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OZET

Bu calismanin amaci kandidiyazis enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilan suda
¢O6zUunurliGga dasik antifungal bir etkin madde olan vorikonazol (VZYUn vajinal uygulanmasi
icin kontrolli salim yapan mukoadezif organojellerinin gelistiriimesi, in vitro ve ex vivo
karakterizasyonu ile in vitro antifungal etkinlik calismalarinnin degerlendiriimesidir. Bu
amagcla VZ’nin ¢ézunurligunu artirmak igin esansiyel yaglar kullaniimis ve bu yaglar iginde
¢ozinen VZ'nin yagh cozeltisi HPMC jel icine dahil edilerek organojel formilasyonlari
gelistirilmistir. VZ'nin erime derecesi tayini, DSC, FT-IR analizi ve partisyon katsayisi
calismalari ile fizikokimyasal 6zellikleri belirlenmigtir. Daha sonra sekiz farkli esansiyel
yagda VZ'nin ¢ozinlrlik calismasi yapilmis ve ¢dzinurligu en yuksek olan oleik asit,
lavanta yadi ve karanfil yagi organojel formulasyonlarinda kullaniimak UGzere secilmigtir.
Organojel formulasyonlarinin su fazi icin ise HPMC K100M polimeri %2 oraninda
kullanilarak hidrojel hazirlanmistir. Karsilastirmal ¢alismalar amaciyla farkli oranlarda yag
fazi: su fazi orani denenmis ve optimize yag fazi: su fazi orani 1:4 (h:h) ve 1:5 (h:h) olarak
belirlenmigtir. Bu oranlarda hazirlanan organojel formuilasyonlarinin karakterizasyon
calismalari yapilmistir. Bu ¢alismalar arasinda; fiziksel gorinds, pH, viskozite ve reolojik
Ozellikler, etkin madde miktar tayini, doku profili analizi, yayilabilirlik testi, ex vivo
mukoadezyon ¢aligmalari, in vitro olarak Franz difiizyon hicresinde gegis ¢alismalari, ex
vivo permeabilite, in vitro antifungal etkinlik ve stabilite ¢aligmalari bulunmaktadir. Tum
sonuglar degerlendirildiginde, lavanta yagi ile 1:5 (h:h) yag fazi: su fazi oraninda hazirlanan
organojelin (VL2) pH, viskozite, yayilabilirlik, mekanik ve mukoadezif 6zellikleri vajinal
uygulama igin uygun bulunmustur. Ayrica VL2 formUlasyonu yiUksek in vitro salim profiline
ve ex vivo permeabilite oranina sahiptir ve 4°C’de 3 ay boyunca stabilitesini korudugu
gorulmustur. VL2 organojel formulasyonu Candida albicans’a karsi yuksek in vitro
antifungal etkinlik sergilemistir. VZ'nin vajinal uygulamasi ve topikal etkisi i¢cin organojel
temelli formUlasyonlari basariyla gelistirilmistir.
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ABSTRACT

The aim of the study was to develop controlled-release mucoadhesive organogels for
vaginal application of voriconazole (VZ), an active substance with low water-solubility used
in the treatment of candidiasis infections, to evaluate in vitro and ex vivo characterization
and in vitro antifungal efficacy studies. For this purpose, essential oils were used to increase
the solubility of VZ and organogel formulations were developed by including the oily solution
of VZ dissolved in these oils into HPMC gel. The physicochemical properties of VZ were
determined by the determination of melting point, DSC, FT-IR analysis and partition
coefficient studies. Then, the solubility study of VZ in eight different oils was carried out and
oleic acid, lavender oil and clove oil with the highest solubility were selected for use in
organogel formulations. For the water phase of the organogel formulations, a hydrogel was
prepared by using 2% HPMC K100M polymer. For comparative studies, different ratios of
oil phase: water phase were tested and the optimized oil phase: water phase ratio was
determined as 1:4 (h:h) and 1:5 (h:h). Characterization studies of organogel formulations
prepared at these rates were carried out. Among these studies; There are physical
appearance, pH, viscosity and rheological properties, determination of active substance,
texture profile analysis, spreadability test, ex vivo mucoadhesion studies, in vitro
permeability studies in Franz diffusion cell, ex vivo permeability, in vitro antifungal activity
and stability studies. When all the results were evaluated, the pH, viscosity, spreadability,
mechanical and mucoadhesive properties of the organogel (VL2) prepared in a 1:5 (h:h) oil
phase: water phase ratio with lavender oil were found suitable for vaginal application. In
addition, the VL2 formulation had a high in vitro release profile and ex vivo permeability rate
and it was observed that it remained stable for 3 months at 4°C. The VL2 organogel
formulation exhibited high in vitro antifungal activity against Candida albicans. An
organogel-based formulation was successfully developed for the vaginal application and
topical action of VZ.
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1. GIRIS

Mukoadezif vajinal ilag tasiyici sistemler lokal ve sistemik tedaviler i¢in son yillarda
ilgi cekmektedir. Antifungaller, antiviraller, dogum indukleyiciler, spermisid ajanlar
ve hormonlar gibi gesitli ila¢ siniflari vajinal mukoza yoluyla uygulanmistir (Vermani
ve Garg, 2000; Das Neves ve Bahia, 2006; Deshkar, Shirolkar ve Patil, 2020).
Mukoadezif vajinal sistemler, vajinanin genis ylzey alani, yuksek ila¢ gecirgenligi,
zengin damar agi icerigi gibi onemli avantajlar ve ilk gecis metabolizmasi ve
gastrointestinal bozulma problemlerinin Gstesinden gelmesi sayesinde alternatif bir
ilac uygulama yolu olarak degerlendiriimistir (Das Neves, Nunes, Machado ve
Sarmento, 2015; Salmazi ve digerleri, 2015; Dos Santos ve digerleri, 2020).
Yenilikgi mukoadezif vajinal ila¢ sistemlerinin en 6nemli avantaji, geleneksel dozaj
formlarina kiyasla formulasyonun vajinal mukozada uzun sure kalmasini saglayarak
ilacin dozlama sikligini azaltmak ve terapotik etkinligini artirmaktir (Pitorre ve
digerleri, 2017; Dos Santos ve digerleri, 2020).

Saglikl insan vajinasinda baskin flora olan laktobasil ile temel gram-negatif
anaeroblar arasindaki mikrobiyal dengenin bozulmasi sonucunda bakteriyel
vajinozis (BV), wvulvovajinal kandidiyazis (VVC), trikomoniyazis, idrar yolu
enfeksiyonlari, aerobik vajinit gibi hastaliklar ve insan immun yetmezlik virusu (HIV),
herpes simpleks virlsu ve insan papilloma virsu gibi viraslerin neden oldugu cinsel
yolla bulasan hastaliklar ortaya c¢ikabilmektedir (De Araujo Pereira ve Bruschi,
2012).

Vajinal enfeksiyonlar yaygin bir durum olup, her yas grubundan kadin yagsami
boyunca bu tiir enfeksiyonlarla miicadele etmektedir. Ug cesit enfeksiyéz vaijinit
vardir: VVC, BV ve trikomoniyazistir. VVC, Ureme cagindaki kadinlarin yaklasik
%75'inde en sik gorulen enfeksiyonlardan biridir (Deshkar ve Palve, 2019; Johal,
Garg, Rath ve Goyal, 2016). Bu hastaliklar, cinsel ve duygusal iligkiler ile is
performansini etkiledigi icin her yil milyonlarca kadinin yasam kalitesini olumsuz

yonde etkiler (De Araujo Pereira ve Bruschi, 2012).

VVC kadinlarda ¢ok yaygin olarak gorilen Candida tirlerinin neden oldugu bir

enfeksiyondur. Bu enfeksiyona antibiyotik kullanimi, gebelik, diyabet, AIDS
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(Edinilmis Bagisiklik Eksikligi Sendromu) hastalarinda oldugu gibi immun sistemin
baskilanmasi, sik cinsel iligki, spermisit ve rahim ici araglar ve vajinal dus faktoérleri
neden olabilir. Candida albicans (C. albicans)'in neden oldugu enfeksiyon en yaygin
olanidir (Gongalves ve digerleri, 2016; Johal ve digerleri, 2016). Kandida
enfeksiyonlari ylzeyseldir ancak bagisiklik sistemi zayif hastalarda ciddi sistemik
enfeksiyonlara zemin hazirlayabilmektedir (Gongalves ve digerleri, 2016). Eger
tedavi edilmezse, siddetli maya enfeksiyonu, pelvik enflamatuvar hastaliklar da dahil
olmak Uzere bazi sorunlara neden olabilir. Sinirli tedavi segenekleri nedeniyle, bu
enfeksiyonlar tekrar eder ve cinsel yolla bulasan diger enfeksiyonlarin olusmasinda

onemli bir rol oynar (Deshkar ve Palve, 2019).

Tedavide topikal antimikotik ajanlar krem, losyon, merhem, pudra ve ovul seklinde
uygulanabilir. Topikal uygulamanin diginda oral antifungal ajanlar da
kullanilmaktadir (Gongalves ve digerleri, 2016; Johal ve digerleri, 2016). Ancak
tedavi potansiyel yan etkilere yol agabilir (Gongalves ve digerleri, 2016). VVC
tedavisinde en sik kullanilan antifungal ajanlar oral veya intravajinal yollarla
uygulanan flukonazol, klotrimazol, mikonazol, ekonazol, ticonazol, izokonazol ve

vorikonazoldur (Querobino ve digerleri, 2019; Johal ve digerleri, 2016).

ikinci kusak triazol bir antifungal ajan olan vorikonazol (VZ), gelismis antifungal
aktiviteye sahip bir flukonazol tirevidir. Scedosporium apiospermum ile Fusarium
turlerinin neden oldugu ciddi mantar enfeksiyonlari tedavilerinde kullaniimak
amaciyla FDA tarafindan onaylanmigtir (Ascioglu ve Chan, 2014). VZ ciddi sistemik
yan etkilere neden oldugundan, vajinal kandida enfeksiyonu igin topikal bir
formUlasyonunun gelistiriimesine ihtiya¢c duyulmaktadir (Deshkar ve Palve, 2019).
Suda ¢ozunurluagu dusuk olan VZ Biyofarmasoétik Siniflandirma Sistemi (BCS) sinif
[l grubuna dahildir. C6zunurligu dusuk oldugu igin istenilen etkinin elde edilmesinde
sorunlar yasanmaktadir. DUsuk ¢o6zinurlik etkin maddenin absorbsiyonunu ve
dolayisiyla da biyoyararlanimini etkiler ve formulasyon gelistiriime galismalarini

sinirlayici bir basamak olusturur (Siafaka ve digerleri, 2016).

GUnumuzde birgok arastirmaci tarafindan VZ'nin ¢ézUnurliganad artirmaya yonelik
formilasyon calismalari yapilmistir. Bunlar arasinda; siklodekstrinle kompleks
olusumu (Deshkar ve Palve, 2019), elektro-¢cekim nanolifler (Siafaka ve digerleri,
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2016), lipozomlar (De S4a, Taveira, Gelfuso, Lima ve Gratieri, 2015), mikroemdulsiyon
bazli hidrojel sistemleri (Raju, Chowdary, Nair ve Basha, 2017; Kumar ve Sinha,
2014; Ashara, Paun, Soniwala ve Chavda, 2017) ve nanoemdulsiyon sistemleri
(Rasoanirina ve digerleri, 2020) bulunmaktadir. Bunlara ek olarak VZ'nin suda
dusuk ¢ozunurlugune baglh kisitlamalari onlemek amaciyla suda ¢ozunur bir matris
icinde dagiimis bir yag fazi kullanilarak, terapétik etkinligi artirlimis VZ organojel

formulasyonlari da geligtirilmistir (Querobino ve digerleri, 2019).

Bitkilerden elde edilen esansiyel yaglarin bircok arastirmada antimikrobiyal ve
fungisidal aktiviteye sahip oldugu gosterildigi icin son vyillarda guvenli dogal
alternatifler olarak kabul edilmektedir ve bu yénde kullanimlar artmistir (Aguilar-
Gonzalez, Palou ve Lopez-Malo, 2015; Hasheminejad, Khodaiyan ve Safari, 2019).
Genel olarak jel bazl Grtnler, harici sivi bilesenin polaritesine bagl olarak hidrojel
veya organojel olarak kategorize edilebilir. Su, hidrojellerin harici sivi bilesenidir;
genel olarak yapisinda hem hidrofobik hem de hidrofilik bilesikleri barindiran
organojeller, heksan, izopropil miristat, aygicek yagi, misir yagi veya esansiyel
yaglar gibi polar olmayan ¢ozuculer kullanilarak formule edilir (Ibrahim, Hafez ve
Mahdy, 2013).

Kozmetik/farmasotik alanda topikal kullanimi olan organojeller yagh sistemlerdir ve
lipofilik ajanlari c6zme yetenekleri iyidir. Uygulandiklari bélgeden kolay bir sekilde
uzaklastirilamazlar (Lupi ve digerleri, 2016). Organojellerin hazirlanmasi kolaydir ve
lipofilik yapilari sayesinde mukozal dokulardan ilag gecirgenligini artirabilirler
(Shakeel ve digerleri, 2019).

Bu bilgiler dogrultusunda bu tez ¢alismasinda;

v VVC enfeksiyonlarinin vajinal tedavisi igin ¢ozinirligu disik etkin madde olan
VZ'nin esansiyel yagl sistemler kullanilarak ¢ozunurligunin artiriimasi,

v VZ'nin toksik olmayan organojel formilasyonun gelistirimesi ve vajinal
uygulanan ilag sistemi olarak in vitro ve ex vivo testler ile degerlendiriimesi,

v VZ igeren organojellerin kandida tlrlerine karsi antifungal aktivitesinin standart
C. albicans (ATCC 10231) suslan kullanilarak in vitro olarak incelenmesi

amagclanmistir.






2. GENEL BILGILER

2.1. Vajinanin Anatomik ve Fizyolojik Ozellikleri
2.1.1. Vajinanin anatomisi ve fizyolojisi

Kadin tGreme sistemi; fallop tlpleri, yumurtaliklar, serviks, ektoserviks ve vajinadan
olusur (Sekil 2.1). Vajina genigleyebilen kas yapisi ile Greme sisteminde rol oynayan
onemli bir organdir. Vajina; rektum, mesane ve Uretra arasinda yerlesik olarak
bulunur. On duvari boyunca 6,5-7 cm ve arka duvari boyunca yaklasik 9 cm
uzunlugundadir (Valenta 2005; Dos Santos ve digerleri, 2020; De Araujo Pereira ve
Bruschi, 2012; Das Neves ve Bahia, 2006).

Vajina duvari i¢ten disa dogru yapi olarak farkh U¢ tabakadan olugsmaktadir (Das
Neves ve Bahia 2006, Dos Santos ve digerleri, 2020; Deshkar ve digerleri, 2020);

e Tunica mucosa (Mukoza tabakasi),
e Tunica muscularis (Fibromuskuler kas tabakasi),

e Tunica adventitia (Organi saran bag dokusu).

Mukoza tabakasi ¢cok katl epitel ve lamina propriadan olusur. Vajinal mukozayi ¢ok
katl yassi keratinize olmayan epitel olusturur. Diger mukozal yapilardan farkli olarak
vajinal mukozada salgi bezleri bulunmaz. Mukozayi surekli i1slak ve kaygan tutan
salginin bir kismi serviksten gelmekte, diger kismi ise uterus salgisinin icerdigi
bilesikler ve vajinada bulunan mikroorganizmalarin etkisi ile olugsmaktadir. Vajinal
epitel kalinligi yaklasik 200—300 ym’dir (Calis, Sumnu ve Hincal, 1994).

Vajinal epitel kalinligi yasa ve hormonal seviyelere 6zellikle dstrojen seviyesine
baglidir. Hormonal aktivite ile vajinal epitel kalinhgi artar ve dreme safhasinda en
yuksek dizeye ulasmaktadir. Ayrica vajina yumurtlama sirasinda ise en yuksek
glikojen igerigine sahiptir (Valenta, 2005; Caramella, Rossi, Ferrari, Bonferoni ve
Sandri, 2015; De Araujo Pereira ve Bruschi, 2012).



Fibromuskuler kas tabakasi olustugu diz ve elastik lifler sayesinde gerilebilir ve
bdylece etkili bir esneklige sahiptir. Dis tarafindaki cok daha gugli olan dikey tabaka
ve i¢ tarafinda olan dairesel tabaka olmak Uzere iki tabakadan olugur. Dikey lifler
uterusun yuzeysel kas lifleri olarak devam eder. Bu iki tabaka birbirinden ayri
degildir, bir tabakadan digerine gecen egik ¢apraz demetlerle birbirlerine temas
ederler. Bu kas tabakasinin digi buyuk kan damar agi iceren bag dokusunun bir
tabakasidir (Valenta, 2005).

Tunica adventitia, kas ortusunu kaplar ve epitelin gerilmesine izin veren gevsek bag
dokusundan olusur (De Araujo Pereira ve Bruschi, 2012; Caramella ve digerleri
2015).

Kadin Ureme Sistemi Anatomisi Vajinal Doku Tabakalari
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Sekil 2.1. Kadin Ureme sistemi ve vajinanin anatomik yapisi (Dos Santos ve
digerleri, 2020)

Vajina yuzeyi, genellikle vajina duvarinda gerilebilen, destek ve genis bir ylizey alani
saglayan rugae olarak bilinen ¢ok sayida kivrimdan olusur. Epitel hiicre yuzeyindeki
vajinal kivriim ve mikro c¢ikintilar vajinanin genigslemesine ve uygulanan vajinal
formulasyonlarin yerlesmesine kolaylik saglar, bdylelikle vajinanin ylzey alani ve
ilagc emilimi artar. Ayrica bu kivrimlar vajina duvarlarina destek saglar (C. Sahoo,
Nayak, Sarangi ve T. Sahoo, 2013; Deshkar ve digerleri, 2020).

Vajina duvarlarinda bol miktarda vajinaya kan saglayan kan damarlari ve lenfatik

damarlar bulunur. Vajinadan rahme ilag transferi, yani “uterin ilk gegis etkisi”, ilacin



vajinadan emildikten sonra vajinal toplardamardan uterus arter kanina gegmesi ile
Uretraya gecisin saglanmasidir. Boylece ilk gegis metabolizmasindan etkilenmeden
bu iki doku arasindaki kan damar baglantilari sayesinde vajinadan uterusa

dogrudan bir lokal tagima olur (Cook ve Brown, 2018; Deshkar ve digerleri, 2020).

2.1.2. Vajinal sivi ve enzimatik aktivite

Vajina sivisl, servikal mukus ve endometriyal sivilar gibi tst Greme yolundan gelen
sivilarin ve vajina epitelinden sizan hucrelerarasi kan damarlarindan gelen
transudatin karisimindan olusur. Vajinal agikligin arka bolimunan her iki yaninda
yer alan Bartholin bezleri ve 6n tarafin her iki yaninda yer alan Skene bezleri de
cinsel uyarilma sirasinda az miktarda sivi salgilayarak vajina sivi bilegimine katilir
(Cook ve Brown, 2018).

Servikal mukus, vajinal sekresyonlar ve lokal bakteri florasi vajinayi enfeksiyonlara
karsi korumaya yardimci olan vajinanin dogal savunma mekanizmalaridir (Deshkar
ve digerleri, 2020).

Vajinal sivinin bilesenleri su (%90-95), musinler, karbonhidratlar, dre, tuzlar,
immunoglobulinler, yag asitleri, albimin ve diger bilesenlerdir. Bu sivi bilegimi ile
birlikte proteolitik enzimler, enzim inhibitorleri, proteinler, aminoasitler, serin ve
sistein proteazlari ve alkoller de igerebilir. Vajinal sivida; laktik asit, asetik asit,
gliserol, Ure ve glikoz gibi bilesikler 6Gnemli konsantrasyonlarda bulunur. Glikojen,
laktik asit Uretimiyle sonuglanan mikrobiyal ve enzimatik islemlerin bir substrati
gorevindedir (Caramella ve digerleri 2015; Cook ve Brown, 2018; De Araujo Pereira
ve Bruschi, 2012). Menopoz 6ncesi donemde Ostrojen Uretimi dliser ve menopoz
suresince vajinal glikojen igeriginde kalici bir dusus s6z konusudur. Bu donemde

asidofilik organizmalar baskin degildir ancak varliklarini surdarur (Valenta, 2005).

Literatlre gore yaklasik 6 g/gun vajinal sivi Uretimi ve vajinada yaklasik 0.5-0.75 ml
bir sivi hacmi oldugu gosterilmistir (Caramella ve digerleri, 2015). Vajinal sivi
heterojen bir salgidir, epitel Uzerinde koruyucu, kaydirici etkiye sahiptir. Vajinal

epitelin kalinh@i gibi vajinal sivinin miktari ve bileseni de menstural dongu boyunca



degisir (Hussain ve Ahsan, 2005) Vajinal sivi miktari cinsel uyarim ve &strojen

miktariyla da dedismektedir (Cook ve Brown, 2018).

Ayrica, vajinal sivi intavajinal yol ile uygulanan ilaglarin vajinal emilimini énemli
Olclide etkilemektedir. Bir ilacin emilebilmesi icin once c¢ozelti icinde olmasi
gerektiginden, bir avantaj saglar, ancak bunun aksine kalin bir servikal mukusun
varlidi, ilag absorpsiyonuna bir engel olusturmakta ve uygulanan formulasyonun
vajinadan sizinttya sebep olmasina katkida bulunarak hasta uyuncunu

azaltmaktadir (Valenta, 2005; Dos santos ve digerleri, 2020; Cook ve Brown, 2018).

Vajinada mevcut enzimler arasinda bulunan proteazlar 6zellikle peptit- protein
yapisindaki ilaglarin sistemik absorpsiyonu énlinde bir engeldir (Hussain ve Ahsan,
2005). Acarturk ve digerlerinin yaptigi bir calismada, sigan, kobay, tavsan, koyun ve
insanlarda vajinal enzimatik aktivite agisindan aminopeptidazin spesifik enzimatik
aktivitesi yuksekten dusuge dogru siralanmistir: koyun> kobay> tavsan = insan 2
si¢can. Bu galismanin sonucuna gore si¢an ve tavsanin insanlara benzer enzimatik

aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir (Acarttrk, Parlatan ve Saracoglu, 2001).
2.1.3. Vajinal flora ve pH

Normal, saglikli, treme cagindaki bir kadinda vajinal sekresyonlar, ortalama 10
milyar/ml konsantrasyonda aerobik ve anaerobik bakteri florasi icerebilir (Deshkar
ve digerleri, 2020). Lactobacillus iners, Lactobacillus crispatus, Prevotella bivia ve
Atopobium vaginae vajinal mikrobiyotada yaygin olan turlerdir ve bunlarin varlig
saghkh bir mikrobiyota godstergesidir (Doerflinger, Throop ve Herbst-Kralovetz,
2014).

Saglikh insan vajinasinda Lactobacillus turleri baskindir. Lactobacilli, vajinal pH'l
duguren ve istilaci patojenlere karsi koruyan ve servikovajinal ortami (pH <4,5)
asitlestiren glikojen yan urunlerinin fermantasyonu yoluyla laktik asit uretir (Muzny,
taniewski, Schwebke ve Herbst-Kralovetz, 2020). Vajinal pH'in yaklasik 4-4,5
arasinda hafif asidik degerlerde tutulmasini saglayan glikojen konsantrasyonu 3 ile
5 g/l arasindadir (Caramella ve digerleri 2015). Urogenital enfeksiyonlara karsi

korunmada O6nemli rol oynayan vajinada bulunan bir laktobasil turG olan
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Lactobacillus acidophilus tarafindan glikojenden Uretilen laktik asit, vajinal pH" 3,8
ila 4,2 arasinda tutmak igin bir tampon gorevi gorur (De Araujo Pereira ve Bruschi,
2012).

Vajinal laktobasiller tarafindan Uretilen laktik asit vajinal pH't dagurdr. Yeterince
asidik pH degerinde laktik asit gl¢li bir mikrobisitdir ve bdylece vajinal mukozayi
mikrobiyal saldirilara karsi korur (O'Hanlon, Moench ve Cone, 2013). Birkag in vitro
calisma, laktik asidin, Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae, grup B
Streptococcus ve HIV dahil olmak Uzere, genital patojenlerinin gogalmasini/
buyumesini inhibe eden guglu bir antiviral ve bakterisidal bilesik oldugunu

gOstermistir (Muzny ve digerleri, 2020).

Vajinal mikroflora; epitel hicrelerinin glikojen igerigdi, pH, hormonal seviyeler, dogum

kontrol yontemleri, yas, tedavi ve dogum gibi ¢esitli faktorlerden etkilenir.

Vajinanin yapi ve fizyolojisi yas, hormon durumu, gebelik, menstriasyon, dstrojen
seviyesi ve bakteriyel Ureme gibi cesitli faktorlerin neden oldugu pH
degisikliklerinden etkilenir. Vajinal sekresyonlar ve sivi bilesenleri yapi olarak alkali
oldugundan adet déngusu veya cinsel iliski vajinal pH'da artisa neden olabilir.
Servikal mukus varligi, enfeksiyon olusumu, vajinal dus ve yas faktori da vajinal
pH'1 degistirebilir. Vajinal pH, ilaclarin emiliminde ve vajinal ilag tasiyici sistem
formuUlasyonlarinin gelistiriimesi sirasinda dikkate alinmasi gereken 6nemli bir
parametredir (Valenta, 2005; Das Neves ve Bahia, 2006; Deshkar ve digerleri,
2020).

2.2. Vajinal ilag Uygulamasi

Vajinal mukoza anatomik yerlesimi, zengin damar agina sahip olmasi ve genis
yuzey alani 6zellikleriyle ginimuzde potansiyel bir ilag uygulama alani olarak kabul
edilmektedir (Acartirk, 2009). insan vajinasi hem lokal hem de sistemik uygulamalar
igin 6zel olarak tasarlanmig tasiyici sistemler ile ilag uygulamasi igin 6nemli bir yol
olmaktadir (Sahoo ve digerleri 2013; Valenta, 2005). Son yillarda vajinal anatomi,
fizyoloji, mikroflora ve salgilarin iyi arastiriimasi ve algilanmasi sayesinde vajinal

ila¢c uygulanmasinda 6nemli gelismeler kaydedilmistir (Vermani ve Garg, 2000).
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Vajinal ilag uygulanmasinda istenilen terapétik etkinligin saglanabilmesi igin;

e Formulasyon vajinal sicaklikta yani 36 °C'de erimelidir (vajinal ovuller igin
gegerli),

e Vajina ici ilag tagiyici sistem tahris edici ve toksik olmamaldir,

e Preparat, islatici ve emdlsifiye edici 6zelliklere sahip olmalidir.

e Vajinadan sizintiyr engelleyebilecek duzeyde uygun viskoziteye sahip olmalidir,
(yari kati dozaj formu olmasi durumunda),

e Formulasyon, mukoza ile temas suresinin artirllmasi amaciyla biyo/muko adezif

Ozelliklere sahip olmalidir (Sahoo ve digerleri 2013).
2.2.1. Vajinal absorbsiyon

Sistemik etki icin ilaglarin vajinadan emilmesi istenir. Lokal uygulama igin ilag

absorpsiyonu beklenmez. ilaglar vajinal epitel boyunca;

e Hicre igine konsantrasyona bagh diftizyon yoluyla (hticre igi yol),
e Siki baglanti noktalariyla (hicrelerarasi yol) ve

e Vezikuler veya reseptor araciligiyla olmak Gzere 3 ana yoldan tasinirlar.
Vajina yoluyla ilag emilimini etkileyen fizyolojik faktorler asagida siralanmistir:

e Siklus degisiklikleri,

e Epitelin kalinh@i ve porozitesi,

e Vajinal sivinin viskozitesi, hacmi ve pH'si,
e Hormonal seviyeler,

e Servikal mukus varligi,

e Enzimatik aktivite.

Vajinal yoldan emilimi, uygulanan ilacin fizikokimyasal Ozellikleri de etkiler. Bu

fizikokimyasal o6zellikler soyle siralanabilir:

e Molekul agirhgi,
o Lipofiliklik,
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e lyonlagsma ve yiizey yUku.

Bu faktorler, formulasyonun yayilmasini, tutulmasini ve ayrica vajinal absorbsiyonu
ve ila¢ salimini etkiler (Valenta, 2005; Hussain ve Ahsan, 2005; Sahoo ve digerleri
2013; Deshkar ve digerleri, 2020).

ilag absorpsiyonun saglanmasi igin ila¢c ortamda ¢dziinmelidir. Vajinada bulunan
sivi, ilaglarin ¢o6zunmesine yardimci olur, ancak servikal mukus salgisi bir bariyer
teskil eder ve fazla miktarda bulundugunda ilacin absorpsiyon bdlgesinden
uzaklasmasina neden olur (Dos santos ve digerleri, 2020; Cook ve Brown, 2018;
Valenta, 2005).

2.2.2. Vajinal ilag taslyici sistemlerinin avantajlari ve dezavantajlari
Vajinal ilag tasiyici sisteminin avantajlari;

e Yogun kan damar agi sayesinde hem sistemik hem lokal ilag uygulanmasi
saglanabilir (Machado, A. Palmeira-De-Oliveira, Martinez-De-Oliveira ve R.
Palmeira-De-Oliveira, 2013),

e Vajina genis yuzey alanina sahip oldugu igin ilaglarin sistemik etkisi i¢cin uygun
bir yoldur (De Araujo Pereira ve Bruschi, 2012),

e Uzun sureli salim saglanabilir ve kontrollu ila¢ uygulanabilir (Sahoo ve digerleri
2013),

¢ Vajinal mukozanin yuksek gecirgenligi sayesinde dusuk molekal agirhikh ilaglar
uygulanabilir (Carvalho ve digerleri, 2021),

e Biyoyararlanimda artis saglanir (Sahoo ve digerleri 2013),

e Oral doza gore daha dusuk dozlarda ilag uygulamasi saglanir ve doz arahgi
dalgalanmasi 6nlenir (Carvalho ve digerleri, 2021),

e Geleneksel dozaj formlarina kiyasla formulasyonun vajinal mukoza uzerinde
uzun slUre kalmasini saglayarak, ilacin dozlama sikhginin azaltilmasi ve
dolayisiyla terapétik etkinliginin artirilmasi saglanabilir (Pitorre ve digerleri, 2017)

e Gastrointestinal ilk gecis metabolizmasinin énune gegilir (Valenta, 2005),

e Dozaj formunun kendi kendine kolay bir sekilde uygulanmasi ve kendiliginden

cikarilabilmesi saglanabilir (De Araujo Pereira ve Bruschi, 2012),
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Gastraintestinal sivilar ile temastan kaginilir ve mide tahrisi 6nlenir (Valenta,
2005),

ilacin bozulmasi en aza indirilir (Sahoo ve digerleri 2013),

Bulanti ve kusma gibi gastrointestinal yan etkiler ortadan kalkar (Deshkar ve
digerleri, 2020),

Steroit, hormon yerine koyma tedavisi ve kontrasepsiyon amaciyla kullanilan

ilaclarin hepatik yan etkileri azaltilir (Vermani ve Garg, 2000).

Vajinal ilag tasiyici sistemlerin dezavantaijlari;

Cinsiyete 6zgudur (Machado ve digerleri, 2013),

Hasta uyuncu sorunu (Deshkar ve digerleri, 2020),

Vajinal [limende tutulma problemi nedeniyle ilag sizintisi (Carvalho ve digerleri,
2021),

Bu yoldan sadece birkag ilag sinifi uygulanabilmesi (Sahoo ve digerleri, 2013),
flag emilimini etkileyen vajinal epitel, pH ve ostrojen miktarinda déngusel
degisiklikler (Deshkar ve digerleri, 2020),

Adet dongusu, menopoz ve gebelikte ilag emiliminin etkilenmesi (Sahoo ve
digerleri, 2013),

Kisisel hijyen (Machado ve digerleri, 2013),

Cinsel iliskinin etkisi (Machado ve digerleri, 2013),

Bazi ilaclarin vajinal pH'ya hassas olmasidir (Sahoo ve digerleri, 2013).

2.2.3. Vajinaya uygulanan ilaglar

Vajinaya uyqulanan ilaclarin farmakolojik gruplari

Vajinaya uygulanan ilaglar farmakolojik gruplarina gére sdyle siralanabilir (Vermani
ve Garg, 2000; Cook ve Brown, 2018; Das Neves ve Bahia, 2006):

Antibakteriyel ilaglar: metronidazol, klindamisin, penisilin ve gentamisin
Antifungal ve antiparazitler: ekonazol, ketokonazol, flukonazol, klotrimazol vb.
Antiviral ilaglar: asiklovir, sidofovir, dapivirin

Antikanser ilaglar: sisplatin, bleomisin
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e Prostaglandinler: prostaglandin E2, PGE1 analogu misoprostol

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

e Hormon ve steroidler: progesteron ve estrojen, oksitosin, kalsitonin

e Peptit ve proteinler: insiilin, LHRH agonistleri, insan Bilyiime Hormonu,

e Asilar, antijenler ve gen tedavisi

Vajinal yolun antibakteriyel, antifungal, antiviral, spermisid ajanlar, prostaglandinler
ve steroidler gibi lokal olarak etkili ilaglarin verilmesi igin uygun oldugu kanitlanmistir
(Acarturk, 2009; Sahoo ve digerleri, 2013).

Vajina ayni zamanda genis yuzey alani, yuksek membran gecirgenligi ve genig kan
akigl sayesinde ilaglarin sistemik uygulanmasinda potansiyel bir alandir.
Propranolol, oksitosin, misoprostol, kalsitonin, LHRH agonistleri, insan blylime
hormonu, insulin ve steroidler gibi bazi ilaglar i¢in parenteral yola gore iyi bir

alternatif olmaktadir (Vermani ve Garg, 2000; Sahoo ve digerleri, 2013).

Vajinaya uyqulanan ilaclarin farmasotik sekilleri

Vajinal uygulanan farmasoétik ilag sekilleri sdyle siralanabilir (Hussain ve Ashan,
2005; Deshkar ve Palve, 2019; Johal ve digerleri, 2016; Cook ve Brown, 2018):

e Yari katilar (jeller, kremler ve merhemler),

e Vajinal halka, film,

e Vajinal supozituvar ve ovul,

e Biyoadezif sistemler (mikropartiklller, tabletler),

e Vajinal kapsul, tablet,

¢ Vajinal emulsiyon ve suspansiyonlar,

e Vajinal implantlar,

e Nanotasiyicilar (nanopartikuller, yari kati nanopartikiller, lipozomlar, nanolifler,

dendrimerler, nanoemulsiyonlar, mikrokureler).

Yukarida siralandigi gibi vajinaya uygulanan cesitli farmasoétik formlar mevcuttur.
Vajinal enfeksiyonun tedavisi igin en ¢ok tercih edilen geleneksel topikal dozaj
formlari kremler, merhemler ve jeller gibi yari kati preparatlardir.
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Farmasotik dozaj formlarina ilag uygulama yolunun lokal ya da sistemik etkili
olugsuna gore karar verilir. Antibakteriyeller ve spermisitler gibi ilaglarin lokal olarak
uygulanmasi igin, formulasyon vajinal kavite boyunca homojen olarak dagiimayi
saglamalidir (Deshkar ve digerleri, 2020). Hormon ve steroid gibi ilaglarin sistemik
olarak uygulanmasinda secilen farmasotik ilag seklinin ilacin vajinal epitelden

gecgmesi saglanmalidir (Hussain ve Ashan, 2005).

2.3. Mukoadezyon

Mukoadezyon, farmasotik bir dozaj formu ile mukozal epitel ylzeyini kaplayan
mukus veya mukozal membran arasinda meydana gelen etkilesimi ifade eder.
Salgilanan mukus, mukusun kaynagina ve konumuna bagh olarak glikoproteinler
(musinler), su, elektrolitler, epitel hicreleri, enzimler, bakteriler, bakteriyel Grtnler ve
diger cesitli materyallerden meydana gelir (Valenta, 2005; Boddupalli, Mohammed,
Nath ve Baniji, 2010). Misinler, mukoza yulzeyi Uzerinde viskoelastik bir koruyucu
tabakayi olusturan disUlfur kopruleri ile birlestiriimis yaklasik 500 kDa alt
birimlerinden olusan ylksek miktarda suyu hapseden glikoproteinlerdir (Caramella
ve digerleri, 2015). Van der Walls ve hidrojen baglarinin olusumunu kolaylastiran
birka¢g karboksilik grupla anyonik bir yapiya sahip olan mukus sayesinde,

mukoadezyon fizikokimyasal bir stiregcten meydana gelir (De lima ve digerleri, 2017).

Mukoadezyon, vajinal mukozanin biyoadezif yardimci maddeler ile etkilesimidir ve
bu da formullasyonun ylzey ile daha iyi temasini ve daha uzun sure kalmasini
saglar. Bu durum ilacin biyoyararlanimini iyilestirir. Formulasyon gelistirme
asamasinda polimerik eksipiyanlarin katiimasi ile mukoadezif 6zellik elde edilir
(Caramella ve digerleri, 2015; De lima ve digerleri, 2017). Mukoadezif olarak kabul
edilebilmesi icin, polimerin; yuksek molekuler agirligina, polimer ve mukoza
arasindaki i¢ ige gegisi saglayan zincir esnekligine, buyuk miktarda su igeren, mukus
ile gugli yapisma saglayan hidrofilik yapiya, dokuya hizli yapisma o6zelligine ve
ylzeye 6zgu olma gibi bazi 6zelliklere sahip olmasi beklenir. Bununla birlikte
katyonik polimerler, yapilari nedeniyle mukoadezif olarak kabul edilirler (De Lima ve
digerleri, 2017). En yaygin mukoadezif polimerler arasinda karbomer ve polikarbofil
gibi poliakrilik asit turevleri, sodyum karboksimetilseltiloz (CMC), hidroksipropil
selliloz (HPC), hidroksipropil metilseltloz (HPMC) gibi seltiloz tirevleri, kitosan ve
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tirevleri, hyaluronik asit ve tarevleri, poli (etilen glikol), aljinat, karagenan,
sulfatlanmis polisakkaritler ve zamklar yer almaktadir (Valenta, 2005; Acartirk,
2009).

Mukoadezif 6zellik, farmasotik dozaj formunun etki bolgesinde kalig suresini arttirir.
Mukoadezif dozaj formlari, hedef organda artan kalis siresi, ilag plazma
konsantrasyonlarini ve ayrica terapotik etkinligin artirlmasinda avantaj saglayan
ilac sekilleridir (Valenta, 2005; Boddupalli ve digerleri 2010).

2.3.1. Mukoadezyon mekanizmalari

Mukoadezyon mekanizmalari, temelde temas asamasi (birincil) ve birlesme
asamasi (ikincil) olarak iki 6nemli asamadan olusmaktadir. Ana mekanizma
mukoadezif bagin olusumudur. ilk asamada, mukoadezif dozaj formunun
yerlestiriimesi sonucu yayllmasi ve mukoza Uzerinde meydana gelen derin bir
temasla polimer maddenin 1slanmasi ve sismesi gergeklesir. Temas asamasi,
mukus tabakasi ile derin temasini baslatan mukoadezif polimer ile mukozal
membran arasindaki temas ile ifade edilir (Komati, Swain, Rao, Jena ve Dasi, 2019;
Boddupalli ve digerleri, 2010; Smart, 2005; Asati, Jain ve Choubey, 2019).

