayni
kalinlikta surtimeye c¢alisildi. Vajinal mukozayi tasiyan prob farkh
hizlar denenerek (1, 2.5 ve 5 mm/saniye) jelin bulundugu yluzeye
dokundu ve bir sire bekletildi. Bu temas suresi 60, 150 ve 300
saniye olacak sekilde farkli sureler olarak c¢aligildi. Bu sure
boyunca probun jel ylizeye uygulayacagi kuvvet de 0.1, 0.2 ve 0.3
Newton olarak fakli kuvvetlerde denendi. Bu farkli denemeler
sonucunda prob jelin yuzeyinden ayrilirken olugsan kopma kuvveti
ve yapilan mukoadezyon isi alet tarafindan olglilerek hesaplari
yapilmistir. Bu sonuglar degerlendirilirken farkh test kosullari ve
alete ait farkli parametrelerin hangisinin bizim c¢alismamiz igin

anlamli olacag tartigilmistir.

< FARKLI TEST KOSULLARININ ETKIiSi: Calismamiz yapilirken
kullanilan test kosullari ve alete ait parametreler Tablo 18'de

gosterilmigtir.

Tablo 18. Mukoadezyon test kosullari

Test Kosullari ve Alete Ait Genel Kullanilan Denenen Test
Parametreler Degerler Varyasyonlari
Daldirma Sivisi VFS NS, PB, VFS+Miisin
Prob Hizi (mm/sn) 1.0 25ve 5
Probun Uyguladigi Kuvvet (N) 0.2 0.1ve 0.3
Olgiim Yapilan Ornek %2 Carbopol Jel -
Mukoza ile Ornegin Temas Siiresi (sn) 60 150 ve 300

Calismalarimiz 6 paralel deney seklinde yapilmigtir. TA.XT.Plus
Texture Analyser’'in yazilim programi bize kopma kuvvetini ve yapilan isi

hesaplayarak vermektedir. Burada yapilan is kuvvet-mesafe grafiginde
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egri altinda kalan alandan (AUC) hesaplanmaktadir, birimi N.mm’dir. Biz
ayrica mukoadezyon isini bulmak i¢in agagidaki denklemi kullandik.

.. AUC
MUKOADEZYON ISI= —

mr=

Mr’= jel ile temas eden mukozal yluzeyin alani

Tablo 19'da oOrnek olarak PB ortaminda Carbopol jelin inek
mukozasina yapisma kuvvetinin nasil hesaplandigi gosterilmigtir. Diger

batin dlgimlerimizde de ayni hesaplar yapilimistir.

Tablo 19. TA.XT.Plus Texture Analyser cihazi tarafindan yapilan érnek hesap

Kuvvet 1 | Alan=is Muco. isi | Kuvvet 1| Alan=is Muco. isi
kg kg.mm AUC/ Nr? N N.mm AUC/ Nr?
1. Olgiim 0.02 0.016 0.012057272 0.201 0.158 0.119065561
2. Olgiim 0.02 0.022 0.016578749 0.191 0.215 0.162019593
3. Olgiim 0.019 0.018 0.013564431 0.187 0.179 0.134890731
4. Olgiim 0.021 0.016 0.012057272 0.206 0.161 0.1213263
5. Olgiim 0.019 0.019 0.014318011 0.187 0.189 0.142426526
6. Olgiim 0.019 0.016 0.012057272 0.189 0.156 0.117558402
Ortalama 0.020 0.018 0.013 0.194 0.176 0.133
Standart
Sapma 0.001 0.002 0.002 0.008 0.023 0.017
Bagil
Sapma 4.152 13.466 13.466 4.157 13.049 13.049
Standart
Hata 0.000 0.001 0.001 0.003 0.009 0.007
Giiven
Sinin 0.001 0.002 0.001 0.007 0.019 0.014

3.2.14.1. Mukoadezyon Calismalarinda Farkli Daldirma Sivilarinin

Denenmesi

Farkh daldirma sivilarinin denendigi ¢alismamizda test kosullar ve
alet parametreleri Tablo 17'de gosterilen genel kullanilan degerlere gore
secilmis sadece daldirma sivilari degistirilerek bulunan sonuglar
arasindaki farkhliklar degerlendiriimeye calisilmistir. Olglimler dort farkli

sivi kullanilarak yapilmistir.
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Serum fizyolojik
Fosfat tamponu pH 4.5

Vajinal sivi

> nh -

Musin iceren vajinal sivi

3.2.14.2. Mukoadezyon Calismalarinda Farkli Prob Hizlarinin Denenmesi

Prob hizi olarak 1, 2.5 ve 5 mm/sn denenmistir. Dasuk prob hizi (1
mm/sn’nin altinda) kullanilarak yapilan olgimlerde degiskenligin fazla

oldugu literatiirde belirtiimektedir™’.

3.2.14.3. Mukoadezyon Calismalarinda Farkli Prob Kuvveti Uygulanarak

Yapilan Calisma

Carbopol jel Uzerinde yaptigimiz mukoadezyon galismamiza probun
jel yuzeyine dokundugunda uygulayacagi kuvveti belirlemek ile devam
ettik. Bunun igin 0.1, 0.2 ve 0.3 N’luk kuvvetler uygulanarak kuvvet-mesafe

grafikleri elde edilmigtir.

3.2.14.4. Mukoadezyon Calismalarinda Ornegin Farkli Temas Siirelerinin

Degerlendiriimesi

Carbopol jel ile probun ucunda yapistiriimig halde bulunan inek vajinal
mukozasinin temas suresi mukoadezyon parametrelerini dogrudan
etkileyen bir parametredir. Biz c¢alismamizda 60, 150 ve 300 saniye

surelerde calistik.

3.2.14.5. Etkin Madde iceren ve icermeyen Biyoadezif Vaijinal Jellerin

Mukoadezyon Testleri

Deneyler daha o6nce belirledigimiz kosullar altinda yapildi ve jeller
probun dokunacagi ylzeye duzgln bir sekilde surllerek gercgeklestirildi.
CV iceren ve icermeyen jeller Uzerinde yapilan 6lgumler sonucunda elde
edilen kuvvet-mesafe grafikleri belirlendi.

Uzerinde galisilan jeller asagida belirtilmistir (Tablo 20).
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Tablo 20. Mukoadezyon testleri yapilan jeller

KR %2 Carbopol 974P iceren jel

K100M2 %2 HPMC K100M igeren jel

KITH3 %3 Kitosan H igeren jel

HPMC-POL %20 poloksamer 407 ve %0.5 HPMC K100M igeren
jel

CV-KR %1 CV iceren Carbopol jel

CV-KITH3 %1 CV igeren Kitosan H jel

CV-HPMC %1 CV iceren HPMC K100M jel

CV-HP407 %1 CV iceren HPMC POL jel

Ayrica Bolum 3.8.2'de ayrintilari anlatilan ve Tablo 9'da formulasyon
icerikleri verilen lipojellerin ve Bolim 3.2.11°de anlatihip Tablo 16’da da
icerikleri belirtilen mikroklre iceren jellerin de mukoadezyon testleri

yapilmistir.
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3.2.15. in Vivo Galismalar

Tez calismamizda cidofovir ile hazirlanan ve in vitro calismalar
sonucunda uygun oldugu belirlenen vajinal preparatlarin tavsanlarin
genital bolgesindeki sigil veya lezyonlara lokal olarak uygulanmasi
amaclanmistir. Bu amagla, tavsanlarda genital sigil olusumuna neden olan
virisin (cottontail rabbit papillomavirus (CRPV)) temin edilmesinde
zorluklar yasandi. Gerek Amerika Birlesik Devletleri ve gerekse Avrupadan
temin edilemedi. Daha sonra Fransa Pasteur Enstitisunden CRPV
genomunun ilk serisi temin edildi ve Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi
Mikrobiyoloji ABD’'nda Dog¢.Dr. Gllendam Bozdayi tarafindan aktif hale
getirildi.

Bu iglem sirasinda CRPV Plasmid transformasyonu ve konsantrasyon
tayini yapildi. Pasteur Enstitisunden getirtilen plasmid (1ug/ml) CaCl; ile
kompetent hale getiriimis E.coli DH5a hicrelerine is1 soku teknigi
kullanilarak aktarildi. Transforme bakterilerin secimi icin kanamisinli LB
agara yayllarak 16 saat sureyle koloni olugsumu icin beklenildi.
Transformasyon sonrasi elde edilen kolonilerden ortalama 12 adedi 2 mL
sivl besi yerine (Kanamisinli LB broth) alinarak 1 gece boyunca uretime
terk edildi. Sure sonunda ticari plasmid izolasyon kiti kulanilarak
(Genemark, Taiwan) bakterilerden plasmid izolasyonu gergeklestirildi.
Elde edilen tim plasmidler orijinal plazmid ile paralel olarak %0.8
agarozda yurutulerek karsilastirildi. Dogru klonlar tespit edildikten sonra
bunlardan 2 tanesi yuksek hacimde Uretilerek deneyde kullanilacak
miktarda plasmid eldesi hedeflendi. Bu amacgla 500 mL LB broth
(Kanamisin igeren) igine dogru klona ait bakteriler ekilerek 16 saat sureyle
calkalamali inkubatorde kultire alindi. Elde edilen nihai kaltirden plasmid
izolasyonu ticari bir kit (Maxiprep Plasmid lIzolation, Sigma-Aldrich, USA)
yardimiyla gerceklestirildi. Bu kit ile yapilan izolasyon sonunda yaklasik 3
mL hacimde DNA elde edildi. Kullanim miktarini tespit etmek igin DNA
konsantrasyonu picodrop (Picodrop Ltd, UK) ile dlgulda.
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Plazmid konsantrasyonunda belli seyreltmeler yapildiktan sonra Gazi
Universitesi Laboratuvar Hayvanlari Yetistirme ve Deneysel Arastirmalar
Merkezi (GUDAMY)’inde 20 adet disi Yeni Zelanda tavsani sirtlarindan viriis
ile enfekte edilmiglerdir. Tavsanlarin sirtindan enfekte edilmesinin amaci
virisin aktive olup olmadiginin gozle test edilebilecek bir bodlgede
oncelikle denenmesidir. Bu igslem 6 hafta ara ile dort defa yapiimigtir.
Tavsanlarin sirti tras edildikten sonra tahris edilmis ve kizaran, kanamak
Uzere olan deriye viris ¢ozeltisi surtlmustir (Resim 2). Sigil olusmasi
g6zlenmemigtir. Bu nedenle hazirlanan formulasyonlarin etkinliklerinin
hicre kalturi calismalarinda tayin edilmesine karar verilmistir. HUcre

kultarindeki antiviral etkinlik tayini sigir herpes virisu Uzerinde yapilmistir.

CV, HPV ve HSV’(in olusturdugu lezyonlarda etkili antiviral maddedir'®2.

Resim 2. CRPV c¢oézeltisi ile sirtindan enfekte edilen tavsan resmi

Cidofovirin topik etkili jel formualasyonlari ile yapilacak hayvan
calismalari Gazi Universitesi Deney Hayvanlari Etik Kurulu Yénergesine
9/11/2004 tarih ve 062-15520 sayih karar ile, topik etkili biyoadezif vajinal
tablet ve sc/intralezyonal uygulama igin hazirlanan ¢ozelti ile yapilan
hayvan calismalari da 11/01/2005 tarih ve 05-405 sayili karar ile uygun

bulunmustur.
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3.2.16. Cidofovirin Sigir Herpes Viriisii Tip 1 (Bhv 1) Uzerindeki
Antiviral Etkinliginin Tayin Edilmesi igin Yapilan Hiicre Kiiltiirii
Caligmalani

Calismamizda CVv ile hazirlanan biyoadezif  vajinal
formulasyonlardan in vivo galismalarin sonunda vajinal uygulamada en
basarili olacagi dusunudlen formdllasyonun in vivo uygulamasi igin
tavsanlarda sigil olusturuimaya calisilmistir. in vivo calismalarda temin
edilen viris ile tavsanlarda sigil olusumu gobzlenmemesi nedeniyle
hazirladigimiz CV igeren biyoadezif sistemlerin antiviral etkinliginin, htcre
kaltara galismasi ile kanitlanmasi uygun gorualmastir.

Hucre kaltart calismalarina sigir herpes virusu tip 1 (BHV 1) ile
baslandi. Bu ¢alisma ile antiviral bir madde olan CV’in uygun tasiyici jel
icinde BHV-1 Uzerindeki antiviral etkinliginin bulunmasi amaglanmistir.

Hucre kalturleri, canli dokularin vicut disinda yasatiimasini, surekli
uretimini ve gelisimini ifade etmektedir. Canli yapilardan elde edilen
hacreler, vacut 1sisinda kultire edilerek, vucudun normal fizyolojik
durumunu taklit eden, besleyici sivilarla (ortamlar) beslenerek in vitro
sistemler olarak gogaltiimaktadir?'®.

Oncelikle galismamizda hazirladi§imiz biyoadezif jellerin hiicreler
uzerinde toksik olup olmadigini anlamak igin sitotoksisite deneyleri yapildi.
Bu deney icin ISO 10993-5:1999'da tavsiye edilen VERO hucre hatti
kullanildi. Transformasyonla devamlilik karakteri kazandiriimis Afrika yesil
maymun bobrek epitel hiicresi orijinli olan VERO, Ankara Universitesi
Veteriner Fakultesi Viroloji ABD hicre koleksiyonundan temin edildi.

Hicre klltirh ile yapilan bltin caligmalar Ankara Universitesi,
Veteriner Fakultesi, Viroloji ABD’nda gergeklestirilmistir.
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3.2.16.1. Hiicrelerin idamesi ve Subkiiltiirii

Kultir ortaminda kullanilmak uUzere c¢o6zulen VERO hicrelerinin,
kullanilacak duzeye c¢odgaltiimalari amaciyla, uretildikleri ortamdan daha
bayUk ve sayisal olarak daha ¢ok ortama subkultirleri yapildi. Bu amagla
kaltur ortamindaki hucrenin Ureme vasati uzaklastirilarak, hicre yuzeyi
tripsin solusyonu (Gibco, UK) ile birka¢ kez yikandi. Hucre ylzeyine tekrar
ayni solusyon ilave edilerek, hicrelerin flask zemininden ayrilmasi amaci
ile 37°C’de 10 dakika beklendi. Zeminden ayrilan htcreler, hiicre tretme
vasati olan %10 FDS (fétal dana serumu; Biochrom, Almanya) igeren
DMEM (Dulbeco’s Minimal Essential Medium; Brochrom, Almanya) iginde
200.000 hacre/mL olacak sekilde resuspanse edildikten sonra yeni kulttr
ortamina aktarilarak dremeleri amaciyla 37°C’lik %5 CO, igeren etlivde
inkibasyona birakildi (Resim, 3).

Calismalarin her asamasi, steril Unite icinde yapildi. Calistigimiz

alanin sterilizasyonunda, ultraviole lambalari kullanildi. Kullandigimiz

butun solusyonlarin sterilite kontrolu, kanli agar yontemi ile yapildi.

Resim 3. Degisik boyutlarda liretilmis VERO hiicresi bulunan tablalar
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3.2.16.2. Dulbeco’s Minimal Essential Medium (DMEM) ile Biyoadezif

Jellerin Hazirlanmasi

Sitotoksisite ¢alismalarinda jellerin hicrelerin Gzerine ¢ozelti ve jel
seklinde uygulanmasina karar verildi. Bunun i¢in 6ncelikle DMEM ile jel
hazirlandi. Bu hazirlama seklinde daha 6nce anlatilan jellerin hazirlanma
tekniginden hi¢ bir farki yoktur sadece su veya tampon yerine DMEM
kullaniimistir. Carbopol, HPMC, Kitosan ve Poloksamer-HPMC karisimi ile
DMEM ortaminda daha 6nce kullanilan yontemler ile jel hazirlandi (Resim
4).

Resim 4. DMEM kullanilarak hazirlanan jeller

3.2.16.3. Biyoadezif Jellerin VERO Hiicresi Uzerinde Sitotoksisite

Deneyleri
DMEM ile hazirlanan biyoadezif jellerin olasi sitotoksik etkilerini tesbit

etmek amaci ile hazirlanan VERO hicre hatti Gzerine jeller dogrudan

uygulandi. Tek tabakali VERO hicre hattinin tam ortasina gelecek sekilde
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4 fakl jel steril edildikten sonra enjektor yardimiyla hucre uzerine
yerlestirildi.

DMEM ile hazirlanan jellerin dogrudan sitotoksisite testlerinde
kullanilmasi amaciyla jeller steril petri kaplarina ince bir tabaka halinde
yaylldi ve UV 151§ altinda steril edildi. Orneklerin steril olup olmadigl,
blood-base agar inokulasyonu ile gosterildi.

Hazirlanan tablalar 37°C’lik %5 CO; iceren etlvde inkubasyona
birakildi ve sitotoksisite durumu baglangictan itibaren belli surelerde
izlendi. 48 saatin sonunda yag/natif mikroskop muayenesi ile sitotoksisite
durumu gorintilendi.

Hazirlanan jellerden bir miktar alinarak DMEM ile seyreltildi (1:10) ve
homojen bir ¢ozelti elde edilene kadar vortex ile karistirildi. Stzulerek
steril hale getirildi ve sitotoksisite testlerinde kullanildi.

Bu calismadan sonra elde edilen bulgular degerlendirildi ve
uygulama sartlarini daha iyi taklit etmesi amaciyla jellerin VERO hucreleri
uzerindeki sitotoksik karakterlerinin Agar Overlay Test Yontemi ile de test

edilmesine karar verildi.

3.2.16.4. Biyoadezif Jellerin VERO Hiicresi Uzerinde Agar Overlay Test
Yontemi ile Sitotoksisite Deneyleri

Test, ISO 7405:1997 ve ISO 10993-5:1999°da bildirilen yonteme gore
yapildi. Bu amagla, 6 g6z tablalarda %10 FDS iceren DMEM iginde
200000 hucre/mL olacak sekilde sulandirilan VERO hicrelerinden 5 ml

hacimde konuldu. Hucrelerin cokmesi ve zemine tutunmasi icin 30 dakika

beklemeye birakilan petri kutulari, sure sonunda 37°C’lik ve %5 CO3
iceren etuvde inkubasyona birakildi. 24 saatlik inkubasyon sonucunda
yapilan mikroskop kontrollerinde tek kath (monolayer) hiicre Gremesi tespit
edildi ve testte kullanildi.

%2 oraninda hazirlanarak otoklavda steril edilen hucre kualtart
agarozu ve 2XDMEM'’in sicakliklari su banyosu yardimi ile 42°C’ye

ayarlandiktan sonra esit hacimlerde karistirildi. Bu karisim, Uzerindeki
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vasatl tamamen aspire edilen VERO hucrelerinin GUzerine 4 mL hacimde
olacak sekilde yayildi. Yari kati vasat 6zelliginde olan agarin, htcreler
Uzerinde donmasi igin +4°C’de 20 dakika bekletildi. Daha sonra, her 6rnek
icin bir géz kullaniimak Uzere, ornekler agarda perforasyon yapmadan
yerlestirildi.

Orneklerin hazirlanmasi su sekilde yapildi: Hazirlanan jellerden bir
miktar alinarak DMEM ile seyreltildi (1:10) ve homojen bir ¢dzelti elde
edilene kadar vortex ile karigtinldi. Suzulerek steril hale getirildi ve
sitotoksisite testlerinde kullanildi.

Nemli ortamda ve %5 CO'li etivde inkibe edilen sistem, hicresel
toksisitenin izlenmesi icin belli slrelerde mikroskobik ve makroskobik
kontrollere tabii tutuldu. Tets sonunda o ana kadar gelisen toksisite
bulgularinin degerlendiriimesi amaci ile % 0.75 kristal viyole (Merck,

Almanya) ¢ozeltisi ile boyama islemine tabii tutuldu.

3.2.16.4.1. Boyama ve Mikroskobik Degerlendirme

Agar overlay teknigi uygulanan sistemde hucresel dizeyde gelisen
toksisitenin morfolojik 6zelliklerinin tespiti amaci ile kullanilan hucreler
boyandi. Bu amagla, hicreler Uzerindeki gerek agar tabakasi ve gerekse
biyoadezif jel yapisindaki ornekler uzaklastirildiktan sonra, hucreler %10
formaldehit i¢cinde bir gece sureyle oda sicakliginda fikse edildi. Yuzeyleri
distile su ile bir ka¢ kez yikandiktan sonra fikse olan hucreler, %0.75 (a/h)
Kristal Viyole (Merck, Almanya) ile 20 dakika sureyle boyandi. Boya
fazlasinin distile su ile wuzaklastirimasini takiben hicre kualtard
mikroskobunda (Eclipse 150, Nikon, Japan) incelenerek hicre bazinda
toksisite belirtileri arandi.

3.2.16.5. Cidofovirin VERO Hiicresi Uzerinde Sitotoksisite Deneyleri
Etkin madde olarak antiviral etkinligini inceleyecegimiz CV’in

hiicrelere sitotoksik etkisinin belirlenmesi amaci ile VERO hiicrelerinin

liretildigi 24 goz tablada %1 konsantrasyondan baslamak suretiyle 10®ya
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kadar seyreltme yapildi. Cidofovir DMEM’'de %1 oraninda ¢ozuldu ve 0.2
um membran filtreden siizilerek kullanildi. inokulasyon sonrasi 48 saatin
sonunda sitotoksik etkinin belirlenebilmesi igin %0.75 kristal viyole ¢ozeltisi
ile boyama iglemine tabii tutuldu, islem bolum 3.2.14.4.1’de anlatildigi

sekilde yapildi.

3.2.16.6. Cidofovirin Antiviral Aktivite Tayini

3.2.16.6.1. Calismada Kullanilan Virus

Calismamizda HSV’ye benzer olarak kabul edilen sigir herpes virls

Tip1 (BHV-1) kullaniimistir. S6z konusu viris 0zellikle laboratuvar
uygulamalari sirasinda  nozokomiyal (hastane  enfeksiyonlar)
enfeksiyonlarin online gegcmek amaciyla tercih edildi.

3.2.16.6.2. Antiviral Aktivite Tayini
BHV-1 DMEM icinde 10 kath olacak sekilde (1 mL virus + 9 mL
DMEM) 6 basamak sulandinidi ve 24 saat Oncesinde 24 kuyucuklu

tablalarda kultire edilen VERO hucre hatlar Gzerine inokule edildi.
inokulasyon rejimi her sulandirma basamaginda 4 adet tabla kuyucuguna
0.2 mL olacak sekilde gergeklestirildi (Sekil 14).

1 saat sureyle 37°C’de inkube edilen hucrelere viral partikullerin
adsorbsiyonu saglandi. Sure sonunda tabla gdzlerine, verdikleri virls
sulandirmalar dokulmeksizin 6zel olarak hazirlanan yaklasik 1.5 mL

hacimde ilave edildi. Viskdz ortamlar asagdidaki sekilde hazirlandi.

NORMAL ORTAM CV ICEREN ORTAM
DMEM DMEM
%1.6 (w/v) CMC %1.6 (w/v) HPMC

107 Cidofovir konsantrasyonu
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Bu ortamlarin test sistemine uygulanmasi $ekil 15’de gosterildigi gibi

olmustur.

10

10

9010000
QOCOOU
900000
900000

NORMAL ORTAM

Sekil 15. Tablalarda viriis sulandirma basamaklari

CiDOFOVIR ICEREN ORTAM
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3.3. YONTEM (Oksibiitinine ait yontem)

Calismamizin  ikinci bdélimunde oksibutinin  (OXB) ile vyapilan
calismalara yer verilmistir. Sistemik etkili olan OXB ile lokal etkili olan CV
etkin maddeleri Uzerinde ayni fizikokimyasal incelemeler yapilmis ve ayni
yontemler kullanilarak biyoadezif vajinal formulasyonlar hazirlanmigtir.

OXB ile yapilan ¢alismalar, bu bélimde anlatilacak ve CV ile ortak

olan kisimlar o bélime atif yapilarak belirtilecektir.

3.3.1. In Vitro Galigmalar

3.3.1.1. Oksibiitinin Uzerinde Yapilan Fizikokimyasal incelemeler
3.3.1.1.1.Etkin Maddelerin Erime Noktasi Tayini

Oksibdtininin erime noktasi tayini Elektrotermal 9200 aleti ile bolim
3.2.1.2.1’de anlatildigi gibi yapildi.

3.3.1.1.2. Partiktl Bayuklagu Analizi

Partiktl bayukliguna belirlemek icin Laser-Diffraction Particle Sizer

kullanildi ve 6lgim boélum 3.2.1.2.2'de anlatildigi gibi yapildi. Oksibutinin
Olcimu icin kuvet sistemi kullanildi ve dispersiyon ortami olarak pH 7

fosfat tamponu segildi.

3.3.1.1.3. IR Spektrumu

Oksibutininin FT-IR spektrumu bolim 3.2.1.2.3’de anlatildigi gibi

alindi.

3.3.1.1.4. Diferansiyel Taramali Kalorimetri (DSC) Analizi
OXPB'’in tek basina ve polimer karigimlari ile DSC termogramlari

bolim 3.2.1.2.4°de anlatildigi gibi yapiimistir.
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3.3.1.1.5. UV Spektrumu

Oksibutininin analiz yontemine ait literatir ~ taramasi yapildi.
Varma®'®  ve  arkadaslarinin  yaptiklari  bir  calismada UV
spektrofotometresinde bir yontem gelistirildigi ve valide edildigi
gOrulmustir. Bu yonteme gore, 15 mL oksibltinin iceren 6rnek Gzerine 5
mL pikrik asit ¢ozeltisi ve 10 mL kloroform ilave edilmis ve mekanik
karigtiricida 2 dakika 50 devir/dak’da karistiriimistir. Pikrik asit ¢ozeltisinin
hazirlanisi: 100mg pikrik asit, 14.5 mg anhidr sodyum asetat, 20 ml
glasiyal asetik asit, 480 ml demineralize su igerisinde ¢ozulmustir.
Kloroform tabakasi ayrilmig ve UV spektrofotometresinde 200-500 nm
arasinda tarama yapilmigtir. Literatirdeki verilere gore 344 nm de
maksimum absorbans elde edilmisgtir.

Biz de galismamizda ayni ydntemi denedik. Spektrofotometrede (UV-
1700 Pharma Spec, Shimadzu) aldigimiz sonuglara gore oksibatininin
maksimum absorbans verdigi dalga boyu saptanamadi. 208 ve 240
nm’lerde pikler elde edildi, ancak oksibutinine ait olup olmadigindan emin
olunamadi. Yontem valide edilemedi ve calismalara HPLC ile devam

edilmesine karar verildi.

3.3.1.1.6. Oksibitininin HPLC ile in Vitro Miktar Tayin Yontemi, Standart

Dogrunun Hazirlanmasi ve Validasyon

3.3.1.1.6.1. Oksibltininin HPLC ile Miktar Tayini ve Standart Dodrunun

Hazirlanmasi

in-vitro calismalarda spektrofotometrik yontem yerine daha hassas
bir HPLC ydnteminin kullaniimasina ihtiya¢ duyuldu. Yontemin yapilacak
¢ok sayida deney ve calisma g6z oOnune alindiginda ekstraksiyon
icermeyen bir yontem olmasi, maliyet ve zaman agisindan 6zellikle istendi.
Bu nedenle oksibutininin HPLC ile miktar tayini i¢in oncelikle literatir

taramasi yapildi ve dort farkli yontem denendi.
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Bunlardan ilki Wolfson?® ve arkadaslarinin kullandigi yéntemdi. in
vitro calismalarda oOrnek sayisi fazla olacagi igin oksibatinin pikinin
alikonulma zamani kisa olan yontem oldugu igin denendi.

Yo6ntemin detaylari:

Kolon: Lichrosorb C18 (reverse phase), 5 ym, 150 mmx4.6 mm
Mobil faz: (65:35) Asetonitril: %0.1 (a/h) ortofosforik asit (pH 2,5)
Akis debisi: 1.6 ml/ dk

Enjeksiyon hacmi: 100 pl

Bastirma (attenuation): 2

Esik seviyesi (threshold): 2

Dalga boyu: 220 nm

Oksibutinin pikinin alikonma zamani: ~ 1.1 dakika

Chsp: 0.5

Pk wide: 0.04

Literaturdeki bilgiye gbre  oksibutinine ait pik 1.71. dakikada
cikmalidir. Bizim ¢alismamizda 0.9-1.1. dakikada bir pik bulundu, ancak
oksibutinine ait olup olmadigi anlasilamadi. Degisen konsantrasyonlarda
oksibutinin hazirlandiginda pik hep ayni kaldi. 40 dakika beklendi ve
bagka pik elde edilemedigi igin bu yontem basarisiz kabul edildi.

219

Daha sonra Varma“” ve arkadaslarinin yaptigi yontem denendi

ancak oksibutinine ait pik tam olarak belirlenemedi.

Nicoli®?' ve arkadaslarinin yaptigi calismada ise oksibiitinine ait
pikin yuksekligi oksibutininin konsantrasyonu degistiginde belirgin bir
degisiklige ugramadi.

Son olarak Massoud?” ve arkadaslarinin kullandigi yéntemi
denedik. Bu yontem Nicoli ve arkadaslarinin kullandigi yonteme

benzemektedir, ancak dalga boyu ve akis debisi farklidir.
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Yo6ntemin detaylari:

Kolon: Lichrosorb C18 (reverse phase), 5 um, 150 mmx4.6 mm
Mobil faz: Asetonitril : Su : 1M Amonyum asetat (85:13:2)( pH’sI
asetik asit ile 7’ye ayarladi.)

Akis debisi: 0.5 ml / dk

Enjeksiyon hacmi: 100 pl

Bastirma (attenuation): 2

Esik seviyesi (threshold): 2

Dalga boyu: 235 nm

Oksibutinin pikinin alikonma zamani: ~ 15-16 dakika

Chsp: 0.5

Pk wide: 0.04

Bu yontem ile oksibltinin piki 15-16. dakikalarda belirgin olarak elde
edilmistir. Konsantrasyon degdisimine karsi pik ylksekligi duyarhdir.
Oncelikle mobil faz enjekte edildi sonra mobil fazda oksibtinin belli
konsantrasyonlarda c¢ozulerek enjekte edildi ve pikler kargilastiriidi. Ayni
islemler % 4 oraninda seyreltiimis pH 4.5 fosfat tamponunda tekrarlandi,
¢cunklU tampon piki gok yogun bir sekilde ¢ikiyordu, bu yogunlugu azaltmak
icin tampon % 4 oraninda seyreltilerek kullanildi.

3.3.1.1.6.2. HPLC ile Oksibitininin %4’lik pH 4.5 Fosfat Tamponundaki

Kalibrasyon Denkleminin Elde Edilmesi

Oksibatininin, % 4 oraninda seyreltiimis pH 4.5 fosfat tamponunda,
cesitli derigsimlerde ¢ozeltileri hazirlanarak HPLC’ye enjekte edildi ve
dedektor cevaplari elde edildi, derisime karsi pik yuksekligi regresyona

tabi tutuldu. Sonugta dogru denklemi elde edildi.
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3.3.1.1.6.3. HPLC ile Oksibutininin %4’liik pH 4.5 Fosfat Tamponundan

Miktar Tavini icin Yontem Validasyonu

3.3.1.1.6.3.1. Dogruluk (accuracy) ve Geri Elde (recovery)

Bolum 3.2.1.3.2.1°de anlatilan spektrofotometrik  yontemin
validasyonu gibi yapilmigtir. Kalibrasyon denkleminde, bulunan piklerin
yuksekligi yerine konularak konsantrasyonlari hesaplandi. Geri elde edilen
miktar hesaplandi ve gerekli istatiksel hesaplar yapildi.

3.3.1.1.6.3.2. Kesinlik

Deneyici Kesinlik: Oksibutininin % 4’luk pH 4.5 fosfat tamponunda

8 pg/mL konsantrasyonda ¢oOzeltisi hazirlandi. Bu ¢ozeltiden ard arda 10
enjeksiyon yapildi, elde edilen pik yulksekliklerine Kkarsilik gelen
konsantrasyonlarin ortalamasi, aritmetik ortalamanin standart hatasi ve
bagdil sapma hesaplandi. Bagil sapmanin % 2’den kuguk olmasi yontemin
tekrar edilebilirligini géstermektedir.

Deneylerarasi_Kesinlik: Oksibutininin % 4’luk pH 4.5 fosfat

tamponunda 8 pg/mL konsantrasyonda ¢ozeltileri hazirlandi. Bu ¢ozeltiler
HPLC’de birbirini takip eden 3 gun iginde 3 kez Olguldu. Elde dilen pik
yuksekliklerine karsilik gelen konsantrasyonlarin ortalamasi, standart

hatasi ve bagil sapmasi hesaplandi.

3.3.1.1.6.3.3. Ozqiinliik, Secicilik
Bolim 3.2.1.3.2.3.’de anlatildigi gibi yapildi.

3.3.1.1.6.3.4. Dogrusallik
Bolum 3.2.1.3.2.4’de anlatildigi gibi yapildi.

3.3.1.1.6.3.5. Duyarlilik

Bu deger pratikte elde edilen kalibrasyon dogrusunun egimidir.

Kalibrasyon dogrusunun egiminden hesaplandi.
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3.3.1.1.6.3.6. Saptama Siniri

Analizlerde elde edilen piklerdeki gurultu sinyalinin 5 katina karsilik
gelen konsantrasyondur.

3.3.1.1.6.3.7. Duyarlilik Sinir

Analizlerde elde edilen piklerdeki gurultd sinyalinin 10 katina

karsilik gelen konsantrasyondur.

3.3.1.1.6.3.8. Stabilite

Deney sartlarinda oksibutininin stabilitesini incelemek amaci ile 16
Mg/ml konsantrasyonda hazirlanan orneklerin 24, 48 ve 72. saatlerde 235
nm de HPLC’deki pik yukseklikleri elde edildi.
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3.3.1.2. Formiilasyon Caligmalari
Formllasyon calismalarimizda ama¢ OXB etkin maddesi ile
biyoadezif kontrolli salim yapan vajinal jel formulasyonlari gelistirmek ve
in vitro kontrolleri yapildiktan sonra in vivo degerlendirilmesinin
yapilmasidir.
OXB’in vajinaya uygulanmak uUzere cesitli jel ve mikropartikiler
formulasyonlari hazirlanmigtir. Bu formulasyonlar séyle siralanabilir:
1. Biyoadezif Jel Formulasyonlari
2. Biyoadezif Lipozom-Jel Formulasyonlari:

3. Biyoadezif Mikrokure-Jel Formulasyonlari:

3.3.1.2.1. OXB-Biyoadezif Jel Formuilasyon Caligmalari

3.3.1.2.1.1. OXB-Kitosan Jel Formulasyon Calismalari

Kitozan-jel formuilasyonu hazirlanirken bolim 3.2.4'de anlatilan
calismalar yapildi.

Oncelikle kitosan jel formiilasyonunda kullanilan polimer ve glasiyel
asetik asit oranlarinin belirlendigi ¢calisma yapildi. Farmasoétik karakterleri
belirlenen jellerden vajinal uygulama igin uygun olacagl dusunulen jeller
OXB ile de hazirlandi. Bu amagla % 1 OXB igeren kitosan-jel
formulasyonlari hazirlandi. OXB’li kitosan jel formulasyonunun bilesenleri

Tablo 21°de verilmistir.

Tablo 21. OXB-kitosan jel formiilasyonunun bilesenleri

Oksibutinin- OoXB GAA Kitosan H | Kitosan M | Kitosan L
Kitosan Jel (%) Orani Derigimi Derigimi Derigimi
Formiilasyonlari (%) (%) (%) (%)
OXB-KITH1 1 0.7 1 - -
OXB-KITH2 1 0.7 2 - -
OXB-KITH3 1 1 3 - -
OXB-KITM1 1 0.5 - 1 -
OXB-KITM2 1 0.7 - 2 -
OXB-KITM3 1 1 - 3 -
OXB-KITL1 1 0.7 - - 1
OXB-KITL2 1 1 - - 2
OXB-KITL3 1 1 3
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3.3.1.2.1.2. OXB-Carbopol 974P Jel ve Polikarbofil Jel Formiilasyonlarinin

Hazirlanmasi

OXB’in Carbopol ve polikarbofil ile jellerinin hazirlanmasi sirasinda
bazi problemler ile karsilasildi. Etkin madde ilavesi ile jel yapisinin
bozuldugu ve su gibi akici oldugu ve bulanik bir hal aldig1 gorulmustar.

Gecimsizlik nedeniyle bu grup jeller OXB ile hazirlanamamistir.

3.3.1.2.1.3. OXB-HPMC Jel Formulasyonlarinin Hazirlanmasi
OXB igeren HPMC jellerin hazirlanmasi bolum 3.2.4.3’de anlatildigi

gibi yapilmistir.
Yirmi gram olarak hazirlanan HPMC jel formulasyonlarinin bilesenleri

Tablo 22’de verilmigtir.

Tablo 22. OXB-HPMC jel formiilasyonlarinin bilegenleri

Jel Formiilasyonlari HPMC HPMC K15M Distile OXB (%)
K100M % % Su(g)
OXB-HPMCK100M1 1 - 20 0.5
OXB-HPMCK100M2 2 - 20 0.5
OXB-HPMCK15M1 - 1 20 0.5
OXB-HPMCK15M2 - 2 20 0.5

3.3.1.2.1.4. OXB-Poloksamer Jel Formilasyonlarinin Hazirlanmasi

OXB iceren poloksamer jeller bolum 3.2.4.4’de anlatildi§i gibi
yapilmistir.  Poloksamer 407 kullanilarak  hazirlanan OXB jel

formulasyonlarinin bilegenleri Tablo 23’de gosterilmistir.

Tablo 23. OXB-Poloksamer 407 kullanilarak hazirlanan jel formiilasyonlarinin
bilesenleri

Formilasyon| Poloksamer 407 % HPMC K100M% OXB%
OXB-P407 20 - 0.1

OXB-MP407 20 0.2 0.1
OXB-HP407 20 0.5 0.1
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3.3.1.2.1.5. Biyoadezif Jel Formilasyonlarinda Yapilan Kontroller

OXB iceren jellerde yapilan kontroller; fiziksel gorinlts, akis
Ozellikleri ve viskozite, pH, miktar tayini ve Franz difuzyon hlcresinden
gegis calismalari bolum 3.2.5'de anlatildigi gibi yapilmigtir. Miktar tayini ve
gegcis calismalarindan alinan érneklerin analizi OXB igin HPLC ile 235
nm’de yapildi. Sonuglar standart dogru denkleminde yerine konularak

diyaliz membrandan gecgen etkin madde miktari hesaplandi.

3.3.1.2.1.6. Biyoadezif Jel Formiilasyonlarinin Stabilite Calismasi

Sonug¢ formullasyon olarak segilen jel formuilasyonlari U¢ ay sureyle
4°C/ortam nemi, 25°C/% 60 bagil nem ve 40°C/% 75 bagil nemde
bekletiimis ve gorunug, pH, viskozite ve miktar tayini gibi farmasotik

karakterleri incelenerek stabilitesi degerlendirilmigtir.

3.3.1.2.1.7. Oksibitinin Iceren Jel Formilasyonlarin Tavsan Vajinal

Dokusundan Gecis Calismalari

OXB formulasyonlarinin tavsan vajinal mukozal dokusundan
gecislerinde Horizontal Diflizyon Unitesi kullanildi (Sekil 16). Sekilde
apikal ve bazolateral kompartmanlarin arasina tavsan vajina mukozal
dokusu yerlesgtirildi. Tavsanlar uygun anestesik karigimi ile (ketamin HCI
ve ksilazine) dldurtldukten sonra vajinal dokulari ¢ikarildi ve difizyon
calismasinda kullaniimak Uzere uygun sartlarda —20°'C’de sakland!.

DifGzyon sisteminin (Sekil 17) sicakligi 37°C’ye ayarlandi.
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Sekil 16. Horizontal difiizyon lnitesinde apikal ve bazolateral kompartmanlar

Horizontal Diffusion Chamber System

Sekil 17. Horizontal difiizyon unitesi

Gecis c¢alismalari apikalden (dondr) bazolateral (alici=receiver)
kompartmana dogru vyapildi. Apikal kompartmana OXB igeren belli
miktarda jel konuldu. Hucrelerin canh kalmasi icin % 95 Ox- % 5 CO;
iceren karbojen gazi kullanildi. Belli zamanlarda (0.25, 0.5, 1, 2, 3, 4, 5, 6,
8, 24, 36, 48. saatler) bazolateral kompartmandan 1 mL &6rnek alindi.
Ortam hacmini sabit tutmak igin bazolateral kompartmana her 6rnek
alimindan sonra 1 mL pH 4.5 fosfat tamponu ilave edildi. Ornekler HPLC
ile analiz edildi ve elde edilen gecis profillerinde kinetik degerlendirme

yapildi. Sifir derece, birinci derece ve Higuchi kinetik modelleri incelendi.
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3.3.1.2.2. OXB-Lipozom Formulasyon Caligmalari

OXB ile galigmamiz sirasinda CV ile yapilan galismalarda oldugu gibi
iki farkli yontem kullanilarak lipozomlar hazirlandi. Bunlardan birincisi film-
hidrasyon yontemi ikicisi de poliol dilisyon yontemidir.

OXB lipozomlarinin hazirlanmasi bdlim 3.2.6’da anlatildigi gibi
yapilmistir.

Film yontemi ile hazirlanan OXB-lipozomlarin bilesenleri ve

hazirlama yontemleri Tablo 24’de gdsterilmigtir.

Kullanilan kisaltmalar:
DPPC:Dipalmitoil fosfotidilkolin, SA: Stearilamin, CHOL: Kolesterol,
FM:film yontemi, FT: dondurup ¢ézme, OXB: oksibutinin

Tablo 24. Film hidrasyon yontemi ile hazirlanan lipozomlarin bilesenleri ve
hazirlama yontemleri

Kodu OXB Lipit Bilegimi Lipit Molar Hazirlama
(Molar oran) Bilesim Yontemi
F1 - DPPC:CHOL 1:1 FM
OXB-F2 0.5 DPPC:CHOL 1:1 FM
OXB-FS1 0.5 DPPC:SA:CHOL 10:1:4 FM
OXB-FS2 0.5 DPPC:SA:CHOL 10:1:4 FM+FT

Poliol dilisyon yontemi ile hazirlanan lipozomlarin formulasyon

kodlari ve bilesenleri ise Tablo 25’de verilmistir.
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Kullanilan kisaltmalar:

DPPC:Dipalmitoil fosfotidilkolin, DGPC:Dipalmitoylglycerophosphocholine,
SA: Stearilamin, CHOL: Kolesterol, FT: dondurup ¢6zme, PD: poliol
dilisyon yontemi, OXB: oksibutinin

Tablo 25. Poliol diliisyon yontemi ile hazirlanan lipozomlarin bilesenleri ve
hazirlama yéntemleri

Kodu OXB (Molar Oran) Bilesim Lipit Molar | Hazirlama
Bilesim Yontemi
P1
OXB-P2 0.5 DPPC:DGPC 9:1 PD
OXB-P$S1 0.5 DPPC:SA 9:3 PD
OXB-PS2 0.5 DPPC:SA 9:3 PD +FT

3.3.1.2.2.1. Hazirlanan Lipozomlarin Karakterizasyonu
Hazirlanan OXB-lipozomlarin karakterize edilmesi amaciyla, partikil

bayukligu ve dagiimi, zeta potansiyeli, mikroskop/SEM goruntusu ve
lipozom icine hapsedilen etkin madde miktarlari bolum 3.2.7°de anlatildigi

gibi incelendi.

3.3.1.2.2.2. Lipozomlarin Stabilite Calismalari

OXB’in film-hidrasyon ve poliol dilusyon yontemiyle hazirlanan
lipozomlarinin stabilitesini incelemek amaciyla farkh stabilite ortamlarinda
(4°C/ortam nemi, 25°C/%60 bagil nem ve 40°C/%75 bagil nemde) belli
zamanlarda ornek alinarak partikul bayuklagu tayini, zeta potansiyel tayini
ve etkin madde miktar tayini testleri daha 6nce anlatildigi gibi yapildi. 7, 14
21. 30. glnlerde, 2. ve 3. aylarda lipozom formulasyonlarinda dlgumler

yapildi.
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3.3.1.2.3. OXB-Biyoadezif Lipozom-Jel (Lipojel) Formiilasyonlari

Etkin madde igeren lipozomlarin daha 6nce hazirlanan jeller iginde
dagitiimasiyla vajinal uygulamada uzun sureli salim saglanacagi
dusundlen lipozom igeren jel formulasyonlari hazirlandi. Bolim 3.2.8'de
anlatildigi gibi yapilan ¢alismada OXB ile Tablo 26’da bilesenleri verilen
lipojeller hazirlandi. Lipojeller hazirlanirken farmasotik karakterleri en
uygun olan FS2 ve PS2 lipozomlari jellerin igine ilave edilmigtir.

Kullanilan kisaltmalar:

KR: Carbopol 974P ile %2 oraninda hazirlanan jel,

KITH3: Kitosan H ile hazirlanan %3 oraninda jel

K100M: HPMC K100M CR ile %2 oraninda hazirlanan jel,

P407: Poloksamer 407 ile %20 oraninda hazirlanan jel,

0XB-FS2: Film yontemi ve dondurup ¢ézme yodntemi ile hazirlanan OXB
iceren lipozom formulasyonu,

OXB-PS2: Poliol dilisyon yontemi ve dondurup ¢6zme yontemi ile

hazirlanan OXB igeren lipozom formulasyonu

Tablo 26. Lipojel formiilasyonlarinin bilegenleri

Formiilasyon | K2 (%) | T2 (%) |KS2 (%)| TS2 (%) | kiTH3 | K100m [P407 (%)

Kodlari ala ala ala ala (%) ala | (%) ala ala
OXB-FS2-KITH3 - i 10 i 90 - i
OXB-FS2-K100M - i 10 i - 90 i
OXB-FS2-P407 - i 10 i - - %
OXB-PS2-KITH3 - i i 10 90 - i
OXB-PS2-K100M - i i 10 - 90 i

- - 10 90

OXB-PS2-P407 - - -

3.3.1.2.3.1. Biyoadezif Lipojel Formulasyonlarinda Yapilan Kontroller

Jellerin diyaliz membrandan gecis c¢alismasi bolum 3.2.5.5de
anlatildigi gibi yapilmistir.
Ayrica lipojellerin viskozite, akis Ozellikleri de bolum 3.2.5.1'de

anlatildigi gibi incelenmistir.
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3.3.1.2.4. OXB-Mikrokiire Formulasyonlari

Formulasyon g¢alismalarimizin bu kisminda daha dnce hazirladigimiz
biyoadezif vajinal jellerin igine konulmak Uzere OXB iceren mikrokure
formualasyonlari hazirlanmigtir. Boylece salimin daha kontrolli hale
getiriimesi amaglanmaktadir. Calisma bolum 3.2.9°da anlatildigi gibi

yapilmis ve ozellikleri incelenmistir.

5.1.2.4.1. Emillsiyon Polimerizasyon Yontemi Kullanilarak Kitosan

MikrokUrelerinin Hazirlanmasi

Bolum 3.2.9.1°de anlatilan sekilde hazirlanan ve ayrintilari Tablo
10’da (sadece etkin madde degismistir) verilen OXB mikrokurelerinin bu
yontem ile hazirlanmasinda basari saglanamadi. Calismanin devaminda,
deney kosullari Tablo 11'de verilen yontem ile OXB mikrokuresi
hazirlanmaya calisildi. ik denememizde karsilastigimiz sorunlar ile bu
yontemde de Kkarsilastik, yagd fazi tam olarak uzaklastirlamadi ve

partikuller birbirinden ayrilip kiresel bir sekilde elde edilemedi.

3.3.1.2.4.2. lyonotropik Jelasyon Yontemi Kullanilarak Kitosan

Mikrokurelerinin Hazirlanmasi

Calisma bolim 3.2.9.2’de anlatildigi gibi yapilmistir. OXB-T1 kitosan

mikrokurelerinin formulasyonlarinin ayrintilari Tablo 12’de verilmisgtir.

3.3.1.2.4.3. lIyonotropik Emiilsiyon Jelasyonu Yontemi Kullanilarak

Kitosan Mikrokurelerinin Hazirlanmasi

Bolim 3.2.9.3'de anlatildigi gibi yapilan c¢alismalar sonucunda

hazirlanan OXB-K1 formulasyonunun ayrintilari Tablo 13’de anlatilmigtir.
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3.3.1.2.4.4 Kompleks Koaservasyon Yontemi Kullanillarak Kitosan

Mikrokurelerinin Hazirlanmasi

Bolum 3.2.9.4’de anlatildigi gibi yapilan calismanin sonucunda
Tablo 27'de ayrintilari  verilen  OXB-mikrokire formulasyonlari
hazirlanmigtir. OXB konsantrasyonu % 1 olarak kullaniimigtir.

Tablo 27. Kompleks koaservasyon ydntemi ile hazirlanan kitosan mikrokiire
formiilasyonlarinin kodlari ve icerikleri

FORMULASYON Kitosan Na,SO, Siire Mikrokiire
KODU Konsantrasyonu | Konsantrasyonu | (s) olusup
(%) (mM) olugsmama
durumu
OXB-AS1 1 50 45 Olustu
OXB-AS2 1 50 60 Olustu
OXB-AS3 1 100 45 Olustu
OXB-AS4 1 100 60 Olustu
OXB-AS5 2 50 45 Olusmadi
OXB-AS6 2 50 60 Olusmadi
OXB-AS7 2 100 45 Olustu
OXB-AS8 2 100 60 Olustu

3.3.1.2.4.5. Sodyum Siilfat ile Presipitasyon Yontemi Kullanilarak Kitosan

MikrokUlrelerinin Hazirlanmasi

Bolim 3.2.9.5°de anlatildigi gibi yapilan ¢aligmanin sonunda Tablo
28'de igerikleri verilen formulasyonlar hazirlanmistir. OXB konsantrasyonu
%1’dir.

Tablo 28. Sodyum siilfat ile presipitasyon yontemi ile hazirlanan kitosan mikrokiire
formilasyonlarinin kodlari ve igerikleri

FORMULASYON Kitosan (%) Na2S0O4 Siire | Mikrokire olusup
KODU Konsantrasyonu (mL) (dak) olusmama
durumu
OXB-BT1 0.25 2 10 Olustu
OXB-BT2 0.25 2 20 Olustu
OXB-BT3 0.25 4 10 Olustu
OXB-BT4 0.25 4 20 Olustu
OXB-BT5 0.50 2 10 Olusmadi
OXB-BT6 0.50 2 20 Olusmadi
OXB-BT7 0.50 4 10 Olustu
OXB-BT8 0.50 4 20 Olustu
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3.3.1.2.4.6. Hazirlanan Kitosan Mikrokirelerinin Karakterizasyonu

Bolum 3.2.10’da ayrintilari verilen mikrokulre
karakterizasyonlarindan asagida belirtilen 6zellikleri incelenmisgtir.
» Etkin madde miktar tayini ve islem etkinligi
» Partikal buyuklagu ve zeta potansiyeli

* Franz diflizyon hicresinden gecis
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3.3.1.2.5. Biyoadezif Mikrokiire-Jel Formilasyonlari

Etkin madde iceren kitosan mikrokurelerinden OXB-T1 ve OXB-K1
kati halde OXB-AS4 ve OXB-BT4 ise suspansiyon halinde daha dénce
hazirlanan jeller icinde dagitiimistir. Boylece vajinal uygulamada uzun
sureli salim saglanacagi dusunulen mikrokure iceren jel formulasyonlari
hazirlanmistir (Tablo 29). Bu sayede mikrokurelerin jel bir tagiyici iginde
vajinaya uygulanabilirligi de saglanmis oldu.

Kullanilan kisaltmalar:

KR: Carbopol 974P ile %2 oraninda hazirlanan jel

KITH3: Kitosan H ile hazirlanan %3 oraninda jel

K100M: HPMC K100M CR ile %2 oraninda hazirlanan jel

P407: Poloksamer 407 ile %20 oraninda hazirlanan jel

OXB-T1: lyonotropik jelasyon yéntemi kullanilarak hazirlanan OXB igeren
kitosan mikrokureleri.

OXB-K1: Iyonotropik emiilsiyon jelasyonu ydntemi kullanilarak hazirlanan ve
OXB igeren kitosan mikrokureleri.

OXB-AS4: Kompleks koaservasyon yontemi ile hazirlanan ve OXB igeren kitosan
mikrokdreleri.

OXB-BT4: Sodyum stilfat ile presipitasyon yéntemi ile hazirlanan ve OXB igeren
kitosan mikrokdreleri.

Tablo 29. Biyoadezif mikrokiire-jel formilasyonlarinin kodlari (1:10 a/a karigim)

Formulasyon T K1 AS4 BT4 KT |K100M| P407

Kodlar (%) ala| (%) ala| (%) ala | (%) ala | (%) ala|(%) ala| (%) ala
OXB-T1-KITH3 1 ] ) ] 10 - ]

OXB-T1-K100M 1 ) ] ) - 10 )

OXB-T1-P407 1 - - - - - 10

OXB-K1-KITH3 _ 1 - 10 ; -

OXB-K1-K100M _ 1 - ; 10

OXB-K1-P407 ] 1 - - _ _ 10

OXB-AS4-KITH3 | - - 1 - 10 ; -

OXB-AS4-K100M | - - 1 - ; 10

OXB-AS4-P407 ; - 1 - ; ; 10

OXB-BT4-KITH3 - 10 - )

OXB-BT4-K100M | - - - 1 ; 10 -

OXB-BT4-P407 ; - - 1 ; ; 10
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3.3.1.2.5.1. Biyoadezif Mikrokire-Jel Formulasyonlarinin Farmasotik

Kontrolleri

Hazirlanan mikrokure-jel formulasyonlarinin kontrolleri (pH, viskozite,
akis Ozellikleri, fiziksel gorinug ve diyaliz mebrandan salim) bolum
3.2.5’de anlatildigi gibi incelenmistir.

3.3.1.3. Diyaliz Membrandan Gegis Verilerinin Kinetik olarak
Degerlendirilmesi

Hazirlanan OXB igeren formulasyonlardan diyaliz membrandan
gecis calismasi sonucunda elde edilen gecis profilleri, kinetik agidan

sifirinci derece, birinci derece ve Higuchi kinetikleri uygulanarak incelendi.

3.3.1.4. Oksibiitinin iceren Biyoadezif Formiilasyonlarda Texture
Profil Analizi ve Mukoadezyon Caligmalari

Calismalar bolim 3.2.12 ve 3.2.13’de anlatildigi gibi yapilmistir.
Tablo 34’da belirtilen OXB formulasyonlarinin dlgimleri yapilmistir.

Ayrica Bolum 6.1.2.3'de ayrintilari anlatilan ve Tablo 26'da
formulasyon igerikleri verilen lipojeller ile Bélim 5.1.2.5’de anlatilan Tablo
30'da de icerikleri belirtilen mikrokire iceren jellerin de TPA testleri

yapilmistir.

Tablo 30. TPA ve Mukoadezyon testleri yapilan OXB igeren jeller

OXB-KITH3 %1 OXB iceren Kitosan H (%3) jel
OXB-K100M2 %1 OXB igceren HPMC K100M (%?2) jel
OXB-HP407 %1 OXB igceren HPMC POL (%0.5-%20) jel
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3.3.2. IN ViVO GCALISMALAR

Oksibitininin ile yapilacak hayvan galismalar Gazi Universitesi
Deney Hayvanlari Etik Kurulu Yénergesine G.U.ET-04.032 kod numarasi
ve 061-15519 sayili karar ile uygun bulunmustur.

3.3.2.1. Oksibiitininin Tavgsan Serumdan HPLC Yontemi ile Analizi

3.3.2.1.1. Ornek Hazirlama ve Kullanilan Ydntem

Oksibutininin tavsan serumdan HPLC yontemi ile analizi igin once

literatir taramasi yapildi. Moassoud?*

ve arkadaglar tarafindan
geligtirilen ve insan idrar torbasindan ekstraksiyon uygulanarak oksibutinin

analizinin yapildig1 yontemde basarili olundu.

Mobil faz: %85 asetonitril, %13 su, %2 1M amonyum asetat (pH
asetik asit ile 7’ye ayarlandi).

Serumdan analiz i¢in Propiverine HCL (PVP) ve Cetrinizine internal
standart olarak denendi. En uygun PVP bulundu. PVP ile kalibrasyon
yapildi. OXB’nin ve PVP’nin kimyasal yapilari $Sekil 18’de verilmistir.

" i
¢ %—C—C00CH2G ==CCHoN(CoHs)2 =0 N~ CH,
\—/ y
g b
' | f:'—‘EH_;.—CH;,—'E:H?r
\‘x,fj
Oxybutynin (OXY) Pfﬂpi"."EfiﬂE

Sekil 18. Oksibitinin ve Propiverine ait kimyasal yapilar

Ekstraksiyon Yontemi: 1 mL serum Uzerine 0.5 mL asetonitril ilave edildi
ve 10 saniye vorteksde karigtirildi. Bu karisimin(1.5 mL) Gzerine 3 mL n-
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Hekzan ilave edildi ve horizontal karistirma ile 10 dakika karistirildi. 500
gde 5 dakika santrifij edildikten sonra hekzanli tabaka alindi. Bu
tabakanin her mL’sine 0.12 mL 0.1M HCL ilave edildi ve 10 dakika daha
yavas bir sekilde horizontal karistirma yapildi. Karigim tekrar 500 g'de 5
dakika santrifuj edildikten sonra sulu tabaka ayrildi ve mobil faz ile
seyreltilerek analizi yapildi.

Eger hemen analiz yapilamayacaksa érnek —20 C”de saklandi.
Sekil 19'da 6rnek hazirlama yontemi sematik olarak gosterilmistir.

100 ylinterns JmL hekzan

Hekzanli
etandart |
l Tabaka ali Mobil Faz

.