Birlesme asamasinda, mukoadezif malzemeler nem varligi ile aktiflesir. Nem,
mukoadezif molekullerin serbestleserek zayif van der Waals baglari ve hidrojen
baglar ile baglanmasini saglar. Mukoadezif polimer zincirleri ve mukozal tabaka,
adezif baglarin olugsumuyla etkilesime girer ve mukoadezif madde doku Uzerinde
nufuz eder. Doku temasindan sonraki her iki asama da birlesme asamasi olarak
kabul edilmektedir. Birlesme asamasinda kimyasal bag etkilesiminde kovalent
baglari, hidrojen baglari ve vander Waals baglari etkilidir (Komati ve digerleri, 2019;
Boddupalli ve digerleri, 2010; Smart, 2005; Asati ve digerleri, 2019) (Sekil 2.2).
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1. ASAMA 2. ASAMA 3. ASAMA

Mukozal
Mukoadezif Polimer Zincir Temas Asamasi Birlesme Asamas:

Polimer Zincir

Etkilesim
Alani

Polimer zincir ve mukozal membran etkilesimi

Polimerin i1slanmasi
ve sismesi

Mukoadezif
Dozaj Formu Mukoz Tabaka

Sekil 2.2. Mukoadezyon mekanizmalari (Komati ve digerleri, 2019)

2.3.2. Mukoadezyon teorileri

iki molekiil arasinda itme ve cekme kuvvetleri gibi etkilesim glleri sonucu
mukoadezyon olusumu teorileri ile agiklanmaktadir. Mukoadezyon karmasik bir
suregtir ve ilgili mekanizmalari agiklamak igin ¢ok sayida teori ortaya atiimistir.
Mukoadezyon teorileri asagidaki sekilde siralanir (Komati ve digerleri, 2019; Asati
ve digerleri, 2019; Mansuri ve digerleri, 2016; Smart, 2005; Khurana, Madhav ve
Tangri, 2011; Boddupalli ve digerleri 2010):

e Elektronik teori: Mukoadezif ve biyolojik yuzeylerin farkli yapiya ve elektrik
yuklerine sahip olmasi ilkesiyle elektronik hipoteze dayandiriimaktadir. Teori,
mukus ve mukoadezif polimer arayuztinde iki ylzey de birbiriyle temas ettiginde
elektron transferi sonucunda iki katli bir elektronik katman ve iki ylzey arasi gekici
kuvvetlerin olusmasiyla agiklanmaktadir.

e Adsorpsiyon Teorisi: Adsorpsiyon teorisinde, mukoadezif materyal, vander Waals
kuvvetleri ve hidrojen baglari gibi ikincil kimyasal etkilesimler veya hidrofobik
etkilesimler gibi iki yizeyin molekulleri arasinda etki eden kuvvetler ile mukusa
yapigir.

e Islanma Teorisi: Mukoadezif polimerin biyolojik yizeye yakin temas olusturma ve
kendiliginden yayillma yetenegi Uzerine dayandiriimaktadir. Bu tur birlesme

egilimi olusumunda en 6nemli parametre temas acisidir. Temas acis| ne kadar
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kiiciikse sivi kati yiizey afinitesi o kadar buiyiiktir. istenen yayilabilirligi saglamak
icin temas acisinin sifira esit veya sifira yakin olmasi gerekir.

Diflzyon Teorisi: Difuzyon teorisi, misin ve polimer zincirlerinin yar1 yapiskan bag
olusturmasidir. Bu amagla mukoadezif polimer zincirlerinin mukus tabakasinin
glikoprotein zincir agina zamana baglh difzyonunu s6z konusu olur ve zincirler
ic ice gecer. Polimer zincirlerinin penetrasyon hizi ile adezyon kuvvetin arttig
savunulmaktadir. Penetrasyon hizi, mukoadezif zincirlerin esnekligi, difizyon
katsayisi, temas suresi, hareketlilik gibi ¢gesitli parametrelere baghdir.

Kopma teorisi: Bu teori, mukoadezyon olgumu ile iligkili galismalarda en iyi bilinen
teorilerden biridir. Yapisma olusumu tamamlandiktan sonra, her iki yuzeyi de
ayirmak igin gereken kuvveti ele alir.

Mekanik teori: Mekanik teori, purtzli bir ylzeydeki dizensizliklerin mukoadezif
bir siviyla temasindan sonucglanan yapismayi dikkate alir. Ek olarak, bu tur
duzensizlik, etkilesimler icin mevcut arayuz alanini arttirir.

Mukozal yerlestiriimis vezikll teorisi: Bu teori, spesifik mukozal epitelde
absorpsiyonun varligina isaret eder. Globlllerin mukoza ve mukozal bazal
membran ile karsilikli iligki icersinde olmasini ifade eder. Farmakolojik olarak aktif
ilaclar, vezikll icinde, mukozal tabakanin bazal membranina enine yayilma,

yapisma veya kopma aninda ila¢ tagsinmasinda kan akigina girme egilimindedir.

2.3.3. Mukoadezyonu etkileyen faktorler

Mukoadezyonu etkileyen faktorler asagida siralanmistir (Mansuri ve digerleri, 2016;

Komati ve digerleri, 2019; Asati ve digerleri, 2019);

Polimer ile ilgili faktorler: Polimerlerin molekiler agirhdi, konsantrasyonu,
sismesi, polimer zincirlerinin esnekligi, hidrofiliklik.

Cevre ile iligkili faktorler: Polimer substrat araytzinin pH'si, fonksiyonel gug ve
ilk temas suresi.

Fizyolojik faktérler: Hastalik durumu ve musin miktari.
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2.3.4. Mukoadezif vajinal uygulanan ila¢ sekilleri

Mukoadezif ilag tasiyici sistemler, dozaj formunun absorpsiyon bdlgesi ile yakin
temasini saglayarak uygulama bdlgesinde kalig suresini uzatir. Bdylece ilacin
terapdotik etkinligini iyilestirir. Son yillarda oral, bukkal, nazal, rektal ve vajinal yollar
icin hem sistemik hem de lokal etkili bircok mukoadezif ila¢g tasiyici sistem

geligtiriimigtir (Boddupalli ve digerleri 2010).

Mukoadezif vajinal ilag tasiyici sistemleri, asagidaki sekilde kategorize edilmistir
(Acarturk, 2009; Caramella ve digerleri 2015; Boddupalli ve digerleri 2010);

1) Mukoadezif jeller ve merhemler

2) Mukoadezif tabletler

3) Mukoadezif filmler

4) Emdlsiyon tipi mukoadezif sistemler
5) Pesariler, halkalar veya fitiller

6) Nanopartikll tasiyan sistemler

Vajinal bosluk, terapotik maddelerin kontrolli veya surekli olarak uygulanmasinda
purdzsuz ve genis yuzey alani, gegirgenligi ile mukoadezif dozaj formunun kullanimi
icin uygundur. ilacin vajinal mukoza yoluyla verilmesinde biyoadezif yari katilar,
ilacin vajinal bolgede kalis slresini uzatir ve biyoyararlanimi iyilestirir. Ayrica, uygun
bir aplikator kullanilarak mukozaya kolayca uygulanabilir ve vajinal mukoza iginde
uzun sure tutulur. Vajinaya uygulanan mukoadezif dozaj formlari, geleneksel oral
dozaj formlarina gdre birgok 0Ozelligi sayesinde tercih edilmektedir (De Araujo
Pereira ve Bruschi, 2012).

Surekli salim yapan vajinal dozaj formunun gelistiriimesi ile ilacin uzun bir surede
salinmasi saglanabilir, ancak bu, surekli terapotik etki elde etmek icin yeterli degildir.
flacin salindi§i bolgede wuzun sire kalmasi, absorpsiyon bdlgesinden
temizlenmemesi gerekir. Mukoadezif dozaj formu hem stirekli salim saglar hem de
absorpsiyon bdlgesinde dozaj formunun uzun sireli kaligina olanak saglar
(Boddupalli ve digerleri, 2010).
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Mukoadezif vajinal ilag tasiyici sistemleri arasinda en yaygin kullanilan ilag sekli
jellerdir. Ozellikle jinekolojik tedavide tasarlanmis ilaglardan mukoadezif jeller, aktif
bilesen ile vajinal mukoza arasinda uzun sureli temasini ve aktif bilesenin zaman
icinde kontrollu olarak salinmasini saglamaktadir. Boylece iyilestiriimis ilac etkinligi
ve hasta uyuncu agisindan ideal bir mukoadezif vajinal ilag sekli tasarlanmis

olmaktadir (Tugcu-Demirdz, 2009).

Mukoadezif vajinal uygulanan formulasyonlar arasinda jellerin Gretimi kolaydir ve
mukus yuzeyine yayllma ve vajinal mukoza ile yakin bir temas saglama yetenekleri
ile tercih edilebilirler. Mukoadezif formulasyonlar ilacin vajinal mukoza ile temas
suresini ve mukozadan gecirgenligini artirmaktadir. Bu durumda formilasyonun

kaybini geciktirmekte ve terapotik etkiyi uzatabilmektedir (Acarturk, 2009).
2.3.5. Vajinal mukoadezif ila¢ sistemlerin avantajlari ve dezavantajlari

Mukoadezif vajinal sistemlerin temel avantajlari asagidaki gibidir (Acarttrk, 2009;
Mansuri ve digerleri, 2016; Boddupalli, 2010):

e DusUk uretim maliyetleri,

e Sulu veya organik ¢ozuculerden kaginma,

e Aplikator kullanmaya gerek kalmadan kendi kendine uygulama kolayhdi ve hasta
uyuncunun artiriimasi,

e Gastrointestinal asidik ortamda ilag bozulmasinin énlenmesi,

o Ik gegis metabolizmasinin énlenmesi ve ilacin biyoyararlaniminda artis,

¢ Vajina boslugundan ilacin kontrolli salinmasi,

e Vajinada uzun sure kalis suresi ile ilacin emiliminin artirilmasi ve terapétik
etkinliginde artis saglanmasi,

e Kimyasal ve fiziksel stabilitenin gelistiriimesi,

e Dozaj formunun belirli bir bélgede hedeflenmesi ve lokalizasyonu,

e Mukoadezif sistemlerin dozaj formu ile mukoza arasinda yakin temas ve dokuda

yuksek ilag akisini saglamasidir.
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Mukoadezif vajinal sistemlerin dezavantajlari asagidaki gibidir (Khurana ve digerleri,
2011):

e Bazi ilaglarin uzun sureli kaligi nedeniyle lokal Ulser etkilerinin ortaya ¢gikmasi,
e Mukozal uygulamalar i¢in uygun ilaglari tanimlamak igin in vitro testler igin iyi bir
modelin olmamasi,

e Tahris hissi agisindan hasta uyuncu sorunu olmasidir.
2.4. Organojel Sistemleri

llaglarin topikal uygulanmasinda farmasétik teknolojide birgok ilag tasiyici sistem
geligtiriimistir. Mevcut topikal uygulamalarda son yillarda, uygulama kolaylhigi ve
daha iyi emilim o6zellikleri sayesinde jeller Gzerine arastirmalar yapilmaktadir
(Sreedevi, Ramya ve Vedha, 2012). Jeller, kati bilesen olan jel yapici madde
molekulleri ile sivi surekli fazin hareketini engelleyerek birbiri ile baglantil
kimelesmis U¢ boyutlu ag yapisinda yari kati preparatlardir (Almdal, Hvidt ve
Kramer, 1993). Organojeller, hidrojeller, emdulsiyon jeller, bijeller gibi arastiriimis
cesitli polimerik jel kategorileri vardir (Ajazuddin ve digerleri, 2013). Jeller,
c¢bzucunin dogasina bagh olarak hidrojeller veya organojeller olarak
siniflandinlabilir. Hidrojeller hidrofilik gdzuculer icerirken, organojeller strekli fazlari
olarak organik bir ¢dzlcuye sahiptir (Sreedevi ve digerleri, 2012; Esposito, Kirilov
ve Roullin, 2018). Etkin madde ve polimerlerin suda ¢ézunmesi ile hazirlananlara
hidrojel sistemler, alkol veya mineral yadlar gibi diger organik sivilarin

kullanilmasiyla hazirlananlara ise organojel sistemler denir (Arslan, 2016).

Organoijeller, jel yapici madde, polar olmayan ¢6zlicl ve bir polar ¢ézlcu igeren yari
kati preparatlardir (Sreedevi ve digerleri, 2012). Dusuk konsantrasyonlarda jel
yapici madde molekullerinin kendiliginden birlesmesiyle olusmakta ve bir araya
gelen molekiiller birbirine dolasan genellikle uzun lifler halinde yapilar meydana
getirmektedirler. Bu sekilde, sivi buyuk Olgude hareketsiz hale gelmektedir (Terech
ve Weiss, 1997). Polar ve polar olmayan ¢6zucinin eklenmesi, ters misellerin
blylUmesi sonucu U¢ boyutlu ag olusumu gozlenir (Sreedevi ve digerleri, 2012). Bu

viskoelastik sistemler U¢ boyutlu bir ag icinde hareketsiz hale getirilmis, organik bir
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¢6zlcu, bir mineral veya bitkisel yag gibi surekli bir sivi fazdan meydana gelmistir

(Esposito ve digerleri, 2018).

Kimya, ilag, kozmetik, biyoteknoloji ve gida teknolojisi dahil olmak Uzere gok cesitli
uygulama alanlari vardir. Organojeller, transdermal, oral ve parenteral gibi cesitli
yollarla ilag uygulama sekli olarak kullanilirflar. ila¢ tasiyici sistem olarak
kullanimlari, secilen organik ¢ozuculerin toksisitesi nedeniyle sinirlandirilabilir. Son
zamanlarda organojel sistemler biyo-uyumlu, biyolojik olarak pargalanabilir organik
¢ozlcu ve organojel yapici maddeler ile hazirlanarak cesitli biyomedikal ve
farmasotik uygulamalarda kullaniimistir (Esposito ve digerleri, 2018; De Francisco

ve digerleri, 2019; Cerqueira ve digerleri, 2017; Vintiloiu ve Leroux, 2008).

Organojel formulasyonlarinda yaygin olarak bilinen organik ¢ozuculer genellikle
hekzan, sikloheksan, alken skualen gibi alkanlar ve ayni zamanda mineral ve
bitkisel yaglardir. Kullanilan mineral ve bitkisel yadlar aycgicek yagi, soya fasulyesi
yadi veya izopropil miristat ve orta zincirli trigliseritler gibi biyouyumlu ¢ézlculerdir
(Ibrahim ve digerleri, 2013; Esposito ve digerleri, 2018). Son yillarda arastirilan
bitkisel yaglar, kakao yagi, mango yagi gibi ¢esitli biyouyumlu bilesenler; farmasaotik
ve biyomedikal kullanim icin matrisler olarak organojeller icin yeni alternatif
olusturmustur (Esposito ve digerleri, 2018). Organojel bileseni olarak kullanilan
maddeler ayni zamanda bilinen penetrasyon artiricilardir. Yag asitleri, ylzey aktif
maddeler, alkoller, Ure, sulfoksitler, ugucu yaglar, terpenler ve glikoller 6rnek olarak
verilebilir. Penetrasyon artirici 6zelliklerinden dolay en ¢ok tercih edilen oleik asit
olmak Uzere ¢esitli doymus ve doymamis yag asitleri organojel formulasyonlarinin

bileseni olarak kullaniimaktadir (Vintiloiu ve Leroux, 2008).

Kozmetik/farmasotik alanda topikal kullanimi olan organojeller yagh sistemlerdir ve

lipofilik ajanlari cozme yetenekleri iyidir (Lupi ve digerleri, 2016).

1988'den beri organojellerin ilag tasiyici sistem olarak kullanilmasi olasiliginin
arastirlmasinda bir artis olmustur. Organojel sistemlerin, uzun raf émri, kimyasal
madde ilave ediimeden gugli penetrasyon vyetenedi, kolay bir sekilde
hazirlanabilmesi ve hem hidrofilik hem de lipofilik terapétik ajanlarin formile

edilebilmesi Ozellikleri sayesinde cesitli tasiyici sistemlerde kullanim alanini
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genisletmistir. Organojellere olan ilgi son yillarda 6zellikle farmasotik alanda oldukga

artmistir (Gopalan ve Jose, 2020; Sahoo ve digerleri, 2011).

2.4.1. Organojel mekanizmasi

Organojel formulasyonlarinda heksan, izopropil miristat, aycicek yagi gibi polar
olmayan c¢o6zlculer penetrasyon artirici  goérevi goérir.  Organojellerin

penetrasyonunda yer alan adimlar sunlari igerir (Sreedevi ve digerleri, 2012);

1. Penetre olacagl mukozal ytuzeyde ince film olusturur.

2. llag tastyici sistemde ¢oziilir, ylizeye penetre olur ve difiizyon gerceklesir.

2.4.2. Organojellerin siniflandiriimasi

Organojeller

Jel Yapici
Madde
Dogasi?

Hidrojeller

*
Dustk Molekdl Agirhikl
Jel Yapict Madde

Molekdller aras
etkilesimin dogdas! ?

Molekdller arasi
etkilesimin dogasi ?

v ) 4

— —

4 12 ) )

Kati-lif Matrisi Sivi-lif Matrisi Capraz Bagh Matris Kangik  Zincir
Matrisi

Sekil 2.3. Organojellerin siniflandiriimasi (Vintiloiu ve Leroux, 2008)

Jellesme matrisinin olusumuyla sonuglanan sureg, jel bilesenlerinin molekuler
etkilesimlerine ve bunlarin fizikokimyasal 6zelliklerine baglidir. Cdézlculerin, jel

yapici maddelerin ve molekuller arasi etkilesimlerin dogasina bagl olarak kabul
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goren cesitli jel siniflandirmalarinin  derlendigi bir akis semasi Sekil 2.3'te
verilmektedir. Organoijeller, agirlikli olarak organik surekli fazlariyla hidrojellerden
ayirt edilebilir ve daha sonra polimerik veya duguk molekuler agirlikli jel yapici
madde olmak Uzere jellesen molekulin dogasina gore daha da alt siniflara ayrilir.
Polimerler, sirasiyla kimyasal ve fiziksel jeller icin capraz baglh veya karisik
zincirlerden olusan bir ag olusturarak organik ¢ozuclyl hareketsiz hale getirir.
Fiziksel etkilesimler sonucu dusuk molekul agirlikli jel yapici madde molekulleri ve
¢ozucunun kendiliginden birlesmesi ve jellesmesi sonucu uzun agregatlarin
olusumu goOzlenir. Agregatlarin kinetik ozelliklerine bagh olarak, dusuk molekul
agirlhikh organojelleri arasinda kati (veya gugli) ya da sivi (veya zayif) lif aglardan

olusanlar seklinde siniflandirma yapilabilir (Vintiloiu ve Leroux, 2008).

2.4.3. Organojel sistemlerin avantajlari ve dezavantajlar

Organoijel sistemlerin avantajlari asagida belirtiimistir (Sreedevi ve digerleri, 2012);

e Hazirlanmasi kolaydir.

¢ Az sayida bilesen oldugundan maliyeti azdir.

e Raf émri uzundur.

e Termodinamik olarak stabildir.

e Hem hidrofobik hem de hidrofilik bilesenlerden olustugu icin hem hidrofobik hem
de hidrofilik ilaglar igin uygundur.

e Organik ¢ozuculer dogal kaynakli secilebilir.

Organojel sistemlerin dezavantajlari asagida belirtiimistir (Sreedevi ve digerleri,
2012);

e Polar olmayan ¢dzlicllerin bazilari toksisiteye sebep olabilir.
¢ Yenilebilir yaglar ve daha az toksik penetrasyon artiricilarin kullanimiyla

iyilestirilebilen stabilite sorunlari gdzlenebilir.
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2.4.4. Organojellerin hazirlanmasi

Organojellerin hazirlanmasi oldukga kolaydir (Shakeel ve digerleri, 2019). Organojel
sistemleri, yag fazinin jellesmesi (yani organo-jellesme), tu¢ boyutlu (organo) jel
yapici madde aginin olusumu nedeniyle polar olmayan sivilari yumusak katilara
donusturmek igin etkili ve ilgi ¢ekici bir yol olarak kabul edilmistir. Tekli jellestirici
sistemlerin yani sira, jellesmis sistemin Ozelliklerini degistirmek igin farkh
jellestiricilerin  kullanigh o6zelliklerini birlestirerek ¢ok bilesenli organojeller de
hazirlanabilir (Shakeel, Farooq, Gabriele, Marangoni ve Lupi, 2021) Ug boyutlu jel
yapici madde molekulleri agi, yag fazini fiziksel olarak hapsederek viskoelastik bir

jel olusturur (Shakeel ve digerleri, 2019).

Yenilenebilir ve elde edilmesi kolay olan dogal kaynaklar endustrilerin yeni kaynak
arayisinda 6nde gelmektedir. Ozellikle tohum artiklarindan elde edilen bitkisel
yaglar, organik Urlnlerin sentezi ve gelistirimesinde hammadde olarak 6ne
cikmaktadir. Organojelleri hazirlanmasinda c¢ok cesitli organik ¢ézlculer ve jel

yapici maddeler kullaniimaktadir (De Francisco, 2019).

Organojeller, yag fazindaki kiguk molekullerin (yani tipik olarak yenilebilir yag)
birlesmesiyle veya polimerlerin herhangi bir bagka ¢ozucu i¢cinde ¢apraz baglanmasi

/ kendi kendine birlesmesi ile hazirlanabilir (Shakeel ve digerleri, 2021).

De Francisco ve digerlerinin yaptiklari calismada farmasétik uygulama carkifelek
meyvesi tohumlarinin yagi ve Poloksamer 188 kullanilarak organojel formulasyonu
hazirlanmig ve reolojik ve mekanik 6zellikler agisindan degerlendirilmistir (De

Francisco ve digerleri, 2019).

Oganojellerin topikal uygulama igin potansiyel tasiyici sistemlerden biri oldugu
gOsterilmigtir. Diger lipit bazli tasiyici sistemlerle karsilastirildiginda, bunlarin
etkinlik, fizibilite ve raf dmrl agisindan daha iyi oldugu kanitlanmistir. Bu nedenle
ilac molekullerinin organojeller gibi yeni formulasyonlarini gelistirmek uygun
maliyetli ve uygulanabilir olmaktadir. Bu tasiyici sistem, topikal uygulama alaninda

onem arz etmektedir (Sreedevi ve digerleri, 2012).
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2.4.5. Vajinal ilag taslyici sistemleri olarak organojeller

Vajinal ilag uygulanmasinda ilacin vajinal ylzeye yetersiz yayillmasi, disuk ilag
penetrasyonu, vajinanin kendi kendini temizlemesi gibi nedenlerle ila¢ kaybi ve
terapotik  etkinin  saglanamamasi  durumlarinda  dozlamanin  artirilmasi
gerekmektedir. Gunlik dozun artiriimasi, hasta uyuncunun azalmasi ve tedavi
masraflarinin artmasi gibi sonugclar dogurmaktadir. ideal bir vajinal ilag tasiyici
sistem vajinal kavite boyunca esit olarak dagiimali, uygulama bdlgesinde uzun sure
kalmali ve lokal yan etkilere neden olmadan kontrolli olarak ila¢ salimini
saglamalidir. Vajinal ilag uygulanmasinda karsilasilan bu sorunlarin ve
dezavantajlarin Ustesinden gelmek ve ideal vajinal ila¢ uygulanmasini saglamak igin
son yillarda yeni yaklagsimlari geligtiriime ihtiyaci duyulmustur. Cesitli jel
formulasyonlari geligtirilerek in situ hidrojel, polimerik hidrojel ve organojeller

Uzerinde calismalar yapilmistir (Pandey ve digerleri, 2021).

Son yillarda, vulvovaijinal kandidiyazis tedavisinde antifungal ajanlarin vezikuler ilag
uygulama sistemleri i¢cin nanopartikul bazl tagiyicilar ve yerinde jellesme sistemleri
gibi yeni yaklasimlar Uzerinde durulmaktadir. Vulvovajinal kandidiyazisin lokal
tedavisinde kullaniimak Uzere nanofiberler, polimerik jeller, polimerik organojeller,
mikro/nanoemdlsiyonlar, yerinde jellesen sistemler, polimerik filmler, kati lipit
nanopartiklller gibi pek ¢ok yenilik¢i vajinal ilag tasiyici sistemleri gelistiriimektedir.
Bu sistemler, hedeflenen ilag uygulanmasi ve salimi, ilacin bozunmaya karsi
korunmasi ve daha iyi ilag ¢ozunuarlugu ve biyoyararlanimi gibi cesitli avantajlar
saglamaktadir. Bu yenilik¢i sistemler, ilaci bir depo islevi gorerek doz azaltma ve
hasta uyuncunu artirma ile zaman icinde ila¢ salimini uzatirlar. Ayrica, vulvovajinal
kandidiyazis tedavisinde kullanimi olan vorikonazol gibi lipofilik suda ¢oézunurlagu
dusuk antifungal etkin maddelerin vajinal yoldan uygulanmasina olanak saglayan

yenilikler sunmaktadir (Chindamo, Sapino, Peira, Chirio ve Gallarate, 2021).

Farkli vajinal enfeksiyon tdarleri igin vajinal ilag uygulanmasinda mukoadezif
polimerik yaklagsim olan organojel Uzerine arastirmacilar tarafindan yapilan gesitli

calismalar verilmistir.
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llomuanya ve digerleri yaptiklari ¢galismada, HIV'in profilaksisi igin bir antiretroviral
ilag olan maravirok (MRV)un vajinal yolla uygulanmasi amaciyla bir palm
yagi/hyaluronik asit bazli organojel gelistirmislerdir. Hidrofobik karakterde bir ilag
olan MRV’nin organojel vajinal tasgiyici sisteminin geligtiriimesi, hidrofilik bir matris
olan hidrojel tasiyici sistemin aksine MRV'nin salimini iyilestirmistir. MRV'nin
hyaluronidaz varliginda salim ylzdesi, hyaluronidaz yoklugundakinden 2,5 kat daha
yiksek bulunmustur. In vitro etkinlik analizine dayal olarak, organojel ile tedavi
edilen hucrelerde dusuk HIV enfektivitesi gozlemlenmigtir. Optimize edilmis
organojelin, Lactobacillus crispatus'un canlihgini korudugu kanitlanmistir. Ayrica, in
vitro sitotoksisite testine gore, organojel formulasyonu sitotoksik bulunmamistir. Bu
calismada, hyaluronik asit/palm yagi bazl organojelin glvenli ve mukoadezif
olabilecegi 6ne surulmuastir ve vajinal yoldan kullanilabilecegine dair gelecek

calismalara kanit olusturmustur (llomuanya ve digerleri, 2020).

Querobino ve digerlerinin, yaptiklari calismada, C. albicans kaynakli vajinal
enfeksiyonlarin tedavisinde VZ'nin lokal uygulanmasi amaciyla organojel bazli
formUlasyonlar geligtirilmistir. Yag fazi olarak oleik asit (OA), su fazi olarak
poloksamer (PL) 407 hidrojeli tek basina veya poloksamer (PL)188 ile birlikte
kullanilmig ayrica sulu faz olarak %0,25-1 sodyum aljinat (SA) iceren poloksamer
denenmistir. Su fazina yag fazinin eklenmesi ile VZ igeren organojeller
hazirlanmigtir. Vorikonazol iceren OA-PL407 formulasyonunun 0,5 ile 4 saat
arasinda etkin maddeyi hizli bir sekilde saldigi gézlenmistir (24 saate kadar ~%100).
SA'nin organojellere eklenmesi, %0,25 SA (~%75), %0,5 SA (~%55) ve %1 SA
(~%35) icin farkh salim ylUzdeleriyle VZ salimini degistirmistir. OA-PL407-188-SA
organojelleri, yuksek in vitro antifungal aktiviteleri ve dusuk sitotoksisiteleri
sayesinde gelecek vaat eden vajinal organojel formulasyonu olarak goésterilmigtir.
Bu ¢alismanin bulgulari, OA-PL407-188-SA vorikonazol organojellerinin gelecekteki
vajinal uygulamalarda kullaniimak Uzere yeni ilag tasiyici sistem olarak

kullanilabilecegini kanitlamistir (Querobino ve digerleri, 2019).

Singh ve digerleri, metronidazolun vajinal uygulanmasi i¢in sorbitan monostearat-
susam yag! organojeli ve Carbopol 934 hidrojeli kullanilarak hazirlanan bijellerin
gelistiriimesi amaciyla mukoadezif 06zelliklerini arastiran farkli bir ¢alisma

tasarlamigtir. ilag yiklG jeller, Escherichia coli'ye kars! iyi bir antimikrobiyal etkinlik



27

gOstermistir. Sonuglar, floresan mikroskobu ile incelenediginde dis faz olarak
Carbopol 934 hidrojeli ve dagilmis fazin damlaciklari olarak sorbitan monostearat-
susam yagi organojeli ile su iginde yag tipi emulsiyon jelinin olusumunu gostermistir.
Hidrojel ve organojel kombinasyonu, reolojik olarak degerlendirildiginde vajinal
uygulama sirasinda kolayca yayilmasini saglayan daha yuksek bir kesme hizi ile
viskozitenin azaldi§i goézlenmigtir ve viskoelastik yapi sergilemistir. In vitro salim
deneyleri, bakteriyel vajinozis tedavisi igin tercih edilen ila¢ olan metronidazol yuklu
hidrojel ve organojelden olusan bijellerde difuzyon aracili ilag salimini géstermistir.
Ozetle, gelistirilen bijeller, ilaglarin vajinal yolla verilmesi igin tasiyici sistem olarak
kullanilabilecegini kanitlamistir. Ek olarak, vajinal yolla bakteriyel enfeksiyon
tedavisi icin potansiyel bir yaklasim iceren, piyasada patentli Metrogyl® jel ile
karsilastirildiginda gelistirilen bijellerin antifungal etkinliginin daha yuksek oldugu

bulunmustur (Singh ve digerleri, 2014).

Vajinal yenilikgi jel sistemleri Gzerine yapilan baska bir calismada, tenofovir etkin
maddesi kullanilarak guar zamki ve susam yagi ile organojel formulasyonu
hazirlanmigtir. Surfaktanlar (Span®60 ve Tween®60) yardimiyla iki faz belli
oranlarda karistirilarak bijel formulasyonlari olusturulmustur. Jellerin TA-XT Plus
Texture Analyzer ile susam yagi icerigine goére en disuk guar zamk hidrojeli iceren
formUlasyonun adezifligi ve biyoadezyonu en yiksek bulunmustur. Sitotoksisite
¢alismasinda herhangi bir toksik etki gdzlenmemigtir. Salim profillerine bakildiginda
istenen kontollu salimin gerceklestigi gorulmustar. Adezyonu en iyi olan
formilasyon 120 saatte %100 salimi gerceklestirmistir. Geligtirilen organojel
formllasyonun en uzun mukoadezyon suresi ve iyi kontrolli salim &zellikleriyle
kadinlarda HIV'in cinsel yolla bulagmasinin 6nlenmesinde etkili bir alternatif

olabilecegi gdsterilmistir (Martin-lllana ve digerleri, 2019).
2.5. Kullanilan Yardimci Maddeler
2.5.1. HPMC (hidroksi propil metil seliiloz)

Hidroksi propil metil seliloz (HPMC), farmasaétik ve gida formualasyonlarinda yaygin
olarak kullanilan temel sellloz turevlerinden biridir. HPMC, metil (hidrofobik) ve

hidroksipropil (hidrofilik) fonksiyonel gruplarinin anhidroglukoz yapi birimine
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eklenmesiyle olusan noniyonik bir sellloz tirevidir. HPMC, potansiyeli olan jel
formUlasyonuna jel kuvvetini gelistirmek icin yardimci bir madde olarak eklenebilir
(Jiang, Zhang ve Li, 2020).

Bu polimer molekuler agirlik, viskozite ve kimyasal substitisyona gore farkhlik
gOsteren sellloz ailesi Uyesidir (Jiang ve digerleri, 2020; Punitha, Uvarani ve
Panneerselvam, 2020; M. Larsson, Viriden, Stading ve A. Larsson, 2010). Bu tur
farkhliklar, formulasyonda viskozite ve ¢ozunurluk gibi kritik parametrelere etkisi
sayesinde istenilen polimer 6zelliklerine sahip polimer segimine olanak saglar. Arzu
edilen 6zelliklere sahip bir polimer farkli viskozite ve substitiisyon derecelerine gore
secilebilir. Ornegin metoksi grubu, hidroksipropoksiden daha hidrofobiktir ve iki
ikame edicinin miktari degistirilerek, farkli ¢oézunadrliklerde polimer elde edilir

(Larsson ve digerleri, 2010).

HPMC, uluslarasi kabul gérmis mikemmel stabilitesi ve pH'tan bagimsiz
performansi, ¢ok yonlultiga ve ilaglarin salim profilleri igin uygunluk 6zellikleri ile
hidrofilik matris olarak en c¢ok tercih edilen polimerlerden biridir (Gafitanu ve
digerleri, 2017).

Gunumuzde yaygin kullanimi Hipromelloz olarak bilinen HPMC, polimer selllozun
sentetik modifikasyonu ile Uretilir ve insanlarda guvenli kullanimi ile ¢ok cesitli
farmasotik ve gida UrlUnlerinde yardimci madde olarak kullaniimaktadir (Al-
Tabakha, 2010). Viskozite artirici ajan, kaplama polimeri, jellerde biyoadezif
polimer, kati dispersiyonda ¢ozunurligu artirici, tabletlerde granulasyon surecinde
baglayici, suspansiyonlarda suspansiyon ajani ve kontrolli salim sistemlerinde
modifiye edilmis salim formulasyonlarinda salim geciktirici olarak kullanimi ile
farmasotik teknolojide uygulamalart kanitlanmigtir (Al-Tabakha, 2010; Tugcu-
Demirdz, 2009). HPMC cesitli ilag tasiyici sistemlerinde bir baglayici, dagitici ajan,
biyoyararlanim arttirici olarak ve kapsul olugturma materyali olarak da
kullaniimaktadir. Birbirine bagli, suyu tutan ve bdylece mikemmel bir hidrofilik jel
olusturan polimer gorevi goren polimerik birimlerden olusur. Su ile temas ettiginde
siser, genisler ve ilacin kontrolli bir sekilde salimini saglar ve viskoz jel olusturur

(Guarve ve Kriplani, 2021).
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HPMC, hidrofilik jel matrisi olarak farkli farmasotik Grtnlerin formilasyonunda da
kullanilmaktadir. HPMC gibi suda ¢ozunur sellloz eterler, hidrofilik matris olusturan
bilesenler olarak etkilidir (Punitha ve digerleri, 2020). Farmasoétik alanda, seltuloz
eterler genellikle ila¢ salimi igin hiz kontrol ajanlari olarak da kullanilir ve bu nedenle
film kaplamalari ve tablet preparatlari gibi ¢esitli formtlasyonlara katilir ve uzatiimis

salimli formulasyonlarda kullaniimaktadir (Larsson ve digerleri, 2010).

HPMC, vajinal ilag tasiyici sistemlerinde, terapotik etkinligi saglayabilecek kadar
ilacin vajinal mukoza ile uzun sureli temasini ve kontrollt bir ila¢ salimini saglamak
amaciyla cesitli tlrlerde kullanilan sentetik polimerler arasindadir. Mukoadezif
ozellikleri sayesinde genellikle vajinal ilag tagiyici sistemlerinin bilegenleri olarak,
jeller veya viskoz sivilarda, ayrica tabletlerde ve mikro veya nanopartikillerde

yaygin olarak kullaniimaktadir (Osmatek ve digerleri,2021).

HPMC mukoadezif 6zelligi ile uygulanan dozaj formunun vajinal mukozaya iyi
yapismasini saglar ve doz sikliginin azaltiimasi, hasta uyuncunun artirilmasi, arzu
edilen tedavi etkinliginin saglanmasi gibi sonuglarla vajinal ilag tasiyici sistemlerinde

yardimci madde olarak rol oynar (Bilensoy, Rouf, Vural, Sen ve Hincal, 2006).

Rencgber ve digerlerinin yaptigi bir galismada, HPMC, mukoadezif gucu, iyi sisme
ozellikleri, duguk toksisitesi, duguk tahris ediciligi, diger kimyasallarla uyumlulugu ve
vajinal pH'deki stabilitesi 06zellikleri ile klotrimazolin jel formulasyonunun
gelistiriimesinde mukoadezif 6zelligi artirmak ve formualasyonu iyilestirmek amaciyla

secilmistir (Rengber ve digerleri, 2017).

Tugcu Demiréz ve digerlerinin yapti§i ¢alismada hazirlanan jel formulasyonlarinin
mukoadezif ozellikleri, her bir formulasyon ile vajinal mukoza arasindaki bagin
kopmasi icin gereken ayirma kuvvetinin degerlendiriimesiyle TPA cihaz ile
incelenmigtir. Bu formullasyonlarda mukoadezif jel hazirlanmasi igin iyi biyoadezif
Ozellikli HPMC, kitosan, carbopol ve poloxamer polimerleri kullaniimigtir. HPMC
iceren formulasyonlarin mukoadezyon isi diger polimerlerle hazirlanan
formUlasyonlara gore daha yuksek bulunmustur. HPMC K100M'nin en iyi

mukoadezyon 6zellige sahip oldugu kanitlanmistir. Bu sonuglar, HPMC'nin vajinal
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ilag tasiyici sistemleri icin en uygun mukoadezif polimer olabilecegini desteklemistir
(Tugcu-Demirdz, Acartiirk ve Ozkul, 2015).

Bilensoy ve digerlerinin yaptigi bir galismada klotrimazol (%1), Pluronik F127 (%20)
iceren Carbopol 934 veya HPMC polimeri kullanilarak vajinal hidrojel
formuUlasyonlari hazirlanmigtir.  Klotrimazollin ¢ézunurligund arttirmak igin -
siklodekstrin iceren bir inklizyon kompleksi kullaniimistir. Klotrimazol kompleksinin
hidrojellerden salimi kontrolli olarak uzattigi ve aktif bileseni uzun sureli olarak
saldigl gézlenmigtir. Ayrica, carbopol bazl jellerde ¢okme gozlenirken HPMC bazli
jeller stabil ve homojen kalmistir. Calismanin sonuglari, vajinal ilag tasiyici sistemi
acisindan HPMC bazli hidrojellerin kullaniimasinin uygulama bdlgesinde daha uzun
kalig suresi saglayarak ilacin kontrolli olarak salimi ve yuksek terapotik etkinligini

kanitlamaktadir (Bilensoy ve digerleri, 2006).

Baska bir ¢alismada butokonazol nitrat yukli bir antifungal vajinal stinger farkli
polimerler (kitosan, jelatin, HPMC ve Carbopol 934) kullanilarak liyofilizasyon
yontemi ile hazirlanmistir. ilag salim hizi, mukoadezyon, kalis siresi ve sisme
indeksinin degerlendiriimesi ile en uygun singerin kitosan: HPMC (1. 1)'den
olustugu bulunmustur. Sonug olarak, bu mukoadezif sistemin, piyasada bulunan
diger vajinal dozaj formlarina kiyasla, daha uzun kalis slresi ve daha iyi hasta
uyuncu ozellikleri ile vajinal antifungal tedavide umut verici bir alternatif olabilecegi

gosterilmigtir (Shaker, Ismail, Hamed ve El-Shishtawy, 2018).

Bagka bir calismada vajinal lezyonlarin tedavisi amaciyla, poliakrilik asit, metil
sellloz, karboksi metil selliloz, hidroksi propilseliiloz ve HPMC kullanilarak asiklovir
iceren vajinal biyoadezif tabletler hazirlanmistir. Biyoadezif polimer olarak poliakrilik
asit turevi Carbopol 934 ve HPMC kullanilan tabletlerin, laktik asit ¢ozeltisi ve distile
suda 6 saat boyunca sistigi ve etkin madde saliminin sekiz saatten uzun surdigu

gorulmastir (Geng, Oguzlar ve Guler, 2000).

Carbopol 934-HPMC bazl bir jel formulasyonunun vajinal ilag tasiyici sistemi olarak
uygulanabilirliginin degerlendirildigi bir calismada insan vajinal mukusunu simule
etmek icin vajinal sivi simulani (VFS) kullaniimigtir. Carbopol-HPMC jel sisteminin

ve VES’nin viskozitesi, bir koni ve plaka viskozimetre kullanilarak incelenmigtir.
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Carbopol jelin sigan vajinal membraninin konformasyonel degisiklikleri Gzerindeki
etkisi, diferansiyel tarama kalorimetrisi (DSC) kullanilarak incelenmistir. Sistemin
pH'1 4,0'dan 6,0’a yukseldikge carbopol jelin viskozitesi artmistir. HPMC jelinin
viskozitesi, sistemin pH'sindan bagimsiz olarak degismemistir. Sisteme HPMC
(%0,5-1.5) eklendiginde carbopol jelin viskozitesi 6nemli dlgtide artmistir. Optimal
viskozite degeri (1.5-2.0 p), %1,0-1.5 HPMC varliginda %1,0-1.5 carbopolde (pH
4,0) elde edilmigtir. DSC galismasi, carbopol jelin iyi biyouyumluluk gosterdigini ve
sican vajinal membraninda herhangi bir konformasyonel degisiklige neden
olmadigini gostermistir. Carbopol ve HPMC kombinasyonu ile hazirlanan jel
formUlasyonunun vajinal bir tasiyici ilag sistemi olarak ideal bir formuilasyon oldugu

sonucuna variimistir (Wang ve Lee, 2002).

Baska bir calismada, 1:2 ve 1:3 oranlarinda anason/flukonazol B-siklodekstrin
inkllzyon kompleksleri ile HPMC, poli akrilik asit (PAA) veya sodyum aljinat (SA)
biyoadezif polimerler olarak kullaniimis ve vajinal jel formulasyonlari hazirlanmistir.
Liyofilize jellerin super gdzenekli morfolojisi, dinamik su buhari sogurma olgumleri,
ilagc salim kinetigi calismalari ve bunlarin antimikrobiyal aktiviteleri sunulmaktadir.
HPMC igerigi, su molekllerini emen jel aglari arasindaki etkilesimler nedeniyle
Ozellikle HPMC bazli PAA jellerinin emme ve sogurma davranisini ve jel
formuUlasyonlarinin morfolojisini etkilemistir. Flukonazol/siklodekstrin inklizyon
komplekslerinden flukonazol salimini kontrolli bir sekilde saglamistir ve 43 saat
sonunda en yuksek ilag salim ylzdesi %92 olarak bulunmustur. Vajinal
formUlasyonlar, gram pozitif bakteriler Gzerinde segicilik ve p-siklodekstrin inklizyon
kompleksleri ile gelistiriimis antimikrobiyal aktivite gostermistir. Biyoadezif jel
formUlasyonlarinin, vajinal mantar enfeksiyonlarinin tedavisi i¢in gelecekte topikal

uygulama alternatifi olabilece@i gosterilmigstir (Gafitanu ve digerleri, 2017)

Tugcu Demirdz ve digerlerinin yaptiklari baska bir calismada ise hiperaktif mesane
tedavisinde kullaniimak Uzere oral hemen salinan oksibutin tablete alternatif olarak
vajinal oksibutin igeren uzun etkili jel formulasyonlari geligtiriimistir. Bu amacla
kitosan, HPMC (K100M ve K15M) ve poloxamer ile termosensitif ve mukoadezif jel
formilasyonlari hazirlanmistir. Duslk viskoziteli HPMC K15M ile hazirlanan
formllasyonda, 24 saat sonunda %95 civari ilag salimi gézlemlenmistir. Yiksek
viskoziteli HPMC K100M jelinde ise 24 saat sonunda %76 oraninda ilag salimi
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g6zlemlenmistir. HPMC K100M konsantrasyonunun formilasyonun ilag diflizyon
davranisini etkilemedigi gosterilmistir. Biyoyararlanim ¢alismasinda en yuksek AUC
degeri HPMC igeren vajinal jel formulasyonu ile elde edilmistir. Biyoadezif jellerin,
oksibutininin vajinal uygulamasi i¢in yenilikgi bir vajinal tasiyici sistem olabileceqgi

gosterilmistir (Tugcu-Demirdz, Acartlrk ve Erdogan, 2013).
2.5.2. Esansiyel yaglar ve vajinal ¢galigmalar

Esansiyel yaglar, cesitli bitki kisimlarinin 6zutunden alinan ugucu, aromatik,
konsantre, hidrofobik yagh sivilardir. Temel bilesenleri, monoterpenler,
seskiterpenler ve fenolik biyoaktif bilesiklerdir. Fenolik bilesikler, antimikrobiyal
Ozelliklerden sorumludur. Ugucu yaglarin, temelde biyoaktif bilesiklerin varligindan
oldugu duasunulen antiviral, antifungal, insektisidal, antioksidan ve antimikrobiyal
Ozelliklere sahip oldugu bilinmektedir (Abd Rashed, Rathi, Ahmad Nasir ve Abd
Rahman, 2021). Ugucu yaglar bazi bitkilerde ylksek konsantrasyonda bulunur ve
cesitli bakteri ve mantarlari inhibe ettigi gosterilmistir. Bitkilerden elde edilen
esansiyel yaglarin bircok arastirmada antimikrobiyal ve fungisidal aktiviteye sahip
oldugu gosterildigi icin sentetik antimikrobiyal ajanlara gore guvenli ve dogal
alternatifler olarak kabul edilmektedir (Aguilar-Gonzalez ve digerleri, 2015;

Hasheminejad ve digerleri, 2019; Haba ve digerleri, 2014).

Ucucu yaglar, ABD Gida ve ilac Dairesi tarafindan GRAS (genellikle giivenli olarak
kabul edilir) olarak kategorize edilmistir. Bu nedenle, dusuk toksisiteleri ve biyolojik
Ozellikleri nedeniyle formulasyonlarda ugucu yaglarin kullanimi artmistir (Da Silva
Campelo ve digerleri, 2021; Aguilar-Gonzalez ve digerleri, 2015; Hasheminejad ve
digerleri, 2019). Ucucu vyadlar, aktif maddelerin fiziksel stabilitesini, suda
¢6zUnurligunu ve boylece biyoyararlanimi artirma, buharlasmasini ve toksisitesini
azaltma amaciyla polimerik matrislerle biyoaktif bilegikler olarak formulasyona
katildiklarinda etkili bir terapotik sistem sunarlar (Gafitanu ve digerleri, 2017).
Esansiyel yaglarin formulasyon bilesenleri olarak mikro ve nanoemidilsiyonlar gibi
gelismis nanoyapili tasiyici sistemlerde kullaniimasi ilacin biyoyararlaniminin
gelistiriimesine katkida bulunur. Formulasyonlarda kullanilacak esansiyel yag fazi,
ilaci ¢ézundirme glclne ve sistemin terapdtik amacina gore segilir (Hosny ve
digerleri, 2021).
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Esansiyel yaglarin antifungal ajan olarak potansiyeli bulunmaktadir ve ilag tasiyici
sistemleri gelistiriimektedir. Yuksek oranda monoterpen iceren esansiyel yaglar,
guclu aktivite gostermistir. Lavanta, oregano, karanfil ve kekik gibi esansiyel
yaglarin cesgitli deri hastaliklarina kargi etkili antifungal Ozellikler gosterdigi
kanitlanmigtir. Bazi arastirmacilar, esansiyel yaglarin antifungal ajan olarak
etkinligini daha fazla degerlendirmek icin jel ve merhem gibi yar kati formlarini
gelistirmiglerdir. Yapilan galismalar sonucunda, piyasada satilan antifungal ajanlara
alternatif olarak esansiyal yaglarin ticari uygulamalar igin arastirilmasi gerektiginin
Uzerinde durulmustur. Dolayisiyla topikal antifungal tedavilerinin gelistiriimesi icin
esansiyel yag bazli galismalarin devam etmesinin olduk¢ga onemli oldugu ortaya
koyulmustur (Abd Rashed ve digerleri, 2021; Esmaeili ve digerleri, 2016; Kammoun
ve digerleri, 2021).

Esansiyel yaglarin biyoaktif bilesikler olarak yeni gelistirilen vajinal jel
formUlasyonlarinda polimerik matrislere eklenmesi sonucunda formulasyonun
fiziksel stabilitesi artinlabilir, etkin maddenin suda ¢ézunurligu ve biyoyararlanimi
artinlabilir, yaglarin u¢masi engellenebilir, toksisitesi azaltilabilir ve hastaya

uygulanabilirligi saglanabilir (Gafitanu ve digerleri, 2016).

Karanfil yagi

Karanfil yagi eski zamanlardan beri stimulan, lezzet verici ve antiseptik ajan olarak
aromaterapi ve kozmetikte yaygin olarak kullaniimaktadir (Chee ve Lee, 2007).
Karanfil yagi 6jenol, 6jenen asetat ve b-karyofenilen gibi ana bilesenlere sahip %84-
95 oraninda fenol icermektedir (Ahmad ve digerleri, 2005; Da Silva Campelo ve
aromaticum) olan karanfil esansiyel yagi, Myrtaceae ailesine aittir (De Siqueira ve
digerleri, 2019). Karanfil yaginin antifungal, antiviral, antikanser ve antitimoral
Ozellikleri ve ek olarak, analjezik ve antienflamatuar aktiviteleri literatlirde yapilan
galismalarla bildirilmigtir. Ojenol ana bileseninin yapilan gesitli calismalarla
penetrasyon artirici 6zelligi kanitlanmistir ve emulsiyon bazli jel gibi topikal
formUlasyonlarda penetrasyon artirici olarak ilave edilmigstir (EI-Subaie ve digerleri,
2015; Esmaeili ve digerleri, 2016; Ahmad ve digerleri, 2019; Kammoun ve digerleri,

2021). Karanfil yagi, Asya Ulkelerinde, 6zellikle Hindistan ve diger gelismekte olan
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Ulkelerde deri, agiz, idrar ve vajina yollarinda ortaya ¢ikan mantar enfeksiyonlarini
tedavi etmek igin geleneksel tipta kullaniimistir (Khan ve Ahmad, 2012). Karanfil
yagi bircok bakteriyel ve fungal patojene kargi guclu antimikrobiyal aktivite
gOstermektedir. Karanfil esansiyel yagi, mantarlarin hicre zarlarn ile etkilesimi
sonucu temel elementlerinin sizmasina neden olur ve fungisidal etki gosterir (Lee
ve digerleri, 2007). Karanfil yaginin dogrudan veya formule edilerek uygulanmasinin
Aspergillus parasitica, C. albicans ve Cryptococcus neoformans'a karsi etkili oldugu
cesitli calismalarla kanitlanmigtir (Chee ve Lee 2007; Da Silva Campelo ve digerleri,
2021; Shetty, Jose, Kumar ve Charyulu, 2019; Hasheminejad ve digerleri, 2019).

Klinik kullanimda olan fungisit ajanlara karsi direng gelisimi, bu mantarlarin tedavisi
igin yenilikgi formulasyonlari gelistirme ihtiyaci dogurmustur. Karanfil yagi literattrde
analjezik, antiinflamatuar, antioksidan ve antifungal 6zellikleri olan bir yag olarak
gosterilmistir. Karanfil yaginin C. albicans ve C. glabrata'ya karsi kanitlanmis
antifungal aktivitesi nedeniyle mantar enfeksiyonlarin tedavisinde geleneksel
ajanlarin yan etkilerinden kurtulmak ve yenilik¢i formulasyonlar gelistirmek amaciyla
fungusidal ajanlara uygun bir alternatif bilesik olarak belirtiimigtir (Kumar ve digerleri,
2012; Yassin, Mostafa ve Al-Askar, 2020; De Siqueira ve digerleri, 2019).

Ojenol, topikal uygulamasinda toksik etki gdstermektedir. Bu nedenle, kutanoz
uygulama Uzerindeki toksisite etkisinin Ustesinden gelmek icin toksik etkisi azaltiimig
uygun bir formualasyon gelistiriimesi  Onerilmistir.  Karanfil yagdr igeren
formuUlasyonlarin hazirlanabilmesi icin emdulsiyonlar, lipozomlar  ve
nanoemulsiyonlar gibi uygun ilag sekilleri tercih edilmelidir (De Siqueira ve digerleri,
2019; Kheawfu, Pikulkaew, Rades, Millertz ve Okonogi, 2018; Kammoun ve
digerleri, 2021).

Yapilan in vitro ve in vivo calismalar ile karanfil ugucu yagin vulvovajinal
kandidiyazis tedavisinde antifungal etkinligi kanitlanmistir ve vajinal kullaniminda
glvenli oldugu gosterilmistir (Ahmad ve digerleri, 2005; Murina, Vicariotto ve
Francesco, 2018; Pinto, Vale-Silva, Cavaleiro ve Salgueiro, 2009; F. Chami, N.
Chami, Bennis, Trouillas ve Remmal, 2004; Khan ve Ahmad, 2012; Yassin ve
digerleri, 2020).
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Ahmad ve digerlerinin yaptigi bir calismada vajinal kandidiyazis tedavisinde karanfil
yagdinin etkisi in vivo olarak fare kandidiyaz modelinde incelenmistir ve piyasada
bulunan antifungal ajan nistatin ile kargilastiriimistir. Sonuglar topikal tedavinin hem
nistatin hem de karanfil yagi formulasyonlari i¢in subkutan tedaviden daha etkili
oldugunu acgikga gostermektedir. Karanfil yaginin vajinal yolla uygulanmasindan 14
gln sonra, tedavi edilen hayvanlarda mantar enfeksiyonun tamamen ortadan
kaldirdigi ve basarili oldugu bulunmustur. Calismanin sonuglari karanfil yaginin,
yapilan in vitro ve in vivo testlerde vajinal mantar enfeksiyonu uzerine guglu

antifungal etkinlige sahip oldugunu géstermistir (Ahmad ve digerleri, 2005).

Pinto ve digerlerinin yapti§i bir calismada karanfilde bulunan bilesiklerin etkisi ve
karanfil ugucu yaginin hicresel fonksiyonlarin korunmasindan sorumlu ergosterol
gibi mantar hicre zarinin belirli bilesenleri Gzerindeki antifungal aktivitesi C. albicans
suslarinda degerlendirilmistir. Alt inhibitdr konsantrasyonlarda treyen C. albicans
suslari, kontrol grubuna kiyasla membranlarinda daha dusuk miktarlarda ergosterol
gostermigtir. Calismanin sonuglarina goére karanfil yag: ve 6jenol, C. albicans
ergosterol biyosentezini kayda deger bir bicimde engellemektedir. Sonug olarak bu
calisma, karanfil yagi ve 6jenolln flukonazole direngli suslar da dahil olmak UGzere
klinik olarak ilgili mantarlara kargi 6nemli antifungal aktiviteye sahip oldugunu ve
antifungal tedavide klinik kullaniminin arastirilmasi gerektigini savunmaktadir.
Karanfil yaginin antifungal aktivitesi degerlendirildiginde, vulvovajinal kandidiyazis
gibi mukokutandz hastaliklarin  klinik tedavisinde etkili bir ajan olarak

kullanilabilecegi gosterilmistir (Pinto ve digerleri, 2009).

Da Silva Campelo ve digerlerinin yaptigi bir calismanin amaci, vajinal kandidiyazisin
tedavisi igin karanfil ugucu yagi igeren yeni bir yari kati farmasotik form formule
etmektir. Nanoemulsifiye bir sistemde polisakkarit bazli yenilikgi bir emuljel
formuUlasyonu gelistiriimistir. Nanoemdlsiyonlar, 30 mV'den ylksek zeta potansiyeli
degerleri ve 198.8 ile 321.0 nm arasinda hidrodinamik ¢ap ve orta derecede
polidispersite ile mukemmel koloidal stabilite ve vajinal kullanim igin yeterli pH
degerleri gostermistir. Nanoemdlsiyonda karanfil ugucu yagdinin kapsulleme
verimliliginin  %99'dan fazla oldugu kanitlanmistir. Karboksi metilseliloz bazli
emuljel formdlasyonu aljinat bazli formllasyona goére, C. albicans’a kargi daha

yuksek bir inhibitdér etki goéstermistir. Bunun nedeni karboksi metilseliloz bazli
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emuljel formulasyonlarinin daha ylksek ugucu yag igerigine sahip olmasidir.
Emuljel reolojik olarak pseudoplastik tipte, newtonian olmayan bir davranis
sergilemistir. Yapilan ¢alisma ile karanfil ugucu yagin, oda sicakliginda ugucu hale
gelmesi, dusuk ¢dzunurligu ve dusuk viskoziteleri gibi sorunlarinin Ustesinden
gelinmistir ve vajinal ilag tasiyici sistem olarak emuljeller basarih bir sekilde
gelistiriimigtir. Antioksidan ve antifungal aktivitenin sonugclarina goére, karanfil ugucu
yagi ile hazirlanan nanoemdlsifiye sistemin vajinal kandidiyazisin tedavisi icin

etkinligi kanitlanmistir (Da Silva Campelo ve digerleri, 2021).

Yassin ve digerleri yapti§i calismada hamile kadinlarda kandidal vajinit tedavisinde
yeni ve guvenli dogal bir terapotik ajan bulmayr amacglamiglardir. Bu amacgila,
Syzygium aromaticum ekstraktlarinin C. albicans, C. glabrata'ya karsi disk difizyon
yontemi ile antifungal aktivitesi ve insan karaciger hicre hattina kargsi farkh karanfil
ekstraktlarinin sitotoksisitesi degerlendirilmistir. Karanfil ugucu yagi bilesenleri,
kandidal vajinite neden olan en yaygin ve baskin suglara kargi yuksek oranda
antifungal etkinlik gostermistir. Ayrica, sonuglar karanfil ekstraktinin terbinafin
(kontrol) ile karsilastirildiginda yuksek bir potensi oldugunu gostermistir. Wistar
siganlarinin, vicut ve organ agirliklarinda, oftalmik incelemelerinde, hematolojide
ve klinik biyokimya degerlerinde toksikolojik degisikliklerin olmadidi saptanmistir.
Sonug¢ olarak, karanfil yaginin dislik konsantrasyonlarda ylksek antifungal
aktivitesi ile dogal, guvenli ve etkili bir antifungal ajan olarak hamile kadinlarda
kandidal vajinit tedavisinde kullanilabilecedi kanitlanmistir (Yassin ve digerleri,
2020).

Khan ve Ahmad yaptiklari ¢alismada, limon otu ve karanfil yagi ugucu yaglarinin,
C. albicans'in gugli biyofilm olusturan suslarina karsi antifungal aktivitesini
incelemiglerdir. Etkili antifungal aktivitesi, bu yaglarin C. albicans biyofilmlerinin
amfoterisin B ve flukonazole karsi gosterdigi direng mekanizmalarina karsi etkili
olmustur. Bu g¢alisma, Candida turlerinin biyofilm blylUmesine bagli ortaya ¢ikan
oral, vajinal ve idrar yolu aftlari gibi mukokutandz enfeksiyonlarda karanfil ve limon
otu ugucu yaglarinin etkin bir tedavi olabilecegini kanitlamigtir (Khan ve Ahmad,
2012).
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Chami ve digerleri yaptigi in vivo ¢calismada kekik ve karanfil ugucu yaglarinin temel
fenolik bilesenleri olan karvakrol ve 6jenolin vajinal kandidiyazisin profilaksi ve
tedavisinde etkinligini degerlendirmiglerdir. Mikrobiyolojik ve histolojik tekniklerle
antikandidal aktivite icin analiz edilmistir. Ojenoliin, enfekte olmus siganlarin
vajinalarindaki C. albicans koloni sayisini agilamadan 10 giin sonra %98,9 oraninda
azalttigi saptanmigtir. Histolojik olarak, tedavi edilen tUm sigcanlarda vajina
[imeninde Candida suslarina rastlanmamistir. Sonug olarak karvakrol ve 6jenol ana
bilesiklerinin, vajinal kandidiyazis tedavisinde ve profilaksisinde kullaniimak Gzere
yeni nesil etkili ve dogal antifungal ajanlar olabilecegi kanitlanmistir (Chami ve
digerleri, 2004).

Sosto ve digerlerinin yaptigi bir calismada, timol ve 6jenol esansiyel yaglarinin ile
yapilan vajinal dusun klinik aktivitesinin, VVC’de ekonazol veya metronidazol gibi
standart bir referans ila¢ tedavisi kadar etkili olup olmadigini test etmeyi
amaclamistir. Bu calisma, antienflamatuar, antibakteriyel ve antimikotik aktiviteye
sahip dogal aktif maddelere dayali bir vajinal dusun, bakteriyel vajinozis ve
kandidiyazisde patentli ilaclar kadar etkili olabilecegini guvenilir bir sekilde ortaya

koymustur (Sosto, Benvenuti ve Group, 2011).

Kammoun ve digerleri yaptigi bir calismada, VZ'nin etkinligini arttirmak amaciyla
vorikonazol ve karanfil yagi tasiyan nano-transferozomlar hazirlanmis ve bir jel
formUkasyonuna elenerek intra nazal penetrasyonun artiriimasi amaclanmistir.
Vorikonazolin ¢o6zunurlugu artirilarak ilag tasiyici sistemlerindeki biyoyararlanim
probleminin Ustesinden gelinmis ve nefrotoksik yan etkileri, antioksidan aktiviteye
sahip olan karanfil yaginin eklenmesiyle azaltilmistir. Ayrica antifungal aktivitesi
guglendirilmistir.  Sonu¢ olarak, vorikonazol ve karanfil yagr tasiyan nano-
transferozomlar ile yUklu jel, gelismis antifungal 6zelliklere sahip etkili yeni bir ilag

tasiyici sistem olarak kabul edilmistir (Kammoun ve digerleri, 2021).

Lavanta yag|

Lavandula cinsinin Gyelerinden damitilan ugucu yaglar hem kozmetik hem de
terapotik olarak yuzyillardir kullaniimaktadir ve en yaygin olarak kullanilan turler L.

angustifolia, L. latifolia, L. stoechas ve L. intermedia'dir. Lavanta yagi igin
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arastirmalar sonucunda antibakteriyel, antifungal, gaz giderici, diz kas gevsetici,
yatistirici, antidepresan, yanik ve bocek isiriklarinda etkili oldugu gosterilmistir
(Cavanagh ve Wilkinson, 2002). Lavandula binaludensis (L. binaludensis),
Lamiaceae familyasina aittir. Bu bitkinin ugucu yagi genellikle aromaterapide
gevsetici, gaz giderici ve yatistirici olarak kullaniimaktadir (Minooeianhaghighi,
Sepehrian ve Shokri, 2016).

Lavandula turleri, ¢ogunlukla Akdeniz bdlgesinde bulunmaktadir ve belirgin
terapotik ozelliklere sahiptir (Blazekovic, Stanic, Pepeljnjak ve Vladimir-Knezevic,
2011). Lavandula turleri o6zellikle parfimeri, ilag, kozmetik, gida isleme ve
aromaterapi amaciyla eski zamanlardan beri kullaniimaktadir (Zuzarte ve digerleri,
2009; Zuzarte ve digerleri, 2012a). Lavandula angustifolia kimyasal bilesiminde
major olarak linalil asetat, linalool ve terpinen-4-ol bulunmaktadir (De Rapper,
Kamatou, Viljoen ve Van Vuuren, 2013; Haba ve digerleri, 2014). Geleneksel olarak
soguk alginligi, bas agrisi ve migren tedavisinde kullaniimaktadir (Zuzarte ve
digerleri, 2012a). Lavanta esansiyel yagi antibakteriyel 6zelligi ile gida kalitesini
artirmak ve raf Oomrunud uzatmak igin kullaniimaktadir. Ayrica depresyon ve
uykusuzluk dahil olmak Gzere ¢esitli nérolojik bozukluklarin tedavisinde etkili oldugu
da gosterilmistir (Deng, J. Chen ve W. Chen, 2020). Lavanta yagdinin biyolojik
aktiviteleri arasinda anti-spazmodik, herbisidal, insektisidal, antioksidan,
antibakteriyel ve antifungal aktivite yer almaktadir (Moon, Cavangh ve Wilkinson,
2007; Czerwinska ve Szparaga, 2015; Zuzarte ve digerleri, 2011; Zuzarte ve
digerleri, 2012b). Antifungal aktivitesi pek ¢ok farkli calismada incelenmis ve mantar
enfeksiyonlarina karsi etkili olabilecegi gosterilmistir. Lavanta yagi, flukonazole
direngli suslara karsi aktiftir ve bu durum antifungal etki mekanizmasinin
azollerinkinden farkli oldugunu dusundurmektedir (Minooeianhaghighi ve digerleri,
2016).

Behmanesh ve digerlerinin yaptigi c¢aligmada lavanta esansiyel yagr ve
klotrimazolUn vajinal kandidiyazisinden izole edilen C. albicans Uzerindeki in vitro
etkisi degerlendirilmigtir. Sonuglar, lavantanin antifungal aktivitesini kanitlamistir ve
bir antifungal ajan olarak kullanilabilecedini gdstermektedir (Behmanesh ve
digerleri, 2015).
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Haba ve digerlerinin yaptigi bir ¢calismada, ugucu yag bilesiminin ve emdlsiyon
formUlasyonunun C. albicans’a karsi antifungal etkinligi incelenmistir. Ramnolipid
karisimi ve lavanta ugucu yagini iceren emiilsiyonlar hazirlanmigtir. Ucli faz
diyagramlari, ugucu yaga bagh olarak degisen emdulsiyon stabilitesini
degerlendirmek icin tasarlanmigtir. Ugucu yaglarin ve emdulsiyonlarin in vitro
antifungal aktivitesi degerlendirilmistir. Emulsifikasyon ile ugucu yaglarin tek basina
gosterdigi C. albicans'a kargi antifungal aktivitesini arttirmigtir. Hazirlanan
emulsiyon formulasyonlari, esansiyel yag bazl sistemlerinin gelistiriimesinde etkili

olabilecegini kanitlamistir (Haba ve digerleri, 2014).

Dauria ve digerleri yaptigi calismada Lavanta yagi ve ana bilesenleri olan linalool
ve linalil asetat bilesenlerinin antifungal aktivitesini, C. albicans (28 orofaringeal sus,
22 vajinal sug) suslarina ve 50 klinik izolatina karsi analiz etmislerdir. Buyume
inhibisyonu, inhibisyon suresi ve germ tlpd olusumunun inhibisyonu incelenmistir.
Lavanta yagi, C. albicans buylimesini inhibe etmistir. Linalool, ugucu yagdan daha
etkili bulunmustur ve linalil asetat etkisiz bulunmustur. Lavanta yagi (%2) 15 dakika
icinde C. albicans hucrelerinin %100'Unu inhibe etmigtir. Linalool ise (%0,5) 30
saniye icinde hucrelerin %100'Gn0 inhibe etmigtir. Ugucu yagd, ana bilesenler
(linalool igin %0.11 ve linalil asetat igin %0.08) germ tlpl olugsumunu inhibe etmigtir.
Lavanta yagi, C. albicans suslarina kargi hem fungistatik hem de fungisidal aktivite
sergilemistir. Daha dusuk konsantrasyonlarda, C. albicans dimorfizmine kargsi etkili
oldugunu ve bodylece mantar ilerlemesini ve konakg¢l dokularda enfeksiyonun
yayllmasini azaltabilecedini gdsteren, germ tipu olusumunu inhibe etmistir (D'auria
ve digerleri, 2005).

Badr ve digerleri yaptidi1 calismada lavanta yagi, kamfen ve terpinil gibi monoterpen
bilesenler ile lavanta yagi kullanillarak hazirlanan nanoemdulsiyonlarda
karsilastirmali calismalar yapilmistir. Bu ¢alismalar arasinda stabilite, antimikrobiyal
ve antioksidan etkinlik, C. albicans karsi antifungal aktivite testi vardir. Antifungal
analiz verilerine gore lavanta yagi nanoemdulsiyonu, C. albicans'a karsi en ylksek
inhibitor etki gostermistir. Nanoemdulsiyonlarin aspergillus ve C. albicans olmak
Uzere tum mantarlara karsi saf lavanta yagi ve monoterpen bilesenlerinden daha

etkili oldugu bulunmustur. Bu galisma, antimikrobiyaller ve antioksidanlar olarak
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bakteri, mantar ve mayanin neden oldugu enfeksiyonlara karsi lavanta yaginin

kullanimini kanitlamistir (Badr, Badawy ve Taktak, 2021).

Bagka bir ¢alismada lavanta yaginin C. albicans izolatlarina kargi etkinligi analiz
edilmistir ve flukonazol ile kiyaslanmistir. MIC degerleri, flukonazolun MIC
degerlerine kiyasla ¢ok daha ylksek bulunmustur. Sonug olarak, lavanta ugucu
yagdinin ana bileseni terpinen vajinal C. albicans izolatlarina karsi iyi bir antifungal
aktiviteye sahip oldugu gosterilmigtir. VVC'nin tedavisi sistemik antifungal ajanlara
dayanmasina ragmen, VVC'li kadinlarda ugucu yaglarin topikal ajanlar olarak
uygulanmasini de@erlendirmek icin daha fazla calismaya &nclu olmustur

(Minooeianhaghighi ve digerleri, 2016).

Vakilian ve digerlerinin yaptigi bir galismada Lavandula'nin epizyotomi iyilesmesi
uzerindeki etkilerini degerlendirilmistir. Normal vajinal dogumun ardindan perineal
iyilesme icin lavanta yagi ve plasebo kullanan 635 kadin ile klinik bir aragtirma
yapiimigtir. Bu ¢alismada, lavanta yagi kullanan kadinlarda ortalama rahatsizlik
puani daha dusiik bulunmustur. Onemli bir yan etki gézlenmemistir. Lavanta yagi
kullanan hasta grubunda agri durumu daha dusuk goézlenmistir ve deneklerin bir
kisminda da ek analjezik kullanimini azaltmistir (Vakilian, Atarha, Bekhradi ve
Chaman, 2011).

Baska bir calismada lavanta esansiyel yagi once su iginde yag emdulsiyonlarina
yuklenmistir ve daha sonra hidrojelde kapsullenmistir. Sonuglar, hidrojel
partikillerinin hem saklama sirasinda hem de kullanim zamaninda lavanta
esansiyal yagin stabilitesini gelistirdigini ve lavanta yaginin salimini da geciktirdigini
gOstermistir. Bu c¢alisma, ucgucu yaglarin kontrolld salimi ig¢in hidrojellerin

uygulamasini gostermektedir (Deng ve digerleri, 2020).

Lavanta esansiyel yaginin yara iyilesmesinde etkili oldugu da bulunmustur. Lavanta
esansiyel yagl ve meyan kokl 6zu iceren nanoemulsiyon formulasyonu, sicanlarda
eksizyonel yara modeline yonelik gelecek vaadeden bir yara iyilestirme potansiyelini

kanitlamistir (Kazemi ve digerleri, 2020).
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Oleik asit

Doymamis yag asitleri ve turevleri ilag, gida ve kozmetik endustrilerinde yaygin
olarak kullaniimaktadir. Oleik asit (cis-9-oktadekenoik asit) dogada en ¢ok bulunan

doymamigs yag asididir (Kaneko, Yamazaki, Kitagawa ve Kikyo, 1997).

Oleik asit, bircok bitkisel ve hayvansal yagda esterlenmis halde bulunabilen
doymamis bir yag asididir. Oleik asit, formUlasyonlarda yardimci ylzey aktif madde
olarak rol oynar. Ayrica, oleik asit ve kolesterol gibi yagli bilegenlerin kullanimi, sivi

kristallerden ila¢ saliminin kontrolinU de saglar (De Araujo ve digerleri, 2019).

Oleik asit, mikroemdulsiyonlarda ve cesitli topikal ila¢ sekillerinde ya§ fazi olarak
penetrasyon artirici etkisi ile en sik kullanilan yag asididir (Kumar ve Sinha, 2014;
El-Hadidy, Ibrahim, Mohamed ve EI-Milligi, 2012; Raju ve digerleri, 2017; Ashara ve
digerleri, 2017). Yapilan aragtirmalar jel yapici madde olarak kullanildiginda oleik
asidin tek basina bir organojel yapici ajan olarak islev géremedigini, ancak sodyum
oleat ile kombinasyon halinde kararli bir jel olusturulabilecegini gostermistir
(Nikiforidis, Gilbert ve Scholten, 2015; Cornet, Campo, Martinez-Sanz, Scholten ve
Gilbert, 2021).

Cerqueira ve digerleri yaptiklari calismada, reolojik analiz ile yag ve jel yapici madde
yapisinin  organojellerin  Ozellikleri ~ Uzerindeki  etkisini  degerlendirmeyi
amaclamaktadir. Kullanilan jel yapici maddeler (gliseril tristearat-GT; sorbitan
tristearat-ST; sorbitan monostearat-SM ve gliseril monostearat-GM) orta zincirli
trigliserit ve yuksek oleik aygicegi (sirasiyla MCT ve LCT) yagi fazlarinda analiz
edilmistir. Yag fazi ve jel yapici madde farkl konsantrasyonlarda (5, 10, 15, 20 ve
%25) 80 °C'de 30 dakika karistirilarak organojeller hazirlanmistir. Jel yapici madde
konsantrasyonunun artmasiyla degisen kristal yapi, organojellerin reolojik
Ozelliklerinin degismesine neden olmustur. Sonuglar, yag tipinin (yani orta ve uzun
zincirli trigliserit) ve hidrofilik jel yapici maddenin (yani sorbitana karsi gliseril)
organojellerin fiziksel Ozellikleri Uzerinde etki yaptigini, ancak monostearat
varhdinin daha gugli organojellerin olusumunu sagladidini ortaya koymustur

(Cerqueira ve digerleri, 2017).
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De Araujo ve digerleri yaptigi1 calismada vajinal dozaj formlarinin birgok farmakolojik
tedavinin etkinligini engelleyen vajinal sivinin etkisiyle vajinal mukozada kalis
surelerinin duguk olmasi sorununun Ustesinden gelmek icin, %30 oleik asit ve
kolesterol (7:1), %40 setil alkol ve %16 Poloxamer 407 dispersiyonu ile in situ jel
formUlasyonu geligtiriimigtir. Reolojik c¢alismalar, doku profili analizi (TPA),
mukoadezyon c¢alismasi, ila¢g modeli olarak hiperisin in vitro ila¢ salim testi ve
sitotoksisite testi yapiimistir. Vajinal uygulama igin uygun reolojik davranis ve TPA
ve mukoadezyon deneyleri, formulasyonun vajinal mukoza Uzerinde kalig sUresinin
uzadigini kanitlamigtir. Hazirlanan formalasyon surekli salim profili sergilemistir.
Sonug olarak, tim formulasyonlarin glvenli vajinal ilag tasiyici sistemler olarak

kullanilabilecegi gosterilmistir (De Araujo ve digerleri, 2019).

Cornet ve digerleri yaptigi calismada, mikro ve nano dlgekte jel kuvveti ile yapi
arasindaki iligkiyi degerlendirmek amaciyla, jellestirici maddeler olarak oleik asit ve
sodyum oleat karisimlari kullanilarak trigliserit yaginda (aygicedi, zeytin, orta zincirli
trigliserit) organojel formulasyonlari hazirlamiglardir. Mikroskopi, artan sodyum
oleat igerigi ile jellerin kristal boyutunda bir azalma oldugunu sergilemigtir. Jel glicu
sodyum oleat konsantrasyonu ile artmistir, ancak sabit bir sodyum oleat
konsantrasyonunda oleik asit ilavesiyle azalmistir ve ters misel yapilarinin varhgina
neden olmustur. OA'nin jel gucl Uzerindeki olumsuz etkisinin, SO2'nin OA
tarafindan kismen c¢6zilmesinden kaynaklandigini dastunulmastur (Cornet ve
digerleri, 2021).

Takalkar ve Desai yaptiklari ¢calismada, oleik asit ve laktik asit kullanilarak uygun
zeta potansiyelde flukonazol nanolipid dispersiyonlari gelistiriimis ve stabil
nanotasiyicilar elde etmiglerdir. Nanolipid dispersiyonlara ilave edilmek Uzere
mukoadezif polimer olarak carbopol 974P kullanilarak vajinal jel etkin bir sekilde
hazirlanmistir. Flukonazolln optimize edilmis mukoadezif vajinal jeli, in vitro salim
calismalarinda 8 saate kadar surekli ilag salimini gostermistir. Domuz vajinal
mukozasi yoluyla yapilan ex vivo permeabilite c¢alismalar, lokal vajinal
enfeksiyonlarin tedavisinde yeterli etkinlikte doku birikimi sergilemistir. Disi Wistar
sicanlarinda yapilan hayvan calismalari, dokunun histopatolojik incelenmesi
sonucunda herhangi bir vajinal mukozal tahrig gézlenmemistir. Stabilite calismalari,

geligtiriimis jelin hizlandiriimis kosullarda 3 ay boyunca stabil oldugunu ortaya
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koymustur. Sonug olarak, flukonazol igeren nanolipid dispersiyonunu tasiyan jel,
vulvovajinal kandidiyazis tedavisinde vajinal uygulama igin, azaltiimis sistemik yan
etkileri nedeniyle lokal etki icin kullanilabilecegi kanitlanmigtir (Takalkar ve Desali,
2018).

2.6. Kullanilan Etkin Maddenin Ozellikleri

Tez ¢alismamizda etkin madde olarak gelismis antifungal aktiviteye sahip bir flukonazol

tarevi olan ikinci kugak triazol bir antifungal ajan olan vorikonazol kullaniimigtir.

2.6.1. Etkin maddenin farmakolojik 6zellikleri

Etki mekanizmasi

VZ etki mekanizmasi, mantar hucre zarinin temel bilesenlerinden olan ergosterolun
biyosentezinde lanosterolin ergosterole donigsmesinden sorumlu sitokrom P-450
enzimlerinden biri olan 14-a-sterol demetilazin inhibe edilmesi seklindedir. Boylece
lanosterolin mantar hucre zari temel bileseni olan ergosterole donusumunu
engelleyerek ergosterol tUkenmesine ve metillenmig sterollerin birikkmesine sebep
olur (Saravolatz, Johnson ve Kauffman, 2003; Donnelly ve De Pauw, 2004; Pearson
Rogers, Cleary ve Chapman, 2003; Sandherr ve Maschmeyer, 2011).