17 10dak - 10dak
=. kangtirma : Kanigtirma
W;;ndt;v;lﬁlak 10s vonexr HCL -
{ MEnE —b | || [
{05 dak | 5004 5 dak —X—'*_
= santi |samifii [T
by d g U \/
Ken brnefi seum 1 mL serum
| ol 40 Sml J
asetonitril
HPLCYe enjeld
Edllllwm}n ‘ _E{Iﬁ#[l

Sekil 19. in vivo galismada kan &érneginden ekstraksiyon ile érnek hazirlama

yontemi

Kullanilan HPLC kosullari

Kolon: Waters Spherisorb, 5 ym, ODS2, 250 mmx 4.6 cm

Mobil faz: %85 asetonitril, %13 su, %2 1M amonyum asetat (pH asetik
asit ile 7’ye ayarlandi).

Akis debisi: 1 ml/ dk

Enjeksiyon hacmi: 100 pl

Bastirma (attenuation): 2

Esik seviyesi (threshold): 2
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Dalga boyu: 235 nm
Oksibdtinin pikinin alikkonma zamani: ~14-15 dakika
Propiverin pikinin alikonma zamani: ~4-5 dakika
Chsp: 0.5
Pk wide: 0.5

Ekstraksiyon uygulamadan 6nce tavsan serumu HPLC’ye enjekte
edildiginde Sekil 20’deki kromatogram elde edildi. Ekstraksiyon
uygulandiktan sonra etkin madde igermeyen serumun HPLC'de yukarda
anlatilan yontem uygulanarak elde edilen kromatogrami S$ekil 21'de
gOsterilmigtir. Daha sonra OXB igeren seruma ayni iglem uygulandi ve
OXB piki ~14. dakika civarinda saptandi (Sekil 22). internal standart olarak
secilen propiverinin piki ise ekstraksiyon sonunda 5. dakikada elde edildi
(Sekil 23). internal standart ve etkin maddenin birlikte, serumdan
ektraksiyon sonucunda kromotogrami da basari ile elde edildi (Sekil 24) ve

kalibrasyon galismasina gecildi.

Sekil 20. Ekstraksiyon igleminden 6nce tavgsan serumunun kromotogrami
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Kromotogramda ¢ok fazla pik oldugu igin etkin maddeye ait olan pik

anlasilamamis ve ekstraksiyon igleminin yapilmasina karar verilmistir.

STHRRET

=T OF

Sekil 21. Ekstraksiyon isleminden sonra tavgan serumunun kromotogrami

Ekstraksiyon isleminden sonra seruma ait pik sayisi azaltiimistir.
HPLC’de calisilirken zaman ilerledikge kolonun mobil faza daha c¢ok
sartlandigi ve base line’nin daha duzgun ¢iktigr gozlenmigtir.

START

e 14057 OKSIBUTINIM

Sekil 22, Ekstraksiyon isleminden sonra tavgan serumda OXB kromotogrami
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5312 PROPIVERINE

mm— {1

Sekil 23. Ekstraksiyon isleminden sonra tavsan serumunda propiverin kromotogrami

1
——

= . 5.43 PROPIVERIN
ﬁa JLAE

13. 97 OKSIBUTININ

i e an

sT0F

Sekil 24. Ekstraksiyon isleminden sonra tavsan serumunda propiverin ve oksibutinin
kromotogrami
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3.3.2.1.2. HPLC Yontemi Kullanilarak Oksibutininin Tavsan Serumunda

Standart Dogru Denkleminin Hazirlanmasi

Standart dogru denklemi hazirlanirken, oksibatininin % 4 oraninda
seyreltilimis pH 4.5 fosfat tamponunda, 100 pg/ml konsantrasyonunda stok
cozeltisi hazirlanmistir.  Bu stok ¢oOzeltiden  hareketle  cesitli
konsantrasyonlarda ¢ozeltiler serum ile seyreltilerek hazirlanmis ve daha
sonra Ornek hazirlama prosedurune gore HPLC'de analiz edilmis,
derisimlere karsilik gelen pikler elde edilmisti. Bu piklerin ylkseklikleri ile
OXB/internal standart derisim oranina dogrusal regresyon uygulanip,

gerekli hesaplamalar yapilarak standart dogru denklemi elde edilmistir.

3.3.2.1.3. HPLC ile OXB’nin Tavsan Serumundan Miktar Tayini icin

Yontem Validasyonu

3.3.2.1.3.1. Dogruluk (accuracy) ve Geri Elde (recovery)

Geri elde galigsmalari etkin madde miktarinin %80’ini, %100’Gn0 ve
%120’sini kapsayan miktarlarda Ug ayri tavsan serumundan yapildi.

OXB’nin bos serum ile 20 ng/ml konsantrasyondaki ¢ozeltisi
hazirlandi ve % 100 kabul edildi. 16 ve 24 ng/ml konsantrasyonda OXB
iceren serumlar da hazirlanarak ekstraksiyon iglemi uygulandi. Daha
sonra bu oOrneklerin HPLC ile analizleri yapilarak elde edilen piklerin
yukseklikleri bulundu. Buradan geri elde edilen miktarlar hesaplandi ve

standart sapma, varyasyon katsayisi ve guven sinirlari hesaplandi.

(Olgiilen Miktar — Konulan Miktar) 100
Konulan Miktar

Geri Elde (% Bagil Sapma) =

Sonugclarin ortalamasi alinarak % geri elde edilen miktarlar bulundu.

% 2’den daha az sapma goruldugu i¢in sonuglar uygun bulundu.
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3.3.2.1.3.2. Kesinlik

Deneyigci Kesinlik: OXB’'nin tavsan serumunda 28 ng/mL
konsantrasyonda c¢Ozeltisi hazirlandl. Bu ¢ozeltiden ard arda 10
enjeksiyon yapildi, elde edilen pik yuksekliklerine karsilik gelen
konsantrasyonlarin ortalamasi, standart sapma ve bagll sapma
hesaplandi.

Deneylerarasi Kesinlik: OXB’nin tavsan serumunda 28 ng/mL
konsantrasyonda ¢ozeltisi hazirlandi. Bu ¢ozeltiler HPLC’de birbirini takip
eden 3 gun i¢inde 3 kez olguldu. Elde edilen pik yuksekliklerine karsilik
gelen konsantrasyonlarin ortalamasi, standart sapma ve bagil sapmasi

hesaplandi.

3.3.2.1.3.3. Dogrusallik
Bolim 5.2.1.2'de anlatildigi gibi yapildi. Olglilen pik yiiksekliklerine

kars! konsantrasyonlar grafige gegcirildi. En kl¢luk kareler ydntemine goére
degerlendirip, standart dogru denklemi bulundu. S6z konusu
konsantrasyon araliginda regresyon denkleminin dogrusalligi hesaplandi
(0.999) ve kanitlandi.

3.3.2.1.3.4. Ozgiinlik, Secicilik
Yontemin, ekstraksiyonda kullanilan  bilesiklerden  etkilenip

etkilenmedigi HPLC kromotogramlari incelenerek degerlendirildi. Bu
amagcla OXB icermeyen tavsan serumunun ekstraksiyonu yapildi ve HPLC

kromotogrami incelendi.

3.3.2.1.3.5. Duyarlilik ve Saptama Siniri

OXB’nin tavsan serumundaki miktar tayininde kullanilan standart

dogrunun hazirlanmasinda kullanilan en klguk derigsim olan 4 ng/mL ve
farkli olarak 2 ng/mL’lik drnekler hazirlandi. HPLC ile analizleri yapildi. Bu
ornekler arasinda istenilen dogrulugu saglayan derisim saptandi ve

analitik yontemin kantitatif tayin siniri (duyarhlik sinir1) bulundu. Ayrica
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derigimlerin kromatogram uzerinde olusturduklari sinyal/gurultu oranlari

incelenerek saptama siniri saptandi.

3.3.2.1.3.6. Stabilite

Deney sartlarinda oksibutininin stabilitesini incelemek amaci ile 28

ng/ml konsantrasyonda hazirlanan o&rneklerin 48 saat boyunca belli
zamanlarda 235 nm de HPLC’deki pik yukseklikleri elde edildi.

3.3.2.2. Oksibiitininin in Vivo Tavsan Deneyleri

3.3.2.2.1. In Vivo Deney Tasarimi

>

in vivo calismalarin amaci gelistirdigimiz OXB vajinal jel
formulasyonlarinin biyoyararlihgini incelemek ve piyasada bulunan ve
hemen salim yapan tablet formulasyonu ile biyoyararlanim
kargilastirmasi yapmaktir.

Deneylerde Yeni Zelanda cinsi, 2-3 kg agirhginda, disi tavsanlar
kullanildi.

Hayvanlarin dreme doneminde olmamasina dikkat edildi.

Tavsanlar g¢alismanin yapilmasindan bir énceki gun faklltemizdeki
hayvan laboratuvarina getirildi ve deneyin baglamasindan bir gece
once a¢ birakildi.

Dort farkh grup olusturuldu ve her grupta 6 tavsan ile ¢alisildi.

1. GRUP UYGULAMA: Biyoadezif OXB-K100M2 formulasyonu (10
mg OXB igeren, yaklasik 1.5mL jel) aplikatér yardimi ile 6 adet
tavsana vajinal olarak bir kez uygulandi (Resim 5).

2. GRUP UYGULAMA: Geligtiriimis olan biyoadezif OXB-KITH3
formulasyonu (10 mg OXB igeren, yaklasik 1.5mL jel) aplikator
yardimi ile 6 adet tavsana vajinal olarak bir kez uygulandi.

3. GRUP UYGULAMA: OXB’nin llkemizde piyasada bulunan Uropan
(5 mg OXB igeriyor) isimli hemen salim yapan tableti gavaj yontemi

kullanilarak 6 adet tavsana 5mL su ile icirildi. 24 saatte bir adet
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Uropan tablet tavsanlara verildi. Yani 48 saat siiren calisma sonunda
her tavsana 10mg dozda OXB verilmis oldu. Bu uygulamanin amaci
oral hemen salan tablet ile kontrolli salim yapan vajinal jellerin
biyoyararlaniminin karsilastiriimasidir.

4. GRUP UYGULAMA: OXB iceren pH 4.5 fosfat tamponu (10 mg
OXB igeren, yaklasik 1.5 mL sulu ¢dzelti) aplikator yardimi ile 6 adet
tavsana vajinal olarak bir kez uygulandi.

KONTROL GRUBU: Hig bir ilag uygulamasi ve vajinal uygulama
yapllmayan tavsanlarin bulundugu grup. Histoloji c¢alismalarinin
degerlendirilebilmesi igin olusturulmustur.

ORNEK ALMA SURELERI: 0, 0.5, 1, 2, 4, 6, 8, 10, 24, 36 ve 48.
saatlerde 6rnek alindi. Hayvanlardan yaklasik 2mL kan sodyum sitratli
tuplere alinmistir (Resim 6, 7). Tavsanlardan belli zamanlarda kan
alinacag igin kulak venlerine intraket takildi. Boylece hayvanlara her
ornek alinmasi sirasinda yeniden damar yolu agmak igin igne
batirimasina gerek kalmadi. Kanlar alindiktan hemen sonra 3000 g'de
bes dakika santrifij edildi ve serumlar ayrildi. Serumlar analiz
edilinceye kadar —20°C’de saklandi. Analiz yapilacagl zaman oda
sicakligina getirilen serumlara ekstraksiyon iglemi uygulandi ve
OXB’nin miktar tayini HPLC’de yapildi.

Daha sonra farmakokinetik hesaplamalar ile oksibutininin

biyoyararlanimi hesaplanmistir.
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Resim 5. Biyoadezif jellerin tavsanlara vajinal uygulamasi

Resim 6. Tavsanlarin kulak venlerine intraket takilmasi
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Resim 7. Tavsanlarin kulak venlerinden kan alinmasi

3.3.2.2.2. Farmakokinetik Analiz

in  vivo calisma sonucunda zamana karsi kan OXB
konsantrasyonlari elde edildi bu degerler grafige gecirilerek edri altinda
kalan (AUC) alan trapez yontemi ile hesaplandi, Cnax Ve tmax degerleri
belirlendi. Ayrica hesaplamalar icin NCOMP bilgisayar programi da

kullaniimistir.

3.3.2.2.3. Tavsan Vajinal Dokularinin Histolojik Acidan incelenmesi

in vivo deney tasariminda bulunan gruplardan;
» Higbir uygulama yapilmamig kontrol grubundaki tavsanlarin,
* Vajinal OXB ¢o6zeltisi uygulanan tavsanlarin,
* Vajinal OXB-HPMCK100M2 jel uygulanan tavsanlarin,

* Vajinal OXB-KITH3 jel uygulanan tavsanlarin 48 saatin sonunda
anestezi altinda vajinalari ¢ikarildi (Resin 8 ve 9).
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T

Resim 8. Tavsanlarin vajinasinin

Resim 9. Tavsanlarin vajinasinin ¢ikariimasi
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Cikarilan vajina ornekleri 0.1 M fosfat tamponlu %2.5’lik glutaraldehit
(pH 7.4) tespit ¢ozeltisine konuldu. Bir miktar sertlestikten sonra 1 mm¥1ik
parcalara bolinen doku o&rnekleri 0.1 M fosfat tamponlu %2.5’lik
glutaraldehitte (pH 7.4) 2 saat tespit edilmistir. Tespit suresi bitiminde
tampon ile 3 kez yikanan dokular 1 saat %1’lik osmiyum tetraoksite etkin
birakilarak ikinci tespit yapimistir. Sure bitiminde dereceli alkol
serilerinden gegirilen dokularin dehidrate olmalari saglanmistir. Son olarak
propilen oksite etkin birakilan dokular Araldit CY212 kit ile hazirlanan
gbmme materyali ile blok haline getirilmislerdir. 56°C’lik etivde 48 saat
polimerize edilen bloklardan yari-ince kesitler alinarak toluidin mauvisi ile
boyanmis ve isik mikroskobunda incelenmistir. isaretlenen bélgelerden
alinan ince kesitler uranil asetat-kurgun sitrat ile boyanarak Carl Zeiss
EXO LS10 STEEM transmission elektron mikroskopta (TEM)
degerlendirilmigtir  ve  bulgulann  yansitan  uygun  buylltmelerde

resimlendirilmigtir.

3.3.2.2.4. Tavsanlarin Cene Alti Tukrilk Bezlerinde Oksidatif Etki
Calismasi

in vivo calismamizda, hicbir uygulama yapilmamis kontrol grubundaki

tavsanlarin, oral Uropan tablet uygulanan tavsanlarin, vajinal OXB-
HPMCK100M2 jel ve vajinal OXB-KITH3 jel uygulanan tavsanlarin hedef
organlardan biri olan c¢ene alti tuklrik bezlerinde oksidatif etki
arastinimistir. Bu ¢alisma kapsaminda malondialdehid (MDA), glutatyon
(GSH), total nitrik oksit (Total Nox) degerleri belirlenmistir. Dokuda
glutatyon tayini igin modifiye Ellman yodntemi, MDA tayini i¢in Casini
Yontemi ve Total Nox tayini i¢in Griess metodu kullanilmistir'.

' Bu galisma Gazi Universitesi, Fen-Edebiyat Fakdltesi, Biyoloji Bdliminde
gerceklestirilmistir.
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4. BULGULAR (Cidofovire ait bulgular)

4.1. Cidofovirin Fizikokimyasal Ozelliklerine Ait Bulgular

4.1.1. Erime Noktasi Tayini

Cidofovirin erime noktasi 290.7 £ 0.8°C. % bagdil sapmasi 0.160 olarak

bulunmustur.

4.1.2. Partiktl Baytklugd Analizi

CV’nin partikdl bayuklaga dagihmi  Sekil 25'de gésterilmistir. Buna

gére CV’in ortalama partikil blyuklugd 64.92+1.08 pm olarak

bulunmustur.
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Sekil 25. Cidofovirin partikiil buyikligi dagilimi
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4.1.3. IR Spektrumu

CV’e ait FT-IR spektrumlar Sekil 26’da gosterilmistir.
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Sekil 26. Cidofovirin FT-IR spekturumu

4.1.4. Diferansiyel Taramali Kalorimetri (DSC) Analizi

Diferansiyel taramal kalorimetrik analiz, Boélim 3.2.1.2.4'de
aciklandidi sekilde gerceklestirilmistir. CV’e iliskin termogrami Sekil 27°'de
verilmistir ve 268 °C’de elde edilen endotermik pik CV’nin erime noktasini
gOstermektedir.

Jel formulasyon c¢alismalarimizda en ¢ok kullanilan polimerler (KITH3
ve C974P) ve sonug formilasyonda kullandigimiz  polimerin
(HPMCK100M) yalniz ve CV ile 1:1 oraninda karisimlarinin termogramlari
cekilmistir. Sekil 27-29’daki termogramlarda polimerler ile CV arasinda
herhangi bir etkilesme olmadigi gérilmektedir.
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| Paak 268,680 Cidﬂfﬂ"u"ir
Pgalk, 121,518
HPMC-K100M
- e b 276 e zsee CV-HPMCK100M
Kansim

Sekil 27. Cidofovirin, HPMCK100M polimerinin ve bunlarin fiziksel karigimlarinin
DSC termogrami

Paak 268,685

e ] Cidofovir

Carbopol 974P

Poak 128.197¢ Foak Z1TATC

Poak ITATIC

CV-Carbopol 974P
Kansimi

Sekil 28. Cidofovirin, Carbopol 974P polimerinin ve bunlarin fiziksel karisgimlarinin

DSC termogrami
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| Paalk 268500
i s Cidofovir
Kitosan H
= i =
Peak 129.67C '

Peak 264.42C
CV-Kitosan H
Karisimi

Sekil 29. Cidofovirin, Kitosan H polimerinin ve bunlarin fiziksel karisimlarinin DSC
termogrami

4.1.5. UV Spektrumu
Cidofovirin pH 4.5 fosfat tamponundaki UV spektrumu Sekil 30’da

gosterilmistir. Buna goére cidofovirin maksimum absorbans verdigi dalga
boyu 278 nm’dir.
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$eki| 30. Cidofbvirin pH 4.5 fosfat tamponundaki UV spektrumu
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4 .1.6.Cidofovirin Spektrofotometrik Miktar Tayini ve Standart Dogrunun
Hazirlanmasi

Cidofovirin standart dogrusunun hazirlanmasi Bélum 3.2.1.3.1'de

anlatildigi gibi yapilmistir. Sekil 31'de pH 4.5deki standart dogru
gorilmektedir. Standart dogruya ait parametreler ise Tablo 31'de
verilmistir.

pH 4.5 Cidofovir Kalibrasyonu  y=0.0401x+ 0.00970
r’=1.00
1.2
1 _
£os -
wn
£06
=
004 -
0
o2 |
D T T 1
0 10 20 30
Konsantrasyon (mikrogram/mL)

Sekil 31. Cidofovirin pH 4.5 fosfat tamponundaki kalibrasyon dogrusu

Tablo 31. Cidofovirin pH 4.5°deki kalibrasyon parametreleri (n=3)

Egim = GA 0.0401 £ 0.0020
Kesisim * GA 0.00970+ 0.00120
Korelasyon Katsayisi (r) 0.999 + 0.003
Determinasyon Katsayisi (r) 0.999 + 0.005
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4.1.6.1.

Cidofovirin Spektrofotometrik Miktar

Tayini

ve Yonteminin

Validasyonu

4.1.6.1.1. Dogruluk (accuracy) ve ve Gerielde (recovery)

Cidofovirin geri elde sonuglari Tablo 32'da gdsterilmistir.

Tablo 32. Cidofovirin geri elde ile hesa

planan madde miktari sonuglari

Cidofovir-Kitosan | %1 Cidofovir | Hesapla Bulunan | % Bagil % Geri
Jel _Kitosan-Jel Cidofovir Miktari Sapma elde
Formiilasyonlan | I¢indeki Etkin (mg) * Giiven
Madde Sinin
Miktar (mg)
%80 Cidofovir 8 8.24+0.09 0.613 103
iceren
Formulasyon
%100 Cidofovir 10 10.07+0.57 0.491 101
iceren
Formulasyon
%120 Cidofovir 12 11.98+0.01 0.0682 99.8
iceren
Formulasyon

4.1.6.1.2. Tekrar Edilebilirlik

Etkin maddeye ait tekrarlanabilirlik sonucglari Tablo 33’'de verilmistir.

Tablo 33. Tekrarlanabilirlik sonuglan

Ornek No %1 Cidofovir Kitosan-Jel Igindeki Hesapla Bulunan
Etkin Madde Miktar (mg) Cidofovir Miktarn (mg) |
1 10 9.30
2 10 9.38
3 10 9.34
4 10 9.30
5 10 9.35
6 10 9.45
7 10 9.49
8 10 9.36
9 10 9.48
10 10 9.50
Ortalama 9.40
Standart 0.08
Sapma
Bagil Sapma 0.82
Giiven Sinin +0.04
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4.1.6.1.3. Ozqunliik, Secicilik (specificity, selectivity)

Spektrofotometrik miktar tayini yonteminin sadece analiz edilmesi
istenen yapiyl analiz ettigini kanitlamak icin formilasyona giren cidofovir
disindaki bilesenlerin 200-400 nm dalga boylar arasi taranarak
spektrumlari incelendi. Bu yardimci maddelerin herhangi bir pik vermedigi

goruldd. Yontem etkin maddeye 6zgi bulunmustur (Sekil 32).

1L OEE

ERR e =

| L
PARAPI.
sl I R 'l

thoinm: EHI

Sekil 32. Formiilasyonda cidofovir disindaki maddeler karisiminin UV spektrumlari

4.1.6.1.4. Dogrusallik (linearity)

Bolim 3.2.1.3.2.4’de anlatildigi gibi yapilmistir. Derisime karsi,
Olcllen ortalama absorbans degerleri grafiklendi. Daha sonra gerekli
matematiksel islemler yapilarak (dogrusal regresyon) standart dogru
denklemleri cikartildi. Bu denklemlerin r?leri hesaplandi. S6z konusu
konsantrasyon araliginda hesaplanan regresyon  denkleminin

dogrusalliklari hesaplanmis ve kanitlanmistir (Sekil 31).
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4.1.6.1.5. Stabilite (stability)

Cidofovirin ¢dézlinme ortamindaki stabilitesini izlemek igin, B&lim

3.2.1.3.2.5'de anlatildigi gibi yapilan deneyler sonucunda, absorbans

degerlerinde ve spektrumlarinda bir degisiklik gorilmemistir. Sekil 33’de

pH 4.5 fosfat tamponunda 24 saat sireyle izlenen zaman derisim grafikleri

gorilmektedir.
. Zaman (3aqt) | Konsantrasyen fugiml) Zaman (saaf) | Konsanrasyon (ug/ml)
pH4S (2320.5C) i PR [ oo
2 12220128 T i 035
: LLEL 1 R
‘ 12240311 . 5 TBI0.06
3 TH® pH4.5 (3720.5C) 5 153008
0 - § LA 7 TS 117
7 212017 ; 12 ;:g m
— § 1210411 : — =
] ] FAERE _n B | 147
Badil Sa 0495
E15 4 00 | TE' epr BEFET i
o = ‘]5 4
1 MIIIIIT I =]
S I 1 =
21 £
. 310
I §
D 5 I I 5 T T T T T 1
0 5 10 15 i 5 30 0 5 10 15 2 25 0
Zaman (saat) Zaman (saat)
Zaman (saat) | Konsantrasyon (pg/mL})
. 1 12.320. 117
) 2 12.320.125
pH 4.5 (6020.5 C) 2 1230122
4 12.1+0.128
20 - g 12 120,126
[ 12.1+0.136
[ 12.1x0.134
3 12.040.132
—_— 24 11.820.133
J15 - Badil Sapma 1.36
£
2 FIiiiig
= I
£10 1
on
=
@
(m]
5 T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30
Zaman (saat)

Sekil 33. Cidofovirin stabilitesi
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4.2. Polimerler Uzerinde Yapilan Calismalar

4.2 1. Polimerlerin pH’s1, Viskozite Degerleri ve Akis Ozellikleri

Calismada kullanilan polimerlerin sudaki %1’lik jellerinin viskozluk ve
pH degeri Tablo 34'de goriulmektedir. Calismada sonuglarin
karsilastirilabilir olmasi icin ayni spindle ve ayni rpm’de dlcim yapilmaya
calisiimistir. Ancak viskozitesi yiksek olan jeller 20 rpm’de dlgtlememistir.
Brookfield Programmable, DV-IIl viskozimetresinde Carbopol ve
polikarbofilin %1’lik jellerinin 10-80 rpm arasinda viskozitesi, cihazin %
Torque degeri 110’'nu astigi icin hep ayni degeri vermektedir. Bu nedenle
cok viskoz olan jellerin viskozitesi dlgulirken rpm degerleri dusurulmustar.
Poloksamer 188 ile hazirlanan jel ise 37 C'de jellesme goéstermedigi icin

Ozellikleri belirlenememistir.

Tablo 34. Polimerlerin viskozite ve pH degerleri

Polimer pH Spindle rpm Viskozite (cP)
Kitosan H 5.78 52 20 65018
Kitosan M 544 52 20 350+ 5
Kitosan L 512 52 20 333%12

Carbopol 974P 4.30 52 2 855+ 8
Polikarbofil 2.99 52 2 79519
HPMC K100M CR 5.76 52 20 63815
HPMC K15M CR 573 52 20 620+ 5
Poloksamer 188 - - - -
Poloksamer 407 5.01 52 20 472+ 7

Polimerlerin  sudaki  %71lik c¢ozeltilerinin  akis  6zelliklerinin
saptanmasinda, kayma gerilimine karsi (x), hiz gradienti (Deformasyon
degisim orani) (y) grafije gegcirildiginde, aralarindaki iligkinin dogrusal
olmadigi goérulmustur. Polimerlerin %1’lik jelinin reolojik &zelliklerine ait

grafikler Sekil 34’de gdsterilmistir.
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200 -

T =a=KITOSANM
~150 - ——KITOSANH
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=
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£ 0
0 50 100 150 200
Kayma Hizi (1/dak)

Sekil 34. Polimerlerin %1’lik jellerinin akis diyagrami
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4.3. Formiilasyon Caligmalarina Ait Bulgular

4.3.1. Biyoadezif Jel Formiilasyon Calismalarina Ait Bulgular

4.3.1.1. Kitosan-Jel Formiilasyonuna Ait Bulgular

4.3.1.1.1. Etkin Madde icermeyen Kitosan-Jel Formiilasyonlarina Ait

Bulgular
Farkli glasiyel asetik asit ve kitosan oranlarina sahip jellerin pH

degerleri ve viskozite degerleri Tablo 35'de verilmistir. Viskozite élgiimleri
Spindle No:52 ile 20 rpm’de yapilmistir. Jellerin pH’si vajinal uygulama igin

uygundur.

Tablo 35. Farkh glasiyel asetik asit ve kitosan oranlarina sahip etkin madde
icermeyen jellerin pH ve viskozite degerleri

Kitosan Jel pH Viskozite (cP)
Formiilasyonlan
H1 4.00 55514
H2 4.33 62416
H3 4.12 65018
H4 5.08 1125+10
H5 5.75 1794+7
H6 4.64 3004+7
H7 4.15 4982110
H8 4.62 6471+10
M1 3.03 3115
M2 4.23 389+4
M3 3.73 3995
M4 5.19 55812
M5 5.79 1284+11
M6 4.26 112311
M7 4.56 103248
M8 4.81 492416
L1 3.89 21143
L2 4.57 3244
L3 4.25 332412
L4 4.16 45318
L5 4.44 100749
L6 4.98 119414
L7 4.60 213614
L8 4.58 387517
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Formilasyonlara ait akis 6zelliginin saptanmasinda, Brookfield
viskozimetresinde 25+0.1°C’de 8 farkli rom’de &lgim yapilarak diyagram
olusturulmustur (Sekil 35-37). Reogramlardan anlasildigi lUzere batin

jellerin Newtonian olmayan akis tipinden psddoplastik akisa uyduklari

goriulmektedir.

300
250 o
——H2Z
:‘E_ 200 ——3
=
= 150 F4
E H5
T 100 o
E HEG
E 50 HE
g - —a—H7
20 100 150 200
Kayma Hizi (1/dak)

Sekil 35. Hazirlanan H grubu jel formiilasyonlarinin 25°C’deki akis diyagrami

300

250
E 200
=
E 150
8 100 -
m
]
b o

20 100

Kayma Hizi (1/dak)

==

=1

150

—u—[\15

200

Sekil 36. Hazirlanan M grubu jel formiilasyonlarinin 25°C’deki akis diyagrami
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80
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Kayma Gerilimi (N/m?)
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100 -

40 -

0 a0 100 150

Kayma Hizi (1/dak)

—=—L1

——L3

——L4

——L5

—_ 5

-3

—=—L7

Sekil 37. Hazirlanan L grubu jel formiilasyonlarinin 25°C’deki akis diyagrami

4.3.1.1.2. Etkin Madde iceren Kitosan Jel Formilasyonlarina Ait Bulgular

Tablo 3’de formulasyon kodlari ve icerikleri belirtilen CV igeren kitosan

jellerin akis 6zelligi incelenmis ve Sekil 38'de akis grafikleri gdsterilmistir.

Jellerin pseudoplastik akis 6zelligi gdsterdikleri saptanmistir.

180
160

200 -

e - FITHA
il - TH2
e C-KITH3
———C-KIT M
e (- KT 2
= C-KITMS

CW-KITL1

0 o0 100 150
Kayma Gerilimi (N/fm?2)

—— C-KITLZ

—r— KT

200

Sekil 38. CV igeren kitosan jellerin 25 C’deki akis diyagrami
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Kitosan ile hazirlanan ve etkin madde igeren bitin formilasyonlarin
seffaf goéruntide olduklan belirlendi. %3 polimer iceren jellerin fiziksel
gorintusa, surdlebilirligi ve suruldugia yerde kalis siresi daha iyi oldugu
icin bu formulasyonlar Uzerinden calismaya devam edildi. Etkin madde
iceren %3’luk kitosan jellerin viskozite, pH ve miktar tayini degerleri Tablo
36’da gosterilmistir.

Tablo 36. Cidofovir iceren %3’liik kitosan jellerin 6zellikleri

Cidofovir Kitosan jel CV-KITH3 CV-KITM3 CV-KITL3
Form.
Miktar Tayini 10.2+0.0 10.2+0.1 10.5+0.1
mg/mL mg/mL mg/mL
Viskozite (cP) 5178 35415 3156
rpm 20 20 20
Spindle No 52 52 52
pH 4.42 4.32 3.93

4.3.1.1.3. CV iceren Kitosan-Jel Formiilasyonlarindan In Vitro Salim

Calismasina Ait Bulgular

Bolim 3.2.5.5’de anlatildigi sekilde pH 4.5 fosfat tamponunda yapilan,
12000 Daltondan kuguk molekullere gecgirgen olan membrandan kitosan
jel formulasyonlarinin etkin madde salim deneyine ait profiller Sekil 39'da
verilmigtir.

Salim profili incelendiginde, pH 4.5'da 8 saat saat sonunda CV-KITH2
ve CV-KITH3 jel disindaki jellerden, salimin % 80’in Uzerinde oldudu ve
amagclanan konrollil salimi saglayamadiklar gézlenmistir. CV-KITH3 ise 8
saatin sonunda % 69.2+2.5, 24 saatin sonunda ise % 84.7+3.1 ve 48

saatin sonunda % 99.3+1.2 salim yapmistir.
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Yigilmah % Cikan CV Miktar

0 10

20

Ea?rtl:'ﬂn{'snn# 50

——CW-KITH1
—a—CV-KITH2
—— CW-KITH3
—=- CV-KITMA
—=—CW-KITM2
—a—CV-KITM3
—E-CW-KITL3
—=—CW-KITL2
——CW-KITLA1

B0

Sekil 39. Kitosan jel formiilasyonlarindan cidofovirin diyaliz membrandan gegisi (n=6)

4.3.1.2. Carbopol 974P Jel ve Polikarbofil Jel Formilasyonuna Ait Bulgular

Tablo 4’de igerikleri verilen formulasyonlara ait akis 6zelliginin

saptanmasinda, Brookfield viskozimetresi kullanildi ve 25+0.1+°C’de 8

farkli rom’de élcim yapilarak akis diyagramlari olusturuldu. CV icermeyen
jellerin akis diyagrami Sekil 40’da, CV iceren jellerin akis diyagrami Sekil

41’de gosterilmistir. Diyagramlara goére jellerin pseudoplastik akis 6zelligi

gosterdikleri saptanmigtir.

160
140
120
100
=1
B0

Kayma Gerilimi{N/m?)

10 15
Kayma Hizi (1/dak)

= POILT

—m—POL >

—i— COT P2

—s—=CO7 4P

Sekil 40. CV icermeyen Carbopol 974P ve polikarbofil jellerin akis diyagrami

156




160

140 —=CV-POL1
_. 120
o
§ 100 —a—-CV-POL2
E 80
-*5 - —CV-CIT4P
0
m 40
B —~—CV-CST4P1
m 20
k4

0

0 : 10 15 20

Kayma Hizi (1/dak)

Sekil 41. CV igeren Carbopol 974P ve polikarbofil jellerin akis diyagrami

Hazirlanan jellerin hepsi seffaf gériniste ve homojen yapidadir.
Farkli jel formilasyonlarinin viskoziteleri 2 rom’de Spindle No 52 ile élgim
yapilmistir. Jellerin pH degerleri, viskozite degerleri ve miktar tayini

sonuglari Tablo 37°de verilmigtir.

Tablo 37. Farkh jel formiilasyonlarinin pH degerleri, viskozite degerleri, miktar
tayinleri, rpm degerleri ve spindle numaralan

Jel Formiilasyonlari Miktar Tayini pH Viskozite (cP)
C974P1 - 4.56 85418
C974P2 - 4.27 1673115
CV-C974P1 10.3+0.1 mg/mL | 4.82 79819
CV-C974P2 10.2£0.0 mg/mL | 4.72 1498111
POL1 - 4.85 79519
POL2 - 4.25 1256+14
CV-POL1 10.0£0.2 mg/mL | 4.97 671+£12
CV-POL2 10.2£0.1 mg/mL | 4.72 116515

C974P2 formulasyonunun viskozitesi en yiksektir. Béylece vajinaya
uygulandiginda kalis suresinin artacagi ve salimin daha kontrollii olacagi

diasunulmustar.
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4.3.1.2.1. CV iceren Carbopol 974P Jel ve Polikarbofil Jel

Formiulasyonlarindan In Vitro Salim Calismasina Ait Bulgular

Franz difizyon hicrelerinden gecis calismasi sonucu elde edilen

salim profilleri Sekil 42’da verilmistir.

__ 1200
[
;3’ _
v 100.0
=
=
O 80.0
=
=
o. 60.0
- ——CV-CO9T4P1
o
&l 40.0 - CV-POL1
=
= —&— CV-CO9T4P2
9 20.0
> —o-CV-POL2
0.0
0 10 20 30 40 50
ZAMAN (saat)

60

Sekil 42. Carbopol ve polikarbofil jel formiilasyonlarindan CV’in diyaliz
membrandan gecisi (n=6)

Sekiz saatin, 24 saatin ve 48 saatin sonunda en az salm CV-
C974P2 formulasyonunda olmustur (% 951.243.8, % 60.3t2.4, %
89.3+1.9). CV-POL2 formilasyonunun salim profiline bakildiginda ilk sekiz
saatte, 24. saatte ve 48 saatin sonunda salinan CV miktari % 61.7+2.5, %
74.044.1, ve % 98.3%1.3 olarak bulunmustur. En ¢ok salim yapan
formulasyon ise CV-POL1 formilasyonu olmustur, 8 saatin sonunda %
66.0+2.1, 24. saatin sonunda %78.1+3.3 ve 48. saatin sonunda da %

10145 oraninda salim gérulmustar.
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4.3.1.3. HPMC Jel Formilasyonlarina Ait Bulgular

Tablo 5’de icerikleri verilen jellerin kontrolleri yapilmis ve asagidaki

bulgular elde edilmigtir. Jellerin pseudoplastik akis 6zelligi gosterdikleri
saptanmistir. Sekil 43 ve 44’'de CV igcermeyen ve iceren HPMC jellerin

akis diyagramlari gosterilmistir.

300

250 g TS-HPMCKR15M1

. i
- o
EE i " == HFMC K00 1
E 150
5 " ——HPMC K15 M2
100
=]
E
= &0  ——HPMIC KADOM 2
. o
0
0 50 100 150 200

Kayma Hizi {1/dak)

Sekil 43. CV icermeyen HPMC jel formiilasyonlarinin 25 C’deki akis diyagrami
250

= CV-HPMCK15M1
200
£
Z 450 ——CV-HPMCK100M1
E
E 100 —a—CV-HPMCK15M2
£
E a0 ——CV-HPMCK100M2
0 #
B 100 150 200

Kayma Hizi{1/dak)

Sekil 44. CV iceren HPMC jel formiilasyonlarinin 25 C’deki akis diyagrami
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Hazirlanan HPMC jellerin hepsi seffaf gériniste ve homojen
yapidadir. Farkh jel formulasyonlarinin pH degerleri, viskozite degerleri (20
rom’de Spindle No 52 ile dl¢ulmustir) ve miktar tayini sonuglar Tablo
38’de verilmistir. Miktar tayini ¢galismasinda jellerin baslangicta icerdikleri
etkin madde miktari 10 mg’dir.

Tablo 38. HPMC jel formiilasyonlarinin pH degerleri, viskozite degerleri, miktar
tayinleri, rpm degerleri ve spindle numaralar

Jel Formiilasyonlari Miktar Tayini pH Viskozite (cP)
HPMCK100M1 - 4.38 63716
HPMCK100M2 - 6.54 1143110
CV-HPMCK100MA1 10.1£0.0 mg/mL 4.22 62114
CV-HPMCK100M2 10.1+0.1 mg/mL 4.18 108717
HPMCK15M1 - 4.21 61916
HPMCK15M2 - 5.17 1098112
CV-HPMCK15M1 10.2+0.1 mg/mL 4.19 589+3
CV-HPMCK15M2 10.2+0.2 mg/mL 4.21 981+11

CV-HPMCK100M2 formilasyonunun viskozite degeri en yuksek

bulunmustur.

4.3.1.3.1. CV iceren HPMC Jel Formiilasyonlarindan In Vitro Salim
Calismasina Ait Bulgular

Franz difizyon hicrelerinden gecis calismasi sonucu elde edilen

grafikler Sekil 45’de verilmistir.
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Sekil 45. CV iceren HPMC jel formiilasyonlarinin diyaliz membrandan gecisi (n=6)

CV iceren jellerden 48 saaatin sonunda en az salim yapan
formilasyon CV-HPMCK100M2 olmustur ve % 95.0£1.8 salim
gerceklesmistir. Bu formilasyon icin ilk sekiz saate bakildiginda salimin %
75.04£2.2, 24. satte ise salimin % 85.0+4.1 oldugu gézlenmistir (Sekil 45).

4.3.1.4. Poloksamer Jel Formillasyonlarina Ait Bulgular

Tablo 6’da icerikleri verilen jellerin kontrolleri yapilmis ve asagidaki
bulgular elde edilmigtir.

Jellerin dzellikleri oda sicakhdinda incelenmistir.

4.3.1.4.1. Poloksamer Jellerde Jellesme Sicakhidi (Tsorel)
Su banyosunda, magnetik karistirici Gzerinde cam beher igine

+4°C’de bekleyen P407 veya P188 jelden 10 mL konuldu. Su banyosunun
sicakhgi kademeli olarak artirildi ve magnetin artik dénemeyecegi kadar
jellesme oldugunda sicaklik kaydedildi. Calisma ¢ defa tekrarlandi.

Formulasyonlarin jellesme sicakliklari Tablo 39'da verilmistir.
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Tablo 39. Poloksamer 407 veya 188 kullanilarak hazirlanan jel formiilasyonlarinin
jellesme sicakligi

Formi'llasyon Tsol-jel 1 Tsol-jel 2 Tsol-iel 3
P407 25°C 24°C 25°C
P188 37°C’de jellesme 37°C’de jellesme 37°C’de jellesme
gbzlenmedi gbzlenmedi gézlenmedi
HP407 26°C 26°C 26°C
MP407 25°C 25°C 25°C
CV-P407 25°C 25°C 25°C
CV-MP407 25°C 24°C 25°C
CV-HP407 27°C 26°C 26°C

P188’in jellesme sicakligi uygun olmadigl icin daha sonraki

calismalarda devam edilmedi.

4.3.1.4.2. Poloksamer Jellerin Fiziksel Gorunusleri, pH’si, Viskozitesi ve
Akis Ozellikleri

Jellerin fiziksel gérunusu, oda sicakligindaki renk ve seffaflik 6zelligi
incelenerek degerlendirildi. pH degerleri ise pH-metre kullanilarak
saptandi. Hazirlanan jellerin hepsi seffaf goriiniste ve homojen yapidadir.
Jellerin 6zellikleri Tablo 40’da verilmistir. Viskozite élcimi 20 rpm’de ve

Spindle No 52 kullanilarak yapilmistir.

Tablo 40. CV icermeyen ve iceren poloksamer jellerin viskozite degerleri

FORMULASYON KODLARI pH Viskozite (cP)
P407 5.01 47218
MP407 4.93 842+12
HP407 5.08 105845
CV-P407 5.03 44714
CV-MP407 5.01 654+11
CV-HP407 5.05 967+14

Vajinal uygulama icin hazirlanmis olan jel formilasyonlarinin pH
degerleri uygundur. Jellerin akis 6zelliklerinin saptanmasinda, kayma
gerilimine karsi (x), hiz gradienti (Deformasyon degisim orani) (y) grafige
gecirildiginde, aralarindaki iligkinin dogrusal olmadidi géralmustir. Jellerin
pstdoplastik akis 6zelligi gosterdigi goérulmastar. Jellerin  reolojik
Ozelliklerine ait grafik Sekil 46’da gosterilmistir.
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Sekil 46. Poloksamer jellerin 25 C’deki akis diyagrami

4.3.1.4.3. Poloksamer Jel Formiulasyonlarinin Franz Difiizyon Hiicresinde

Gecisinin incelenmesi

Hazirlanan Polaksamer jellerden 0.5 g, terazinin Uzerinde tartilarak
Franz difizyon hicrelerine yerlestirildi. 12000 Dalton’dan kiglk
molekillere gecirgen olan diyaliz membrandan gecis incelendi. Sekil 47’'de
CV’in diyaliz membrandan salim profili gérilmektedir. Buna goére CV-
HP407 formilasyonundan salim 8 saatin sonunda % 58.0+5.8, bu deger
24 saat sonunda % 63.5+4.3 ve 48 saatin sonunda % 69.2+3.4 olmustur.
Bu sonucglara goére CV-HP407 formilasyonunun oldukga kontrolli salim

yaptigini séyleyebiliriz.
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Sekil 47. CV iceren poloksamer jel formiilasyonlarinin diyaliz membrandan gegisi
(n=6)

4.3.1.5. Jel Formulasyonlarinin Stabilitesine Ait Bulgular

Bolium 3.2.5.7°de anlatildigi gibi yapilan stabilite calismalari G¢ ay
sureyle 4°C/ortam nem, 25°C/% 60 bagil nem ve 40°C/% 75 bagil nem
ortamlarinda yapilmistir. Farkh polimerler ile hazirlanan jel formulasyon
gruplarindan sonug¢ formulasyonlar secilerek bu formulasyonlar Gizerinde
stabilite testleri yapiimistir. Adi gecen formilasyonlar sdyle siralanabilir:
CV-KITH3: Kitosan H ile hazirlanmis % 3 oraninda polimer ve %1
oraninda CV iceren jel formilasyonu
CV-C974P2: Carbopol 974P ile hazirlanmis % 2 oraninda polimer ve %1
oraninda CV iceren jel formulasyonu
CV-HPMCK100M2: HPMC K100M ile hazirlanmis % 2 oraninda polimer
ve %1 oraninda CV iceren jel formilasyonu
CV-HP407: Poloksamer 407P (% 20) ve HPMC K100M (% 0.5)

kullanilarak hazirlanan ve % 1 oraninda CV iceren jel formilasyonu
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Sonug¢ formilasyonlar (zerinde yapilan stabilite deneylerine ait

bulgular Tablo 41-44’de gdsterilmistir.

Tablo 41. CV-KITH3 jel formiilasyonuna ait stabilite sonuglari

Goriinis CV-KITH3 CV-KITH3 CV-KITH3 CV-KITH3
Baslangi¢ 1. ay 2.ay 3.ay
4°C/ortam nemi Seffaf Seffaf Seffaf Seffaf
25:CI%60 bagil nem Seffaf Seffaf Seffaf Seffaf
40 C/%75 bagil nem Seffaf Seffaf Seffaf Seffaf
pH CV-KITH3 CV-KITH3 CV-KITH3 CV-KITH3
Baslangi¢ 1. ay 2.ay 3.ay
4 Cl/ortam nemi 442 447 4.45 4.43
25°C/%60 bagil nem 4.42 4.40 4.51 4.48
40°C/%75 bagil nem 4.42 5.24 5.75 6.03
Viskozite CV-KITH3 CV-KITH3 CV-KITH3 CV-KITH3
(cP) Baslangi¢ 1. ay 2.ay 3.ay
4 C/ortam nemi 517+8 51915 52349 517+8
25:C/%60 bagil nem 51748 526+7 51514 51848
40 C/%75 bagil nem 51718 458+2 44916 43718
Miktar Tayini CV-KITH3 CV-KITH3 CV-KITH3 CV-KITH3
(mg/mL) Baslangi¢ 1. ay 2.ay 3.ay
4’Clortam nemi 5.12+0.12 5.15+0.21 5.08+0.23 5.10£0.10
25'C/%60 bagil nem 5.12+0.11 5.17+0.13 5.1610.32 5.15+0.52
40°C/%75 bagil nem 5.121+0.14 4.82+0.31 4.78+0.60 4.67+0.31
Tablo 42. CV-C974P2 jel formiilasyonuna ait stabilite sonugclari
Goriiniis CV-C974P | CV-C974P | CV-C974P CV-C974P
Baslangi¢ 1. ay 2.ay 3.ay
ffCIortam nemi Seffaf Seffaf Seffaf Seffaf
25 C/%60 bagil nem Seffaf Seffaf Seffaf Seffaf
40°C/%75 bagil nem Seffaf Seffaf Seffaf Seffaf
pH CV-C974P | CV-C974P | CV-C974P CV-C974P
Baslangi¢ 1. ay 2.ay 3.ay
4 Cl/ortam nemi 4.72 4.78 4.74 4.71
25'C/%60 bagil nem 4.72 4.75 4.79 4.78
40 C/%75 bagil nem 4.72 6.09 6.11 6.28
Viskozite CV-C974P | CV-C974P | CV-C974P CV-C974P
(cP) Baslangic 1. ay 2.ay 3.ay
4 Cl/ortam nemi 1498+11 1493112 1501117 1518419
25'C/%60 bagil nem 1498+11 1507114 150416 1523413
40°C/%75 bagil nem 1498111 1362112 1349415 1352410
Miktar Tayini CV-C974P | CV-C974P | CV-C974P CV-C974P
(mg/mL) Baslangi¢ 1. ay 2.ay 3.ay
4'Clortam nemi 5.03+0.21 5.05+0.11 5.04+0.30 5.04+0.23
25°C/%60 bagil nem 5.03+0.23 5.09+0.13 5.0310.31 5.05+0.70
40°C/%75 bagil nem 5.03+0.24 4.64+0.34 4.55+0.54 4.37+0.84
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Tablo 43. CV-HPMCK100M2 jel formiilasyonuna ait stabilite sonuglari

Gériiniis CV- CV- CV- CV-
HPMCK100M2 | HPMCK100M | HPMCK100M2 HPMCK100M2
Baslangi¢ 21. ay 2.ay 3.ay
4'C/ortam nemi Seffaf Seffaf Seffaf Seffaf
25'C/%60 bagil nem Seffaf Seffaf Seffaf Seffaf
40°C/%75 bagil nem Seffaf Seffaf Seffaf Seffaf
pH CV- CV- CV- CV-
HPMCK100M2 | HPMCK100M | HPMCK100M2 HPMCK100M2
Baslangic 21. ay 2.ay 3.ay
4 Cl/ortam nemi 4.18 4.16 4.14 4.21
25:CI%60 bagil nem 4.18 419 419 418
40 C/%75 bagil nem 4.18 5.69 5.71 5.77
Viskozite CV- CV- CV- CV-
(cP) HPMCK100M2 | HPMCK100M | HPMCK100M2 HPMCK100M2
Baslangi¢ 21. ay 2.ay 3.ay
4'Clortam nemi 10877 1083+15 1083111 1078+19
25'C/%60 bagil nem 10877 1098117 1091+10 1053+13
40°C/%75 bagil nem 10877 952412 941411 952110
Miktar Tayini CV- CV- CV- CV-
(mg/mL) HPMCK100M2 | HPMCK100M | HPMCK100M2 HPMCK100M2
Baslangi¢ 21. ay 2.ay 3.ay
4'Clortam nemi 5.01+0.11 5.02+0.30 5.02+0.31 5.02+0.11
25°C/%60 bagil nem 5.01£0.14 5.0410.32 5.03+0.34 5.031£0.41
40°C/%75 bagil nem 5.01+0.10 4.88+0.34 4.63+0.80 4.61+0.64
Tablo 44. CV-HP407 jel formiilasyonuna ait stabilite sonuglari
Goriiniis CV-HP407 | CV-HP407 | CV-HP407 CV-HP407
Baslangi¢ 1. ay 2.ay 3.ay
4'C/ortam nemi Seffaf Seffaf Seffaf Seffaf
25'C/%60 bagil nem Seffaf Seffaf Seffaf Seffaf
40°C/%75 bagil nem Seffaf Seffaf Seffaf Seffaf
pH CV-HP407 | CV-HP407 | CV-HP407 CV-HP407
Baslangi¢ 1. ay 2.ay 3.ay
4 C/ortam nemi 5.05 5.06 5.11 5.08
25°C/%60 bagil nem 5.05 5.08 5.13 5.10
40°C/%75 bagil nem 5.05 6.35 6.78 6.83
Viskozite CV-HP407 | CV-HP407 | CV-HP407 CV-HP407
(cP) Baslangic 1. ay 2.ay 3.ay
4°C/ortam nemi 967114 974116 970110 972115
25'C/%60 bagil nem 967114 960+10 956+11 959+11
40°C/%75 bagil nem 967114 885+19 879+13 880+14
Miktar Tayini CV-HP407 | CV-HP407 | CV-HP407 CV-HP407
(mg/mL) Baslangi¢ 1. ay 2.ay 3.ay
4'Clortam nemi 5.10+0.21 5.12+0.21 5.11+0.11 5.13+0.50
25'C/%60 bagil nem 5.10+£0.23 5.10+£0.30 5.09+0.43 5.121+0.62
40°C/%75 bagil nem 5.10+0.24 4.81+£0.43 4.73+0.12 4.56+0.44
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Sonug formulasyon olarak segcilen jellerin stabilite testleri sonucunda
elde edilen bulgular degerlendirildiginde:

* Butin formulasyonlarin her ¢ saklama kosulunda da 3 ay
boyunca seffaf gérintistini kaybetmedigi gérilmustar.

* Bu formilasyonlarin pH degerlerine  bakildiginda,
baslangictaki degere gére 6zellikle 4°C’de ve 25°C saklanan
jellerin pH degerinde 3 ayin sonunda anlamh bir degisme
g6zlenmemistir (t-test, p>0.05). Ancak 40°C/%75 bagil nemde
saklanan jel formulasyonlarinin pH degerlerindeki artis
anlamlidir (t-test, p<0.05).

* Jellerin viskozite degerleri degerlendirildiginde yine 4°C’de ve
25°C’de saklanan jellerin viskozitesinde 3 ayin sonunda
anlamh bir degisme goézlenmemistir (t-test, p>0.05), ancak
40°C/%75 bagil nemde saklanan jelllerin viskozite degeri
baslangica gére anlamli bir sekilde azalmistir (t-test, p<0.05).

* Miktar tayini testi degerlendirildiginde ise sadece 40°C/%75
bagil nemde saklanan jellerin igcindeki CV miktarindaki
azalmanin anlamli oldugu bulunmustur (t-test, p<0.05), diger
saklama kosullarinda bekletilen jellerde ise etkin madde
miktari agisindan anlaml bir dedisme gézlenmemistir (t-test,
p>0.05).

Stabilite testlerinin sonucunda vajinaya uygulanmak tzere hazirlanan
ve CV iceren biyoadezif jellerin oda sicakliinda ve 4°C’de stabil oldugu
Ozelliklerinin degismedigi ancak 40°C/%75 bagdil nem ortaminda stabil

olmadig! bulunmustur.
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4.3.2. Lipozom Formiilasyonlarina Ait Bulgular

Bolim 3.2.6’da hazirlanma yéntemleri anlatilan toplam 8 adet lipozom

formulasyonunun karakterizasyon calismasi birlikte yapilmistir.

4.3.2.1. Lipozomlarin Partikil Buyukligd Dagilimi ve Zeta Potansiyeline

Ait Bulgular
Calismamizda ekstruksiyon yapilmadan 6énce ve yapildiktan sonra

partiktl buyuklugu ve zeta potansiyeli 6lgiimustar.
e Film hidrasyon ydntemi ile hazirlanan ve etkin madde icermeyen F1
lipozom formuilasyonun ekstruksiyon isleminden ©nce ve sonraki

partikill buyukluga dagilimi Sekil 48’de gosterilmistir.
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Sekil 48. F1 lipozom formiilasyonunun
sonraki(b) partikiil biyiikliigii dagilimi.

ekstruksiyon igsleminden énce (a) ve

CV iceren, film hidrasyon yéntemi ile hazirlanan CV-F2 lipozom

formulasyonun ekstruksiyon isleminden &nceki (a) ve sonraki (b)

partikul bayukluga dagilimi Sekil 49’da goésterilmistir.
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Sekil 49. CV-F2 lipozom formiilasyonunun ekstruksiyon isleminden 6nce (a) ve
sonraki (b) partikiil biyukliiga dagilimi.

Sekil 48 ve 49'da goruldugu gibi film-hidrasyon yéntemi ile hazirlanan
lipozomlarin partiktll bayukligd dagihimi homojen degildir. Bu durumun
etkin maddenin lipozomlardan salimini etkileyerek, dizensizlestirecegi ve
bu nedenle tekrarlanabilir olmayacagdi dustnulerek ekstruksiyon iglemi
yapilmistir. Bu islem lipozomlarin belli bir partikil buyukliGgld olan
membrandan gecirilmesi ile yapilmaktadir. Lipozomlar membranin bir
tarafindan diger tarafina 11 defa gecirilmistir. Boylece partikiil dagilhimi
kucilmis ve homojen hale getirilmigtir. Lipozomlarin ekstruksiyon
isleminden &6nce ortalama partikil bayuklugua yaklagik 10 pm
civarindayken ekstruksiyon igleminden sonra bu deger ~3 pm civarina
dusmistar (Tablo 31).

e Poliol dilusyon yéntemi ile hazirlanan ve etkin madde icermeyen P1
(@) ve etkin madde iceren CV-P2 (b) lipozom formuilasyonun
ekstruksiyon isleminden &6nceki partikil buyukluga dagilimi Laser-
Diffraction Particle Sizer ile olciimis ve dagihm  Sekil 50°de

gosterilmigtir.
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Sekil 50. P1 (a) ve CV-P2 (b) lipozom formiilasyonunun ekstruksiyon igsleminden
onceki partikil biiyiikliigii dagilimi.

Bu ydntem ile hazirlanan lipozomlarin partikal buayuklaga dagilimi
ekstruksiyon igleminin 6éncesinde ve sonrasinda olduk¢a dar bir aralikta
olup son derece homojendir. Ekstruksiyon isleminden &nce lipozomlarin
ortalama partikdl buayukluglu yaklasik 3 um civarindayken ekstruksiyon
yapildiktan sonra lipozomlarin partikil buydkligd nm boyutuna inmistir.
Partikill  buyukligindeki degismenin lipozom jel formulasyonunun
farmasotik 6zelliklerini etkileyecedi ve etkin madde salimini degistirecegi

dusitniimektedir.

e Poliol dilisyon yéntemi ile hazirlanan ve etkin madde icermeyen P1 ve
etkin madde iceren CV-P2 lipozom formilasyonun ekstruksiyon
isleminden sonraki partikl buydkligd nm boyutunda oldugu igin
dagihm Malvern Zeta Sizer ile dlgulmus ve Tablo 49'da gésterilmigtir.

e Hazirlanan lipozom formulasyonlarinin hepsinin partikul buyuklikleri,

zeta potansiyelleri ve polidispersite indeksler (Pl) Tablo 45'de

verilmigtir.
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Tablo 45. Lipozom formiilasyonlarinin partikiil biylkliigi ve zeta potansiyel

degerleri
Ekstruksiyondan Ekstruksiyondan
Once Sonra
PARTIKUL POLIDISTERSITE ZETA PARTIKUL POLIDISPERSITE ZETA

BUYUKLUGU INDEKS POTANSIYELI BUYUKLUGU INDEKS POTANSIYELI
F1 10.1+£0.1 um 0.154 + 0.034 -8.86 +0.73 mV 3.7840.32 ym 0.126 + 0.051 -8.72 +0.48 mV
CV-F2 10.3+0.2 um 0.171 + 0.054 -5.51+0.18 mV 3.91+0.09 um 0.163 + 0.032 -5.16+0.23 mV
P1 3.22+0.08 um 0.123 + 0.045 -0.475 £0.045 mV | 286.2 +0.8 nm 0.118 + 0.067 -0.522 +0.171 mV
CV-P2 3.37+0.32 ym 0.149 + 0.025 -0.585+0.765 mV | 298.7+0.9 nm 0.138 + 0.056 -0.488+0.354 mV
CV-FS1 27.4+0.2 ym 0.856 + 0.092 47.1243.19 mV 9.35+0.25 ym 0.487 + 0.082 49.32+2.49 mV
CV-FS2 12.3£0.2 ym 0.412 + 0.087 55.24+10.1 mV 3.97+0.02 ym 0.317 + 0.061 53.16+1.81 mV
CV-PS1 2.15+0.3 ym 0.963 + 0.077 2.88+0.215 mV 32619 nm 0.761 + 0.083 2.54+0.405 mV
CV-PS2 2.76+0.44 uym 0.276 £ 0.013 33.43+2.61 mV 31545 nm 0.219 + 0.063 30.83+2.79 mV

Lipozomlarin zeta potansiyellerine bakildiginda stearilamin (SA)

icermeyen lipozomlarin zeta potansiyelinin negatif, SA icerenlerin ise

pozitif oldugu goérilmektedir. SA iceren lipozomlarin zeta potansiyellerinin

istenildigi gibi dar homojen bir aralikta ve pozitif

goriulmektedir.

degerde olduklari

4.3.2.2. Lipozomlarin Isik Mikroskobu ve Taramali Elektron Mikroskobu

(SEM) Goruntulerine Ait Bulgular

Film-hidrasyon yéntemi ile hazirlanan F1 lipozom formilasyonunun

ekstruksiyon islemi 6ncesi ve sonrasi 1sik mikroskobu gérintileri Sekil

51a ve 51b’de gosterilmistir.