Etki mekanizmasi yoluyla ergosterollerin tukenmesi ve metil sterollerin hiicre zari iginde
birikmesi, ilgili tire ve antifungal bilesige bagli olarak mantar hicresi biyimesinin
inhibisyonu veya élumuyle sonuglanmaktadir. Triazoller genellikle fungistatiktir, yani
mantar hilcre buyumesini inhibe eder, itrakonazol ve VZ Aspergillus turlerine karsi
fungisidaldir (Murphy, Bernard, Ishimaru ve Armstrong, 1997; Lass-Florl, 2011).
Vorikonazolln, insan metabolizmasi ve biyosentezi Gizerinde etkisi olmamakla birlikte

mayalara karsi fungistatik ve kuflere karsi fungisidaldir (Mikulska ve digerleri, 2012).

Etki spektrumu ve kullanildigi preparatlar

Vorikonazol, genellikle lokal ve sistemik ciddi mantar enfeksiyonlarini tedavi etmek
icin kullanilan triazol grubu antifungal bir ajandir. Vorikonazol, Candida,

Cryptococcus, Aspergillus ve Histoplasma tirleri de dahil olmak tGzere birgok firsatgi
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mantar patojenine karsi genis bir antifungal aktivite spektrumuna sahip olan bir
flukonazol turevidir (N. U. Okur, Yozgatl, M. E. Okur, Yoltas ve Siafaka, 2019;
Dupuis, Tournier, Moal ve Venisse, 2009; Deshkar ve Palve, 2019; Purkins ve
digerleri, 2003; Murphy ve digerleri, 1997). Scedosporium ve Fusarium turlerine de
etkilidir (Purkins ve digerleri, 2003).

EMA (Avrupa ilag Ajansi) tarafindan 2002 yilinda invazif aspergilozis, nétropenik
olmayan hastalardaki Candida’nin sistemik enfeksiyonlarinda, Candida krusei dahil
flukonazole direngli ciddi invazif Candida enfeksiyonlarinda, Scedosporium ve
Fusarium turlerinin sebep oldugu ciddi mantar enfeksiyonlarinda kullaniimak tzere
onaylanmistir. 17 Mayis 2002 tarihinde ise akut invazif aspergilloz tedavisi ve
Scedosporium apiospermum ile Fusarium turlerinin neden oldugu ciddi mantar
enfeksiyonlari tedavilerinde kullanilmak amaciyla FDA (Amerikan Gida ve llag
idaresi) tarafindan onaylanmistir (Girmenia, 2009; Ascioglu ve Chan, 2014;
Pearson ve digerleri, 2003). Pfizer tarafindan 2002 yilinda VFEND olarak piyasaya
surdlmustur (Schulz, Kluwe, Mikus, Michelet ve Kloft, 2019).

Triazol antifungal bir ajan olan VZ'nin oral, parenteral (IV) ve okuler formulasyonlari
gelistiriimigtir. Oral tablet, oral stispansiyon ve intraven6z enjeksiyonluk preparatlari
ciddi mantar enfeksiyonlari i¢in piyasada bulunmaktadir ve patentlidir (Ascioglu ve
Chan, 2014; Pearson ve digerleri, 2003; Purkins ve digerleri, 2003). Piyasada
mevcut olan VZ igeren Urunler 2002 yilindan beri okller mantar enfeksiyonlari igin
kullaniimaktadir (Arikan ve digerleri, 2018). Hem topikal hem de sistemik olarak g6z
ile ilgili birgok mantar enfeksiyonunu tedavi etmek icin ilk basamak tedavisi olarak
kullanilir. Bununla birlikte, VZ g6z damlasi preparati Glkemizde ticari olarak mevcut

degildir (Arikan ve digerleri, 2018; Dupuis ve digerleri, 2009).

Cizelge 2.1. Piyasada patentli vorikonazol iceren preparatlar

Miistahzar | Dozaj Sekli Firma adi
VFEND® IV 200 mg infizyon ¢ozeltisi icin toz iceren flakon Pfizer
VFEND® 40 mg/ml oral slspansiyon icin toz Pfizer
VFEND® 50 mg film kaph tablet Pfizer
VFEND® 200 mg film kapl tablet Pfizer
VOZOLE ® | 30 mg g6z damlasi igeren liyofilize toz flakon Aurolab

Vorikonazol iceren piyasada patentli preparatlar Cizelge 2.1’de verilmektedir.
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Vorikonazolin vajinal mukozada Candida glabrata'’nin neden oldugu kronik
vulvovajinal kandidiyazis tedavisinde etkinligi gesitli preklinik ve klinik ¢aligmalarla
iyi bir sekilde ispatlanmigtir fakat piyasada patentli vajinal ticari preparati

bulunmamaktadir (Deshkar ve Palve, 2019).

2.6.2. Etkin Maddenin fizikokimyasal 6zellikleri

Kimyasal yapi

Vorikonazol, flukonazolln yapisindan bir triazol pargasinin bir floropirimidin grubu
ile yer degistirmesi ve alfa metilasyonu ile elde edilir (Perea ve digerleri, 2000).
Vorikonazol kimyasal olarak [(2R, 3S) -2- (2,4-diflorofenil) -3- (5-floropirimidin-4-il) -
1- (1H-1,2,4-triazol-1-il) butan-2 -ol)] seklinde adlandirilir (Siafaka ve digerleri, 2016;
Okur, Cagdlar ve Yozgatli, 2016; Schulz ve digerleri, 2019). Vorikonazolun kimyasal
yapisi Sekil 2.4’te gosterilmigtir (Tang ve Wang, 2018).

Sekil 2.4. Vorikonazolin kimyasal yapisi (Okur ve digerleri, 2016)

Ampirik formull CieH14F3NsO (Bkz. Sekil 2.4) ve molekdl agirhgr 349.3 g/mol olan bir
etkin maddedir. Suda ¢6zUnurligu dusuk olan VZ, Biyofarmasoétik Siniflandirma Sistemi
(BCS) sinif Il antifungal ilactir (Siafaka ve digerleri, 2016; Okur ve digerleri, 2016; Ashara
ve digerleri, 2017). Log P 1,8 deg@erine sahip lipofilik (pKa: 1.76) bir molekuldir (Cizelge
2.1). Vorikonazol beyaz renkli toz seklinde bir etkin maddedir (FDA, 2019). Vorikonazolin

fizikokimyasal 6zellikleri Cizelge 2.2°de verilmektedir.
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Cizelge 2.2. Vorikonazol'un fizikokimyasal 6zellikleri

Ozellikler Referans
Ampirik Formiil | Ci6H14F3NsO (Okur ve digerleri, 2016),
Molekiil Agirhgi | 349,3 g/mol (Okur ve digerleri, 2016;
Krishna ve digerleri, 2017)
Cozunurluk Metanol, etanol ve asetonda | (Mori ve digerleri, 2017

serbestce ¢ozlinmektedir. Suda | PubChem, 2019; Drugbank,
pratikte ¢dézinmemektedir (0,0978 | 2020)

mg/mL).
Erime noktasi 127-130 °C (PubChem, 2019)
Log P 1,8 (Qi ve digerleri, 2017; Schulz,
2019; Drugbank, 2020)
pKa (Guigla | 1,76 (Qi ve digerleri, 2017; Schulz,
Bazik) 2019)

2.6.3. Etkin maddenin farmakokinetik ozellikleri

Absorpsiyon

Vorikonazol lineer olmayan farmakokinetige sahiptir ve doz-cevap iliskisi
degiskenlik gostermektedir. Terapotik indeksi dar olup, serum konsantrasyonlari
cesitli  faktorlerle birlikte ilag-ilag etkilesimlerinden etkilenir (Sandherr ve
Maschmeyer, 2011).

Vorikonazol oral veya intravendz infuzyon seklinde uygulanmaktadir. Oral VZ, dozaj
rejimine bagh olarak 5-7 gunlik coklu oral uygulamalardan sonra sabit kan
konsantrasyonlarina ulagir. Kararli kalma suresi bir yukleme dozu ile baglayarak 1-
2 gune kadar azaltilabilir. Calismalar, ilacin hem intravendz hem de oral uygulamasi
icin plazma konsantrasyon zaman egrisi altindaki alan (AUC) ve maximum plazma
konsantrasyonu (cmax) lineer olmayan farmakokinetigi gostermistir (Sandherr ve
Maschmeyer, 2011).

Vorikonazol metabolizmasinda rol oynayan sitokrom P450 (CYP) izoenzimlerinin
genetik polimorfizmlerine bagh olarak plazma konsantrasyonunda ve sistemik
maruziyette degiskenlik gostermektedir (Wang ve digerleri, 2015; Sandherr ve
Maschmeyer, 2011). Yapilan c¢alismalarda VZ farmakokinetik parametrelerinin
bireyler arasi degigskenligine sitokrom P450 enzim indlkleyicilerinin  veya
inhibitorlerinin birlikte kullanimi, hastalar arasindaki karaciger fonksiyonundaki ve

beslenmedeki farkhliklarin sebep oldugu bulunmustur (Wang ve digerleri, 2015).
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Vorikonazol, CYP450 izoenzimleri igcin bir substrat oldugundan, c¢oklu ilag-ilag
etkilesimleri s6z konusudur. Ozellikle, CYP2C19 genotipi ve aktivitelerini
duzenleyen ilaglarin birlikte uygulanmasi VZ serum konsantrasyonunu etkiler

(Sandherr ve Maschmeyer, 2011).

Vorikonazol, oral uygulamadan sonra hizli ve tamamina yakin oranda emilir,
maksimum plazma konsantrasyonuna (Cmax) uygulamadan 1-2 saat sonra erigilir.
Oral uygulamadan sonra VZ’'nin mutlak biyoyararlaniminin %96 oldugu bildirilmigtir
(FDA, 2019; Schulz ve digerleri, 2019). Vorikonazolln biyoyararlanimi gastrik
pH'dan etkilenmez. Gida ile aliminda emilimi gecikir, biyoyararlanimi %22 oraninda
azalir. Yuksek yagli 6gunlerle uygulamada c¢oklu VZ dozlari bir tablet olarak
uygulandiginda, ortalama Cmax ve AUC sirasiyla %34 ve %24 azalirken, VZ oral
suspansiyon olarak uygulandiginda sirasiyla %58 ve %37 oraninda azalir (Okur ve
digerleri, 2016; Schulz ve digerleri, 2019; Scholz ve digerleri, 2009). Bu sebeple VZ
oral uygulamasi yemeklerden bir saat dnce veya bir saat sonra Onerilmektedir
(Theuretzbacher ve Derendorf, 2006; Mikulska ve digerleri, 2012).

Bazi calismalarda hastalarda VZ'nin biyoyararlaniminin saghkl gonullilere goére
onemli dl¢lide dusuk oldugu goésterilmistir (Schulz ve digerleri, 2019; Sandherr ve
Maschmeyer, 2011). Bu azalmis biyoyararlanimin, saglikli gonullilere kiyasla
hastalarda ilacin farmakokinetiginin degismesinden kaynaklanabilecegi belirtiimistir.
Ozellikle hastanede yatan hastalarda cesitli faktérlerden dolayi (inflamasyon-
eszamanl  yiyecek alimi-gastrointestinal komplikasyonlar) farmakokinetigi

degiskenlik gostermektedir (Theuretzbacher ve Derendorf, 2006).

Dagilim

Vorikonazol'in plazma proteine baglanmasi plazma konsantrasyonundan bagimsiz
olarak %58'dir. Vorikonazol'un ortalama eliminasyon yari dmru (ti2) yaklasik 6
saattir ve toplam dozun %80’i idrardan metabolit olarak geri kazanilir. Vorikonazol,
yaklasik 4,6 L/kg'lik bir dagilim hacmine sahip olup dokulara genis Ol¢ide dagilir
(Sandherr ve Maschmeyer, 2011; Theuretzbacher ve Derendorf, 2006).



48

Metabolizma ve eliminasyon

Yapilan cgalismalara goére VZ karacigerde, esas olarak sitokrom P450 (CYP)
izoenzimi olan CYP2C19 veya az da olsa CYP2C9 ve CYP3A4 tarafindan
metabolize edilir (Yanni ve digerleri, 2008; Scholz ve digerleri, 2009; Wang ve
digerleri, 2015).

in vivo ve in vitro calismalar, VZ’'nin, N-oksidasyondan kaynaklanan dolagimdaki
ana metabolit ile yogun sekilde metabolize oldugunu gdstermigstir. Fluoropirimidin
halkanin N-oksidasyonu, hidroksilasyonu ve bitisik metil grubunun hidroksilasyonu
(Sekil 5) bilinen VZ oksidatif ana metabolizma vyollaridir. N-oksit, insanda

dolasimdaki major metabolittir (Yanni ve digerleri, 2008).

CYP2C19 enzimi genetik polimorfizmi VZ'nin farmakokinetik degiskenligine buyuk
Olclde katkida bulunur (Sandherr ve Maschmeyer, 2011; Scholz ve digerleri, 2009;
Wang ve digerleri, 2015).

Scholz ve digerlerinin yaptiklari galismada, VZ’'nin N-oksidasyon ve hidroksilasyon
yollar ile metabolizmasi (Sekil 2.5) ve bu yolaklarin CYP2C19 enzim genetik
polimorfizmine gore modulasyonunun degerlendirmesi ele alinmigtir. Sonug olarak
VZ, yliksek biyoyararlanima sahiptir ve CYP2C19 genotipleri arasinda buyuk bir fark
yoktur. Vorikonazol eliminasyonunun hidroksilasyon yolu, N-oksidasyonu ve her
ikisi de CYP2C19 genotipinden etkilendigi goérinmektedir. Her iki hidroksile
metabolitin enterohepatik dolasimdan ge¢gmesi muhtemeldir. Sekil 2.5’te VZ'nin

metabolizma yollari gorulmektedir (Scholz ve digerleri, 2009).
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Sekil 2.5. Vorikonazolin metabolik yollari (Scholz ve digerleri, 2009)

2.6.4. Vorikonazol ile yapilan vajinal formulasyon galigmalari

Vajinal uygulanan VZ suspansiyonunun fare modelinde C. albicans'a karsi
etkinliginin degerlendirildigi bir calismada, flukonazole direngli bir C. albicans
izolatinin neden oldugu enfeksiyona kargi VZ aktivitesi arastiriimistir. Vorikonazol
ve flukonazol iceren piyasa preparatlar sirasiyla Vfend ve Diflucan olarak farelere
oral yol ile uygulanmistir. Vorikonazol ve flukonazol (Pfizer, ABD) toz olarak %0,3
Noble agar icinde suspanse edilmistir. Stiispansiyonlar, enfeksiyondan sonraki 1-5
gunlerde gunde bir kez 0,5, 1 ve 5 mg/kg'da 20 mL hacimde intravajinal olarak
uygulanmistir. Bu galisma, vajinal enfeksiyonlarin fare modelinde vorikonazolin C.
albicans'a karsi etkinliginin degerlendirildigi ilk calismadir ve elde edilen veriler,
vulvovajinal kandidozun tedavisi igin vajinal olarak uygulanan VZ'nin etkinligini
ortaya koymaktadir. Vorikonazolin intravendz inflzyon, tabletler ve oral
suspansiyon olarak piyasada mevcut preparatlari vardir, ancak vajinal uygulama
icin VZ igeren herhangi bir formilasyona rastlanmamigstir. Vulvovajinal kandidozis

tedavisinde VZ igeren yeni vajinal formuilasyonlarin geligtiriimesi i¢in VZ'nin
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suspansiyon olarak uygulandigi bu g¢alismanin 6nculuk edebilecegi vurgulanmistir

(Gonzalez ve digerleri, 2009).

Deshkar ve digerlerinin yaptigi bir calismada VZ'nin vajinal jel formulasyonlar
gelistirilmigtir. VZ’'nin suda ¢O0zunurligunu ve stabilitesini gelistirmek amaciyla
VZ'nin hidroksil propil-beta-siklodekstrin (HP-B-CD) bazli kompleksi puskulrterek
kurutma yontemi kullanilarak olusturulmustur. Olusturulan ilag kompleksi
kullanilarak Poloxamer 407 (P 407) ve Poloxamer 188 (P188) iceren in situ jel
formualasyonlari hazirlanmigtir. Formulasyonlar, jellesme sicakligi ve kabiliyeti,
viskozite, mukoadezyon, in vitro ilag salimi ve sicanlarda in vivo vajinal doku
permeabilitesi agisindan test edilmistir. Hazirlanan optimize formulasyonun (VZ-HP-
B-CD-%18 P407-%5 P188-%0,4 HPMC) iyi bir jellesme sicakligi ve kabiliyetine
sahip oldugu gorulmustir. Mukoadezif polimer olarak %0,4 oraninda HPMC ilavesi
ile iyi bir mukoadezif kuvvet saglanmigstir. In vitro veriler optimize formulasyonun
sekiz saatten uzun siire boyunca siirekli ilagc salimini géstermistir. in vivo veriler ise
HP-B-CD kompleksi ile VZ'nin instu jel formulasyonun daha yuksek ilag doku
seviyelerine ulastigini gostermistir. Bu ¢alisma, VZ’nin vajinal yolla uygulanmasinda
HP-B-CD bazl in situ jel formulasyonun etkinligini kanitlamistir ve gelecek

calismalar igin 6nci olmustur (Deshkar ve Palve, 2019).

Querobino ve digerlerinin yaptigi bir calismada, sodyum aljinat kullanilarak
hazirlanan oleik asit-poloxamer iceren organojellerin gelistiriimesi esas alinmistir.
Oleik asitten (OA) olusan bir yag fazi ve tek bagina veya poloxamer PL188 ile birlikte
poloxamer PL407'den olugan bir sulu faz ve %0,25-1 sodyum aljinat (SA)
kullanilarak hazirlanan poloxamer sodyum aljinat (SA) sulu fazina yag fazinin
eklenmesi ile VZ igeren organojeller hazirlanmigtir. VRC-OA-PL407
formulasyonunun 0,5 ile 4 saat arasinda etkin maddeyi hizli bir sekilde saldigi
g6zlenmigstir (24 saate kadar ~%100). SA'nin organojellere eklenmesi, %0,25 SA
(~%75), %0,5 SA (~%55) ve %1 SA (~%35) igin farkli salim ylzdeleriyle VZ salimini
desteklemistir. OA-PL407-188-SA organojelleri, yuksek antifungal aktiviteleri ve
dusuk sitotoksik etkileri sayesinde gelecek vaat eden in vitro performans
gOstermistir. Sonug olarak, bu calismanin bulgularina goére, OA-PL407-188-SA
kodlu VZ iceren organojellerinin gelecekteki vajinal uygulamalarda kullaniimak
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Uzere yeni tasiyici sistemlerin de geligtirilebilecegini kanitlamistir (Querobino ve
digerleri, 2019).

Bagska bir galismada, VZ’'nin vulvovajinal kandidiyazis tedavisinde kullaniimak Gzere
homojenizasyon ve ultrasonikasyon uygulayarak dusuk konsantrasyonda lipit iceren
karisik lipid nanoyapili yari kati bir vajinal formtlasyonu hazirlanmistir. Mukoadezif
karakterlerine gore segcilen farkli oranlarda kati lipidler, ylzey aktif maddeler ve
yaglar kullanilarak 6n formulasyon c¢alismalari sonucunda optimum formulasyon
bulunmustur. Kati lipid (Sterotex NF (hidrojene bitkisel yagd: Gliseril monostearat)
oraninin 1,92:1 ve yag oraninin (Gliseril monolineolat: Gliseril monooleat) 1:1
oldugu %10 toplam lipid oranina sahip vajinal preparatlar igin uygun emdulgatorler
olarak glikol stearat PEG-6 stearat PEG-32 stearat ve gliseril stearat ve PEG-75
stearat kullanilarak optimize edilmis formulasyonlar hazirlanmigtir. Vajinal kullanima
uygun pH (4,55 % 0,26), viskozite (964,49 £57,99 cp), yayilabilirlik (24,55£1,32 g.
cm.sn) ve mukoadezif 6zelliklere sahip optimize edilmis formilasyonda, VZ’'nin
%67,16+£3,45'ini hapseden nanopartikiller 8 saat icinde %70 salim profili
gOstermigtir. Yuksek biyoadezif 6zellikli optimize edilmis formulasyon, sulu VZ
stspansiyonu ile karsilastirildiginda vajinal kandidiyazis ile enfekte olmus disi
Wistar siganlarinda mantar yukuanu etkili bir sekilde azaltmistir. Ayrica, in vivo
histopatolojik bulgular, vajinal uygulamadan sonra optimize edilmis kati lipit
nanopartikul formalasyonunun etkinligini ve guvenligini kanitlamistir. Sonug olarak,
hazirlanan optimize formulasyon, vulvovajinal kandidiyaz tedavisi icin VZ'nin vajinal
tasiyici sisteminde kullaniimasina énct olmustur. Optimize edilmis formuilasyonun
VVC tedavisinde etkinligini kanittamak ve gelistirmek amaciyla daha fazla klinik

calisma tasarlanmaktadir (Abd-Elsalam, Nagy ve Abouelatta, 2021).

Ek olarak, VZ'nin klinik etkinligi ve hasta kabul edilebilirligini iyilestirmek igin,
vajinada meydana gelen sizinti ve daginikligin énlenmesi, uzun sureli ve kontrollu
ilag saliminin saglanmasi ve yan etkilerinin azaltilmasi dolayisiyla hasta uyuncunun
saglanmasi acisindan vajinal ilag taslyici sistemi olarak nanosistem bazinda
formualasyonlarinin gelisgtiriimesi, son yillarda ilgi ¢ekmektedir ve yeni yapilan
arastirmalarda yerini almaya baslamistir (EI-Hammadi ve Arias, 2021; Swant ve
Khan 2017; Abd-Elsalam ve digerleri, 2021).
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3. GEREG VE YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Kullanilan kimyasal maddeler

Vorikonazol ......... Zhejiang Huahai Pharmaceutical Co. Ltd., Cin-Gen ilag, Turkiye
Badem Yagl. ..o Balen, Turkiye
Disodyum Hidrojen Fosfat...................coiiits Merck KGaA, Darmstadt,Almanya
HCl . e Merck KGaA, Darmstadt,Almanya
HPMC-Methocel K100M CR Premium.................. USP/EP Colorcon Limited, UK
IZOPropil MIriStat ..........coueiee e Sigma Aldrich, ABD
Karanfil Yagl. .. ..o Sigma Aldrich, ABD
KEKIK Yag . ..o Balen, Turkiye
Lavanta Yagl.......ccoooiiii i Balen, Turkiye
Metanol. ......c..ooviiii Merck KGaA, Darmstadt, Aimanya
NANE Y aG . et Balen,Turkiye
OKEANO! .. Merck, Darmstadt, Almanya
Oleik ASIt. ... Zag Kimya, Turkiye
SHIK ASIt. . Merck, Almanya
SUSAM YaG . ettt Sigma Aldrich, ABD

3.1.2. Kullanilan ara¢ ve geregler

Brookfield DV llI+Rheometer ViSKOZIMEetresi, .......ccovveviiiiiiiiiiiiiiieeen, ABD
Distile SU CINAZI. ....veeieiee e e Nive NS1 12,ingi|tere
Diyaliz membran (cut off: 12000 Dalton)............ccoeviiiiiiiieinnnnen. Sigma, Almanya
Diferansiyal taramali kalorimetri cihazi.................. (DSC 60, Shimadzu, Japonya)
Franz Diflzyon HUCreleri .........covveeeiiiiiii Caligkan Cam, Turkiye

Fourier transform infrared spektrofotometri cihazi. (Spectrum 400, Perkin Elmer, ABD)

HasSSas Terazi......oooviiiiiiiiiiii e Shimadzu AW-320, Kolombiya
IKA Eurostar 20 high dijital mekanik karistirici................cc...o..... (IKA, Almanya)
IKA RW 20 dijital mekanik karigtirici...............oooi (IKA, Almanya)

ISItiCIll SUDANYOSU. ... Nuve NB-20, Turkiye



54

KM DOIaDI. .. (Model MLR 350H, Japonya)
Manyetik KaristiriCl............cooiiii Thermo Scientific,Almanya
Otomatik pipet 10-100 pL, 100-1000 uL, 1000-5000 pL.......... Eppendorf, Almanya
PHMEtre. ... Sartorious,Almanya
Santrifl].....coii Selecta Mixatasel,ispanya
Spektrofotometre klveti.............ooooiii Helma QS 100,Almanya
TA.XT. Plus Texture Analyzer Cihazi........................... Stable Micro Systems, UK
Ultrasonik su banyosu..........c.ocoiiiiiiiiiiiiiee e Bransonic 221, Almanya
UV spektrofotometre.............cooooiiiiiii Shimadzu UV 1700,Japonya

3.1.3. Kullanilan yazilimlar

Doku Profil Analiz Yazilimi ... Texture Exponent (2.0.6.0)
Istatiksel Analiz Yazihmi........ GraphPad Prism 9.0.0, GraphPad Software Inc., ABD
istatiksel Analiz Yazilmi...........ooeeeuiiiiiieiieeeeeeee DDSolver Software Inc.
3.2. Yontem

Calismanin bu bolumunde VZ'nin fizikokimyasal ozelliklerinin tespiti, miktar tayini
yontemlerinin geligtiriimesi, formulasyonlarin gelistiriimesi, doku profili analizi,
mukoadezyon, in vitro ilag salimi, ex vivo permeabilite ve in vitro antifungal etkinlik
calismalarina ait deneyler detayl olarak sunulmaktadir. Formulasyon gelistirme
asamasinda HPMC K100M polimeri ve farkli oranlarda yag fazi (oleik asit, lavanta
yagi, karanfil yagi) kullanilarak organojel formulasyonlari hazirlanmistir. Organojel
formuUlasyonlari igin gerekli farmasotik karakterizasyon testleri in vitro ve ex vivo

olarak yapilmis ve vajinal uygulama icin en uygun formulasyona karar verilmistir.

3.2.1. Deneylerde kullanilan tampon ¢o6zeltinin hazirlanisi

pH 4,5 Fosfat Tamponu (USP XXVII)

Disodyum Hidrojen Fosfat....................... 3249

SItrK ASIt. .o 12 g

Distile Su.........oooiii ym 1000 mL
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Maddeler yukaridaki miktarda tartildiktan sonra manyetik karigtiricida homojen
¢Ozelti olusana kadar karistirildi ve pH metre ile élgim yapildi. Vajinal pH’ya uygun
olmasi igin HCI ilave edilerek pH'nin 4,5'a gelmesi saglandi. in vitro ve ex vivo

calismalarda hazirlanan pH 4,5 fosfat tamponu kullaniimistir.
3.2.2. Vorikonazolin fizikokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi

Vorikonazolln erime derecesi tayini

Erime derecesi tayini icin diferansiyel taramali kalorimetri (DSC) cihazi (DSC 60
Shimadzu) kullanildi. Deney 10°C/dk tarama hizinda yapildi ve 300°C’ye kadar olan
sicaklik arahgi kullanildi. DSC cihazi agildiktan sonra nitrojen tlipU vanasi agilarak
azot gazi akisi dakikada 5 ml olacak sekilde ayarlandi. Bu cihazin sol hazne kismina
referans olarak aluminyum pan yerlestirildi, sag hazneye de VZ iceren aliminyum
pan yerlestirilip 1sitma hucresine konuldu. 0-300°C sicakliginda, azot atmosferi

altinda erime derecesi tayini yapildi.

FT-IR analizi

Fourier donUsumllu kizilétesi spektrometresi (Fourier Transform Infrared
Spectroscopy, FTIR) maddelerin yapisinda bulunan fonksiyonel gruplarin kimyasal
yapilarini aydinlatmak igin kullanilir. Yapidaki molekullerin titresim enerji seviyeleri
hakkinda bilgi vermektedir. Formulasyonda kullanilan HPMC K100M ve VZ'nin ayri
ayri ve 1:1 oraninda karistiriip ornekler hazirlandi. Toz karisimi, 1000 kg. cm~luk
basin¢ altinda sikigtirildi. Elde edilen karisim disklerin FTIR spektroskopisi ile

Olcimleri gergeklestirildi.

DSC analizi

Etkin madde ve yardimci maddeler arasindaki gec¢imsizlik olup olmadigini
belirlemek i¢cin DSC analizleri siklikla kullaniimaktadir. DSC-60 Shimadzu cihazi
kullanilarak 6nce VZ, HPMC K100M, oleik asit, lavanta yagi, karanfil yadi ve yag-
VZ karsimlarinin ayri ayri azot gazi altinda 10°C/dk isitma hizinda, 25-300°C
arasinda termogramlari alindi. Bunun igin ayri ayri olacak sekilde VZ ve HPMC

K100M 2 mg tartilarak, yaglar ise 10 pl dlgulerek aliminyum pana alindi ve basing
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altinda sikistirildi. Elde edilen 6rneklerin ayni kosullarda termogramlari alinarak

etkin madde-yardimci madde gecimsizligi kontrol edildi.

Partisyon katsayisinin saptanmasi

Partisyon katsayisi etkin maddenin ¢ozucli ve su arasinda nasil bir dagilim
gosterdiginin ifadesidir. VZ'nin yag fazi olarak oktanol ve su fazi olarak distile su
arasindaki yag /su partisyon katsayisi saptandi. Bu amagla 100 mL yag faz
(oktanol) ve 100 mL su fazi (distile su) 25+0,5 °C sicakliktaki su banyosunda
manyetik karigtirici yardimiyla 24 saat karigtirilarak fazlarin birbiriyle doymasi
saglandi. Daha sonra ayirma hunisinde fazlar ayrildi (Resim 3.1a ve b). Bu islem
sonucunda elde edilen su fazinda VZ’nin 20 ug/ml derisimde ¢ozeltisi hazirlandi.
Alti adet balon jojede her birine 10 ml suyla doyurulmus yag fazi ve 10 ml yag ile
doyurulmus su fazinda hazirlanan VZ ¢ozeltisi ilave edilerek her bir saat igin
kullanilacak olan karisimlar hazirlandi. Hazirlanan karigimlar, 25+0,5 °C sicakliktaki
su banyosunda manyetik karistirici yardimiyla karistirildi. Sirasiyla balon jojedeki
karisimlar 1., 2., 4., 6., 8. ve 24. saatlerde ayirma hunisi kullanilarak Resim 3.1 b’de
gOsterildigi gibi fazlari ayrildi. Ayirma hunisinden ayrilmis olan su fazi santrifQj
tiplerine alinip, 4.000 rpm’de 15 dk boyunca santriflij edildi. Elde edilen su fazlarinin
UV spektrofotometrede belirlenen dalga boyunda absorbanslari okundu. Koér olarak
yag ile doyurulmus su fazi kullanildi. Elde edilen derisimlerden hareketle partisyon

katsayisi hesabi yapildi. (Es. 3.1).

Log K= Log [C(oktanol) / C (pistile su)] (3.1)

K: partisyon katsayisi
C: derigim
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Resim 3.1. a) Yag fazi (oktanol) ve su fazinin (distile su) doyurulmasi b) ayirma
hunisi yardimiyla fazlarin birbirinden ayrilmasi

Cozunurlak

Vorikonazol’'in yaglardaki ¢o6zunarlGguni belirlemek igin, etkin maddenin asir
miktari yaglarin (nane yagi, badem yagi, kekik yagi, susam yagi, oleik asit, isopropil
miristat, karanfil yagi, lavanta yagi) Sml’sine eklendi, suspande karigimlar 3 paralel
hazirlandi (n=3). Cozeltiler 25+0,5°C sicakliktaki su banyosunda manyetik karigtirici
yardimiyla 72 saat karistirildi (Resim 3.2).

5 ml’lik karigimlar santriflj cihazinda 10000 rpm’de 10 dk boyunca santrifij edildi.
Uygun seyreltmeler vyapilarak, belirlenen dalga boyunda (Amax) UV
spektrofotometre ile yaglarda ¢6zunurligini tespit etmek igin yaglari ve etkin
maddeyi ¢Ozebilen madde olarak secilen metanole karsi absorbans degerleri
okundu. Belirlenen kalibrasyon denkleminde bu absorbanslar kullanilarak

konsantrasyon dederleri hesaplandi.



Resim 3.2. VZ’nin yaglardaki ¢éztnurlik deney dizenegi

3.2.3. Vorikonazol’iin spektrofotometrik miktar tayin yonteminin gelistiriimesi

Etkin maddenin Amax dederinin hesaplanmasi

Vorikonazol’in Amax degerinin belirlenmesi igin pH 4,5 tamponunda, distile suda ve
metanolde sirasiyla 40 ug/ml, 36 pg/ml, 50 ug/ml derigsiminde ¢dzeltisi hazirlandi.
Hazirlanan ¢ozeltilerin kuvartz kivet kullanilarak UV spektrofotometrede 200-800

nm arasinda kore kargi spektrumlari alindi ve Amax degerleri saptandi.

Standart dogrunun hazirlanmasi ve validasyon

Vorikonazol'un difuzyon deneylerinde ve miktar tayininde kullaniimasi icin pH 4,5
fosfat tamponunda ve yani sira distile suda ve yaglarda ¢dézunurliguna tespit etmek
igin yaglari ve etkin maddeyi ¢Ozebilen madde olarak metanolde kalibrasyon
dogrusu ve denklemi bulundu. Bunun igin etkin maddenin, 50 ug/ml derisimde stok
¢Ozeltisi hazirlandi. Stok ¢ozeltisinden hareketle uygun seyreltmeler yapilarak pH
4,5 fosfat tamponu igin 5-50 pg/ml, distile su igin 14-38 ug/ml ve metanol igin 12-38
ug/ml araliinda artan derisimlerde seyreltiimis ¢ozeltiler hazirlandi. Onceden
belirlenen maksimum dalga boyunda bu derisimlere karsilik gelen absorbans

degerleri okundu. Calismalar 3 defa tekrarlandi ve ortalama absorbans degerleri
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hesaplandi. Vorikonazol derisimine karsi, absorbans degerlerinin grafikleri

olusturuldu. Gerekli hesaplamalar yapilarak standart dogru denklemleri bulundu.

Vorikonazol'iin spektrofotometrik miktar tayini yonteminin validasyonu

Validasyon, etkin maddenin tayini igin, yontemin dogru ve kesin bir sekilde surekli
olarak onceden belirlenmis gerekliliklere uygun oldugundan emin olmak igin
gerceklestirilen caligsmalardir. Boylece yontemin dogrulugu, guvenirliligi ve

tekrarlanabilirligi kanitlanmig olur.

Yontemin gecgerliliginin ispatlanmasi i¢in hesaplanacak bazi temel parametreler
vardir. Bunlar dogrusallik, dogruluk, geri elde, kesinlik ve tekrar edilebilirlik,
0zgunlik, secicilik ve stabilite parametreleridir. Bu parametreler VZ'nin hem
metanolde hem de pH 4,5 fosfat tamponundaki ¢ozeltilerine uygulanarak yontemin

guvenilirligi saptanmigtir.

Dogrusallik (linearity)

Ornekteki maddenin belli sinirlar icindeki derisimi ile elde edilen bulgularin belirli
aralikta orantih oldugunun gdstergesidir. Bu amacla derisime karsilik gelen
absorbans degerleri regresyon dogrusu ile hesaplandi. Vorikonazol'in pH 4,5 fosfat
tampon ¢dzeltisinde, metanolde ve distile suda 50 ug/ml derisimde 3’er adet stok
cozeltisi hazirlandi ve her stoktan seyreltmeler yapilarak 8 noktada farkh
derisimlerde c¢oOzeltiler elde edildi. Her derisim ve bu derisime karsilik gelen
absorbans degerleri en kuguk kareler yontemine gore degerlendirilip, standart dogru
denklemi bulundu. Standart dogrunun egimi ve determinasyon katsayisi (r?)

hesaplandi.

Dogruluk(accuracy) ve Geri Elde(recovery)

Gercek deger ile saptanan degerin birbirine olan yakinhgi, miktar tayini yonteminin
dogrulugunu gosterir. Geri elde ile hesaplanir. Yontemin dogrulugu bu geri elde
yuzdesine baghdir. %95 olasilikla daha dncesinden kabul edilen dlgitler arasinda
kalmahdir.
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Bu amacgla VZ'nin pH 4,5 fosfat tampon ¢ozeltisinde ve metanolde 50 pg/ml
derisimde stok c¢ozeltisi hazirlandi. Etkin madde miktarinin %80’ini, %100°UnUu ve
%120’sini kapsayan miktarlarda 3 ayr geri elde c¢alismasi yapildi. Uygun
seyreltmeler yapilarak 16 pg/ml, 20 pg/ml ve 24 pg/ml derigsimlerde ¢ozeltiler
hazirlandi. Calismalar 3 defa tekrarlandi. Her bir ortam i¢in bulunan standart dogru
denklemlerinde UV spektrofotometrede bulunan absorbans degerleri yerine
konularak derigsimler hesaplandi. Derigsim degerlerinin ortalamasi (Xor), standart
sapmasi (SS) ve % bagil sapma (%BS) degerleri bulunmustur. Her bir derisim igin

hesaplanan % BS degderinin %2 den az olup olmadidina bakildi.
Kesinlik (precision) ve tekrar edilebilirlik (repeatability)

Analitik metodun kesinligi, miktar tayininde kullanilan spektrofotometrik yontemin
birbirini takip eden odl¢gUmleri arasindaki yakinlik derecesidir. Standart sapma ve
bagil sapma ile ifade edilir. Kesinlik, bir yontemin tekrar edilebilirlik ve yeniden
yapilabilirlik derecesinin bir élcitidir. iki kisimda incelenir bunlar; deneyler arasi
kesinlik ve deney ici kesinlik. Biz deney igi kesinligi deneylerimizin validasyonunda
kullandik.