171




Sekil 51a. Ekstruksiyon yapilmadan once F1 lipozomlarinin i1sik mikroskobu
goriintiisii (x40)

Sekil 51b. Ekstruksiyon yapildiktan sonra F1 lipozomlarinin 1sitk mikroskobu
goriintiisii (x60)
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F1 formialasyonunun 1sik mikroskobu goérintilerinden hazirlanan
lipozomlarin ¢ok tabakall lipozom olduklari anlasiimistir. Lipozomlarin ¢ok
tabakali olmasi, ilaci tabakalarinin arasina almasi ve ilaci yavas salmasi
acisindan avantaj olusturacag dusunulmektedir.

Poliol dilusyon ydéntemi ile hazirlanan lipozomlar nm boyutunda
olduklari icin mikroskop goériintileri elde edilememistir. SEM gérintileri
cekilmistir. P1 lipozom formuilasyonunun ekstruksiyon islemi sonrasinda
SEM goéruntist Sekil 52’de gdésterilmisti. SEM gériintileme c¢alismalar
ODTU merkez laboratuvarinda gergeklestiriimistir.

a x e

oy

6/18/2008 HV mag WD det | spot — 10 ym ——
10:06:31 AM |10.00 kV |6 000 x|11.9 mm|ETD| 4.0 | METU CENTRAL LABORATORY

Sekil 52. Ekstruksiyon yapildiktan sonra P1 lipozomlarinin SEM gdriintiisii (x40)

CV igeren CV-FS2 lipozomunun géruntuleri polarize atagsmanli LEICA
DMEP adli mikroskop ile, CV-PS2 lipozomunun goérintisi de SEM ile
alinmistir (Sekil 53-54).
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Sekil 53. CV-FS2 formiilasyonunun isik mikroskobu gériintiisii

6/18/2008 HV ‘ mag WD det | spot 2 um

10:08:20 AM | 10.00 kV| 50 000 x|12.0 mm|ETD | 40 | METU CENTRAL LABORATORY
Sekil 54. CV-PS2 formiilasyonunun SEM gériintiisii
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4.3.2.3. Lipozomlarin Yukleme Kapasitesine Ait Bulgular

Bolim 3.2.7.6’da anlatildigi gibi yapilan ¢alismanin sonunda
cidofovirin film hidrasyon yontemi ile hazirlanan CV-F2 lipozomlarinin
icinde tutulma orani yapilan iki farkli miktar tayini yontemi ile % 52.4+3.7
ve % 53.2+2.9 olarak bulunmustur. Lipozomlar igine hapsedilen etkin
madde miktari kullanilan lipidin tip ve bilesimine, maddenin partisyon
katsayisina ve lipozomlarin hazirlama yontemlerine baglh olarak degisiklik
gOstermektedir.

Ayni galisma CV-P2 lipozomu igin yapildiginda cidofovirin lipozom
icinde tutulma orani % 24.7+1.2 ve % 26.4+1.9dur. Poliol dilisyon
yonteminin film-hidrasyon ydntemine gore daha dusuk yukleme
kapasitesine sahip oldugu bulunmustur.

Daha sonra yapilan galigsmalarda lipozom bilesenlerinin molar oranlari
degistiriimis ve hazirlama yontemine dondurarak ¢bézme asamasi ilave
edilmistir. Bu degisiklikler sonucunda olusan CV-FS1, CV-FS2, CV-PS1 ve
CV-PS2 formulasyonlarinin yUkleme kapasitesi sonuglari Sekil 55'de

verilmistir.
CV LiPOS OMLARDA ENKAPSULASYON
208 55,74
'E_: . 43 56
= ]
= 41,09
w40 1
=
=
=
= SD T
=
o
(NN
= 4
i 0 15,53
o
= 10
-
CV-FS1 CV-FS2 ' CV-PS1 CV-PS2

Sekil 55. CV iceren CV-FS1, CV-FS2, CV-PS1 ve CV-PS2 lipozomlarinda % yiikleme
kapasitesi
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Hazirlama isleminde dondurarak ¢ozme asamasi bulunan CV-FS2 ve
CV-PS2 lipozom formulasyonlarimizin yikleme kapasitesi CV-FS1 ve CV-
PS1’e gbére daha yuksektir. Bu sonuca goére hazirlama asamasinda
dondurup ¢6zme basamaginin eklenmesi ile yukleme kapasitesi kismen

artinlmigtir.

4.3.2.4. Lipozomlarin Stabilitesine Ait Bulgular

Film-hidrasyon yontemi ile hazirlanan F1(bog lipozom) ve CV-F2 (CV
iceren lipozom) lipozomlarinin  partikil  buydklGgunin ve zeta
potansiyelinin zamanla degigsip degismedigini incelemek amaciyla,
lipozomlar farkli saklama kosullarinda (4°C/ortam nemi, 25°C/%60 bagil
nem ve 40°C/%75 bagil nemde) 3 ay bekletiimis ve partikal buyuklugu ile
zeta potansiyeli dlgumleri yapilmigtir. Sonuglari Tablo 46’da verilmigtir.

Tablo 46. F1 ve CV-F2 lipozom formiilasyonlarinin stabilite ¢calismasi boyunca

olciilen partikiil buyiikligi (um) ve zeta potansiyeli (mV).
F1 F1 F1 F1

PARTIKUL F1 F1 F1
BUOYUKLUGU 1.Giin 7.Giin 14.Giin 21.Giin 1.Ay 2.Ay 3.Ay
(um)
4'Clortam nemi 3.780.11 3.81+0.22 3.85+0.30 3.8420.05 3.78+0.15 3.88+0.55 3.84+0.14
25°C/%60 bagil
nem 3.78+0.32 3.77+0.13 3.75+0.12 3.8420.08 3.91+0.83 4.05+0.02 4.24+0.18
40°C/%75 bagil
nem 3.78+0.10 3.81+0.21 3.87+0.11 3.85+0.06 3.98+0.21 4.27+0.31 4.55+0.16
PARTIKUL CV-F2 CV-F2 CV-F2 CV-F2 CV-F2 CV-F2 CV-F2
BUOYUKLUGU 1.Giin 7.Giin 14.Giin 21.Giin 1.Ay 2.Ay 3.Ay
(um)
4'Clortam nemi 3.310.04 3.33+0.02 3.35:0.21 3.3620.05 3.43+0.62 3.45+0.81 3.46+0.09
25°C/%60 bagil
nem 3.31+0.09 3.35+0.04 3.38+0.13 3.41£0.07 3.55+0.08 3.98+0.03 4.01+0.09
40°C/%75 bagil
nem 3.31+0.05 3.420.01 3.39+0.19 3.42+0.04 3.68+0.08 4.19+0.29 4.42+0.05
ZETA F1 F1 F1 F1 F1 F1 F1
POTANSIYELI 1.Giin 7.Giin 14.Giin 21.Giin 1.Ay 2.Ay 3.Ay
(mV)
4Clortam nemi | -8.72%0.73 | -10.42+0.71 | -10.0£0.64 | -10.3+0.47 -10.1+0.11 | -9.03£0.74 | -10.1x0.27
25°C/%60 bagil
nem -8.72+0.73 | -7.96+0.63 | -19.24+0.37 | -23.38+0.36 | -17.2+0.33 | -19.36+0.57 | -22.44+0.33
40°C/%75 bagil
nem -8.72+0.73 | -20.71+0.84 | -25.99+0.12 | -27.62+0.63 | -23.1:x0.18 | -35.32+0.42 | -40.12+0.73
ZETA CV-F2 CV-F2 CV-F2 CV-F2 CV-F2 CV-F2 CV-F2
POTANSIYELI 1.Giin 7.Giin 14.Giin 21.Giin 1.Ay 2.Ay 3.Ay
(mV)
4Clortam nemi | -5.1620.18 | -6.32+0.59 | -6.94+0.73 | -7.19+053 | -7.52+0.19 | -7.44+0.77 | -7.59+0.19
25°C/%60 bagil
nem -5.16+0.18 | -8.63+0.23 | -12.16+0.92 | -14.15+0.12 | -13.1£0.73 | -14.26+0.22 | -14.48+0.72
40°C/%75 bagil
nem -5.1620.18 | -11.69+0.18 | -19.31+0.79 | -22.51+0.39 | -26.7+0.54 | -29.62+0.19 | -33.92+0.56
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F1 ve CV-F2 formulasyonlarinin partikil baydklugu oOlgimu
degerlerine ve glven arahdi verilerine bakildiginda, partikillerin oldukga
homojen ve birbirine yakin biyUklikte oldugu anlagiimaktadir. Ozellikle
4’C'de saklanan lipozomlarin partikiil blyikliginde 3 ayin sonunda
anlamli bir artis goézlenmemistir (t-test, p>0.05). Ayni sekilde lipozomlarin
zeta potansiyelleri degerlendirildiginde 4°C/ortam nemi ve 25°C/%60 bagil
nem igceren ortamlarda zeta potansiyel degerlerinde anlaml bir degisme
bulunamamigtir (t-test, p>0.05), ancak 40°C/%75 bagil nemde igeren
ve CV-F2

degerlerindeki degisim anlamlidir (t-test, p<0.05).

ortamda saklanan F1 lipozomlarinin zeta potansiyel

Poliol dilisyon yontemi ile hazirlanan P1(bos lipozom) ve CV-P2 (CV
iceren lipozom) lipozom formulasyonlarinin ayni ortamlarda yapilan
stabilite c¢alismasinin sonunda bulunan partikal buyukligu ve zeta

potansiyel degerleri Tablo 47°de verilmigtir.

Tablo 47. P1 ve CV-P2 lipozom formiilasyonlarinin stabilite caligmasindaki partikuil

buyiikligi (nm) ve zeta potansiyeli (mV).

PARTIKOL P1 P1 P1 P1 P1 P1 P1
BUYUKLUGU 1.Giin 7.Giin 14.Giin 21.Giin 1.Ay 2.Ay 3.Ay
(nm)
X 286.2+0.8 281.0+£0.3 289.4+0.7 288.4+0.5 283.2+0.3 290.1+£0.5 293.1+0.0
4 Qlortam nemi
25'C/%60 bagil 286.2+0.8 277.7+0.5 278.6+0.3 294.3+0.9 299.1+0.8 305.6+0.0 324.2+0.8
nem
40°C/%75 bagil 286.2+0.8 288.1+0.4 287.9+0.1 295.8+0.4 308.2+0.4 327+0.21 355.1+0.6
nem
PARTIKOL CV-P2 CV-P2 CV-P2 CV-P2 CV-P2 CV-P2 CV-P2
BUYUKLUGU 1.Giin 7.Gin 14.Giin 21.Giin 1.Ay 2.Ay 3.Ay
(nm)
R 251.7+0.9 260.6+0.6 258.1+0.2 256.4+0.0 253.2+0.3 255.1+£0.2 357.6+0.1
4 Qlortam nemi
25 C/%60 bagil 251.7+0.9 230.8+0.2 225.3+0.3 225.8+0.0 255.4+0.0 278.1+£0.0 391.2+0.1
nem
40°C/%75 bagil 251.7+0.9 229.5+0.4 225.9+0.1 228.7+0.4 268.3+0.8 286.1+0.2 402.140.2
nem
ZETA P1 P1 P1 P1 P1 P1 P1
POTANSIYELI 1.Giin 7.Giin 14.Giin 21.Giin 1.Ay 2.Ay 3.Ay
(mV)
4 C/ortam nemi -0.475 £0.045 -0.42+0.11 -1.00+0.03 -1.03+0.65 -1.02+0.19 -1.03+0.64 -1.08+0.77
25 C/%60 bagil
, hem -0.475 £0.045 -0.52 +0.69 -0.547+0.98 -0.88+1.13 -0.76+0.13 -0.96+0.37 -1.04+0.13
40°C/%75 bagil
nem -0.475 +0.045 | -0.67+0.26 -1.04+0.76 -1.84+0.13 -1.82+0.18 -1.92+0.52 -2.12+0.48
ZETA CV-P2 CV-P2 CV-P2 CV-P2 CV-P2 CV-P2 CV-P2
POTANSIYELI 1.Giin 7.Gin 14.Giin 21.Giin 1.Ay 2.Ay 3.Ay
(mV)
4 C/ortam nemi -0.585+0.765 -0.84+0.72 -0.811£0.454 -0.917+0.981 -0.981+0.193 -1.04+0.47 -1.58+0.39
25 C/%60 bagil
nem -0.585+0.765 - -0.757£0.821 | -0.626+0.293 | -0.753x0.932 | _.0809+0.023 | -0.818+0.223
40°C/%75 bagil 0.643+1.542 27940 44
nem -0.585+0.765 -1.31£0.79 -2.51+0.65 e (950, -3.02+0.09 -3.72+0.36
-1.18+0.33
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P1 ve CV-P2 formilasyonlarinin partikil buyuklugud olgimu
degerlerine bakildiginda ve hesaplanan P degerleri incelendiginde her tg¢
sicaklikta da tim lipozomlarin partikil blytkligunde 3 ayin sonunda
anlamli bir degisme vyoktur (t-test, p>0.05). P1 ve CV-P2 lipozom
formalasyonlarinin  zeta potansiyelleri, stabilite g¢aligsmasi sonucunda,
40°C’de saklanan P1 formulasyonunda ve 25°C ile 40°C’de saklanan CV-
P2 formullasyonunda anlamh degisme gostermektedir (t-test, p<0.05).

Film-hidrasyon yontemi ile farkh lipit oranlar kullanilarak hazirlanan
CV-FS1 ve yine farkl lipit oranina sahip ayrica dondurup ¢dézme yontemi
ile hazirlanan CV-FS2'nin stabilite c¢alismasinda bulunan partikul

blyUklugu ve zeta potansiyeli degerleri Tablo 48’de verilmistir.

Tablo 48. CV-FS1 ve CV-FS2 lipozom formiilasyonlarinin stabilite calismasindaki
partikiil biliyiikligii (um) ve zeta potansiyeli (mV).

PARTIKOL CV-FS1 CV-FS1 CV-FS1 CV-FS1 CV-FS1 CV-FS1 CV-FS1
BUYUKLUGU 1.Giin 7.Giin 14.Giin 21.Giin 1.Ay 2.Ay 3.Ay
(pm)
4'Clortam nemi 9.35+0.25 9.88+0.65 9.76+0.76 9.45+0.06 9.42+0.12 9.88+0.05 9.94+0.04
25°C/%60 bagil
nem 9.35+0.25 9.92+0.33 9.95+0.87 9.44+0.05 9.98+0.13 9.93+0.01 9.66+0.16
40°C/%75 bagil
nem 9.35+0.25 9.69+0.32 9.87+0.91 9.97+0.03 9.98+0.11 9.91+0.11 10.02+0.06
PARTIKOL CV-FS2 CV-FS2 CV-FS2 CV-FS2 CV-FS2 CV-FS2 CV-FS2
BUYUKLUGU 1.Giin 7.Giin 14.Giin 21.Giin 1.Ay 2.Ay 3.Ay
(pm)
4'Clortam nemi 3.97+0.02 3.83+0.06 4.07+0.11 4.16+0.07 4.13£0.22 4.15%0.21 4.16+0.05
25°C/%60 bagil
nem 3.97+0.02 4.05+0.03 4.18+0.03 4.31+0.04 4.25+0.06 4.28+0.06 4.31+0.04
40°C/%75 bagil
nem 3.97+0.02 4.08+0.02 4.29+0.09 4.42+0.06 4.48+0.11 4.59+0.09 4.65+0.03
ZETA CV-FS1 CV-FS1 CV-FS1 CV-FS1 CV-FS1 CV-FS1 CV-FS1
POTANSIYELI 1.Giin 7.Giin 14.Giin 21.Giin 1.Ay 2.Ay 3.Ay
(mV)
4°C/ortam nemi 4932249 | 49.22+0.41 | 49.21x0.24 | 49.30%0.37 49.11+0.19 | 49.04+0.53 | 49.03+0.39
25°C/%60 bagil
nem 4932 +2.49 | 49.26+0.43 | 49.24+0.17 | 49.28+0.30 49.16 £+0.23 | 49.08+0.65 | 49.04+0.37
40°C/%75 bagil
nem 49.32+2.49 | 49.17+0.36 | 49.39+0.02 | 49.12+0.13 49.02+0.08 | 48.89+0.19 | 48.32+0.13
ZETA CV-FS2 CV-FS2 CV-FS2 CV-FS2 CV-FS2 CV-FS2 CV-FS2
POTANSIYELI 1.Giin 7.Giin 14.Giin 21.Giin 1.Ay 2.Ay 3.Ay
(mV)
4'Clortam nemi | 53.16+11.82 | 53.02:0.28 | 52.97+0.09 | 52.89+0.13 | 52.790.67 52.23+0.45 | 52.19+0.29
25°C/%60 bagil
nem 53.16+11.83 | 53.03+0.19 | 52.87+0.12 | 52.75+0.02 | 52.63+0.13 52.56+0.12 | 52.35+0.62
40°C/%75 bagil
nem 53.16+11.84 | 52.98+0.08 | 52.77+0.14 | 52.55+0.46 | 51.92+0.87 51.68+0.32 | 51.12+0.26

CV-FS1 ve CV-FS2 lipozom formulasyolarinin farkli saklama

kosullarinda  partikil ~ buydkliglu  incelendiginde ve P degeri
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hesaplandiginda butin degerlerin 0.05°den buyuk oldugu bulunmustur
(test, p>0.05), yani partiktl bayukligundeki degisme anlaml degildir.
Poliol-dilisyon yodntemi ile farkli lipit oranlari kullanilarak hazirlanan
CV-PS1 ve yine farkli lipit oranina sahip ayrica dondurup ¢6zme yontemi
ile hazirlanan CV-PS2'nin stabilite c¢alismasinda bulunan partikal

blyUkligu ve zeta potansiyeli degerleri Tablo 49’da verilmistir.

Tablo 49. CV-PS1 ve CV-PS2 lipozom formiilasyonlarinin stabilite ¢aligmasindaki

partikiil biiyiikligi (nm) ve zeta potansiyeli (mV).

PARTIKUL CV-PS1 CV-PS1 CV-PS1 CV-PS1 CV-PS1 CV-PS1 CV-PS1
BUYUKLUGU 1.Giin 7.Giin 14.Giin 21.Giin 1.Ay 2.Ay 3.Ay
(nm)
4Clortam nemi 32619 3287 330£9 33125 33245 33145 33024
25'C/%60 bagil
. nem 32619 32516 32746 32948 330+3 3292 3308
40°C/%75 bagil
nem 32619 34249 35515 36246 37114 38315 39816
PARTIKUL CV-PS2 CV-PS2 CV-PS2 CV-PS2 CV-PS2 CV-PS2 CV-PS2
BUYUKLUGU 1.Giin 7.Giin 14.Giin 21.Giin 1.Ay 2.Ay 3.Ay
(nm)
4Clortam nemi 31515 313£2 3151 31625 31322 31818 31629
25°C/%60 bagil
. nem 31515 31544 31813 31747 3208 32213 32249
40°C/%75 bagil
nem 3155 3111 313£9 31244 31548 31619 31745
ZETA CV-PS1 CV-PS1 CV-PS1 CV-PS1 CV-PS1 CV-PS1 CV-PS1
POTANSIYELI 1.Giin 7.Giin 14.Giin 21.Giin 1.Ay 2.Ay 3.Ay
(mV)
4Clortam nemi | 2.54%0.405 | 2.52¢0.55 | 2.51%0.15 2.5410.25 2.55:0.25 | 2.5120.21 2.560.17
25°C/%60 bagil
. nem 254 +0.405 | 2.560.69 | 2.59+0.32 2.610.42 258019 | 2.57+0.17 2.62+0.32
40°C/%75 bagil
nem 2.54 +0.405 | 2.57+0.48 | 2.61%0.44 2.57+0.82 2.61:0.41 | 2.59+0.22 2.62+0.21
ZETA CV-PS2 CV-PS2 CV-PS2 CV-PS2 CV-PS2 CV-PS2 CV-PS2
POTANSIYELI 1.Giin 7.Giin 14.Giin 21.Giin 1.Ay 2.Ay 3.Ay
(mV)
4Clortam nemi | 30.83t2.79 | 30.15:1.54 | 30.14t0.54 | 30.19:0.76 | 30.25:0.65 30.42:t0.52 | 30.59:0.15
25'C/%60 bagil
. nem 30.83+2.79 | 30.63+0.76 | 30.55:0.45 | 30.61:0.37 | 30.66+0.93 30.76:0.62 | 30.98+0.12
40°C/%75 bagil
nem 30.83+2.79 | 30.77+0.89 | 30.81:0.66 | 30.01:0.54 | 30.26+0.94 30.62+0.29 | 30.92+0.96

CV-PS1 ve CV-PS2 formulasyonlarinin stabilite ¢alismalarinda da
zeta potansiyeli ve partiktl buyuklagu ozellikleri agisindan 3 ay boyunca
anlamli bir degisme olmadigi bulunmustur (t-test, p>0.05). Lipozom
formulasyonlarin stabilitesi partikil buydkligi ve zeta potansiyeli
agisindan degerlendirildiginde en stabil formulasyonlar CV-PS1 ve CV-
PS2 bulunmustur.

Stabilite calismalarinda lipozomlarin i¢cinde bozulmadan kalan etkin

maddenin miktar tayini de yapimis ve etkin maddenin miktarindaki
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degismeye bagl olarak determinasyon katsayisi, sapma kareleri toplami
gibi uyum Olgutleri incelenmistir. Elde edilen profiller kinetik agidan
incelenerek, lipozom formulasyonundaki etkin maddelerin bozunma
kinetikleri belirlenmigtir.

Film-hidrasyon yontemi ile hazirlanan CV-F2 lipozomlarinin igindeki
CV miktarinin, formulasyonun farkli saklama kosullarinda, zamana gore
degisimi Sekil 56’da gdosterilmistir.

Bozunmadan Kalan Etkin Madde (%)

Zaman [giin]

Sekil 56. Stabilite calismalarinda CV-F2 lipozomlarinin igindeki CV miktarinin
zamana gore degisimi

Poliol-dilisyon yontemi ile hazirlanan, CV-P2 lipozomlarin igindeki CV
miktarinin, formullasyonun farkh saklama kosullarinda, zaman gore
degisimi Sekil 57°de gosterilmistir.

Bozonmadan Kalan Etkin Madde (%)
|

410 =
Tamam [gim)

Sekil 57. Stabilite caligmalarinda CV-P2 lipozomlarinin igindeki CV miktarinin
zamana gore degisimi
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Film-hidrasyon yontemi ile hazirlanan, fakat farkl lipit molar oranlarina
sahip CV-FS1 ve dondurup ¢6zme metodu ile hazirlanan CV-FS2
lipozomlarinin igindeki CV miktarinin, formulasyonun farkli saklama

kosullarinda, zaman gore degisimi Sekil 58'de gosterilmistir
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Sekil 58. Stabilite g¢aligmalarinda CV-FS1 ve CV-FS2 lipozomlarinin igindeki CV
miktarinin zamana gore degisimi

Poliol-dilisyon ile hazirlanan fakat farkl lipit molar oranlarina sahip
CV-PS1 ve dondurup ¢6zme metodu ile hazirlanan CV-PS2 lipozomlarinin
icindeki CV miktarinin, formulasyonun farkl saklama kosullarinda, zamana

gore degisimi Sekil 59'da gosterilmistir

120

Bozunmadan Kalan Etkin Madde %

il m

iDIar'n an [sazt]

Sekil 59. Stabilite calisgmalarinda CV-PS1 ve CV-PS2 lipozomlarinin igindeki CV
miktarinin zamana gore degisimi

a0 100
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Stabilite calismalari sonucunda elde edilen kinetik hesaplar film-

hidrasyon yontemi ile hazirlanan lipozomlar igin Tablo 50'de, poliol-

dilisyon yontemi ile hazirlanan lipozomlar i¢in Tablo 51’de gosterilmistir.

Tablo 50. CV-F2, CV-FS1 ve CV-FS2 lipozom formiilasyonlarindaki CV stabilitesine
ait parametreler

Reakiyon Sicaklik ( C) Egim (k) Kesisim (Co) Determinasyon Sapma Kareleri
Derecesi Katsayisi (R?) Toplami (SKT)
CV-F2 CV-F2 CV-F2 CV-F2 CV-F2 CV-F2
Sifir Derece 4 0.5290 97.5 0.9038 9223
25 0.5979 96.4 0.9398 11295
40 0.6337 92.7 0.9082 12063
Birinci Derece 4 0.0071 4.5918 0.9282 43136
25 0.0085 4.5887 0.9702 40229
40 0.0097 4.5510 0.9600 35876
ikinci Derece 4 4X10™ 0.0099 0.9475 45136
25 0.0001 0.0098 0.9872 44322
40 0.0002 0.0101 0.9881 39601
CV-Fs1 CV-FS1 CV-FS1 CV-Fs1 CV-Fs1 CV-FSs1
Sifir Derece 4 0.4487 93.5 0.8935 6143
25 0.4838 91.6 0.9004 6829
40 0.5117 89.2 0.8784 7379
Birinci Derece 4 0.0060 4.5452 0.9347 41026
25 0.0067 4.5276 0.9475 38205
40 0.0075 4.5019 0.9382 35261
ikinci Derece 4 5X107 0.0105 0.9659 45398
25 4X107 0.0106 0.979 42344
40 0.0001 0.0109 0.9767 39146
CV-FS2 CV-FS2 CV-FS2 CV-FS2 CV-FS2 CV-FS2
Sifir Derece 4 0.4052 95.99 0.9281 5221
25 0.4599 92.87 0.8615 6479
40 0.4882 90.05 0.8420 6979
Birinci Derece 4 0.0051 4.5710 0.9564 44798
25 0.0062 4.5386 0.9079 40125
40 0.0069 4.5077 0.9018 36661
ikinci Derece 4 5X107 0.0102 0.9774 49482
25 4X10° 0.0105 0.9415 44422
40 0.0001 0.0109 0.9465 40674

Bozunma reaksiyon kinetikleri incelenen ve uyum odlgutleri belirlenen

film-hidrasyon yodntemi ile hazirlanmig lipozomlarin igindeki CV’in ikinci

derece kinetikle bozundugu bulunmustur. Ug ayin sonunda 4°C'de

saklanan CV-F2, CV-FS1 ve CV-FS2 lipozomlari i¢inde bozunmadan

kalan CV miktar sirasiyla % 56, % 58 ve % 63 olarak bulunmustur. Ancak

40°C’de saklanan lipozomlari i¢inde 3 ay sonunda kalan CV miktari % 42,
% 49 ve % 51°dir.
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Tablo 51.

CV’in CV-P2, CV-PS1 ve CV-PS2
stabilitesine ait parametreler

lipozom formiilasyou

icindeki

Reakiyon Sicaklik (°C) Egim (k) Kesigim (Co) Determinasyon Sapma Kareleri
Derecesi Katsayisi (Rz) Toplami (SKT)
CV-P2 CV-P2 CV-P2 CV-P2 CV-P2 CV-P2
Sifir Derece 4 0.3791 94.565 0.8821 4537
25 0.4119 93.207 0.8990 5135
40 0.3198 80.999 0.5502 3119
Birinci Derece 4 0.0048 4.5545 0.9154 44068
25 0.0054 4.5416 0.9378 41659
40 0.0044 4.3869 0.6399 32390
ikinci Derece 4 5X10° 0.0104 0.9404 48731
25 4X107 0.0105 0.9639 46127
40 5X10° 0.0125 0.7297 36293
CV-PS1 CV-PS1 CV-PS1 CV-PS1 CV-PS1 CV-PS1
Sifir Derece 4 0.4053 98.852 0.9533 5514
25 0.3681 95.245 0.9082 4294
40 0.4798 94.931 0.9589 6996
Birinci Derece 4 0.0050 4.6014 0.9728 47950
25 0.0046 4.5628 0.9327 45063
40 0.0065 4.5668 0.9852 41596
ikinci Derece 4 5X10° 0.0099 0.9858 52836
25 4X10° 0.0103 0.9456 49808
40 5X10° 0.0102 0.993 45968
CV-PS2 CV-PS2 CV-PS2 CV-PS2 CV-PS2 CV-PS2
Sifir Derece 4 0.3173 99.635 0.965 3489
25 0.3348 96.189 0.9142 3640
40 0.5151 89.907 0.8516 7720
Birinci Derece 4 0.0037 4.6062 0.9765 51585
25 0.0041 4.5702 0.9396 47099
40 0.0074 4.5074 0.9147 35892
ikinci Derece 4 5X10™ 0.0099 0.985 56794
25 4X10° 0.0103 0.9605 52010
40 0.0001 0.0108 0.9599 39815
Uyum dlgltlerine gore poliol-dilisyon yontemi ile hazirlanan

lipozomlarin igindeki CV tum saklama kosullarinda ikinci derece kinetikle
bozunmustur. Ug ayin sonunda 4°C’de saklanan CV-P2, CV-PS1 ve CV-
PS2 lipozomlari icinde bozunmadan kalan CV miktar sirasiyla % 63, % 65
ve % 73dur. Bu degerler 40°C’'de % 56, % 54 ve % 49 olarak

bulunmustur.

Batun lipozomlarin bozunma oOzellikleri degerlendirildiginde CV-PS2

lipozom formulasyonun en stabil formulasyon oldugu saptanmistir.
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4.3.2.5. Lipozom Formulasyonlarinin Franz Diflizyon Hiicresinde Gecisinin

incelenmesi

Hazirlanan lipozomlardan belli miktar tartilarak 12000 Dalton’dan
kuguk molekullere gegirgen olan diyaliz membrandan gegis incelendi. Belli
zaman araliklarinda oOrnekler alindi. Alinan oOrneklerden CV’in analizi
spektrofotometrede 278.4 nm’de  yapildi. Sonuglar standart dogru
denkleminde yerine konularak diyaliz membrandan gegen etkin madde
miktari hesaplandi (Sekil 60).

- CV-PS1

—+—CV-FS1

—+—CV-FS2

-=CV-PS2

=-CV-F2

—CV-P2

DiYALIZ MEBRANDAN GEGEN % CV MIKTARI

0 10 20 30 40 50 60
ZAMAN (saat)

Sekil 60. Cidofovir etkin maddesi ile hazirlanan lipozom formiilasyonlarindan etkin
maddenin diyaliz membrandan gegis profilleri

Profilden de anlasilacagi gibi 48 saatin sonunda lipozomlar igindeki
etkin maddenin tamamina yakini salinmigtir. En az salim yapan
formulasyon 48 saatin sonunda % 88.3+2.03 CV salan CV-PS2 lipozom

formulasyonudur.
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4.3.2.6. Biyoadezif Lipozom-Jel (Lipojel) Formulasyonlarina Ait Bulgular
Bolim 3.2.8'de kodlari verilen lipojeller CV-FS2 ve CV-PS2

lipozomlarini tagimaktadir. Tasiyici olarak daha 6nce Uzerinde galistigimiz

Carbopol, kitosan, HPMC, poloksamer jel kullaniimistir. CV-FS2 ve CV-
PS2 lipozomu igeren lipojellerden CV salim profilleri Sekil 61 ve 62'de

verilmistir.
100 - ——CW-FS2-KR
—a—CV-FS2-K100M
——CV-FS2-KITH3
80 - ——CV-FS2-P407
=
=
=
>
(6}
|
1}
x
O
;‘E
=
E
B
o
0 10 20 30 40 50
ZAMAN (saat)

Sekil 61. CV-FS2 lipozomu ile hazirlanan lipojellerden etkin maddenin diyaliz
membrandan gegis profilleri

Film-hidrasyon ydntemi ile hazirlanan lipojellerden salimin oldukca
azaldigini ve kontrolli salimin saglandigini gormekteyiz. Ozellikle
Carbopol ile hazirlanan lipojellerden salimin 48 saatin sonunda %
35.814.2 oldugu bulunmustur. CV-FS2-K100M formulasyonundan ise ilk 8
saatin sonunda % 16.3+3.6 oldugu 48 saatin sonunda da % 55.9+5.2

oldugu bulunmustur.
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Sekil 62. CV-PS2 lipozomu ile hazirlanan lipojellerden etkin maddenin diyaliz
membrandan gegis profilleri

Poliol-dilisyon yontemi ile hazirlanan lipojellerden de salimin
azaldigi ve en az salimin 48 saatin sonunda % 40.4+3.6 ile Carbopol
iceren formullasyon oldugu bulunmustur. Poloksamer jel kullanilarak
hazirlanan CV-PS2-P407 formulasyonu ilk sekiz saatte % 24.315.2 salim
yapmis ancak bu degerin 48 saatin sonunda % 89.415.3 oldugu
bulunmustur. Bu lipojellerin viskozite ve akis Ozellikleri de incelenmigtir.
Batin jellerin pseudo plastik akis gosterdigi belirlenmis ve vizkozite
degerleri Tablo 52’de verilmigtir. Buna gore igine lipozom konulmus
biyoadezif vajinal jellerin, lipozom tasimayan jellere gore viskozitesinde
disme gozlenmisgtir.

Tablo 52. Lipojellerin viskozite degerleri

Viskozite (cP) rpm Spindle No
CV-FS2-KR 116518 2 52
CV-FS2-KITH3 4837 20 52
CV-FS2-K100M 97349 20 52
CV-FS2-P407 9176 20 52
CV-PS2-KR 957+13 2 52
CV-PS2-KT 398+4 20 52
CV-PS2-K100M 79510 20 52
CV-PS2-P407 716+11 20 52
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4.3.3. Mikrokiire Formiilasyonlarina Ait Bulgular

4.3.3.1. Emilsiyon Polimerizasyon Yoéntemi Kullanilarak Hazirlanan

Kitosan Mikrokiirelerine Ait Bulgular

Hazirlama sirasinda emilsiyon olusturmada basari saglandi,
karistirma bittikten sonra santriflij yapildi ve yikama islemine gecildi.
Ancak ylkama isleminde tam anlamiyla basari sadlanamadi. Partikuller
birbirinden ayrilmadi ve polimer kitlesi seklinde bir gérinti olustu. Oda
sicakhdinda kurutma isleminden sonra Isik mikroskobu ile E1
formulasyonuna ait partikiller incelenmeye calisildi (Sekil 63). Partikillerin

tam kiresel sekilde olusmadidi ve ¢ok az partikil olustugu gézlendi.

Sekil 63. Emiilsiyon polimerizasyon yéntemi ile hazirlanan E1 kitosan
mikrokiirelerinin 1g1k mikroskobundaki gériintiisii (x5)

Bu denemede basarili olunamadigi i¢cin benzer bir yéntem denendi.
Ilk denememizde karsilastigimiz sorunlar ile bu yéntemde de karsilastik,
yag fazi tam olarak uzaklastirilamadi ve partikiller birbirinden ayrilip
kuresel bir sekilde elde edilemedi (Sekil 64).
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Sekil 64. Emiilsiyon polimerizasyon yéntemi ile hazirlanan E2 kitosan
mikrokiirelerinin 1g1k mikroskobundaki gériintiisii (x5)

Partikil olusumunda basar saglanamadidi icin bu grup mikrokire

calismasina devam edilmedi.

4.3.3.2. iyonotropik Jelasyon Yontemi Kullanilarak Hazirlanan Kitosan

Mikrokirelerine Ait Bulgular

Bu yoéntem ile elde edilen CV-T1 mikrokirelerinin 1sik mikroskobu
goruntileri Sekil 65 ve 66’da verilmistir. SEM gérintileri ise Sekil 67 ve
68’de verilmigtir.

Sekil 65. lyonotropik jelasyon yéntemi kullanilarak hazirlanan, etkin madde
icermeyen kitosan mikrokiirelerinin 1g1k mikroskobundaki gériintiisii (x5)

188



Sekil 66. lyonotropik jelasyon yéntemi kullanilarak hazirlanan CV igeren CV-T1
kitosan mikrokiirelerinin 1sik mikroskobundaki goriintiisi (x5)

A :é', ] i ' S - s, N
5/12/2008 HY | mag| WD | det |spot 500 um
3:02:31 PM |10.00 kV 253 x| 7.8 mm |[ETD | 4.0 METU CENTRAL LABORATORY
Sekil 67. lyonotropik jelasyon yéntemi kullanilarak hazirlanan, etkin madde
icermeyen kitosan mikrokiirelerinin SEM gériintiisii
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5/12/2008 ‘ Hv mag | WD ‘ det | spot 400 pm

2:57:12 PM |30.00 kV |300 x| 7.8 mm |[ETD | 6.0 METU CENTRAL LABORATORY
Sekil 68. lyonotropik jelasyon yéntemi kullanilarak hazirlanan CV igeren CV-T1
kitosan mikrokiirelerinin SEM gériintiisii

Bu yéntem ile hazirlanan formulasyonlarin kiresel oldugu gérilmus

ve mikroklire formilasyonlari Gzerinde yapilan kontrollere gecilmistir.

4.3.3.3. Iyonotropik Emiilsiyvon Jelasyon Yontemi Kullanilarak Hazirlanan

Kitosan Mikrokiirelerine Ait Bulgular

Bu yéntemle hazirlanan kirelerin i1sik mikroskobu géruntuleri Sekil 69

ve 70’de, SEM goruntuleri ise Sekil 71 ve 72’de verilmistir.
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Sekil 69. lyonotropik emiilsiyon jelasyonu yéntemi kullanilarak hazirlanan, etkin
madde icermeyen kitosan mikrokiirelerinin  hazirlandigi  andaki 1sik
mikroskobundaki gériintiisii (x5)

Sekil 70. lyonotropik emiilsiyon jelasyonu ydntemi kullanilarak hazirlanan CV
iceren CV-K1 kitosan mikrokiirelerinin hazirlandigi andaki i1sik mikroskobundaki
gorintiisi (x5)
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A

5/12/2008 HY mag WD det | spot 1 mm
2:59:04 PM |30.00 kV | 105 x| 7.8 mm |ETD | 6.0 METU CENTRAL LABORATORY

Sekil 71. iyonotropik emiilsiyon jelasyonu ydntemi kullanilarak hazirlanan, etkin
madde icermeyen kitomikrokﬁrelerinin SEM goriintiisii

5/12/2008 HwW mag WD det pot 500 pm
3:04:18 PM [10.00 kV [260 x| 7.8 mm |ETD | 4.0 METU CENTRAL LABORATORY

Sekil 72. lyonotropik emiilsiyon jelasyonu ydntemi kullanilarak hazirlanan CV
iceren CV-K1 kitosan mikrokiirelerinin SEM gériintiisii
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4.3.3.4. Kompleks Koaservasyon Yontemi Kullanilarak Hazirlanan Kitosan

Mikrokirelerine Ait Bulgular

Hazirlama sirasinda CV-AS4 formulasyonunun en iyi 6zelliklere sahip

olan mikrokire formilasyonu oldugu gérildi ve SEM goéruntisu cekildi
(Sekil 73).

{12 HV mag WD | det |spot — 10 ym ——
3:05:11 PM |[10.00 kV |6 421 x| 7.8 mm |[ETD| 4.0 METU CENTRAL LABORATORY
Sekil 73. Kompleks Koaservasyon ydntemi kullanilarak hazirlanan CV-AS4 kitosan
mikrokiirelerinin SEM gériintiisii

4.3.3.5. Sodyum Siilfat ile Presipitasyon Yontemi Kullanilarak Hazirlanan

Kitosan Mikrokirelerine Ait Bulgular

Hazirlama sirasinda CV-BT4 formilasyonunun en iyi 6zelliklere sahip

olan mikrokire oldugu gérildi ve SEM géruntisi cekildi (Sekil 74).

193



5/12/2008 |
3-08:14 PM

HY mag/ \WE d‘e-?c s.pot' 1 mm
10.00 kV 125 x| 8.1 mm |[ETD| 4.0 METU CENTRAL LABORATORY
Sekil 74. Sodyum Siilfat ile Presipitasyon yéntemi kullanilarak hazirlanan CV-BT4
kitosan mikro- partikiillerinin SEM gériintiisii

4.3.3.6. Hazirlanan Kitosan Mikrokiirelerinin Karakterizasyonu

4.3.3.6.1. Hazirlanan Mikrokirelerde Etkin Madde Miktar Tayini ve islem

Etkinligi
Bélim 3.2.10.1’de anlatildidi gibi yapilmistir. Sonuglar Tablo 53'de

verilmigtir.

Tablo 53. Etkin madde igceren kitosan mikrokiirelerinin formiilasyon icerikleri

KOD | Teorik Etkin mad. | Olgiilen Etkin Mad. ISLEM _
Miktar % Miktan % ETKL;\ILIGI
0
CV-T1 5 3.68+0.02 73.5
CV-K1 5 3.29+0.04 65.8
CV-AS4 5 2.23+0.06 44.6
CV-BT4 5 2.76+0.08 55.2
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4.3.3.6.2. Hazirlanan Formiillerin Partikil Buyukligia ve Dadilimi ve Zeta

Potansiyeli
Mikrokirelerin partikal buyukluga o6lcumu, polidispersite indeksi ve

zeta potansiyeli sonuglari Tablo 54’de verilmistir.

Tablo 54. Hazirlanan kitosan mikrokiirelerin ortalama partikiil biiyiikliigii ve zeta
potansiyel (mV)

Formiilasyonlar Partikiil Polidispersite Zeta Potansiyeli
Biiyuklgti Indeksi (mV)
CV-T1 85843 um 0.567+0.083 6.34
CV-K1 8285 um 0.498+0.061 -12.65
CV-AS4 63912 nm 0.276+0.018 -8.27
CV-BT4 831+4 nm 0.324+0.092 -11.87

4.3.3.7. Mikrokirelere-Jel Formilasyonlarinin Karakterizasyonu

4.3.3.7.1. Mikrokiire-Jel Formilasyonlarinin Viskozitesi ve Akis Ozellikleri

Hazirlanan mikrokure-jel formulasyonlarinin viskozite ve akis 6zellikleri
de incelenmistir. Bltin mikrokire-jellerin pseudo plastik akis gdsterdigi
belirlenmis ve vizkozite dederleri Tablo 55’de verilmistir. Buna gore icine
mikrokire ilave edilmis biyoadezif vajinal jellerin viskozitesinde disme

g6zlenmigtir.

Tablo 55. Mikrokiire iceren jellerin viskozite degerleri

Viskozite (cP) rpm Spindle No
CV-T1-KR 1276119 2 52
CV-T1-KITH3 5075 20 52
CV-T1-K100M 109719 20 52
CV-K1-KR 1255+11 2 52
CV-K1-KITH3 52118 20 52
CV-K1-K100M 110916 20 52
CV-AS4-KR 911413 2 52
CV-AS4-KITH3 35515 20 52
CV-AS4-K100M 896110 20 52
CV-BT4-KR 95618 2 52
CV-BT4-KITH3 384+7 20 52
CV-BT4-K100M 75916 20 52
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4.3.3.7.2. Mikrokiire-Jel Formulasyonlarinin Franz Difiizyon Hlicresinden

Gecisine Ait Bulgular

Tablo 16’da formulasyon kodlari ve icerikleri verilen mikrokire-jel
formulasyonlarina ait salim profilleri Sekil 75-78’de verilmistir.

Sekil 75de CV-T1 grubu mikrokirelerin  salim  profilleri
gorilmektedir. CV-T1 mikroklresi slispansiyon halinde 8. saatin sonunda
% 13.3+1.4, 24. saatin sonunda % 28.0+1.6 ve 48. saatin sonunda %
37.8+1.9 oraninda salim yapmistir. Profilden de anlasildigi gibi CV-T1
mikrokilresinin slUspansiyon halindeki salimina en yakin salimi CV-T1-
KITH3 (kitosan jel icinde CV-T1 kitosan mikrokireleri olan formulasyon)
formulasyonu vermistir. Buna gére CV-T1-KITH3 formilasyonu 8, 24 ve
48. saatlerin sonunda % 16.9+2.1, % 28.7+1.1 ve % 37.3%£1.2 oraninda
salim yapmistir. CV-T1 formulasyonu ile CV-T1-KITH3 formulasyonunun
salimi benzerdir. Bu grup mikrokire-jel formulasyonlarindan en az salimi
48 saatin sonunda % 10.5£1.5 oraninda salm yapan CV-T1-KR

formilasyonudur.

45.0
——CV-T1
40.0 I
—= CV-T1-KITH3
35.0
_ ——CV-T1-KR
Ba0.0 |
£°9° 1| —a—cv-T1-Pa07
325-” ——CV-T1-K100M
<200
=
O
315.0
w10.0
E
5.0
}—
0.0 :

Q 10 20 30 40 S0
Zaman (saat)

Sekil 75. CV-T1 mikrokiire ve mikrokiire-jel formiilasyonlarindan CV’nin diyaliz
membrandan gecisi (n=6)
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Sekil 76'de CV-K1 grubu mikrokirelerin  salim  profilleri
gorilmektedir. CV-K1 mikrokiresi stispansiyon halinde 8. saatin sonunda
% 26.2+0.8, 24. saatin sonunda % 47.4+1.1 ve 48. saatin sonunda %
79.9+1.5 oraninda salim yapmistir. Jel icindeki CV-K1 mikrokurelerinden
salima bakildiginda ise 48 saatin sonunda en fazla salimi CV-K1-KITH3
formulasyonu (% 30.9+1.7), en az salimi da CV-K1-KITH3 formulasyonu
(% 11.7+1.6) yapmistir.

90.0
——CV-K1
80.0
——CV-K1-KT
70.0
——CV-K1-
60.0 K100M
——CV-K1-
50.0 P407
—=-CV-K1-KR

€
o
o

% Salinan CV Miktan
3 5
[ o

s
2
o

00 .
0 10 Ziman {saaf'jﬂ 40 30

Sekil 76. CV-K1 mikrokiire ve mikrokiire-jel formiilasyonlarindan CV’nin diyaliz
membrandan gegisi (n=6)

Kompleks koaservasyon yéntemi ile hazirlanan 8 farkli mikrokire
formulasyonlarindan 6 tanesinde mikrokire olusumu gézlenmistir (CV-
AS1, CV-AS2, CV-AS3, CV-AS4, CV-AS7 ve CV-ASS8) (Tablo 14). Bu
mikrokUrelerin stspansiyon halinde diyaliz membrandan gecis profilleri
Sekil 77°de gosterilmistir. En fazla salimi yapan CV-AS4 formulasyonu 48
saatin sonunda % 84.6+1.4 oraninda salim yapmistir ve mikrokire-jel

formulasyonlarinin hazirlanmasi igin segilmistir.
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Sekil 77. Kompleks koaservasyon yéntemi ile hazirlanan mikrokiirelerden CV’nin
diyaliz membrandan gecisi (n=6)
CV-AS4 ile kazirlanan mikrokire jel formulasyonlarinin icerikleri

Tablo 16’da verilmis ve diyaliz memrandan gecis profilleri Sekil 78’de

gosterilmigtir.

100.0
—=CW-A54

—8-CV-AS4-KR
800 - CV-AS4-K100M
—B-CV-AS4-KITH3

E;
=
=
>
0
- 600 -
]
—
Or
ﬁ\a 4'3.[] 1
@
E 200 -
=
>.
0.0
0 10 20 30 40 50
Zaman (Saat)

Sekil 78. Kompleks koaservasyon yéntemi ile hazirlanan mikrokiire-jel
formiilasyonlarindan CV’nin diyaliz membrandan gegisi (n=6)
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CV-AS4-KR formiilasyonu 48 saatin sonunda en az salim (%55.7+1.9)
yapan formulasyon olurken CV-AS4-KITH3 formilasyonu en yiksek
salimi (%76.9+3.2) yapmistir.

Mikrokure formulasyonlarinda son olarak sodyum silfat ile
presipitasyon yoéntemi ile hazirlanan BT grubu mikrokireler tGzerinde
cahsilmistir. Bu mikrokirelerin siispansiyon halinde diyaliz membrandan
gecis profilleri Sekil 79'da gosterilmistir. Mikrokireler stispansiyonlarinin
hepsi 48 saatin sonunda CV’in yaklasik % 100’Gnu salmiglardir. Bu
nedenle islem etkinligi en yuksek olan CV-BT4 formilasyonu mikrokure-jel

formulasyonlarinda kullaniimak tizere secilmistir.

120.0
5
.:i 100.0
=
>
0 80.0
=
T ]
= 600 -+ CV-BT1
g -8-CV-BT2
'; 40.0 - CV-BT3
E -a-CV-BT4
% 20.0 - CV-BT7
S —.-CV-BTS

0.0

0 10 20 30 40 30
Zaman (saat)

Sekil 79. Sodyum siilfat ile presipitasyon yontemi ile hazirlanan mikrokiirelerden
CV’nin diyaliz membrandan gegisi (n=6)

CV-BT4 mikrokUresi slispansiyon halinde vajinaya
uygulanamayacagi igin bir jel icinde tagsinmasi gerekmektedir. Bu nedenle
ile hazirlanan mikrokurelerin daha énce Uzerinde calistigimiz jeller ile
mikrokire jel formulasyonlari hazirlanmis ve igerikleri Tablo 16'da
verilmistir. Mikrokire jellerin diyaliz memrandan gegcis profilleri Sekil 80’de

gosterilmis ve profiller CV-BT4 mikrokure stspansiyonunun profili ile
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karsilastiriimistir. Buna gére en az salim yapan CV-BT4-KR formulasyonu
48 saatin sonundaki salim %35.4+4.1 olmustur. En fazla salim yapan CV-
BT4-KITH3 formulasyonu ise 48 saatin sonunda %65.4+2.6 oraninda CV
salmistir. Profilden de anlasildigi gibi jel icindeki mikrpkirelerden salim

mikrokurelerin suspansiyon halindeki salimindan oldukga azdir.

1200, ~vBT4

100.0 -B-CV-BT4-KR

CV-BT4-K100M

80.0
-#-CV-BT4-KITH3

60.0 1

40.0

20.0

Yigiimah % Cikan CV Miktan

0.0
0 10 20 30 40 50

Zaman (saat)

Sekil 80. Sodyum siilfat ile presipitasyon ydntemi ile hazirlanan mikrokiire-jellerden
CV’nin diyaliz membrandan gegisi (n=6)

Mikrokire-jeller ile yapilan diyaliz membrandan gecis calismalarinin
sonunda 48 saat slUresince CV miktarininin % 100’Unu salan bir
formilasyon olmamistir. Bu nedenle vajinal uygulanacak ve iki giin sire ile

kontolli salim yapacak formulasyona ulasgilamamistir.
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4.4. Diyaliz Membrandan Gegis Verilerinin Kinetik Olarak
Degerlendirilmesi

CV iceren tum formilasyonlara ait in vitro gecis verilerinin kinetik
degerlendirme sonuglari Tablo 56’da verilmektedir. Kinetik degerlendirme
icin sifir derece, birinci derece ve Higuchi salim kinetik modelleri

incelenmistir.

Tablo 56. Hazirlanan CV iceren formiilasyonlarin diyaliz membrandan gecis
verilerinin Kinetik incelemesi.

JEL FORMULASYONLARINA AiT GEGIS KINETIKLERI

0.Derece 1.Derece Qt (Higuchi)

Form.No kr’ r’ RSH | kr' r’ RSH k r RSH
CV-C974P1 1.876 0.868 11.8 |0.044 | 0612|0580 | 14.3 | 0.978 | 4.82
CV-C974P2 1.407 0.781 12.02 | 0.029 | 0.583 | 0.402 | 11.04 | 0.931 | 6.75
CV-POL1 1.976 0.772 17.4 10.043 0503 |0.710 | 156 | 0.930 | 9.64
CV-POL2 1.785 0.778 15.4 ]0.035] 0510|0569 | 14.1 | 0.940 | 7.98
CV-HPMCK15M1 1.766 0.527 27.0 [0.031]0.341]0.718[ 153 [0.764 | 19.1
CV-HPMCK15M2 [ 1.741 0.658 20.3 [0.032[0.440[0.603 | 144 [0.866 ] 12.7
CV-HPMCK100M1 [ 1.880 0.637 229 [0.039[0.385]0.824 [ 156 [0.846 | 14.9
CV-HPMCK100M2 [ 1.631 0.628 20.3 [0.030[0.412]0.603]13.6 [0.846 | 13.1
CVKITH1 1.957 0.603 256 [0.037]0.382]0.787 [ 164 [0.824 [ 171
CVKITH2 1.907 0.631 236 [0.037[0.398[0.759 | 15.9 [0.844 | 15.3
CVKITH3 1.925 0.737 18.6 | 0.044 | 0.431 0838|154 |0915] 10.6
CVKITM1 1.942 0.671 22.0 [0.036[0.424[0.703[16.0 [0.878 | 13.4
CVKITM2 1.955 0.622 24.7 [0.036[0.391]0.750 | 16.3 [ 0.840 | 16.0
CVKITM3 1.876 0.868 11.8 [ 0.036 | 0.331]0.860 | 15.8 | 0.771 | 19.4
CVKITL1 1.869 0.617 23.8 [0.036[0.370]0.772 [ 156 [0.837 ] 155
CVKITL2 1.914 0.619 243 [0.034[0.391]0.709 | 16.01 [ 0.838 | 15.8
CVKITL3 2.115 0.754 19.5 [0.047 | 0.461 | 0.842 | 16.8 | 0.923 | 10.9
CV-P407 1.869 0.617 23.8 [0.033][0417]0.639]14.3 [0.845]13.8
CV-MP407 1.724 0.631 21.3 [0.037[0.442]0.696 | 12.2 [0.903 | 9.03
CV-HP407 1.509 0.711 155 ]0.041]0.377 0873|108 |0.826 | 11.2

LIPOZOM FORMULASYONLARINA AIT GEGIS KINETIKLERI

Form.No kr’ r’ RSH | kr' r’ RSH k rr |RSH
CV-F2 1.48 0.545 21.8 [0.024[0.394[0.484 [ 127 [0.774] 154
CV-P2 1.496 0.572 20.9 [0.025[0.399 [ 0.518 [ 12.7 [0.794 | 145
CV-FS1 1.66 0.714 17.0 ]0.033 05220527 |13.4 |0.897 | 10.2
CV-FS2 1.74 0.830 12.7 10.044 | 0560 | 0.650 | 13.4 | 0.958 | 6.34
CV-PS1 1.78 0.752 16.5 |0.039 | 0548 | 0.590 | 14.1 | 0.906 | 10.2
CV-PS2 1.79 0.866 11.4 ]0.057 | 0604 |0.765|1.79 | 0.866 | 11.4
CV-FS2-KR 0.575 0.866 3.66 [0.064 [0.706 [ 0.680 [ 3.93 [0.885 ] 3.63
CV-FS2-K100M 1.04 0.949 3.90 [0.095[0.767 [ 0.863 [6.99 [0.958 | 3.15
CV-FS2-KITH3 1.04 0.968 3.05 [0.070[0.686[0.786 [ 743 [0.970]2.39
CV-FS2-P407 0.869 0.983 1.82 ]0.093]0.737 | 0920 |6.02 | 0993 | 1.18
CV-PS2-KR 0.804 0.827 594 [0.055[0477[0.961[6.20 [0.951]3.16
CV-PS2-K100M 0.940 0.947 361 [0.054 [0.703[0.581[6.80 [0.959 | 3.16
CV-PS2-KITH3 0.982 0.887 566 |0.055[0.581[0.773[7.37 [0.967 | 3.05
CV-PS2-P407 1.77 0.976 444 1007706720894 124 |0.982 ] 8.07
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MIKROKURE FORMULASYONLARINA AIT GECIS KINETIKLERI

Form.No kr’ r RSH | kr' r RSH k rY | RSH
CV-T1 0.732 0.956 2.54 0.043 | 0.880 | 0.261 | 5.31 0.974 | 1.94
CV-T1-KR 0.172 0.631 213 0.027 | 0.423 | 0.531 | 1.44 0.850 | 1.36
CV-T1-KT 0.778 0.913 3.89 |0.055|0.711 | 0.584 | 5.75 0.963 | 2.52
CV-T1-K100M 0.239 0.523 3.69 |0.032|0.331| 0.746 | 2.06 0.755 | 2.65
CV-T1-P407 0.477 0.880 2.85 0.044 | 0.618 | 0.576 | 3.51 0.922 | 2.29
CV-K1 1.520 0.958 513 | 0.055|0.749 | 0.524 | 11.0 0.966 | 4.60
CV-K1-KR 0.546 0.707 568 | 0.035| 0.489 | 0.588 | 4.41 0.894 | 3.41
CV-K1-KT 0.434 0.804 3.47 0.033 | 0.607 | 0.444 | 3.41 0.956 | 1.63
CV-K1-K100M 0.184 0.583 2.52 0.024 | 0.432 | 0.463 | 1.55 0.795 | 1.77
CV-K1-P407 0.175 0.483 2.92 0.029 | 0.330 | 0.691 | 1.53 0.718 | 2.16
CV-AS1 1.30 0.864 8.31 0.042 | 0.583 | 0.590 | 9.91 0.974 | 3.63
CV-AS2 1.44 0.896 795 |0.044 | 0614 | 0.579 | 10.9 0.989 | 2.54
CV-AS3 1.17 0.837 8.32 0.038 | 0.581 | 0.541 | 9.03 0.967 | 3.73
CV-AS4 1.73 0.932 7.52 0.050 | 0.668 | 0.588 | 12.8 0.990 | 2.93
CV-AS7 0.483 0.833 349 | 0.043 | 0.557 | 0.637 | 3.72 0.954 | 1.82
CV-AS8 0.453 0.875 2.76 | 0.055 | 0.538 | 0.840 | 3.41 0.959 | 1.59
CV-AS4-KR 1.04 0.814 7.99 0.046 | 0.448 | 0.847 | 8.04 0.950 | 4.16
CV-AS4-KITH3 1.49 0.836 10.7 0.047 | 0.515 | 0.755 | 11.5 0.964 | 5.01
CV-AS4-K100M 1.40 0.857 9.23 | 0.051 | 0.531 | 0.799 | 10.7 0.964 | 4.60
CV-BT1 1.93 0.778 16.6 0.041 | 0.477 | 0.706 | 15.2 0.939 | 8.69
CV-BT2 1.79 0.780 15.4 0.041 | 0.498 | 0.679 | 14.1 0.931 | 8.58
CV-BT3 1.81 0.768 16.1 0.043 | 0.440 | 0.811 | 14.3 0.922 | 9.32
CV-BT4 1.89 0.817 14.4 0.043 | 0.545 | 0.652 | 14.6 0.944 | 7.99
CV-BT7 2.08 0.881 12.3 | 0.058 | 0.541 | 0.892 | 15.6 0.962 | 6.95
CV-BT8 1.89 0.878 114 | 0.058 | 0.496 | 0.978 | 14.2 0.958 | 6.69
CV-BT4-KR 0.678 0.741 6.48 0.042 | 0.464 | 0.741 | 5.42 0.914 | 3.73
CV-BT4-K100M 0.910 0.657 106 | 0.037 | 0.400 | 0.762 | 7.48 0.858 | 6.83
CV-BT4-KITH3 1.19 0.617 15.1 0.037 | 0.382 | 0.777 | 9.91 0.830 | 10.1

kr’: Sifir derece hiz sabiti (mg/s), kr': Birinci derece hiz sabiti, k: ¢éziinme sabiti (mg.cm™.s™"

determinasyon katsayisi, RSH: Regresyonun satandart hatasi

), I

202




4.5. Biyoadezif Jellerin Texture Profil Analizi’ne (TPA) Ait Bulgular

Vajinaya uygulanacak yari kati ila¢ sekillerinin gelistirimesinde dikkat
edilecek en o6nemli parametre ilacin vajinada kalis siresidir. Biz de
calismamizda vajinaya uygulanacak biyoadezif jellerin gelistiriimesi
sirasinda jellerin mekanik 6zelliklerini belirleyerek optimum formilasyona
ulasmaya calistik.

Bolim 3.2.12’de anlatildigi gibi yapilan TPA testleri sonucunda
jellerin sertlik, sikisabilirlik, elastiklik, adezyon ve kohezyon o6zellikleri,
Tablo 17’de belirtilen etkin madde iceren ve icermeyen jeller i¢in, TPA
grafiklerinden belirlendi (Sekil 81-88). Ayrica jellerin, lipojellerin ve
mikroklre iceren jellerin mekanik 6zellikleri hesaplandi ve Tablo 57’'de
ifade edildi.
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Sekil 81. KITH3 jel formillasyonuna ait TPA grafigi
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Sekil 84. CV-HP407 jel formiilasyonuna ait TPA grafigi
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86. CV-KR jel formiilasyonuna ait TPA grafigi
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Sekil 87. K100M jel formiilasyonuna ait TPA grafigi
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Sekil 88. CV-K100M jel formiilasyonuna ait TPA grafigi
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Tablo 57. Hazirlanan biyoadezif jel, lipojel ve mikrokiire igceren jel
formiilasyonlarinin mekanik ézellikleri (n=6)
Formiilasyon Sertlik Sikisabilirlik Adeziflik | Koheziflik | Elastikiyet
(N) (N.mm) (N.mm)
_ JEL
FORMULASYONLARI
KITH3 0.074+0.002 0.546+0.068 0.205+0.049 | 0.864+0.044 | 0.759+0.068
CV-KITH3 0.084+0.008 0.618+0.062 0.188+0.036 | 0.826+0.059 | 0.727+0.049
HP407 0.328+0.027 1.35+0.675 0.463+0.109 | 0.876+0.018 | 0.795+0.033
CV-HP407 0.356+0.018 1.40+0.349 0.429+0.081 | 0.847+0.178 | 0.774+0.038
KR 0.573+0.168 2.27+0.496 1.33+0.429 | 0.917+0.081 | 0.917+0.059
CV-KR 0.591+0.105 2.32+0.188 1.13+£0.316 | 0.901+0.027 | 0.895+0.038
K100M 0.847+0.087 3.74+0.261 2.65+0.621 | 1.02+0.007 | 1.07+0.057
CV-K100M 0.886+0.106 3.89+0.352 2.02+0.328 | 0.989+0.029 | 0.908+0.071
LIPOJEL
FORMULASYONLARI
CV-FS2-KITH3 0.127+0.018 1.19+0.059 0.102+0.034 | 0.652+0.038 | 0.682+0.017
CV-FS2-KR 0.629+0.027 2.98+0.017 0.485+0.038 | 0.719+0.041 | 0.802+0.026
CV-FS2-K100M | 0.937+0.033 4.01+0.024 1.24+0.021 | 0.806+0.063 | 0.916+0.038
CV-FS2-HP407 0.539+0.041 1.79+0.066 0.165+0.058 | 0.543+0.079 | 0.694+0.049
CV-PS2-KITH3 0.239+0.054 1.24+0.038 0.168+0.039 | 0.706+0.018 | 0.716+0.091
CV-PS2-KR 0.653+0.032 3.01£0.043 1.03+0.061 | 0.858+0.044 | 0.849+0.082
CV-PS2-K100M | 0.913+0.059 3.9840.035 1.98+0.067 | 0.936+0.052 | 0.973+0.073
CV-PS2-HP407 | 0.573+0.120 1.35+0.087 0.25+0.073 | 0.695+0.055 | 0.728+0.064
MIKROKURE-JEL
FORMULASYONLARI
CV-T1-KITH3 0.263+0.072 1.37+0.038 0.075+0.062 | 0.453+0.013 | 0.513+0.043
CV-T1-KR 0.756+0.061 3.37+0.084 0.205+0.011 | 0.611+0.035 | 0.659+0.019
CV-T1-K100M 1.08+0.083 4.03+0.019 0.783+0.045 | 0.851+0.072 | 0.792+0.022
CV-K1-KITH3 0.285+0.015 1.404£0.017 0.089+0.041 | 0.48840.036 | 0.534+0.032
CV-K1-KR 0.782+0.094 3.565+0.021 0.254+0.023 | 0.669+0.052 | 0.702+0.017
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CV-K1-K100M 1.16£0.026 4.17+£0.032 0.865+0.047 | 0.917+0.026 | 0.827+0.024
CV-AS4-KITH3 0.081+0.045 0.701+0.019 0.199+0.026 | 0.781+0.018 | 0.726+0.029
CV-AS4-KR 0.596+0.034 2.46+0.022 1.196+0.031 | 0.854+0.031 | 0.902+0.071
CV-AS4-K100M | 0.874+0.023 3.86+0.026 2.33+0.016 | 0.942+0.033 | 0.981+0.031
CV-BT4-KT 0.087+0.037 0.715+0.043 0.185+0.058 | 0.753+0.038 | 0.713+0.054
CV-BT4-KR 0.614+0.048 2.57+0.084 1.17+0.024 | 0.846+0.036 | 0.891+0.031
CV-BT4-K100M 0.886+0.059 3.96+0.047 2.27+0.011 | 0.972+0.027 | 0.937+0.028

Sertlik ve sikisabilirlik degerleri, jele etkin madde ilavesi, lipozom
ilavesi veya mikrokure ilavesi ile, bos jellere gbére belirgin bir sekilde
artmistir (t-test, p<0.05). Ancak diger degerlerin (adeziflik, koheziflik ve
elastikiyet) jele ilave edilen etkin madde, lipozom veya mikrokireden
sonra azaldigi gérulmektedir.

CV igeren jellerin bos jellere goére adeziflik, koheziflik ve elastikiyet
degerlerindeki diists anlamhdir (t-test, p<0.05).

Lipojellerin degerlendirmesi de bos jellere gére yapildiginda yine
adeziflik, koheziflik ve elastikiyet degerlerindeki dists anlamhidir (t-test,
p<0.05). Ancak jellere kati halde ilave edilen FS2 lipozomlari ile hazirlanan
lipojellerin degerleri, jellere sispansiyon halinde ilave edilen ve daha
kigclk partikil boyutuna sahip olan PS2 lipozomlari ile hazirlanan
lipojellerden daha dusuktur (t-test, p<0.05).

Ayni degerlendirme mikrokureler i¢in de yapilabilir. CV-T1 grubu ve
CV-K1 grubu mikrokireler, jellere kati halde ilave edildikleri icin ve partikil
buyuklukleri diger mikrokiire gruplarindan biyldk oldugu icin bos jellere
gore ve CV-AS4, CV-BT4 mikrokureleri ilave edilen jellere gére daha
distuk adeziflik, koheziflik ve elastikiyet degerleri géstermislerdir (t-test,
p<0.05).

CV-AS4 ve CV-BT4 grubu mikrokireler nm boyutundadir ve jellere
suspansiyon seklinde ilave edilmiglerdir. Bu nedenle CV-T1 ve CV-K1
grubu mikrokire iceren jellere gore adeziflik, koheziflik ve elastikiyet
p<0.05).

mikrokUre-jeller bos jeller ile kiyaslandiginda ise anlaml sekilde daha

degerleri anlamh sekilde daha ylUksektir (t-test, Bu grup
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disuk adeziflik, koheziflik ve elastikiyet degerleri géstermislerdir (t-test,
p<0.05).

Mukoadezyon 6zelliginin degerlendiriimesinde adezyon, kohezyon
kuvvetleri ile elastikiyetin blUyuk olmasi beklenir. Buyik olduklari
durumlarda formulasyonun vajinada kalis slresi uzar. Bu acgidan
degerlendirdigimizde Gzerinde calistigimiz ilag sekillerinden (jel, lipojel ve
mikroklre-jel) jellerin digerlerinden daha yiksek adezyon, kohezyon ve
elastikiyet degeri gosterdigi bulunmustur (t-test, p<0.05).

Jeller kendi iglerinde degerlendirildiginde ise, HPMC jelin adezyon,
kohezyon ve elastikiyeti diger jellerden anlaml bir sekilde fazladir (t-test,
p<0.05). Hazirladigimiz jelleri mekanik 6zellikleri en iyi olandan kétlye
dogru siralarsak HPMC>KR>HPMC-POL>KT seklinde oldugunu
goruyoruz. Bu durumda mekanik 6zellikleri agisindan en dusik

formulasyon kitosan jel formulasyonudur.
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4.6. Vajinal Biyoadezif Formiilasyonlarda Mukoadezyon Calismalarina

Ait Bulgular

4.6.1. Farkli Daldirma Sivilarinin Denenmesine Ait Bulgular

Farkli daldirma sivilarinin denendigi ¢alismamizda test kosullar ve
alet parametreleri Bolim 3.2.12’de anlatiimistir. Dort farkli sivida yapilan

Olcimler kuvvet-uzaklik grafigi seklinde elde edilmistir (Sekil 89-92)

Fanca mj ]

Pt Tarwpes

Ferd e T |
Pt Tawpa

1 15 1§
| Dl it (TR |
Sekil 89. PB kullanilarak yapilan dlgiimde elde edilen kuvvet-mesafe grafigi

. 'S :{‘-?‘:::"*M

Sekil 90. NS kullanilarak yapilan dlgiimde elde edilen kuvvet-mesafe grafigi
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Sei(il 92. VFS+miisin kullanilarak yapilan dlgiimde elde edilen kuvvet-mesafe grafigi

Bu grafiklerde o&lcllen degerlerin hesaplari

degerler Tablo 58’de gbésterilmistir.

sonucunda bulunan

Tablo 58. Farkh daldirma sivilarda yapilan mukoadezyon &l¢iimiiniin sonuglari

PB NS VFS VFS MUCIN

KUVVET (N) | 0.194+0.007 | 0.202+0.008 | 0.199+0.008 | 0.276+0.015

iS (N.mm) 0.176£0.019 | 0.245:0.024 | 0.179+0.014 | 0.287+0.016
MUKOADEZYON

iSi (mjlem?) | 0.133+£0.014 | 0.185+0.018 | 0.138+0.021 | 0.216+0.012

Bu sonuglara goére kullanilan ortamlar arasindaki farkin en iyi sekilde

gorulmesini

mukoadezyon

isinin  hesaplanmasi

ile gorebildik.

Bu
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parametreye gore degerlendirildiginde en fazla yapisma mdisin iceren
vajinal sivida gerceklesmistir. Bu nedenle mukoadezyon 6élgimlerimizde

VFS+Musin ortaminin kullaniimasina karar verilmistir.

4.6.2. Farkli Prob Hizlarinin Denenmesine Ait Bulgular

Ug farkh prob hizinda yapilan élguimlerin kuvvet-mesafe grafikleri
Sekil 93-95’de gosterilmistir.

= Wi
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i
[

Dhwberr § jwwn)

Sekil 93. 1 mm/sn prob hizi kullanilarak yapilan dlgiimde elde edilen kuvvet-mesafe grafigi
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Sekil 94. 2.5 mm/sn prob hizi kullanilarak yapilan dlgiimde elde edilen kuvvet-mesafe grafigi
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e |9

SeRiI 95. 5 mm/sn prob hizi kullanilarak yapilan élgiimde elde edilen kuvvet-mesafe grafigi

Bu 6lcimlerden sonra elde edilen verilerden mukoadezyon isi

hesaplandi ve Tablo 59'da gosterildi.

Tablo 59. Farkl prob hizlarinda yapilan mukoadezyon dl¢iimiiniin sonugclari

UYGULANAN PROB HIZI | KUVVET (N) IS (N.mm) |MUCO. iSi (mjicm?)
1 mm/dak 0.276+0.015 | 0.287+0.016 0.216+0.012
2.5 mm/dak 0.230+0.006 | 0.301+0.028 0.227+0.021
5 mm/dak 0.234+0.012 | 0.269+0.014 0.203+0.010

Olciim sonucunda yapilan degerlendirmelerine gére mukoadezyon isi
acisindan farkli prob hizlarinin arasinda c¢ok belirgin bir fark yoktur.

Ortalama bir deger olarak 1 mm/sn prob hizi olarak secilmistir.

4.6.3. Mukoza ile Olcimii Yapilan Ornedin Farkh Temas Siirelerinin

Degerlendiriimesine Ait Bulgular

Biz calismamizda 60, 150 ve 300 saniye sirelerde calistik. Elde

edilen kuvvet-mesafe grafikleri Sekil 96-98'de gdsterilmistir.
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mesafe grafigi

it
Sekil 96. 60 sn temas siiresi uygulanarak yapilan él¢iimde elde edilen kuvvet-
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Sekil 97. 150 sn temas siiresi uygulanarak yapilan élgiimde elde edilen kuvvet-mesafe grafigi

smigars
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Sekil 98. 300 sn temas siiresi uygulanarak yapilan élgiimde elde edilen kuvvet-mesafe grafigi
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Mukoza ile Carbopol jelin temas siresi mukoadezif parametreleri
etkilemektedir. Grafiklere (Sekil 96-98) bakildiginda slrenin artmasi ile
AUC degerinin  arttigi  goérilebilmektedir. Elde edilen veriler

hesaplandiginda benzer sonug elde edilmistir (Tablo 60).

Tablo 60. Farkli temas siirelerinde yapilan mukoadezyon él¢iimiiniin sonuglar

UYGULANAN TEMAS SURESIi | KUVVET (N) | iS (N.mm) | MUCO. iSi (mj/cm?)
60 SANIYE 0.276+0.015 | 0.287+0.016 0.2160.012
150 SANIYE 0.280+0.017 | 0.368+0.057 0.277+0.043
300 SANIYE 0.200£0.009 | 0.515+0.053 0.388+0.040

Mukoadezyon isi degerlerine bakildiginda stre arttikga degerlerin
de arttig1 gézlenmistir. Bu nedenle ortalama bir deger olarak deneylerimize

150 sn ile devam edilmesine karar verilmistir.

4.6.4. Mukoadezyon Test Parametrelerin Degerlendiriimesinin Sonuclari

Yukarida gosterilen degerler ve yapilan agiklamalar dogrultusunda
Tablo 61'de verilen test parametrelerinin bundan sonraki deneylerde
kullanilmasina karar verilmistir. Hazirlanan tim biyoadezif vajinal
formilasyonlarin  yapisma 6zellikleri bu parametreler kullanilarak

belirlenecektir.

Tablo 61. Validasyon c¢alismasi sonucunda elde edilen ve tiim ¢calismalarda
kullanilacak olan mukoadezyon test kogullar

Test Kosullari ve Alete Ait Parametreler | Kullanilacak Degerler
Daldirma Sivisi VFS+Musin
Prob Hizi (mm/sn) 1.0
Probun Uyguladigi Kuvvet (N) 0.2
Mukoza ile Ornegin Temas Siiresi (sn) 150

4.6.5. Etkin Madde icermeyen Biyoadezif  Vajinal Jellerin

Mukoadezyonlarina Ait Bulgular

Jeller Uzerinde yapilan élgimler sonucunda elde edilen kuvvet-

mesafe grafikleri Sekil 99-102’de gosterilmistir.
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Sékil 101.KITHS3 jelin kuvvet-mesafe grafigi Sekil 102. HP407 jelin kuvvet-mesafe grafigi

Bu grafiklerden elde edilen veriler hesaplandi ve hangi jelin daha iyi

mukoadezyon gdsterdigini belirlemek lzere Tablo 62’de gdsterildi.

Tablo 62. Etkin madde icermeyen farkli jellerin mukoadezyon &l¢iimiiniin sonuglari

UYGULANAN JEL KUVVET (N) | iS (N.mm) MUCO. iSi (mjicm?)
KR 0.276+0.015 | 0.287+0.016 0.216+0.012
K100M 0.407+0.033 | 0.695+0.060 0.524+0.045
KITH3 0.252+0.015 | 0.23440.022 0.176+0.017
HP407 0.241+0.005 | 0.313+0.053 0.206+0.040

Bu sonuclara goére degerlendirdigimizde mukoadezyonu en yiksek
HPMC jel

belirlenmesinde bu 6zellik dnemli bir parametredir.

olan jelin oldugu goérilmektedir. Sonug¢ formulasyon
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4.6.6. Cidofovir Etkin Maddesi iceren Biyoadezif Vaijinal Jellerin

Mukoadezyon Testleri

Ayni kosullarda CV igeren jellerin mukoadezyon 6zellikleri dlguld.
CV iceren jeller Gzerinde yapilan dlgiimler sonucunda elde edilen bulgular
Sekil 103'de verilmistir.

1.000 - W Kuvvet(N)
0.900 - 0.859 is (N.mm)
0800 1 B Mukoadezyon isi (mj/cm2)
0.700 0.647
0.601
0.600 - 0.552
0.481

0.500 -
(0.400 | (.362 0.368
. 0.204 0'2430.218
0.200 - 0.165
- I l
0.000 - , | |

CV-K100M CVKITH3 CV-HP407 CV-KR

Sekil 103. CV iceren farkl jellerin mukoadezyon 6l¢iimiiniin sonugclari

CV igeren jellerin mukoadezyon isleri degerlendirildiginde CV-
K100M>CV-KR>CV-KITH3>CV-HP407 siralamasini gérmekteyiz. CV-
HPMC jelin salim profii de amaca uygun bulundugu icin sonug
formulasyon olmasina karar verilmistir.

Calismamizda lipojellerin ve mikroklre iceren jellerin de

mukoadezyon 6zellikleri belirlenmistir (Tablo 63).
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Tablo 63. CV iceren jellerin, lipojellerin ve mikrokiire-jellerin mukoadezyon

Ol¢iimiiniin sonuglari

Formiilasyon Kuvvet Is Mukoadezyon
(N) (N.mm) isi (mjlcm?)
JEL

FORMULASYONLARI
CV-KITH3 0.204+0.054 0.481+0.019 0.362+0.015
CV-K100M 0.381+0.013 0.859+0.056 0.647+0.067
CV- HP407 0.255+0.002 0.218+0.010 0.165+0.008
CV-KR 0.368+0.048 0.601+0.034 0.552+0.038

LIPOJEL

FORMULASYONLARI
CV-FS2-KITH3 0.178+0.038 0.401+0.031 0.303+0.048
CV-FS2-K100M 0.352+0.039 0.792+0.043 0.600+0.016
CV-FS2-HP407 0.191+0.038 0.430+0.034 0.326+0.025
CV-FS2-KR 0.337+0.029 0.758+0.049 0.574+0.038
CV-PS2-KITH3 0.163+0.071 0.367+0.016 0.278+0.034
CV-PS2-K100M 0.295+0.074 0.664+0.048 0.503+0.029
CV-PS2-HP407 0.158+0.028 0.356+0.091 0.270+0.038
CV-PS2-KR 0.318+0.035 0.716+0.052 0.542+0.026

MIKROKURE-JEL

FORMULASYONLARI
CV-T1-KITH3 0.155+0.029 0.348+0.038 0.459+0.037
CV-T1-K100M 0.322+0.083 0.724+0.036 0.956+0.023
CV-T1-HP407 0.173+0.065 0.389+0.024 0.513+0.046
CV-T1-KR 0.308+0.033 0.693+0.037 0.525+0.052
CV-K1-KITH3 0.160+0.028 0.297+0.038 0.225+0.067
CV-K1-K100M 0.330+0.044 0.74340.043 0.563+0.047
CV-K1-HP407 0.190+0.029 0.428+0.027 0.324+0.011
CV-K1-KR 0.3174£0.048 0.713+0.041 0.540+0.048
CV-AS4-KITH3 0.123+0.055 0.276+0.055 0.209+0.047
CV-AS4-K100M 0.256+0.031 0.576+0.038 0.436+0.028
CV-AS4-HP407 0.132+0.012 0.297+0.083 0.225+0.051
CV-AS4-KR 0.268+0.087 0.603+0.068 0.457+0.029
CV-BT4-KITH3 0.131+0.009 0.297+0.043 0.225+0.013
CV-BT4-K100M 0.279+0.041 0.628+0.071 0.476+0.029
CV-BT4-HP407 0.153+0.028 0.344+0.083 0.261+0.022
CV-AS4-KR 0.271+0.031 0.610+0.66 0.462+0.035
Lipojellerin ~ ve  mikrokure-jellerin  mukoadezyon  &zellikleri

degerlendirildijinde ise jellere gére degerlerin dustigunu gérmekteyiz.
Ancak CV-K100M>CV-KR>CV-KITH3>CV-HP407 siralamasi lipojel ve

mikrokUre-jeller icin de gecerlidir.
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4.7. in Vivo Galigmalar Ait Bulgular

Bolim 3.2.14’de anlatildigi gibi yapilan in vivo calismalarda sonug
formulasyon olarak CV iceren HPMC jel (CV-K100M2) kullaniimaya karar
verilmistir. Bu formulasyon 48 saat boyunca kontrolli salim yapan ve iyi
yapisma 6zelligi gésteren bir formilasyondu. Lipozom ve mikrokure igeren
jellerimizden salim c¢ok az oldudu igcin sonu¢ formilasyon olarak
secilmediler.

CV-K100M2 formulasyonu in vivo g¢alismalarda tavsanlarin sirtinda
olusturulacak olan sigillerin tedavisinde kullanilacak ve tedavi etkinligi
CV’in paranteral preparati ile karsilastirilacakti. Ancak ayrintilarini Bélim
3.2.13'de anlattigimiz Pasteur Enstitiisiinden saglanan Cottontail Rabbit
Papillomavirus (CRPV) ile Yeni Zellanda tipi disi tavsanlar enfekte edildigi
halde sigil olusumu gézlenememistir.

Tavsanlarin sirti tras edildikten sonra tahris edilmis ve kizaran,
kanamak Uzere olan deriye virlis ¢ozeltisi sUrtimustir. Bu islem 6 hafta
ara ile dort defa yapiimistir. Sigil olusmasi gézlenmemistir. Belli zaman
araliklarinda 20 adet tavsanin enfekte edilen sirt bélgelerinin resimleri
cekilmistir. Bir tavsanin 6 hafta boyunca cekilen resimleri Resim 10-16’da

verilmigtir.
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Resim 10. CRPV ile enfekte edilen 4.tavsanin ilk giin resmi

Resim 11. CRPV ile enfekte edilen 4. tavsanin birinci hafta resmi
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Resim 12. CRPV ile enfekte edilen 4. tavsanin ikinci hafta resmi

Resim13. CRPV ile enfekte edilen 4. tavsanin iiciincii hafta resmi
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N 10
Resim 14. CRPV ile enfekte edilen 4. tavsanin dordiincii hafta resmi

Resim 15. CRPV ile enfekte edilen 4. tavsanin besinci hafta resmi
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Resim 16. CRPV ile enfekte edilen 4. tavsanin altinci hafta resmi
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4.8. Cidofovirin Sigir Herpes Viriisii (Bhv) Uzerindeki Antiviral
Etkinliginin Tayin Edildigi Hiicre Kiiltiirii Caligmalarina Ait Bulgular

4.8.1. Biyoadezif Jellerin VERO Hiicresi Uzerinde Sitotoksisite
Deneylerine Ait Bulgular

Ankara Universitesi, Veteriner Fakultesi, Viroloji ABD’nda
gerceklestirilien calismada, test edilen 6rneklerin toksik etkileri VERO
hiicreleri Uzerindeki sitopatolojik degerlendirmeler ile yapildi. Sonugcta,
dogrudan VERO hicrelerinin Uzerine uygulanan biyoadezif jellerden
Carbopol, kitosan, HPMC ve poloksamer-HPMC jelleri toksik géraldi.
Ancak Agar Overlay Test Yéntemi kullanildiginda HPMC jelin toksik etki
gostermedigi tespit edildi.

Resim 17-21’de 4 fakli jelin direkt olarak VERO hucrelerinin Gzerine
uygulandiginda, 48 saatlik sitotoksisite calismasi sonucunda mikroskop
gorintuleri verilmis ve kontrol grubu ile karsilastiriimistir.

Yapilan histopatolojik degerlendirmeler neticesinde, jellerin hicre
tzerindeki toksik mikroskobik temel bulgusu hiicre parcalanmasi olarak
tespit edilmistir (Resim 18-21). Hucrelerin lizisine varan sirecte ise, ana
toksisite gelisim basamaklar olarak; karyoreksis (hiicre c¢ekirdeginin
parcalanmasi) ve buna bagll olarak hiperkromatik hiicre geligsimi birinci
bulgu olarak kaydedildi. Bu dénem zarfinda, yine bazofilik karakterli
intrastoplazmik granilasyon ve bazi hiicrelerde vakuolizasyon tespit edildi
(Resim 17). llerleyen dénemlerde ise, kromozom fragmantasyonu
(parcalanmasi) neticesinde hiperkromatik hiicre ylzeyinde apoptotik
cisimcikler goézlendi (Resim 20). Devaminda koloni organizasyonu
sergileyen hucrelerde gruptan ayrilma, buzilme ve lizise kadar varan
basamaklarda cesitli degdisiklikler gézlendi. Lizise ugramis hiicre alanlari,
makroskobik alanda seffaf gériuntil vermistir. Resim 17-21’de 4 fakli jelin
48 saatlik sitotoksisite ¢alismasi sonucunda gérintileri verilmis ve kontrol

grubu ile kargilastiriimistir.
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Resim 17. Kontrol gurubu, saglam VERO hiicreleri

Resim 18. Kitosan jelin (KITH3) uygulandigi VERO hiicre hatti




-
i

5 ]

Resim 19. Carbopol jelin (KR) uygulandigi VER hiicre hatti

. ¥,
i #

Resim 20. HPMC jelin (K100M) uygulandigi VERO hiicre hatti




Resim 21. Poloksamer-HPMC jelin (HP407) uygulandigi VERO hiicre hatti '

4.8.2. Biyoadezif Jellerin VERO Hiicresi Uzerinde Agar Overlay Test

Yontemi ile Sitotoksisite Deneylerine Ait Bulgular

Uyguladigimiz 4 farkl jelin Gg¢lnde lizise ugramis hicre alanlari,
makroskobik alanda seffaf gériintl sergilemistir (Resim 22-25). HPMC ile
hazirlanan jellerde bu durum ile karsilasiimamigtir. Resim 22-25'deki
seffaf alanlar toksik gelisimin makroskobik olarak tanimlandigi

dekolorizasyon alanlari olarak kaydedildi.
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Resim 22. Carbopol jelin (KR) Agar Overlay Test goriintiisii

Resim 23. Kitosan jelin (KITH3) Agar Overlay Test goriintiisii




Resim 24. Poloksamer-HPMC jelin (HP407) Agar Overlay Test goriintiisii
Yukardaki sekillerde uygulanan jellerin VERO hiicre hatti lzerinde

sitotoksik etkisi oldugu gérilmektedir. Ancak HPMC jel ile yapilan Agar
Overlay Test'inde herhangi bir sitotoksik bulguya rastlanmamistir. HPMC
jel direkt olarak Vero hucrelerinin Uzerine uygulandiginda toksik etki
gosterirken, jel ile hiicre arasinda agar tabakasi oldugunda toksik etkisi

gorilmemistir.

Resim 25. HPMC jelin (K100M) Agar Overlay Test goriintiisii
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Bu bulgular sonucunda etkin maddenin antiviral etkinligi tayin
edilirken HPMC jel icinde tasinabilecegi sonucuna varildi. Béylece CV

iceren HPMC formulasyonunun antiviral aktivitesi belirlenmis olacaktir.

4.8.3. Cidofovirin VERO Hiicresi Uzerinde Sitotoksisite Deneylerine Ait

Bulgular
Etkin madde olarak antiviral etkinligini inceleyecegimiz CV’in hiicrelere

sitotoksik etkisinin belirlenmesi amaci ile VERO hicrelerinin Uretildigi 24
g6z plate’e %1 konsantrasyondan baslayarak 10°e kadar seyreltme
yapildi. Cidofovir DMEM'de %1 oraninda ¢6zuldi ve stzllerek kullanildi.
107 seyreltmeye kadar asagidaki durumlar hiicreler tizerinde gézlendi:

— Irili ufakl stoplazmik vakualizasyon

- Nukleer membran tahribati

- Kromozom parg¢alanmasi ve ¢ekirdek zar altinda toplanma

- Apopitotik yapilarin olugsmasi

10 seyreltmeden baslayarak CV'nin toksik etkisi gorilmemeye
baslamistir. 10 seyreltmeli CV konsantrasyonu uygun toksiste olarak
secildi ve devam eden antiviral galismada CV dozu olarak kullanildi.

4.8.4. Antiviral Aktivite Tayinine Ait Bulgular

Calismada paralel titrasyonu yapilan BHV-1'in normal viskéz
medyumdaki enfektivitesi Doku Kltiirti infektif Doz 50 (DKIDsg) 10°2%/ mL
olarak tespit edildi. Diger taraftan % 0.001 oraninda CV iceren HPMC ilave

yapilan enfektivite sorgulamasinda BHV-1 titresi DKIDs; 10%/mL olarak
tespit edildi. Bu durum CV’nin BHV-1 replikasyonunu in vitro sartlarda 2
log basamagindan daha fazla bloke ettidi seklinde yorumlandi. Sonug¢
olarak CV iceren HPMC jelin BHV-1 virlisU Uzerinde antiviral etkinliginin

oldugu kanitlanmis oldu.
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5. BULGULAR (oksibiitinine ait bulgular)

5.1. Oksibiitininin Fizikokimyasal Ozelliklerine Ait Bulgular

5.1.1. Erime Noktasi Tayini

Oksibutininin erime noktasi 129.3 + 0.8'C, % bagil sapmasi 0.620

olarak bulunmustur.

5.1.2. Partikal Baydklagi Analizi

OXB’nin partiktl bayuklugu dagilimi
Buna goére OXB’in ortalama partiktl blayukliga 170.71+£3.87 pm olarak

bulunmustur.

cumulative distribution Q3(x) / %

Sekil 104’de gosterilmistir.
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Sekil 104. OXB’nin partikiil buyukligi dagilimi

density distribution q3lg(x)
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5.1.3. IR Spektrumu
OXB’e ait FT-IR spektrumlari Sekil 105°de gosterilmistir.

Sekil 105. OXB’nin FT-IR spekturumu

5.1.4. Diferansiyel Taramali Kalorimetri (DSC) Analizi

Diferansiyel taramali kalorimetrik analiz, Boélim 3.2.1.2.4'de
aciklandigi sekilde gerceklestiriimistir. OXB’e iliskin termogram Sekil
106’da verilmistir ve 130°C’de elde edilen endotermik pik OXB’in erime
noktasini gostermektedir. Bu deger literattirde 129°C olarak belirtilmistir??>.

Jel formulasyon c¢alismalarimizda en ¢ok kullanilan polimerler (KITH3
ve C974P) ve sonu¢ formilasyonda kullandigimiz  polimerin
(HPMCK100M) vyalniz ve OXB ile 1:1 oraninda karisimlarinin
termogramlari  c¢ekilmisgtir. Sekil 106 ve 107’'deki termogramlarda
HPMCK100M ve KITH3 polimerleri ile OXB arasinda herhangi bir
etkilesme goriulmezken, Sekil 108'de OXB ile Carbopol 974 arasinda
etkilesme olabilecegi, 121°C’de yeni bir endotermik pikin olustugu
gorulmustur. OXB’in Carbopol 974P ile jel formulasyonlarinin hazirlanmasi
sirasinda da etkilesme oldugu ve jel kivaminin olusmadigi géralmustar. Bu
durum iki madde arasinda etkilesme olasiligini kuvvetlendirmistir.
Literatirde OXB’in Carbopol ile yapiimis jel calismasina rastlanmadigi icin

gecimsizlik konusunda da bir bilgi edinilememistir.
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Oksibitinin

Peak 130.12C

Poak 252.T4C

HPMCK100M

Pk 123C OXB-HPMCK100M Kansim

Sekil 106. OXB’nin, HPMCK100M’in ve bu maddelerin fiziksel karigimlarinin DSC
termogramliari

Oksibitinin
|
Kitosan H
Feak 1T 06C
OXB-Kitosan H Kansimi

Sekil 107. OXB’nin, Kitosan H’in ve bu maddelerin fiziksel karisimlarinin DSC
termogramliari
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Oksibatinin

Peak 130428

Poak 252.T4C

Carbopol 974P

Peak 1HATC

Peak 128.78C

Paak Fis -

OXB-Carbopol 974P Kansimi

Sekil 108. OXB’nin, Carbopol 974P’nin ve bu maddelerin fiziksel karisimlarinin DSC
termogramlari

5.1.5. UV Spektrumu

Analiz  metodunun gelistiriimesi sirasinda  oksibitinine  ait
maksimum absorbansin elde edildigi dalga boyunu bulmak igin bdlim
3.3.1.1.4'de aciklanan calismalar yapilmistir. Varma?®'® ve arkadaslarinin
kullandigi yénteme goére kloroform tabakasinda oksibutinin spektrumlari
208 nm ve 240 nm’de maksimum absorbans vermistir (Sekil 109, 110).
Ancak bu dalga boylarinda alinan élgimlerde tutarli bir sonu¢ elde
edilemedi ve yéntem valide edilemedi bu nedenle HPLC ile in vitro analiz

yéntemi gelistirildi.
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Sekil 109. Oksibiitininin kloroform tabakasindaki spekturumu(208 nm)
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Sekil 110. Oksibiitininin kloroform tabakasindaki spekturumu (240 nm)

234



5.1.6. Oksibitininin HPLC ile in Vitro Spektrofotometrik Miktar Tayini ve
Yo6nteminin Validasyonu
5.1.6.1. Oksibitininin in Vitro HPLC ile Analiz Y®éntemi

Oncelikle Wolfson?° ve arkadaslarinin kullandigi yéntem denendi

ve 0.994. dakikada bir pik bulundu ancak oksibutinine ait olmadigi
anlasildi. Degisen konsantrasyonlarda oksibutinin hazirlandiginda pik hep
ayni kaldi. 40 dakika beklendi ve baska pik elde edilemedidi icin bu

yontem basarisiz kabul edildi.Daha sonra Massoud®*®

ve arkadaslarinin
kullandig1 yontemde Oncelikle mobil faz enjekte edildi 4 ve 6. dakikalar
arasinda piklere rastlandi. Calismanin devaminda mobil fazda oksibitinin
cozllerek belli konsantrasyonlarda HPLC’ye enjekte edildi ve 15. dakikada
konsantrasyona duyarli bir pik elde edildi. Mobil fazda anlamli sonuglar
elde ettikten sonra oksibitininin pH 4.5 fosfat tamponunda analizine
gecildi. Oncelikle pH 4.5 fosfat tamponu enjekte edildi. Tamponda
kullanilan maddelere ait pikler 3. dakikadan sonra ¢ok yodun bir sekilde

goraldi (Sekil 111).

L

Sekil 111. pH 4.5 fosfat tamponuna ait pikler
Cikan pik oksibitininin  analizini etkileyeceginden tamponun

seyreltilerek kullaniimasina karar verildi. % 4 oraninda seyreltik pH 4.5
fosfat tamponu hazirlandi ve HPLC analizi yapildi (Sekil 112). 3-5.
dakikalar arasinda pikler elde edildi ve bu piklerin oksibitinin pikini
etkilemeyecegi dusinulerek pH 4.5 tamponunun % 4 oraninda

seyreltilerek kullaniimasina karar verildi.
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Sekil 112. % 4’liikk pH 4.5 fosfat tamponuna ait pikler

Son olarak % 4 oraninda seyreltiimis fosfat tamponu igerisinde

oksibutininin belli konsantrasyonlarda ¢ézeltisi hazirlandi ve analizi yapildi.

15-16. dakikalar arasinda oksibtinine ait olan pik elde edildi (Sekil 113).

Sekil 113. Oksibiitininin % 4’lik pH 4.5 fosfat tamponu
analizi

icindeki ¢ozeltisinin HPLC
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5.1.6.2. HPLC ile Oksibutininin % 4 Oraninda Seyreltiimis pH 4.5 Fosfat
Tamponundaki Standart Dogrusunun Elde Edilmesi
Bolim 3.3.1.1.5'de anlatildigi gibi oksibidtininin % 4’1k pH 4.5

tamponunda degisik konsantrasyonlarda stok c¢ozeltileri hazirlandi, tespit

edilen dalga boyunda HPLC'ye enjekte edilerek pikler elde edildi.
Bunlardan hareketle kalibrasyon grafigi ve dogru denklemleri hazirlandi
(Sekil 114).

140 1 OXIiBUTUNIN'IN HPLC KALIBRASYONU pH 4.5
120
100 A
B
E 80
3%'-‘ 60 - y=3.862x + 3.001
£ r'=0.999
= 40
*
o 20
0 5 10 15 20 25 30 35
Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 114. Oksibiitininin % 4 oraninda seyreltilmis pH 4.5 kalibrasyon grafigi

5.1.6.3. HPLC ile Oksibutininin % 4 Oraninda Seyreltiimis pH 4.5 Fosfat

Tamponundan Miktar Tayini icin Yontem Validasyonu

5.1.6.3.1. Dogruluk

Deneyler 5.1.1.5.3.1’de anlatildigi gibi yapildi. Sonuglar Tablo 64’de
gosterildi. Ug farkli konsantrasyonda hazirlanan ¢ozeltinin geri elde edilen
miktarlari bulundu. Bu ¢ sonucun ortalamasi alinarak % geri elde dilen
miktarlar bulundu. % 2'den daha az sapma goruldiig icin sonuglar uygun

bulundu.
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Tablo 64. Oksibiitininin % 4 oraninda seyreltiimis pH

analizine ait dogruluk sonugclar

4.5 fosfat tamponundaki

Hazirlanan

konsantrasyon (ug/mL)

% Geri elde edilen
miktar (ug/mL)

% Bagil Sapma

80 80.2+0.5 n=3 0.823
100 101+1 n=3 0.982
120 12112 n=3 1.12

5.1.6.3.2. Kesinlik

Deneyi¢i kesinlik: Oksibiltininin 8 pg/ml derisiminde hazirlanan

cozeltisi HPLC’ye enjekte edildi.

gOsterildi.

Elde edilen sonuglar Tablo 65de

Tablo 65. Oksibiitininin %4 oraninda seyreltiimis pH 4.5 fosfat tamponundaki
analizine ait kesinlik testi sonuglari

Ornek No Oksibiitinin ¢ozeltisinin
derigimi (ug/mL)

A (W N =

Ortalama
SD
% Bagil Sapma

8

00| 00| 00| 0| 0o

Hesapla bulunan

derisimler % (png/mL)

8.023
8.023
8.023
8.28
7.76
8.02
8.02
0.16
2.04

Deneylerarasi kesinlik: Birbirini takip eden 3 gin iginde ayni

sekilde hazirlanan stok ¢ozeltilerin analizi yapildi. Sonucglar Tablo 66‘de

verildi. Yéntemin guinden giine degisik sonuglar vermedigi anlasildi.
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Tablo 66. Oksibiitininin % 4 oraninda seyreltiimis pH 4.5 fosfat tamponundaki
deneylerarasi kesinlik testi sonuclari

KONSANTRASYON(pg/ml) 1.GUN 2.GUN 3.GUN
8 8.024 8.024 8.024

8 8.023 8.024 8.024

8 8.024 8.024 8.024
ORTALAMA 8.024 8.024 8.024

% Bagil Sapma 0.0012 0.0007 0.0007

5.1.6.3.3. Dogrusallk
Bolim 3.2.1.3.2.4de anlatildiyi gibi yapildi. Olgilen pik

yilksekliklerinden regresyon denklemi bulundu ve bu denklemlerin r*leri
hesaplandi. S6z konusu konsantrasyon araliginda hesaplanan regresyon

denklemlerinin dogrusalliklari hesaplandi ve kanitlandi (Sekil 111).

5.1.6.3.4. Ozgunlik, Segicilik

Formulasyona giren oksibutininin disindaki bilesenlerin bulundugu

fosfat tampon c¢ozeltisi HPLC’ye enjekte edildi. Oksibutininin pik verdigi
bélgede oksibutininin diginda herhangi baska bir pik gbézlenmedi (Sekil

115). Yontem oksibutinin i¢cin uygun bulundu.

Sekil 115. Oksibiitinin bulunmayan ¢ézeltinin HPLC’de analizi
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5.1.6.3.5. Duyarhlik
Bolim 3.3.1.1.5.3.5.de anlatildigi gibi yapildi. Kalibrasyon

dogrusunun egdimi 3.86 olarak hesaplandi.

5.1.6.3.6. Saptama Siniri

Deney bélim 3.3.1.1.5.3.6’de anlatildigi gibi yapildi. Saptama siniri
0.2 pg/ml olarak bulundu.

5.1.6.3.7. Duyarlilik Siniri

Deney bolim 3.3.1.1.5.3.7°de anlatildigi gibi yapildi. Duyarlilik siniri
0.4 pg/ml olarak bulundu.

5.1.6.3..8. Stabilite

Deney sartlarinda oksibutininin stabilitesini incelemek amaci ile
Bolim 5.1.1.5.3.8'de verilen yéntem uygulandi. Oda sicakliginda ve
37°C’de elde edilen sonuclar Sekil 116’da gdsterildi. Sonug¢ olarak
oksibutinin deney kosullarinda stabil bulundu.

Zaman (saat) | Konsantrasyon {ug/mL) Oksibiitininin Stabilitesi
1 26.10.213 HPLC (37°C) Zaman | Kons[pgzfmL)
6 26.2+0.325 [saat)
12 26.120.211 1 16.2 40,401
Dksibitininin Stabilitesi 74 75020118 6 16.3 1,426
HPLC (25°C) 43 26.020.101 12 16.310.631
72 25.8:0.238 i‘; 1:33;3
E 50 1 Bagil Sapma 0312 T 25 = 16250458
340 1 E - Bagil Sapma | 0.275
2 2
= 3'] b £ 45
220 5
g E"
E 10 E 5
g0 r ' r 2
H e 0+ ]
£ 0 20 40 80 80 = 20 40 80 20
Zaman (saat) Zaman (saat)

Sekil 116.0ksibitininin oda sicakhginda ve 37°C’de % 4 oraninda seyreltilmis pH
4.5 fosfat tamponundaki stabilitesi
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5.2. Formiilasyon Caligsmalarina Ait Bulgular

5.2.1. Biyoadezif Jel Formulasyon Calismalarina Ait Bulgular

5.2.1.1. Kitosan-Jel Formilasyonuna Ait Bulgular

Etkin madde icermeyen ve farkli glasiyel asetik asit ile kitosan
oranlarina sahip jellerin pH degerleri ve viskozite degerleri Tablo 35'de
verilmisti. Bu kisimda sadece OXB iceren kitosan jellere ait bulgular
verilmigtir.

Tablo 21'de formilasyon kodlari ve icerikleri belirtien OXB iceren
kitosan jellerin akis 6zelligi incelenmis ve Sekil 117°'de akis grafikleri

gosterilmigtir. Jellerin pseudoplastik akis 6zelligi gésterdikleri saptanmistir.

200
— OXB-KITH]
——OXB-KITH2
-~ 130 OXB-KITH2
= ~+—OXBKITL2
= 100 — OXB-KITL3
- e~ OXB-KITM3
S —— OXB-KITLA
50
E == OXB-KITM1
% = XB-KITM2
b
0
0 a0 100 150 200
Kayma Hizi{1/dak}

Sekil 117. OXB igeren kitosan jellerin 25 C’deki akis diyagrami

Kitosan ile hazirlanan ve etkin madde igeren bitin formilasyonlarin
seffaf goérinimde olduklar belirlendi. %3 polimer iceren jellerin fiziksel
gorintusa, surdlebilirligi ve suraldaga yerde kalis siresi daha iyi oldugu
icin bu formulasyonlar Uzerinden calismaya devam edildi. Etkin madde
iceren %3’luk kitosan jellerin viskozite, pH ve miktar tayini degerleri Tablo
67’de gosterilmistir.
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Tablo 67. OXB iceren %3’liik kitosan jellerin 6zellikleri

Oksibiitinin Kitosan OXB-KITH3 OXB-KITM3 OXB-KITL3
jel Form.
Miktar Tayini 10.320.1 mg/mL | 10.1+0.4 mg/mL 10.6£0.5 mg/mL
pH 4.18 4.27 3.87
Viskozite (cP) 50315 327110 48714
rpm 20 20 20
Spindle No 52 52 52

5.2.1.1.1. OXB Iceren Kitosan-Jel Formilasyonlarindan In Vitro Salim

Calismasina Ait Bulgular

Bolim 3.2.5.5’de anlatildigi sekilde pH 4.5 fosfat tamponunda yapilan,
12000 Daltondan kiigik molekillere gecgirgen olan membrandan kitosan
jel formulasyonlarinin etkin madde salim deneyine ait profiller Sekil 118’'de
verilmistir. Buna goére ilk sekiz satte en az salim yapan formilasyon
%82.814.3 OXB salan OXB-KITH3 formulasyonudur. En fazla salim ise
sekiz saatin sonunda %99.8+2.2 OXB salan OXB-KITL1 formulasyonu
olmustur. Formulasyonlarin hepsi ilk sekiz saatin sonunda %80’den fazla
salim vyaptiklar i¢cin kontrolli salim &6zelligi gbéstermemektedirler.
Formulasyonlar 48 saatin sonunda OXB miktarinin %100’Uni salmistir. Bu
nedenle OXB ile kontrolli salim saglamak amaciyla farkl polimer ve

formulasyonlar denenmistir

120.0

0.0

——QXB-KITH2
=== 0XBKITH1
——OXBKITH2
——QXB-KITL1
——Q0XB-KITL2
—o—CQXB-KITL2
QXB-KITM2
—a—0XB-KITM2
—— QO XB-KITMA

&
o c

o=
o
(=]

Yigimah % Gikan OXB Miktar
2 2
(=] =]

o
()

10.0 200 300 40.0 50.0
Zaman [saart)

— -
o=

Sekil 118. Kitosan jel formiilasyonlarindan OXB’nin diyaliz membrandan gegisi (n=6)
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5.2.1.2. HPMC Jel Formiulasyonlarina Ait Bulgular

Tablo 22’de igerikleri verilen jellerin kontrolleri yapilmig ve asagidaki
bulgular elde edilmigtir. Jellerin pseudoplastik akis 6zelligi gosterdikleri
saptanmistir. Sekil 119'da OXB iceren HPMC jellerin akis diyagramlari

gOsterilmigtir.

25l
-0 XE-HPMCK 1501

]l:ID
E
2 159 i OXB-HPMCK100M1
E
g 100 L //‘ —a-0XB-HPMCK15M2
z v
E al OXB-HPMCK100M2

0 #
] 50 100 150 200

Kayma Hizi[1/dak)

Sekil 119. OXB iceren HPMC jel formiilasyonlarinin 25 C’deki akis diyagrami

Hazirlanan HPMC jellerin hepsi seffaf gériniste ve homojen
yapidadir. Farkli jel formulasyonlarinin pH degerleri, viskozite degerleri,
rpom degerleri ve viskozite dlgiminde kullanilan spindle numaralari Tablo
68'da verilmigtir. Miktar tayini calismasinda jellerin baslangicta icerdikleri
etkin madde miktari 10 mg’dir.

Tablo 68. OXB-HPMC jel formiilasyonlarinin pH degerleri, viskozite degerleri, miktar
tayinleri, rpm degerleri ve spindle numaralan

Jel Formiilasyonlari Miktar Tayini pH Viskozite | rpm Spindle
(cP) No
OXB-HPMCK100M1 10.0£0.0 mg/mL | 4.27 59716 20 52
OXB-HPMCK100M2 | 10.2+0.1 mg/mL | 4.29 97514 20 52
OXB-HPMCK15M1 10.0£0.0 mg/mL | 4.27 52847 20 52
OXB-HPMCK15M2 10.2+0.1 mg/mL | 4.27 948+13 20 52
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OXB-HPMCK100M2 formilasyonunun viskozite degeri bu grup

formulasyonlar icinde en yiUksektir.

5.2.1.2.1. OXB iceren HPMC Jel Formilasyonlarindan In Vitro Salim

Calismasina Ait Bulgular

Franz difizyon hicrelerinden gecis calismasi sonucu elde edilen

salim profilleri Sekil 120’de verilmistir.

120 -
S 100 4
=
=
o 80 -
P
o
5 60
E ——OXB-HPMCK15M1
X 404 % | -8 OXB-HPMCK100M1
= )
E - ——0OXB-HPMCK15M2
;5_“ -m- OXB-HPMCK100M2

D 1
0 10 20 30 40 =50
Zaman (saat)

(Seksil) 120. OXB iceren HPMC jel formiilasyonlarinin diyaliz membrandan gegisi
n=

Sekil 120'de gére OXB-HPMCK100M2 formilasyonundan ilk sekiz
saatte %72.244.7 ve 24 saattin sonunda %76.0+3.1 oraninda salim
g6zlenmistir. Salim deneyine devam edildiginde bu oran 48 saatin
sonunda %95.8+3.2 olmustur Iki giinde bir uygulanmasi amaglanan ve
kontrolli salim yaparak kontrolli sistemik etki elde edilmesi amaclanan
OXB formulasyonlarindan OXB-HPMCK100M2 formilasyonu istenilen
amaca uygun bulunmustur. Diger formilasyonlar ilk sekiz saatte etkin

madde miktarinin %80’den fazlasini salmiglardir.
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5.2.1.3. Poloksamer Jel Formiilasyonlarina Ait Bulgular

Tablo 23’de igerikleri verilen jellerin kontrolleri yapilmis ve asagidaki
bulgular elde edilmigtir.

Jellerin dzellikleri oda sicakhdinda incelenmistir.

5.2.1.3.1. Poloksamer Jellerde Jellesme Sicakhgi (TsoLjer)
Su banyosunda, magnetik karistirici Gzerinde cam beher igine

+4°C’de bekleyen P407 veya P188 jelden 10 mL konuldu. Su banyosunun
sicakhgi kademeli olarak artirildi ve magnetin artik dénemeyecegi kadar
jellesme oldugunda sicaklik kaydedildi. Calisma ¢ defa tekrarlandi.
Formulasyonlarin jellesme sicakliklari Tablo 69'da verilmistir.

Tablo 69. Poloksamer 407 veya 188 kullanilarak hazirlanan jel formiilasyonlarinin
jellesme sicakligi

Formi'llasyon Tsol-iel 1 Tsol-jel 2 Tsol-iel 3
OXB-P407 26°C 27°C 26°C
OXB-MP407 25°C 25°C 25°C
OXB-HP407 27°C 27°C 27°C

5.2.1.3.2. Poloksamer Jellerin Fiziksel Gérlinusleri, pH’si, Viskozitesi ve
Akis Ozellikleri

Jellerin fiziksel gériintist, oda sicakligindaki renk ve seffaflik 6zelligi
incelenerek degerlendirildi. pH degerleri ise pH-metre kullanilarak
saptandi. Hazirlanan jellerin hepsi seffaf goériiniiste ve homojen yapidadir.

Jellerin 6zellikleri Tablo 70’de verilmistir.

Tablo 70. OXB iceren poloksamer jellerin viskozite degerleri

FORMULASYON | Miktar Tayini pH Spindle | rpm Viskozite
KODLARI (mg/mL) (cP)
OXB-P407 10.1+0.2 5.02 52 20 45816
OXB-MP407 10.1£0.1 5.05 52 20 677110
OXB-HP407 10.1+0.2 5.06 52 20 116519

Vajinal uygulama icin hazirlanmis olan jel formilasyonlarinin pH

degerleri uygundur. Jellerin akis 6zelliklerinin saptanmasinda, kayma

gerilimine karsi (x), hiz gradienti (Deformasyon degisim orani) (y) grafige
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gecirildiginde, aralarindaki iliskinin dogrusal olmadigi gérulmastur. Jellerin
pseudoplastik akis 06zelligi gosterdigi gorulmustir. Jellerin  reolojik

Ozelliklerine ait grafik Sekil 121’de gdsterilmistir.

250 -
—+—OXB-MP407
‘g 200 -
> -8-0XB-HP407
~ 150 -
£
T 100 | —kOXB-P407
O
©
£
> 50 -
X
O T T 1
0 5 100 150 200
(kayma |'?IZI[”C|3K)

Sekil 121. OXB-poloksamer jellerin 25 C’deki akis diyagrami

5.2.1.3.3. Poloksamer Jel Formillasyonlarinin Franz Diflizyon Hiicresinde

Gecisinin incelenmesi

Hazirlanan Poloksamer jellerden 1.0 g, terazinin Uzerinde tartilarak
Franz difiizyon hicrelerine yerlestirildi. Sekil 122'de % 0.2 ve % 0.5 HPMC
iceren P407 jellerden OXB'nin salim profilleri karsilastinimigtir.
Poloksamer jellerden salimin 48 saat sirdugunu ve daha kontrolli
oldugunu gérmekteyiz. Buna gére ilk sekiz saatin sonunda en kontrolll
salim % 58.0£3.7 ile OXB-P407H formilasyonu yapmistir. Diger
formulasyonlarin ilk sekiz saatteki salimlari ise, OXB-P407M igin
%61.1£5.1 ve OXB-P407 igin %66.2+2.8’dir. Salim calismasinin 24.
saatinde ise her U¢ formilasyonunun da etkin madde oranlarinin yaklasik
tamamini saldigini gérmekteyiz. Bu nedenle bu grup jel formulasyonlari

istenilen kontrolli salim 6zelligini saglayamamiglardir.