Bu amagla, VZ'nin kalibrasyon dogru denklemlerinden hareketle stok ¢ozeltisinden
(50 pg/ml) seyreltme ile pH 4,5 tampon ¢ozeltisinde 12 pg/ml ve metanolde 20 ug/ml
derisimindeki ¢ozeltiler hazirlandi. Calismalar 3 defa tekrarlandi. Orneklerin
spektrofotometrede ve dnceden belirlenen dalga boyunda 10 kez art arda dlgulmesi
ile bulunan absorbanslara kargi gelen derisimlerin ortalamasi (Xort), standart
sapmasi (SS) ve bagil sapmasi (%BS) hesaplandi. %2’ den kuglk badil sapma

yontemin tekrar edilebilirligini gostermektedir.
Ozgiinliik ve segicilik (specificity, selectivity)

Spektrofotometrik miktar tayini yonteminin 6zgunlugu ve segiciligi sadece analiz
edilmesi istenen yaplyl saptayabilmesidir. Bu amagla formulasyonlarda kullanilan
etkin madde disindaki bilesenlerin pH 4,5 fosfat tamponunda ve metanolde 200-800

nm dalga boylari arasi taranarak spektrumlari alindi.
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Stabilite (stability)

Etkin maddenin ¢ézinme ortaminda analiz boyunca kimyasal olarak stabil olup
olmadiginin belirlenmesi icin yapildi. Bu amagla VZ'nin pH 4,5 fosfat tamponunda
oda sicakhgindaki 25+0,5°C ve 3710,5°C’deki stabilitesi incelendi. Yapilan
analizlerde absorbans deg@erlerinin okunmasinda kullaniimak Uzere etkin maddeyi
¢Ozebilen bir madde olarak segilen metanolde yuksek ucuculugundan dolayi
stabilite testi yapilamamistir. Orneklerin UV spektrofotometrede analizi kisa sireli
oldugundan metanolde ve distile suda stabilite testine gerek duyulmamistir. Etkin
maddenin 16 pg/ml derisimlerde c¢oOzeltisi hazirlanip, oda sicakhiginda ve
37+0,5°C’de su banyosunda 24 saat boyunca bekletildi. Calismalar 3 defa
tekrarlandi. 1., 2., 3., 4., 5., 6., 7., 8. ve 24. saatlerde numune alinarak UV
spektrofotometrede belirlenen dalga boyunda absorbans degerleri okundu ve
derisimler hesaplanmistir. Derigimlerin ortalamasi (Xort), standart sapmasi (SS) ve
bagil sapmasi (%BS) bulundu. Derigimlerde herhangi bir degisiklik olup olmadigi

incelendi.
3.2.4. Vajinal organojel formuilasyon gelistirme ¢aligmalari

On formiilasyon calismalari

VZ'nin ajinal uygulamasi icin organojel formulasyonlarinin secgilmesinin nedeni,
VZ'nin yag fazinda ¢6zinmesini saglamak ve bdylece antifungal etkinlik gtclinu
iyilestirmektir (Hosny ve digerleri, 2021). Organojel formulasyonlarinda kullanilacak
yag fazinin segilmesi amaciyla daha 6nce yapilan galismalarda antifungal etkinligi
bilinen vajinal formilasyonda uygulanabilecek esansiyel yaglar belirlenmistir.
Literatirde antifungal etkinligi bildirilen yag olarak nane yagi, badem yagi, susam
yagi, kekik yagi, karanfil yagi ve lavanta yagi secilmigtir (Massa ve digerleri, 2018;
D'auria ve digerleri, 2005; Pietrella ve digerleri, 2011; Viuda-Martos, Ruiz-Navajas,
Fernandez-Lépez ve Pérez-Alvarez, 2007; Kumar ve digerleri, 2012; Bona ve
digerleri, 2016; Lavaee ve digerleri, 2019). Karsilastirmali ¢calismalar amaciyla da
antifungal etkinligi olmayan yag fazi olarak oleik asit ve isopropil miristat segilmistir.
Segcilen tim yaglarda etkin maddenin ¢dzinudrlik galismasi yapilmistir. CozUnrlik

¢alismasi sonucunda (Bkz. Cizelge 4.1) elde edilen verilere gore karar verilen oleik
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asit, lavanta yagi ve karanfil yagi olmak Uzere g farkh esansiyel yag kullanilarak Gg¢
farkli organojel formulasyonu hazirlanmistir. Mukoadezif polimer olarak %2 HPMC
K100M kullanilarak hazirlanan hidrojel formulasyonlarina yag fazi:su fazi 1:2 (h:h),
1:3(h:h), 1:4 (h:h), 1:5 (h:h) olacak sekilde farkli oranlarda yag fazinin katildigi bir

organojel formulasyonu tasarlanmistir.

1:4 (h:h) ve 1.5 (h:h) yag: su fazi oranlarinda hazirlanan formulasyonlarda faz
ayrismasi gozlenmedigi i¢in formulasyon galismalarina bu organojellerle devam
etmeye karar verilmistir. Bu kapsamda farkli (oleik asit, lavanta yagi ve karanfil yagr)
esansiyel yaglar kullanilarak ya§ fazi/su fazi olacak sekilde karar verilen iki farkli

oranda (1:4 (h:h), 1:5 (h:h)) vajinal organojel formulasyonlar gelistiriimigtir.

Tez galismamiz kapsaminda VZ etkin maddesinin esansiyel yag fazindaki ¢ozeltisi
mukoadezif polimer olan HPMC K100M ile hazirlanmis hidrojele katilmis ve bdylece
organojel formulasyonlari olusturulmustur. HPMC K100M hidrojelinin kullaniimasina
daha 6nce yapilan vajinal ¢galismamizda en iyi mukoadezif 6zelligi gosterdigi icin

karar verilmigtir (Tugcu-Demir6z ve digerleri, 2015).

Organojel formiilasyonlarinin hazirlanmasi

%2 oraninda polimer igeren jel hazirlamak amaci ile, 2g HPMC K100M, 98 g distile
suda disperse edildi ve 800 rpm’de 60 dakika karistirildi sonrasinda 60 dakika
ultrasonik banyoda bekletilerek homojen bir hal almasi saglandi. Olusan hava
kabarciklarinin gikmasi i¢cin  +4 °C’de 24 saat bekletildi. VZ'nin oleik asit, lavanta
yagi ve karanfil yagindan olusan yag fazlarinda ayri ayri ¢ézulmesi saglandi. Daha
sonra igerisinde VZ'nin ¢ézundugu yag fazi %2 oraninda HPMC K100M ile
hazirlanan sulu faz olan hidrojele yavas yavas ilave edilerek homojen gérinum elde
edilinceye kadar 800 rpom’de 30-40 dakika karigtirildi.

Yag fazi: su fazi 1:4 (h:h) ve 1.5 (h:h) oraninda olacak sekilde formulasyonlar
hazirlandi. Boylece etkin madde igceren organojel formulasyonlari hazirlanmig oldu.
Hazirlanan etkin madde icermeyen organojel formulasyonlarinin bilesenleri Cizelge

3.1’de verilmigtir. Etkin madde igeren organojel formulasyonlari ise Cizelge 3.2°'de
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verilmektedir. Formulasyonlarin nihai VZ konsantrasyonu 5 mg/mL olacak sekilde

ayarlanmigtir (Querobino ve digerleri, 2019).

Cizelge 3.1. Etkin madde igermeyen organojel formulasyon bilesenleri

Organaoijel %2 HPMC K100M | Yag (5 ml) Yag fazi: Su fazi (h:h)
Formulasyonlari | jel (ml)

01 20 Oleik Asit 1:4

L1 20 Lavanta Yagi 1.4

K1 20 Karanfil Yagi 1:4

02 25 Oleik Asit 15

L2 25 Lavanta Yag! 1.5

K2 25 Karanfil Yagi 1.5

Cizelge 3.2. Etkin madde igeren organojel formtlasyon bilesenleri

Organojel VZ %2 HPMC | Yag (5 ml) Yag fazi: Su fazi
Formilasyonlari (mg) K100M jel (ml) (h:h)

VOl 125 20 Oleik Asit 1:4

VL1 125 20 Lavanta Yagi 1.4

VK1 125 20 Karanfil Yagi 1:4

VO2 150 25 Oleik Asit 15

VL2 150 25 Lavanta Yagi 1.5

VK2 150 25 Karanfil Yagi 15

3.2.5. Organojel formiilasyonu ile yapilan karakterizasyon ¢aligmalari

Fiziksel gorinis

Etkin madde igeren ve igermeyen organojel formulasyonlarinin fiziksel gérinusda,

oda sicakligindaki renk ve homojen olup olmadigi gibi 6zellikleri degerlendirildi.

pH

Etkin madde iceren ve icermeyen organojel formulasyonlarinin pH degerleri pH-

metre kullanilarak belirlendi. Her bir dlgim 3’er kez tekrarlanarak ortalama degerler

ve standart sapma hesaplandi.

Reolojik 6zellikler ve viskozite

Etkin madde igeren ve icermeyen organojel formulasyonlarinin akis 6zelliklerinin ve

viskozitesinin

incelenmesi

25,01£0,1°C’de Brookfield Programmable,

DV-llI

viskozimetresi ile yapildi. Organojeller 0,5 ml alinarak enjektor yardimiyla dl¢im
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haznesinin merkezine eklendi. Bu ¢alismada her bir dlgim % dénme momenti (%
torque) degeri 10-100 arasinda olacak sekilde ayarlandi ve 52 numarali spindle
kullanilarak dlgtimler yapildi. Olgiimler oda sicakliginda yapildi ve viskozitenin
karsilastirilabilir olmasi igin formulasyonlar benzer rpm’lerde olguldi. Her bir dlgim
3’er kez tekrarlanarak ortalama degerler hesaplandi. Vizkozimetrenin yazilim
programinin (Rheocalc V2.4) verdigi kayma hizi ve kayma geriliminden hareketle
formulasyonlarin reolojik 6zelligi saptandi. Kayma hizina kargi kayma gerilimi

grafige gecirilerek jellerin akis 6zellikleri belirlendi.

Organojellerde etkin madde miktar tayini

icinde belli miktarda VZ iceren organojel formiilasyonlarindan, 1 g jel tartilarak 100
mL’lik pH 4,5 fosfat tamponu ¢ozeltisine eklendi. Jelin tamponda ¢ozinmesi igin
dijital manyetik karistiricida 2 saat karistirildi ve ultrasonik banyoda bekletildi.
Cozeltiler santrifij cihazinda 10.000 rpm’de 10 dk boyunca santriflj edildi.
Calismalar 3 paralel yapildi. Uygun seyreltmeler yapilarak UV spektrofotometrede
255 nm’de okundu. Bulunan absorbans degeri belirlenen kalibrasyon denkleminde
kullanilarak konsantrasyon degerleri hesaplandi. Hesapla bulunan konsantrasyon
degerlerinden hareketle hazirlanan formulasyon igeriginden elde edilen miktar tayini

%’si bulundu.
3.2.6. Organojel formilasyonlarinin doku profil analizi (TPA)

Organojel formiilasyonlarinda mekanik 6zelliklerin tayini

Organojellerin, mekanik Ozelliklerinin  ve viskozite digindaki diger reolojik
ozelliklerinin (jel sertligi, sikisabilirligi, elastikiyeti, adezifligi ve kohezifligi gibi) tayini
TA-XT Plus Texture Analyzer (Stable Micro Systems, UK)TM cihazi kullanilarak
yapildi. Bu cihaza Resim 3.3’te gorllen penetrometre probu takilarak 25+0,5°C’de
Olcumler yapildi, sonuglar cihaza bagli bir yazihm programi (Texture Exponent
2.0.6.0.) ile degerlendirildi.
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Resim 3.3. TPA analizi deney dizenegi

Mekanik 6zellikleri belirlenecek olan organojeller 250 ml'lik beherlere konuldu ve
organojel yuksekliginin standart olarak belirlenen bir ylkseklik olmasina dikkat
edildi. Daha sonra bu beherlerdeki organojeller ultrasonik su banyosunda 20 dakika
bekletildi. Bdylece sicakhgi 37°C’ye ayarlanmis oldu ve hava kabarciklarinin
cikmasi saglandi. Cihaz uygulamaya baslanmadan prob belirlenen ylkseklikte
kalibre edildi. 10 mm capindaki prob ile organojellerin yuzeyine iki defa belirli hizda
(2 mm/s) ve belli derinlikte (15 mm) baski uygulandi ve probun jel yuzeyini
baskilayip itmesi saglandi. Cihaz otomatik olarak bu baskiyi 2 defa tekrarladi. Her
periyotta iki baski arasinda 10 saniye olacak sekilde ayarlandi (Tugcu-Demirdz ve

digerleri, 2015; Baloglu ve digerleri, 2011). Her calisma 3 defa tekrarlanmistir.

Olglim sonucunda elde edilen veriler, cihazin kendine ait olan Texture Exponent

2.0.6.0. yazihm programi kullanilarak hesaplandi.

Etkin madde iceren ve igermeyen organojel formuilasyonlarinin TPA diye kisaca s6z
edebilecedimiz doku profil analizi yukarida anlatildidi gibi yapilmis ve
formualasyonlarin adezifligi, kohezifligi, sertligi, sikisabilirligi, kirllabilirlidi, elastikiyeti

ve esnekligi incelenmistir.
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Sertlik (Hardness): Uygulanan belirli bir kuvvet sonucunda malzemenin direncinin
OlcUsudur veya ilk baski déngustne ait pikin maksimum kuvvetidir (N, g, kg) (Pandit,
Patel, Bhanushali, Kulkarni ve Kakad, 2017; Cevher, Sensoy, Taha ve Araman,
2008a). Sekil 3.1'de F(g) noktasi olarak gosterilmektedir.

Adeziflik (Adhesiveness): ilk kompresyondaki negatif kuvvet alani olarak tanimlanir ve
probun yuzeyi ile jelin yuzeyi arasindaki ¢ekici kuvveti yenmek icin gereken isi temsil
eder (N.mm, g.sec) (Matecki, Tomasevic, Djekic ve Sotowiej, 2020; Cevher ve

digerleri, 2008a). Sekil 3.1’de adezyon, A3(g.s) alani olarak gosterilmektedir.

Koheziflik (Cohesiveness): Birinci kompresyon déngustndeki (Sekil 3.1) kuvvet-
zaman egrisi altinda kalan alan ile ikinci kompresyon dongusundeki egri altinda
kalan alanin orani olarak tanimlanmaktadir. Birimi bulunmamaktadir (Matecki ve
digerleri, 2020). Sekil 3.1’de kohezyon, A4/(A1+A2) olarak gosterilmektedir.

Sikigabilirlik (Compressibility): Probun ilk kompresyon déngustnde Grinin bigiminin
deforme olmasi igin gereken is olarak tanimlanir (N.mm, g.sec). Sekil 3.1’de
sikigabilirlik, probun mukoadezif jele birinci batma periyodu siresince elde edilen
edrinin altinda kalan alan (A1+A2) olarak gosterilmektedir (Bansal ve digerleri,
2009; Jones, Woolfson ve Brown, 1997).

Kirilabilirlik (Fracturability): Kirillabilirlik (baslangicta kirilganlik olarak adlandirilir),
TPA egrisindeki ilk énemli kirilmadaki kuvvet olarak tanimlanir (Tunick, 2000;
Matecki ve digerleri, 2020). Belirli bir yuk altindaki deformasyon ne kadar kuguk
olursa, yapiskanlik o kadar duguk ve Urandn kirilma kabiliyeti o kadar buyuk olur.

Birimler kg, g veya N'dir.

Elastikiyet (Springiness): Birinci ve ikinci kompresyon déngulerindeki (Sekil 3.1)
maksimum yapisal deformasyonun olusmasi icin gerekli surelerin orani olarak
tanimlanmaktadir ve birimsiz bir parametredir (Cevher ve digerleri, 2008a). Bu

oranin 1’e yakin olmasi sistemin elastik 6zelliginin gayet iyi oldugunu gosterir.

Esneklik (Resilience): Esneklik, numunenin hem hiz hem de taretilmis kuvvetler

acisindan deformasyondan nasil kurtuldugunun bir Olgimudur. Hesaplama, ilk
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sikistirmada olusan alan ile geri ¢cekilmesi sirasindaki alanin birbirine oranidir. Sekil
3.1’de esneklik, A2/A1 olarak gosterilmektedir.

4000 1 3 4 56
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\t
4000 ‘
3000 ‘,
Kuvvet(g) \
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° ‘/\3 3 ‘
0l0 2l0 | 4.0 6.0 10.0 12.0
—> \ k—>
~1000 { ! L2
Zaman(s)
~2000

Sekil 3.1. Doku profil analizi, birinci ve ikinci kompresyon dongusu grafigi
3.2.7. Organojel formulasyonlarinda yayilabilirlik (spreadability) tayini
Yayilabilirlik, bir Granun yayilabilme kolayhgidir yani sikiligi ile ilgilidir ve yayilima

kolayligindan daha ¢ok sikiligin kaybi ile iligkilidir. Bu 6zellik merhemlerin, kremlerin

ve jellerin uygulanmasi agisindan énemli bir 6zelliktir (Patil ve Muthusamy, 2020).

Resim 3.4. Yayilabilirlik deney dizenegi
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Yayilabilirlik aparati, tam olarak eslesen, sabit ve hareketli olmak Uzere koni
seklindeki 2 prob setinden olugsmaktadir (Resim 3.4). Koni seklindeki prob setleri
cihaza takildi ve cihaz kullanima baglanmadan uUst hareketli koni seklindeki prob
belirlenen yukseklikte (23 mm) kalibre edildi. Organojeller malzemenin alt sabit koni
seklindeki prob igine bir spatula ile hava kabarcigi olusmamasina dikkat edilerek
Resim 3.4’te goruldugu gibi dolduruldu ylzeyin diz hale gelmesi saglandi. Daha
sonra ust koni gseklindeki prob belirlenen yukseklikte (23 mm) ayarlanarak cihazin
yazilim programi uzerinden yayilabilirlik testi uygulandi. Organojel, test sirasinda
koni seklindeki prob yuzeyleri arasinda alt koni probundan digsa dogru akmaya
zorlandi, bu da yayilabilirlik derecesini (Sikistirma kuvvet piki) gdsterdi. Ust koni
probunun numuneden geri gekilmesi, mevcut olabilecek adezif 6zellikleri hakkinda
bilgi sagladi. Maksimum negatif tepe (geri ¢cekme kuvvet piki) organojelin
adezifliginin, organojelin diskten ayrilma direncinin bir géstergesidir. Organojel ne
kadar viskoz olursa probun yukari dogru hareket etmesi i¢in daha buyuk bir kuvvet
gerektirir ve bu da daha buyulk bir negatif alan olusturur. Her jel igcin 3 dlgim yapildi.
Olglim sonucunda elde edilen veriler, cihazin Texture Exponent 2.0.6.0. yazilim
programi kullanilarak hesaplandi. Olgiim sonucunda sikilik (Firmness, g, N) ve
organojelin yayilabilirligi igin gerekli olan is (Work of shear, g.sec, N.mm) verileri

elde edildi. Yapilan toplam is (W) kuvvet-zaman egrisi altinda kalan alana esittir.
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Sekil 3.2. Yayilabilirlige ait kuvvet-mesafe egrisi
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3.2.8. Organojel formiilasyonlarinda ex vivo mukoadezyon g¢alismalari

TAXT. Plus Texture Analyser ile hazirlanan jel formulasyonlarinin mukoadezyon
Ozellikleri belirlendi. Bu galismalar sirasinda kopma kuvveti (F) ve yapilan adezyon igi
(W) bulundu. Mukoadezyon testi igin yapilan calismalarda vajinal mukoza kaynag olarak
koyun, sican, tavsan ve domuz gibi cesitli hayvan tiirleri kullaniimistir. insan vajinal
mukoza 6zelliklerine en benzer 6zellikte olan mukozanin inek vajinal mukozasi oldugu
bildirilmistir (Das Neves, Amaral ve Bahia, 2008; Valenta, Kast, Harich ve Bernkop-
Schnurch, 2001). Yapilan calismalarda inek vajinal mukozasinin insan vajinal
mukozasina benzer Ozellikte olmasi, kolay bulunur olmasi ve ylzey alaninin genis

olmasi nedeniyle model mukoza olarak inek vajinal mukozasi kullaniimigtir.

Mukoza inekten c¢ikarildiktan hemen sonra %0,9’luk NaCl ¢ozeltisi iginde -20°C’de
dondurulmustur. Calisma yapilana kadar bu sekilde saklanan mukoza ¢alismadan

1 saat once ¢ozulmustar.

Hazirlanan vajinal organojel formilasyonlarinin inek vajinal mukozasina
dokunduktan sonra ayrilirken olusan kopma kuvveti ve bu sirada yapilan is TA.XT.

Plus Texture Analyser cihazi kullanilarak dl¢iimustar.

Resim 3.5. Mukoadezyon galismasi deney dizenegi
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Teste bagslamadan 6nce donmus halde bulunan inek vajinasi 25°C’de 1 saat
bekletildi. Tam erime gerceklesmeden, henlz sertken mukozal yluzeyden 2 mm
kalinliginda ve yaklasik 10 mm capinda kesitler alindi. Kesitler 37°C’de pH 4,5 fosfat
tamponunda bekletilerek sicakligi ayarlandi. Bu kesitler lastikler ile Resim 3.5'te
gosterildigi gibi proba sabitlendi. Hazirlanan organojel formulasyonlari 37°C’lik su
banyosunda bekletilerek sicakliklari 37°C ‘ye getirildi. Formulasyonlardan enjektor
yardimiyla 0,5 ml organojel 6rnekleri alinarak probun inerek dokunacagi haznenin
merkezine ilave edildi. Vajinal mukozayi tagiyan prob belirlenen optimum sure ile
organojelin bulundugu noktaya inerek belirlenen surede bekletildi. Temas suresi
120 sn olarak ayarlandi (Cevher, Taha, Orlu ve Araman, 2008b; Tugcu-Demir6z,
2009) (Resim 3.5). Her organojel dlgumunde vajina dokusu degistirildi. Yontemin
tekrarlanabilir olup olmadigini anlamak ig¢in her dlgim 3 kez tekrarlandi. Prob
organojelin yuzeyinden ayrilirken olusan kopma kuvveti ve yapilan mukoadezyon
isi cihazin yazilimi ile hesaplandi. Hazirlanan etkin madde icermeyen ve igeren
organojellerde mukoadezyon islerinin istatistiksel olarak karsilastiriimasi GraphPad

yazilim programi kullanilarak yapildi.
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Sekil 3.3. Mukoadezyon galismasina ait kuvvet-zaman egrisi

Kullanilan test kosullari

Organojellerin  mukoadezyon Olgumleri Cizelge 3.2’de belirlenen optimal
parametrelere gore yapildi (Das Neves ve digerleri, 2008; Cevher ve digerleri,
2008b; Tugcu-Demirdz, 2009).
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Cizelge 3.3. Mukoadezyonda kullanilan test kosullari ve cihaza ait parametreler

Test kosullari ve cihaza ait parametreler

Daldirma sivisi pH 4,5 fosfat tamponu
Prob hizi (mm/sn) 1,0

Probun uygulandigi kuvvet(N) 0,2

Mukoza ile 6rnegin temas suresi 120 sn

Organojellerde mukoadezyon isi hesaplanmasi

Olglimler 3 paralel deney seklinde yapilmigtir. TA.XT. Plus Texture Analyser
cihazindaki yazilim programi bize kopma kuvvetini ve yapilan igsi hesaplayarak
vermektedir. Yapilan is, kuvvet-mesafe grafiginde (Sekil 3.3) egri altinda kalan
alandan hesaplanmaktadir, birimi N.mm‘dir. Mukoadezyon isini bulmak igin
asagidaki denklem (Es. 3.2) kullaniimistir (Cevher ve digerleri, 2008b; Tugcu-
Demirdz, 2009).

Mukoadezyon igi = ~AUYC (3.2)

r2

1Ir2= jel ile temas eden mukozal yiizeyin alani=1,1304 cm?

3.2.9. Organojel formiilasyonlarinin Franz difiizyon hiicresi ile gegis ¢aligmalari

Etkin maddenin diyaliz membrandan gegisinin incelenmesi i¢in Franz diflizyon
hucreleri kullanildi. Resim 3.6’da gecis ¢alismasi icin kurulan duzenegin resmi

gOsterilmigtir.

12000 Dalton’dan kuguk molekullere gegirgen olan diyaliz membrandan 37 °C’de
gecis calismalar yapildi. 24 saat pH 4,5 fosfat tamponunda bekletilen membran
yatay Franz difizyon hlcresine kompartmanlar arasina yerlestirildi ve hicrenin

sabitlenmesi saglandi (Resim 3.6).
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Resim 3.6. Franz difuzyon hlcresi deney duzenegi

Hazirlanan organojeller, enjektér yardimi ile terazi Uzerinde tartilarak (0,5 ml)
difizyon hicresinin (Ust kismina) sink kosulu saglanarak dondr kompartmanina
yerlestirildi. Reseptdor kompartmana (hicrenin alt kismina) ise 2,5 ml pH 4,5 fosfat
tamponu ilave edildi. Kigik manyetik karistiricilar konularak 37+0,5°C sicakliktaki
su banyosu Uzerine vyerlestirildi. Gegis bdlgesinin alani 1 cm?dir. Dondr
kompartmana konulan organojellerin gegis profilini belilemek amaciyla belirli
zamanlarda reseptor kompartmandan (0,5; 1; 2; 4; 6; 8; 24 ve 48 saatlerde) 6rnegin
tamami alindi ve yerine taze pH 4,5 fosfat tamponu ilave edildi. Ornekler UV
spektrofotometrede uygun seyreltmeler yapilarak tayin edildi. Sonuglar standart
dogru denkleminde yerine konularak diyaliz membrandan gegen etkin madde
miktar hesaplandi.1:4 (h:h) yag fazi: su fazi ve 1:5 (h:h) yag fazi: su fazi oraninda
hazirlanan organojellerin gecis profillerinin DDsolver yazilim programi kullanilarak

benzerlik faktérleri hesaplandi ve benzerlik tayini yapildi.
3.2.10. Organojel formilasyonlarinda ex vivo permeabilite galismasi

Ex vivo permeabilite c¢alismalari Bolum 3.2.8'de anlatilan sistem kullanilarak
yapilmistir. Diyaliz membran yerine inek vajina dokusu (Resim 3.7) kullanilarak
VZ'nin permeabilite 0zelligi degerlendirilmistir. Franz hucrelerinin  kullanildigi
calismada pH 4,5 fosfat tamponu ile sink kosulu saglanarak 48 saat boyunca (0,5;
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1; 2; 4; 6; 8; 24 ve 48 saatlerde) belli araliklarla 6rnek alinmis ve dokudan gegen

etkin maddenin permeabilitesi hesaplanmistir.

L

Resim 3.7. Permeabilite calismasi deney duzenegi

Ex vivo gegiste permeabilite katsayisi hesabi, zamana karsi (saat) gizilen dokudan
penetre olan etkin madde miktari (ug/cm2) grafiginden hareketle yapildi. Cizilen
grafikteki dogrusal kismin egimi denge halindeki duzgun aki degerini (Js) verir ve
bu degerin dondr fazdaki etkin madde konsantrasyonuna bolinmesi ile permeabilite

katsayisi (P) denklem (Es. 3.3) kullanilarak bulundu.

P=Js/Cd (3.3)

P: Permeabilite katsayisi (cm/saat)

Js: Denge halindeki diizgiin aki (ug / cm?.saat)

Cd: Donér fazdaki ilag konsantrasyonu (ug / cm?)

Aki (Js) =(C1-C2) x (Alan x Permeabilite katsayisi) / Kalinlk
C1-C2: Konsantrasyon farki
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3.2.11. Organojel formiilasyonlarinin stabilite caligmasi

Organojel formulasyonlari ICH klavuzuna goére stabilite c¢alismasi amaciyla
4°C/ortam nemi, 25°C/%60 bagdil nem ve 40°C/%75 bagil nem ortamlarini saglayan
iklim dolaplarinda U¢ ay slUreyle muhafaza edilmistir. Formulasyonlarin her ay

sonunda goérunus, pH, viskozite ve miktar tayini gibi farmasoétik karakterleri

incelenerek stabilitesi degerlendirilmigtir.

3.2.12. Organojel formiilasyonlarinda in vitro antifungal etkinlik galigmalan*

Besiyerinin ve mantarin hazirlanmasi

Uretici firma talimatlarina gére Mueller Hinton Agar besiyeri hazirlandi. Bu karigsima
final derisim 20 g/L olacak sekilde (%2) dekstroz ve inhibisyon zonunun daha iyi
goOrulmesini saglamak amaciyla 0,5 mg/L konsantrasyonda metilen mavisi ilave
edilerek ¢cozunduruldi. Karigim 121 °C’de 15 dakika sureyle otoklavlanarak sterilize
edildi. Sterilizasyon bitiminde besiyerinin pH’s1 7,2-7,4 arasinda olacak sekilde
ayarlandi ve 4 mm kalinlik saglanacak sekilde steril petri plaklarina dokulerek
donmasi saglandi. Hazirlanan besiyerleri 4 °C’ de en fazla bir hafta boyunca
bekleyecek sekilde kullanildi. Sterilite kontrolU igin rastgele secilen 2 dokulmus plak,
48 saat boyunca 37°C’ de etlvde inklibasyona birakildi. Daha sonra mantarin
hazirlanmasina gecildi ve Gazi Universitesi Dis Hekimligi Fakiltesi Tibbi
Mikrobiyoloji laboratuvari kultir koleksiyonundan kullaniimak Gzere C. albicans
ATCC 10231 susu ekilerek Uremesi kontrol edildi. Calismada besiyeri olarak
Sabouraud Dekstroz Agar (SDA) besiyeri (Merck, Darmstadt, Almanya)
kullaniimigtir. C. albicans susu SDA besiyerine ekilerek 37 °C’de aerobik kosullarda
24-48 saat uretilmigtir. Daha sonra Ureyen kolonilerden steril 6ze yardimiyla alinarak
onceden steril edilmis Sabourraud Dekstroz Broth (SDB, Merck, Almanya) sivi
besiyeri iceren steril vida kapakh tlplere konulmustur. Konsantrasyonu 0,5
McFarland bulaniklik standardinda (1-5 x 108 CFU/mL) olacak sekilde tlrbidimetrik
olarak ayarlanmistir.

! Organojel formiilasyonlarinda in vitro antifungal etkinlik ¢alismalar1 Dog. Dr. Giilgin AKCA ile birlikte Gazi
Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali'nda  yapilmistir. Kendisine
katkilarindan dolay: tesekkiir ederiz.
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Mikrobiyolojik testlerin uygulanmasi

Hazirlanan organojel formulasyonlarinin antifungal etkinliklerini incelemek igin C.
albicans, SDA besiyerine ekilerek 37 °C’de 24-48 saat uretilmigtir. Daha sonra
ureyen kolonilerden steril 6ze yardimiyla alinarak dnceden steril edilmis Sabourraud
Dekstroz Broth (SDB, Merck, Almanya) sivi besiyeri iceren steril vida kapakl tiplere
konulmustur. Fungal konsantrasyonu 0,5 McFarland bulaniklik standardinda (1-5x
108 CFU/mL) olacak sekilde tlrbidimetrik olarak ayarlanmistir. Hazirlanan VZ igeren
organojellerin (VO2, VL2, VK2), VZ igermeyen organojellerin (02, L2, K2), VZ'nin
yaglardaki ¢ozeltilerinin (VO, VL, VK) ve kontrol amagl olarak ayri ayri olmak tzere
VZ'nin ve yaglarin (O, L, K) da C. albicans Uzerine antifungal etkinlikleri geleneksel
disk difuzyon ve agar kuyucuk difizyon yontemleri ile degerlendirilmistir. Her iki
yontemle 24 ve 48 saat sure sonra olusturduklari inhibisyon alaninin ¢api, CLSI
(Klinik Laboratuvar Standartlari Enstitlisii) M44 kriterleri esas alinarak olgtiimus ve

kaydedilmistir. Bu testler 2 kere tekrar edilmis ve dl¢gimlerin ortalamalari alinmigtir.
Agar kuyucuk difiizyon metodu ile antifungal etkinin degerlendiriimesi

Sterilite kosullarina dikkat edilerek, agar Uzerinde ¢ap1 6 ve 8 mm’ lik kuyucuklar
acildi. SDA'da Uretilmis 24 saatlik mantar, konsantrasyonu 0,5 McFarland bulanikhk
standardinda (1-5 x 108 CFU/mL) olacak sekilde steril distile su iginde ayarlandi.
Mantar 100 pL miktarda usuline uygun sekilde besiyerinin her yerine esit sekilde
ekildi. Her bir kuyucuga 100 pL ve 200 uL olacak sekilde iki ayri hacimde tek basina
yaglar, yag cOzeltileri ve organojel formulasyonlarindan etkin maddeye esdeger
miktarda alinan numuneler daha 6nce belirtilen sekilde hazirlanmis Mueller Hinton
Agar petri plaklarinda acgilan kuyucuklara konuldu (Resim 3.8). VZ iceren
organojeller (VO2, VL2, VK2), VZ igcermeyen organojeller (02, L2, K2), VZ'nin
yaglardaki ¢ozeltileri (VO, VL, VK) ve kontrol amagl olarak ayri ayri olmak Gzere VZ
ve yagdlar (O, L, K) da 37 °C’de 24-48 saat inkube edildi.

inkiibasyon sonunda besiyerlerinin merkezinde acilan kuyucuklarin cevresinde
mantar Uremesinin engellendigi bir alan olustu ve bu “inhibisyon alani’nin ¢api
Ol¢uldu. Her bir formllasyon igin Uremenin inhibisyon alaninin ¢api olguldd ve

kaydedildi. Bu iglem 2 kez tekrar edilerek olgumlerin aritmetik ortalamalari alindi.
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Kuyucuk difizyon yoénteminde 100 pL ve 200 uL uygulanmasinin antifungal

etkinliklerinin Gzerine etkisi GraphPad yazilim programi yardimiyla istatistiksel

olarak degerlendirildi.

Resim 3.8. Agar kuyucuk difizyon yonteminin deney duzenegi

Disk difiizyon metodu ile antifungal etkinin degerlendiriimesi

Agar kuyucuk difuzyon yontemi icin hazirlanmig ayni mantar solusyonu kullanilarak
ayni sekilde usuline uygun sekilde SDA besiyerlerine mantar ekimi gerceklestirildi.
Difizyon metodunda ise 6 mm c¢apindaki steril ticari diskler, sterilitenin
bozulmamasina 6zen go6sterilerek VZ igceren organojeller (VO2, VL2, VK2), VZ
icermeyen organojeller (02, L2, K2), VZ'nin yaglardaki ¢ozeltileri (VO, VL, VK) ve
kontrol amagli olarak VZ ve yaglardan (O, L, K) ayri ayri olmak Uzere 25 uL olacak
sekilde numuneler alinarak disklere emdirildi ve steril pensler ile mantar ekilmig
besiyerlerinin Gzerine CLSI kriterlerine uyularak yerlestirildi. Ekim yapiimis
besiyerleri 37 °C’de 48 saat inkiibe edildi. inkilbasyon sonunda besiyerlerinde

oo

acilan kuyucuklarin gevresinde mantar Gremesinin engellendigi “inhibisyon alani”’nin
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¢ap!i 6lguldl. Her bir formulasyon igin 2 tekrar yapilarak mantar blyimesini 6nleme

bolgesinin ¢api Olguldu ve aritmetik ortalamalari alindi.

3.2.13. Istatistiksel analizler

Ex vivo mukoadezyon ve in vitro antifungal aktivite ¢alismalarindaki istatistiksel
analizler GraphPad Prism (GraphPad Prism 9.0.0, GraphPad Software Inc., ABD)
yazilimi kullanilarak gergeklestirilmistir. Ex vivo permeabilite ve in vitro salim
calismalarindaki istatistiksel analizlerde ise DDSolver yazilim kullaniimistir. Tum
analizlerde parametrik testler kullaniimistir. Gruplarin kiyasanmasinda tek yonli
varyans analizi (ANOVA) kullaniimigtir. Calismalar %95 glven aralidinda
yapilmistir. Analizlerde p<0,05 degerleri istatistiksel olarak anlamh fark olarak

degerlendirilmigtir.
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4. BULGULAR
4.1. Vorikonazol’iin Fizikokimyasal Ozelliklerinin Tayinine Ait Bulgular

4.1.1. Erime noktasi tayini

Bolum 3.2.2’de anlatildigi gibi erime noktasi Diferansiyel Tarama Kalorimetresi
(DSC) tayin edildi. VZ'nin keskin endotermik piki (erime derecesi) 132,47 °C’de
saptanmigtir (Sekil 4.1). Literatirden elde edilen erime derecesi bulunan sonucun
uygun oldugunu dogrulamaktadir (Mori ve digerleri, 2017; Deshkar ve digerleri,

2020).

DSC Thermal Analysis Result

\
File Name: AV /
Detector: DSC-60 |
Acquisition Date 02/04/14

-6.00"  acquisition Time03:24:41(-0800) |

Sample Name: v= .
} Sample Weight: 2.000[mg] 11.03min ‘
Annotation 132.47C
| -7.54mwW
- - 100.00 o 7777206.00 S
Temp [C]

Sekil 4.1. VZ'nin DSC termogrami

4.1.2. IR spekturumu

IR spektrumlari Bolum 3.2.2'de anlatildigi gibi belirlenmistir. VZ'nin, HPMC
K100M’'in ve VZ-HPMC K100M karisiminin FT-IR spektrumlari Sekil 4.2’de
gosterilmigtir. Elde edilen piklere bakildiginda aralarinda herhangi bir etkilesim

olmadigi gorulmektedir.
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443
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»—— VZ-HPMC K100M Kansimi

Sekil 4.2. VZ, HPMC K100M ve VZ-HPMC K100M karisiminin IR spektrumlari

4.1.3. DSC analizi

VZ'nin HPMC K100M ve oleik asit, lavanta yagi, karanfil yagi ile gecimliligini
degerlendirmek Uzere Bolum 3.2.2’de anlatildi§i sekilde DSC termogramlari elde
edilmistir (Sekil 4.3 ve Sekil 4.4). Termogramlar incelendiginde kullanilan HPMC
K100M'in ve yadlarin VZ'nin erime derecesinde herhangi bir kaymaya neden
olmadigi goruldu. Elde edilen sonuglara gére bu yardimci madde olarak kullanilan

HPMC K100M ve yaglar ile VZ arasinda etkilesim goértlmemektedir.

DSC Thermal Analysis Result
mwWwW
- \/\
-10.00 \ i
e H
VT T e S
1! Tt e .
i
! i
I 1]
| RACT KT (¥] ::
—_—-——— W TRACE K %] '
i W
-20.00
100.00 ©200.00
Temp [C]

Sekil 4.3. VZ, HPMC K100M ve VZ-HPMC K100M karigiminin DSC termogramlari
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Sekil 4.4. VZ ve yardimci maddelerin DSC termogramlari; a) VZ, b) VZ'nin lavanta
yagindaki ¢ozeltisi, c) lavanta yagi, d) oleik asit, €) VZ’nin oleik asit
cozeltisi f) VZ'nin karanfil yagindaki ¢ozeltisi, g) karanfil yagi

4.1.4. Partisyon katsayisi

VZ'nin partisyon katsayisi tayini Bolum 3.2.2‘de anlatildigi gibi 25+0,5°C’de yapildi.
Calismada 1. saatte su fazindaki VZ konsantrasyonu 3,34 pg/ml iken 2. Saatte 2,5
pg/ml, 4 saatte 1,61 ug/ml, 6 saatte 1,58 ug/ml ve 24. Saatte 1,30 ug/ml olarak tespit
edildi. 20 ug/ml olarak hazirlanan ¢ozeltinin 1,30 pg/ml’si su fazindayken geri kalani
oktanol igerisinde dagiimaktadir. Calisma sonucunda ise VZ oktanol/su partisyon

katsayisi 14,38 ve Log P degeri ise 1,16 olarak hesaplandi.

4.1.5. Coziinurluk

Vorikonazol'in 25%0,5°C’de esansiyel yaglardaki ¢ozinlrlik calismasi Bolum
3.2.2'de anlatildigi sekilde yapildi. 25°C’deki ¢ozunurligu Xort ve SS degerleri
Cizelge 4.1’de verilmektedir.
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Cizelge 4.1. VZ'nin yaglarda ¢ozunurluk degerleri (n=3)

Esansiyel Yaglar Coziinarliik (mg/mL) (ortxSS)
Oleik asit 34,72+1,23

Isopropil Miristat 10,06+1,39

Nane Yagi 6,70+2,56

Badem Yagi 2,60+0,05

Kekik Yagi 21,76+1,16

Karanfil Yagi 158,9+2,2

Lavanta Yagi 76,7+1,3

Susam Yagi 12,5+1,8

4.2. Vorikonazol’iun Spektrofotometrik Miktar Tayini Yontemi ve Validasyon

Bulgulan

4.2.1. UV spekturumuna ait bulgular

Etkin maddenin Amax dederinin hesaplanmasi

Vorikonazol'in pH 4,5 fosfat tamponundaki (Sekil 4.5), metanoldeki (Sekil 4.6) ve
distile sudaki (Sekil 4.7) UV spektrumlari asagida gosterilmistir. Yapilan ¢alismalara
g6re VZ'nin her bir ¢é6zinme ortaminda da maksimum absorbans verdigi dalga boyu

255 nm olarak tespit edilmigtir.

1.0 255 nm

0.8+

0.6~

0.4- / '
0.2 /\/ k

0.0 B —

Abs

i T 3
200 300 400 500 600 T(;O 860
Wavelength (nm)

Sekil 4.5. VZ'nin pH 4,5 fosfat tamponundaki UV spektrumu
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Sekil 4.6. VZ'nin metanoldeki UV spektrumu
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Sekil 4.7. VZ'nin distile sudaki UV spektrumu

Vorikonazol’'iin spektrofotometrik miktar tayin ve standart dogrunun hazirlanmasi

Vorikonazol'iin standart dogru denklemini bulmak icin pH 4,5 fosfat tamponunda,
metanolde ve distile suda 50 pg/ml derisimlerde stok ¢dzeltileri hazirlandi. Uygun
seyreltmeler yapilarak pH 4,5 fosfat tamponu igin 5-50 pg/ml, distile su i¢in 14-38

pMg/ml ve metanol igin 12-38 ug/ml araliginda artan derigsimlerde seyreltilmis

83
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cozeltiler hazirlandi. Vorikonazolin pH 4,5 fosfat tamponundaki (Sekil 4.8),
metanoldeki (Sekil 4.9) ve distile sudaki (Sekil 4.10) standart dogru ve kalibrasyon
denklemleri gorulmektedir. Standart dogrulara ait kalibrasyon parametreleri ise

Cizelge 4.2, 4.3 ve 4 .4’te verilmistir.

v =0,0219x + 0,005
0,9 - rf = 0,9998

D T T T T 1
o 10 20 30 40 50

Konsantrasyon (mikrogram/mL)

Sekil 4.8. VZ'nin pH 4,5 fosfat tamponundaki standart dogru ve denklemi

Cizelge 4.2. Vorikonazol'in pH 4,5 fosfat tamponundaki kalibrasyon parametreleri (n=3)

Egim+SS 0,0219+0,0020
Korelasyon Katsayisi (r) 0,999910,0002
Determinasyon katsayisi (R?) 0,9998+0,0001

y=0,0221x + 0,0108
r=0,9959

o o o
-l Q0 D

B}

Absorbans (nm)
2 2 e g
[EX] R LA

D T T T 1
0o 10 20 a0 A0

Konsantrasyon {mikrogram/mL)

Sekil 4.9. VZ'nin metanoldeki standart dogru ve denklemi
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Cizelge 4.3. Vorikonazol’in metanoldeki kalibrasyon parametreleri (n=3)

Egim+SS 0,0221+0,0005

Korelasyon Katsayisi (r) 0,9999+0,0001

Determinasyon katsayisi (R?) 0,9999+0,0010

v =0,0214x - 0,0087
R®=0,9958

Absorbans (nm
Lo o o o0 o000
[T o B ¥ B S s I T B v TR ¥ B =
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

]

o 10 20 30 40
Konsantrasyon (mikrogram/mL)

Sekil 4.10. VZ'nin distile sudaki standart dogru ve denklemi

Cizelge 4.4. VZ'nin distile sudaki kalibrasyon parametreleri (n=3)

Egim+SS 0,0214+0,0040
Korelasyon Katsayisi (r) 0,9999+0,0008
Determinasyon katsayisi (R?) 0,9998+0,0004

Vorikonazol'iin spektrofotometrik miktar tayini yontemlerinin validasyon bulgulari

Dogruluk(accuracy) ve geri elde(recovery)

Deneyler 3.2.3’'de anlatildigi gibi yapildi. Vorikonazol’lin pH 4,5 fosfat tamponunda
ve metanolde %80, %100 ve %120 etkin madde igceren stok ¢ozeltileri hazirlandi.
Calismalar 3 defa tekrarlandi. Hesapla bulunan VZ derisimlerinin ortalamalari alindi
ve ¢ozeltilerden geri elde edilen etkin madde miktarlari hesaplandi. Deney sonuglari
Cizelge 4.5 ve 4.6'de gosterildi. Bagil sapma yuzdeleri %2’den az oldugu ve geri
elde yuzdeleri %97-%103 arasinda tespit edildigi icin sonuglar uygun bulundu.



86

Cizelge 4.5. VZ'nin pH 4,5 fosfat tapmonunda yapilan analize ait geri elde sonuglari

VZ derigsimi | Hesapla bulunan | Ortalama | Standart %Bagil | %Geri
(ng/ml) \Y/4 derisim sapma sapma | elde
derisimi(pg/ml) (ug/ml) (SS) (%BS)
%80 VZ 15,72
iceren stok 16 15,86 15,89 0,18 1,101 99,3
16,07
%100 VZ 20,71
iceren stok 20 20,36 20,47 0,21 1,041 102
20,34
%120 VZ 24,06
iceren stok 24 24,25 24,17 0,10 0,404 101
24,19
Cizelge 4.6. VZ’'nin metanolde yapilan analize ait geri elde sonuglari
VZ derisimi | Hesapla bulunan | Ortalama | Standart %Bagil | %Geri
(mng/ml) VZ derigim sapma sapma | elde
derigimi(pug/ml) (png/ml) (SS) (%BS)
%80 VZ 15,66
iceren stok 16 15,94 15,78 0,15 0,93 98,6
15,73
%100 VZ 19,95
iceren stok 20 20,57 20,13 0,39 1,92 101
19,86
%120 VZ 23,78
iceren stok 24 24,34 23,95 0,34 1,43 99,8
23,73
Dogrusallik
Olgllen ortalama absorbans degerleri derisime karsi grafiklendi. Gerekli

matematiksel islemler yapilarak (dogrusal regresyon) standart dogru denklemleri

elde edildi ve bu denklemlerin r? degerleri hesaplandi. Belirlenen derigim araliginda

regresyon denklemlerinin determinasyon katsayilari pH 4,5 fosfat tamponunda
0,9998 (Sekil 4.7), metanolde 0,9999 (Sekil 4.8) ve distile suda 0,9998 (Sekil 4.9)

olarak tespit edildi. Boylece sonuglarin dogrusalligi kanitlandi.

Kesinlik ve tekrar edilebilirlik

Deneyler 3.2.3 'de anlatildigi gibi yapildi. Vorikonazol’in (50 pg/ml) pH 4,5 fosfat

tamponunda ve metanolde stok ¢dzeltileri hazirlandi. Calismalar 3 defa tekrarlandi.

Etkin maddeye ait kesinlik-tekrar edilebilirlik sonuglari Cizelge 4.7 ve 4.8’de gdsterildi.

Bagil sapma yuzdeleri %2’den az oldugu i¢in sonuglar uygun bulundu.
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Cizelge 4.7. VZ'nin pH 4,5 fosfat tamponundaki tekrar edilebilirlik sonuglari

Ornek No VZ derigimi (ug/ml) | Hesapla bulunan Ortalama VZ
derigimi (ug/ml)

1 12 11,73

2 12 12,29

3 12 12,03

4 12 11,99

5 12 11,91

6 12 11,82

7 12 11,87

8 12 11,92

9 12 12,07

10 12 11,80

Ortalama (Xon) 11,94

Standart Sapma (SS) 0,16

% Bagil Sapma (%BS) 1,36

Cizelge 4.8. VZ’'nin metanoldeki tekrar edilebilirlik sonuglari

Ornek No VZ derigimi (ug/ml) | Hesapla bulunan Ortalama VZ
derigimi (ug/ml)

1 20 19,81

2 20 19,67

3 20 19,78

4 20 20,48

5 20 20,88

6 20 20,70

7 20 20,28

8 20 20,20

9 20 20,09

10 20 20,29

Ortalama (Xor) 20,22

Standart Sapma (SS) 0,40

% Bagil Sapma (%BS) 1,97

Ozgiinliik (specificity, selectivity)

Spektrofotometrik miktar tayini yonteminin sadece analiz edilmesi istenen yapiyi
analiz ettigini kanitlamak igin formulasyona giren VZ disindaki bilesenlerin 200-800
nm dalga boylari arasi taranarak spektrumlari incelendi. Yapilan calismalar
sonucunda kullanilan ¢6ézucu ortami ve formulasyonda bulunan VZ disindaki
bilesenler 255 nm’de pik vermemistir. Yontem etkin maddeye 6zgu bulunmustur.
Yardimci maddelerin (oleik asit, lavanta yagi, karanfil yagi, HPMC K100M) pH 4,5
fosfat tamponunda spektrumlari Sekil 4.11'de gdsteriimektedir. Yardimci
maddelerin (oleik asit, lavanta yagi, karanfil yagi, HPMC K100M) metanolde

spektrumlar Sekil 4.12°de gosterilmektedir.
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Sekil 4.11. Yardimci maddelerin pH 4,5 fosfat Tamponu’ndaki UV spektrumlari; a)
oleik asit b) lavanta yagi c) karanfil yagi d) HPMC K100M
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Sekil 4.12. Yardimci maddelerin metanoldeki UV spektrumlari; a) Oleik asit b)
lavanta yagi c) karanfil yagi d) HPMC K100M

Stabilite

Vorikonazol'in pH 4,5 ¢dzinme ortamindaki stabilitesini takip etmek igin yapilan

deneyler sonucunda absorbans degerlerinde ve spektrumlarinda bir degisiklik tespit
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edilmedi. pH 4,5 fosfat tamponunda 24 saat boyunca takip edilen zaman derisim

grafikleri ve etkin maddeye ait stabilite sonuglari Sekil 4.13 ve 4.14’te verilmektedir.

Zaman Konsantrasyon
pH 4,5 (2510,5°C) (saat) (ug/mL)
2 1 16,4+0,008
20 2 16,2£0,015
z — N 3 16,420,016
E 1 — a4 15,590,020
E_ 10 5 16,1=0,020
a 6 15,9+0,016
2 7 15,940,017
0 . . . . . . g 15,9+0,005
i 5 10 15 20 25 30 24 16,220,011
Zaman(saat) Bagil 1,235
Sapma

Sekil 4.13. VZ'nin pH 4,5 fosfat tamponunda 25+0,5°C'deki stabilitesi

pH 4,5 (37+0,5°C)

25

20

+

15

10

Zaman
(saat)

Konsantrasyon

(rg/mt)

16,740,027

16,640,023

16,740,021

17,1+0,017

16,740,028

Derisim (pg/mL)

16,940,022

16,540,017

G = | LA [P | R

16,5+0,023

10

15

Faman(saat)

20

25

30

24

16,840,023

Bagl
Sapma

1,089

Sekil 4.14. VZ'nin pH 4,5 fosfat tamponunda 37+0,5°C'deki stabilitesi
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4.3. Organojel Formiilasyonu ile Yapilan Karakterizayon Caligmalarina Ait Bulgular

4.3.1. Organojel formiilasyonunda fiziksel goriinus ve pH tayini

Tam organoijeller i¢in oda sicakliginda beyaz renkli ve homojen bir gérinum elde
edildi. Etkin madde igeren ve icermeyen tum organojel formulasyonlarinin pH’si

vajinal uygulama icin uygundur. pH degerleri Cizelge 4.9’ da verilmistir.

Cizelge 4.9. Etkin madde igeren ve icermeyen organojel formulasyonlarinin pH degerleri

Organojel pH Etkin Madde igeren Organojel pH
Formiilasyonlari Formiilasyonlar
01 4,0+£0,5 VOl 3,60,2
L1 4,610,4 VL1 4,610,1
K1 4,7+0,3 VK1 4,610,2
02 3,9+0,1 VO2 3,8+0,2
L2 4,610,2 VL2 4,5+0,2
K2 4,510,1 VK2 4,7+0,2

4.3.2. Organojel formiilasyonlarinin akig 6zelliklerinin ve viskozitesinin incelenmesi

Organojel formulasyonlarinin akis 06zellikleri ve viskozitesi oda sicakliginda
Brookfield Programmable, DV-Ill viskozimetresinde tayin edildi. Calismada
sonugclarin karsilastirabilir olmasi igin ayni spindle ve ayni rpm’de d6lgim yapmaya
calisildi. Ancak viskozitesi yuksek olan organojeller Torque degeri 100’0 asacagi
icin 20 rpm’de oélgtilememistir. Bu nedenle ¢ok viskoz olan organojellerin viskoziteleri
Olculurken rpm degerleri dusuralmustar. Viskozite, rpm ve Spindle No degerleri

Cizelge 4.10’de verilmistir.

Cizelge 4.10. Etkin madde icermeyen organojel formulasyonlarinin viskozite, rpm
degerleri ve spindle numaralari

Organojel Spindle No rpm Viskozite (cP)
Formulasyonlari

01 52 5 15308+20

L1 52 5 6110112

K1 52 20 100143

02 52 5 16361+4

L2 52 5 15758+12

K2 52 20 1352+0

Formulasyonlarin akis 6zelliklerinin saptanmasinda 8 farkh rpm’de élgim yapilarak

akis diyagramlar olusturulmustur (Sekil 4.15 ve 4.16). Reogramlardan anlasildigi
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uzere butun jellerin Newtonian olmayan akis tipinde pseudoplastik akiga uyduklari
goOrulmektedir.

2.500
& 2.000
£
S~
2
‘€ 1.500
= —e—01
S
& —e—02
= 1.000 /
g L1
£ 500 L2

000

000 005 010 015 020
Kayma Hizi 1/dak

Sekil 4.15. Etkin madde icermeyen O1-O2-L1-L2 organojel formulasyonlarinin
25°C’deki akis diyagrami

1.400

1.200
N
£
> 1.000
E 800
o
O 600 —o—K1
e ——K2
>, 400
T
N

200

000

000 050 100 150 200 250 300 350 400
Kayma Hizi 1/dak

Sekil 4.16. Etkin madde icermeyen K1-K2 organojel formulasyonlarinin 25°C’deki
akis diyagrami
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Etkin madde igceren organojel formulasyonlarina viskozite degerleri Cizelge 4.11’de

verilmigtir.

Cizelge 4.11. Etkin madde igeren organojel formulasyonlarinin viskozite, rpm
degerleri ve spindle numaralari

Organojel Spindle No rpm Viskozite (cP)
Formiilasyonlari

Vo1 52 5 1433312

VO2 52 5 138964

VL1 52 5 1017941

VL2 52 5 16885+12
VK1 52 20 137745

VK2 52 20 123443

Viskozitesi yliksek olan VO1, VL1, VO2, VL2 formulasyonlarinin karsgilastirmali akis
diyagramlar Sekil 4.17°'da verilmistir. Etkin madde ve karanfil yagi iceren organojel
formUlasyonlari (VK1, VK2) viskozitesi dusik oldugu i¢in 20 rpm’de o6lgim
yapiimistir ve Sekil 4.18'de akis diyagrami verilmigtir. Etkin madde igeren
organojeller arasinda en yuksek viskozite degerleri VL2 ve VO1 jel
formUlasyonlarinda go6zlenirken en duslk viskozite degeri VK2 organojel
formUlasyonunda gézlenmektedir. Etkin madde iceren 1:4 (h:h) yag fazi: su fazi ve
1:5 (h:h) yag fazi: su fazi oranlarinda hazirlanan tum organojellerin Newtonian

olmayan akis tipinde pseudoplastik akisa uyduklari gérulmektedir.

2.500
~_ 2.000
&
~~
prd
& 1.500
= —e—\01
()
VL1

O 1.000 ﬁ/
o Vo)
& /
= VL2
X 500

000

000 005 010 015 020
Kayma Hizi 1/dak

Sekil 4.17. Etkin madde iceren VO1, VL1, VO2, VL2 organojel formulasyonlarinin
25°C’deki akig diyagrami
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Sekil 4.18. Etkin madde iceren VK1-VK2 organojel formulasyonu 25°C’deki akis
diyagrami

4.3.3. Organojel formiilasyonlarinda etkin madde miktar tayini

Hazirlanan organojel formulasyonlarinin igcerdigi VZ’'nin miktar tayini analizi B6lUm
3.2.5'in alt bolimunde anlatildigi gibi yapilmistir. ICH klavuzuna goére etkin
maddenin ila¢ sekli icinde %95-%105 arasinda bir oranda olmasi beklenmektedir
(ICH Q3). Miktar tayini sonuglarimiz bu araliklarda bulunmustur. Etkin madde miktar

tayini sonuclar Cizelge 4.12’de verilmektedir.

Cizelge 4.12. Etkin madde miktar tayini sonuglari(n=3) (ort£SS)

Formiilasyon | VZ derisimi (ug/ml) | Analiz sonucu bulunan | VZ Miktar Tayini
ortalama derigimi (%)
(png/ml)

Vo1 50 49,69 99,410

VO2 50 51,01 10210

VL1 50 48,64 97,310

VL2 50 50,5 10140

VK1 50 49,14 98,3+0,2

VK2 50 51,02 102+0

4.3.4. Organojellerin doku profil analizi’ne (TPA) ait bulgular

Vajinaya uygulanacak yari kati ila¢ sekillerinin gelistiriimesinde dikkat edilecek en
onemli parametre ilacin vajinada kalis suresidir. Jelin vajinada kalig suresi ilacin

emilimini ve biyoyararlanimini etkiler. TPA sonugclarinin degerlendiriimesinde
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adezyon, kohezyon kuvvetleri ile elastikiyetin buyuk olmasi beklenir. Buyuk olduklari
durumlarda formilasyonun vajinada kalig slUresi uzar. Adezifligi ylksek, sertlik ve
sikisabilirligi dusuk, elastikiyet ve kohezifligi uygun olan jel formulasyonlari vajinal

uygulama i¢in tercih edilir (Arpa ve digerleri, 2020).

Biz de ¢alismamizda vajinaya uygulanacak mukoadezif organojellerin gelistiriimesi
sirasinda organojellerin mekanik 6zelliklerini belirleyerek optimum formulasyona
ulagmaya calistik. Bolim 3.2.6'da anlatildigi Uzere yapilan TPA analizi sonucunda
adeziflik, koheziflik, sertlik, sikisabilirlik, elastikiyet, esneklik ve kirilabilirlik
parametreleri tim organojel formulasyonlari igin TPA grafiklerinden belirlendi.
FormuUlasyonlara ait grafikler Sekil 4.19-4.24’de gosteriimektedir. Elde edilen
grafiklere gore cihazin yazilimi yardimiyla hesaplanan organojellere ait TPA verileri

Cizelge 4.13 ve 4.14°de yer almaktadir.
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Sekil 4.19. Oleik asit ile 1:4 (h:h) yag fazi: su fazi oraninda hazirlanan organojellere
ait TPA grafikleri a) VO1; b) O1



f £ a)
z /
/ g
: J
i
f : i
f é E=H
S f_j%‘ e—— i
{ = \ A
5
| ,,/ \ 7
e 4
-0 \J/ /
il b)
0 f
l:! 1{
5ﬂ i
g 3
o El
Ef ==t
== il
P
: 1E B 1 —
% e |
£ = = 1
‘». — //
"\\ 7

95

Sekil 4.20. Oleik asit ile 1:5 (h:h) yag fazi: su fazi oraninda hazirlanan organojellere

ait TPA grafikleri a) VO2; b) 02
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Sekil 4.21. Lavanta yagi ile 1:4 (h:h) yag fazi: su fazi oraninda hazirlanan

organojellere ait TPA grafikleri a) VL1; b) L1



96

Force (g

—

a)

THE ettty

Lss e L

Sekil 4.22.

Lavanta yagi ile 1:5 (h:h) yag fazi: su fazi oraninda hazirlanan
organojellere ait TPA grafikleri a) VL2; b) L2
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Sekil 4.23.

Karanfil yagi ile 1:4 (h:h) yag fazi: su fazi oraninda hazirlanan
organojellere ait TPA grafikleri a) VK1; b) K1
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Sekil 4.24. Karanfil yag: ile 1:5 (h:h) yad fazi: su faz

organojellere ait TPA grafikleri a) VK2; b) K2
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oraninda hazirlanan

Cizelge 4.13. Organojel formulasyonlarinin doku profili analizi sonucu elde edilen
sertlik, adeziflik, koheziflik ve sikisabilirlik parametreleri (n=3) (ortxSS)

Formilasyon | Sertlik(g) Adeziflik(g.sec) Koheziflik Sikigabilirlik (g.sec)
Hardness Adhesiveness Cohesiveness Compressibility
01 | 121,711+2,450 | -162,096+1,705 1,493+0,015 112,710+3,900
% = | VOl | 91,620+5,898 -121,754+ 2,957 | 0,925+0,664 83,636+11,778
o< | 02 |51,884+48,174 | -125,495+1,081 0,718+0,810 67,5394+24,155
VO2 | 126,329+4,445 | -156,693+3,257 0,108+0,017 167,764+38,660
@ L1 | 83,693+4,785 -120,261+3,403 0,241+0,393 65,023+29,607
% @ VL1 | 88,206+0,892 -108,398+10,177 | 0,836+0,584 95,057+0,846
z > L2 | 84,745+3,020 -125,526+2,095 1,528+0,034 69,703+2,644
- VL2 | 135,320+0,938 | -199,870+4,956 2,159+1,895 265,515+5,556
— K1 | 56,228+2,678 -68,025+2,817 0,557+0,521 55,875+12,600
“% @ VK1 | 89,552+4,850 -117,67148,070 0,609+0,802 98,502+15,460
5 > K2 | 46,216+3,556 -55,025+2,218 0,589+0,521 38,516+2,236
VK2 | 54,56443,143 -47,234+1,855 1,158+0,048 40,695+4,237
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Cizelge 4.14. Organojel formulasyonlarinin doku profili analizi sonucu elde edilen
elastikiyet, kirnlabilirlik ve esneklik parametreleri (n=3) (ort£SS)

Formilasyon | Elastikiyet Kirilabilirlik (g) Esneklik
Springiness Fracturability Resilience
Ol | 0,767+0,008 3,052+0,083 0,257+0,006
% = | VO1 | 0,659+0,028 2,861+0,025 0,915+2,544
o< | 02 |0,639+0,003 2,436+42,68 4,630+4,332
VO2 | 0,746+0,012 2,796+0,055 3,291+0,238
@ L1 | 0,644+0,017 2,973+0,105 4,466+0,419
% @ VL1 | 0,746+0,048 2,984+0,019 1,046+2,128
g > L2 | 0,680+0,006 2,969+0,044 0,290+0,006
- VL2 | 0,946+0,012 2,832+0,043 0,321+0,679
— K1 | 0,596+0,020 2,948+0,164 3,408+2,987
qg @ VK1 | 0,748+£0,045 2,937+0,066 0,527+1,216
5 > K2 | 0,465+0,036 3,268+0,126 3,652+2,268
VK2 | 0,559+0,020 2,937+0,076 0,395+0,019

4.3.5. Organojel formulasyonlarinda yayilabilirlik (spreadability) testine ait bulgular

Vajinaya uygulanacak yari kati ila¢ sekillerinin geligtiriimesinde dnemli bir parametre
olan organojellerin yayilabilirlik 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla TA-XT Plus
Texture Analyzer (Stable Micro Systems, UK) cihazi kullanilarak yayilabilirlik tayini
yapildi. Bolim 3.2.7’de anlatildidi gibi yapilan yayilabilirlik testleri sonucunda etkin
madde igeren ve igermeyen organojeller igin, yayilabilirlik kuvvet-mesafe grafikleri
yazilim yardimiyla olusturuldu (Sekil 4.25-4.30). Cihazin yazilimi kullanilarak
organojellerin yayilmaya kargi yaptiklari is (work of shear) ve kuvvet (Firmness)
Ozellikleri hesaplandi. Sonuglar, Cizelge 4.15 ve 4.16'da yer almaktadir.
Formulasyonlarin yayilabilirliginin kiyaslanmasi ise $ekil 4.31 ve 4.32'de yer

almaktadir.
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ait yayilabilirlik grafikleri a) VO1 ve b) O1

Sekil 4.25. Oleik asit ile 1:4 (h:h) yag fazi: su fazi oraninda hazirlanan organojellere

a)

b)

nnnnnnnn

ait yayilabilirlik grafikleri a) VO2 b) O2

Sekil 4.26. Oleik asit ile 1:5 (h:h) yag fazi: su fazi oraninda hazirlanan organojellere




100

fore
H Firmness a)
i
H
B
}
:
£
/
5 i
£ i
v
............ Work of of Shear
e — = 3 "- —
‘: 1 Time (o
(!
i
v
b)
orce (9)
| r,:ﬂ,lmg
200 !
- NNovk SbEShear=-...__
...... st 1 2ese
By =
l/‘ ne (sec)
i
oy i

Sekil 4.27. Lavanta yagi ile 1:4 (h:h) yag fazi: su fazi oraninda hazirlanan
organojellere ait yayilabilirlik grafikleri a) VL1 ve b) L1
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Sekil 4.28. Lavanta yagi ile 1:5 (h:h) yag fazi: su fazi oraninda hazirlanan
organojellere ait yayilabilirlik grafikleri; a) VL2 ve b) L2
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Sekil 4.29. Karanfil yagi ile 1:4 (h:h) yag fazi: su fazi oraninda hazirlanan

organojellere ait yayilabilirlik grafikleri a) VK1 ve b) K1,

SWarkcof Shaar ¢ 5
i

Sekil 4.30. Karanfil yag! ile 1:5 (h:h) yad fazi: su fazi oraninda hazirlanan

organojellere ait ait yayilabilirlik grafikleri; a) VK2 ve b) K2
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Cizelge 4.15. Etkin madde icermeyen organojel formulasyonlarinin yayilabilirlik
kuvveti ve yayilabilirlige karsi yaptigi is (n=3) (ort£SS)

Formiilasyon

Sikilik (g)

Yayilabilirlik isi (g.sec)

01

4907,66+64,59

1509,46+21,10

02 6006,70+0,01 1922,05+24,08
L1 5222,52+18,90 1521+17,52

L2 5106,78+18,13 1365,53+57,96
K1 4991,21+222,45 1289,02+70,18
K2 1973,84+17,28 1981,00+£18,00

Cizelge 4.16. Etkin madde igeren organojel formulasyonlarinin yayilabilirlik kuvveti
ve yayilabilirlige karsi yaptigi is (n=3) (ortxSS)

Formiilasyon Sikilik (g) Yayilabilirlik isi (g.sec)
Vo1 6005,72+0,07 2480,10+3,74
VO2 5021,63+13,95 1772,23+11,74
VL1 6005,85+0,02 2168,69+130,55
VL2 4991,25+5,94 1691,76+10,63
VK1 5183,59+19,21 1421,55+34,67
VK2 5893,17+13,91 1226,00+£56,36
7000
6007,7
6000 A

5222,52
4907,66 S100.78 490121

5000 -
4000 -
u Sikilik(g)
3000 - = Yayilabilirlik isi (g.sec)
1922,05 1973,841981
2000 H 1521,14
509,46 1365,53 M, 59 02

1000

0 4

Sekil 4.31. Etkin madde igermeyen organojellerde yayilabilirligin kiyaslanmasi (n=3)
(ortxSS)
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7000 -
6005,72 6005,85
6000 - 5893,17
5021,63 499125 18359
5000 -
4000 -
m Sikihk(g)
3000 - = Yayilabilirlik isi (g.sec)
2480,1
2168,69
2000 - 772,23 1691,76
1421,55
1226
1000 -
0 T T T T T T
Vo1 VO2 VL1 VL2 VK1 VK2

Sekil 4.32. Etkin madde igeren organojellerde yayilabilirligin kiyaslanmasi (n=3)
(ortxSS)

4.3.6. Organojel formiilasyonlarinda ex vivo mukoadezyon g¢aligmalarina ait

bulgular

Organojellerin mukoadezif 6zelligini tayini ex vivo mukoadezyon ¢alismasi Bolim
3.2.8’de anlatildidi gibi inek vajinal dokusunda yapilmigtir. VZ igeren ve icermeyen
organojeller Uzerinde yapilan dlgimler sonucunda kuvvet-mesafe grafikleri Sekil
4.33-4.38’de gosterilmektedir. Mukoadezyon isine ait sonuglar Cizelge 4.17 ve
4.18’de yer almaktadir. Formulasyonlarin mukoadezyon islerinin kiyaslanmasi ise
Sekil 4.39 ve 4.40'da yer almaktadir. VZ igeren ve icermeyen organojel
formdlasyonlarinin - mukoadezyon iglerinin  GraphPad yazilimi kullanilarak

istatistiksel olarak kiyaslanmasi ise $ekil 4.41°de yer almaktadir.
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Sekil 4.33. Oleik asit ile 1:4 (h:h) yag fazi: su fazi oraninda hazirlanan organojellere
ait mukoadezyon grafikleri a) O1 b) VO1
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Sekil 4.34. Oleik asit ile 1:5 (h:h) yag fazi: su fazi oraninda hazirlanan organojellere
ait mukoadezyon grafikleri a) O2 b) VO2
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Sekil 4.35. Lavanta yagi ile 1:4 (h:h) yag fazi: su fazi oraninda hazirlanan
organojellere ait mukoadezyon grafikleri a) L1 b) VL1
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Sekil 4.36. Lavanta yagi ile 1:5 (h:h) yag fazi: su fazi oraninda hazirlanan
organojellere ait mukoadezyon grafikleri a) L2 b) VL2
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Sekil 4.37. Karanfil yagi ile 1:4 (h:h) yag fazi: su fazi oraninda hazirlanan
organojellere ait mukoadezyon grafikleri a) K1 b) VK1
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Sekil 4.38. Karanfil yagi ile 1:5 (h:h) yad fazi: su fazi oraninda hazirlanan
organojellere ait mukoadezyon grafikleri a) K2 b) VK2
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Etkin madde icermeyen organojellerin mukoadezyon dlgimlerinin sonuglari Cizelge
4.17‘de verilmektedir. Sonuglari dederlendirdigimizde en yuksek mukoadezyona

sahip organojelin L2 organojeli oldugu goralmustar.

Cizelge 4.17. Etkin madde igermeyen organojel formulasyonlarinin mukoadezyon
Olcim sonuglari(n=3) (ort+SS)

Formulasyon | Kuvvet (N) #SS Is (N.mm) £SS | Mukoadezyon igi (mj/cm?) #SS
o1 0,184+0,004 0,341+0,025 0,302+0,022
02 0,188+0,011 0,339+0,020 0,300+0,018
L1 0,171+0,013 0,277+0,024 0,245+0,021
L2 0,211+0,005 0,448+0,016 0,397+0,015
K1 0,044+0,007 0,100+0,014 0,088+0,012
K2 0,051+0,008 0,094+0,022 0,084+0,019

VZ igeren organojellerin mukoadezyon olgimlerinin sonuglari Cizelge 4.18'de
verilmektedir. Sonuglari degerlendirdigimizde en ylksek mukoadezyona sahip

organojelin VL2 organojeli oldugu gorulmustar.

Cizelge 4.18. Etkin madde igceren organojel formulasyonlarinin mukoadezyon 6lgim

sonuglari
Formiilasyon | Kuvvet (N) 2SS | is (N.mm) £SS | Mukoadezyon isi (mj/cm?) +SS
VvVO1 0,105%0,008 0,226%0,005 0,200£0,005
VO2 0,147+0,005 0,286+0,027 0,253+0,024
VL1 0,219+0,010 0,278+0,006 0,246+0,005
VL2 0,230£0,018 0,44910,046 0,397+0,041
VK1 0,0760,016 0,083+0,013 0,073£0,012
VK2 0,066+0,008 0,110+0,019 0,098+0,016
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Sekil 4.39. VZ icermeyen organojellerin inek vajinal mukozasinda yapilan
mukoadezyon odlgiimlerinin kiyaslanmasi (n=3) (ortxSS)
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Sekil 4.40. VZ igeren organoijellerin inek vajinal mukozasinda yapilan mukoadezyon
6lguimlerinin kiyaslanmasi (n=3) (ort+SS)
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Sekil 4.41. a) VZ icermeyen b) VZ igeren; organojellerin inek vajinal mukozasinda
yapilan mukoadezyon 6lgumlerinin istatistiksel olarak kiyaslanmasi (n=3
* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001; ns: p>0,05)

4.3.7. Organojel formilasyonlarinin Franz difuzyon hicresinde gecis

caligmalarina ait bulgular

Bolum 3.2.9°”da anlatildi§i gibi organojel formulasyonlarinda pH 4.5 fosfat
tamponunda vyapilan, Franz difizyon hicresinde 12000 Daltondan kiguk
molekullere gegirgen olan diyaliz membrandan etkin maddenin gecis deneyine ait
profiller Sekil 4.42 ve 4.43’de verilmigtir.

1:4 (h:h) yag fazi: su fazi oraninda hazirlanan organojel formilasyonlarinin gecis

profilleri

1:4 (h:h) yag fazi: su fazi oraninda hazirlanan organojel formulasyonlarinin gecis
profilleri incelendiginde oleik asit iceren VO1 formllasyonundan gegis 8 saatin
sonunda %11,8+0,8, 24 saatin sonunda %21,4+0,7 ve 48 saatin sonunda ise
%38,6+2,8 olmustur. Lavanta yagi igceren VL1 formulasyonundan gegis profilleri
incelendiginde ise 8 saatin sonunda %36,5£3,3, 24 saatin sonunda %58,9+4,2 ve
48 saatin sonunda ise 82,7427 olmustur. Karanfil yagdi iceren VK1
formilasyonundan gegis 8 saatin sonunda %37,9+2,6, 24 saatin sonunda

%55,314,5 ve 48 saatin sonunda ise 71,9+4,5 olmustur.
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Sekil 4.42. 1:4 (h:h) yag fazi: su fazi oraninda hazirlanan VO1, VL1, VK1
formuUlasyonlarindan VZ'nin diyaliz membrandan gegisi (n=3) (ort£SS)

Bu sonuclara gore vajinal organojel formulasyonlarindan lavanta ve karanfil yagi
iceren VL1 ve VK1 formulasyonlarinin 48 saat boyunca kontrolli salim yaptigi
gozlenmigtir. Ancak oleik asit kullanilarak hazirlanan VO1 formulasyonu 48. saatte

etkin maddenin yaklasik %39’u gecerek oldukg¢a dusuk bir gegis gostermistir.

1:4 (h:h) yag fazi: su fazi oraninda hazirlanan organojel formulasyonlarinin 48
saatlik in vitro gecis profilleri kiyaslanmistir ve sonuglar Sekil 4.42'de verilmigtir.
DDsolver yazilimi yardimiyla gegis profillerinden F2 benzerlik faktori analizi
yapilmistir. Analiz sonucunda VO1 ve VL1 organojelleri arasindaki F2 faktort 31,
VO1 ve VK1 organojelleri arasindaki F2 faktora 35, VL1 ve VK1 organojelleri

arasindaki F2 faktoru ise 68 olarak bulunmustur.

1:5 (h:h) yag fazi: su fazi oraninda hazirlanan organojel formiilasyonlarin gecis

profilleri

1:5 (h:h) yag fazi/su fazi oraninda hazirlanan formulasyonlarin gegis profilleri
incelendiginde oleik asitle hazirlanan VO2 formulasyonundan gegis 8 saatin
sonunda %12,4+0,7, 24 saatin sonunda %22,3+2,5 ve 48 saatin sonunda ise
%33,41£3,1 olmustur. Lavanta yagi ile hazirlanan VL2 formilasyonundan gegis 8

saatin sonunda %23,5+1,3, 24 saatin sonunda %55,7+0,6 ve 48 saatin sonunda ise
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%85,51£1,5 olmustur. Karanfil yagi ile hazirlanan VK2 formuilasyonundan gecis 8

saatin sonunda %53,4+1,8, 24 saatin sonunda %72,2+2,6 ve 48 saatin sonunda ise

%98,9+4,5 olmustur.
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Sekil 4.43. 1:5 (h:h) yag fazi: su fazi oraninda hazirlanan VO2, VL2, VK2
formuUlasyonlarindan VZ'nin diyaliz membrandan gegcisi (n=3) (ort£SS)

1:5 (h:h) yag fazi: su fazi oraninda hazirlanan organojel formulasyonlarinin 48
saatlik in vitro gecis profilleri kiyaslanmistir ve grafik Sekil 4.43’de verilmigtir.
DDsolver yazilimi yardimiyla salim profillerinden F2 benzerlik faktori analizi
yapilmistir. Analiz sonucunda VO2 ve VL2 organojelleri arasindaki F2 faktoru 42,
VO2 ve VK2 organojelleri arasindaki F2 faktoru 22, VL2 ve VK2 organojelleri

arasindaki F2 faktoru ise 55 olarak bulunmustur.

4.3.8. Organojel formilasyonlarinda ex vivo permeabilite ¢aligmalarina ait

bulgular

Organojel formulasyonlarinin inek vajinal dokusu kullanilarak ex vivo permeabilite
deneyleri bolum 3.2.10'da anlatildigi gibi yapildi ve deneylere ait permeabilite
profilleri olusturuldu (Sekil 4.44 ve 4.45).
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1:4 (h:h) yag fazi: su fazi oraninda hazirlanan formulasyonlarin permeabilite profilleri

Organojel formulasyonunun pH 4,5 fosfat tamponunda yapilan permeabilite
deneylerine ait profil incelendiginde VO1 formulasyonundan 8 saatin sonunda
%35,9£2,5 oraninda, 24 saatin sonunda %52,5+5,2 oraninda, 48 saatin sonunda

ise %78,8+7,4 oraninda dokudan VZ gegisi gerceklesmigtir.

VL1 organojel formulasyonunun pH 4,5 fosfat tamponunda yapilan permeabilite
deneylerine ait profil incelendiginde ise 8 saatin sonunda %39,1+0,9 oraninda, 24
saatin sonunda %60,612,1 ve 48 saatin sonunda ise %98,7+6,1 oraninda dokudan

VZ gecisi gergceklesmistir.

VK1 organojel formulasyonunun pH 4,5 fosfat tamponunda yapilan permeabilite
deneylerine ait profil incelendiginde ise 8 saatin sonunda %44,7+3,9 oraninda, 24
saatin sonunda %69,7+7,7 ve 48 saatin sonunda ise %107,7+7,6 oraninda dokudan

VZ gecisi gergceklesmistir.