246



120.0 -

100.0 A

80.0 A

60.0 -
—— OXB-MP407

40.0 —m— OXB- P407

Yidiimah % Cikan OXB Miktari

——0OXB-HP407

20.0

20 30 40 50
ZAMAN (SAAT)

Sekil 122. OXB iceren poloksamer jel formiilasyonlarinin diyaliz membrandan
gecisi (n=6)

5.2.1.4. Jel Formulasyonlarinin Stabilitesine Ait Bulgular

Bolum 3.3.1.2.1.6’da anlatildigi gibi yapilan stabilite ¢calismalan ¢ ay
sureyle 4°C/ortam nem, 25°C/% 60 bagdil nem ve 40°C/% 75 bagil nem
ortamlarinda yapilmistir. Farkh polimerler ile hazirlanan jel formulasyon
gruplarindan en kontrolli salim yapan formilasyonlar sonug
formilasyonlar secilerek bu formilasyonlar (zerinde stabilite testleri
yapilmistir. Adi gecen formilasyonlar sdyle siralanabilir:

OXB-KITH3: Kitosan H ile hazirlanmis % 3 oraninda polimer ve %1
oraninda OXB igeren jel formulasyonu

OXB-C974P2: Carbopol 974P ile hazirlanmis % 2 oraninda polimer ve %1
oraninda OXB iceren jel formilasyonu

OXB-HPMCK100M2: HPMC K100M ile hazirlanmis % 2 oraninda polimer
ve %1 oraninda OXB igeren jel formilasyonu

OXB-HP407: Poloksamer 407P (% 20) ve HPMC K100M (% 0.5)

kullanilarak hazirlanan ve % 1 oraninda OXB igeren jel formulasyonu

Sonu¢ formulasyonlar Uzerinde yapilan stabilite deneylerine ait

bulgular Tablo 71-73'de gosterilmistir.
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Tablo 71. OXB-KITH3 jel formiilasyonuna ait stabilite sonuglari

Goriiniis OXB-KITH3 OXB-KITH3 | OXB-KITH3 | OXB-KITH3
Baslangi¢ 1. ay 2.ay 3.ay
4 Cl/ortam nemi Seffaf Seffaf Seffaf Seffaf
25'C/%60 bagil nem Seffaf Seffaf Seffaf Seffaf
40°C/%75 bagil nem Seffaf Seffaf Seffaf Seffaf
pH OXB-KITH3 OXB-KITH3 | OXB-KITH3 | OXB-KITH3
Baslangi¢ 1. ay 2.ay 3.ay
4°C/ortam nemi 418 4.20 419 4.20
25'C/%60 bagil nem 418 4.19 4.20 419
40°C/%75 bagil nem 4.18 4.65 5.15 5.88
Viskozite OXB-KITH3 OXB-KITH3 | OXB-KITH3 | OXB-KITH3
(cP) Baslangi¢ 1. ay 2.ay 3.ay
4'C/ortam nemi 503+5 505+4 504+3 510+7
25°C/%60 bagil nem 5035 504+3 507+1 501+3
40°'C/%75 bagil nem 50315 48816 45314 427+1
Miktar Tayini OXB-KITH3 OXB-KITH3 | OXB-KITH3 | OXB-KITH3
(mg/mL) Baslangi¢ 1. ay 2.ay 3.ay
4 Cl/ortam nemi 10.3£0.1 10.240.4 10.240.1 10.11+0.2
25°CI%60 bagil nem 10.3£0.1 10.24+0.3 10.1£0.2 10.11£0.3
40°C/%75 bagil nem 10.3£0.1 10.1£0.1 9.91+0.41 9.68+0.53
Tablo 72. OXB-HPMCK100M2 jel formiilasyonuna ait stabilite sonuglari
Gériiniis OXB- OXB- OXB- OXB-
HPMCK100M2 | HPMCK100M2 | HPMCK100M2 HPMCK100M2
Baslangi¢ 1. ay 2.ay 3.ay
4'C/ortam nemi Seffaf Seffaf Seffaf Seffaf
25'C/%60 bagil nem Seffaf Seffaf Seffaf Seffaf
40°C/%75 bagil nem Seffaf Seffaf Seffaf Seffaf
pH OXB- OXB- OXB- OXB-
HPMCK100M2 | HPMCK100M2 HPMCK100M2 HPMCK100M2
Baslangi¢ 1. ay 2.ay 3.ay
4 Cl/ortam nemi 4.29 425 4.27 4.29
25'C/%60 bagil nem 4.29 4.28 4.28 4.25
40°C/%75 bagil nem 4.29 5.12 5.22 5.41
Viskozite OXB- OXB- OXB- OXB-
(cP) HPMCK100M2 | HPMCK100M2 | HPMCK100M2 HPMCK100M2
Baslangi¢ 1. ay 2.ay 3.ay
4'Clortam nemi 975+4 97018 9715 969+13
25'C/%60 bagil nem 975+4 9687 9687 97048
40°C/%75 bagil nem 97514 944+11 939+13 920412
Miktar Tayini OXB- OXB- OXB- OXB-
(mg/mL) HPMCK100M2 | HPMCK100M2 HPMCK100M2 HPMCK100M2
Baslangi¢ 1. ay 2.ay 3.ay
4 Cl/ortam nemi 10.2+0.1 10.31+0.5 10.240.1 10.240.3
25'C/%60 bagil nem 10.2+0.1 10.310.1 10.240.2 10.11£0.3
40°C/%75 bagil nem 10.2+0.1 9.88+0.42 9.71+£0.34 9.59+0.13
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Tablo 73. OXB-HP407 jel formiilasyonuna ait stabilite sonuglari

Goériiniis OXB-HP407 | OXB-HP407 | OXB-HP407 | OXB-HP407
Baslangi¢ 1. ay 2.ay 3.ay
4 Cl/ortam nemi Seffaf Seffaf Seffaf Seffaf
25'C/%60 bagil nem Seffaf Seffaf Seffaf Seffaf
40°C/%75 bagil nem Seffaf Seffaf Seffaf Seffaf
pH OXB-HP407 | OXB-HP407 | OXB-HP407 | OXB-HP407
Baslangi¢ 1. ay 2.ay 3.ay
4 C/ortam nemi 5.06 5.06 5.04 5.11
25'C/%60 bagil nem 5.06 5.04 5.05 5.07
40°C/%75 bagil nem 5.06 5.55 6.12 6.58
Viskozite OXB-HP407 | OXB-HP407 | OXB-HP407 | OXB-HP407
(cP) Baslangi¢ 1. ay 2.ay 3.ay
4'Clortam nemi 116517 1159+11 1155412 115010
25°C/%60 bagil nem 116517 114319 1148+13 1146114
40°C/%75 bagil nem 116517 962+14 910415 898+11
Miktar Tayini OXB-HP407 | OXB-HP407 | OXB-HP407 | OXB-HP407
(mg/mL) Baslangi¢ 1. ay 2.ay 3.ay
4'C/ortam nemi 10.1£0.2 10.1+0.1 10.1+0.3 9.96+0.22
25'C/%60 bagil nem 10.1£0.2 9.98+0.2 9.99+0.13 9.92+0.41
40°C/%75 bagil nem 10.1£0.2 9.73+0.21 9.42+0.44 9.16+0.23

Sonug¢ formilasyon olarak secilen jellerin stabilite testleri sonucunda

elde edilen bulgular degerlendirildiginde:

* Butin formilasyonlarin her ¢ saklama kosulunda da 3 ay

boyunca seffaf gérintistini kaybetmedigi gérilmustar.

* Bu

formulasyonlarin pH

degerlerine

bakildiginda,

baslangictaki degere gére 6zellikle 4°C’de ve 25°C saklanan

jellerin pH degerinde 3 ayin sonunda anlamh bir degisme

g6zlenmemistir (t-test, p>0.05). Ancak 40°C/%75 bagil nemde

saklanan jel

anlamlidir (t-test, p<0.05).

formulasyonlarinin pH degerlerindeki

artis

* Jellerin viskozite degerleri dederlendirildiginde yine 4°C’de ve

25°C’de

saklanan jellerin viskozitesinde 3 ayin sonunda

anlamli bir degisme gézlenmemistir (t-test, p>0.05), ancak

40°C/%75 bagil nemde saklanan jelllerin viskozite degeri

baslangica gére anlamli bir sekilde azalmigtir (t-test, p<0.05).
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* Miktar tayini testi degerlendirildiginde ise sadece 40°C/%75
bagil nemde saklanan jellerin igcindeki OXB miktarindaki
azalmanin anlamli oldugu bulunmustur (t-test, p<0.05), diger
saklama kosullarinda bekletilen jellerde ise etkin madde
miktari agisindan anlaml bir dedisme gézlenmemistir (t-test,
p>0.05).

Stabilite testlerinin sonucunda vajinaya uygulanmak tzere hazirlanan
ve OXB igeren biyoadezif jellerin oda sicakliginda ve 4°C’de stabil oldugu
Ozelliklerinin degismedigdi, ancak 40°C/%75 bagdil nem ortaminda stabil

olmadigi bulunmustur.

52.1.5. Oksibitinin iceren Jel Formilasyonlarin Tavsan Vajinal

Dokusundan Gecis Calismalarina Ait Bulgular
Deney Bélim 3.3.1.2.1.7°'de anlatildigi gibi yapildi. Ornekler HPLC
ile analiz edilerek % kimulatif gegen OXB miktari hesaplandi (Sekil 123).

120

5 100

L

S

|I| &0

~. &0

0

=

o B0

L]

0

T W

) ~o-0XB-KITH3

o —8-0YB-HPMCK100M2

2 0

> —+—0XB-HP407
|:|
0 10 20 30 40 50

Eaman{saaﬁ

Sekil 123. OXB igeren jel formiilasyonlarinin tavsan vajinal dokusundan gegisi
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in vivo deneyde uygulanacak formiilasyona karar verilimesinde
dokudan gecis deneyleri olduk¢a énemlidir. In vitro salim deneylerinde
Franz difizyon hicrelerinde diyaliz mebrandan gecisinde en kontrolli
profili gésreren OXB-HPMCK100M2 jelin tavsan vajinal dokusundan
geciside istenilen kontrolli salim &zelliginde bulunmustur. OXB-
HPMCK100M2 jelin tavsan vainasindan gecisine bakildiginda ilk sekiz
saatte %60.1+3.6, 24. saatte %71.4+4.1 ve 48. saatin sonunda %81.5+1.3
oraninda gecis gorulmustir. OXB-KITH3 jelinde gecisi de OXB-
HPMCK100M2 formulasyonunun gegisine olduk¢a yakindir. Ancak
poloksamer iceren formilasyonun salimi 48 saatte %56.9+2.3’de kaldigi
icin OXB’nin kontrollii sistemik etkisi i¢cin uygun bir formilasyon olarak
degerlendiriimemisgtir.

Dokudan gecis verilerinin kinetik degderlendirme sonuglari Tablo
74’'de verilmektedir. Kinetik degerlendirme icin sifir derece, birinci derece

ve Higuchi salim kinetik modelleri incelenmistir.

Tablo 74. Dokudan gegis verilerinin kinetik incelemesi.

JEL FORMULASYONLARIAN AIT GECIS KINETIKLERI

0.Derece 1.Derece Qt (Hizguchi)
Form.No kr’ r’ RSH | kr' r’ RSH k r RSH

OXB-KITH3 1.37 0627 | 17.1 0.024 | 0.537 | 0.376 | 11.4 | 0.836 | 11.4

OXB-K100M | 1.31 0.687 | 14.3 | 0.025 | 0.568 | 0.354 | 10.8 | 0.889 | 8.53

OXB-HP407 |1.16 [ 0.891 | 6.57 | 0.065 | 0.551 | 0.972 | 8.68 | 0.958 | 4.10
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5.2.2. Lipozom Formilasyonlarina Ait Bulgular

Bolim 3.3.1.2.2°de hazirlanma prosedirleri anlatilan toplam 8 adet

lipozom formulasyonunun karakterizasyon calismasi birlikte yapilmistir.

5.2.2.1. Lipozomlarin Partikill Buyidkligu Dagilimi ve Zeta Potansiyeline

Ait Bulgular
e OXB icgeren, film hidrasyon yéntemi ile hazirlanan OXB-F2 lipozom

formilasyonun ekstruksiyon igleminden o&nceki (a) ve sonraki (b)
partiktl buyaklaga dagilimi Sekil 124°de gosterilmigtir.
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Sekil 124. OXB-F2 lipozom formiilasyonunun ekstruksiyon isleminden 6nce (a) ve
sonraki (b) partikiil buyukliiga dagilimi.

Sekil 124 a’da goruldugu gibi film-hidrasyon yéntemi ile hazirlanan
OXB lipozomlarin partikil bayuklag dagilimi homojen degildir.
Lipozomlarin ekstruksiyon isleminden 6énce ortalama partiktl bayuklugu
yaklasik 11 ym civarindayken ekstruksiyon isleminden sonra bu deger ~3
pMm civarina dusmausttr (Tablo 75).

Poliol dilisyon y&éntemi ile hazirlanan ve OXB iceren OXB-P2
lipozom formilasyonun ekstruksiyon isleminden énceki partiktl blyuklugu
dagihmi Laser-Diffraction Particle Sizer ile 6lgilmis ve dagilim  Sekil
125'de gosterilmistir.

OXB-P2 lipozomlarinin partikal bayukluga dagilimi  ekstruksiyon

isleminin 6ncesinde ve sonrasinda olduk¢a dar bir aralikta olup son
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derece homojendir. Ekstruksiyon isleminden énce lipozomlarin ortalama
partikil blayukligu yaklasik 3.45+0.76 um iken ekstruksiyon yapildiktan
sonra lipozomlarin partikil bayUkligld nm boyutuna (229.3+1.0 nm) inmistir
ve Olcimler Malvern Zeta Sizer Nanoseries’da yapilmistir (Sekil 125).
Partikill  buyuklugindeki degismenin lipozom jel formulasyonunun

farmasotik 6zelliklerini etkileyecedi ve etkin madde salimini degistirecegi

dusitniimektedir.
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Sekil 125. OXB-P2 lipozom formiilasyonunun ekstruksiyon isleminden énceki(a) ve
sonraki (b) partikiil biyukliiga dagilimi.

Lipozomlarin fiziksel stabilitesini arttirmak icin formulasyonlara
stearilamin ilave edilmistir. Bu maddenin ilavesi ile hazirlanan OXB-FS1 ve
OXB-PS1 formulasyonlarinin partikil buyukligi homojen degildir ve
enkapsulasyon yuzdesi ¢ok dusuktir. Bu nedenle Bélum 3.3.1.2.2°de de
belirtildigi gibi hazirlama proseduriine dondurup ¢ézme basamagi ilave
edilmis ve bdylece OXB-FS2 ve OXB-PS2 formilasyonlari hazirlanmistir.

e SA ilave edilen ve dondurup ¢ézme ydntemi kullanilarak hazirlanan
OXB lipozom formilasyonlarinin hepsinin partikil buyudklikleri, zeta

potansiyelleri ve polidispersite indeksleri (Pl) Tablo 75’de verilmistir.
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Tablo 75. Lipozom formiilasyonlarinin partikiil biyikliigi ve zeta potansiyel

degerleri
Ekstruksiyondan Ekstruksiyondan
Once Sonra

PARTIKUL POLIDISPERSITE ZETA PARTIKUL POLIDISPERSITE ZETA

BUYUKLUGU INDEKS POTANSIYELI BUYUKLUGU INDEKS POTANSIYELI
OXB-F2 11.3+ 0.4 ym 0.126 + 0.011 -6,80+0,26 mV 3.74+0.03 ym 0.171 + 0.064 -6,34+0,78 mV
OXB-P2 3.45+0.76 ym 0.127 + 0.031 4.736+0.187 mV | 229.3x1.0 nm 0.184 + 0.028 4.234+0.211 mV
OXB-FS1 32.43+0.43 ym 0.145+ 0.49 49.37+4.27 mV 8.80+0.07 ym 0.198 + 0.063 40.1643.03 mV
OXB-FS2 9.28+0.56 ym 0.329 + 0.057 51.28+11.8 mV 4.54+0.39 uym 0.201 + 0.027 36.75+£0.78 mV
OXB-PS1 3.54+0.76 ym 0.361 + 0.037 11.06+0.89 mV 377+8 nm 0.189+0.018 8.32+1.14 mV
OXB-PS2 3.12+0.65 ym 0.190 + 0.064 28.61+£1.87 mV 30716 nm 0.176 + 0.098 21.15¢1.31 mV

Film hidrasyon ydntemi ile hazirlanan ve OXB

iceren OXB-F2

formilasyonunun zeta potansiyeli negatitken, formilasyona SA ilave
edilerek ayni yéntem ile hazirlanan OXB-FS1 formilasyonunun zeta
potansiyeli pozitifdir. Vajinal yoldan emilmesi istenilen ve sistemik etki
gostermesi beklenen OXB lipozom formulasyonlarinin katyonik 6zellikte
olmasi tercih edilmektedir. Katyonik 6zellige sahip formulasyonlarin vajinal
iyi Sekil 126'da zeta

potansiyel o6lcimlerinde elde edilen grafiklere &érnek olarak OXB-F2

mukozadan daha emilmesi beklenmektedir.

formilasyonunun (¢ paralel olarak olglilen zeta potansiyel grafigi
verilmistir. Dondurup ¢ézme islemi uygulanan OXB-FS2 formilasyonunda

ise OXB-FS1’e gore partikll bayukligu dusmus, zeta potansiyeli artmistir

Zeta Potential Distribution

1500000

1000000

Intensity (kcps)

500000

-100 0 200

Zeta Potential (mV)

-200 100

Sekil 126. OXB-F2 formiilasyonuna ait zeta potansiyel grafigi
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Poliol dilisyon yodntemi ile hazirlanan ve OXB iceren lipozom
formulasyonlarinin, OXB-P2 formilasyonu, zeta potansiyelinin pozitif
oldugunu gérmekteyiz. SA ilavesi ile hazirlanan OXB-PS1 formulasyonun
ise zeta potansiyeli OXB-P2'ye gore iki kat fazladir. Dondurup ¢ézme
islemi ise (OXB-PS2) zeta potansiyelini arttirmistir.

5.2.2.2. Lipozomlarin Isik Mikroskobu ve Taramali Elektron Mikroskobu
(SEM) Goruntulerine Ait Bulgular

Film ydéntemi ile hazirlanan lipozomlarin gérintileri polarize
atagmanli LEICA DMEP adh mikroskop ile goéruntilendi. OXB-F2

formulasyonunun géruntisi Sekil 127°de verilmistir.

Sekil 127. OXB-F2 formiilasyonunun isik mikroskobu gériintiisii(x40)
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OXB-F2 formulasyonunun 1sik mikroskobu gérintilerinden ¢ok
tabakali lipozom olduklari anlasiimistir. Lipozomlarin ¢ok tabakali olmasi,
ilaci tabakalarinin arasina almasi ve ilaci yavas salmasi agisindan avantaj
olusturacagi dusunulmektedir.

OXB-FS2 lipozomlarina ait mikroskop gérintusu ile Sekil 128'de

verilmis ve ¢ok tabakall lipozomlar gérilmustar.

Sekil 128. OXB-FS2 formiilasyonunun isik mikroskobu gériintiisii

Sekil 129'da ise OXB-PS2 formilasyonunun SEM gérintisi

verilmistir.
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6/18/2008 HV mag WD det | spot - 2 1100 Be—
10:08:10 AM [10.00 kV| 23 884 x [12.0 mm |ETD | 4.0 | METU CENTRAL LABORATORY

Sekil 129. OXB-PS2 formiilasyonunun SEM gériintisii

5.2.2.3. Lipozomlarin Yikleme Kapasitesine Ait Bulgular

Yukleme kapasitesine ait calismalar Bolum 3.2.7.6’da anlatildidi gibi
yapiimistir. OXB’in film hidrasyon yontemi ile hazirlanan OXB-F2
lipozomlarin iginde tutulma orani her iki miktar tayini yéntemi ile %
56.2+4.8 ve % 58.1+1.6 olarak bulunmustur. Lipozomlar i¢cine hapsedilen
etkin madde miktari kullanilan lipidin tip ve bilesimine, maddenin partisyon
katsayisina ve lipozomlarin hazirlama yéntemlerine bagl olarak degisiklik
gOstermektedir.

Ayni ¢alisma P2 lipozomu ig¢in yapildiginda OXB’nin lipozom iginde
tutulma orani % 32.5+£3.6 ve % 34.3+3.8'dir. Poliol dilisyon y&nteminin
film-hidrasyon yoéntemine goére daha dusik yikleme kapasitesine sahip
oldugu bulunmustur.

Daha sonra yapilan ¢alismalarda lipozom bilesenlerinin molar oranlari

degistirilmis ve hazirlama yéntemine dondurarak ¢ézme asamasi ilave
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edilmistir. Bu degisiklikler sonucunda olusan OXB-FS1, OXB-FS2, OXB-
PS1 ve OXB-PS2 formilasyonlarinin yikleme kapasitesi sonugclari Sekil
130’da verilmistir.

Sonuglar daha o6nce cidofovir ile yaptigimiz calisma ile paralel
ctkmigtir. Ikinci grup lipozom formulasyonlarimizi yilkleme kapasitesi
birinci gruba gére daha iyidir. Bu sonuca gére hazirlama asamasinda

dondurup ¢d6zme basamaginin eklenmesi ile yikleme kapasitesi kismen

B -

Sekil 130. OXB iceren FS1, FS2, PS1 ve PS2 lipozomlarinda % yiikleme kapasitesi

5.2.2.4. Lipozomlarin Stabilitesine Ait Bulgular

OXB igeren lipozom formulasyonlarinin partiktl bayukligunin ve zeta
potansiyelinin zamanla degisip degismedigini incelemek amaciyla,
lipozomlar farkli saklama kosullarinda (4°C/ortam nemi, 25°C/%60 bagil
nem ve 40°C/%75 bagdil nemde) 3 ay bekletiimis ve partikil buyukligu ile
zeta potansiyeli élgtimleri yapilmistir.

OXB-F2 formilasyonuna ait stabilite sonuglari Tablo 76’da verilmistir.
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Tablo 76. OXB-F2 lipozom formiilasyonunun stabilite calismasi boyunca élgiilen
partikiil biiyiikliigii (um) ve zeta potansiyeli (mV).

PARTIKUL OXB-F2 OXB-F2 OXB-F2 OXB-F2 OXB-F2 OXB-F2 OXB-F2
BUYUKLUGU 1.Giin 7.Giin 14.Giin 21.Giin 1.Ay 2.Ay 3.Ay
(pm)
4'Clortam nemi 3.74%0.03 3.76£0.04 3.75£0.12 3.78£0.05 3.770.04 3.80%0.01 3.81%0.04
25'C/%60 bagil
nem 3.7410.03 3.75£0.02 3.780.11 3.81£0.10 3.80%0.05 3.83+0.06 3.85+0.03
40°CI%75 bagil
nem 3.74%0.03 3.790.08 3.850.09 3.9120.05 3.96+0.12 4.03+0.05 4.12+0.07
ZETA OXB-F2 OXB-F2 OXB-F2 OXB-F2 OXB-F2 OXB-F2 OXB-F2
POTANSIYELI 1.Gln 7.Gln 14.Giin 21.Giin 1.Ay 2.Ay 3.Ay
(mV)
4Clortam nemi | -6.34+0.78 | -6.36x0.48 | -6.36+0.81 6.38:0.33 | -6.41x0.62 | -6.44+028 | -6.48+0.22
25°CI%60 bagil
nem 6.34+0.78 | -6.33+0.73 | -6.38£0.99 | -6.40£0.17 | -6.43+0.26 | -6.36+0.61 -6.45+0.52
40°CI%75 bagil
nem -6.34+0.78 | -6.69+0.68 | -6.81+0.39 | -6.85:0.29 | -6.92+0.74 | -7.12+0.85 | -7.18+0.68
OXB-F2 formilasyonlarinin  partikil  buydklagindeki  degisim

degerlendirildiginde 6zellikle 4°C’de saklanan

lipozomlarin partikdl

bayuklugunde 3 ayin sonunda anlamli bir degisme gézlenmemistir (t-test,
p>0.05). Ayni sekilde lipozomlarin zeta potansiyelleri degerlendirildiginde
4°C/ortam nemi ve 25°C/%60 bagil nem iceren ortamlarda zeta potansiyel
degerlerinde anlaml bir degisme bulunamamigtir (t-test, p>0.05), ancak
40°C/%75 bagil nemde iceren ortamda saklanan OXB-F2 lipozomlarinin
zeta potansiyel degerlerindeki degisim anlamlidir (t-test, p<0.05).
Poliol OXB-P2

formilasyonunun ayni ortamlarda yapilan stabilite ¢calismasinin sonunda

dilisyon yoéntemi ile hazirlanan lipozom

bulunan partikil blyuklugu ve zeta potansiyel degerleri Tablo 77'de

verilmigtir.

Tablo 77. OXB-P2 lipozom formiilasyonunun stabilite calismasindaki partikiil
biiyiikliigii (hm) ve zeta potansiyeli (mV).

PARTIKUL OXB-P2 OXB-P2 OXB-P2 OXB-P2 OXB-P2 OXB-P2 OXB-P2
BUYUKLUGU 1.Gin 7.Gun 14.Giin 21.Giin 1.Ay 2.Ay 3.Ay
(nm)
. 229.3+1.0 231.2+0.8 233.6+0.9 235.6+0.2 233.4+0.6 235.5+0.6 337.4+0.6
4 Q/ortam nemi
25 C/%60 bagil 229.3+1.0 230.3+0.5 232.2+0.6 235.310.1 235.7+0.2 232.5+0.1 236.2+0.7
nem
40°C/%75 bagil 229.3+1.0 235.6+0.9 240.2+0.4 248.310.1 255.6+£0.7 266.3+0.4 274.1+£0.5
nem
ZETA OXB-P2 OXB-P2 OXB-P2 OXB-P2 OXB-P2 OXB-P2 OXB-P2
POTANSIYELI 1.Gin 7.Gun 14.Giin 21.Giin 1.Ay 2.Ay 3.Ay
(mV)
4 C/ortam nemi 4.23+0.21 4.22+0.35 4.25+0.38 4.25+0.37 4.28+0.53 4.27+0.64 4.26+0.39
25 C/%60 bagil
. nem 4.23+0.21 4.25+0.73 4.27+0.33 4.26+0.28 4.31+0.76 4.30+0.37 4.29+0.41
40 C/%75 bagil
nem 4.23+0.21 4.38+0.62 4.45+0.87 4.53+0.45 4.58+0.51 4.64+0.32 4.70+0.11
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OXB-P2 formilasyonlarinin partikil buyuklugli ve zeta potansiyel
degerlerine bakildiginda ve hesaplanan P degerleri incelendiginde 4 ve 25
°C’de saklanan lipozomlarin partikil blyukligu ve =zeta potansiyel
degerlerinde 3 ayin sonunda anlaml bir degisme yoktur (t-test, p>0.05).
Ancak 40°C’de saklanan OXB-P2 formilasyonunun partiktl bayuklaga ve
zeta potansiyeli anlamli bir sekilde artmistir (t-test, p<0.05).

SA kullanilarak hazirlanan OXB-FS1 ve yine SA kullanilan ayrica
dondurup ¢b6zme yontemi ile hazirlanan OXB-FS2'nin stabilite
calismasinda bulunan partikil buyukliglu ve zeta potansiyeli degerleri

Tablo 78’de verilmigtir.

Tablo 78. OXB-FS1 ve OXB-FS2 Ilipozom formiilasyonlarinin stabilite
caligmasindaki partikiil biyiikliigii (um) ve zeta potansiyeli (mV).

PARTIKUL OXB-FS1 OXB-FS1 OXB-FS1 OXB-FS1 OXB-FS1 OXB-FS1 OXB-FS1
BUYUKLUGU 1.Giin 7.Giin 14.Giin 21.Giin 1.Ay 2.Ay 3.Ay
(um)
4'Clortam nemi 8.80+0.07 8.83+0.11 8.85+0.17 8.85+0.03 8.90+0.04 8.89+0.01 8.91+0.10
25°C/%60 bagil
nem 8.80+0.07 8.85+0.03 8.86+0.10 8.88+0.09 8.93+0.03 8.95+0.05 8.94+0.06
40°CI%75 bagil
nem 8.80+0.07 8.91+0.12 8.93+0.16 8.96+0.06 9.23+0.06 9.81+0.11 9.89+0.02
PARTIKUL OXB-FS2 OXB-FS2 OXB-FS2 OXB-FS2 OXB-FS2 OXB-FS2 OXB-FS2
BUYUKLUGU 1.Giin 7.Giin 14.Giin 21.Giin 1.Ay 2.Ay 3.Ay
(um)
4'Clortam nemi 4.54+0.39 4.58+0.27 4.59+0.23 4.61£0.33 4.66+0.46 4.68+0.26 4.70+0.14
25 C/%60 bagil
nem 4.54+0.39 4.60+0.18 4.59+0.47 4.63+0.41 4.68+0.17 4.67+0.31 4.73+0.37
40°CI%75 bagil
nem 4.54+0.39 4.68+0.48 4.72+0.29 4.77+0.18 4.94+0.69 5.04£0.19 5.26+0.61
ZETA OXB-FS1 OXB-FS1 OXB-FS1 OXB-FS1 OXB-FS1 OXB-FS1 OXB-FS1
POTANSIYELI 1.Giin 7.Giin 14.Giin 21.Giin 1.Ay 2.Ay 3.Ay
(mV)
4'Clortam nemi 4016 +3.03 | 40324327 | 4056+3.71 | 4063276 | 4067 +3.17 | 40.73+3.37 | 40.93 +3.95
25°C1%60 bagil
nem 4016 +3.03 | 40.40+2.89 | 40.61+3.18 | 40684262 | 40.74+328 | 40.86+3.18 | 40.97 +3.18
40°CI%75 bagil
nem 40.16 +3.03 | 40.69+3.45 | 40.71+3.29 | 40.93 +3.84 40.98 +2.75 | 41.58 +3.81 | 43.76 +2.75
ZETA OXB-FS2 OXB-FS2 OXB-FS2 OXB-FS2 OXB-FS2 OXB-FS2 OXB-FS2
POTANSIYELI 1.Giin 7.Giin 14.Giin 21.Giin 1.Ay 2.Ay 3.Ay
(mV)
4Clortam nemi | 36.75:0.78 36.78+0.94 | 36.83x1.03 | 36.88+0.28 | 36.95+0.26 36.98+0.39 | 37.05:0.37
25°C/%60 bagil
nem 36.750.78 36.79+1.17 | 36.88+1.19 | 36.93:0.62 | 37.02+1.09 37.17¢1.15 | 37.23+0.62
40°CI%75 bagil
nem 36.75+0.78 37.39+0.91 | 37.45+056 | 37.59+1.41 | 38.05+1.46 38.65+1.27 | 40.38+1.59
OXB-FS1 ve OXB-FS2 lipozom formulasyolarinin farkh saklama

kosullarinda partiktl buytkligu ve zeta potansiyeli incelendiginde 4 ve 25

°C’deki degerlerde anlamli bir degisme bulunmamistir (test, p>0.05).
Yani OXB-FS1 ve OXB-FS2 formilasyonlari 4 ve 25°C’de partikil

blyUklugu ve zeta potansiyeli agisindan stabildir ancak 40°C’de saklanan
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lipozomlarin degerlerindeki degisim anlamhdir (t-test, p<0.05), yani
40°C’de bu formulasyonlar stabil degildir.

Poliol-dilisyon yéntemi ile SA kullanilarak hazirlanan OXB-PS1 ve
yine farkh lipit oranina sahip ayrica dondurup ¢6zme yodntemi ile
hazirlanan PS2’nin stabilite ¢alismasinda bulunan partikial bayukluga ve
zeta potansiyel degerleri Tablo 79'da verilmistir.

Tablo 79. OXB-PS1 ve OXB-PS2 Ilipozom formiilasyonlarinin stabilite
caligmasindaki partikiil bilyiikliigii (nm) ve zeta potansiyeli (mV).

PARTIKUL OXB-PS1 OXB-PS1 OXB-PS1 OXB-PS1 OXB-PS1 OXB-PS1 OXB-PS1
BUYUKLUGU 1.Giin 7.Giin 14.Giin 21.Giin 1.Ay 2.Ay 3.Ay
(nm)
4°C/ortam nemi 37748 37745 3794 380+2 3827 3814 38016
25°C/%60 bagil
nem 37749 378+4 38045 38246 38245 3838 3814
40°C/%75 bagil
nem 377+8 37843 38416 38747 38916 38746 38515
PARTIKUL OXB-PS2 OXB-PS2 OXB-PS2 OXB-PS2 OXB-PS2 OXB-PS2 OXB-PS2
BUYUKLUGU 1.Giin 7.Giin 14.Giin 21.Giin 1.Ay 2.Ay 3.Ay
(nm)
4°Cl/ortam nemi 307+6 3055 3105 300+9 3104 3114 3118
25'C/%60 bagl
nem 30746 308+3 31142 30845 3113 31247 3133
40°CI%75 bagil
nem 30746 30947 3134 31316 31647 31543 31418
ZETA OXB-PS1 OXB-PS1 OXB-PS1 OXB-PS1 OXB-PS1 OXB-PS1 OXB-PS1
POTANSIYELI 1.Giin 7.Giin 14.Giin 21.Giin 1.Ay 2.Ay 3.Ay
(mV)
4°Cl/ortam nemi 8.32+1.14 8.33+1.28 8.35+1.37 8.35+1.38 8.37+1.09 8.36+1.38 8.38+1.32
25'C/%60 bagil
nem 8.32+1.14 8.35+1.16 8.37+1.27 8.36+1.25 8.38+1.48 8.39+1.98 8.39+1.42
40°CI%75 bagil
nem 8.32+1.14 8.39+1.25 8.42+1.49 8.44+2.03 8.46+1.77 8.45+1.46 8.46+1.54
ZETA OXB-PS2 OXB-PS2 OXB-PS2 OXB-PS2 OXB-PS2 OXB-PS2 OXB-PS2
POTANSIYELI 1.Giin 7.Giin 14.Giin 21.Giin 1.Ay 2.Ay 3.Ay
(mV)
4°Cl/ortam nemi 21.15+1.31 21174154 | 2119156 | 21.26+2.21 21.3541.73 21.33+128 | 21.36%2.15
25°CI%60 bagil
nem 21.15+1.31 21204125 | 21.25+1.44 | 21.29+1.62 21.37+3.30 21.39+1.03 | 21.43+1.18
40°CI%75 bagil
nem 21.1541.31 21224128 | 21.27+1.89 | 21.35%1.37 21.45+1.87 21.43+1.51 | 21.55+1.38

OXB-PS1 ve OXB-PS2 formilasyonlarinin stabilite calismalarinda da
zeta potansiyeli ve partikul bayuklugu 6zellikleri agisindan 3 ay boyunca
anlamli bir degisme olmadigi bulunmustur (t-test, p>0.05).

Lipozom formilasyonlarin stabilitesi partikil buydklugi ve zeta
potansiyeli acisindan degerlendirildiginde en stabil formilasyonlar OXB-
PS1 ve OXB-PS2 bulunmustur. Bu sonuglar cidofovir ile bulunan stabilite

sonuglari ile paraleldir.
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Stabilite ¢alismalarinda lipozomlarin iginde bozulmadan kalan OXB

miktar tayini de yapilmis ve etkin maddenin miktarindaki degismeye bagli

olarak determinasyon katsayisi, sapma kareleri toplami gibi uyum élcutleri

incelenmistir. Elde edilen profiller kinetik acgidan incelenerek, lipozom

formulasyonundaki etkin maddelerin bozunma kinetikleri belirlenmistir.

Film-hidrasyon yéntemi ile hazirlanan OXB-F2 lipozomlarinin igindeki

OXB miktarinin, formilasyonun farkli saklama kosullarinda, zamana goére

degisimi Sekil 131’de gosterilmistir.

Bozunmadan Kalan Etkin Madde

[=

0

20 40 0
Zaman (glin)

30

100

Sekil 131. Stabilite calismalarinda OXB-F2 lipozomlarinin icindeki OXB miktarinin
zamana gore degisimi
Poliol-dilisyon yoéntemi ile hazirlanan OXB-P2 lipozomlarin igindeki

OXB miktarinin, formilasyonun farkl saklama kosullarinda, zaman goére

degisimi Sekil 132'de gdsterilmistir.

120

100

Bozonmadan Kalan Etkin
Madde (%)

—=—4°C

20 40
Zaman (gin)

&0

BO

100

Sekil 132. Stabilite calismalarinda OXB-P2 lipozomlarinin icindeki OXB miktarinin
zamana gore degisimi
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Film-hidrasyon yéntemi ile hazirlanan fakat farkl lipit molar oranlarina

sahip FS1 ve dondurup ¢6zme metodu ile hazirlanan FS2 lipozomlarinin

icindeki OXB miktarinin, formulasyonun farklh saklama
zaman gore degisimi Sekil 133’de gosterilmistir

——OXB-F52/4°C

120 - —=— OXB-F52/25°C
—=— OXB-F52/40°C

100 —=—OXB-F51/4°C
—=—OXB-F51/25°C
80 - ——OXB-F51/40°C

Bozunmadan Kalan Etkin Madde
%
3
i

1} 20 40 &0 a0 100
Zaman (gin)

kosullarinda,

Sekil 133. Stabilite ¢calismalarinda OXB-FS1 ve OXB-FS2 lipozomlarinin igindeki

OXB miktarinin zamana gére degisimi

Poliol-dilisyon ile hazirlanan fakat SA iceren OXB-PS1 ve dondurup

¢c6zme metodu ile hazirlanan OXB-PS2 lipozomlarinin icindeki OXB

miktarinin, formilasyonun farkli saklama kosullarinda, zaman gére

degisimi Sekil 134’de gdsterilmistir

Zaman {saat)

—= OXB-PSZWC
c —— OXB-PSZ25°C
= ~—ONE-PS240°C
c ——OXB-PS1°C
Z e ~=OXB-PS1/25°C
= ——DXB-PS140°C
R

EE=

E 20

=

g 0

. 0 20 40 50 80 100

Sekil 134. Stabilite calismalarinda PS1 ve PS2 lipozomlarinin
miktarinin zamana gére degisimi

icindeki OXB

263



Stabilite calismalari sonucunda elde edilen kinetik hesaplar film-

hidrasyon ydntemi ile hazirlanan lipozomlar igcin Tablo 80’de, poliol-

dilisyon yéntemi ile hazirlanan lipozomlar i¢in Tablo 81’de g&sterilmistir.

Tablo 80. OXB’in OXB-F2, OXB-FS1 ve OXB-FS2 lipozom formiilasyonu igindeki
stabilitesine ait parametreler

Reakiyon Sicaklik ( C) Egim (k) Kesigim (C,) Determinasyon Sapma Kareleri
Derecesi Katsayisi (R?) Toplami (SKT)

OXB-F2 OXB-F2 OXB-F2 OXB-F2 OXB-F2 OXB-F2
Sifir Derece 4 0.5804 96.41 0.8403 52765
25 0.4989 95.40 0.8666 50567
40 0.6763 98.94 0.9737 44591
Birinci Derece 4 0.008 45785 0.8684 40637
25 0.006 4.5662 0.9008 39861
40 0.010 4.6587 0.9813 41872
ikinci Derece 4 0.0001 0.0101 0.8916 40817
25 0.0005 0.0103 0.9296 39816
40 0.0001 0.0089 0.9777 42736

OXB-FS1 OXB-FS1 OXB-FS1 OXB-FS1 OXB-FS1 OXB-FS1
Sifir Derece 4 0.3764 4.6483 0.8573 32842
25 0.7465 4.8264 0.8735 33912
40 0.4689 4.7354 0.8173 35927
Birinci Derece 4 0.0063 4.5331 0.935 43984
25 0.0076 45012 0.9198 40927
40 0.0086 4.4722 0.8284 38621
lIkinci Derece 4 0.0001 0.0106 0.9669 45628
25 0.0001 0.0109 0.9645 44276
40 0.0001 0.0113 0.8865 39617

FS2 OXB-FS2 OXB-FS2 OXB-FS2 OXB-FS2 OXB-FS2
Sifir Derece 4 0.4227 95.41 0.9076 33082
25 0.4452 89.98 0.7919 30821
40 0.4658 87.06 0.7189 29615
Birinci Derece 4 0.0054 4.5654 0.9338 40834
25 0.0061 4.5016 0.8459 38167
40 0.0066 4.4635 0.7718 33928
lIkinci Derece 4 5X10” 0.0103 0.9565 50837
25 5X10° 0.0111 0.8939 51298
40 5X107° 0.0115 0.8192 41097

Bozunma reaksiyon kinetikleri incelenen ve uyum d&lgutleri belirlenen

film-hidrasyon yéntemi ile hazirlanmig lipozomlarin igindeki OXB’in Ikinci

derece kinetikle bozundudu bulunmustur. ikinci derece kinetige gore

hesaplanan SKT ve r? degerleri diger kinetiklerden yiksek bulunmustur.
Uc ayin sonunda 4°C’de saklanan OXB-F2, OXB-FS1 ve OXB-FS2
lipozomlari igcinde bozunmadan kalan OXB miktari sirasiyla % 53, % 55 ve

% 60 olarak bulunmustur. Ancak 40°C’de saklanan lipozomlari icinde 3 ay

sonunda kalan OXB miktari % 44, % 45 ve % 53’dr.
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Tablo 81. OXB’in OXB-P2, OXB-PS1 ve OXB-PS2 lipozom formiilasyou igindeki

stabilitesine ait parametreler

Reakiyon Sicaklik (°C) Egim (k) Kesigim (C,) Determinasyon Sapma Kareleri
Derecesi Katsayisi (R?) Toplami (SKT)
OXB-P2 OXB-P2 OXB-P2 OXB-P2 OXB-P2 OXB-P2
Sifir Derece 4 0.3399 95.493 0.8573 4467
25 0.5077 96.814 0.9097 5855
40 0.4822 87.578 0.8071 458
Birinci Derece 4 0.0041 45619 0.8899 51088
25 0.0068 4.5848 0.9428 47479
40 0.0070 4.4779 0.8835 35300
lIkinci Derece 4 5X10” 0.0104 0.9178 55837
25 5X10° 0.0101 0.9656 51736
40 0.0001 0.0112 0.9397 50836
OXB-PS1 OXB-PS1 OXB-PS1 OXB-PS1 OXB-PS1 OXB-PS1
Sifir Derece 4 0.347 98.58 0.9642 33746
25 0.4265 95.95 0.9675 32947
40 0.5164 89.24 0.8043 30826
Birinci Derece 4 0.0042 45972 0.9762 48567
25 0.0055 45738 0.9881 44753
40 0.0074 4.4958 0.8747 40857
ikinci Derece 4 5X107 0.0100 0.9804 53857
25 4X107 0.0103 0.9979 48567
40 0.0001 0.0011 0.9322 46849
PS2 OXB-PS2 OXB-PS2 OXB-PS2 OXB-PS2 OXB-PS2
Sifir Derece 4 0.3246 100.01 0.9775 3964
25 0.3767 97.661 0.9354 3846
40 0.5131 91.987 0.8602 8675
Birinci Derece 4 0.0038 4.6119 0.9755 53875
25 0.0046 45875 0.9471 49479
40 0.0072 4.5299 0.9180 37462
lIkinci Derece 4 5X10” 0.0098 0.9664 58644
25 4X10° 0.0101 0.9549 56370
40 0.0001 0.0106 0.9614 40955

Uyum Olcitlerine goére poliol-dilisyon yoéntemi

ile  hazirlanan

lipozomlarin icindeki OXB tim saklama kosullarinda ikinci derece kinetikle

bozunmustur. Ikinci derece kinetige gére hesaplanan SKT degeri diger

kinetiklerin SKT degerinden daha buyuktir. U¢ ayin sonunda 4°C’de
saklanan OXB-P2, OXB-PS1 ve OXB-PS2 lipozomlari icinde bozunmadan
kalan OXB miktar sirasiyla % 68, % 69 ve % 70°dir. Bu degerler 40°C’de
% 49, % 50 ve % 52 olarak bulunmustur.

Batin lipozomlarin bozunma 6zellikleri dederlendirildiginde OXB-PS2

lipozom formilasyonun en stabil formilasyon oldugu saptanmistir.
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5.2.2.5. Lipozom Formiulasyonlarinin Franz Diflizyon Hiicresinde Gecisinin

Incelenmesi

Hazirlanan lipozomlardan belli miktar tartilarak 12000 Dalton’dan
kucuk molekullere gegirgen olan diyaliz membrandan gecis incelendi. Belli
zaman araliklarinda 6rnekler alindi. Alinan &rneklerden OXB'’in analizi
HPLC ile 235 nm’de yapildi. Sonuglar standart dogru denkleminde yerine
konularak diyaliz membrandan gecen etkin madde miktari hesaplandi
(Sekil 135).

1200 -
= 100.0 -
(1]
ke
=
m 800 -
"
o
=
£ 600 -
o ~e-OXB-PS1
= —%-OXB-PS2
o 40.0 =-OXB-FS1
= ——OXB-FS2
> 200 ——OXB-F2
——OXB-P2
0.0 : . . . : .
0 10 20 30 40 50 60

Zaman (saat)

Sekil 135. OXB etkin maddesi ile hazirlanan lipozom formiilasyonlarindan etkin
maddenin diyaliz membrandan gegis profilleri

Profilden de anlasilacagi gibi 48 saatin sonunda lipozomlar igindeki
etkin maddenin tamamina yakini salinmistir. En az salim yapan
formilasyon 48 saatin sonunda % 84.91+2.4 OXB salan OXB-FS2 lipozom

formulasyonudur.
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5.2.2.6. Biyoadezif Lipozom-Jel (Lipojel) Formilasyonlarina Ait Bulgular
Tablo 26’da kodlari verilen lipojeller OXB-FS2 ve OXB-PS2
lipozomlarini tagimaktadir. Tasiyici olarak daha énce Uzerinde calistigimiz
kitosan, HPMC, poloksamer jel kullaniimistir. OXB-FS2 ve OXB-PS2
lipozomu igeren lipojellerden OXB salim profilleri Sekil 136 ve 137°de

verilmigtir.
100 -
_ 80 - —— OXB-FS2-K100M
&
_E —a—0OXB-FS52-KITH3
=
a 60 - ——QOXB-FS2-P40T
=
(1]
x
O
=2
w
E
B
N

ﬂ T 1 1

0 10 20 30 40 50
ZAMAN (SAAT)

Sekil 136. OXB-FS2 lipozomu ile hazirlanan lipojellerden etkin maddenin diyaliz
membrandan gecis profilleri

Film-hidrasyon ydntemi ile hazirlanan lipojellerden salimin oldukga
azaldigini ve kontrolli salimin saglandigini gérmekteyiz. Ozellikle HPMC-
K100M ile hazirlanan lipojellerden salimin 48 saatin sonunda % 43.9+3.61
oldugu bulunmustur. OXB-FS2-KITH3 formilasyonundan ise ilk 8 saatin
sonunda % 10.4+5.26 oldugu 48 saatin sonunda da % 50.8+3.47 oldugu

bulunmustur.
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Sekil 137. OXB-PS2 lipozomu ile hazirlanan lipojellerden etkin maddenin diyaliz
membrandan gecis profilleri

Poliol-dilisyon yéntemi ile hazirlanan lipojellerden de salimin
azaldigi ve en az salimin 48 saatin sonunda % 55.8+2.5 ile HPMC-K100M
iceren formilasyon oldugu bulunmustur. Poloksamer jel kullanilarak
hazirlanan OXB-PS2-P407 formilasyonu ilk sekiz saatte % 49.5+2.43
salim yapmis ancak bu dederin 48 saatin sonunda % 63.5+2.58 oldugu
bulunmustur. Bu lipojellerin viskozite ve akis 6zellikleri de incelenmigtir.
Batun jellerin pseudo plastik akis gdsterdigi belirlenmis ve vizkozite
degerleri Tablo 82’de verilmistir. Buna goére icine lipozom konulmus
biyoadezif vajinal jellerin, lipozom tasimayan jellere goére viskozitesinde
dusme goézlenmistir.

Tablo 82. Lipojellerin viskozite degerleri

Viskozite (cP) rpm Spindle No
OXB-FS2-KITH3 42245 20 52
OXB-FS2-K100M 953+7 20 52
OXB-FS2-P407 87319 20 52
OXB-PS2-KITH3 36415 20 52
OXB-PS2-K100M 74418 20 52
OXB-PS2-P407 68316 20 52
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5.2.3. Mikrokiire Formiilasyonlarina Ait Bulgular

5.2.3.1. iyonotropik Jelasyon Yéntemi Kullanilarak Hazirlanan Kitosan

Mikrokirelerine Ait Bulgular

Bu yontem ile elde edilen OXB-T1 mikrokurelerinin i1sik mikroskobu
gorintuleri Sekil 138'de verilmistir. SEM gérintiuleri ise Sekil 139'da

verilmigtir.

Sekil 138. lyonotropik jelasyon yéntemi kullanilarak hazirlanan, OXB-T1 kitosan
mikrokiiresinin i1sik mikroskobundaki gériintiisii (x5)

5/12/2008 mag det spot —— 500 ym —
3:46:36 PM | 10. 00 kKW | 190 x| 8. 4 mm | ETD METU CENTRAL LABORATORY
Sekil 139. lyonotropik jelasyon yonteml kuIIamIarak hazirlanan, OXB-T1 kitosan
mikrokiirelerinin SEM gériintiisii
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Bu yéntem ile hazirlanan formulasyonlarin kiresel oldugu goéralmus
ve mikrokure formulasyonlar Uzerinde yapilan kontrollere gegilmistir. SEM
ile yuzey o6zellikleri incelenen OXB-T1 mikrokiresinin yizey 6zelligi

oldukga diizgin oldugu bulunmustur.

5.2.3.2. iyonotropik Emiilsiyon Jelasyon Yontemi Kullanilarak Hazirlanan

Kitosan Mikrokiirelerine Ait Bulgular

Bu ybéntemle hazirlanan OXB-K1 mikrokire formilasyonunun isik
mikroskobu goériuntileri Sekil 140'da, SEM géruntileri ise Sekil 141'de

verilmistir.

Sekil 140. lyonotropik emiilsiyon jelasyonu yéntemi kullanilarak hazirlanan, OXB
iceren kitosan mikrokiirelerinin hazirlandigi andaki 1sitk mikroskobundaki
goriintiisi (x5)
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5/12/2008 e——
3:07:02 PM |10.00 kV[354 x| 8.2 mm |[ETD | 4.0 METU CENTRAL LAEORATORY

Sekil 141. iyonotropik emiilsiyon jelasyonu yontemi kullanilarak hazirlanan, OXB-
K1 kitosan mikrokiiresinin SEM goériintiisii

5.2.3.3. Kompleks Koaservasyon Yontemi Kullanilarak Hazirlanan Kitosan
Mikrokirelerine Ait Bulgular

Hazirlama sirasinda OXB-AS4 formilasyonunun en iyi 6zelliklere

sahip olan mikrokire formilasyonu oldugu goérildi ve SEM géruntisu
cekildi (Sekil 142).

6/18/2008 HV mag WD det ‘ spot et O 1 °1 11 Re—
10:59:08 AM |10.00 kV |5 000 x|11.7 mm|ETD | 4.0 METU CENTRAL LABORATORY
Sekil 142. Kompleks Koaservasyon ydntemi kullanilarak hazirlanan OXB-AS4
kitosan mikrokiirelerinin SEM gd&riintisi
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5.2.3.4. Sodyum Siilfat ile Presipitasyon Yontemi Kullanilarak Hazirlanan

Kitosan Mikrokirelerine Ait Bulgular

Hazirlama sirasinda OXB-BT4 formilasyonunun en iyi 6zelliklere

sahip olan mikroktre oldugu gorildi ve SEM gérintiist gekildi (Sekil 143).

8/2008 HV ‘ mag | WD | det|spot| ~—20 um ——— ]
10:21:05 AM |10.00 k¥ |5 000 x|11.8 mm|ETD| 40 | METU CENTRAL LABORATORY
Sekil 143. Sodyum Siilfat ile Presipitasyon yéntemi kullanilarak hazirlanan BT4
kitosan mikro- partikiillerinin SEM gériintiisii

5.2.3.5. Hazirlanan Kitosan Mikrokirelerinin Karakterizasyonu

5.2.3.5.1. Hazirlanan Mikrokiirelerde Etkin Madde Miktar Tayini ve Islem

Etkinligi
Bélium 3.2.10.1’de anlatildigi gibi yapilmistir. Sonuglar Tablo 83'de

verilmistir.
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Tablo 83. Etkin madde iceren kitosan mikrokiirelerinin iglem etkinligi

KOD Teorik Etkin | Olgiilen Etkin Mad. ISLEM
mad.l}lliktarl Miktarn % ETKL}\ILIGI
0 0
OXB-T1 5 4.1540.05 83.7
OXB-K1 5 4.0740.09 81.4
OXB-AS4 5 3.16+0.06 63.6
OXB-BT4 5 3.21+0.08 64.2

5.2.3.5.2. Hazirlanan Formillerin Partikiil Bayukligi ve Dagilimi ve Zeta

Potansiyeli
Mikrokirelerin partikil blyuklugu 6lcimu, polidispersite indeksi ve

zeta potansiyeli sonuclari Tablo 84’de verilmistir.

Tablo 84. Hazirlanan OXB kitosan mikrokiirelerin ortalama partikiil biyukligi ve
zeta potansiyel (mV)

Formiilasyonlar Partikil Polidispersite Zeta Potansiyeli
Biyiiklgi Indeksi (mV)
OXB-T1 897 +3 0.245+0.028 6.28
OXB-K1 995+3 0.156+0.054 -11.54
OXB-AS4 1080+9 nm 0.234+0.037 -4.48
OXB-BT4 67416 nm 0.263+0.072 -6.83

5.2.3.5.3. OXB-Mikrokiire Formilasyonlarinin Franz Difiizyon Hiicresinden

Gecisine Ait Bulgular

Mikrokirelerin stspansiyon halinde gecis calismalari yapiimis ve
salim profilleri Sekil 144’de verilmistir.

Suspande haldeki mikrokire formulasyonlarindan OXB salimi ilk
sekiz saatin sonunda % 17-29 aralijinda olmustur. Bu oran 48 saatin
sonunda ise %41-55 olarak bulunmustur. En az salimi 48 saatin sonunda
% 41.2+3.6 salim yapan OXB-AS4 formulasyonudur.
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100.0 - - =

——OXB-T1

Yigiimah % Gikan OXB Miktar

40.0
—=— OXB-BT4
—a— OXB-AS4
20.0 —+— OXB-K1
0.0
0 10 20 30 40 S0

Zaman (saat)

Sekil 144. OXB-mikrokiire formiilasyonlarindan OXB’nin diyaliz membrandan gegisi
(n=6)

5.2.4. Mikrokirelere-Jel Formilasyonlarina Ait Bulgular

5.2.4.1. Mikrokiire-Jel Formiilasyonlarinin Viskozitesi ve Akis Ozellikleri

Hazirlanan mikrokure-jel formulasyonlarinin viskozite ve akis 6zellikleri
de incelenmistir. Bltin mikrokire-jellerin pseudo plastik akis gdsterdigi
belirlenmis ve vizkozite dederleri Tablo 85’de verilmistir. Buna gore icine

mikrokire konulmus biyoadezif vajinal jellerin viskozitesinde disme

go6zlenmigtir.
Tablo 85. OXB-Mikrokiire iceren jellerin viskozite degerleri
Viskozite (cP) rpm Spindle No

OXB-T1-KT 49643 20 52
OXB-T1-K100M 10186 20 52
OXB-T1-HP407 938+4 20 52
OXB-K1-KT 51714 20 52
OXB-K1-K100M 10739 20 52
OXB-K1-HP407 90511 20 52
OXB-AS4-KT 32817 20 52
OXB-AS4-K100M 85418 20 52
OXB-AS4-HP407 88416 20 52
OXB-BT4-KT 37410 20 52
OXB-BT4-K100M 70812 20 52
OXB-BT4-HP407 89218 20 52
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5.2.4.2. Mikrokire-Jel Formulasyonlarinin Franz Difiizyon Hicresinden

Gecisine Ait Bulgular

Tablo 29'de formulasyon kodlari ve icerikleri verilen mikrokire-jel
formulasyonlarina ait salim profilleri Sekil 145’'de verilmistir.

Bu grup mikrokire-jel formilasyonlari arasinda en fazla salimi
OXB-T1-KT formilasyonu yapmistir. Buna goére 8, 24 ve 48. saatlerin
sonunda % 254416, % 29.8+24 ve % 385+3.4 oraninda salim
g6zlenmistir. Bu grup mikrokure-jel formulasyonlarindan en az salimi ise
48 saatin sonunda % 11.8+4.2 oraninda salim yapan OXB-T1-HP407

formulasyonudur.

60.0
—-0XB-T1

= 50.0 —8-0XB-T1K100M
]
‘é ——OXB-T1-KT
0 ot ——OXB-T1-HP407
o
c 30.0
[}
e
Or
s« 200
=
£ 100
o
}_

0.0

0 10 20 30 40 50
Zaman (saat)

Sekil 145. OXB-T1 mikrokiire ve OXB-T1 mikrokiire-jel formiilasyonlarindan
OXB’nin diyaliz membrandan gegisi (n=6)

Sekil 146’da OXB-K1 grubu mikrokirelerin  salim profilleri
gorulmektedir. OXB-K1 mikrokiiresi sispansiyon halinde 8. saatin
sonunda % 28.9+1.3, 24. saatin sonunda % 48.0+2.7 ve 48. saatin
sonunda % 955.4+2.3 oraninda salim yapmistir. Jel icindeki OXB-K1
mikrokilrelerinden salima bakildiginda ise 48 saatin sonunda en fazla
salimi OXB-K1-KT formilasyonu (% 34.61+2.6), en az salimida OXB-K1-

HP407 formilasyonu (% 9.6+2.1) yapmistir.
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T0.0 ——0XB-K1
==X B-K1-K100Mm
=i~ OXB-K1-KT
—=—OXB-K1-HP40T

60.0

0.0

40.0

30.0

20.0

Yigiimah % Gikan OXB Miktari

ik

10.0

0.0
0 10 20 30 40 S0

Zaman (saat)

Sekil 146. OXB-K1 mikrokiire ve OXB-K1 mikrokiire-jel formiilasyonlarindan
OXB’nin diyaliz membrandan gec¢isi (n=6)

Kompleks koaservasyon yéntemi ile hazirlanan 8 farkli mikrokire
formulasyonlarindan 6 tanesinde mikrokiire olusumu gézlenmistir (Tablo
27). Bu mikrokurelerin stispansiyon halinde diyaliz membrandan gegis
profilleri Sekil 147’de gosterilmistir. En fazla salimi yapan OXB-AS4
formulasyonu 48 saatin sonunda % 78.94£3.2 oraninda salim yapmistir ve

mikroklre-jel formulasyonlarinin hazirlanmasi i¢in segilmistir.
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Sekil 147. Kompleks koaservasyon ydntemi ile hazirlanan mikrokiirelerden OXB’nin
diyaliz membrandan gecisi (n=6)
OXB-AS4 ile kazirlanan mikrokire jel formulasyonlarinin igerikleri

Tablo 29’da verilmis ve diyaliz memrandan gegcis profilleri Sekil 148'de

gosterilmigtir.
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80.0 |
s 700 |
=
=
o 60.0 -
S
= 50.0 -
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x
G 400 -
52
T 30.0 -
£ -e-0XB-AS4
:En 20.0 —8-0XB-AS4-KTH3
——OXB-AS4-K100M
10.0 ——0OXB-AS4-HP407
0.0 T T T T 1
0 10 20, man (saat)° 40 50

Sekil 148. Kompleks koaservasyon yoéntemi ile hazirlanan OXB-mikrokiire-jel
formiilasyonlarindan CV’nin diyaliz membrandan gec¢isi (n=6)
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OXB-AS4-HP407 formilasyonu 48 saatin sonunda en az salm
(%51.3+£3.5) yapan formulasyon olurken OXB-AS4-KT formilasyonu en
yuksek salimi (%64.21+4.7) yapmistir.