120
_
L

100 ®

c ®

©

wd

= 30 é

= z *

N 1

> 60 VK1

c &

g @ VL1

=< 40 e

(&) - Vo1

X

= 20

©

£

o 0

= 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Zaman (Saat)

Sekil 4.44. 1:4 (h:h) yag fazi:su fazi oraninda hazirlanan VO1, VL1, VK1 organojel
formuUlasyonlarindan VZ'nin inek vajinal dokusundan gegisi (n=3)

1:4 (h:h) yag fazi:su fazi oraninda hazirlanan organojel formuilasyonlarinin etkin
maddenin inek vajinal dokusundan gegis profilleri kiyaslanmistir ve grafik Sekil
4.44’te verilmistir. Organojel formulasyonlarina ait ex vivo gegis verilerinden aki

hesabi yapiimis ve Cizelge 4.19’da gosterilmistir.
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Cizelge 4.19. Organojel formulasyonlarindan etkin maddenin inek vajinal dokusundan
gegcisinin degerlendiriimesi sonucu elde edilen aki degerleri (n=3) (ort+SS)

Formiilasyon Aki (ug cm™ h™) +SS Permeabilite katsayisi +SS
VO1 26,9+4,2 0,011+0,002
VL1 37,414 4 0,015+0,001
VK1 40,1+3,4 0,016+0,001

1:5 (h:h) yag fazi: su fazi oraninda hazirlanan formulasyonlarin permeabilite profilleri

Organojel formulasyonunun pH 4,5 fosfat tamponunda yapilan permeabilite
deneylerine ait profil incelendiginde VO2 organojel formulasyonundan 8 saatin
sonunda %32,5+5,6 oraninda, 24 satin sonunda %55,8+10,1 oraninda, 48 saatin

sonunda ise %81,6+0,8 oraninda dokudan VZ gegisi gerceklesmistir.

VL2 organojel formulasyonunun pH 4,5 fosfat tamponunda yapilan permeabilite
deneylerine ait profil incelendiginde ise 8 saatin sonunda %31,7+4,5 oraninda, 24
saatin sonunda %63,1+9,3 ve 48 saatin sonunda ise %90,6+9,7 oraninda dokudan

VZ gecisi gerceklesmistir.

VK2 organojel formulasyonunun pH 4,5 fosfat tamponunda yapilan permeabilite
deneylerine ait profil incelendiginde ise 8’inci saat sonunda %35,315,3 oraninda,
24’Uncu saat sonunda %67,8+8,1 ve 48 inci saat sonunda ise %99,9+10,5 oraninda

dokudan VZ gecisi gerceklesmigtir.
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Sekil 4.45. 1:5 (h:h) yag fazi: su fazi oraninda hazirlanan VO2, VL2, VK2 organojel
formulasyonlarindan VZ'nin inek vajinal dokusundan gegisi (n=3)



114

1:5 (h:h) yag fazi: su fazi oraninda hazirlanan organojel formulasyonlarinin inek
vajinal dokusundan gegis profilleri kiyaslanmistir ve grafik Sekil 4.45’de verilmistir.
Organojel formulasyonlarina ait ex vivo gegis verilerinden aki hesabi yapilmig ve

Cizelge 4.20’de gosterilmistir.

Cizelge 4.20. Organojel fogmijla%(qnlarlndan etkin maddenin inekuvaH'inaI dokusundan
gecisinin degerlendiriimesi sonucu elde edilen aki degerleri (n=3) (ort+SS)

Formiulasyon Aki (Mg cm™ h™!) £S§S Permeabilite katsayisi £SS
VO2 3818,0 0,015£0,002
VL2 49,57 4 0,020£0,002
VK2 51,8%4,8 0,021+0,001

4.3.9. Organojel formulasyonlarinin stabilite galigmalarina ait bulgular

Tez calismalarimizda hazirlanan organojel formulasyonlarn ICH Klavuzuna gore
4°C/ortam nemi, 25°C/%60 bagil nem ve 40°C/%75 bagil nem ortamlarinda saklanmis
ve 3 ay boyunca her ay goérunus, pH, viskozite ve etkin madde miktar tayini testleri

yapilmistir. Stabilite sonuglarina ait bulgular Cizelge 4.21-4.26 ’da yer almaktadir.

Cizelge 4.21. VO1' nin stabilite sonugclari (ortxSS)

vVO1 pH Gorunus Viskozite(cP) Miktar Tayini (%)
(5 rpm)
4°C/ortam Baslangic | 4,20 | Beyaz-Homojen 18793111 99,4114
nemi l.ay 4,18 | Beyaz-Homojen 9496+11 98,8+0,9
2.ay 4,18 | Beyaz-Homojen 10765+11 98,2+0,1
3.ay 4,20 | Beyaz-Homojen 9496+11 96,2+0,8
25°C/ Baslangic | 4,20 | Beyaz-Homojen 18793111 99,4114
%60 bagil nem l.ay 4,20 | Beyaz-Homojen 17679100 98,6+0,8
2.ay 4,19 | Beyaz-Homojen 12146130 97,5+0,8
3.ay 4,20 | Acik sari-Homojen | 11682+12 96,5+0,9
40°C/ Baslangic | 4,20 | Beyaz-Homojen 18793111 99,4114
%75 bagil nem l.ay 4,18 | Beyaz-Homojen 1575890 97,4+0,9
2.ay 4,25 | Beyaz-Homojen 1580440 97,5+0,2
3.ay 4,20 | Acik sari-Homojen | 14896123 96,1+1,2

Cizelge 4.22. VL1' nin stabilite sonuglari (ortxSS)

VL1 pH Gorunus Viskozite(cP) (5 rpm) | Miktar Tayini (%)
4°C/ortam Baslangic | 4,29 | Beyaz-Homojen | 16686+50 99,8+1,2
nemi l.ay 4,30 | Beyaz-Homojen | 1660020 98,5+0,9
2.ay 4,28 | Beyaz-Homojen | 1278930 98,810,1
3.ay 4,59 | Beyaz-Homojen | 11567121 97,940,2
25°C/%60 Baslangic | 4,29 | Beyaz-Homojen | 16686+50 99,8+1,2
bagil nem l.ay 4,30 | Beyaz-Homojen | 16162+40 98,4+0,9
2.ay 4,65 | Beyaz-Homojen | 11683+30 97,4+0,9
3.ay 4,32 | Beyaz-Homojen | 15685,32+26 97,5+0,5
40°C/%75 Baslangic | 4,29 | Beyaz-Homojen | 16686+50 99,8+1,2
bagil nem l.ay 4,30 | Beyaz-Homojen | 1955+11 97,4+0,6
2.ay 4,36 | Beyaz-Homojen | 3522+19 95,7+0,6
3.ay 4,35 | Beyaz-Homojen | 4586171 96,6+0,6
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VK1 pH | Gorinus Viskozite(cP) (20 rpm) | Miktar Tayini (%)
4°C/ortam Baslangic 4,26 | Beyaz-Homojen | 1614+3 97,4+0,8
nemi l.ay 4,32 | Beyaz-Homojen | 215943 96,5+0,9

2.ay 4,44 | Beyaz-Homojen | 1553+22 95,5+1,2

3.ay - Faz ayrismasi - -
25°C/%60 Baslangic 4,26 | Beyaz-Homojen | 16143 97,4+0,8
bagil nem l.ay 4,31 | Beyaz-Homojen | 73943 96,4+1,6

2.ay - Faz ayrismasi - -

3.ay - Faz ayrismasi - -
40°C/%75 Baslangic 4,26 | Beyaz-Homojen | 16143 97,4+0,8
bagil nem l.ay 4,28 | Beyaz-Homojen | 5253 95,4+1,9

2.ay - Faz ayrismasi - -

3.ay - Faz ayrismasi - -

Cizelge 4.24. VOZ2' nin stabilite sonugclari (ortxSS)

VO2 pH Gorunuds Viskozite(cP) (5 rpm) Miktar Tayini (%)
4°C/ortam | Baslangic | 4,36 | Beyaz-Homojen 20039120 99,8+1,6
nemi l.ay 4,65 | Beyaz-Homojen 18956+14 98,5+0,8
2.ay 4,56 | Beyaz-Homojen 15677130 98,2+1,2
3.ay 4,54 | Acik sari-Homojen | 9698130 97,3%+1,2
25°C/%60 | Baslangic | 4,36 | Beyaz-Homojen 20039120 99,8+1,6
bagil nem l.ay 4,46 | Beyaz-Homojen 16245136 98,2+1,8
2.ay 4,45 | Beyaz-Homojen 14771198 98,5+£1,0
3.ay 4,56 | Beyaz-Homojen 18429168 97,9+1,2
40°C/%75 | Baslangic | 4,36 | Beyaz-Homojen 20039120 99,8+1,6
bagil nem l.ay 4,38 | Beyaz-Homojen 8956129 97,8+0,8
2.ay 4,46 | Acik sari-Homojen | 7667131 95,3+1,2
3.ay 4,45 | Acgik sari-Homojen | 9198136 95,3+1,2

Cizelge 4.25. VL2' nin stabilite sonuglari (ortxSS)

VL2 pH Gorunds Viskozite(cP) (5 rpm) | Miktar Tayini (%)
4°C/ortam | Baslangic | 4,15 | Beyaz-Homojen | 18356+12 98,7+1,9
nemi l.ay 4,25 | Beyaz-Homojen | 18296+15 98,5+2,5
2.ay 4,39 | Beyaz-Homojen | 1924459 97,8+0,2
3.ay 4,45 | Beyaz-Homojen | 15859+12 97,3+0,6
25°C/%60 | Baslangic | 4,15 | Beyaz-Homojen | 18356+12 98,7+£1,9
bagil nem l.ay 4,35 | Beyaz-Homojen | 16678+19 97,4+0,9
2.ay 4,35 | Beyaz-Homojen | 18018129 97,4+0,9
3.ay 4,45 | Beyaz-Homojen | 15228+91 96,5+0,8
40°C/%75 | Baslangic | 4,15 | Beyaz-Homojen | 18356+12 98,7+£1,9
bagil nem l.ay 4,15 | Beyaz-Homojen | 8257115 98,3+0,6
2.ay 4,25 | Beyaz-Homojen | 7458125 97,5+0,2
3.ay 4,35 | Beyaz-Homojen | 6700+39 97,3+0,6

Cizelge 4.26. VK2' nin stabilite sonugclar (ortxSS)

VK2 pH Gdrunus Viskozite(cP) (20 rpm) Miktar Tayini (%)
4°C/ortam | Baslangic | 4,45 | Beyaz-Homojen | 340618 96,8+0,9
nemi l.ay 4,39 | Beyaz-Homojen | 31082 96,5+0,9

2.ay 4,56 | Beyaz-Homojen | 1256+10 95,34£0,9

3.ay - Faz ayrismasi - -
25°C/%60 | Baslangic | 4,45 | Beyaz-Homojen | 340618 96,8+£0,9
bagil nem l.ay 4,41 | Beyaz-Homojen | 25687 96,1+1,6

2.ay - Faz ayrismasi - -

3.ay - Faz ayrismasi - -
40°C/%75 | Baslangic | 4,45 | Beyaz-Homojen | 34068 96,8+£0,9
bagil nem l.ay 4,44 | Beyaz-Homojen | 89510 94,4+1,9

2.ay - Faz ayrismasi - -

3.ay - Faz ayrismasi - -
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4.3.10. Organojel formiilasyonlarinda in vitro antifungal etkinlik ¢caligmalarina

ait bulgular

Tez calismalarimizda Bolum 3.2.12°’de anlatildigi gibi, hazirlanan organojel
formulasyonlarinin C. albicans ATCC 10231 mantar susu uzerinde inhibisyon alani
olusturdugu alanin ¢api agar kuyucuk difiizyon ve disk difizyon yontemleri ile tayin
edilmistir. Yaglar ve VZ'nin 6lgum sonugclari Cizelge 4.27°de ve 1:5 (h:h) yag: su
oraninda hazirlanan organojel formulasyonlarin antifungal etkinlik sonuglari ise
Cizelge 4.28'de sunulmustur. Saf yaglarin, VZ'nin ve VZ'nin yaglarla (oleik asit,
lavanta yagi, karanfil yagi) c¢ozeltilerinin karsilastirildigi grafik Sekil 4.46’da
verilmektedir. Organojel formulasyonlarinin antifungal etkinlik sonuglarinin
karsilastinldigi grafik ise Sekil 4.47’da verilmistir. VZ'nin, lavanta yaginin ve karanfil
yaginin agar kuyucuk difizyon yonteminde 100 pyL ve 200 uyL uygulanmasinin
antifungal etkinliklerinin Uzerine etkisinin istatistiksel karsilastiriimasi Sekil 4.48'de
verilmektedir. Lavanta yagi ve karanfil yagdi kullanilarak 1:5 (h:h) yad: su oraninda
hazirlanan L2, K2, VL2, VK2 organojel formulasyonlarinin agar kuyucuk difizyon
yonteminde 100 yL ve 200 pyL uygulanmasinda antifungal etkinliklerinin Gzerine
etkisinin istatistiksel karsilastiriimasi Sekil 4.49'da verilmektedir. Agar kuyucuk
difizyon yodntemiyle 100 uL ve 200 uyL uygulanmasinda yapilan degerlendirme
sonucunda en ylUksek inhibisyon alanina sahip bulunan VL2 ve VK2 organoijellerinin
C. albicans ATCC 10231 etkenine karsi olusturdugu inhibisyon alanlarinin

goruntisu Resim 4.1°de verilmektedir.

Cizelge 4.27. Saf yaglarin, VZ’'nin ve VZ’'nin yaglarla (oleik asit, lavanta yagi, karanfil
yagi) c¢ozeltilerinin in vitro antifungal etkinlik ¢alismasinda olgulen
inhibisyon capi (ortxSS) (n=2)

S Inhibisyon Capi
< Inhibisyon Gapi Disk difUz)yl/on ?netodu

uyucuk difuzyon metodu (mm) (mm)
Yaglar ve Etkin Madde 100 uL 200 pL 25 uL
Vorikonazol 15,5+0,7 17,5+0,7 13
Oleik asit 0 0 0
Lavanta yagi 15,54£0,7 16,5+0,7 0
Karanfil yagi 35,5+0,7 39+1 32,5+0,7
VZ+Oleik asit 11,5+0,7 13,5+0,7 6,5 +0,7
VZ+Lavanta yag! 43,5+0,7 55,5+0,7 26,5+0,7
VZ+Karanfil yagi 50,510,7 58,5+0,7 35,5+0,7
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Cizelge 4.28. Organojel formulasyonlarinin (1:5 (h:h) yag fazi: su fazi oraninda) in
vitro antifungal etkinlik galismasinda dlgllen inhibisyon ¢api (ort+SS)

(n=2)
inhibisyon Capli inhibisyon Capi
Kuyucuk difizyon metodu (mm) Disk difizyon metodu (mm)
Organaoijel
Formilasyonlari 100 pL 200 pL 25 WL
VO2 0 0 0
VL2 4811 61+1 44 50,7
VK2 43,5+0,7 46,5+£2,1 4111
02 0 0 0
L2 11,5+0,7 26+1 6,5+0,7
K2 3941 42,5+0,7 2941
60,00 1 55,50 58,5
50,
50,00 -
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Sekil 4.46. VZ, yaglar (oleik asit, lavanta yagi, karanfil yagi) ve VZ ile yag
cOzeltilerinin antifungal etkinliklerinin karsilastiriimasi (ort+SS) (n=2)
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Sekil 4.47. Organojel formulasyonlarinin (1:5 (h:h) yag fazi: su fazi oraninda)
antifungal etkinlik sonuglarinin karsilastirilmasi (ort+SS) (n=2)
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Sekil 4.48. VZ'nin, lavanta yaginin ve karanfil yaginin agar kuyucuk difizyon
yonteminde 100 pL ve 200 yL uygulanmasinin antifungal etkinliklerinin
Uzerine etkisinin istatistiksel karsilastiriimasi (n=2, * p<0,05; ** p<0,01;
*** n<0,001; **** p<0,0001; ns: p>0,05)
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Sekil 4.49. 1:5 (h:h) yag: su oraninda hazirlanan VL2, L2, K2, VK2 organojel
formulasyonlarinin agar kuyucuk difizyon yénteminde 100 pyL ve 200
ML uygulanmasinda etkinliklerinin  Uzerine etkisinin istatistiksel
kargilastirnmasi (n=2, * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001,

ns: p>0,05)

Resim 4.1. Agar Kuyucuk difizyon metodunda VL2 ve VK2 organojellerinin C.
albicans ATCC 10231 etkenine karsi olusturdugu inhibisyon alani
gorunttsiu a) 100 uL hacimde organojel uygulanmasi b) 200 pyL hacimde

organojel uygulanmasi
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5. TARTISMA

Tez kapsaminda suda ¢ozunurligu dusuk antifungal bir etkin madde olan VZ’'nin
vajinal uygulanmasi icin organojel formulasyonu gelistirilmigtir. VZ'nin
¢6zUnUrligunu artirmak icin esansiyel yaglar icinde ¢dzinmesi saglanmis ve
sonrasinda HPMC jel igcine dahil edilmigtir. Lipofilik olan VZ'nin dncelikle
fizikokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi i¢in erime derecesi tayini, DSC analizi, FT-
IR analizi ve partisyon katsayisi ¢alismalari yapilmistir. Daha sonra sekiz farkh
yagda VZ'nin ¢oézundrlik ¢alismasi yapiimis ve ¢dzunurligu en ylksek olan oleik
asit, lavanta yagi ve karanfil yagi organojel formulasyonlarinda kullaniimak Uzere
secilmistir. Tez calismasi sirasinda VZ'nin, miktar tayini igin pH 4,5 fosfat
tamponunda ve metanolde spektrofotometrik analiz yontemleri gelistiriimis ve valide
edilmistir. VZ’nin vajinaya uygulanmasi igin gelistirilen organojel formulasyonlarinda
karakterizasyon calismalari yapilmistir. Bu ¢calismalar arasinda; fiziksel goérinus ve
pH, viskozite ve reolojik 6zellikler, etkin madde miktar tayini, doku profili analizi,
yayilabilirlik testi, ex vivo mukoadezyon c¢alismalari, in vitro olarak Franz difuzyon
hlcresinde gegis calismalari, ex vivo permeabilite, in vitro olarak antifungal etkinlik

ve stabilite ¢alismalari bulunmaktadir.

Bu bodlimde tez kapsaminda yapilan c¢alismalardan elde edilen bulgularin

degerlendiriimesi, yorumlanmasi ve tartisiimasi yapilmistir.

5.1. Vorikonazoliin Fizikokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesine Yénelik

Degerlendirmeler

Vorikonazolun fizikokimyasal Ozelliklerinin belirlenmesi amaciyla erime derecesi
tayini, DSC analizi, FT-IR analizi, partisyon katsayisinin saptanmasi ve ¢ézunurlik

deneyleri yapiimigtir.
5.1.1. DSC analizi ve erime derecesi

Formulasyonlarda kullanilan etkin madde olan VZ ve yardimci maddeler (HPMC
K100M, oleik asit, lavanta yagi, karanfil yagi) karakterize edilerek aralarinda

herhangi bir etkilesim ya da gegimsizlik olup olmadiginin belirlenmesi amaciyla DSC
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calismalari yapilmistir. VZ’'nin DSC’de tespit edilen erime noktasi (132,47 °C),
literatlirdeki erime derecesi arali§i ile uyumlu olarak bulunmustur (Bkz. Sekil 4.1).
Literatirde VZ pikleri, 132,53-135,53 °C ve 131,76-134,3 °C araliklarinda bulunmus
olup erime derecesi 130 °C olarak saptanmigtir (Mori ve digerleri, 2017). Yapilan
baska bir calismada VZ'nin DSC termograminda erime noktasini 131,67 °C'de

keskin bir endoterm pik olarak gosterilmektedir (Deshkar ve Palve, 2019).

DSC analizi sonuglari degerlendirildiginde VZ ile organojel formulasyonlarindaki
yardimci maddeler (HPMC K100M, oleik asit lavanta yagi, karanfil yagi) arasinda

herhangi bir etkilesim olmadigi gorulimektedir.

5.1.2. FT-IR analizi

FT-IR spektrum analizinde VZ'e ait karakteristik pikler gorulmektedir.

VZ igin 3195 cm-* civarinda —OH grubu, 1617 cm™ ‘de C-N gerilme bandi, 1451 cm-
’de C—H gerilme bandi, 1050 cmtde C-F geriime bandi, VZ'nin spektrumlarinda
ve ayrica VZ ve yardimci maddelerin fiziksel karisiminda goértlmektedir, bu da
VZ'nin safliginin gostergesidir (Bkz. Sekil 4.2). VZ ve HPMC K100M fiziksel
karisiminda ve VZ ile yardimci madde arasinda kimyasal etkilesim oldugunu
dogrulayan herhangi bir pikin gérinimu veya kaybolmasi olmamistir. Literatirdeki
karekteristik band araliklari uyumlu bulunmustur (Mori ve digerleri, 2017; Ashara ve
digerleri, 2017; Deshkar ve Palve, 2019). VZ spektrumunun 3200 ve 3121 cm*'de
genis pikler sergiledigi, sirasiyla hidroksil gruplarina ve aromatik halkalara karsilik
geldigi soylenebilir. Aromatik C—C gerilme tepeleri 1615 ve 1586 cm'de gorillirken,
(Floro) gruplarinin varlhigi 690 ila 515 arasindaki keskin tepelerle gosterilir.
Literatirde VZ ve yardimci maddelerin karisim spektrumlari  yeni pikler
sergilememektedir. Bu durumda etkin madde ve yardimci maddeler gecimlidir.
Literatire benzer sekilde calismamizda da yeni kaydedilen piklerin olmamasi
yardimci maddelerle gegimliligini kanittamaktadir (Bkz. Sekil 4.2) (Okur ve digerleri,
2019).

HPMC polimerinin FT-IR spektrumunda O-H gruplarinin titregim bantlari, su pikleri

ile ortiserek 3500 ila 3300 cm™? araliginda genis ve yayvanlasmis olarak
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gorilmektedir. Metil grubundan C-H titresim gerilmesi 3000-2800 cm-* bdlgesindeki
aralikta, glikoz halkasindaki C-O grubunun titresim gerilmesi 1630 ve 1590 cm™

arasindaki bantlarda gorulmektedir (Ziba, Akarsu, Celikci ve Dolaz, 2017).

FT-IR analizi sonuglari degerlendirildiginde VZ ile HPMC K100M arasinda herhangi

bir etkilesim olmadigini kanitlamaktadir.

5.1.3. Partisyon katsayisi saptanmasi

Fizikokimyasal analizlerden biri olan oktanol/su partisyon katsayisinin belirlenmesi
formUlasyon tasarimi agisindan 6nem tasimaktadir. Yapilan g¢alisma sonunda
VZ'nin yagd/su partisyon katsayisinin logaritmasi alinmis degeri (log P) 1,16 olarak
bulunmustur. Literatlirde VZ Log P degeri 1,65 olarak belirtiimistir ve lipofilik yapida
oldugu gosterilmistir (Mori ve digerleri,2017; Ashara ve digerleri 2017; Rasoanirina
ve digerleri, 2020). Genellikle orta derecede lipofiliteye sahip olan ilaglarin log P
degeri 1-3 arasindadir. Partisyon katsayisi deney sonucuna goére VZ'nin lipofilik
karakterde olmasi lipit kaynakl ilag sisteminin gelistiriimesinin uygun olabilecegini

ortaya koymustur.

5.1.4. Gézunurluk

Sudaki ¢6zinlurlGgu dusuk (0,0978 mg/mL) olan VZ, BCS sinif |l kategorisinde bir
etkin maddedir (Siafaka ve digerleri, 2016; Okur ve digerleri, 2016; Ashara ve
digerleri, 2017). Lipofilik olan VZ’'nin yaglardaki (nane yagi, badem yagi, kekik yag,
oleik asit, isopropil miristat, karanfil yagi, lavanta yagi, susam yagi) ¢o6zunurlGgunu
belirlemek i¢in ¢ozUnurlUk deneyi yapiimistir. CozunurlUk ¢alismalari sonucunda en
yuksek ¢ozinlrlik degeri karanfil yaginda bulunmustur (158,86+2,15 mg/ml).
Lavanta yagi ve oleik asitteki ¢oztinurlik degerleri de yeterli bulunmustur (sirasiyla
76,67+1,25 mg/ml ve 34,64+1,23 mg/ml) (Bkz. Cizelge 4.1). Literaturde oleik asit ve
isopropil miristat yaglarindaki VZ ¢oézunurlik degerleri sirasiyla 36,95+1,34 ve
14,042,172 bulunmugtur. Deneyle bulunan ¢ozunuarluk degerleri literatirle
uyumludur. Coézunurlik deneyi sonuglarindan yola ¢ikarak yag fazinda antifungal
etkili vajinal kullanima uygun esansiyel yag olarak karanfil yagi ve lavanta yagi,

karsilastirmali ¢alismalar amaciyla da ek olarak VZ ¢6zunurlGglu daha oénceki
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calismalarda da bildirilmig olan oleik asit tercih edilmistir. Formulasyonlar bu yaglar

kullanilarak hazirlanmigtir (Kumar ve Sinha, 2014; Raju ve digerleri, 2017).
5.1.5. VZ’nin spektrofotometrik miktar tayini yontemi ve validasyonu

Etkin maddenin pH 4,5 fosfat tamponu ortaminda, metanolde ve distile suda UV
spektrumu ve maksimum absorbans degerleri elde edilmigtir. VZ'nin her bir ortamda
da 255 nm’de maksimum absorbans verdigi bulunmustur (Bkz. Sekil 4.4; 4.5; 4.6),
bu dalga boyu literatirde belirtilen dalga boyu ile uyumludur (Adams, Steppe,
Frehlich ve Bergold, 2006; Prajapati, S. Patel, N. Patel, D. Patel and S. Patel, 2008).

VZ'nin pH 4,5 fosfat tamponu ortami, metanol ve distile su igin gelistirilen analitik
yonteme ait kalibrasyon c¢aligsmalari sonucu elde edilen standart dogrunun
determinasyon katsayisinin yuksek olmasi nedeniyle dogru denklemlerinin miktar
tayininde kullanilabilecedi sonucuna varilmistir. Vorikonazoltin miktar tayini analizi
icin kullanilan tUm ortamlardaki kalibrasyonuna ait parametreler istatistiksel olarak

uygun bulunmustur (Bkz. Cizelge 4.2, 4.3, 4.4).

VZ'nin spektrofotometrik miktar tayini yodnteminin validasyonu Amerikan
Farmakopesi (USP XXX) esas alinarak gelistirilmistir. Geligtirilen analitik
yontemlerin gecerli ve guvenilir oldugunu ispat etmek amaciyla pH 4,5 fosfat
tamponunda ve metanolde dogruluk-geri elde, dogrusallik, kesinlik, 6zgunlik ve

stabilite caligmalarini kapsayan validasyon ¢alismalari yapilmistir.

pH 4,5 fosfat tamponunda ve metanolde miktar tayini validasyonu igin yaptigimiz
calismalarda, dogruluk-geri elde, kesinlik-tekrar edilebilirlik ve stabilite igin
hesaplanan tim %ba@il sapma sonuglari %Z2’in altindadir. Ozgunligin
saptanabilmesi i¢in yapilan calismalarda ise VZ disindaki karigimin,
spektrofotometrik olarak calisildigi dalga boyunda herhangi bir pik vermedigi

saptanmigtir. Kullanilan yontem etkin maddeye 6zgun bulunmustur.

Stabilite galigmalarinda VZ'nin ¢6zinme ortamlarinda 24 saat boyunca 25+0,5°C ve
3710,5°C’de stabilitesi spektrofotometrik yontem kullanilarak incelenmis ve
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konsantrasyon dederlerinde istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik gértlmemistir
(p>0.05).

Batdn bu bulgulara dayanilarak VZ igin kullanilan analitik yontemin ICH klavuzuna
gore valide edildigine ve yontemin miktar tayininde guvenle kullanilabilecegine karar

verilmigtir.
5.2. Organojel Formiilasyonlarinda Yapilan Caligsmalara Ait Degerlendirmeler

5.2.1. Organojel formulasyonlarinda pH, viskozite, akis 6zellikleri ve etkin

madde miktar tayininin degerlendirilmesi

Vajinal enfeksiyonlari tedavi etmek icin hazirlanan jel formilasyonu tasarlanirken,
formUlasyonun vajinal bélgede istenen terapétik etkiyi olusturabilmesi uygun pH
degerine sahip olmasi gerekir. Jellerin 4,0 ila 5,5 arasinda degisen pH araliginda
olmasina dikkat edilmelidir. Bu sebeple hazirlanan organojel formulasyonlarinin
pH'sinin vajinal uygulama i¢in uyumlu olmasi beklenmektedir (Gupta, Kaur ve
Prabha, 2016).

Onformilasyon c¢alismasinda vajinaya uygun pH'da organojeller hazirlanmaya
cahsilmigtir. Hazirlanan tim organojel formulasyonlarinin pH metre ile yapilan
Olcimler sonucu pH'si 3,8 ve 5,0 arasinda bulunmustur. Lavanta yadi (VL2) ile
hazirlanan organojel formulasyonunda pH degeri (4,5) en uygundur. Saghkh
kadinlarda vajinal pH' 3,8-5 arasinda olup gelistirilen vajinal organojel
formUlasyonlarinin  pH degerlerinin  vajinal uygulama igin uygun oldugu

degerlendirilmigtir (Deshkar ve digerleri, 2020; Querobino ve digerleri, 2019).

Viskozite, etkin maddenin vyayilabilirligini, yapisal 6zelliklerini ve etkin madde
salimini etkiledigi icin jelleri karakterize etmek igin 6Gnemli bir parametredir (Shankar,
R. Kumar, N. Kumar ve Brata, 2010). Yari kati formulasyonlarin viskoziteleri, vajinal
uygulama ve kalig suresini de etkiler. Viskozitenin yuksek olmasi ile vajinal
mukozada kalis suresi uzatilirken etkin maddenin salimi yavaglamaktadir.
Hazirlanan formuilasyonlarin vajinal uygulamayi kolaylastiracak kadar yuksek

viskoziteye ve salimi geciktirmeyecek kadar da dusik viskoziteye sahip olmasi
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gerekmektedir. Formulasyonlarin viskozitelerinin, aplikatorden kolaylikla ¢ikisina ve
vajinal bolgede iyi bir sekilde yayilmasini kolaylagtiracak sekilde olmasi gerekir.
Ayni zamanda adezyonun saglanabilmesi icin vajinal bolgede kalabilmeli ve sizinti
ile uzaklagsmamalidir (Levya-Gomez ve digerleri, 2019). Bu amaglarla VZ i¢ceren ve

icermeyen formulasyonlarin viskoziteleri 6l¢iltp degderlendirilmistir.

Calismamizda hazirlanan organojellerin viskozitelerinin karsilastirilabilir olmasi igin
viskoziteleri birbirinden ¢ok farkli olan organojellerin ortak spindle numarasinda ve
ortak rpm‘de dlgulmesine 6zen gosterilmigtir. Ancak viskozitesi ylksek olan jeller
Torque deg@eri 100’4 asacagi igin ortak olan 20 rpm’de dl¢ilememigstir. Bu nedenle
cok viskoz olan jellerin viskoziteleri dlgulirken rpm degerleri dusuriimustir. Ortak

rom degerlerinde 6lgim yapilan organojeller arasinda karsilastirma yapiimigtir.

Formullasyonlara ait akis 0Ozelliginin saptanmasi igin, Brookfield viskometresi
kullanilarak 25+0,1°C ‘de 8 farkli rpom ‘de 6lgim yapilmigtir. Cizilen kayma gerilimine
karsi, kayma hizi grafiginde aralarindaki iliskinin dogrusal olmadigi gorulmustir.
Etkin madde iceren ve icermeyen organojellerin akis ozellikleri incelendiginde,
cizilen reogramlar tum organojellerin Newtonian olmayan akis tipinde pseudoplastik
akisa uygun oldugunu gostermektedir. Literatirde de yadlarla yapilan jel ve
nanoemulsiyon c¢aligmalarinda kayma hizi artigina bagh olarak formulasyonlarin
viskozitesinin azaldigi go6zlenmistir. Bu davranisin Newtonian olmayan akis
tiplerinden pseudoplastik akisa ait bir 6zellik oldugu belirtiimistir (Kumar ve Sinha,
2014; Ashara ve digerleri, 2017; Querobino ve digerleri, 2019; Da Silva Campelo ve
digerleri, 2021; Hosny ve digerleri, 2021).

Organojel formulasyonlarinda kullandigimiz HPMC K100M (%2) polimeri vajinal
jellerin hazirlanmasinda kullaniimis ve vajinal uygulama igin uygun bir viskozite
degeri olusturmustur. Akis tipi ise Newtonian olmayan akis tiplerinden
pseudoplastik akig olarak belirtiimigtir. Bu sonuglar literatur ile uyumludur (Tugcu-
Demirdz ve digerleri, 2013).

Oleik asit kullanilarak hazirlanan jel ¢alismalarinda, formulasyonda penetrasyon
artirici olan oleik asit konsantrasyonlarinin artiriimasi ile jel formulasyonunun

viskozitesini arttig1 ve boylece oleik asidin jel viskozitesinin gelistiriimesine katkida
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bulundugu kanitlanmigtir. Artan viskozite sonucunda oleik asit igeren jeller igin
formUlasyondan in vitro ilag saliminin azaldigi goérilmustir. Literatlirde yapilan
calismalarda uzun sureliilag salimi gozlenmis ve ilag saliminin gecikmesi de jellerde
meydana gelen viskozite artisina baglanmistir (Kumar ve Sinha, 2014; Sant,
Moreira, De Sousa ve Pierre, 2010; Karakatsani, Dedhiya ve Plakogiannis, 2010).
Calismamizda da vyag fazi olarak oleik asitle hazirlanan organojel
formulasyonlarinin VO1 (14333+2,3 cP) ve VO2'nin (13896+3,60 cP) viskozite

degerleri vajinal uygulama igin uygun bulunmustur.

Da Silva Campelo ve digerlerinin yaptigi bir calismada karanfil yagi kullanilarak
geligtirilen vajinal emuljel formulasyonlari, reolojik olarak pseudoplastik tipte,
Newtonian olmayan reolojik davranig ve dusuk viskozite degerleri sergilemistir.
Kayma hizindaki artigin, polimer zincirleri arasindaki molekuller arasi etkilesimleri
bozarak sistemin viskozitesinde bir azalmaya yol a¢tigi disuntlmektedir. Ek olarak,
formUlasyonun dasik viskozitesinin (0.081 Pa.s), vajinal kandidiyazis tedavisi icin
istenen etkinin saglanmasinda karanfil esansiyel yaginin transdermal ila¢ gegigini

destekledigi gorulmuastur (Da Silva Campelo ve digerleri, 2021).

Baska bir calismada, karanfil esansiyel yagdi kullanilarak hazirlanan emuljel
formuUlasyonlarinin reolojik davranisi, Newtonian tipi olmayan pseudaplastik akis
tird yani kayma gerilimi arttikca kesme hizlarinda ve viskozitede (29.4 cps)
azalmalar gorulmustur. Calismanin sonucunda, jel yapici maddelerin (Carbopol
940, Carbopol 934 ve HPMC K4M) akig yonlendirmelerinin emuljelin direncini ve
viskozitesini  azalthigi  disundlmektedir.  Emulgatér ve  karanfil  yagi
konsantrasyonlarinin, formulasyonlarin reolojik 6zelliklerine etkisi oldugu yapilan

¢alisma ile kanitlanmigtir (Nikumbh, Sevankar ve Patil, 2015).

Calismamizda da karanfil yagi ile hazirlanan organojel formulasyonlarinin viskozite
degerleri diger organojel formilasyonlarindan 6-15 kat daha dusuktir. Diger
esansiyel yadlarla hazirlanan organojeller arasinda ¢ok daha dusuk viskozite
degerlerine sahip oldugu igin vajinal uygulamaya uygun olmadigi sonucuna
variimistir. Karanfil esansiyel yagdi ile hazirlanan organojel formulasyonlarinin
buldugumuz dusuk viskozite degerleri literatirde karanfil yagi ile hazirlanan
nanoemdulsiyon bazli jel formilasyonunda bulunan (34,28 + 6 cp) dusuk viskozite
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degeri ile desteklenmektedir (Ahmad ve digerleri, 2019). Yapilan calismalarda
karanfil esansiyel yagi (6jenol) ile hazirlanan nanoemdilsiyon bazli jel
formulasyonlari ve emuljel formualasyonlari reolojik olarak Newtonian olmayan akis
tiplerinden pseudoplastik akisa uymaktadir ve artan kayma gerilimine istinaden
viskozitenin azaldigi belirlenmigtir (Barradas ve digerleri, 2017; Esmaeili ve digerleri,
2016; Nikumbh ve digerleri, 2015; Da silva Campelo ve digerleri, 2021).

Hosny ve digerlerinin yaptidi bir calismada, pensiklovir iceren lavanta yagi bazli lipid
tasiyici kitosan hidrojel formulasyonuna eklenerek nanoemulsifiye edici bir ilag
uygulama sistemi tasarlanmistir. Etkin madde eklenen hidrojel, lavanta yagi iceren
mikroemulsiyon bazli hidrojel ve kitosan hidrojel formulasyonlari arasinda reolojik
davranisg, viskozite, in vitro ilag salimi ve ex vivo permeabilite calismalari ile
karsilastirma yapiimigtir. Yapilan kiyaslamada lavanta yagi igeren mikroemulsiyon
bazli hidrojel formialasyonunun minimum (8112+1548 cP) ve maximum
(135.400£12654 cP) viskozite degerlerine sahip oldugu goérilmis olup diger
hidrojeller arasinda en yuksek viskozite degerlerine sahip oldugu bulunmustur.
Hazirlanan hidrojel ve lavanta yagi ilave edilen jel formulasyonlarinda kayma hizi
artisina bagli olarak formulasyonun viskozitesinin azaldigi gézlenmis, bu davranigin
Newtonian olmayan akis tiplerinden pseudoplastik akisa uygun reolojik davranis
oldugu goérulmustir (Hosny ve digerleri, 2021). Literatirde de bahsedildigi gibi
(lavanta ve oleik asit) lipid bazli nanoyapilarin veya mikroemdulsiyonlarin hidrojele
eklenmesiyle jel formulasyonunun viskozitesinin arttigi ve jellesmeye katkida
bulundugu kanitlanmistir (Raju ve digerleri, 2017; Hosny ve digerleri, 2021; Sabale
ve Vora, 2012).

Calismamizin sonuglari degerlendirildiginde lavanta yagi ve oleik asit ile hazirlanan
organojellerin viskozitesi, karanfil yagi ile hazirlanan organojellerin viskozite
degerlerinden anlamli dlgiide daha buyuk bulunmustur (p<0,005). VL2 organojel
formilasyonu 16885+11,5 cP viskozite degeri ile diger organojel formulasyonlari
arasinda en viskoz formulasyondur. Literaturde de lavanta yaginin ilave edilmesiyle
hidrojel viskozitesinin artmasi galismamizin sonuglarini desteklemektedir (Hosny ve
digerleri, 2021). Etkin madde igeren organojel formulasyonlari viskozite &lgim
sonuglarina goére VL2>VO1>V02>VL1>VK1>VK2 seklinde siralanabilir.
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Miktar tayini sonuglarini incelendiginde (Bkz. Cizelge 4.12) %97-%102 arasinda
oldugu gérulmustur. ICH klavuzuna gére etkin maddenin ilag sekli icinde bulunmasi
gereken miktari %95-%105 oldugu i¢in miktar tayini sonucunun uygun sinirlar igcinde

oldugu degerlendirilmistir.
5.2.2. Organojellerin doku profil analizinin (TPA) degerlendirilmesi

TPA, kuvvet/deformasyon egrilerinden elde edilen parametreler yari katilarin
mekanik Ozelliklerini karakterize etmek i¢in kullanilir (Bansal ve digerleri, 2009; Lau,
Tang ve Paulson, 2000). Topikal farmasaétik Gran gelistiriimesinde ve tasariminda
TPA parametreleri drunin kaptan cikarilmasi ve uygulanmasi ile dogrudan
baglantili olup ideal formUlasyona karar verme asamasinda énem arz etmektedir
(Jones ve digerleri, 1997; Bansal ve digerleri, 2009). Vajinal yolla uygulanacak yari
kati formullasyonlarin aplikatorden kolayca ¢ikarilmasi, istenilen bdlgeye
uygulanabilmesi ve vajinal mukozada uygun yayilabilirligi ve uygulama yerinde klinik
etkinligi saglayacak sekilde dagilmadan kalabilmesi igin optimal mekanik 6zelliklere

sahip olmasi gerekmektedir (Cevher ve digerleri, 2008a; Arpa ve digerleri, 2020).