Mikrokure formulasyonlarinda son olarak sodyum silfat ile
presipitasyon yontemi ile hazirlanan OXB-BT grubu mikrokureler tizerinde
cahsilmistir. Bu mikrokirelerin siispansiyon halinde diyaliz membrandan
gecis profilleri Sekil 149’da gOsterilmigtir. Mikrokurelere
suspansiyonlarindan salim 48 saatin sonunda OXB’in yaklasik % 96-102
oraninda salmiglardir. Bu nedenle islem etkinligi en yiksek olan BT4

formiUlasyonu mikrokire-jel formuilasyonlarinda kullaniimak {zere

secilmistir.

120.0
8 -
= 100.0 Z
b=
% 80.0
O ——0XB-BT1
g 60,0 8- OXB-BT2
o ——OXB-BT3
i; 40.0 ——OXB-BT4
E a0 ——OXB-BTT
E‘ ] —-0XB-BT8

0.0 &
0 10 20 30 40 50
Zaman (saat)

Sekil 149. Sodyum siilfat ile presipitasyon ydéntemi ile hazirlanan mikrokiirelerden
CV’nin diyaliz membrandan gegisi (n=6)

BT4 ile hazirlanan mikrokure jel formulasyonlarinin igerikleri 29'da
verilmis ve diyaliz memrandan gegis profilleri Sekil 150’de goésterilmistir.
Profiller, OXB-BT4 mikrokiresininin siispansiyon halindeki salim profili ile
karsilastinimistir. Stispansiyon halinde etkin maddenin  %100’Un0 salan
mikrokireler, jel igcinde %60’in altinda salim yapmaktadir. Mikrokureler
stapansiyon halinde vajinaya uygulanamayacagi icin jel iginde tagsinmasi
saglanmis ancak uygun etkin madde salimi elde edilememistir. Buna gére

en az salim yapan OXB-BT4-HP407 formilasyonu 48 saatin sonundaki
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salim %50.0+£3.6 olmustur. En fazla salim yapan BT4-KT formulasyonu ise

48 saatin sonunda %60.3+4.1 oraninda OXB salmistir.

120.0
5 1000 —
: —t
=
m
. 80.0
Q
c
g 0.0
o
‘% A0 ——OXB-BT4
£ 8- OXB-BT4-KT
g 200 ——OXB-BT4-K100M
—8—OXB-BT4-HP40T
0.0
)] 10 20 30 40 30
Zaman (saat)

Sekil 150. Sodyum siilfat ile presipitasyon yontemi ile hazirlanan mikrokiire-
jellerden CV’nin diyaliz membrandan gecisi (n=6)

Mikrokure-jeller ile yapilan diyaliz membrandan gecis calismalarinin
sonunda 48 saat slresince etkin maddenin tamamini salan bir
formulasyon olmamistir. Bu nedenle vajinal uygulanacak ve iki giin sure ile

kontollil salim yapacak formulasyona ulasilamamistir.

5.3. Diyaliz Membrandan Geg¢is Verilerinin Kinetik Olarak
Degerlendirilmesi

OXB igeren tim formilasyonlara ait in vitro gecis verilerinin kinetik
degerlendirme sonuglari Tablo 86’da verilmektedir. Kinetik degerlendirme
icin sifir derece, birinci derece ve Higuchi salim kinetik modelleri

incelenmistir.
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Tablo 86. Hazirlanan OXB iceren formiilasyonlarin diyaliz membrandan gegis

verilerinin kinetik incelemesi.

JEL FORMULASYONLARINA AIT GECIS KINETIKLERI

0.Derece 1.Derece Qt (Hizguchi)

Form.No kr’ r RSH | kr' r RSH k r RSH
OXB-KITH1 1.44 0.477 | 25.8 0.019 | 0.364 | 0.416 | 12.9 0.695 | 19.2
OXB-KITH2 1.56 0.518 | 24.3 0.022 | 0.395 | 0.461 | 13.6 0.760 | 171
OXB-KITH3 1.48 0.508 | 234 0.023 | 0.348 | 0.525 | 12.9 0.747 | 16.8
OXB-KITM1 1.52 0.539 | 22.7 0.020 | 0.489 | 0.338 | 13.1 0.774 | 15.9
OXB-KITM2 1.57 0.581 | 21.5 0.022 | 0.502 | 0.358 | 13.3 0.812 | 14.4
OXB-KITM3 1.65 0.603 | 21.6 0.024 | 0.498 | 0.403 | 13.9 0.828 | 14.2
OXB-KITL1 1.41 0.422 | 26.7 0.018 | 0.353 | 0.407 | 12.8 0.671 | 201
OXB-KITL2 1.45 0.468 | 25.0 0.020 | 0.398 | 0.402 | 12.8 0.710 | 18.5
OXB-KITL3 1.75 0.561 | 249 0.031 | 0.368 | 0.673 | 14.9 0.792 | 17.2
OXB-HPMCK15M1 1.84 0.502 | 29.6 0.037 | 0.287 | 0.966 | 16.1 0.739 | 21.4
OXB-HPMCK15M2 1.81 0.617 | 231 0.014 | 0.379 | 0.737 | 15.2 0.836 | 15.1
OXB-HPMCK100M1 1.94 0.586 | 26.4 0.045 | 0.348 | 1.01 16.3 0.801 | 18.3
OXB-HPMCK100M2 1.51 0.549 | 221 0.033 | 0.285 | 0.876 | 12.9 0.769 | 15.8
OXB-P407 2.35 0.840 | 16.5 0.058 | 0.623 | 0.751 | 17.7 0.929 | 11.0
OXB-MP407 2.24 0.860 | 14.6 0.056 | 0.622 | 0.718 | 16.8 0.938 | 9.72
OXB-HP407 2.22 0.857 | 14.7 0.057 | 0.641 | 0.712 | 16.8 0.948 | 8.86

LIPOZOM FORMULASYONLARINA AIT GECIS KINETIKLERI

Form.No kr’ r RSH | kr' r RSH k r RSH
OXB-F2 1.67 0.592 | 224 0.030 | 0.362 | 0.671 | 14.0 0.810 | 15.3
OXB-P2 1.47 0.452 | 26.2 0.022 | 0.331 | 0.520 | 13.2 0.698 | 19.4
OXB-FS1 1.53 0.597 | 204 0.033 | 0.368 | 0.723 | 12.9 0.814 | 13.9
OXB-FS2 1.47 0.666 | 16.8 0.035 | 0.399 | 0.711 | 12.0 0.862 | 10.8
OXB-PS1 1.47 0.490 | 24.2 0.024 | 0.323 | 0.577 | 12.8 0.727 | 17.7
OXB-PS2 1.46 0.503 | 234 0.026 | 0.322 | 0.632 | 12.6 0.735 | 171
OXB-FS2-K100M 0.72 0.850 | 4.88 0.105 | 0.647 | 1.29 4.81 0.734 | 6.51
OXB-FS2-KITH3 0.823 | 0.851 | 5.56 0.083 | 0.620 | 1.08 559 |0.761 | 7.04
OXB-FS2-P407 0.795 | 0.838 | 5.65 0.085 | 0.681 | 0.959 | 5.34 0.730 | 7.29
OXB-PS2-K100M 0.907 | 0.694 | 9.73 0.026 | 0.561 | 0.388 | 7.40 0.893 | 5.75
OXB-PS2-KITH3 0.910 | 0.584 | 12.4 0.021 | 0.517 | 0.340 | 7.70 0.810 | 8.39
OXB-PS2-P407 0.972 | 0.631 | 12.0 0.022 | 0.528 | 0.351 | 8.09 0.847 | 7.74

MIKROKURE FORMULASYONLARINA AIT GECIS KINETIKLERI

Form.No kr’ r RSH | kr' r RSH k r RSH
OXB-T1 114 | 0.828 | 3.46 | 0.046 | 0.765 | 0.421 | 7.94 | 0.978 | 2.66
OXB-T1K100M 174 | 0.907 | 567 | 0.048 | 0.693 | 0.528 | 2.44 | 0.997 | 0.312
OXB-T1-KT 159 | 0.803 | 583 | 0.037 | 0464 | 0654 | 539 | 0.893 | 4.20
OXB-T1-HP407 169 | 0.785 | 565 | 0.038 | 0424 | 0.726 | 1.79 | 0.885 | 1.45
OXB-K1 1.20 | 0.911 848 |0.039 |0.736 | 0.383 | 8.30 | 0.981 | 2.58
OXB-K1-K100M 1.41 0.710 | 8.45 | 0.046 | 0.407 | 0.923 | 2.01 | 0.830 | 2.05
OXB-K1-KT 116 | 0.899 | 582 | 0.048 | 0.658 | 0.569 | 546 | 0.979 | 1.82
OXB-K1-HP407 155 | 0607 | 6.76 | 0.044 | 0.380 | 0.932 | 155 | 0.797 | 1.76
OXB-AS1 1.35 | 0.853 | 9.03 | 0.038 | 0612 | 0.496 | 104 | 0.976 | 3.66
OXB-AS2 126 | 0.767 | 11.0 | 0.037 | 0.479 | 0.638 | 9.61 | 0.897 | 7.30
OXB-AS3 124 | 0.803 | 994 | 0.037 | 0.538 | 0.562 | 9.67 | 0.944 | 5.29
OXB-AS4 1.38 | 0.803 11.1 | 0.039 | 0522 | 0618 | 10.7 | 0.940 | 6.11
OXB-AS7 0.83 | 0813 | 6.44 | 0.039 | 0.521 | 0.623 | 6.45 | 0.948 | 3.39
OXB-AS8 0.88 | 0.827 | 6.50 | 0.042 | 0.528 | 0.655 | 6.88 | 0.951 | 3.47
OXB-AS4-KT 1.21 0.859 | 7.92 | 0.038|0.558 | 0.564 | 9.26 | 0.971 | 3.61
OXB-AS4-K100M 1.16 | 0.756 | 10.60 | 0.036 | 0.509 | 0.590 | 9.19 | 0.925 | 5.90
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OXB-AS4-HP407 0.93 | 0.750 | 8.71 | 0.038 | 0.452 | 0.702 | 7.43 | 0.921 | 4.90
OXB-BT1 169 | 0605 | 221 | 0.032 | 0.401 | 0.642 | 141 | 0.822 | 14.8
OXB-BT2 1.67 | 0578 | 23.0 | 0.039 | 0.301 | 0.979 | 141 | 0.799 | 159
OXB-BT3 1.74 | 0618 | 22.0 | 0.031 | 0404 | 0.625 | 145 | 0.835 | 145
OXB-BT4 1.07 | 0654 | 241 [ 0.048 | 0.365| 1.04 | 17.0 | 0.715 | 24.1
OXB-BT7 1.35 | 0635 | 221 | 0.023 | 0.318 | 0.560 | 13.5 | 0.696 | 20.1
OXB-BT8 1.92 | 0595 | 239 | 0.020 | 0.264 | 0.540 | 129 | 0.615 | 22.9
OXB-BT4-KT 144 | 0902 | 205 | 0.039 | 0.575 | 0.558 | 9.24 | 0.952 | 4.63
OXB-BT4-K100M 1.34 | 0.887 | 18.8 | 0.035|0.564 | 0.514 | 7.83 | 0.931 | 4.78
OXB-BT4-HP407 1.83 | 0.753 | 19.2 | 0.056 | 0.302 | 140 | 8.06 | 0.812 | 8.71
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5.4. OXB-Jellerin Texture Profil Analizi’ne (TPA) Ait Bulgular

Bolim 3.2.12’de anlatildigi gibi yapilan TPA testleri sonucunda
jellerin sertlik, sikisabilirlik, elastiklik, adezyon ve kohezyon o6zellikleri,
Tablo 30°da belirtilen jeller icin, TPA grafiklerinden belirlendi (Sekil 151-
153). Ayrica jellerin, lipojellerin ve mikrokire iceren jellerin mekanik

Ozellikleri hesaplandi ve Tablo 87°de ifade edildi.
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Sekil 151. OXB-KT jel formiilasyonuna ait TPA grafigi
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Sekil 152. OXB-HPMC jel formiilasyonuna ait TPA grafigi
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Sekil 153. OXB-HPMC-POL jel formiilasyonuna ait TPA grafigi

283



Tablo 87. Hazirlanan biyoadezif jel, lipojel ve mikrokiire igceren jel
formiilasyonlarinin mekanik ézellikleri (n=6)
Formiilasyon Sertlik Sikisabilirlik Adeziflik | Koheziflik | Elastikiyet
(N) (N.mm) (N.mm)
_ JEL

FORMULASYONLARI
OXB-KT 0.077+0.006 0.602+0.049 0.158+0.029 | 0.784+0.049 | 0.703+0.028
OXB-HP407 0.349+0.038 1.294+0.287 0.385+0.092 | 0.819+0.129 | 0.717+0.016
OXB-K100M 0.849+0.119 2.956+0.573 1.487+0.473 | 0.955+0.092 | 0.826+0.011

LIPOJEL

FORMULASYONLARI
OXB-FS2-KT 0.115+0.022 1.047+0.038 0.093+0.019 | 0.629+0.072 | 0.655+0.082
OXB-FS2-K100M 0.862+0.041 3.371+0.048 1.1871£0.016 | 0.715+0.051 | 0.862+0.048
OXB-FS2-HP407 0.491+0.058 1.593+0.028 0.128+0.062 | 0.481+0.064 | 0.629+0.081
OXB-PS2-KT 0.202+0.077 1.176+0.071 0.189+0.028 | 0.619+0.026 | 0.665+0.075
OXB-PS2-K100M 0.892+0.069 2.291+0.057 1.726+0.071 | 0.893+0.067 | 0.908+0.085
OXB-PS2-HP407 0.537+0.247 1.07940.078 0.228+0.063 | 0.618+0.073 | 0.684+0.034

MIKROKURE-JEL

FORMULASYONLARI
OXB-T1-KT 0.280+0.038 1.304+0.074 0.044+0.038 | 0.439+0.084 | 0.487+0.075
OXB-T1-K100M 0.984+0.025 3.628+0.027 0.538+0.028 | 0.749+0.059 | 0.648+0.029
OXB-T1-HP407 0.599+0.241 1.045+0.065 0.209+0.029 | 0.591+0.083 | 0.639+0.059
OXB-K1-KT 0.301+0.038 1.146+0.044 0.059+0.058 | 0.429+0.082 | 0.498+0.049
OXB-K1-K100M 1.273+0.064 3.164+0.072 0.782+0.024 | 0.839+0.062 | 0.749+0.066
OXB-T1-HP407 0.520+0.241 1.043+0.037 0.211+0.054 | 0.542+0.093 | 0.654+0.059
OXB-AS4-KT 0.106+0.076 0.659+0.028 0.128+0.098 | 0.702+0.073 | 0.659+0.035
OXB-AS4-K100M 0.827+0.082 2.385+0.039 1.92610.049 | 0.759+0.081 | 0.904+0.073
OXB-AS4-HP407 0.479+0.069 1.34940.024 0.128+0.076 | 0.487+0.063 | 0.605+0.051
OXB-BT4-KT 0.097+0.044 0.584+0.083 0.149+0.038 | 0.638+0.059 | 0.659+0.062
OXB-BT4-K100M 0.905+0.076 2.739+0.029 1.973+0.074 | 0.885+0.076 | 0.829+0.049
OXB-BT4-HP407 0.498+0.063 1.028+0.043 0.176+0.069 | 0.589+0.017 | 0.618+0.092

Sertlik ve sikisabilirlik degerleri, jele etkin madde ilavesi, lipozom

ilavesi veya mikrokure ilavesi ile, bos jellere gbére belirgin bir sekilde

artmistir (t-test, p<0.05). Ancak diger degerlerin (adeziflik, koheziflik ve

elastikiyet) jele ilave edilen etkin madde, lipozom veya mikrokireden

sonra azaldigi gérulmektedir.

Lipojellerin degerlendirmesi de bos jellere gbére yapildiginda yine

adeziflik, koheziflik ve elastikiyet degerlerindeki dusis anlamlidir (t-test,

p<0.05). Ancak jellere kati halde ilave edilen OXB-FS2 lipozomlar ile

hazirlanan lipojellerin degerleri, jellere sispansiyon halinde ilave edilen ve
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daha kiglk partikil boyutuna sahip olan OXB-PS2 lipozomlar ile
hazirlanan lipojellerden daha dusuiktur (t-test, p<0.05).

Ayni degerlendirme mikrokureler i¢in de yapilabilir. OXB-T1 grubu ve
OXB-K1 grubu mikrokireler jellere kati halde ilave edildikleri icin ve
partiktl buyuklukleri diger mikrokire gruplarindan bayik oldugu igin bos
jellere goére ve OXB-AS4, OXB-BT4 mikrokireleri ilave edilen jellere gore
daha dusik adeziflik, koheziflik ve elastikiyet degerleri goéstermislerdir (t-
test, p<0.095).

OXB-AS4 ve OXB-BT4 grubu mikrokireler nm boyutundadir ve
jellere stispansiyon seklinde ilave edilmiglerdir. Bu nedenle OXB-T1 ve
OXB-K1 grubu mikrokire iceren jellere goére adeziflik, koheziflik ve
elastikiyet degerleri anlamli sekilde daha yuksektir (t-test, p<0.05). Bu grup
mikrokure-jeller bos jeller ile kiyaslandiginda ise anlamli sekilde daha
dusik adeziflik, koheziflik ve elastikiyet degerleri géstermislerdir (t-test,
p<0.05).

Mukoadezyon 6zelliginin degerlendirimesinde adezyon, kohezyon
kuvvetleri ile elastikiyetin buyldk olmasi beklenir. Blyuk olduklari
durumlarda formilasyonun vajinada kalis siresi uzar. Bu agidan
degerlendirdigimizde Gzerinde calistigimiz ilag sekillerinden (jel, lipojel ve
mikrokure-jel) jellerin digerlerinden daha yiksek adezyon, kohezyon ve
elastikiyet degeri gosterdigi bulunmustur (t-test, p<0.05).

Jeller kendi iclerinde degerlendirildiginde ise, HPMC jelin adezyon,
kohezyon ve elastikiyeti diger jellerden anlaml bir sekilde fazladir (t-test,
p<0.05). Hazirladigimiz jelleri mekanik &zellikleri en iyi olandan kétlye
dogru siralarsak HPMC>HPMC-POL>KT seklinde oldugunu gérilyoruz. Bu
durumda mekanik 6zellikleri agisindan en dusik formulasyon kitosan jel

formulasyonudur.
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5.5. Vajinal Biyoadezif Formiilasyonlarda Mukoadezyon Caligmalarina

Ait Bulgular

5.5.1. OXB Etkin Maddesi iceren Biyoadezif Vajinal Formiilasyonlarin

Mukoadezyon Testleri

Boélum 3.2.13’de anlatilan kosullarda yapilan deneylerde dncelikle

OXB iceren jellerin mukoadezyon o6zellikleri belirlendi. OXB iceren jeller

Uzerinde yapilan oélcimler sonucunda elde edilen bulgular Tablo 88'de

verilmistir. Calismamizda lipojellerin ve mikrokire iceren jellerin de

mukoadezyon 6zellikleri belirlenmistir (Tablo 88).

Tablo 88. OXB igeren jellerin, lipojellerin ve mikrokiire-jellerin mukoadezyon

Ol¢iimiiniin sonuglarn

Formiilasyon Kuvvet Is Mukoadezyon
(N) (N.mm) isi (mjlcm?)
JEL

FORMULASYONLARI
OXB-KITH3 0.194+0.028 0.436+0.074 0.330+0.022
OXB-K100M2 0.355+0.021 0.799+0.029 0.605+0.036
OXB- HP407 0.218+0.002 0.490+0.010 0.371+0.008

LIPOJEL

FORMULASYONLARI
OXB-FS2-KITH3 0.163+0.034 0.367+0.053 0.287+0.065
OXB-FS2-K100M2 | 0.328+0.047 0.738+0.085 0.559+0.027
OXB-FS2-HP407 0.187+0.082 0.421+0.069 0.318+0.068
OXB-PS2-KITH3 0.148+0.038 0.334+0.083 0.253+0.034
OXB-PS2-K100M2 | 0.309+0.014 0.695+0.025 0.526+0.044
OXB-PS2-HP407 0.173+0.065 0.389+0.041 0.294+0.065

MIKROKURE-JEL

FORMULASYONLARI
OXB-T1-KITH3 0.143+0.046 0.321+0.054 0.243+0.062
OXB-T1-K100M2 0.307+0.018 0.690+0.081 0.523+0.041
OXB-T1-HP407 0.156+0.042 0.351+0.045 0.265+0.034
OXB-K1-KITH3 0.132+0.028 0.297+0.038 0.225+0.049
OXB-K1-K100M2 0.295+0.039 0.663+0.023 0.502+0.082
OXB-K1-HP407 0.131+0.073 0.294+0.049 0.222+0.048
OXB-AS4-KITH3 0.118+0.028 0.266+0.036 0.201+0.012
OXB-AS4-K100M2 | 0.245+0.054 0.551+0.048 0.417+0.037
OXB-AS4-HP407 0.121+0.062 0.272+0.041 0.206+0.044
OXB-BT4-KITH3 0.128+0.037 0.288+0.054 0.218+0.028
OXB-BT4-K100M2 | 0.274+0.069 0.617+0.042 0.467+0.039
OXB-BT4-HP407 0.145+0.016 0.326+0.027 0.246+0.058
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OXB igeren jellerin mukoadezyon &zellikleri degerlendirilirken
Ozellikle mukoadezyon isi degeri dikkate alinmaktadir. Buna goére en
yiuksek mukoadezyon isini OXB-K100M formilasyonu yapmistir.
Mukoadezyon isini yiksekten distge goére siralarsak OXB-K100M>OXB-
HP407>0XB-KT siralamasi ¢cikmaktadir.

in vivo calismalarda kullanilacak olan sonug¢ formiilasyonun
belirlenmesinde bu énemli bir kriterdir. OXB-K100M jelin salim profilide de
amaca uygun bulundugu ic¢in sonu¢ formilasyon olmasina karar
verilmistir.

Lipojellerin ~ ve  mikrokire-jellerin  mukoadezyon  &zellikleri
degerlendirildijinde ise jellere gore degerlerin dustiginia gérmekteyiz.
Ancak OXB-K100M>0OXB-HP407>0OXB-KT siralamasi lipojel ve

mikrokure-jeller i¢in de gecerlidir.
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5.6. Oksibiitinin ile Yapilan in Vivo Galismalar Ait Bulgular

5.6.1. Oksibitininin Tavsan Serumundan HPLC Yoéntemi ile Analizine Ait

Bulgular

5.6.1.1. Ornek Hazirlamaya Ait Bulgular

Tavsanlardan alinan kan érnekleri Bolum 5.2.1.1’de anlatildidi bigi
hazirlandi. Kullanilan mobil faza ve etkin maddenin alikonma zamanina en
uygun madde olarak Propiverine HCI (PVP) bulundu. Bu maddenin piki
etkin maddenin piki ile karismamakta ve iyi bir sekilde ayriimaktadir (Sekil
24)

5.6.1.2. HPLC Yontemi Kullanilarak Oksibitininin Serumdaki Kalibrasyon

Dogrusunun Hazirlanmasi

OXB’nin tavsan kan serumundaki kalibrasyonu Bélim 5.2.1.2'deki

gibi yapildi. Kalibrasyon grafigi Sekil 154’de gosterilmistir.

40 -

35

30 |

y = 4.72x + 8.47

{(ng/mL)

20 - r’=0.999

15

Oksibiitininin Serumdaki Konsantrasyonu

O T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12

Oksibiitinin pik yiiksekligi/Propiverin pik yiiksekligi

Sekil 154. OXB’nin tavsan serumundan analizinde kullanilan kalibrasyon grafigi
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5.6.1.3. HPLC ile OXB’nin Tavsan Serumundan Miktar Tayini icin Yontem

Validasyonu

5.6.1.3.1. Dogruluk (accuracy) ve Geri Elde (recovery)

Bolim 5.1.1.5.3.1.’de anlatildigi gibi yapilan ¢alismanin sonugclari

Tablo 89’da gosterildi. Amerikan Farmakopesi (USP XXVII) esas alinarak

validasyon islemi gergeklestiriimisti. OXB’nin tavsan serumunda miktar

tayini validasyonu icin yaptigimiz ¢alismalarda, dogruluk icin hesaplanan

tim % bagil sapma sonuglari % 2’in altindadir (Tablo 89).

Tablo 89. Oksibiitininin tavsan serumunda ekstraksiyon islemi uygulanarak yapilan

analizine ait dogruluk test sonuglari

Hazirlanan Geri elde edilen

konsantrasyon (ng/mL) miktar (ng/mL) ve %’si

% Bagil Sapma

| 16 | 16.241.0- %101 || 1.25
| 20 | 20.240.7- %101 || 1.00
| 24 |  24.040.4-%100 || 0.0833

5.6.1.3.2. Kesinlik

Deneyi¢i Kesinlik: Hesaplanan bagil sapmanin % 2’den kuguk olmasi

yéntemin tekrar edilebilirligini géstermektedir (Tablo 90).

Tablo 90. OXB’nin tavsan serumunda ekstraksiyon igleminden sonra deneyici

kesinlik sonuglari

ORNEK NO OXB’nin Tavsan serumundaki OXB’nin Hesapla
Derigimi (ng/mL) Bulunan Degeri

1 28 27.8

2 28 28.0

3 28 28.3

4 28 28.6

5 28 28.5

6 28 28.3

7 28 28.0

8 28 28.8

9 28 28.04

10 28 28.8
Ortalama 27.9
Standart sapma 0.4
Bagil Sapma 1.34
*Giiven Sinir 0.5
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Deneylerarasi Kesinlik: Boélum 6.1.5.3.2’de anlatilan ¢aligmanin
sonugclari Tablo 91’de verilmistir. Bagil sapma %2’nin altindadir. Yéntemin

glnden gune farkli sonuglar vermedigi anlasildi.

Tablo 91. OXB’nin tavsan serumunda ekstraksiyon isleminden sonra deneylerarasi
kesinlik sonugclari

Konsantrasyon 1. GUN 2. GUN 3.GUN
(ng/mL)

28 28.04 27.8 28.04

28 27.8 28.04 28.04
28 28.04 27.8 28.3
Ortalama 28.0 27.86 28.1
Standart sapma 0.2 0.2 0.2

Bagil Sapma 0.537 0.539 0.534
*Giiven Sinir 0.4 0.4 0.4

Analizler her giin HPLC y&éntemi, sartlari ve kolonu test etmek icin
gunluk kalibrasyon testleri kontrolu yapildi ve kalibrasyonun gegerli oldugu

saptandi.

5.6.1.3.3. Dogrusalhk
Yoéntemin dogrusal oldugu regresyon denkleminin dogrusalligindan
hesaplandi (0.9989) ve kanitlandi (Sekil 154).

5.6.1.3.4. Ozgunlik, Secicilik
OXB igcermeyen tavsan serumunun ekstraksiyonu yapildi ve HPLC

kromotogrami incelendiginde OXB piki goérilmedi ve ydntemin 6zgln
oldugu kanitlandi (Sekil 155).
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Sekil 155. Ektraksiyon isleminden sonra tavsan serumunun kromotogrami

5.6.1.3.5. Duyarlilik ve Saptama Siniri

Boélum 5.2.1.3.5'de aciklandigi sekilde hazirlanan 4 ve 2 ng/mL’lik
orneklerin analizi sonucu 4 ng/mL’lik érnegin bagil sapmasi %8, geri eldesi
%83t4, 2 ng/mL’lik 6rnegin bagil sapmasi %23, geri eldesi %77+13 olarak
bulundu. Duyarlihk sinirt 4 ng/mL olarak kabul edildi. HPLC
kromatogramlari incelenerek sinyal/guralta orani 3:1 olarak ve analitik

yéntemin saptama siniri 2 ng/mL olarak kabul edildi.

5.6.1.3.6. Stabilite

Deney sartlarinda oksibitininin stabilitesini incelemek amaci ile 28

pMg/ml konsantrasyonda hazirlanan &rneklerin 48 saat boyunca belli
zamanlarda 235 nm de HPLC’deki pik yikseklikleri elde edildi. Sonuglar
Sekil 156’daki grafiklerde gosterildi.
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OXB'nin Plazmadaki Stabilitesi 25°C 7| ™
1 28,240,365
2 23.1+0.326
3 23.1+0.331
4 2300218
5 23.0+0.331
& 23.0:0.358
= 40 1 T e
"-Ea 24 27.710.376
g 30 T -]
s | 3 ¢
=
o0 20 -
«
=
c 0 : | |
Q
2 o0 20 40 60
o Zaman (saat)
X

Sekil 156. OXB’nin tagsan serumundadaki stabilitesi

Kirksekiz saatin sonunda geri kazanim %99.7 olarak ve bagil
sapmasi da %1.53 olarak bulundugu i¢in analiz sliresi boyunca 6rneklerin

stabil oldugu kanitlanmistir.

5.6.2. Tavsanlara Uropan Tablet ve Vajinal Jel Uygulamasi

in vivo calismalarda uygulanacak sonug¢ formilasyon secilirken,
Oksibitinin ile yapilan formilasyon calismalarn degerlendiriimis ve su
sonuglar ortaya gikmistir:

v Carbopol ile OXB igceren formilasyonlar gegimsizlik nedeniyle
hazirlanamamistir.

v' Jel formilasyonlarinin Franz difizyon hicrelerinden salim
calismalar degerlendirildiginde 48 saat boyunca kontrolli salim
saglayan formilasyonun OXB-K100M2 formilasyonu oldugu
bulunmus ve in vivo ¢alismalarda kullanilabilecegi belirtiimigtir.

v' Ayrica bu bulguyu dokudan gecis  calismalarimizda
desteklemektedir. Tavsan vajinal dokusundan gecisi incelenen
OXB-K100M formilasyonundan 48 saat siresince etkin maddenin
kontrolll gecis yaptigi bulundu.
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v Biyoyararlanim calismasinda OXB-K100M2 formilasyonu ile
karsilastiriimak tGzere OXB-KTH3 formulasyonu secilmistir. Bunun
nedeni OXB-KTH3 formilasyonunun  in vitro salim ylzdesi ve
etkin madde dokudan gegis orani OXB-K100M2 formuilasyonundan
daha fazla olmasidir.

v' Lipojel ve mikrokire-jel formulasyonlari 48 saatin sonunda etkin
maddenin tamamini salamadiklari i¢in in vivo ¢alismalar i¢in uygun
bulunmamiglardi.

v OXB-K100M2 formilasyonunun mekanik o6zelliklerinin en iyi ve
mukoadezyon 6zelliginin en fazla bulunmasi nedeniyle in vivo
calismalarda uygulanmasina karar verilmistir. Ayrica OXB-KITH
formilasyonunun mekanik 6zellikleri ve mukozadezyon giicii daha
zayif oldugu i¢in bu durumun in vivo ¢alismaya nasil yansiyacagini
anlamak icin OXB-KITH3 formilasyonu ile karsilastirmal calisma
yapilmistir.

v Lipojel ve mikrokire-jel formilasyonlarinin mekanik 6zellikleri jellere
gore daha zayifdir ve mukoadezyon 6zellikleri de daha dusuktur.
Bu nedenle in vivo uygulamalar i¢cin uygun bulunmamislardir.

v In vivo calismalarda OXB’in pH 4.5 fosfat tamponundaki ¢ézeltisi de
uygulanmigtir.  Bu uygulamanin nedeni biyoyararlanimlarinin
karsilastirimasi ve OXB’nin vajina epiteli ile direkt temasinda nasil
bir cevap olusturacaginin bilinmesininin istenmesidir.

Uropan tablet, biyoadezif kontrollii salim yapan vajinal jeller ve OXB
¢cozeltisinin iki glnlik tedavileri sonucunda tavsanlarda olusturduklari kan
konsantrasyon seviyeleri karsilastiriimigtir.

Calismada egri altinda kalan alani (AUC) hesaplamak icin Trapez
(Dogrusal AUC) Yoéntemi®* Kullanilmis ve NCOMP programi ile
hesaplanan AUC ile karsilastiriimistir. Trapez ydnteminde plazma profilini
olusturan noktalar, koordinatlari ile beraber grafige gecirildi ve her
noktadan [Pn(t,,Cn)], X eksenine birer izdigim cizildi.
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Bdylece egri altinda kalan alan bir dizi yamuga (Trapeze doénusur.
Trapezlerin alanlarn ayri ayri hesaplanip toplandiginda toplam AUC
bulunmus olur. Uropan tabletin 48 saat siiresince 24 saatte bir olmak
Uzere iki defa oral olarak uygulandigi 6 adet tavsandan elde edilen kan
konsantrasyon egrileri Sekil 157’de goésterilmistir. OXB-K100M2 ve OXB-
KITH3 jeller ile OXB c¢bézeltisinin tavsanlara vajinal uygulamasi sonucu

olusan kan konsantrasyon egrileri ise Sekil 158-160’de verilmistir.

;I'Elﬁ.‘ui’$ANLA RAORAL UROPAN TABLET UYGULAMASI [, pucan s

o —=-TAVSAN 2
2E g |
=5 TAVSAN 3
sc
o
ct B- TAVSAN 4
€9
g ——TAVSAN 5
55 4
2% —+—TAVSAN 6
x4
0o 2 -

X

—

0 2 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Zaman (saat)

Sekil 157. Hemen salim yapan Uropan Tabletin 6 tavsana giinde bir uygulandiginda
elde edilen kan profili
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T TAVSANLARA VAJINAL 0XB-K100M2 JEL UYGULAMASI

~—TAVSAN 1
6 ~B-TAVSAN 2
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OXB Plazma Konsatrasyonu (ng/mL)
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Zaman (saat}

Sekil 158. Vajinal uygulanan biyoadezif OXB-K100M2 jelin 6 tavsana
uygulanmasiyla elde edilen kan profili

6 1 TAVSANLARA VAJINAL OXB-KITH3 JEL UYGULAMASI
—+—TAVSAN 1

1 —8-TAVSAN 2
—i—=TAVSAN 3

41 —=—-TAVSAN 4

—a-TAVSAN 5
——TAVSAN 6

2

OXB Plazma Konsantrasyonu (ng/mL)
== a2

=

0 10 20 30 40 =0

Zaman (saat)

Sekil 159. Vajinal uygulanan biyoadezif OXB-KTH3 jelin 6 tavsana uygulanmasiyla
elde edilen kan profili
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35 | TAVSANLARA VAJINAL GOZELTI UYGULAMASI
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Sekil 160. Vajinal uygulanan OXB ¢ozeltisinin 6 tavsana uygulanmasiyla elde edilen
kan profili

Sekil 161°de ise dort farkh formilasyonun uygulanmasi sonucunda olusan

kan konsantrasyonlari birlikte gésterilmistir.

)
~8-0RAL UROPAN TABLET
B
—a—OXB-KIT3 JEL
g X
= =8=0XB-K100M2 JEL
o
= 6 ——OXB COZELTI
=
E 5
8T 4
SE
We 3
E
§ 2
o
E 1
o 0 ’ " i
0 10 20 a0 40 50
Zaman (saat)

Sekil 161. Vajinal uygulanan biyoadezif OXB-K100M2 jel, OXB-KTH3 jel, OXB c¢é6zelti
ve oral liropan tabletin 6 tavsanda ortalama kan profili
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Sekil 157, 158, 159 ve 160°‘da gdsterilen egrilerin altinda kalan
alanlar asagidaki denklem kullanilarak trapez yéntemi ile hesaplandi. Her

bir trapezin alani denklem olarak gdésterildi ve toplandi.

AUC = ZOS*(tn _tn—l)*(cn +Cﬂ—1)

0> P

Bu trapezlerin alanlarn teker teker hesaplanip toplandiginda, son

deneysel noktaya kadar olan toplam alan (%UC) hesaplanmis olur. Halbuki

biyoyararlanim saptanmasinda sifirdan sonsuza olan alan gereklidir

(%UC). Bunu bulabilmek i¢in, plazma profilini tanimlayan denklemin n’den

sonsuza integrali alindi.

%, K

[=1

Diger bir deyisle, en son deneysel noktanin derisimi uzaklagsma hiz
degismezine boélinerek alan elde edildi. Bu durumda toplam alan

asagidaki gibi oldu.
AUC = AUC + AUC

0 5 o 0 > n n - o

Yukarida s6zl edilen bu en son nokta(C,) distk bir derisim olup,
burada analiz hatalari daha yuksek olma egilimindedir, bundan dolayri,
bagil olarak daha fazla hata iceren bu noktadan giderek, nisbeten hatal
bir AUC yerine, biraz daha guvenilir bir deder hesaplamak daha dogru

olacaktir. Bunun icin hesapta, C, yerine C,, (C,sapka) kullaniimistir.

0>

n

AUC = AUC +

Hesaplarimizda bu formla kullandik.
0> o 0->n kg

Sonuglar yukaridaki formile goére hesaplandiktan sonra vajinal
salim yapan jel formilasyonunun hemen salim yapan tablete gére bagil

biyoyararlanimi bulundu ve Tablo 92’de sonugclar verildi.
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NCOMP ile AUC hesaplanirken énce 0. satten 24. saate kadar

hesaplandi, sonda 24-48 saatler arasi hesaplandi ve toplamlar alinarak

AUC bulundu.

Tablo 92. OXB’nin Uropan tablet ve HPMC vajinal jel uygulamalan sonucunda

bulunan AUC, Cmax ve tmax degerleri.

Uygulama Sekli AUC Trapez AUC NCOMP Cmax (ng/mL) | Tmax (saat)
(ng/mL.dak) (ng/mL.dak) 0-24/ 24-28 0-24/ 24-28
(0-24 + 0-48)
Oral Uropan Tablet 1 93.8 95.3 9.18/9.562 1.00/26.0
Oral Uropan Tablet 2 87.3 90.4 8.13/8.63 1.00/26.0
Oral Uropan Tablet 3 87.6 91.1 7.13/7.23 1.00/26.0
Oral Uropan Tablet 4 95.4 97.3 8.76 /1 8.77 1.00/26.0
Oral Uropan Tablet 5 96.8 98.4 8.73/5.60 1.00/26.0
Oral Uropan Tablet 6 99.2 95.6 6.77/5.00 1.00/26.0
Uropan Tablet Ortalama 93.4%4.9 95.6 +5.9 8.12/7.46 1.00/ 26.0
Uygulama Sekli AUC Trapez AUC NCOMP Cmax (ng/mL) | Tmax (saat)
(ng/mL.dak) (ng/mL.dak)
Vajinal OXB-K100M2 Jel 1 167.6 171.2 5.12 4.0
Vajinal OXB-K100M2 Jel 2 169.7 175.4 5.39 4.0
Vajinal OXB-K100M2 Jel 3 174.3 180.9 6.23 4.0
Vajinal OXB-K100M2 Jel 4 166.5 173.8 5.81 8.0
Vajinal OXB-K100M2 Jel 5 160.3 167.9 5.32 8.0
Vajinal OXB-K100M2 Jel 6 167.4 172.5 5.21 8.0
Vajinal OXB Jel 167.6+4.5 173.6 6.2 5.51 6
Ortalama
Uygulama Sekli AUC Trapez AUC NCOMP Cmax (ng/mL) | Tmax (saat)
(ng/mL.dak) (ng/mL.dak)
Vajinal OXB-KTH3 Jel 1 115.2 121.2 3.22 4.0
Vajinal OXB-KTH3 Jel 2 105.9 112.5 4.09 4.0
Vajinal OXB-KTH3 Jel 3 1121 111.7 3.79 6.0
Vajinal OXB-KTH3 Jel 4 120.2 125.3 3.52 6.0
Vajinal OXB-KTH3 Jel 5 106.4 112.6 3.42 6.0
Vajinal OXB-KTH3 Jel 6 108.5 116.9 3.15 8.0
Vajinal OXB Jel 111.2+5.8 116.7 7.8 3.53 5.66
Ortalama
Uygulama Sekli AUC Trapez AUC NCOMP Cmax (ng/mL) | Tmax (saat)
(ng/mL.dak) (ng/mL.dak)
OXB Cézelti 1 9.68 10.3 2.89 2
OXB Cézelti 2 9.56 9.89 2.49 2
OXB Cézelti 3 13.8 15.1 2.83 4
OXB Cézelti 4 12.1 12.5 2.88 2
OXB Cézelti 5 13.9 14.2 3.01 2
OXB Cézelti 6 10.3 15.0 1.92 2
Vajinal OXB Cozelti 11.6x17.6 12.7 +18.3 2.67 2.33
Ortalama
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Bagil Biyoyararlanim= (AUCoxa-«100m2 Jei/ AUCropan tab) X 100
= (167.6/93.4) X 100
=179

Bagil Biyoyararlanim= (AUCoxg-«tH3 Jeil AUCgropan tab) X 100
=(111.2/93.4) X 100
=119

Bagil Biyoyararlanim= (AUCoxg cszeitif AUCuropan tab) X 100
=(11.6/93.4) X 100
=12.4

Bagil biyoyararlanim OXB-K100M2 formulasyonu igcin %179, OXB-
KTH3 formulasyonu i¢cin 119 ve vajinal OXB c¢ézeltisi icin %12.4 olarak
bulunmustur. Kontrolli salim yapan vajinal jeller, oral uygulanan piyasa
tabletine gére ve vajinal uygulanan ¢ézeltiye gére daha biyoyararhdir. In
vitro salim deneylerinde ve tavsan vajinal dokusundan gecis deneylerinde
OXB-KTH3 jele gore 48 saat boyunca daha kontrolli sahm yapan OXB-
K100M2 formilasyonu in vivo deneylerde daha yiksek kan
konsantrasyonu olusturmus ve daha uzun sire bu kan konsantrasyonunu
devam  etttirmistir.  Bu  durumun  olusmasinda  OXB-K100M2
formulasyonunun mukoadezif 6zelliginin OXB-KTH3 formilasyonunundan
daha ustiin olmasinin rol oynadigi dusunilmektedir.

OXB-K100M2 jelin AUC degerinin oral Uropan tablete gére ve
vajinal kitosan jele gére daha yuksek oldugu bulunmustur.

Tmax slreleri degerlendirildiginde ise OXB-K100M2 jelin maksimum
kan konsantrasyonunu ortalama 6 saatte olusturdugunu gérdik, bu deger
OXB-KTH3 jeli igin 5.66 saat olarak bulunmustur. Kontrollii salim amaciyla
tasarladigimiz  OXB-K100M2 vaijinal jel formilasyonunu oral Uropan
tablete gére 6 saat sonra maksimum kan konsantrasyonuna ulagsmistir.
Oral Uropan tabletin Tmax siireleri 1 saat olup, Cmax degeri ise 6.77-9.18
ng/mL araligindadir. Vajinal uygulanan OXB ¢d&zeltisinin ortalama Tnax

sureleri 2.33 saat olup, Cnax degeri ise 2.67 ng/mL’dir.
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Sonug olarak vajinal uygulandiginda kontrollii salm yapacak ve 2
gln boyunca salimini sltrdirecek OXB-K100M2 jel formilasyonumuz,

Uropan tabletten daha biyoyararli bulunmustur.

5.6.3. Tavsan Vajinal Dokusunun Histolojik Acidan incelenmesi

5.6.3.1. Kontrol Grubuna Ait Bulgular

Bu gruptaki tavsanlara herhangi bir uygulama yapilmamis ve

vajinalar ¢ikarilarak histolojik olarak incelenmistir. Resim 26’daki yari kesit

resimlerinde ve Resim 27-28'deki TEM resimlerinde epitel ¢ok katl yassi

yapidadir.

B T o ey WSS i .
Resim 26. Kontrol grubuna ait yar ince kesit resimleri (Toluidin mavisi X 1A:400,
1B:1000).
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Kursun Sitrat).

Resim Kntrol grubdnatTM rm| (Uanil asetat

Resim 2. Kontrol grubuna ait TE.M resmi (Uanil asetat-ur§un Sitrat).
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5.6.3.2. Vajinal OXB Cdzeltisi Uygulanan Gruba Ait Bulgular
Bu gruptaki tavsanlara vajinal yoldan 10 mg OXB iceren OXB

¢cozeltisi uygulanmis ve 48 saatin sonunda vajinalari ¢ikarilarak histolojik
inceleme yapilmistir. Resim 29'daki yari kesit resimlerinde ve Resim 30-
31'deki TEM resimlerinde en Ust siradaki yassi hucrelerin = sekil

degistirerek prizmatik hale geldigi, st ylzinde mikrovillus benzeri yapilar

olustugu ve sitoplazmanin irili ufakh vakuollerle doldugu ve metaplaziye

R
-

E- r':__» - o 8 e *', _;'

Resim 29. OXB zeltisi uylananuba ait yr| ince kesit rsimleri (Toluidin
mavisiX 3A, 3B, 3C: 1000). Prizmatik hale déniigen yassi hiicreler (P),

LN
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Resim 30. OXB c¢ozeltisi uygulanan gruba ait TEM resmi (Uranil asetat-Kursun
Sitrat). Prizmatik hale déniisen yassi hiicreler (P), vakuoller (Va)

Resim 31. OXB c¢ozeltisi uygulanan gruba ait TEM resmi (Uranil asetat-Kursun
Sitrat). Vakuoller (Va), mikrovillus benzeri yapilar (Mv)
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5.6.3.3. Vajinal OXB-HPMCK100M2 Formilasyonu Uygulanan Gruba Ait

Bulgular
Bu gruptaki tavsanlara vajinal yoldan 10 mg OXB iceren OXB-

HPMCK100M formilasyonu uygulanmis ve 48 saatin sonunda vajinalari
cikarilarak histolojik inceleme yapilmistir. Resim 32'deki yarn kesit
resimlerinde ve Resim 33-34’deki TEM resimlerinde en Ust siradaki yassi
hiicrelerin prizmatik hale geldigi, hiicrelerin sekil degistirdigi ve oldukga iri

vakuollerin olustugu gézlenmigtir.

Resim 32. OXB- HPMCK100M2 formulasyon grubuna ait yar ince kesit resimleri
(Toluidin mavisiX 5A, 5B, 5C: 1000). Prizmatik hale déniisen yassi hiicreler (P),
vakuoller (Va),
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o e e R e
Resim 33. OXB-HPMCK100M2 formiilasyon gruba ait TEM resmi (Uranil asetat-
Kursun Sitrat). Prizmatik hale déniisen yassi hiicreler (P), vakuoller (Va)
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Resim 34. OXB-HPMCK100M2 formiilasyon gruba ait TEM resmi (Uranil asetat-

Kursun Sitrat). Prizmatik hale déniisen yassi hiicreler (P), vakuoller (Va)
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5.6.3.4. Vajinal OXB-KITH3 Formilasyonu Uygulanan Gruba Ait Bulgular
Bu gruptaki tavsanlara vajinal yoldan 10 mg OXB iceren OXB-

KITH3 formilasyonu uygulanmis ve 48 saatin sonunda vajinalari
cikarilarak histolojik inceleme yapilmistir. Resim 35'deki yarn kesit
resimlerinde ve Resim 36-37’deki TEM resimlerinde vakuoller daha
kicluktir ve madde dizgin bir sekilde iletilmistir. En st siradaki yassi

hiicrelerde dedisme olmadigi, prizmatik hicrelerin  olusmadigi

belirlenmistir.

aid il B0 38 P e, s R
Resim 35. OXB-KITH3 formiilasyon grubuna ait yari ince kesit resimleri (Toluidin
mavisiX 7A, 7B: 1000).
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Resim 37. OXB-KITH3
Sitrat).
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formiilasyon gruba ait TEM resmi (Uranil asetat-Kurgun
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5.6.4. Tavsanlarin Cene Alti Tukrik Bezlerinde Oksidatif Etki Calismasina

Ait Bulgular
in vivo calismalarimiz sirasinda hazirladigimiz,

OXB

biyoadezif vajinal jellerin ve oral Uropan tabletin tavsanlarin cene alti

iceren

tukrik bezleri (Sekil 38) Uzerindeki oksidatif etkisi tayin edilmis ve sonuglar

kontrol grubu ile karsilastiriimistir (Tablo 93).

Resim 38. Tavsanlarin ¢ene alti tiikriik bezleri

Tablo 93. in vivo calismalarda tavsanlarin gene alti tiikriik bezlerindeki MDA, GSH
ve Total NOx degerleri

Formiilsyon/Uygulama Yolu MDA GSH Total Nox
Kontrol Grubu 53.31£7.77 | 12.74+5.85 -
Uropan Tablet/Oral uygulama 749168 19.7+£3.5 34318
HPMC jel/vajinal uygulama 176121 5.95+0.45 500448
Kitosan jel/vajinal uygulama 20530 5.09+0.36 556+33

OXB-HPMCK100M2 ve OXB-KITH3 jellerinin MDA ve GSH degerleri
Uropan tablete gére anlaml sekilde dusmustir (t-test, p<0.05). OXB-
HPMCK100M2 ve OXB-KITH3 jellerinin NOx degerleri ile Urropan tabletin
NOx degeri arasinda anlamh fark yoktur (t-test, p>0.05). Vajinal yoldan
uygulanmak Uzere hazirladigimiz iki biyoadezif jelin (OXB-HPMCK100M2
ve OXB-KITH3) arasindaki karsilastirmalarda MDA, Total NOx ve GSH
degerleri arasinda anlamh bir fark bulunamamistir (p=0.798, p=0.811, t-
test, p>0.05).
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6. TARTISMA

6.1.Etkin Maddeler Uzerinde Yapilan Calismalara Ait
Degerlendirmeler

Cidofovirin tayin edilen erime noktasi Gilead Sciences, Inc.’den gelen
spesifikasyon belgesi ile uygunluk géstermektedir. Oksibitinin ise erime
noktast literatir ile uyumlu bulunmustur®??,

Etkin maddelerin partikil buydklugla ilacin difizyonunda ve
biyoyararlaniminda énemli bir parametredir. CV ve OXB icin hesaplanan
ortalama partiktl buytkliklerinin standart sapmasi kucuktir (Sekil 25
ve104). Bundan dolayi partikill buyiklaga dagihminin dar oldugu kanisina
varilarak etkin maddeler herhangi bir ayirma islemine tabi tutulmaksizin
dogrudan kullaniimistir.

Etkin maddelerin FT-IR spektrumu elde edilmis ve incelenmistir
(Sekil 26 ve 105). Spekturumlarda karakteristik madde pikleri
gorulmektedir. Bu sonuglar etkin maddelerin kimyasal yapisiyla uyumluluk
gOstermektedir.

CV ile polimerlerin DSC termogramlarn Sekil 27-29’da goésterilmis ve
polimerler ile CV arasinda etkilesme olmadigi bulunmustur. OXB ile
polimerlerin DSC termogramlarina bakildiginda ise termogram ve erime

derecesi literatire®®

uyumlu bulunurken, Carbopol 974P polimeri ile
alinan termogramda yeni endotermik bir pikin olustugu goérilmis ve
aralarinda etkilesme olabilecegi dustnulmustir (Sekil 106-108).

CV’in pH 4.5 ortamindaki UV spektrumu elde edilmis ve maksimum
absorbans degeri bulunmustur. CV’in 278 nm’de maksimum absorbans
verdigi tesbit edilmistir, bu bulgu literatir bilgisi ile uyumlu bulunmustur'®.
Spektrumda CV’e ait pikden baska pik gérilmemistir (Sekil 30). CV’in pH
4.5 ortaminda hazirlanan standart dogrusunda, dogrunun  kesisim
degerinin sifir noktasindan gectigi bulunmus ve bu noktalara ait dogrunun

egimi kullanilmigtir (Sekil 31 ve Tablo 31).
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CV’in in vitro miktar tayini y®nteminin validasyonu Amerikan
Farmakopesi (USP XXVII) esas alinarak yapilmistir. pH 4.5de miktar
tayini validasyonu icin yaptigimiz calismalarda, dogruluk ve
tekrarlanabilirlik i¢in hesaplanan tim % bagil sapma sonuglari %1’in
altindadir (Tablo 32 ve 33). Ozginlugiin saptanabilmesi igin yapilan
calismalarda ise cidofovir disindaki karisimin, cidofovirin spektrofotometrik
olarak calisildigi dalga boyunda herhangi bir pik vermedigi saptanmistir
(Sekil 32).

Laboratuvar sartlarimizda, CV’in deney kosullarindaki (25+0.5°C,
37+£0.5°C ve 60+0.5°C) 24 saatlk stabilitesi incelenmis ve
spektrofotometrik yéntem kullaniimistir. Bu kosullarda cidofovirin 24 saat
sureyle yapilan stabilite testi sonucunda derigsiminde herhangi bir degisiklik
gorulmemistir (t-test, p>0.05) (Sekil 33).

Oksibutininin spektrofotometrik miktar tayini calismalarinda, Varma?'®
ve arkadaslarinin kullandigi yéntem denenmis buna goére kloroform
tabakasinda oksibutininin maksimum absorbans verdigi dalga boyu 208
nm’de ve 240 nm’de bulunmustur (Sekil 109 ve 110). Sabit bir dalga boyu
elde edilemedigi icin analiz yéntemi valide edilememistir.

Oksibitininin  spektrofotometrik ydntem ile analizinin problemli
oldugu literatiirde de belirtimektedir. Gindy ve arkadaslarinin®® yaptig
calismada oksibutinin piklerinin yakinlarinda degradasyon urinlerinin piki
oldugu ve bu nedenle analizin zor olacagdi goériulmektedir. Calismamizda
bu nedenle oksibutininin analizi HPLC ile yapilimistir.

Massoud ve arkadaslarinin®?? kullandigi yontem ile calistigimizda pH
4.5 fosfat tamponu icinde OXB analizi yapilirken ¢ok yogun tampon pikleri
gozlenmistir (Sekil 111). Bu nedenle oksibltinine ait pik elde
edilememistir. Bu sorunu gidermek icin pH 4.5 fosfat tamponu %4
oraninda seyreltilerek kullaniimistir. pH degeri dedismedigi ve HPLC de
tampona ait piklerin kuguldugu icin daha sonraki g¢alismalara bu sekilde
devam edilmistir. Sonugta tampon pikleri oksibitinin pikini etkilemeyecek

duruma getirilmis ve 15-16. dakikalar arasinda oksibitinine ait olan pik
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elde edilmistir (Sekil 112 ve 113). Oksibitininin kalibrasyon grafikleri ve
dogru denklemleri hazirlanmistir (Sekil 114) . Hazirlanan 8 farkh
konsantrasyonda cizilen kalibrasyon dogrusuna iliskin denklemde
regresyon katsayisi (r?) 0.9994 olarak hesaplanmistir. Bu deger ile
calisilan arallkta OXB icin elde edilen kalibrasyon dogrusunun
dogrusalligini goésterilmistir. Bu kapsamda ayrica dogruluk, kesinlik ve
glUnler arasi farkhlik ile analiz siresince stabilite, duyarlilik ve saptama
siniri saptanmistir. Dogruluk icin hesaplanan tim % bagil sapma sonuglari
%?2’nin altindadir (Tablo 64). Deney ici kesinlik bulgulari dederlendirilmis
ve sonucgta % bagil sapma 2.04 olarak elde edilmistir (Tablo 65). Deneyler
arasinda, kalibrasyon dogrusu surekli olarak kontrol edilmis ve buyik bir
sapma tespit edilmemistir (Tablo 66). Metot 6zgiin bulunmus ve stabilite
deneyleri sonucunda da 72 saatte olumlu sonuglar elde edilmistir (Sekil
115 ve 116).

Tez calismalarimizda, CV ve OXB i¢in yaptigimiz bu analitik ydntem
validasyon sonuglari degerlendirildiginde, bilimsel guavenilirligi olan bu
spektrofotometrik ve HPLC metodunun, etkin maddelerin miktar tayini
gerektiren tim deneysel asamalarda kullanilabilecek glvenilir yéntemler

oldugu gosterilmistir.

6.2. Polimerlerin Viskozite ve Akig Ozelliklerine Ait Bulgularin
Degerlendirilmesi

Kullanilan polimerlerin viskozitelerinin, etkin maddelerin difiizyonuna
etkisini incelenmek amaciyla viskoziteleri élgtiimustir (Tablo 34).

Calismada Ozellikle polimerlerin viskozitelerinin karsilastirilabilir
olmasi i¢in caba harcanmistir. Viskoziteleri birbirinden ¢ok farkli olan bu
polimerlerin ortak spindle numarasinda ve ortak rpm’de dl¢ciilmesine gayret
edilmistir. Carbopol 974P ve Polikarbofil digsinda tim polimerin viskozitesi
20 rpm’de ve Spindle No 52’'de oélciimustir. Akis 6zellikleri de ayni 6lgim
sartlarinda belirlenmistir.  Carbopol 974P ve Polikarbofil'in viskozitesi
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digerlerinden yuksek oldugu icin 20 rpm’de 6lcim yapilamamis ve 2
rpom’de Olcliimis ve viskoziteleri kendi aralarinda karsilastiriimistir.

Sonuclar degerlendirildijinde viskozite siralamasi buyilkten kiguge
dogru séyledir: Carbopol 974P > Polikarbofil > HPMC K100M > Kitosan H
> HPMC K15M > Poloksamer 407 > Kitosan M > Kitosan L. Bu durumun
etkin  maddelerin  difizyonunu etkileyecegi dusinilmektedir. Bu
polimerlerin literatirdeki viskozite degerleri farkli alet kullanilmasi veya
farkl  kosullarda dlgilmesinden dolayr karsilastirilabilir ~ degildir.
Literatiirdeki calismalarda genellikle viskozitesi &lgilen polimer veya
formulasyonlar kendi aralarinda karsilastirimistir'®. Ayni sekilde bizim
buldugumuz viskozite degerleri polimerlerin analiz sertifikalari ile de
uyumlu degildir. Ornegin Noveon firmasi Carbopol 974P ve Polikarbofilin
viskozite 6lcimiuni Brookfield Viskozimetresinde, 20 rpm’de, % 0.5lik
cozeltilerde ve pH 7.5de yapmislardir. Bizim kullandigimiz cihaz
Brookfield Viskozimetresinin baska bir modelidir ve biz 2 rpom de % 1 ‘lik
jellerin  viskozitelerini pH 4.5de ©6lgtigumiz igin  sonuglarimiz
karsilastirilabilir degildir”.

Ayrica polimerlerin akis 6zelliginin saptanmasi igin cizilen kayma
gerilimine karsi (x), hiz gradienti (deformasyon degisim orani)(y) grafiginde
aralarindaki iliskinin dogrusal olmadigi gérulmastir. Polimer jellerinin non-
Newtonian akis gdsterdigi ve akigin pseudoplastik akisa uydugu
saptanmistir (Sekil 34). Carbopol 974P ve Polikarbofilin akis diyagramlari
diger polimerler ile ayni grafikte goésterildiginde farkl rpm’de o6lguldikleri
icin belirgin derecede farklidir. Ancak Carbopol 974P ve Polikarbofil
pseudoplastik akis gostermektedir. Formulasyon calismalarinda her
polimer grubunun akis diyagrami c¢izilmis ve kendi aralarinda
karsilastiriimistir.

Hidroksietilseliloz ve kitosan tirevleriyle hazirlanan jellerin de

129 valenta ve

literatirde pseudoplastik akis gdsterdigi belirtiimigstir
arkadaslarinin yaptigi bir g¢alismada modifiye edilmis ve edilmemis

poliakrilik asit tlrevlerinin pseudoplastik akis gésterdigi bulunmustur, tim
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jellerde kayma hizi arttiginda bizim ¢alismamizda da oldugu gibi viskozite
azalmistir.
Viskozitesi dl¢ilen polimer jellerin pH’sina bakildiginda bitin jellerin

pH’sI vajinal uygulama igin uygun bulunmustur (Tablo 34).

6.3. Biyoadezif Jel Formiilasyonlarina Ait Bulgularin

Degerlendirilmesi

6.3.1. Kitosan Jel Formilasyonlarina Ait Bulgularin Degerlendiriimesi

Hazirlanan 6n formulasyonlarin hepsi seffaf gériiniiste ve homojen
yapidadir. Vajinal uygulama icin hazirlanmis olan jel formulasyonlarinin
pH degerleri uygundur. Butun pH degerleri 4-5 araligindadir (Tablo 35).

Viskoziteleri degerlendirildiginde, Kitosan H iceren formulasyonlarin
viskozitesinin yiksek oldugu ve polimer orani arttiginda viskozitenin de
arttig1 goéralmustir (Tablo 35). Kitosan jel énformilasyonlarinin hepsinin
pseudoplastik akisa uydugu saptanmistir (Sekil 35-37). Onformilasyon
calismalarinda 6zellikle vajinal pH’ya uygun pH'da jeller hazirlanmaya
calisilmis ve glasiyel asetik asit miktari buna gére ayarlanmistir.
Literatirde de vajinaya uygulanmak Uzere hazirlanan ve %1.5 kitosan
iceren jelin %0.5 asetik asit iceren ortamda hazirlandigi belirtiimektedir'®'.
Bizim c¢alismamizda ise %3 oraninda polimer igeren jellerin
hazirlanmasinda %1 oraninda glasiyel asetik asit kullaniimistir (Tablo 2).

CV ve OXB iceren kitosan jellerin viskozite dederlerinin etkin madde
icermeyen kitosan jellere gére daha disik oldugu gérilmustur (Tablo 36,
67). Etkin madde igceren kitosan jellerin akis 6zelligine baktigimizda ise
yine pseudoplastik akis 6zelligi gosterdigi bulunmustur (Sekil 38 ve 117).

Onformilasyon calismasindan sonra Kitosan H, Kitosan M ve
Kitosan L ile hazirlanan ve %3 oraninda polimer iceren jeller ile calismaya
devam edilmistir. CV ve OXB igeren bu jellerin miktar tayinleri kabul edilen
sinirlar i¢cindedir ve pH degerleri 3.87-4.42 arasinda degistigi icin vajinal

uygulama icin uygundur (Tablo 36 ve 67). Kitosan H ile hazirlanan
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formulasyonlarinin  viskozitesi en  yuksektir. Bu nedenle bu
formulasyonlarin vajinada kalis silresinin daha uzun olacadi ve daha
kontrolli salim yapacaklari disunilmektedir. Miktar tayini kabul edilen
sinirlar icinde bulunmustur (Tablo 36 ve 67).

Kitosan ve modifiye kitosan ile hazirlanan vajinal jel
formulasyonlarinin reolojik 6zelliklerinin ve salim ézelliklerinin ézelliklerinin
incelendigi bir calismada, jellerin bizim de calismamizda oldudu gibi
pseudoplastik akis gdsterdigi ve viskozitesinin polimer oranina bagli olarak
arttigr géralmustir. Piyasa preparati ile karsilastirilan modifiye kitosan ile
hazirlanan jellerin 6zelliklerinin daha tsttin oldugu belirtilmistir'?°.

Etkin maddeli jellerin diyaliz membrandan gecis profilleri
incelendiginde 48 saatin sonunda butun jellerin CV’in tamamini saldigini
gérmekteyiz. Ancak viskozitesi yiksek olan Kitosan H ile hazirlanan ve %
3 oraninda polimer iceren CV-KITH3 formilasyonu, sekizinci saatte %
69.2+2.5 salim yaparak diger formilasyonlara gére daha kontrolli bir
salim gostermistir (Sekil 39). Viskozitesi en disik olan kitosan ile ayni
polimer oraninda (% 3) hazirlanan CV-KITL3 formilasyonu ise sekizinci
satte %92.0+5.19 oraninda CV salimi gercgeklestirmistir. Bu sonuclar
dogrultusunda kitosan polimer oraninin artmasi ile CV saliminin azalacagi
ancak 48 saat slrecek olan kontrolli salimi saglayamadigi yorumu
yapilabilir.

OXB icin yapilan calismalarda da, %3 oraninda Kitosan H polimeri
iceren OXB-KITH3 formilasyonundan salim, digerlerinden daha yavas
olsa da ilk 8 saatte %80’ne yakin salim gerceklestirdigi icin OXB kontrolll
salimi i¢cin uygun olmadigi dastntlmustir (Sekil 118).

Asiklovirin model madde olarak kullanildigi baska bir calismada da,
kitosan HCI| ve kitosan sitrat (%3) kullanilarak jel formdilasyonlari
hazirlanmis ve gecis calismasi Franz difizyon hicresinden yapilmistir.
Jeller ile kontrol grubu olarak asiklovirin suspansiyonunun kullanildigi
calismada kitosan jellerin asiklovir salimini etkilemedigi salimin

stispansiyon formu ile ayni oldugu bildiriimistir'?®. Bizim kitosan jel ile
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yaptigimiz diyaliz membrandan gecis calismalarinda ilk 8 saatte etkin
maddelerin tamamina yakini salinmistir. Calismamizda 48 saat sirecek
olan kontrollii salimi amacladigimiz igin kitosan jellerin salim profillerinin
uygun olmadigi géralmus ve bu bulgu literatur ile de desteklenmistir.

Bu grup formilasyon calismalarinin sonunda vajinada uzun sureli
kontrolli salim igin kitosan jel formilasyonlarinin uygun tasiyicilar
olmadigi diasunulmustir. Ancak OXB’in in vivo deneylerinde kontrolll
sallm yapan formilasyonu ile OXB-KITH3 formilasyonunun
karsilastiriimasina karar verilmistir. Béylece in vitro ¢alismalarda gérilen

farkin in vivo ¢alismalara etkisinin anlasiimasi amacglanmaktadir.

6.3.2. Carbopol 974P Jel ve Polikarbofil Jel Formilasyonlarina Ait

Bulgularin Degerlendiriimesi

Bu grup polimerler ile OXB arasinda gecimsizlik oldugu icin OXB
iceren formilasyonlar hazirlanamamis, sadece CV ile formilasyonlar
hazirlanmistir.

Poliakrilik asit turevi polimerler ile hazirlanan ve CV igeren jellerin
hepsi seffaf goériniste ve homojen yapidadir. Etkin madde iceren ve
icermeyen tum jellerin akis 6zellikleri pseudoplastikdir (Sekil 40 ve 41).
Ayrica bu jellerde pH o6lgimi yapilmis ve vajinal uygulama igin uygun
bulunmustur. Jellerin pH’s1 4.25 ile 4.97 arasinda degismektedir (Tablo
37). Viskozite degerlerine bakildiginda ise % 2 Carbopol® 974P iceren jelin
en yuksek viskozite gésterdigi bulunmustur (Tablo 37). Carbopol® 974P ile
hazirlanan jellerin viskozitesi polikarbofil ile hazirlananlardan daha yiksek

bulunmustur ve polimer orani arttikga vizkozite de artmaktadir. Shin''® v

e
arkadaslarinin yaptigi bir calismada da Carbopol-poloksamer jelde
Carbopoliin polimer konsantrasyonu arttikca viskozite ve biyoadezyon
Ozelliginin arttig1 bulunmustur. Ayrica viskozitenin pH'dan etkilendigi, en
yuksek viskozitenin pH 6’da gerceklestigi bildirilmistir. Biz ¢caligmamizda
vajinal uygulanacak jel formulasyonlari gelistirmek istedigimiz igin

Carbopol ve Polikarbofil jellerin hazirlanmasi asamasinda jellesmeyi

315



saglamak icin ilave edilen %10 NaOH miktarini pH 4.5 olacak sekilde
ayarladik ve viskozite dlgcimlerini bu pH’da yaptik.

Salim profilleri incelendiginde Carbopol 974P’yi % 2 oraninda iceren
CV-C974P2 formilasyonu sekiz saatin sonunda % 51.2+3.8 oraninda
salim yapmis ve 48 saat boyunca kontrolli salim saglamistir. Polimer
orani daha dusuk olan ve %1 oraninda Carbopol 974P iceren CV-C974P1
formilasyonundan salimin 48 saatlik profilde daha fazla oldugunu
gérmekteyiz (Sekil 42). Polimer orani dustiikge salim artmaktadir. Benzer
bir sonu¢ Cevher'*® ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada da
bulunmustur. Carbopol® 974P polimeri ile (% 2, 3 ve 4 oraninda)
hazirlanan formilasyonlardan 72 saat boyunca klomifen sitrat saliminin
polimer oranlarina goére sirayla %91.27, %73.41 ve %56.76 oranindadir.
Bizim calismamizda da polimer orani arttikga salimin azaldigdi
gorilmektedir.

Polikarbofil iceren formilasyonlarin daha hizli salm yaptiklar
gorulmastir. Bunun  nedeni Polikarbofilin viskozitesinin Carbopolden
disik olmasi olabilir. CV-POL2 formilasyonu sekiz saatin sonunda %
74.0+2.8 oraninda salim yapmistir. Literatirde genellikle Polikarbofilin
diger farkli polimerler ile kombine edilerek kontrollii saliminin saglandigi
gorulmiastir.  Bu  calismalardan  birinde  Polikarbofil  (%3) ile
hidroksietilseliloz (%5) ve polivinilpirolidon (%4) kombine edilerek vajinal
jel formulasyonlari hazirlanmis ve model ila¢ olan erioglaucine’in saliminin

226 |iteratiirde

24 saatin sonunda %38.77+£1.28 oldugu bulunmustur
poloksamerlerin (P407 ve 188) polikarbofil ile kombine edildigi calismalara
da rastlanmistir. Bu kombine polimer karisimindan olusan jellerden
klotrimazol saliminin incelendidi bir calismada ilk sekiz saatte salim % 60-
70 civarinda olmustur. Polikarbofil miktari artttkca daha kontrolli salim
elde edildigi belirtilmistir™’.

Bu grup formilasyon c¢alismalarimizin sonucunda CV-C974P2
formulasyonunun 48 saat surecek olan kontrolli salim 6zelligini sagladigi

ve diger formilasyonlara gére vajinal uygulama icin daha uygun oldugu
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gorulmistir. Ancak Carbopol ile hazirlanan jellerin mekanik ézellikleri ve
mukoadezyon gici HPMC jellerden daha dusik oldudu icin sonug

formulasyon olarak belirlenmemislerdir.

6.3.3. HPMC Jel Formilasyonlarina Ait Bulgularin Degderlendiriimesi
HPMC K100M ve HPMC K15M kullanilarak yaptigimiz ¢calismalarda
hazirlanan jellerin akis &zelliklerinin pseudoplastik oldudu cizilen akis
diyagramlarinda gorulmustir (Sekil 43, 44 ve 119). Benzer HPMC’ler (ES,
E15, E50 ve K100M) kullanilarak yapilan bir ¢alismada biyoadezif bukkal
jeller hazirlanmis ve HPMC K100M’in pseudoplastik akis gosterdigi

bildirilmistir. Ayrica jellerin viskozitesindeki artisa bagl olarak etkin madde
saliminin azaldigi da bildirilmistir??’.

Hazirladigimiz HPMC jellerin vajinal uygulama i¢in uygun pH’da
olduklari gérulmustur (Tablo 38 ve 68). HPMC K100M ile hazirladigimiz
formulasyonlarin viskoziteleri HPMC K15M ile hazirladiimizdan daha
yuksek  bulunmustur.  Polimerlerin  sertifikalarindaki  viskoziteleri
karsilastirildiginda da HPMC K100M'’in viskozitesinin daha yiksek oldugu
goérulmastar. Etkin madde icermeyen jellerin viskozitesi de etkin madde
icerenlere gére daha yuksektir.

HPMC ve Carbopol 934P ile ayri ayri veya kombine edilerek vajinal
jellerinin hazirlandigi bir calismada spermisid madde igeren jellerin
viskoziteleri  olgulmastar. HPMC  jellerin  viskozitesinin  polimer
konsantrasyonuna gore degistidi ve %3 oraninda polimer iceren jelin
viskozitesinin %2 oraninda polimer iceren jelden yiksek oldugu
bildirilmistir. Carbopol 934P jel ile kombine edildiginde HPMC’nin Carbopol
jelin viskozitesini arttirici etki yaptigi da ayni calismada belirtimektedir®’.
Bizim calismamizda da HPMC konsantrasyonu arttiginda jellerin
viskozitesinin arttigi bulunmustur (Tablo 38).

Calismamizda CV ve OXB'in HPMC kullanilarak hazirlanan jel
formulasyonlarinin diyaliz membrandan gegisleri incelenmistir (Sekil 45 ve

120). Salim profillerine bakildiginda viskozitesi daha yuksek olan HPMC
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K100M ile hazirlanan formulasyonlardan etkin madde saliminin daha
yavas oldugu gézlenmistir. Yapilan bir calismada vajinal HPV’nin
inaktivasyonu icin uygulanan ve sodyum dodesil sulfat iceren jelden (%1.5
HPMC ve %1.5 Carbopol 934P ile hazirlanmis) etkin madde salimi degdisik
sartlarda incelenmistir. Jel miktarr 3 g kullanilarak hazirlanan
formilasyondan salim 1.8 g kullanilana gére daha az etkin madde salimi
gerceklestirmistir. Ayrica pH degisimi de salimi etkilemektedir®’.  Bizim
salim calismamiz pH 4.5de yapimis ve etkin madde jel orani butin
formilasyonlarda sabit tutulmustur. CV ve OXB igeren jellerden 48 saaatin
sonunda en az salim yapan formulasyonlar CV-HPMCK100M2 ve OXB-
HPMCK100M2 olmustur. Bu formulasyonlarda salim ilk sekiz saat igin
yaklasik % 70 civarindadir ve salim 48 saat boyunca devam etmistir.
Viskozitesi daha dusik olan HPMC K15M ile hazirlanan jellerden etkin
maddelerin salimi ise daha hizli bir sekilde gerceklesmistir. CV ve OXB
iceren HPMCK100M2 formulasyonlari vajinada 48 saat slirecek salim igin

uygun formulasyonlar olarak degerlendirilmistir.

6.3.4. Poloksamer Jel Formilasyonlarina Ait Bulgularin Degerlendiriimesi

Oncelikle bu grup formilasyonlarda jellesme sicakhdi belirlenmistir
(Tablo 39 ve 69). Buna goére P407, 25°C’'de jel 6zelligi goéstermektedir.
P188 polimeri ile hazirlanan jellerde 37°C’de jellesme olmadidi icin daha
sonraki calismalarda bu polimer kullaniimamistir. Yapilan bir calismada
Poloksamer 407’nin bizim c¢alismamizda oldugu gibi %20 oraninda
kullanilarak jel formilasyonu hazirlanmistir. Bu formilasyonun jellesme
sicakligi 25°C bulunmus ve pseudoplastik akis gosterdigi belirtiimistir??®,
Bu literatur bilgisi bizim bulgularimiz ile uyumludur.

Poloksamer P407 ile yapilan baska bir calismada saklama sicakligi
olan 4°C’de P407’nin sivi halde oldugu, 37°C ve Uzerindeki sicakliklarda
ise vyarikat Ozellik goésterdigi belirtilmisti. Ayni zamanda jellesme
sicakliginin altinda Newtonian akig gdsterirken jellesme sicakliginin
229

Uzerinde ise non-Newtonian akis gosterdigi de belirtilmistir*®. Bizim
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calismamizda da jellesme sicakhginin tzerinde bu jeller non-Newtonian
akis gostermistir (Sekil 46 ve 121).

Hazirlanan formulasyonlar hepsi seffaf goérinimdedir ve vajinal
uygulama icin uygun pH’ya sahiptir (Tablo 40 ve 70).

Ozellikle HPMC ile kombine edilerek hazirlanan Poloksamer jellerin
viskozitesi daha yuksektir. Etkin madde iceren ve icermeyen HP407
formulasyonlarinin viskozitesi en yiksek bulunmustur (Tablo 40). Bu
formulasyonun TPA testleri degerlendirildijinde kitosan jellerden daha
yuksek adeziflik gosterirken Carbopol ve sadece HPMC igeren jellerden
daha dusik adeziflik goéstermistir (Tablo 57 ve 87). Mukoadezyon isinin
hesaplandidi calismalarda ise en disuk deger poloksamer ile hazirlanan
formilasyonlardan elde edilmistir (Tablo 63 ve 88).

Poloksamer jellerin  diyaliz membrandan gegis  profilleri
incelendiginde 48 saat sonunda HP407 formilasyonlarinin istenilen
kontrolli salimi sagladigi bulunmustur (Sekil 47 ve 122). CV-HP407
formilasyonundan salim 48 saatin sonunda % 69.2+3.4 bulunurken, OXB-
HP407 formulasyonu 48 saatte etkin maddenin tamamina yakinini
salmistir. Bizim calismamiza benzer sekilde %20 oraninda Poloksamer
407 ve %0.2 oraninda HPMC kullanilarak hazirlanan vajinal jellerden [3-
siklodekstrin ile kompleksi hazirlanan klotrimazolin salimi incelenmistir.
Diyaliz torbadan vyapilan sallm 4 gun surmis ve bahsedilen
formilasyondan salim ~%40 civarinda olmustur. HPMC kullaniimadan
hazirlanan poloksamer 407 jelden salim daha fazla olmustur®. Bizim de
calismamizda HPMC ilavesi etkin maddelerin salimini azaltmistir.
Poloksamer ve HPMC ile hazirlanan jeller ile yapilan in vitro ¢calismalarda
kontrolli salim elde edilmistir. Ancak bu grup jel formulasyonlarinin
mukoadezif 6zellikleri HPMC jellere goére zayif olduklari igin sonug
formulasyon olarak secilmemislerdir.

Literatiirde poloksamer 407 ile hazirlanan jel formilasyonlarindan
salimin gsisme kontrolli oldugu ve polimerin orani arttikga salimin azaldigi

belirtiimektedir. P407’yi % 25 oraninda iceren jel ceftiofur (3. kusak
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sefalosporin) etkin maddesini 6 saatin sonunda % 96 salarken, % 35
oraninda P407 iceren jel % 40 oraninda salmistir. Ayrica poloksamer
407’de olusan sisteme polivinil pirolidon, CMC veya HPMC ilave
edildiginde sistemin viskozitesinin artig1 ve etkin madde saliminin azaldigi
bildirilmistir'®.  Bizim calismamizda buldugumuz sonuglar da bu
literatlrdeki bilgiler ile paraleldir. HPMC ilavesi ile poloksamer jellerin
viskozitesi artmistir. HPMC miktari arttiginda viskozitenin arttigi ve salimin
azaldigi Tablo 40'da ve Sekil 47 ile 122’de gosterilmektedir.

Bilensoy'*°

ve arkadaslarinin yaptigi baska bir calismada human
papilloma virlisin neden oldugu servikal kanserlerin tedavisinde kullanilan
5-Florourasilin, sicakliga hassas polimer Pluronic® F127 ile gel
formulasyonlari hazirlanmis ve bu formulasyonlara hyaluronik asit,
Carbopol 934 ve HPMC gibi mukoadazif polimerler ilave edilmistir. 5-
Fluorourasilin ¢ézUinurligund arttirmak icin B-siklodekstrinler ile kompleksi
yapilmis ve bahsedilen polimerler ile jel formilasyonlari hazirlanmistir. Bu
jel formilasyonlarindan salim deneyleri pH 5.5'de diyaliz torbasindan
yapiimis ve Ozellikle 12-92 saat arasi dizenli kontrolli salim elde
edilmistir. Carbopol ile hazirlanan poloksamer jelin en az salim gdsterdigi
bildiriimis ve buna neden olarak da B-siklodekstrinler ile Carbopol
arasindaki etkilesme gosterilmistir.

CV ve OXB ile yapimis vajinal jel calismasi literatirde yer
almamaktadir. Sadece OXB ile vajinal halka hazirlanmis ve in vitro salim
deneyi sonucunda 14 gun boyunca kontrolli salim elde edildigi

gorulmustur®®’.

6.3.5. Jellerin Stabilitesine Ait Bulgularin Degerlendiriimesi

Tez calismalarimiz sirasinda hazirlanan jel formulasyonlari 4°C/ortam
nemi, 25°C/%60 bagdil nem ve 40°C/%75 bagil nem ortamlarinda
saklanmis ve 3 ay boyunca gérunis, pH, viskozite ve etkin madde miktar
tayini testleri yapilmigtir (Tablo 41-44 ve 71-73).
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Tum saklama kosullarinda her iki etkin madde ile hazirlanan jellerin
seffaf gériintlisiinde 3 ay boyunca bir degisiklik olmamistir.

CV-KITH3, CV-HPMCK100M2 ve CV-HP407 formilasyonlarinin ¢ ay
boyunca izlenen pH degerinde, 4°C’de ve 25°C’de anlamli bir degisme
gorulmemistir (t-test, p>0.05). Ancak 40°C’de saklanan CV jellerin pH
degerinde anlamli bir artis gézlenmistir (t-test, p<0.05).

Ayni sekilde sadece 40°C’de saklanan OXB jellerin pH degerindeki
artis anlamli bulunmustur (Tablo 71-73) (t-test, p<0.05).

OXB ve CV jellerin viskozite degerleri ve miktar tayini testleri
degerlendirildiginde, 4°C’de ve 25°C’de salkanan jellerin degerlerinde
anlamli bir degisme gézlenmezken (t-test, p>0.05), 40°C’de saklanan OXB
ve CV jellerin degerindeki digsmenin anlaml oldugu bulunmustur (t-test,
p<0.05%).

CV ve OXB iceren jellerin 3 ay siren stabilite calismalarinin
sonucunda 4°C’de ve 25°C’de saklanan jellerin stabil oldugu, 40°C’de
saklanan jellerin 6zelliklerinin ise istenmeyen sekilde degistigi icin stabil

olmadig bulunmustur.

6.3.6. Oksibitinin Jel Formilasyonlarinin Tavsan Vajinal Dokusundan

Gecis Calismasinin Degerlendiriimesi

Oksibdtinin ile hazirlanan formulasyonlarin vajinadan uygulamasi
sonucunda 48 saat slren bir kan konsantrasyonuna ulasmayi
amaclamaktayiz. Bu nedenle in vitro formilasyon c¢alismalarimiz
sonucunda pH, viskozite ve salim 6zellikleri agisindan in vivo ¢calismalarda
kullanilabilecegi dustnilen OXB-KITH3, OXB-HPMCK100M2 ve OXB-
HP407 formulasyonlarinin tavsan vajinal dokusundan gecis c¢alismasi,
horizontal difizyon hicresinde yapilmistir. Sekil 123’de OXB jellerin
tavsan vajinal dokusundan gecis profilleri gérilmektedir. OXB-KITH3 ve
OXB-HPMCK100M2 formilasyonlarindan 48 saat sonunda vajinal
dokudan %70-80 arasinda gecis olmaktadir. OXB-HP407 formilasyonu

ise 48 saat sonunda yeterli salimi géstermedidi icin in vivo ¢alismalar icin
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uygun bulunmamistir. Literatlrde kitosan turevlerinin (5-metil-pirolidinon-
kitosan gibi) % 4’luk polimer ¢ézeltilerinin reolojik ézelliklerinin incelendigi
bir calismada, formilasyona asiklovir etkin maddesi % 5 konsantrasyonda
eklenerek, Franz Difiizyon hucresinde domuz vajinal mukozasindan gegis
calismasi yapilmistir. Sonucgta asiklovirin kitosan tlrevleri igindeki
¢cbzeltisinin - mukozadan gecisi, asiklovirin slUspansiyon halindeki
gecisinden daha yuksek bulunmustur'®. Bizim calismamizda da tavsan
vajinasindan OXB gecisi en yuksek kitosan jel formilasyonundan
olmustur.

Bonferoni'

ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada kitosan sitrat
tuzu ile kitosan hidrokloriiriin penetrasyon artirici etkisi model madde
olarak kullanilan asikovir, siprofloksasin ve fluorescein etkin maddeleri ile
hazirlanan kitosan jel formulasyonlarinda incelenmistir. Domuz vajinal
dokusundan Franz difiizyon hicresinde yapilan g¢alismanin sonunda ise
kitosan sitrat jelin, etkin maddelerin dokudan gecislerinde kitosan
hidroklorur jel ve etkin madde suspansiyonlarina gére daha etkili oldugu
bulunmustur.

HPMC K4M kullanilarak jel hazirlanan baska bir calismada diflofenak
sodyum ve sulfametizolin difiizyonu horizontal difizyon Unitesinde
0.45um por cap! olan seluloz asetat membranda incelenmigtir. Etkin

[

maddelerin difizyonunun HPMC konsantrasyonuna goére degistigi ve
jellerde  HPMC orani arttikca diflizyonun azaldigi  belirtilmistir®®".
Calismamizda, in vitro salim calismalarinda en iyi sonucu veren, OXB-
HPMCK100M2 formulasyonunun horizontal difiizyon Unitesinde tavsan
vajinal dokusundan gecis calismasi yapiimistir. Calismamizin sonunda
literaturdeki gecis profiline benzer bir profil elde edilmis ve 48 saat
boyunca kontrollii salim saglandigi gézlenmistir. Sonugcta in vivo uygulama
icin en uygun formilasyonun OXB-HPMCK100M2 olduguna karar
verilmistir.

Literatirde mokelal agirhgr dusuk olan lipofilik ilaglarin, insan

derisinden ve sentetik selofan membranlardan Franz diflizyon Unitesindeki
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gecislerinin buyuk molekulli ve lipofobik ilaglara gére daha fazla oldugu
belirtimektedir®®2. OXB serbest baz halinde logP degeri 4.9 olan lipofilik bir
maddedir. OXB hidroklorir tuzu ise suda iyi ¢ézinir ve logP degeri
pH’dan etkilenir, pH degerindeki azalmaya bagl olarak logP degeri azalir.
Ornegin pH 6.2 degerinde OXB hidrokloriiriin logP degeri 2.89 olarak
belirlenmistir®?’.

Oksibitininin molekal agiigr (394 Da) disik, sudaki ¢dézunurlagu
pH'ya bagl olan lipofilik bir ilactir. Literatirde pKa degeri 8.04 olarak
bildirilmis ve asit pH’da iyi ¢éziinduigi gosteriimistir®®®. Bizim calistigimiz
pH 4.5de c¢oézunarliga yaklasik 100 mg/mL’dir. Horizontal difiizyon
Unitesinde yaptigimiz tavsan vajinal dokusundan gecis calismalarinda, 48
saat sonunda total miktarinin ~%80’'ni ge¢mistir. Lipofilik bir ila¢g olan
OXB’nin deriden de iyi permeasyon gosterdidi ve 24 saatte %50 den
fazlasinin deriden gectigi belirtilmistir®®’.

Dokudan gecis verileri 1.derece, 2.derece ve Qvt (Higuchi)
kinetiklerine uyum acisindan incelenmigtir. Bu kinetiklere ait regresyon
analizlerinin determinasyon katsayilar ve regresyonun standart hatasina
bakildiginda (Tablo 74) gecisin en iyi Qvt (Higuchi) kinetigine uyum

sagladigi gérulmastar.
6.4. Lipozom Formiilasyonlarina Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

6.4.1. Lipozom Karakterizasyon  Calismalarina  Ait  Bulgularin

Degerlendiriimesi

Film-hidrasyon ydéntemi ile hazirlanan, etkin madde iceren ve
icermeyen lipozomlarin ekstruksiyon igleminden énce ve sonra partikil
buyukluga dagihmi karsilastirildiginda, islemin partikal blyuklugunin
homojen hale gelmesinde cok etkili oldugu goérilmustir. Ayrica partikil
buyukluginde anlamli bir disme de goézlenmistir (Sekil 48, 49 ve 124).
Olctugiimiuz partikill  biyiklugi degerlerinin  giiven sinirlart 0.1-0.44

arasinda degisirken, polidispersite indeksi butin formilasyonlar igcin 1’in
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altindadir. Polidispersite indeksi (PI) partikul buyukluga dagilimi ile ilgili bir
parametre olup 1'in altinda olmasi istenir>*?**. Bu durum bize partikil
buyukluga dagihminin  homojen oldugunu goéstermektedir. Cilek ve
arkadaslarinin yaptigi calismalarda da film hidrasyon yoéntemi ile
hazirlanan lipozomlarin partikil buyudkltkleri  ekstruksiyon isleminin
sayisina gére belirgin derecede dismis ve homojen hale gelmistir®®%’,
Lipozomlarin  partikil  bUydkluginin ayarlanabilir olmasi da bir

avantajdir?®®.

Literatirde film yéntemi ile hazirlanan EGF lipozomlarinin
partiktl bayuklagl bizim de c¢alismalarimizda kullandigimiz lazer partikil
sizer ile 6lcilmis ve ortalama partikil blayukliglu 4.44+0.03 um olarak
bulunmustur®®. Bizim sonuclarimiza gére de OXB-FS2 ve CV-FS2
formulasyonlari igin partikul bayuklukleri 3.97-4.54 ym araligindadir.

Film ydntemi ile hazirlanan lipozomlarin zeta potansiyelleri
bulunmustur (Tablo 45 ve 75). Zeta potansiyeli olcimleri, partikil
dispersiyonunun kolloidal stabilitesi hakkinda bilgi vermektedir. Lipozom
hazirlamada kullanilan fosfolipitlerin  fonksiyonel gruplarinin  negatif
degerde olmasi nedeniyle zeta potansiyel genellikle negatif degerdedir®*°.

Film ydéntemi ile hazirlanan lipozomlarin i1sik mikroskobu gériintileri
de ekstriksiyon isleminin ne kadar etkili oldugunu $ekil 51a-51b ve Sekil
126’da gostermektedir. Ekstriksiyon isleminden sonra lipit kesecikler daha
belirgin hale gelmis ve birbirinden ayrilmistir. Lipozomlarin ¢ok tabakali
lipozom olduklari anlasiimistir. Lipozomlarin ¢ok tabakali olmasi, etkin
maddeyi tabakalarinin arasina almasi ve yavas salmasi agisindan avantaj
olusturmaktadir.

Poliol dilisyon yoéntemi ile hazirlanan lipozom formilasyonlari
incelendiginde, ekstriksiyon isleminden &nce partikil buaydklagd pm
boyutunda iken islemden sonra nm boyutuna dismektedir (Tablo 45 ve
75). Lipozom formulasyonlarimizi hazirlama islemleri sirasinda her iki
etkin madde ile de hazirlanan FS1 ve PS1 lipozomlarinin farmasétik
karakterlerini iyilestirmek icin lipit kompozosyon degistiriimis ve hazirlama

islemine dondurup ¢ézme basamagi eklenmistir. Bu degisiklikler ile her iki
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etkin madde ile hazirlanan FS2 ve PS2 lipozomlarinin farmasétik
karakterleri daha iyi bulunmus ve bu durum PI'ne de yansimistir. FS2 ve
PS2 lipozomlarinin Pl'leri daha distk bulunmustur.

Poliol dilusyon ydntemi ile hazirlanan ve etkin madde iceren
lipozomlarin ekstruksiyon isleminden énce ve sonra partikiil dagilimlar
homojendir. Bu durumu SEM gérintileri de dogrulamaktadir. Lipit
partikiller oldukga belirgin bir sekilde gérulmektedir. Sekil 52 ve 54’de CV-
P1 ve CV-PS2 lipozomlarinin SEM géruntileri incelendiginde partikil
bayuklugt ve sekli agisindan homojen oldugu goérulmustir. Partikdl
bUyldkligd nm boyutunda oldugu icin daha yakindan goérinti
alinamamistir. OXB-P2 ve OXB-PS2 formilasyonlarinin da SEM
goruntileri de Sekil 127 ve 129'da gdsterilmistir.

Film-hidrasyon yéntemi ile hazirlanan lipozomlarin (F1, CV-F2, OXB-
F2) partiktl bayuaklagia dagihmi homojen degildir (Sekil 48a, 49a ve 124a).
Bunun vyanisira poliol-dilisyon yéntemi ile hazirlanan lipozomlarin
ekstruksiyon igleminden énce dahi partikal buyukluga dagilimi homojen ve
dar bir araliktadir (Sekil 50a ve 125). Bu durumun lipit kompozisyonundan
ve Ozellikle film yénteminde formulasyonlarda kullanilan kolesterolden
kaynaklandigi dusintlmektedir. Poliol dilisyon ydnteminde kolesterol
kullaniimamuisgtir.

Partiktl bayuklaginian istenilen buyuklikte olmasi ve dagiliminin
homojen olmasi icin lipozom c¢alismalarinda ekstriksiyon islemi
yapilmasina karar verilmistir. Ekstriksiyon isleminden énceki ve sonraki
degerler arasinda anlamli bir fark olustugu bulunmustur (t-test, p<0.05).

CV ve OXB igeren lipozomlarin partiktll bayukluginin icermeyenlere
kiyasla buyuk olmasi, bize CV ve OXB'’in lipozom igine girdigini
gOstermektedir.

Poliol dilisyon yéntemi ile hazirlanan lipozomlarin zeta potansiyeli
bos ve CV iceren lipozom formilasyonlarinda negatifdir (Tablo 45). Bu
formulasyonlarda kolesterol olmadidi i¢in etkin maddenin 6zelligine gére

zeta potansiyeli degismektedir. OXB iceren lipozomlarin ise zeta
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potansiyeli pozitif bulunmustur (Tablo 75). Katyonik olan lipozomlarin
vajinal absorbsiyonunun daha iyi olacag literatiirde bildirilmektedir?'". Bu
literatrde lipozom formulasyonlarina SA eklenerek pozitif yikli olmasi
saglanmistir. Ayrica, pH 4.5 tampon ortaminda ve musin igeren vajinal sivi
ortaminda katyonik lipozomlarin daha kontrolli salim yaptiklari ve daha
stabil olduklari da belirtiimektedir.

Etkin madde iceren ve icermeyen lipozomlarin zeta potansiyelleri
karsilastirlldiginda degisimin anlamh oldugu bulunmustur (t-test, p<0.05),
ayni sekilde ekstriksiyon igleminden o6nce ve sonra Olgulen zeta
potansiyelleri arasindaki fark da anlamlidir (t-test, p<0.05). Formulasyona
ilave edilen maddeler veya hazirlama basamaklarindaki degisiklikler
lipozomlarin zeta potansiyel degerlerini degistirmektedir. Literatirde
klotrimazol ve metronidazol model maddelerinin poliol dilisyon yéntemi ile
ayni lipit kompozisyonlar kullanilarak lipozomlari hazirlanmistir. Zeta
potansiyel degerleri ise benzer bulunmustur (-57, -55)%*. Lipozom
formilasyonlarinda lipit kompozisyon zeta potansiyel degerini etkileyen
onemli faktorlerden biridir.

Poliol dilisyon yéntemi ile hazirlanmis lipozomlarin yukleme
kapasitesi film ydntemi ile hazirlanan lipozomlara gére daha dusuktir
(Sekil 55). Yukleme kapasitesi film-hidrasyon yéntemi ile hazirlanan CV-
F2 formilasyonunda % 52.4+3.7, poliol dilisyon yéntemi ile hazirlanan
CV-P2 formilasyonunda ise % 24.7+1.2 olarak saptanmistir. Bu durumun
formulasyonlarda ayni lipit kompozisyonu kullanildigi igin hazirlama
yénteminden kaynaklandigi distnitlmektedir. Lipozom formulasyonlarini
iyilestirme g¢aligmalarinda lipit kompozisyonu ve lipit oranlari degistirilmistir.
Bu calismalarin sonunda film-hidrasyon yéntemi ile hazirlanan CV-FS2
formulasyonunda % 55.7+1.16, poliol dilisyon yéntemi ile hazirlanan CV-
PS2 formillasyonunda ise % 41.1+3.22 olarak saptanmistir. Ozellikle CV-
P2 formulasyonu ile CV-PS2 formulasyonu yiuklenen etkin madde orani
acisindan karsilastirildiginda, belirgin bir yikselme oldugu bulunmus ve

yaplilan iyilestirme calismalari sonucu basarili olarak degerlendirilmistir.
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Ayni degerlendirme OXB igeren lipozomlar igin de yapilabilir. OXB-
F2 formullasyonunda etkin madde enkapsilasyon ylzdesi %56.2+4.8
olarak bulunurken OXB-P2 formilasyonunda bu oran %32.5+3.6°dir. Lipit
kompozisyonlari  degistirilerek hazirlanan OXB-FS2 ve OXB-PS2
formulasyonlarinin yikleme kapasitesi %49.2+2.4 ve %37.5+3.1 olarak
bulunmustur. Lipit kompozisyonundaki degisiklik poliol dilisyon yéntemi ile
hazirlanan lipozomlarin enkapsilasyon ylzdesini kismen arttirmistir.

Lasic®*! tarafindan yapilan bir derlemede, lipozomlarda
enkapsilasyon veriminin teorik olarak % 70’in Uzerinde olabileceginin
disinldlmesine karsin, bu degerin deneysel olarak saglanamadigi
belirtiimektedir. Enkapsilasyon veriminde % 50 gibi bir deger iyi bir sonug
olarak yorumlanmigtir.

Literatirde de benzer sonug gérulmustir. Ornegin hidrofilik bir ilag
olan calceinin vajinada kontolli sallm yapmak Uzere bizim de
calismamizda kullandigimiz yéntemler olan film ydntemi ile ve poliol
dilusyon yéntemi ile lipozomlari hazirlanmig ve en yiksek enkapsulasyon
orani %63 olan poliol dilisyon yéntemi ile hazirlanmis lipozomlardan elde
edilmistir. Film ydéntemi ile %10’nun altinda bir enkapsuilasyon elde edilmis
ancak dondurup c¢6zme islemi ile enkapsilasyon veriminin arttirildigi
bildirilmistir®2.

Bélumumuzde vyapilan iki farkli tez g¢alismasinda bizim de
calismamizda kullandigimiz film yéntemi ile lipozomlar hazirlanmistir.
Model madde olarak rivastigmin kullanilan bir tez ¢alismasinda lipozom
icine hapsedilen rivastigmin miktari ortalama % 35.4 bulunurken, TGF-
o’'nin oral kullaniimak Uzere film ydéntemi ile hazirlanan lipozomlarinda
yiilkleme kapasitesi % 51.48+3.87 olarak bulunmustur?*>44,

Model madde olarak klotrimazol, metronidazol ve kloramfenikoliin
kullanildigi baska bir calismada vajinaya uygulanmak tzere poliol diliisyon
yéntemi ile lipozom formulasyonlari hazirlanmistir. Lipozomlara yiklenen
ilag miktarlar tayin edildiginde klotrimazolin %94, metronidazolin %6 ve

kloramfenikolin %30 oraninda yiklendigi géralmustir. Metronidazolin
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yukleme kapasitesinin dusiuk olmasina neden olarak bu maddenin lipofilik
ve hidrofilik ortamlarda dustk ¢ézinurluge sahip olmasi gosterilmistir®*®.
Bizim c¢alismamizda kullandigimiz OXB’nin pH 4.5’de ¢dzunurligu oldukca
iyidir (~100mg/mL)?**, ayrica logP degeri 4.9 olup lipofilik ortamlarda iyi

coziinen bir ilagtir?®’

. Bu nedenle OXB enkapsilasyon veriminin etkin
maddenin ¢béziunlrlik parametrelerinden etkilenmedigini disinmekteyiz.
CV’in sudaki ¢oézinurlugt ise 170 mg/mL’nin Gzerinde ve logP degeri -
3.9'dur'®?"®3 Partisyon katsayisi (log P) negatif olan maddelerin 6rnegin,
CV gibi -39 olan, sudaki ¢6zunurludi organik solvandaki
cozunurlugunden 1000 kez daha fazladir®*®. Bu bilgiler dogrultusunda
lipofobik  6zelliginin  CV’in  yUkleme kapasitesini etkileyebilecegdi
disUnulebilir.  Literatirde lipofilik ilaclarin  lipozomlarin  fosfolipit
tabakalarina afinite gosterecegi icin yikleme kapasitesinin artacagi
belirtilmistir®. Lipozomlarin énemli avantajlarindan biri hem hidrofilik hem
de lipofilik kisimlari oldugu icin lipofilik ve hidrofilik etkin maddeler icin
uygun bir tasiyici sistem olmasidir®*’. Kullandigimiz her iki etkin maddenin
lipofilik ézellikleri farkli olmakla birlikte, enkapsulasyonlarinin yakin oldugu
go6rilmektedir. Bu da maddelerin hem sulu hem de lipit tabakalarda
tutundugunu géstermektedir.

Pavelic ve arkadasglarinin yaptigi baska bir calismada vajinal
uygulama igin gelistirilen lipozom formilasyonunda etkin madde olarak
asiklovir secilmistir. Poliol dilisyon yéntemi ile hazirlanan lipozomlarin
enkapsulasyon etkinligi % 23.78+2.30 olarak bulunmustur. Zeta
potansiyeli yani lipozom tabakalarinin ylizey yukl, bu tabakalar arasina
sulu fazin ve dolayisiyla etkin maddenin ne oranda yuklenecegini
belilemektedir’’'. Bu calismadaki lipozom lipit kompozisyonu ve
hazirlama ydéntemi bizim calismamizda hazirladidimiz PS1 lipozomuna
cok benzemektedir. PS1 lipozomunda CV vyikleme kapasitesi %
15.13+1.23 olarak bulunmustur.

Lipozom gibi vezikuler ilag taslyici sistemlere fiziksel stabiliteyi

saglamak icin elektriksel yuk kazandiran bilesikler eklenmektedir®*é.
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Elektriksel yuk kazandiran maddeler elektrostatik etkilesmeler meydana
getirerek fiziksel stabiliteyi saglarlar. Biz de bu amacgla lipozom
formulasyonlarimiza stearilamin (SA) ilave ettik. SA ilavesi ile hazirlanan
lipozomlarin (FS1, FS2, PS1, PS2) katyonik oldugu goériimustar.
Lipozomlarin katyonik hale getiriimesi ile daha iyi vajinal absorbsiyon
saglamasi amaclanmistir. Ayrica dondurup ¢6zme gibi basamaklar
eklenerek enkapsulasyon artiriimaya calisiimistir. Literatiirde film ydntemi
ile hazirlanan ve dondurup c¢6zme islemi uygulanan lipozomlari etkin
maddeyi hapsetme orani artmistir®®®. Bizim calismamizda da katyonik ve
enkapsulasyonu kismen iyi olan formulasyonlar elde edilmigtir.

CV ve OXB ile yapilan lipozom formilasyon calismalari ile ézellikleri
optimize edilmeye calisilan lipozom formilasyonlarindan FS2 ve PS2

lipozomlarinin ézelliklerinin en iyi oldugu bulunmustur.

6.4.2. Lipozomlarda Stabilite Calismalarina Ait Bulgularin

Degerlendirilimesi

Lipozom formulasyonlarinin dezavantajlarindan bir tanesi fiziksel ve
kimyasal acidan stabilite sorunlarinin siklikla gértlmesidir. Lipozomlarin
stabilite sorunlarindan dolayi raf émurleri kisadir. Fiziksel dayaniksizlik
lipozom igine hapsedilmis etkin maddenin sizmasina ve ayrica agregat
olusmasina neden olabilir. Kimyasal stabilite sorunlar ise kullanilan
lipitlerin yapisina bagli olarak degisir.

Tez calismamiz sirasinda lipozom formulasyonlari 4°C/ortam nemi,
25°C/%60 bagil nem ve 40°C/%75 bagil nem ortamlarinda saklanmis ve 3
ay boyunca partiktal buayuklugu, zeta potansiyeli ve etkin madde miktar
tayini yapilmistir.

Hazirlanan ve stabilite testlerine tabi tutulan tim lipozom
formulasyonlarinin partikl bayuklugi élcimi dederlerine ve given arahgi
verilerine bakildiginda partikillerin olduk¢a homojen ve birbirine yakin
blyukliikte oldugu anlasiimaktadir (Tablo 46, 47, 76 ve 77). Ozellikle

4°C’de saklanan lipozomlarin partikil blylkliginde ve zeta
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potansiyellerinde 3 ayin sonunda anlamli bir artis gézlenmemistir (t-test,
p>0.05). Sadece 40°C’de saklanan lipozomlarin partikll blyUkligu ve zeta
potansiyelinde meydana gelen degismeler anlamhdir (t-test, p>0.05).

Stearilamin iceren CV lipozomlarina ait sonuglar Tablo 48 ve 49'da,
OXB lipozomlarina ait sonuglarda Tablo 78 ve 79'da verilmistir. Buna goére
etkin madde iceren FS1, FS2, PS1 ve PS2 lipozom formulasyonlarinin
partiktl bayUklugu ve zeta potansiyeli agisindan tim saklama kosullarinda
3 ay boyunca anlamli bir degisme olmadidi bulunmustur (t-test, p>0.05).
Bu durum film ydntemi ve poliol dilisyon yéntemi ile hazirlanan tim
lipozomlar igin, partikil buydkliga ve Pl acisindan degerlendiriimis Sekil
162 ve 163’'deki grafikler cizilmistir. Sekillerden de anlasilacadi gibi G¢ ay
boyunca degerlerde anlamli bir degisme olmamistir.

Film Yontemi ile Haawrlanan Lipozomlann 4 *C'deki Stabilitesi
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Sekil 162. Film yoéntemi ile hazirlanan ve 4°C’de ili¢ ay boyunca bekletilen
lipozomlarin partikiill biiyiikliigli ve Pl degerleri. PB:partikiil biiyuklugii,
Pl:polidispersite indeksi
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Poliol Dilisyon Ydntemi ile Hazirlanan Lipozomilann 4 *C'deki

Stabilitesi
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Sekil 163. Poliol diliisyon yontemi ile hazirlanan ve 4°C’de ii¢ ay boyunca bekletilen
lipozomlarin partikiil biiyiikliigii ve Pl degerleri. PB:partikiil biyukliigii,
Pl:polidispersite indeksi

SA icermeyen lipozom formulasyonlar ézellikle 4°C’de, SA igeren
formulasyonlar da tim ortamlarda partikil blydkligi ve zeta
potansiyelleri agisindan stabil olarak degerlendirilmistir. Sonug¢ olarak SA
iceren lipozomlarin daha stabil oldugu séylenebilir.

CV ve OXPB’in lipozom igindeki stabilitesinin incelendidi ¢alismada
4°C/ortam nemi, 25°C/%60 bagil nem ve 40°C/%75 badil nem
ortamlarinda 3 ay boyunca saklanmis lipozomlardan etkin maddelerin
miktar tayini yapilmistir. Yapilan élgimlerde % bozunmadan kalan CV ve
OXB miktarlari hesaplanmistir. Bu veriler kullanilarak elde edilen profiller
(Sekil 56-59 ve 131-134) kinetik acidan degerlendirilerek hangi kinetige
uygun olarak bozunduklari uyum d&lcitleri g6z 6niinde bulundurularak
hesaplanmistir. Tablo 50 ve 80’de lipozomlarin hepsinin 2. derece
kinetikle bozunduklari gérilmis ve Tablo 94'de raf édmri degerleri
verilmistir.
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Tablo 94. Stabilitesi incelenen lipozomlarin 4 °C’de raf émiirleri

FORMULASYON RAF OMRU (giin)
CV-F2 15
CV-FS1 17
CV-FS2 18
CV-P2 20
CV-PS1 22
CV-PS2 23
OXB-F2 13
OXB-FS1 16
OXB-FS2 14
OXB-P2 23
OXB-PS1 22
OXB-PS2 25

Lipozomlara ait raf émdrleri incelendiginde en yiksek raf dmrinin
SA iceren ve dondurup ¢6zme basmagi eklenmis poliol dilisyon ydéntemi
ile hazirlanan PS2 lipozomlarina ait oldugu bulunmustur. Bu
formulasyonun raf émri digerlerinden daha uzundur. Yapilan ¢alismalarda
da benzer sonuglar alinmistir. Ornegin, film yéntemi ile hazirlanan ve IL-2
iceren lipozomlarda IL-2 miktari bir ay sonunda kabul edilebilir sinirlar
icinde bulunurken, rivastigminin ve sodyum taurokolat iceren ve film
yéntemi ile hazirlanan lipozomlarin raf émri 4°C’de 21 gin olarak
bulunmusgtur®3-243,

Lipozomlarin karakterizasyon c¢alismalari sonucunda, amacimiza
uygun olarak en iyi 6zelliklere sahip ve en stabil formilasyonun PS2
lipozomu olduguna karar verilmistir

Pavelic ve arkadaslarinin®® yaptigi bir calisma da bizim bulgularimizi
desteklemektedir. Bu calismada poliol dilisyon yoéntemi kullanilarak
degisik etkin maddelerin formilasyonu hazirlanmig ve kullanilan yéntemin

kolay uygulanabilir ve tekrar edilebilir bir ydntem oldugu belirtiimistir.
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6.5. Lipozom ve Lipozom-Jel (Lipojel) Formiilasyonlarina Ait
Bulgularin Degerlendirilmesi

Lipozomlar biyopargalanir sistemlerdir ve dermatolojide hastaliklarin
lokal tedavisi icin kullaniimaktadir®®. Ayni zamanda lipozomlar
yuklendikleri maddenin uzun sureli salimini gergeklestirdikleri igin tercih
edilmektedirler. Lipozomlarin en énemli dezavantaji vajinal uygulama igin
sulu bir sistem olmasidir. Vajinada tutunma ve yayilma lipozom
suspansiyonlari igin ¢ok zordur. Uygun viskoziteyi ve tutunmayi saglamak
amaciyla lipozomlar jel formiilasyonlari icinde tasinmaktadir®*?.

Hazirlanan lipozomlarin siispansiyon halinde diyaliz membrandan
gecis calismasi incelenmis ve sonug¢ profiller Sekil 60 ve 135da
gosterilmistir. Buna gére 48 saatin sonunda lipozomlar igindeki etkin
maddelerin tamamina yakini salinmistir. En az salim yapan formulasyon
48 saatin sonunda, cidofovir etkin maddesi icin CV-PS2 formuilasyonu,
oksibutinin etkin maddesi icin OXB-FS2 formilasyonu olmus ve %85-90
civarinda salim gergeklestirmislerdir.

Tablo 9 ve 26’da kodlarn verilen CV ve OXB lipojellerin salim
profilleri Sekil 61 ve 136’da gosterilmistir.  Film-hidrasyon ydntemi
kullanilarak hazirlanan ve diger lipozomlara gére farmasétik karakterleri
daha iyi olan CV-FS2 lipozomu ile OXB-FS2 lipozomunun farkli jellerden
salimlari incelenmistir. CV-FS2 lipozomu tasiyan lipojellerden en az salimi
tasiyicisi Carbopol jel olan CV-FS2-KR formilasyonu gdstermistir. Bu
formilasyondan salim ilk 24 saatte %10.1£0.8 olarak bulunmustur, 48
saatin sonunda da etkin maddenin tamami salinmadidi igin bu
formulasyon amaca uygun bulunmamistir. Taslyici olarak daha o&nce
Uzerinde  calstigimiz  kitosan, HPMC, poloksamer kullanilan
formulasyonlardan da 48 saat sonunda yeterli salim elde edilememistir. Bu
nedenle bu grup lipojel formulasyonlarinin vajinal uygulamasi uygun
goérulmemistir.

Sekil 136’da OXB iceren lipojellerin salim profiline bakildiginda en

fazla salim yapan OXB-FS2-KITH3 formilasyonu 48 saatin sonunda etkin
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madde miktarinin ancak yarisini salabilmistir. Bu nedenle bu grup OXB
formulasyonlari vajinal uygulama i¢in uygun bulunmamistir.

Ayni yorumlar PS2 lipozomu ve ayni jeller kullanilarak hazirlanan
lipojeller i¢in de gegerlidir. CV etkin maddesi igin poliol-dilisyon yéntemi ile
hazirlanan lipojellerden de salimin azaldigi ve en az salimin 48 saatin
sonunda % 40.4+3.6 ile Carbopol iceren formulasyon oldugu bulunmustur
(Sekil 62). Poloksamer jel kullanilarak hazirlanan CV-PS2-P407
formulasyonu ilk sekiz saatte % 24.3+5.19 salim yapmaktadir, ancak bu
degerin 48 saatin sonunda % 89.4+5.3 oldugu bulunmustur. CV-PS2-
P407 kodlu lipojelin  vajinada kontrolli salim igin uygun formilasyon
oldugu dustnulebilir, ancak bu formilasyonun viskozitesi disik ve
mukoadezyon 6zellikleri zayif oldugu igin vajinada uzun sireli salim igin
uygun bulunmamistir. OXB iceren PS2 lipozomlarini tasiyan jellerin
salimina bakildiginda ise (Sekil 137) 48 saatin sonunda salimin %50-60
arasinda oldugu goérulmustir. Literatirde klotrimazol ve metronidazolin
model madde olarak kullanildigi ve poliol dilusyon yoéntemi ile
lipozomlarinin hazirlandidi bir g¢alismada lipozomlar Carbopol 974 NF
(%1) jel ile tasinmistir. pH 4.5 ortaminda salimi incelenen lipojellerden 24
saatte salim %33-42 civarinda olmustur®®. Bizim calismamizda ise sadece
CV ile hazirlanan lipozomlar KR jel ile tasinmistir. Cunkii OXB ile KR jel
gecimsizdir. CV-PS2-KR jelden 24 saatte salim ~%25 civarinda olmustur

Literatirde PS2 ile ayni lipit kompozisyona sahip ve poliol dilisyon
yéntemi ile hazirlanan lipozomlarin Carbopol jel icinden etkin madde
salimi pH 4.5 tampon icinde ilk alti saatte % 27.5+2.2 ve 24 saatte %
78.5+5.8 olarak bulunmustur?'.

Lipojellerin  reolojik  6zellikleri  incelendiginde  ise  butun
formulasyonlarin pseudoplastik akis godsterdigi ve jellerin viskozitesinin
lipozom ilavesi ise dustugu gézlenmistir (Tablo 52 ve 82). Mourtas®®' ve
arkadaslarinin yaptigi bir calismada farkli lipit kompozisyonlarina sahip
film yéntemi ile hazirlanan lipozomlar, Carbopol 974NF (%0.4) ve HPMC

(%1.5) ile hazirlanan jel ile taginmistir. Farkh lipozomlar tasiyan bu jellerin
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reolojik karakterleri incelendiginde lipit kompozisyonun reolojik 6zellikleri
etkiledigi bulunmustur. Ozellikle kolesterol tasiyan ve lipit konsantrasyonu
fazla olan lipozomlari tasiyan jelin elastik karakterinin arttigi ve
yumusayarak yayilma egiliminde oldugu bildiriimistir. Bizim ¢aligmamizda
ise film yodntemi ile hazirlanan ve kolesterol iceren lipozomlarin lipit
konsantrasyonu poliol dilisyon yéntemi ile hazirlanan lipozomlardan daha
bluyuktir. Ancak film yéntemi ile hazirlanan lipozomlarin eklendigi jellerin
viskozitesindeki azalma poliol dilisyon yéntemi ile hazirlanan lipozomlari
tasiyan jellerden daha azdir. Yani literatirdeki bilginin tersine lipit
konsantrasyonu az olan lipozomlari tasiyan jellerde daha fazla yumusama
olmustur. Bunun nedeni poliol dilisyon yéntemi ile hazirlanan lipozomlarin
jellere suspansiyon halinde ilave edilmig olmasidir. Film yontemi ile
hazirlanan lipozomlar ise santrifiijle ¢okturtldikten sonra eklenmistir.

Jain?®? ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada ise film yéntemi ile
hazirlanan lipozomlara progesteron yiklenmis ve lipozomlar poliakrilamid
jel ile taginmistir. Lipojellerin disi kegi vajinasindan salim g¢alismasi Franz
difuizyon hucresinde pH 4.5 ortaminda gerceklestiriimistir. Lipozom
icermeyen jellere gbére daha uzun siire salim yapan lipojel formilasyonu
sifir derece kinetikle salim yapmistir.

Bir calismada antifungal bir madde olan klotrimazolin vajinaya
uygulanmak {zere film yoéntemi ile lipozomlari hazirlanmistir. Bu
lipozomlar %2 Carbopol 934 jel icinde vajinaya tasinmistir. Lipozomlarin
slspansiyon halinde ve jel icinde in vitro salim deneyleri vajinal sivi
ortaminda pH 4.2'de yapilmistir. Calismanin sonunda lipozomlarin jel
icinden etkin madde salimi suspansiyon haline gére olduk¢ca yavas
bulunmustur. Klotrimazol lipozomlarindan salm 8 saatte % 70
civarindayken lipozom-jel formilasyonlarindan salim 24 saatte % 50
civarinda olmustur®®. Bizim calismamizda da CV-FS2 lipozom
formilasyonu ilk 8 saatte %54 civarinda salim yaparken CV-FS2-KR

lipojel formilasyonunu 24 saatte ~ % 10 salim yapmistir. Bu durumun
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nedeni lipozom ic¢inden salinan etkin maddenin, ikinci bir bariyerle, jel

ortamiyla karsilasmasi olarak aciklanabilir.

6.6. Mikrokiire Formiilasyonlarina Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

6.6.1. Mikrokire Karakterizasyon Calismalarina Ait  Bulgularin

Degerlendiriimesi

Emdlsiyon polimerizasyonu yontemi ile hazirladigimiz
formilasyonlarda mikrokire olusturmada basarili olunamamistir (Sekil 63-
64). Bu durumun nedeninin kullanilan kitosanin ¢esidine ve deasetilasyon
derecesine bagh oldugu dustnilmektedir.

lyonotropik jelasyon yéntemi kullanarak hazirladigimiz T1 sinifi
mikrokirelerin sekilleri 151k mikroskobunda ve SEM ile incelenmistir. Isik
mikroskobu géruntileri etkin madde iceren ve icermeyen formulasyonlar
icin kiresel ve purizsiz olarak gorilmektedir (Sekil 65, 66 ve 138).

SEM  géruntileri  incelendiginde de CV-T1 ve OXB-T1
formilasyonlarin kiresel oldugu géraimustir. Ayrica SEM ile yilzey
Ozellikleri belirlenmeye calisiimistir. Buna gére CV-T1 ve OXB-T1
kurelerinin yiizeyi oldukca diizgiin gériinmektedir (Sekil 68 ve 139). Xu**
ve arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢calismada TPP ile iyonik jelasyon ile
olusturulan mikrokurelerin partikil buydklagi 20-200 nm arasinda
bulunmus ve TEM gériuntulerinde kiresel ve duzgin ylzeyli olduklari
gosterilmistir. Farkli molekil agirligina ve deasetilasyon derecesine sahip
olan kitosanlar ile hazirlanan mikrokirelere sigir serum albUmini
yuklenmistir. Kitosanin molekul agirhgi arttiginda yukleme kapasitesinin
belirgin bir sekilde arttiyi, deasetilasyon derecesindeki artisin ise
enkapsulasyon yuzdesindeki artisi daha az etkiledigi bildirilmistir.

Biz kitosan mikrokire formilasyon calismalarimizin hepsinde, tez
calismamiz sirasinda kullandigimiz Kitosan L, Kitosan M ve Kitosan H
polimerlerinden molekul agirligi ve deasetilasyon derecesi en yiksek olan

Kitosan H polimerini kullandik.
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lyonotropik jelasyon ve iyonotropik emiilsiyon jelasyon yéntemi ile
hazirlanan kitosan mikrokirelerinin olusumunda c¢apraz baglayici ajan
olarak TPP kullanilabilecegi literatiirde belirtilmistir. Kitosanin pozitif yukli
amino grubu ile negatif yukli TPP arasinda iyon etkilesmesi olmaktadir.
TPP’nin iyonize olma derecesi ise ortamin pH'sina baghdir**>?*®. Biz de
calismamizda nontoksik 6zelliginden dolayi ¢apraz baglayici olarak TPP
kullanmay tercih ettik.

Etkin madde icermeyen ve CV-K1 formilasyonuna ait isik
mikroskobu goéruntileri Sekil 69 ve 70’de goérllmektedir. Hazirlanan bu
kurelerin ylzey o6zelliklerini belirlemek icin SEM goéruntuleri cekilmistir
(Sekil 71 ve 72). Goérintulerden anlasildigi Gzere etkin madde icermeyen
kirelerin ylzeyi CV-K1 kuresinin ylizeyinden daha dizgiun gérinmektedir.
OXB-K1 kiresinin goéruntiusi de i1sik mikroskobunda incelendiginde (Sekil
140) oldukga kuresel gérinmekte ve SEM goérintiisiinde de (Sekil 141)
yluzey O6zelliklerinin oldukgca dizgin oldugu goérilmustir. Her iki etkin
madde ile hazirlanan K1 mikrokirelerinin SEM géruntusu (Sekil 72 ve
141) literatirde ayni yontem kullanilarak hazirlanan felodipin yukli kitosan
mikrokireler ile cok benzerdir?'®.

Kompleks koaservasyon yodntemi kullanilarak hazirlanan kitosan
mikrokilrelerini hazirlama sirasinda CV-AS4 formilasyonunun en iyi
Ozelliklere sahip olan mikrokure formulasyonu oldugu gérildi ve SEM
goriuntista cekildi (Sekil 73). Buna gbére nm boyutundaki partikillerin
yapilarinin kiresel oldugu ve partikil blayUkliginin homojen oldugu
gorilmektedir. Ayni sekil OXB-AS4 formilasyonununda SEM gérintisi
Sekil 142'de verilmistir.

Sodyum silfat ile presipitasyon yéntemi kullanilarak hazirlanan
kitosan mikrokurelerini hazirlama sirasinda CV-BT4 formilasyonunun en
iyi 6zelliklere sahip olan mikrokiire formilasyonu oldugu géruldi ve SEM
goruntusi cekildi. Sekil 74’de verilen SEM gérintistnde partikiller tam
olarak anlasilamamistir. Buna neden olarak lipozomu kurutma esnasinda

yapisina zarar verilmis olunabileceginin distnulmesidir. Ayni yéntem ile
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hazirlanan OXB-BT4 formilasyonunun SEM gérintist Sekil 143'de
incelendiginde partikillerin kiiresel ve partikil boyutunun homojen oldugu
gOralmastar.

Uretilen mikrokirelerin - verimi  oldukgca yilksek bulunmustur.
Yoéntemimizde hazirlama sirasinda herhangi bir kayip olmamigtir (Tablo
53 ve 83).

Kitosan mikrokirelerinin partiktl bayukluga CV-T1 formilasyonu igin
85813 pym, CV-K1 formilasyonu igin 828+5 um olarak bulunmustur. OXB
iceren T1 ve K1 mikrokirelerinin partikil buyuklukleri de benzer
degerdedir. Literatirde de benzer yéntem kullanilarak hazirlanan kitosan
mikrokiirelerinin boyutu 500-700 pm araligindadir?'®.

Kompleks koaservasyon yéntemi ve sodyum silfat ile presipitasyon
yéntemi kullanilarak hazirlanan kitosan mikrokureleri T1 ve K1
formulasyonlarindan daha ki¢ik partikll bayukligine sahiptir.

Kompleks koaservasyon yoéntemi ile hazirlanan CV-AS4
formulasyonunun  partikil ~ buyuklugt  639+2 nm, OXB-AS4
formulasyonununki de 1080+9 nm  bulunmustur. Bozkir’'® ve
arkadaslarinin yaptigi bir calismada pDNA yiklenen ve kompleks
koaservasyon yoéntemi ile hazirlanan kitosan mikroklrelerinin partikil
bayuklugt 457-820 nm araliginda bulunmustur. Ayni c¢aligmada
enkapsilasyon etkinligi %8%’in Uzerindedir. Calismanin sonunda kitosan
mikrokUrelerinde etkin madde yukleme kapasitesinin kullanilan kitosanin
deasetilasyon derecesi ile baglantili olabilecegi bildiriimektedir. Bizim
calismamizda ise islem etkinligi %64-84 ve %44-74 arasinda bulunmustur
(Tablo 53 ve 83).

CV-BT4 formulasyonunun partiktl bayuklaga 831+4 nm’dir. Ayrica bu
formulasyonun islem etkinligi % 55.2 olarak bulunmustur (Tablo 53).
Literatlirde sodyum silfat ile presipitasyon yéntemi ile hazirlanan kitosan
mikrokurelerinin partikal buydklaga 1.1-1.5 ym araliginda bulunmus ve
rekombinant interl6kin-2 yiklenen mikrokirelerde islem etkinliginin % 75-

98 arasinda oldugu belirtiimistir®>’. OXB-BT4 formulasyonunun partikil
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buayuklugl 674+4 nm ve islem etkinligi %64.2 olarak bulunmustur (Tablo
83 ve 84). Mikrokurelerin Pl 1’in altinda bulunmustur. Ozellikle AS4 ve
BT4 formilasyonlarinin PI'nin 0.3'Gn altinda olmasi formilasyonlarin
partiktl buyuklaganin homojen oldugunu dogrulamaktadir.

Hazirlanan mikrokirelerin zeta potansiyelleri Malvern Zeta Sizer
Nanoseries ile dlctilimis ve T1 sinifi kiirelerin katyonik, diger tum kirelerin
anyonik olduklar gérilmustir (Tablo 54 ve 84). Bu durumun hazirlama

yénteminden kaynaklandigi dustnilmektedir.

6.7. Biyoadezif Mikrokiire-Jel Formiilasyonlarina Ait Bulgularin
Degerlendirilmesi

CV ve OXB igeren butun mikrokure iceren jellerin pseudo plastik akis
gosterdigi belirlenmis ve vizkozite degerleri Tablo 55 ve 85'de verilmistir.
Buna gére icine mikrokire ilave edilen biyoadezif vajinal jellerin
viskozitesinde diusme goézlenmistir, 6érnegin CV iceren ve % 2 polimer
oranina sahip Carbopol jelin viskozitesi 5208 cP iken icine CV-T1
mikroklresi ilave edildiginde bu deger 4675 cPe dusmustar.
Mikropartikiller sistemlerin jellere ilave edilmesiyle jellerin butinlugu
bozulmaktadir.

Mikrokurelerin stspansiyon halinde ve tasindiklari jellerin icinde
Franz difuzyon hicresinde diyaliz membrandan gegis ¢alismasi
yapilmistir. Buna goére Sekil 75’deki CV-T1 mikrokirelerinin etkin madde
gecis profiline bakildiginda, sispansiyon halinde formulasyonlarin 48
saatte %40’a yakini salinirken mikrokireler jel icinde tasindiginda salim
daha da azalmaktadir. Ozellikle CV-T1-KR formilasyonu 48 saatte
%10’nun altinda bir salim gdéstermistir. OXB iceren T1 mikrokirelerde de
durum benzerdir (Sekil 144). K100M ve HP407 jelllerinin icinde tasinan
OXB-T1 mikrokureleri 48 saatte %10-15 etkih madde salimi
gerceklestirmistir. Literatirde benzer ydntem ile hazirlanan kitosan

kurelerden sigir serum albimininin saliminin 8 gune kadar surdugu
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belirtiimektedir®*. Bizim calismamizda 48 saat siirecek kontrollii salim
amaclandigi icin salim ¢alismalarina daha uzun sire devam edilmemistir.

lyonotropik emiilsiyon jelasyon yéntemi ile hazirlanan K1
mikrokirelerinin sispansiyon halinde salimlari CV ve OXB igin 48 saatin
sonunda %50’nin altindadir (Sekil 76 ve 145). K100M ile hazirlanan jel
mikrokUreler, her iki etkin madde icin de en az salimi gerceklestirmistir
(~%10). Ko ve arkadaslarinin yaptigi calismada mikrokirelerden etkin
madde saliminin pH'dan, TPP konsantrasyonundan, kitosanin molekl
agirhigindan ve kitosan konsantrasyonundan etkilendigi bildirilmigtir.
Literatirde, bizim Tablo 13'de gd&sterdigimiz yoéntemle hazirlanan
mikrokUrelerden felodipin salimi 30 saat sonunda en fazla %70 civarinda
olmustur®’®. Bizim c¢alismamizda da literatirde oldugu gibi K1
mikrokureleri ile uzun sireli salim saglanmis, ancak 48 saat boyunca
salinan etkin madde miktari yeterli olmadigi i¢in sonug¢ formulasyon olarak
secilmemistir.

AS4 grubu mikrokireler nm boyutundadir (Tablo 54 ve 84). CV-AS4
formilasyonu sispansiyon halinde 48 saatte %80’nin (zerinde salim
gerceklestirmistir (Sekil 77). CV-AS4-KR formulasyonu ise bu gruptaki en
az salim yapan formilasyondur ve 48 saatte %55.7+1.9 gibi bir salim
yapmistir (Sekil 78) . OXB-AS4 formilasyonu da 48 saaatte yaklasik %80
salima ulasirken (Sekil 147), OXB-AS4-HP407 formilasyonu 48 saatte en
az salimi gercgeklestirmistir (~%50) (Sekil 148).

Sodyum siilfat ile presipitasyon ydntemiyle hazirlanan mikrokireler
de nm boyutunda olduklari i¢in salimlart T1 ve K1 mikrokirelerinden
fazladir. CV-BT4 formilasyonu farmasoétik karakteri en iyi olan
formulasyon olarak segildigi igin farkli jeller icinde tasinarak salim
calismasi yapilmistir (Sekil 80). Profilden de anlasilacagi Uzere 48 saatin
sonunda en fazla salimi CV-BT4-KITH3 formilasyonu yapmistir. OXB-
BT4 mikrokurelerinin jellerden salimi incelendiginde yine kitosan jel iginde
tasinan OXB mikrokuresinin en fazla salim yaptigini gérmekteyiz (Sekil

150). Benzer yontem kullanilarak hazirlanan kitosan jellerden etkin madde
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saliminin 3 ay surdugi calismalar literatiirde mevcuttur®’. Berthold®'” ve
arkadaslarinin yaptigi bir calismada ise sodyum silfat ile presipitasyon
yéntemiyle hazirlanan mikrokirelerde model madde olarak prednisol
sodyum fosfat kullaniimistir. Salim ¢alismasinda ilag/polimer oranina gére
salimin degistigi, polimer orani arttiginda salimin azaldigi ve en fazla
salimin 6 saat sonunda %25 civarinda oldugu bildirilmistir.

Batln kitosan mikrokurelerin jeller icinden salimini
degerlendirdigimizde bitin gruplarda en fazla salimi kitosan jel igindeki
mikrokUrelerden gérmekteyiz. Bu durum kitosan mikrokirelerin asidik
yapidaki kitosan jel icinde daha kolay pargcalanmaya ugrayarak daha ¢ok
salim yaptigina baglanmaktadir.

Literattrde kitosanin dogal polimerler arasinda pozitif ylizey yukine
sahip bir polimer olarak iyi mukoadezif ve jellesme 6zelligi sahip oldugu
bildirilmistir’'"?°®, Bizim calismalarimizda da vajinaya uygulanmak tizere
biyoadezif formulasyonlar gelistirmeye c¢alistigimiz igin kitosan jel ve
mikrokire formulasyonlari hazirlanmigtir.

Mikrokirelerin vajinada kontrollii salim yapmasli ve vajinaya tasinip
orada uzun sureli kalabilmesi icin jel formulasyonlari icinde taginmislardir.
Bu mikrokire-jel formilasyonlarinin diyaliz membrandan gegis calismalari
sonucunda % gecen etkin madde miktari 48 saat siirecek olan kontrolll bir
salim icin 6zellikle BT4 mikrokurelerini tagiyan lipojeller uygun degildir.
Salim az oldugu icin mikrokure jel formilasyonlarinin vajinal uygulama igin
uygun formulasyonlar olmadigina karar verilmistir.  Ayrica bu
formilasyonlarin mekanik &zelliklerinin ve mukoadezyon glcinin de
dusik olmasi bu kararimizi desteklemektedir.

Literatirde vajinal uygulama amaciyla hazirlanmis ve biyoadezif
jeller icinde tasinmis kitosan mikroklire calismasina rastlanmamistir.
Vajinaya uygulanmak Uzere hazirlanan biyoadezif mikrokire galismasinin
sadece modifiye edilmis hyaluronik asit kullanilarak hazirlandigi
bildirilmistir®>.
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6.8. Diyaliz membrandan Gegis Verilerinin Kinetik Olarak
Degerlendirilmesi

Calismamizda in vitro diyaliz membrandan gecis profilleri 0.derece
1.derece ve Qt (Higuchi) salim kinetiklerine uyum agisindan incelenmistir.
Her iki etkin maddenin formulasyonlarinin hangi kinetik modele uydugu
belirlenirken regresyon analizlerinin determinasyon katsayilari ve
regresyonun standart hatasi géz géninde bulundurulmustur (Tablo 56 ve
86). Veriler incelendiginde tum formilasyonlarin Qvt (Higuchi) kinetigine

daha iyi uyum sagladigi gérulmektedir.

6.9. Biyoadezif Jellerin Texture Profil Analizine Ait Bulgularin
Degerlendirilmesi

Tez calismamizin bu bdliminde hem etkin madde icermeyen hem
de etkin maddeli olarak hazirlanan formulasyonlar TPA diye kisaca s6z
edebilecedimiz yapi profil analizine tabi tutularak jel sertligi, sikisabilirligi,
adezifligi ve kohezifligi incelenmistir.

Sertlik, jele uygulanan kuvvet sonucunda olusan deformasyonu
tanimlar ve vajinaya uygulamada rahatlik igin disuk olmasi istenir®®.
Bizim calismamizda en diusik sertlik degeri KITH3 jelde elde edilmistir
(Tablo 57 ve 87). En yiksek sertlige ise HPMC jeller sahiptir. Etkin madde,
lipozom ve mikrokirelerin jele ilave edilmesiyle sertlik degerlerinde artig
gOralmaustar.

Jellerin sertlik 6zelligine paralel olarak, sikistirilabilirlik degerinin de
jelin ambalajdan kolay ¢ikmasi ve vajinada iyi yayilabilir olmasi igin distk
olmasi istenir’®®. Bizim galismamizda en disik sikisabilirlik degeri KITH3
jelde elde edilmistir (Tablo 57 ve 87). En yiksek sikisabilirlige ise HPMC
jeller sahiptir. Etkin madde, lipozom ve mikrokurelerin jele ilave edilmesiyle
sikisabilirik ~ degerlerinde artis gorllmuastar. Literatirde  jel
formilasyonlarindaki polimer konsantrasyonunun artisina baglh olarak

sertlik ve sikisabilirlik degerinin artacagi bildirilmistir?®’.
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Jellerin elastikiyet degerinin yiksek olmasi deforme halden eski
haline donebilmesi icin gereklidir®®?. Jellerin dokuda iyi adezif ozellik
gOsterebilmesi icin elastiklik degerinin yliksek olmasi gereklidir Elastik
polimer zincirleri polimer ve mukus arasinda gicli adezif bag
kurmaktadir®®. Bizim calismamizda mekanik ézellikleri karsilastirilan jeller
arasinda elastikiyet 6zelligi en iyi olan jel K100M jelidir (1.067+0.057).
Etkin maddelerin ilavesi ile jellerin elastikiyet degerinde disme oldugu
bulunmustur (CV-K100M: 0.908+0.071, OXB-K100M: 0.826+0.011).

Vajinaya uygulanacak bir jelin kohezifliginin yiksek olmasi Griinin
butinlagi icin gereklidir. Bizim Gzerinde calistigimiz jel formilasyonlarinda
kohezif 6zellik blylkten kicuge dogru soéyledir. K100M jel>C974P
jel>HP407 jel>KITH3 jel. Bu siralama ayni zamanda jellerin viskozitesinin
de buyukten kucuge dogru siralamasidir. Yani viskozitesini en yuksek
buldugumuz K100M ve C974P jellerin koheziflik degerleri de en ylksektir.
Etkin madde, lipozom ve mikrokirelerin jele ilave edilmesiyle kohezif
6zelligin azaldig1 gérulmagtur.

Jellerde adeziflik dederinin dokuya tutunabilmesi i¢in yiksek olmasi
istenir. Bizim calismamizda koheziflik ve elastikiyet 6zellikleri en yiksek
bulunan K100M jelinin adeziflik degerleri de en yiksektir. Etkin madde,
lipozom ve mikrokurelerin jele ilave edilmesiyle adeziflik degerleri
dasmustar.

Uygun bir mukoadezif jel formilasyonu dusik sertlige, dusik
sikisabilirlige, yuksek adezif ve koheziflige sahip olmalidir. Elde edilen
verilere goére CV-K100M ve OXB-K100M formulasyonlari mekanik
6zellikleri agisindan vajinal uygulama igin en uygun formulasyonlardir.

Cevher ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada Carbopol C974P
polimeri kullanilarak (%1.8, 2.8 ve 3.8 oraninda) hazirlanan jellerin
mekanik 6zellikleri incelenmistir. Buna gore polimer konsantrasyonunun
artmasi ile jellerde adezif ve kohezif 6zelligin arttigi bildirilmistir. Polimer
orant % 1.8 olan C974P formilasyonunun adeziflik degeri 0.272 + 0.013
(N.mm), koheziflik degeri de 0.954 + 0.046 olarak bulunmustur'®. Bizim
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calismamizda ise %2 oraninda C974P polimeri iceren CV-KR
formilasyonunun adeziflik degeri 1.129+0.316 (N.mm), koheziflik dederi
de 0.901%£0.027 olarak bulunmustur. Bu bulgular literatiirdeki bilgileri
desteklemektedir yani polimer oraninin artmasi ile adezif ve kohezif 6zellik
artmisgtir.

Benzer bir calismada ekonazol nitrat model madde olarak secilmis ve
vajinaya uygulanmak Uzere poloksamer 407 ve poloksamer 188 kombine
edilerek  jel  formilasyonlari  hazirlanmistir. Poloksamer 188
konsantrasyonu yilksek olan formulasyonlarda sertlik, sikisabilirlik ve
adeziflik &zelliklerinin arttigi  belirtilmistir. Ayrica aktif molekilin de
formulasyonlarin mekanik 6zelliklerini etkiledigi, ekonazol nitrat iceren
jellerin TPA testlerinde bulunan sonugclarin, etkin madde icermeyen jellere
gore daha dustk oldugu gosterilmistir’?®. Bizim ¢alismamizda da CV ve
OXB ilave edilen jellerin mekanik 6zelliklerinde etkin madde icermeyen
jellere gére disme oldugu bulunmustur. Etkin madde icermeyen HP407
jelimizin adeziflik degeri 0.463+0.109 bulunurken bu deger etkin madde
eklenmis CV-HP407 ve OXB-HP497 formulasyonlari igin 0.429+0.081 ve
0.385+0.092 olarak bulunmustur (Tablo 57 ve 87). Sonug¢ olarak etkin
madde ilave edilen jellerin adezif 6zelligi ilave edilmeyenlere gére daha

disuk bulunmustur.

6.10. Mukoadezyon Calismalarina Ait Bulgular

TA.XT.Plus Texture Analyser ile gelistirilien biyoadezif preparatlarin
mukoadezyon isinin élgtilmesi icin éncelikle yéntem gelistiriimistir. Bunun
icin cesitli parametrelerin degerleri degistirilerek yontem valide edilmis ve
sonugta Olcumlerin yapilacagl standartlar belirlenmistir (Tablo 61). Bu
calisma sirasinda daldirma sivisi, prob hizi, probun uyguladigi kuvvet ve
mukoza ile temas slresi gibi test parametreleri incelenmis ve farkli
degerler uygulanarak elde edilen sonuglar degerlendirilimigtir. Her test
parametresi icin denenen farkli degerlerden ne en yiksek ne de en disik

deger secilmemistir. Genellikle ortalama olan degerlerde karar kilinmistir.
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Ornegin mukoza ile érnedin temas siresi olarak ugc farkli siire (60 sn, 150
sn, 300 sn) denenmis ve bunlardan 150 sn’nin kullanilimasina karar
verilmistir.  Literatirde vajinal jellerin  mukoadezyon c¢alismasinin
validasyonunu bizim kullandigimiz yéntem ile yapildiginda, test
parametreleri belirlenirken orta degerlerin secildigi vurgulanmistir®.

Yéntemin standartlari belirlendikten sonra etkin madde iceren ve
icermeyen jellerin  élgimleri yapilmistir. Carbopol, HPMC, kitosan ve
HPMC-POL jellerinin  mukoadezyon ol¢gimlerinde kuvvet, is ve
mukoadezyon igi 6lculmuis ve karsilastinimistir. Etkin madde igermeyen bu
jellerin arasinda mukoadezyon isinin en yiksek oldugu jel HPMC olarak
bulunmustur (Sekil 100 ve Tablo 62). Mukoadezif tabletlerin hazirlandigi
bir calismada polimer olarak HPMC K4M, HPMC 100 cps, Carbopol 934,
NaCMC, guar gum ve polivinilpirolidon kullaniimigstir. HPMC K4M’in
maksimumum biyoadezyon gésterdigi bulunmustur?®*

Vajinal uygulanmasi amaclanan jellerin mukoadezyon &zellikleri
vajinada kalis suresi agisindan olduk¢a o6nemlidi. HPMC K4M ve
Poloksamer 407 kombine edilerek hazirlanan rektal jellerin mukoadezyon
Ozelliklerinin  texture analyser ile élculdigtu bir calismada, jel
formulasyonundaki HPMC oraninin % 0.5den %1e c¢ikmasi ile
mukoadezyon isi 0.3+0.1 mj/lcm®den 0.4+0.1 mjlcm®ye ¢cikmistir®®®. Bizim
HP407 formilasyonumuz hazirlanirken % 0.5 oraninda HPMC K100M
kullanilimis ve dlctlen mukoadezyon isi degeri 0.206+0.040 mj/cm? olarak
bulunmustur.

Calismamiz sirasinda her iki etkin madde ile hazirlanan kitosan
jellerin mukoadezyon guict, Carbopol ve HPMC ile hazirlanan jellerden
dusik bulunmustur (Tablo 63 ve 88). Etkin madde icermeyen KITH3
formulasyonunun mukoadezyon isi 0.176+0.017 mj/cm? olarak bulunurken,
etkin madde iceren CV-KITH3 formulasyonu icin 0.362+0.015 mj/cm? ve
OXB-KITH3 formillasyonu igin 0.330+0.022 mj/cm? olarak bulunmustur.
Etkin madde iceren kitosan jellerin mukoadezyon guciu daha ylksektir.

Benzer bir sonu¢ Degim ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada da
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bulunmustur. Bu calismada taurin igceren ve icermeyen %1.5 oraninda
polimer ile hazirlanmis kitosan jellerin gerilme kuvveti (tensile strength)
Olcilmis ve en yiksek deger taurin iceren kitosan formilasyonunda
bulunmustur (~6 N.cm™)?%°,

CV ile yapilan mukoadezyon calismasi sonucunda HPMC K100M
(0.647+0.067 mjlcm?) ve Carbopol® 974P (0.552+0.038 mj/lcm?) ile
hazirlanan jellerin mukoadezyon &zelliklerinin birbirine yakin ve diger
jellerden yiksek oldugu bulunmustur (Sekil 103). En yiksek mukoadezyon
isi Carbopol ile hazirlanan CV jel formulasyonunda elde edilmistir. Degim
ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada Carbopol 934 ve Polikarbofil
kullanilarak hazirlanan bukkal tabletler hazirlanmis ve mukoadezyon gici
sigir bukkal mukozasinda olgulmustir. Instron-model 4301 cihazinda
yapilan mukoadezif gi¢ &lgiimlerinde, Carbopol 934 orani yiksek olan
formulasyonun mukoadezyon giclt  (493+40 mg/cm?) en  biyik
bulunmustur®®’.

CV ile yapilan in vitro calismalar degerlendirildiginde 48 saat
boyunca kontrolli salim saglayan ve mukoadezyon isi yuksek olan en iyi
formilasyonun CV-K100M formilasyonu olduguna karar verilmistir. OXB
iceren jeller icinde de en yiksek mukoadezyon isi OXB-K100M
formulasyonu ile elde edilmistir (Tablo 88). Lipozom ve mikrokurelerin jele
ilave edilmesiyle mukoadezyon isi dederinde dusme gozlenmigstir (Tablo
63 ve 88).

6.11. CIDOFOVIRIN SIGIR HERPES ViRUSU UZERINDEKI ANTIVIRAL
ETKINLIGININ DEGERLENDIRILMESI

Cidofovirin antiviral etkinliginin arastinldigi calismamizda etkin
madde ve onun tasiyicisi olan jellerin dncelikle VERO hiicre hatti (izerinde
sitotoksik olup olmadigi arastirildi. Bu calisma sonucunda elde edilen
bulgular sayesinde VERO hucre hattina toksik etkisi olmayan etkin madde
konsantrasyonu ve jel tasiyici belirlenmigtir. Belirlenen etkin madde

konsantrasyonu (10 sulandirma) ve tastyici jel (HPMC) antiviral
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aktivitenin arastinldigi ¢calismada kullaniimistir. Béylece VERO hucre hatt
uzerine ekilen BHV’'nin VERO hucrelerine olan etkisi tam olarak
anlasilabilmektedir.

Calismanin ilk basamaginda biyoadezif 4 adet jel (Carbopol, kitosan,
HPMC ve Pol-HPMC) VERO hiicre hattinin tGzerine dogrudan uygulandi
ve kontrol grubu ile karsilastirildiginda butin jellerin hicreler tzerinde
sitotoksik oldugu bulundu (Resim 17-21).

Bu calismanin ardindan uygulama sartlarini daha iyi taklit etmesi
acisindan tercih edilen Agar Overlay Test yéntemi kullanilarak sitotoksisite
arastirmasi yapilmistir. Bu c¢alismanin sonucunda konrol grubu ile
karsilastinldiginda HPMC jel uygulanan hicrelerde sitotoksik etkiye
rastlanmazken diger jellerin yine toksik olduklar gézlenmistir (Resim 22-
25).

in vitro deney sonuglarimiza gére Carbopol 974P ve HPMCK100M
ile hazirlanan jel formilasyonlarimiz, gerek kontrolli salim agisindan
gerekse mukoadezyon 0&zelligi acgisindan iyi sonu¢ vermis olan
formulasyonlardir. Ancak hicre kulturl sonuglarimiza gére uygun tasiyici
jel olarak HPMCK100M ile hazirlanan jel sonu¢ formilasyon olarak
secilmistir. Bunun nedeni Carbopol 974P ile hazirlanan jelin hicre
kultirinde toksik etki gdéstermesidir. Uygun tasiyict jel olarak
HPMCK100M tespit edildikten sonra etkin madde olan cidofovirin VERO
hiicre hattina toksik olmayan konsantrasyonu bulunmustur. Bunun igin
%71lik CV c¢ozeltisi DMEM ortaminda seyreltilerek hivreler (zerine
uygulanmis ve 10° konsantrasyondan itibaren toksik olmadig
bulunmustur. Antiviral etkinlik galismasinda toksik olmayan en yiksek CV
konsantrasyonu (10°) kullanilmistir. Son olarak BHV-1 viriisii, VERO
hiicre hatti tGzerine ekilmis ve kontrol grubu ile antiviral CV uygulanan
gruplar karsilastinimistir. HPMCK100M jel tasiyici icinde uygulanan
CV’nin BHV-1 replikasyonunu in vitro sartlarda 2 log basamagindan daha
fazla bloke ettigi gérulmustur. Kontrol grubunda ise VERO hicreleri BHV-1
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tarafindan lizise ugratilmistir. Sonug¢ olarak hazirladigimiz CV igeren
HPMCK100M jelin antiviral etkinligi kontrol grubuna gére kanitlanmistir.

6.12. Oksibiitininin in Vivo Galismalarina Ait Bulgularin

Degerlendirilmesi

6.12.1. HPLC ile OXBnin Tavsan Serumundan Analizinin

Degerlendirilimesi

HPLC’de OXB’nin tavsan serumundan miktar tayini validasyonu igin
yaptigimiz calismalarda, dogruluk icin hesaplanan tim % bagil sapma
sonuglart %2’nin altindadir (Tablo 89). Deney ici kesinlik bulgular
degerlendiriimis ve sonucgta % bagil sapma 1.34 olarak elde edilmistir
(Tablo 90). Deneyler arasinda, kalibrasyon dogrusu sirekli olarak kontrol
edilmis ve buyik bir sapma tespit edilmemistir (Tablo 91). Metot 6zgin
bulunmus ve stabilite deneyleri sonucunda da 48 saatte olumlu sonuglar
elde edilmistir (Sekil 155 ve 156). Sonug¢ olarak OXB’in tavsan

serumundan analizi igin yéntem gelistirilmis ve valide edilmistir.

6.12.2. Tavsanlara Uropan Tablet ve Vajinal Jel Uygulamasi Sonucu Elde

Edilen Bulgularin Degerlendiriimesi

Calismada oncelikle oral Uropan tabletin oral ve bizim hazirlamig
oldugumuz kontrolli salim yapan biyoadezif OXB-K100M ve OXB-KITH3
jellerinin  ve OXB c¢o6zeltisinin vajinal uygulamasi yapildi ve kan
konsantrasyonlari belirlendi (Sekil 157-161). 24 saatte bir uygulanan 5 mg
OXB iceren oral hemen salim yapan Uropan tablet (48 saatte toplam 10
mg verilmistir) ile 10mg OXB iceren ve 48 saatte bir uygulanan vajinal
jellerin biyoyararlanimlarinin karsilastirilmasi igcin dogrusal trapez yéntemi
kullanilarak hesap yapilmis ve ayni veriler NCOMP adl programda
hesaplatilarak Tablo 92'de karsilastiriimistir. Her iki yéntem ile hesaplanan
AUC degerlerinin birbirine yakin olduklan gézlenmistir. Vajinal uygulama

ile elde edilen AUC degerinin oral Uropan tablete gére daha yiksek
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oldugu bulunmus ve bagil biyoyararlanimlari OXB-K100M formulasyonu
icin %179, OXB-KITH3 formilasyonu igin %119 ve OXB ¢dzeltisi icin %12
olarak hesaplanmistir.

Tmax sureleri degerlendirildiginde ise jellerin 5.66-6 saatte maksimum
kan konsantrasyonunu olusturdugunu goérdik. Oral Uropan tabletin Tmax
suresi 1 saat olup, ortalama Cp.x degeri ise 7.46 - 8.12 ng/mL
araligindadir. Biyoadezif vajinal jelin Cnax degeri ise 3.53 - 5.51 ng/mL
bulunmustur. Oral Uropan tablet yilksek kan konsantrasyonu olusturmus
ama bu durum c¢ok kisa surmuagstir. Vajinal jelin ise ulastigi kan
konsantrasyonu tablete gére daha dlsuktir ancak ulasilan kan
konsantrasyonu seviyesi uzun surdagid icin daha biyoyararli oldugu
bulunmustur. OXB  ¢dzelti halinde vajinadan  uygulandiginda
absorbsiyonun ¢ok dustigu goézlenmis ve Cpax degerininde daha disik
oldugu gérulmustir (Tablo 92).

Literatlrde vajinal uygulanan OXB’in vajinal yoldan oldukca etkili
oldugu ve inta-arteriyal asetilkolin stimilasyonunu engelleyerek idrar
kesesinin kasilmasini inhibe etttigi belirtiimektedir. Disi Yeni Zelanda
tavsanlari lzerinde vyapilan calismada OXB, 1.5 gr ve 05 gr
konsantrasyonlarda 3 mL jel icinde uygulanmis ve farmakolojik
parametreler incelenmistir. Sonugta OXB’in vajinal yoldan hizl bir sekilde
absorbe oldugu ve disik dozda bile tavsanlar Uzerinde etkisinin oldukga
iyi oldugu farmakolojik testler ile kanitlanmistir®®®. Bizim calismalarimiz da
elde ettigimiz dokudan gecis ve in vivo kan konsantrasyonu bulgulari
OXPB'in vajinal dokudan iyi emildigini géstermektedir.

Sonug olarak vajinal uygulandiginda kontrolli salim yapan ve 2 giin
boyunca salimini siirdiiren jel formilasyonlarimiz, oral Uropan tabletten
daha biyoyararl bulunmustur.

Gupta ve arkadaslarinin yaptig bir calismada®®

oksibutininin glinde
bir adet uygulanan kontrolli salim yapan preparati (OROS®) ile hemen
salim yapan tableti 13 saglkli génulliye uygulanmis ve farmakokinetik

parametreleri elde edilmistir. 4 giin sliren ¢alismada kontrollil salim yapan
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tablet gunde bir uygulanirken hemen salim yapan tablet 8 saatte bir
uygulanmistir. Calismanin sonucunda AUC hesaplari yapilmis ve kontrolli
salim yapan tabletin digerine goére %153 daha biyoyararli oldugu
bulunmustur. Bizim ¢calismamizda da kontrollii salim yapan formilasyonun
daha biyoyararli oldugu bulunmustur.

McCrery ve Appell'in®®

yaptigi bir derlemede overaktif mesane
tadavisinde ilk akla gelen antimuskarinik madde olan OXB’in yan
etkilerinden dolay1 alternatif verilis yollari degerlendirilmistir. OXB’in
hemen salim yapan formundan absorbsiyonun hemen gergeklestigi
(tnax:0.5-1 saat) ancak ilk gecis etkisine ugradig! bildiriimektedir. Bizim
calismamizda da hemen salim yapan Uropan tabletin tavsanlarda tmax
siresi 1 saattir. Kontrolli salim yapan OXB preparatlari
degerlendirildiginde, uzatilmis salim yapan OROS® formilasyonunun
biyoyararlanimi %153 oraninda arttirdigi ve tmax slresinin 11-13 saat
arasinda oldugu bildirilmistir. Bizim c¢alismamizda vajinal uygulanan
kontrolli salim yapan jel formilasyonlarinin bagil biyoyararlanimi %179-
119 oraninda arttirdigi ve tmax siresinin 5-6 saat arasinda oldugu
bulunmustur.

Vajinal cisimden OXB absorbsiyonunun incelendidi bir calismada
tavsanlarda OXB kan konsantrasyonu belirlenmistir. Oniki adet Yeni
Zelanda tavsaninin kullanildigi calismada her grupta 3 tavsan olacak
sekilde 4 grup olusturulmustur. Anestezi altindaki tavsanlarin vajina
duvarina, ginlik salimlart 0.5mg, 1mg ve 5mg olacak sekilde ayarlanan
silikon yapisindaki OXB iceren cisimler dikilmistir. Yedi gin boyunca
tavsanlarda OXB kan konsantrasyonu izlenmistir. Uygulanan gunlik doza
goére kan konsantrasyonunun degistigi ve en yiksek dozda en yuksek kan
konsantrasyonuna ulasildigi belirtiimistir. Gunlik OXB salimi 5mg olan
cisim 7 gin boyunca 16-22 ng/mL arasinda kan konsantrasyonu
olusturmustur®®. Bizim calismamizda ise ginlik OXB salimi 5mg olan
OXB-K100M jelin olusturdugu maksimum kan konsantrasyonu 5.51

ng/mL’dir. Bu durumun jelin vajinaya uygulama bicimi ile ilgili oldugunu
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distnmekteyiz. Vajina duvarina dikilen bir cisimden, icerdigi tim OXB
miktari vajinaya salinmakta ve dolayisiyla emilmektedir, yani vajinal cismin
vajinada kalis slresi calismanin sturdigt 7 gundir. Bizim biyoadezif jel
formulasyonlarimizin bir kisminin vajinadan geri akmis olabilecegdi
dusunulmektedir. Bu calisma ile karsilastirildiginda bizim g¢aligmamizda
OXB kan konsantrasyonunun daha dusuk bulunmasi bu sekilde
aciklanmaktadir.

OXPB’nin tablet, surup ve transdermal preparatlari diinya piyasasinda
bulunmaktadir. Bunlardan hemen salim yapan tabletlerin 5 mg OXB
icerdigini, uzatilmis etki gdsteren tabletlerin ise 5, 10, 15 mg OXB
icerdigini goruyoruz. Hemen salim yapan 5 mg OXB iceren tabletlerin
farmakokinetik parametrelerine baktigimizda; oral uygulamada ilk gegis
etkisine ugradigi ve metabolitine doénastaga bildiriliyor. Metaboliti
farmakolojik yonden aktif, ancak kuvvetli yan etki g&steriyor.
Biyoyararlaniminin %6, dagilma hacminin 193 L, plazma proteinlerine
baglanma oraninin %99, plazma yari émrinin 2-3 saat, klirensin 25-35

L/h, gunlikk uygulanabilecek terapétik aralik dozu 5-20 mg/gin’dur®™®.

6.13. Tavsan Vajinal Dokusunun Histolojik Degerlendirilmesi

Resim 26-28'deki herhangi bir uygulama yapiimamis tavsanlara ait
vajinal epitel doku ¢ok kath yassi yapidadir.

Resim 29-31'de ise OXB c¢oézeltisinin vajinal olarak uygulandigi
tavsanlarin vajinal dokularinin histolojik sonucglari gérilmektedir. Bu
resimlerde en Ust siradaki yassi hiicrelerin sekil degistirerek prizmatik hale
geldigi, ust yuzinde mikrovillus benzeri yapilar olustugu ve sitoplazmanin
irili ufakh vakuollerle doldugu ve metaplaziye yakin bir hicre
dejenerasyonunun gelistigi géralmastir.

OXB-HPMCK100M formulasyonu uygulanmis  tavsanlarin
vajinalarinda yapilan histolojik incelemeye ait bulgular Resim 32-34’de
goérulmektedir. Bu resimlerde en Ust siradaki yassi hicrelerin prizmatik

hale geldigi, hiicrelerin sekil degistirdigi ve oldukga iri vakuollerin olustugu
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g6zlenmistir. Vakuollerin daha fazla etkin maddeyi tasimak igin blylk
oldugu ve dolayisiyla bu grupta absorbsiyonun daha fazla oldugu
gorilmektedir.

OXB-KITH3 formulasyonu uygulanmis tavsanlarin vajinalar
histolojik olarak incelenmig ve sonuglar Resim 35-37’de gd&sterilmistir. bu
sonuglara gore kitosan jel formilasyonundan emilimin hiicreye daha az
zarar vererek gerceklestigi gorulmustir. Vakuoller daha kaguktir ve
madde duzgin bir sekilde iletilmistir. En Ust siradaki yassi hicrelerde
dedisme olmadigi, prizmatik huicrelerin olugmadigr belirlenmistir. Bu
bulgularin 1s1§inda  kitosanin  koruyucu etki yapmis olabilecegi

dusiniimastar.

6.14. Tavsanlarin Cene Alti Tiikriikk Bezlerinde Oksidatif Etkinin

Degerlendirilmesi

Bu calismada oksibutinin farkli uygulama sekillerinin  hedef
organlardan biri olan ¢ene alti tukarik bezlerine olan oksidatif etkisi
arastiriimistir.

Oksibutinin diiz kaslar Uzerine direkt etkisi spazm gidericidir. Ayrica
oksibutinin, asetil kolinin diz kaslar Gzerindeki muskarinik etkisini inhibe
etmektedir. Tuklrik bezlerinde bu ilacin etkisi M1 ve M3 reseptorleri
Uzerinden olmaktadir. ilacin bu reseptoérler tizerine blokaji sonucu tiikurik
sekresyonu azalmakta ve agiz kurulugu ilacin yan etkisi olarak ortaya
cikmaktadir?’' 272,

llaglarin metabolizmalari esnasinda bir takim oksidatif olaylar
gerceklesmektedir. Bu oksidatif olaylar esnasinda serbest radikaller
olusmakta ve olusan bu serbest radikallerin canli sistemde etkileri daha
ziyade biyomolekiiller ve DNA {izerinde olmaktadir?’®. Ortaya gikan bu
serbest radikaller lipitler Gizerine etki ederek lipit peroksidasyonuna neden
olmaktadir. Lipit peroksidasyonunun son UUrini de malondialdehit

(MDA tir.
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Oral uygulamaya alternatif olarak denenen iki farkh vajinal
uygulamada da (OXB-HPMCK100M2 ve OXB-KITH3) tukiriuk bezi MDA
dizeyleri anlamli olarak disik bulundu. Bu sonuglar bize ilacin vajinal
kullaniminin  tokurik bezlerinde lipit peroksidasyonunu azalttigini
gOstermektedir.

Ayni sekilde enzimatik olmayan antioksidanlardan biri olan glutatyon
(GSH) duzeyleri degerlendirildiginde oral uygulamada diger iki gruba gore
artmis GSH dizeyleri tespit edildi. Bu sonug artmis lipit peroksidasyonunu
ortadan kaldirmak igin GSH duzeyinin de arttigini géstermektedir.

Hem fizyolojik hem de patolojik siireclerde rol alan nitrik oksit (NO)
duzeyleri degerlendirildiginde tim uygulamalarda NO dizeyinin
istatistiksel anlamda degismedigi gézlendi. Oksibutinin bu dozlar ve
uygulama sekilleri tikurik bezi nitrik oksit diizeylerini etkilememektedir.
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7. SONUC
Kontrollii salim yapan biyoadezif yeni vajinal ilag sekillerinin
gelistirimeye calisildigi tez calismamizda, cidofovir ve oksibiatinin adh
etkin maddeler ile, in vitro ve in vivo ¢alismalara ait sonuglar asagidaki gibi
bulunmustur:
* Biyoadezif jel galismalarinin sonuglari:

» Kitosan ile 6n formilasyon ve formilasyon calismalarimiz
sonunda CV ve OXB igeren jeller hazirlanmis, in vitro kontrolleri
yapilmistir.  Diyaliz membrandan gecis calismalarinda
hedeflenen kontrollli salima ulasilamadidi gériimustar.

» Carbopol ve polikarbofil kullanarak hazirladigimiz  jel
formilasyonlari sadece CV etkin maddesi ile ¢alsiimistir, clinki
poliakrilat yapisindaki polimerler ile OXB’in gec¢imsiz oldugu
gorulmustur. CV iceren ve Carbopol® 974P ile %2 polimer orani
kullanilarak hazirlanan formuilasyonunun in vitro kontrolleri
yapilmis ve bizim amagcladigimiz 48 saat stren kontrolli salim
icin uygun bulunmustur. Ancak mukoadezyon testlerinde inek
vajinasina yapisma kuvveti HPMC jellerden daha disuk
bulundugu icin sonug formulasyon olarak belirlenmemistir.

» HPMC ile CV ve OXB igeren jeller hazirlanmis ve farmasétik
kontrolleri yapilmistir. % 2 HPMC K100M polimeri i¢eren jelin
diyaliz membrandan gegcisi incelendiginde etkin maddeler igin
uygun kontrolli salimi 48 saat boyunca goésterdigi ve
mukoadezyon kuvvetinin de diger jellerden yiksek oldugu
bulunmustur.

» CV ve OXB etkin maddeleri pH 4.5de ¢ozunurlik sorunu
olmayan maddelerdir. Bu nedenle diyaliz membrandan gecis
calismalarini etkileyen tek parametre etkin maddeleri tasiyan

formulasyonun seklidir.
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* Biyoadezif lipojel ¢calismalarinin sonuglari:

>

Lipozom formilasyonlarindaki lipit kompozisyonlar degistirilerek
ve hazirlama ydntemine dondurup-¢c6zme basamagi eklenerek
lipozomlarin farmasétik karakterlerindeki iyilestirme calismalari
basariya ulagsmistir.

Formilasyona katyonik 6zellik kazandiran SA eklenmesi ile
pozitif yilke sahip ve stabilitesi kismen daha iyi olan
formulasyonlar elde edilmistir.

Lipozomlarin stabilitesi ¢ ay boyunca farkli ortamlarda
incelenmis ve en stabil CV-PS2 ve OXB-PS2 formulasyonlarinin
raf dmdarleri 23-25 glin olarak bulunmustur.

Sonugta SA iceren ve poliol dilisyon yéntemi ile hazirlanip
dondurup ¢dézme uygulanan lipozomlarin ézelliklerinin daha iyi
olmasi nedeni ile jel formilasyonlarinin igine konularak lipozom-
jel formulasyonlari gelistiriimistir. Bu lipozom formilasyonlarinin
suspande halde diyaliz membrandan gegisleri incelendiginde 48
saat boyunca etkin maddelerin tamamini salmadiklari gézlenmis

ve sonu¢ formilasyon i¢in uygun bulunmamistir.

* Biyoadezif mikrokiire-jel caligmalarinin sonuglari:

» Mikrokirelerin vajinada kontrolli sallm yapmasi ve vajinaya

tasinip orada uzun sireli kalabilmesi icin jel formulasyonlar
icinde tasinmislardir. Bu mikrokire-jel formulasyonlarinin diyaliz
membrandan gecis calismalari sonucunda % gecgen etkin
madde miktari 48 saat siurecek olan kontrolli bir salim igin
uygun bulunmamistir. Ozellikle BT4 mikrokirelerini tasiyan jeller
48 saatte c¢ok az salim gerceklestirmistir. Ayrica bu
formulasyonlarin  mekanik &6zelliklerinin  ve mukoadezyon

glicunun de dusuk olmasi bu kararimizi desteklemistir.
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* Biyoadezif formiilasyonlarin mekanik 6zelliklerine ait sonuglar:
» Calismamiz sirasinda en iyi mekanik 6zellige sahip
formulasyonlar CV-K100M2 ve OXB-K100M2 olarak
belirlenmigtir. Vajinaya uygulanmak Gzere hazirlanan bu
formulasyonlarin sertlik ve sikisabilirlik degerlerinin dusuk,
adezif Ozellikleri yiksektir. Bu durum dokuya tutunabilirligi
acisindan énemlidir.
» Lipojel ve mikrokire igeren jellerin mekanik o6zellikleri jel
formulasyonlardan belirgin derecede diusik bulunduklar igin

sonug formulasyon olarak secilmemiglerdir.

* Biyoadezif formiilasyonlarin mekanik 6zelliklerine ait sonugclar
soyledir:

» Mukoadezyon testleri de TA.XT.Plus Texture Analyser aletinde
yapilmistir.  Oncelikle bizim c¢alismamiza uygun yéntem
gelistiriimis  ve valide edilmistir. Hazirlanan biyoadezif
formulasyonlarin testleri yapilmis ve CV-K100M2 ve OXB-
K100M2 formulasyonlarinin en iyi mukoadezif 6zellik gdsterdigi
belirlenmistir.

» Lipojel ve mikrokure iceren jellerin mukoadezyon isleri jel
formulasyonlardan belirgin derecede diusik bulunduklar igin

sonug formulasyon olarak secilmemiglerdir.

* OXB iceren jel formiilasyonlarinin tavsan vajinal dokusundan
gecis calismalarina ait sonuglar:

> In vitro calismalarin son asamasinda, vajinadan uygulandiginda

sistemik etki gostermesi amacglanan OXB jel formulasyonlarinin

dokudan gecis calismasi yapildi. Tavsan vajinal dokusundan

horizontal diftizyon Unitesinde yapilan ve 48 saat suren gegis

calismasinin sonucunda OXB-K100M2 formulasyonunun en
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uygun sonucu verdigi ve in vivo ¢alismalarda kullanilabilecegi

belirlenmistir.

* Cidofovir ile yapilan hiicre kiiltiirii calismalarina ait sonuglar:

» Bu kapsamda CV’in antiviral etkinligi sigir herpes virlsi
Uzerinde incelendi ve antiviral etkinligi kanitlandi. Farmasotik
karakterleri ve mukoadezif &zellikleri agisindan en uygun
formilasyon olan CV-K100M2 formdilasyonu ile yapilan hiicre
kalturd galismalarinda HSV Uzerinde etkili oldugu bulundu.

* Oksibiitinin ile yapilan in vivo ¢aligmalara ait sonuglar:

> Tavsanlar Uzerinde oral Uropan tablet ve vajinal olarak
uygulanan OXB-K100M2 jel, OXB-KTH3 jel ile OXB ¢b6zeltisinin
biyoyararlanim ¢alismasi yapiimistir.

» Bagil biyoyararlanim oral tablete gére OXB-K100M2
formulasyonu igin %179, OXB-KTH3 formulasyonu igin 119 ve
OB c¢ozeltisi icin %12 bulunmustur. Kontrolli salim yapan
vajinal jeller piyasa tabletine gére ve OB ¢dzeltisine gbére daha
biyoyararhdir.

» Jeller kendi aralarinda karsilastinidiinda ise OXB-
HPMCK100M2 formulasyonu OXB-KITH3 formulasyonundan
daha biyoyararhdir.

> Histolojik calismalar degerlendirildiginde, OXB c¢dzeltisinin
vajinal  epitelde hicre dejenerasyonu  gerceklestiridigi
gorulmustar. OXB-HPMCK100M2 formilasyonu uygulanan
tavsanlarin vajinal epitellerinde hiicrelerin fazla absorbsiyondan
dolayr zorlandi§i ve iri vakuoller olustugu gézlenmistir. OXB-
KITH3 formllasyonunda ise emilim daha dizgliin ve hlcreye
zarar vermeden oldudu icin kitosan jelin koruyucu &6zelligi

oldugu dusundlmustar.
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» Absorbsiyon acgisindan HPMC jel daha iyi olmakla birlikte
vajinal epitele verdigi zarar kitosan jele gére daha fazladir.

» Tukrik bezinde yapilan oksidatif etki calismasinda, OXB’in oral
uygulamaya altermatif olarak denenen iki farkli vajinal
uygulamada da tikrik bezinde MDA ve GSH diizeyleri anlamli
olarak disik bulundu. Bu sonuglara dayanarak vajinal
uygulanan biyoadezif jellerin yan etklilerinin oral uygulanan

OXB’ye gore dusik oldugu sdéylenebilir.

* SONUCTA:

» Literatire, CV ve OXB iceren yeni biyoadezif ilag sekilleri
gelistirilerek yenilik getirilmistir.

> Ozellikle icinde mikropartikiiler sistem tasiyan jellerin tizerinde
farkl polimer ve yontemler ile calisilarak istenilen &zellikte
vajinal sistemler gelistirilebilir. Vajinada haftalar siren salim
gerceklestirilebilir.

» Bu sistemler diger kontrolli salim yapan vajinal ilag sekillerine
alternatif olabilir.

» HPMC iceren vajinal jeller lizerinde calismalar devam edebilir,
amaca uygun olarak polimer karigimlari kullanilabilir.

» Mukoadezyon 6&zelligi diger polimerlerden daha iyi olan HPMC
K100M polimerleri vajinal uygulamalar igin tercih edilebilir.
Ancak vajinal epitel hasarinin da gézéninde bulundurulmasi
gereklidir. OXB-HPMCK100M2 jel daha fazla absorbsiyon
gostermekle beraber vajinal epitele verdigi zarar OXB-KITH3
jelden daha fazladir.
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8. OZET
Kontrollii Salim Yapan Biyoadezif Yeni Vajinal ilag Sekilleri Uzerinde
Calismalar

Tezin amaci, sistemik ve topik etkili iki ayrn etkin maddenin kontrollt
salim yapan biyoadezif vajinal sistemlerinin gelistiriimesi ve etkinliklerinin
Olctlmesidir.

Calismada etkin madde olarak, sistemik etki icin oksibitinin, topik
etki icin ise cidofovir secilmistir. Secilen bu etkin maddeler ile biyoadezif
jel, biyoadezif lipozom-jel ve biyoadezif mikrokure-jel seklinde yeni vajinal
ilac sekilleri gelistirilmistir.

Vajinal ila¢g sekillerinin hazirlanmasi amaciyla polimer olarak
hidroksipropilmetilseliloz (HPMC), kitosan, Carbopol, poloksamer ve
karisimlari kullanilimigtir.

Etkin madde ve polimerlerin gerekli karakteristik &zellikleri
belirlenmistir. Hazirlanan jellerin géranids, pH, viskosite, akis, Franz
Difuzyon hicresinden gecis ve mukoadezyon o&zellikleri incelenmistir.
Sistemik etkili olmasi nedeniyle oksibutinin igeren jellerin ayrica horizontal
difizyon hicresi kullanilarak tavsan vajinal dokusundan gecis calismalari
yapilmistir.

Cidofovir iceren formuilasyonlar ile yapilan in vitro deneyler
sonucunda kontrollu salim yapan ve mukoadezyon 6zellidi iyi olan HPMC
ile hazirlanan CV-HPMCK100M2 biyoadezif vajinal jel formilasyonu sonug
formilasyon olarak secilmistir. Bu preparatin antiviral etkinligi hicre
kultara calismalari ile incelenmis ve etkili oldugu sonucuna variimistir.

Oksibutinin hidrokloririin HPMC ile hazirlanan OXB-HPMCK100M2
ve kitosan ile hazirlanan OXB-KITH3 biyoadezif vajinal jel preparatlarinin
ve cozeltisinin etkinligi tavsanlarda in vivo denenerek oral tablet ile
karsilastiriimistir. Oksibutininin OXB-HPMCK100M2 formulasyonunun 2
gin slreyle sabit kan konsantrasyonu gdsterdigi ve bagil
biyoyararlaniminin % 179 oldugu gérulmustur. Ancak histolojik calismalar
sonucunda OXB-HPMCK100M2 jeli uygulanan tavsanlarda vajinal epitelde
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hasar oldugu gézlenmistir. Bu hasar OXB-KITH3 uygulanan grupta

g6zlenmemisgtir.

Anahtar Kelimeler: Oksibttinin, Cidofovir, idrar tutamama, HPV, HSV,

genital lezyon, biyoadezif vajinal ila¢ sekilleri, jel, mikrokire, lipozom
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9. ABSTRACT

The aim of this study is to develop the controlled release,
bioadhesive vaginal system of two different drugs which are used for
systemic or topical effect and to measure their effectiveness.

Cidofovir and oxybutynin hydrochloride are selected for local and
systemic effect, respectively. Various new formulations for vaginal
administration, such as bioadhesive gels, liposomal gels and microsphere-
gels were developed.

Hydroxpropylmethycellulose (HPMC), chitosan, Carbopol, poloxamer
and their mixtures were used for the preparation of the vaginal dosage
forms.

The required properties of active ingredients and polymers were
determined. Some properties of the gel formulations such as appearance,
pH, viscosity, flow, diffusion (in Franz Diffusion cell) and mucoadhesion
were investigated. Since oxybutynin is a systemically effective drug, the
diffusion experiments of the gel formulations containing oxybutinin through
the rabbit vaginal tissue were also carried out using horizontal diffusion
cell.

The vaginal gel formulation of cidofovir CV-HPMCK100M2
formulation prepared with HPMC showing optimum controlled release and
mucoadhesive properties based on the in vitro studies of the cidofovir
formulations developed. The effectiveness of this final formulation was
tested with cell culture studies and it was found to be effective.

The effectiveness of oxybutynin vaginal formulations of OXB-
HPMCK100M2 (with  HPMC), OXB-KITH3 (with chitosan) and OXB
solution were compared with the oral tablet formulation in rabbits.
Sustained plasma profile was obtained with OXB-HPMCK100M2
formulation. The relative bioavailability was found to be 179 %. However
damage on vaginal epitel cells was observed in this group; based on
histological studies. No damage was observed in OXB-KITH3 group.
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