Organojel formulasyonlarinin sertlik, adeziflik, koheziflik, sikisabilirlik, elastikiyet ve
esneklik, gibi mekanik 06zellikleri saptanmistir. Bodylece, vajinal mukozaya
uygulanacak organojellerin  geligtirimesi asamasinda mekanik o6zellikleri

degerlendirilerek optimum formulasyona ulasiimaya calisiimistir.

Adeziflik, jelin ylzeyi ile probun ylzeyi arasindaki cekici kuvvetlerin Ustesinden
gelmek icin gereken is olarak tanimlanir. Adezif 6zellik, mukozal ylzeyde istenen
jel temasini ve tutunmasini saglayacagindan jel tasariminda onemli bir
parametredir. ideal bir jel formiilasyonun dokuya tutunabilme &zelliginin iyi olmasi
icin adezifliginin yuksek olmasi istenir (Jones ve digerleri, 1997; Bansal ve digerleri,
2009; Pandit ve digerleri, 2017). Adezyon kuvvetinin ylksek olmasi topikal
formUlasyonun uygulama yerinde daha fazla kalabilmesini, daha fazla tutunmasini,
klinik etkinligi ve dolayli olarak hasta uyuncunu artiran bir kolaylik saglamaktadir
(Cevher ve digerleri, 2008a). Calisma sonucunda yuksek viskozite degerine sahip
VL2 (199,870+4,956 g.sec) formullasyonu en adezif bulunmustur. Viskozite degeri

en dusuk olan K2 formulasyonu ise en diustk adezif 6zelligi (565,025+£2,218 g.sec)
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goOstermistir (Bkz. Cizelge 4.13). Organojellerin faz oranlarinin ve etkin madde
ilavesinin adeziflik Gzerine etkisi homojen bulunmadidi icin genel bir degerlendirme

yapilamamistir.

Koheziflik, jelin i¢ yapisinin pargalanmasindaki zorlugu gosterir ve probun asagi
hareketinden sonra jelin tekrar eski halini almasinin dlgusu olarak tanimlanir. Jelin
uygulama yerinde kaliciliginin ve dolayl olarak etkinliginin yliksek olmasi i¢cin dnemli
olan parametrelerden biridir. Koheziflik degderi yUksek bir jel mukozaya
uygulanmasindan sonra uzun sure mukozada kalabilmektedir (Lau ve digerleri,
2000; Bansal ve digerleri, 2009; Pandit ve digerleri, 2017). Jel formulasyonunun
vajinal mukozada tutulmasi, vajinal sekresyonlar ve zayif kohezyon kuvvetleri
nedeniyle sinirhdir. Jelin kohezifligi, uygulama sonrasi jelin yapilandiriima
yetenegini gosterir ve yliksek kohezyon degeri, jel uygulamasi sonrasi tam yapisal
geri kazanim saglayarak uygulandigi boélgede etkinligini artirir (Tugcu-Demiréz ve
digerleri, 2015). Calismamizdaki organojel formulasyonlarini karsilastirdigimizda
VL2 (2,159£1,895) en yuksek koheziflige sahip bulunmustur. VO2 (0,108+0,017) ise
en duguk koheziflik dederindedir (Bkz. Cizelge 4.13). Organojellerin faz oranlarinin
ve etkin madde ilavesinin koheziflik Gzerine etkisi homojen bulunmadigi icin genel

bir degerlendirme yapilamamistir.

Sertlik, prob ile sikistirma kuvveti uygulandiktan sonra jelin direncinin 6lgtisu olarak
tanimlanir. Sikistirma dongusu sirasinda belirli bir deformasyona ulagsmak igin
gerekli olan maksimum tepe kuvveti olarak ifade edilir. Sertlik, uygulanabilirligi
etkileyen bir 6zelliktir. Vajinal uygulanmasi amaclanan jel formulasyonlarinda jelin
vajinal mukozaya kolay uygulanabilmesi icin sertligin diisik olmasi beklenir (Cevher
ve digerleri 2008a; Pandit ve digerleri, 2017; Bansal ve digerleri, 2009; Jones ve
digerleri, 1997; Lau ve digerleri, 2000). Bizim c¢alismamizda en dusik sertlik
degerine sahip organojel K2 (46,216+3,556 g)'dir. En ylksek sertlik dederine ise
VL2 organojeli sahiptir (135,320+0,938).

Sikigabilirlik, probun ilk sikistiriimasi sirasinda jeli deforme etmek igin gerekli olan
is olarak tanimlanir. Bu parametre ayni zamanda jelin belirli uzaklikta sikistiriimasini
ve prob yuzeyi Uzerine yayillmasini saglamak icin gereken is olarak da ifade
edilebilir. Jel formulasyonunun vaijinal aplikatériinden kolay bir sekilde ¢ikariimasi,
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kolayca uygulanabilmesi ve istenen bdlgede uygun yayilabilirlidi igin sikisabilirliginin
dusuk olmasi beklenir (Baloglu ve digerleri, 2011; Arpa ve digerleri, 2020; Cevher
ve digerleri, 2008a; Bansal ve digerleri, 2009; Jones ve digerleri, 1997). Sikisabilirlik
degeri en yUksek olan formulasyon VL2 (265,515+5,556) ve en dusuk olan ise K2
(38,516+2,236) jelidir.

Elastikiyet, ikinci sikistirma sirasinda jelin tepe kuvvetine kadar sikistirildigi
mesafenin yuzde olarak elde edilen ilk jel ylksekligine bolinmesiyle tanimlanir.
Elastikiyet, jelin ilk sikistirlmada deforme edici kuvvetin kaldiriimasindan sonra
deforme edilmemis eski haline geri donebilme hizi yani esnedigi yuksekligin
maksimum deformasyona orani olarak ifade edilebilir. Elastikiyet 6zelligi jelin
yapisina baglidir (Lau ve digerleri, 2000; Mousavi, Rafe ve Yeganehzad 2019; Liu
ve digerleri, 2021). Calismamizda hazirlanan formulasyonlar arasinda en iyi
elastikiyet 6zelligini VL2 (0,946+0,012) formulasyonu gostermistir (Bkz. Cizelge
4.14).

Esneklik, ilk dongunidn ikinci yarisinin ilk yarinin egrisi altindaki alanin orani olarak
tanimlanir. Esneklik jelin deformasyondan nasil kurtuldugunun bir dl¢gisudur. Jelin
kuvvet uygulandiktan sonra orijinal yuksekligine ulasabilmek icin gosterdigi ¢aba
olarak da ifade edilebilir (Gani, Benjakul ve Nuthong, 2018; Palabiyik ve digerleri,
2020). Hazirlanan vajinal organojel formulasyonlari arasinda en yuksek esneklik
degderi lavanta yagi ile hazirlanan L2 (4,630+4,332) jeline aittir (Bkz. Cizelge 4.14).

Kirilabilirlik, ilk deformasyonda jelin pargalara ayrilma ol¢usudur. Jelin kirilmasina
neden olan kuvvet olarak da tanimlanir (Tunick, 2000). Belirli bir yik altindaki
deformasyon ne kadar klguk olursa, kohezyon o kadar dustk ve Granin kirilma
kabiliyeti o kadar buyuk olur. Sertlik ve iligkili olarak kirilabilirlik parametresinin
dugsuk degerlerde olmasi, yuksek adezif Ozellik ve kohezyon dedgerlerini
gostermektedir (Matecki ve digerleri, 2020). Bu sebeple hazirlanan formilasyondan
disuk kirilabilirlik degerleri beklenir. Kirilabilirlik degerleri formulasyonlar arasinda
cok farklilik gostermemekle birlikte adezif ve kohezif 6zellikleri yuksek bulunan VO2
(2,796+0,055) ve VL2 (2,832+0,043) organojellerinde en dusuk kirilabilirlik degerleri
g6zlenmistir (Bkz. Cizelge 4.14).
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ideal jel formiilasyonun, iyi bir klinik etkinlik ve hasta uyuncu igin diisik sertlik ve
sikigtirllabilirlik ancak ylksek mukoadeziflik, adeziflik ve koheziflik gibi belirli
mekanik Ozelliklere sahip olmasi istenir. Jel sertliginin ve sikigtirilabilirliginin dusuk
olmasi, minimum ig ile jelin kolay bir sekilde aplikatorden gikarilmasi ve vajinal
mukozaya uygulanmasini saglarken, jel adezyonun ve kohezyonun yuksek olmasi,
uygulama sonrasi jelin mukozaya uzun sure tutunmasini vajinal boslukta jelin uzun
sure kalabilmesini dolayisiyla uygulama sikliginin azalmasini ve yapisal olarak etkin
tedaviyi saglamaktadir (Bansal ve digerleri, 2009; Cevher ve digerleri, 2008a; Jones
ve digerleri, 1997; Gupta ve digerleri, 2016).

Organojel formulasyonlarini  karsilastirdigimizda vajinal uygulama agisindan
lavanta yagi ile 1:5 (h:h) yag fazi: su fazi oraninda hazirlanan VL2 organojel
formulasyonun, diger organojel formulasyonlarindan daha iyi mekanik 6zelliklere
sahip olduguna karar verilmistir. Bu sonucun nedeni olarak VL2 organojel

formUlasyonunun en iyi viskozite degerine sahip olmasi gosterilebilir.
5.2.3. Organojellerin yayilabilirlik 6zelliklerinin degerlendirilmesi

Vajinal yolla uygulanacak terapotik etkinlikte bir jel formulasyonu gelistirilirken jelin
vajinal bosluk icindeki reolojik ve dokusal ozelliklerinin tespit edilmesi gereklidir.
Topikal dozaj formllasyonunun uygulandi§i bolgede tutulmasi ve yayilabilirligi
formUlasyon gelistirmede rol oynayan énemli reolojik 6zelliklerdendir (Gupta ve
digerleri, 2016; Chow, Chan ve Heng, 2008). Topikal olarak uygulanan
formUlasyonlarin yayilmasinin, stratum corneum'daki ilag konsantrasyonu ve ilag
absorpsiyonu gibi farmakokinetik sonuglar Uzerinde etkisi oldugu gosterilmistir
(Chow ve digerleri, 2008). Ayrica, topikal preparatlarin terapoétik etkinligi, jelin
uygulanacak bdlgeye homojen uygulanmasina yardimci oldugu igin bir jelin
yayilabilirligine baglidir. Yayilabilirlik 6zelligi iyi olan jel kisa zamanda kolay bir
sekilde uygulanabilir ve hasta uyuncunu artirabilir (Al-Subaie, Hosny, El-Say,
Ahmed ve Aljaeid, 2015). Yayilabilirlik, jelin vajinal kaviteyi daha iyi kaplanmasini
saglar ve bu 6zellikleri sayesinde klinik etkinlik agisindan dnemli bir parametredir
(Gupta ve digerleri, 2016; Shankar ve digerleri, 2010; Chow ve digerleri, 2008). Elde

edilen grafiklerde (Sekil 4.24) maksimum kuvvet degeri, numunenin belirtilen
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derinlikteki sikiliginin bir dlgtsudur. Sikihgi ifade eden maksimum kuvvet piki yuksek

olan jellerin yayilabilirligi disuktir (Patil ve Muthusamy, 2020).

Tez calismamizda karanfil yagi ile hazirlanan ve VZ igeren VK1 ve VK2
formulasyonlarinin diguk yayilabilirlik isi ve sikilik degerleri bulunmus olup bunun
nedeninin  duguk viskoziteye sahip olmalari olarak degerlendirilmigtir.
Formulasyonlardan 1:4 (h:h) yag fazi: su fazi oranina sahip olanlarin vizkozite ve
yaylilabilirlik isi siralamalari VO1>VL1>VK1 seklinde bulunmustur. Viskozite
degderinin bu formulasyonlarda yayilabilirlik isini etkiledigi sdylenebilir. Lavanta yagi
ile 1:5 (h:h) yag fazi: su fazi oraninda hazirlanan VL2 formulasyonunun en disuk
sikilik degerine (4991.25+5,94 g) sahip oldugu ve vyayilabilirlik isinin ise
1691,76+10.63 g.sec olarak ortalama bir deger oldugu bulunmustur.

Shetty ve digerleri yaptigi bir ¢calismada karanfil yadi kullanilarak etozomal jel
formUlasyonu hazirlanmistir. Etozomal jel formualasyonlarinin yayilabilirlik degeri,
12.10 ile 16.23 g/cm? araliinda bulunmustur Optimize formilasyon yayilabilirligi
14.79 g/cm? olarak secilmistir. Sonuglar, jellerin az miktarda sivi ile kolayca

yaylilabilecegini gostermistir (Shetty ve digerleri, 2019).

5.2.4. Organojellerin mukoadezyon testinin degerlendirilmesi

Mukoadezif dzellikli ilag verilis sistemleri, formulasyonun uygulama yerinde daha
uzun sure tutulmasi ile kalis suresinin uzamasini saglar. Formulasyonun uzun sire
kalici olmasi uygulandigi bolgeden surekli ilag salimi ile sonuglandigindan oldukca
onemlidir. Boylece bu sistemlerle daha dusik dozlarla bile tedavi etkinligi artinlarak
hasta uyuncunun iyilestiriimesine olanak tanir (Cevher ve digerleri, 2008b; Baloglu
ve digerleri, 2011). Mukoadezif 0Ozellik arttikca ilacin vajinada kalis suresi
uzamaktadir (Rencgber ve digerleri,2017; Deshkar ve Palve, 2019). Mukoadezyon,
lokal ila¢ retansiyonunu, vyayillmasini ve biyoyararlanimini  dogrudan
etkileyebileceginden vajinal ilag uygulama sistemlerinin gelistiriimesinde en 6nemli
parametredir. Vajinal ilag formulasyonlarinda mukoadezif polimerler kullaniimasiyla
mukoadezyon isi artirilarak arzu edilen uzun sureli retansiyon, gelistiriimis ilag

absorpsiyonu, kontrolli ila¢ salimi gibi avantajlar saglanir. Sellloz tirevi
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polimerlerin vajinal jel gelistiriimesinde en yuksek mukoadezyon sagladigi yapilan

karsilastiriimall galismada ispatlanmistir (Das neves ve digerleri, 2008).

Tugcu Demirdz ve digerlerinin yaptigi c¢alismada, oksibutininin uzun etkili
mukoadezif vajinal jel formulasyonlari gelistirilmistir. Mukoadezif jeller, HPMC
K100M, kitosan ve Poloxamer 407 (Pluronic F 127) ile hazirlanmigtir. TPA'daki
Olcimler sonucu HPMC K100M igeren jel formilasyonunda adezyon, kohezyon,
viskozite ve mukoadezif 6zelliginin en yuksek oldugu bulunmustur. Biyoyararlanim
calismalarinda en yuksek AUC degeri HPMC igeren vajinal jel formualasyonu ile elde

edilmistir (Tugcu-Demirdz ve digerleri, 2013).

TA.XT. Plus Texture Analyser cihazi ile organojel formulasyonlarinin mukoadezyon
isinin dlgulmesi icin model mukoza olarak inek vajinasi kullaniimigtir. Organojellerin

mukoadezyon testinde kuvvet, is ve mukoadezyon isi Olguimustar.

1:5 (h:h) yag fazi: su fazi oraninda hazirlanan organojellerin mukoadezyon degerleri
1:4 (h:h) yag fazi: su fazi oraninda hazirlanan organojellerden daha yulksek
bulunmusgtur. 1:5 (h:h) yag fazi: su fazi oraninda ve 1:4 (h:h) yag fazi: su fazi
oraninda hazirlanan organojeller istatistiksel olarak kiyaslandiginda oleik asit ve
karanfil yagi ile hazirlanan organojellerde (VO1 ile VO2, Ol ile 02, VK1 ile VK2, K1
ile K2) anlamli bir fark gézlenmemistir (p>0,05). Lavanta yagi ile hazirlanan
organojellerde ise 1:5 (h:h) yag: su oraninda hazirlanan VL2 organojeli
mukoadezyon isi 1:4 (h:h) yag: su oraninda hazirlanan VL1 organojeline gore
kiyaslandiginda VL2 organojelinin mukoadezyon isinin istatistiki olarak farki anlaml
bulunmustur (p<0,0001) (Bkz. Sekil 4.40). L2 ve VL2 organojellerinin mukoadezyon
isi diger organoijellere kiyasla daha ylksek bulunmustur. VL2 organojeli VK2 ve VO2
organojelleriyle istatistiksel olarak kiyaslandiginda VL2 organojelinin mukoadezyon
isi degerinin VK2 ve VO2'ye gore yuksek olmasi istatistiki olarak anlamlidir
(p<0,0001) (Bkz. Sekil 4.40). Sonug olarak, 1:5 (h:h) yagd: su oraninda hazirlanan
VL2 organojelinin mukoadezyon Ozelliklerinin diger organojellere kiyasla daha iyi

oldugunu istatistiksel olarak da dogrulamaktadir.

Mukoadezyon isi, kuvvet ve is degerleri hazirlandiklari yagl sistem baz alindiginda

lavanta yagi> oleik asit>karanfil yagi seklinde siralanabilir. 1:5 (h:h) yag fazi:su fazi
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oraninda hazirlanan jellerin adezyon kuvvetleri de ayni sekilde daha yuksektir.
Adezyon degeri ve viskozite degeri en yuksek olan VL2 jelinin (199,870+4,956)
mukoadezyon testi sonucuna goére mukoadezyon isi (0,397+0,04 mj/cm?) de en
yuksek bulunmustur. Hazirlanan jellerin mukoadezyon igleri adezyon sonuglariyla
benzer sekilde siralanmaktadir (lavanta yagi >oleik asit> karanfil yagi). Sonugclar
literaturde de desteklenmektedir. Literatirde yapilan ¢alismalarda mukoadezyon,
viskozite ile de iligkili bulunup mukoadezyon verileri incelendiginde viskozite arttikga
mukoadezyon da artmaktadir (Cevher ve digerleri, 2008b). Ayrica mukoadezif
kuvvetle adezyon kuvvetin de benzer sekilde arttigi gozlenmistir (Senyigit ve
digerleri, 2014).

Deshkar ve Palve yaptiklari bir galismada vajinal kandidiazis tedavisiigin VZ ile %18
Poloxamer 407, %5 Poloxamer 188 iceren in situ jellere %0,4 HPMC, polikarbofil ve
hidroksi etil selliloz (HEC) gibi mukoadezif polimer ilavesiyle vajinal jel
formuUlasyonlari gelistirmislerdir. Poloxamer 407 in situ jele HPMC ve HEC
polimerlerinin ilavesi, sellloz turevindeki polimerlerin hidroksil grubu ile musinin
hidroksil grubu arasinda hidrojen baglarinin olusumunu sagladigindan mukoadezif
kuvvetini onemli Olgcude arttirdigi ve vajinal gecirgenlige katki sagladigi

kanitlanmistir (Deshkar ve Palve, 2019).

Ahmad ve digerleri yaptid1 bir calismada yad fazi olarak karanfil yagi iceren
nanoemdulsiyon formulasyonu hazirlanmistir. Optimize edilmis nanoemdulsiyon
carbopol 934 jeline ilave edilmistir. Nanoemulsiyon bazli jel viskozite ve mekanik
Ozellikler agisindan karakterize edildiginde karanfil esansiyel yag (%5,5) oraninin
en dusuk kullanildigi formilasyonda optimal viskozite, yayilabilirlik (5,83+0,06 cm)
ve mukoadezif gu¢ (32,870,922 g) degerleri sergiledigi gorulmustar (Ahmad ve
digerleri, 2019). Bizim c¢alismamizda da karanfil yaginin ilavesi mekanik ve
mukoazdezif o6zelliklerin dismesine neden olmustur. Daha 6nce yaptigimiz
calismalarda HPMC K100M ile %2 oraninda hazirlanmis vajinal jel formulasyonun
mukoadezyon isi dederi 0.605+0.036 mj/cm? olarak bulunmustur (Tugcu-Demir6z
ve digerleri, 2013). Tez ¢alismamizda esansiyel yaglar ve HPMC jel kullanilarak
hazirlanan vajinal organojel formilasyonlarinin mukoadezyon isi degeri (Cizelge
4.17 ve 4.18) de HPMC K100M (%?2) jelden daha dusguktar.
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Labib ve Aldawsari yaptidi bir g¢alismada, oral kandidiyazis tedavisinde yeni
stratejilerin  arastirlmasi amaciyla dogal esansiyel yag yukli orabase
formUlasyonlarina daha onceki galismalarda kanitlanan antimikotik aktivitelere
sahip kekik ve karanfil ugucu yaglarin veya bunlarin ekstrakte edilmis aktif
bilesenleri eklenmistir ve karakterizasyonu yapilmistir. Karanfil yadi, kekik yagi,
djenol ve timol yukllu formidlasyonlar mantar onleyici aktiviteleri, viskozite, mekanik
ozellikleri ve ex vivo mukoadezyon 6zellikleri agisindan degerlendirilmistir. Ojenol
iceren jeller, ex vivo mukoadezyon galigmasinda mukozada 6 saatten fazla suren
kalis suresi ile etkili olgide mukoadezif 6zellik sergilemistir. Geligtirilen
formUlasyonlar adeziflik ve yayilabilirlik 6zellikleri agisindan da uygun bulunmustur
(Labib ve Aldawsari, 2015).

5.2.5. Organojel formilasyonlarinin Franz difiizyon hicresinde gegis

calismasinin degerlendirilmesi

Organojel formilasyonlarindan VZ’'nin diyaliz membrandan gegisinin incelenmesi
amaciyla 2,5 ml hacme sahip Franz difizyon hucreleri ve 12000 daltondan kiguk
moleklllere gegirgen olan diyaliz membran kullaniimigtir. VZ'nin diyaliz
membrandan gecis ¢alismasi sonuglari tim organojel formulasyonlarinin kontrollt

ve uzun sureli gecis yaptigi yonunde degerlendirilmistir.

Gegis profilleri incelendiginde (Bkz. Sekil 4.42 ve 4.43) lavanta ve karanfil yagi
iceren VL2 ve VK2 formulasyonlarindan 48 saat boyunca kontrolli gecis yaptigi
ancak oleik asit igeren VO2 formulasyonunundan etkin maddenin 48 saatin sonunda
%33 gibi oldukga dusuk gegcis yaptigi gdzlenmistir.1:4 (h:h) yag fazi: su fazi oraniyla
hazirlanan organojel formulasyonlarinin gegis profilleri dederlendirildiginde VL1 ve
VK1 salim profilleri ve salinan miktarlar birbirine gok yakindir. Bu formulasyonlarda
su fazini olugturan HPMC hidrojelinin formulasyondaki oraninin artmasi gegisi
etkilememistir. F2 benzerlik faktori analizi sonucunda oleik asitle hazirlanan VO1’in
VL1 ve VK1 organoijelleriyle arasindaki F2 faktorti 50’nin altinda oldugundan gecis
profilleri arasinda benzerlik olmadigi anlamina gelmektedir. F2 benzerlik faktorunin
50’den blyuk olmasi durumlarinda formulasyonlarin gegisleri arasinda anlamli fark

olmadigi ve benzer oldugu anlamina gelmektedir. VL1 ve VK1 organojelleri
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arasindaki F2 faktorl ise 68 olup VL1 ve VK1 organojellerinin ise benzer in vitro

gegcis profilleri sergiledigini gostermektedir (p>0,05) (Xie, Ji ve Cheng, 2015).

1:5 (h:h) yag fazi: su fazi oraniyla hazirlanan organojel formulasyonlarinin gegis
profilleri degerlendirildiginde VL2 ve VK2 salim profilleri ve salinan miktarlar birbirine
¢ok yakindir. Bu formulasyonlarda su fazini olusturan HPMC hidrojelinin
formUlasyondaki oraninin artmasi gegcisi etkilememistir. F2 benzerlik faktori analiz
sonucunda oleik asitle hazirlanan VO2’in VL2 ve VK2 organojelleriyle arasindaki f2
faktoranan 50’nin altinda bulunmasi gegis profilleri arasinda benzerlik olmadigi
anlamina gelmektedir. VL2 ve VK2 organojelleri arasindaki F2 faktort ise 55 olup
VL2 ve VK2 organojellerinin ise benzer in vitro gegis profilleri sergiledigini

gostermektedir (Duan, Riviere ve Marroum, 2011; Xie ve digerleri, 2015).

Sant ve digerleri yaptigi bir calismada zayif penetrasyonu olan lumiracoksibnin
sistemik uygulama ile iligkili yan etkilerden kaginmak igin transdermal uygulamasi
amaclanmistir. Bir lipit penetrasyon arttirici olarak secilen oleik asidin (OA)
poloksamer bazli tasiyici jel sisteminde lumirakoksibnin in vitro salimi Uzerindeki
etkileri incelenmistir. Tum formulasyonlarda surekli ve kontrolli bir gegis profili

gosterdigi izlenmistir (Sant ve digerleri, 2010).

Querobino ve digerlerinin yapti§i bir ¢alismada, vajinal kandidyazis tedavisi igin
sodyum aljinat (SA) kullanilarak hazirlanan oleik asit ve poloksamer igeren
organojellerin gelistiriimesi esas alinmigtir. OA-PL407-188-SA organojellerinin VZ
salimi Uzerindeki etkileri 0,25, 0,5 ve %1 SA ilavesi olmadan ve eklenerek
degerlendirilmigtir. VZ, 0,5 ile 4 saat arasindaki siire boyunca OA-PL407'den hizli
gecis gorulmustir ve 4 saate kadar yaklasik %100 ilag gecisi gostermistir. OA-
PL407-188 igin, OA-PL407 ile karsilastirildiginda, 8 saate kadar yaklasik %30-75
kademeli ilag gecisi ve daha dusuk gecis profili gdzlenmistir. Ayrica, SA'nin
organojellere dahil edilmesi, %0.25 SA (%75), %0,5 SA (%55) ve %1 SA (%35) icin
farkli gegis profilleri elde edilmistir (Querobino ve digerleri, 2019).

Calismamizda oleik asit kullanilarak hazirlanan formulasyonlarin oleik asidin VZ'ye
olan yuksek afinitesi sebebiyle dusuk in vitro salim profilleri ve dusik permeabilite

degerleri gostermis olabilecegi dusunulmektedir. Benzer bir sonu¢ VZ'nin topikal
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uygulamasi i¢in hazirlanan mikroemdlsiyon formulasyonlarinda da gézlenmistir (El-
Hadidy ve digerleri, 2012; Querobino ve digerleri, 2019; Raju ve digerleri, 2017;
Kumar ve Sinha, 2014). Ayrica yapillan bazi c¢alismalarda oleik asidin
konsantrasyonu artirildik¢a gegis yuzdesi azalmistir ve galismamizda da oldugu gibi
kontrolli ve uzun sdreli in vitro gegis izlenmistir (Sabale ve Vora, 2012; Sant ve
digerleri, 2010).

Tez calismamizda lavanta yagi iceren VL1 ve VL2 formulasyonundan etkin madde
gegisinin 48 saat boyunca kontrolli sekilde yaptigi gozlenmistir. Hosny ve
digerlerinin yaptigi bir ¢calismada, lavanta yagi ile hazirlanan pensiklovir yukli
nanoemdulsiyon formulasyonlari hazirlanmis ve kitosan hidrojel icinde tasinmistir.
Bu formulasyon, pensiklovir sulu stspansiyonu ve piyasada bulunan pensiklovir
krem formulasyonlari ile viskozite, in vitro ila¢ salimi ve ex vivo mukozal permeabilite
acisindan karsilagtinlmigtir.  Lavanta yagli nanoemdlsiyon bazli hidrojel
formUlasyonunun digerlerine gére kontrolli bir sekilde in vitro ilag gecis profili
sergiledigi gorulmustur. Optimize formulasyondan hem artan konsatrasyonda hem
de surekli bir ila¢g gegisi izlenmistir ve gecisin yavas ve surekli olmasi yuksek
viskozite degerlerine ve ilacin ¢ozunurligune baglanmistir. Lavanta yagl sistemden
elde edilen yuksek ilag ¢ozunurligu ve yagl sistemlerin suda az ¢ézunen ilaglarin
salimini destekledigi ve polimer jelin formllasyondan ortama ila¢ difizyonu icin bir
bariyer oldugunu ve bdylece surekli bir sekilde gegisi sagladigi belirtiimigtir (Hosny
ve digerleri, 2021). Calismamizda da literatlrde belirtildigi gibi gegisin yavas ve
surekli olmasi lavanta yagi ile hazirlanan organojellerde gbzlenen yuksek viskozite

degerlerine ve VZ'nin lavanta yagindaki yuksek ¢ozunurlugune baglanmigtir.

Ahmad ve digerleri yaptigi bir ¢alismada yag fazi olarak karanfil yadi iceren
nanoemdulsiyonlarin carbopol 934 jeline ilave edilmesiyle nanoemulsiyon bazli
hidrojel gelistiriimistir. Nanoemililsiyon bazli jel, in vitro salim agisindan karakterize
edildiginde 12. saatin sonunda %74,68 ve 24. saatin sonunda %79,01’e ulagan
salim vyuzdeleri goérulmuastir ve oldukga kontrolli salim yaptidi izlenmigtir.
Nanoemdlsiyonlarin jele ilave edilmesi viskozite degerlerini artirmis karanfil yagi ile
hazirlanan nanoemdlsiyon bazli jel formilasyonun tedavi edici bdlgede kalisini
saglayarak ila¢ salimini yavaslatmistir ve bdylece ilacin uzun sure kontrollu salimi

gerceklesmistir. Calismada yari kati dozaj formlarinin viskoziteleri artirildiginda
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salimin yavaglamasina bagh olarak uzun sureli ve kontrolli oldugu bildirilmigtir
(Ahmad ve digerleri, 2019). Biz de ¢alismamizda VZ'nin karanfil yagi igindeki ylksek
¢oOzunurlugunden yararlandik ve bu VZ iceren karanfil yagini vajinal uygulama igin
HPMC hidrojeline dahil ettik. Bu sekilde hazirlanan VK1 ve VK2 organojel
formUlasyonlari 48 saat boyunca VZ'nin kontrolli gegisini saglamistir. Gegis 6zelligi
acisindan uygun formulasyonlar olsa da viskozite, mekanik ve mukoadezif 6zellikleri
acisindan karanfil yagi igeren organojel formulasyonlari vajinal uygulama igin yeterli
degildir. Organojel formulasyonlarindan 48 saat sonundaki etkin madde gegis %’leri
VK2>VL1>VL2>VK1>VO1>V0O2 seklinde siralanmaktadir.  Viskozitelerinin
siralanmasina goére aralarinda ters iligki (VL2>VO1>VO2>VL1>VK1>VK2)
oldugundan s6z edilebilir. Literaturlerle benzer olarak diyaliz membrandan gegis
calismalarinda viskoziteleri yuksek olan formulasyonlarin ilag salim ylzdelerinin az
oldugu bulunmustur (Senyigit ve digerleri, 2014; Rengber ve digerleri,2017).
Organojel formulasyonlarinda patlama etkisi (burst effect) gézlenmemistir.
Organojel formulasyonlari VZ'yi yag fazi olarak hidrojel icinde hareketsiz olarak
bulundurdugu i¢in salimin kontrolli oldugu dusunulmastir. Genel olarak
organojellerden etkin maddenin gecisinde patlama etkisini dnledigini ve lipofilik etkin
maddelerin kontrolli salimi sagladiini literatirde belirtiimektedir (lwanaga,
Sumizawa, Miyazaki ve Kakemi, 2010; Esposito ve digerleri, 2018; Pereira Camelo,

Franceschi, Perez, Girod Fullana ve Ré, 2016).

5.2.6. Organojel formiilasyonlarinda ex-vivo permeabilite c¢aligmalarinin

degerlendirilmesi

Ex vivo permeabilite calismalari, inek vajinasi kullanilarak Franz difizyon
hicrelerinde 37°C+1’ de fosfat tamponu ile sink kosulunu saglayarak 48 saat
sureyle her organojel formulasyonu icin 3 tekrar seklinde gerceklestirilmistir. Ex vivo
permeabilite deneylerine ait profil incelendiginde VO2 formulasyonundan 8'’inci saat
sonunda %32,5+5,6 oraninda, 24’Uncu saat sonunda %55,8+10,1 oraninda, 48’inci
saat sonunda ise %81,6+0,8 oraninda dokudan VZ gegisi gerceklesmistir. Diyaliz
membrandan gecis c¢alismalarinda bu formulasyonlar oldukga dusik degerlerde
gecis yapmisti (48 saat sonunda yaklasik %38). Vajinal doku kullanildiginda VZ
gegcisinin arttigi gézlenmistir. Bu durumun nedeni VZ nin lipofilik yapisindan dolayi

mukozal yapiya olan afinitesi olarak disunulmektedir.
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VL2 organojel formilasyonunun pH 4,5 fosfat tamponunda yapilan permeabilite
deneylerine ait profil incelendiginde ise 8’inci saat sonunda %31,7+4,5 oraninda,
24’Uncl saat sonunda %63,1+9,3 ve 48’inci saat sonunda ise %90,6+9,7 oraninda
dokudan VZ gegisi gergceklesmistir. Calismamizda da lavanta yagi ile hazirlanan
organojelin (VL2) ylksek permeabilite yuzdesi, aki de@erleri ve permeabilite
katsayisi degeri olusturdugu bulunmustur (Cizelge 4.20). VL2 formulasyonun
permeabilite katsayisi 0,020+0,002 ve aki dederi ise 49,46+7,42 ug.cm-2h'dir. Bu

degerler oleik asit iceren VO2 formulasyonundan daha yuksektir.

Hosny ve digerleri yaptigi bir calismada lavanta yagi ile hazirlanan nanoemulsiyon
bazli pensiklovir yUuklu kitosan hidrojel, pensiklovir yuklu kitosan hidrojel, pensiklovir
sulu suspansiyon ve piyasada bulunan pensiklovir krem formulasyonlari arasinda
ex vivo mukozal permeabilite calismalari ile kargilastirma yapilmistir. Deriden gegen
kumulatif ilag miktar sirasiyla 4911405 pg/cm? 1402+142 pg/cm?, 1028+109
ug/cm?, 2373+221 ug/cm? ve permeabilite katsayisi sirasiyla 11.5x104, 4,7x10%,
3,6x104, 8,6x104 olarak bulunmustur. Ex vivo permeabilite verilerine gére lavanta
yaqQi ile hazirlanan fomualasyonun yuksek permeabilite katsayisina ve yuksek ilag
miktari gecisine (4911+£405 pg/cm?) sahip oldugu goriimistir. Lavanta yagi gibi
esansiyel yagh sistemlerin ilag penetrasyonunu artirdigi yonunde yapilan
calismalar, VL2 organojel formllasyonundan elde edilen etkin maddenin yuksek

permeabilite ve aki degerlerini desteklemektedir (Hosny ve digerleri, 2021).

VK2 organojel formulasyonunun pH 4,5 fosfat tamponunda yapilan permeabilite
deneylerine ait profil incelendiginde ise 8’inci saat sonunda %35,3+5,3 oraninda, 24
saat sonunda %67,8+8,1 ve 48 saat sonunda ise %99,9+10,5 oraninda dokudan VZ
gegisi gerceklesmistir. VK2 formulasyonun permeabilite katsayisi 0,021+0,001 ve
aki degeri ise 51,46+7,42 ug.cm-?hdir. Bu deger VO2 formilasyonundan daha

yuksektir, ancak VL2 formulasyonu ile arasinda anlamh fark yoktur (p>0,05).

Kammoun ve digerleri yaptigi bir ¢calismada, VZ'nin etkinligini arttirmak amaciyla
VZ-karanfil yagi nano-transferozomlari ile yukli jel formulasyonu hazirlamiglardir.
Bu formulasyonlar reolojik 6zellikleri, in vitro ilag salim profili ve ex vivo permeabilite
acisindan degerlendirilmistir. Ex vivo permeabilite ¢alismasi taze nazal dokuda
yapilmis ve verileri, karanfil yagi ile hazirlanan formilasyondaki toplam ilacin
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%83,4'Unln dokuya nufuz ettigini gostermistir. Bu deger, karanfil yagi olmadan
hazirlanan formilasyon igin %47,3'dir. Karanfil yagdi ile hazirlanan nano-
transferozomlari bazli VZ yukli hidrojel, VZ yuklu hidrojel, vorikonazol sulu
suspansiyonu formulasyonlari arasinda ex vivo mukozal permeabilite galigmalari ile
kargilastirma yapilmis ve permeabilite katsayisi sirasiyla 2.414x1073, 1.754x1073,
0.411x10°% cm/dk olarak bulunmustur. Yapilan bu galisma sonucunda karanfil
yaginin hem lipid hem de polar gecis yollarini degistirerek ilag gecirgenliginde 5,4
kat artisla etkin maddenin permeabilitesini arttirdigini kanitlamistir (Kammoun ve
digerleri, 2021). Bizim c¢alismamizda VK2 formulasyonundan etkin maddenin
permeabilite katsayisi 0,021+£0,001 olarak bulunmustur ve litaraturdeki ornege gore
oldukca yuksektir. Bu sonucun nedeni olarak VZ'nin karanfil yagindaki yuksek
¢Ozunurlugu ve karanfil yaginin penetrasyon artirici 6zelligi gosterilebilir (Kammoun
ve digerleri, 2021; Nikumbh ve digerleri, 2015; Ahmad ve digerleri, 2019; Al-Subaie
ve digerleri, 2015).

VZ organojel formulasyonlarina ait ex vivo gecis verilerinden aki ve permeabilite
katsayisi hesabi yapiimistir. VK2 ve VL2 formulasyonlarinda etkin madde en yuksek
aki ve permeabilite katsayisi degerlerine sahiptir. Ancak formulasyonlarin aki

degerlerinde anlamli bir fark yoktur (p>0,05).

5.2.7. Organojel formiilasyonlarinda stabilitenin degerlendirilmesi

Tez ¢alismamizda gelistirilen organojel formulasyonlari 4°C/ortam nemi, 25°C/%60
bagil nem ve 40°C/%75 bagil nem ortamlarinda 3 ay saklanmis ve baslangicta ve

her ay gorunus, pH, viskozite etkin madde miktar tayini testleri yapilmistir.

ICH klavuzuna gore etkin maddenin ilag¢ sekli icinde %95-105 arasinda bir oranda
olmasi beklenmektedir (ICH Q3). Miktar tayini sonug¢larimiz bu araliklarda
bulunmustur. Tum organojel formilasyonlarinda pH tayini sonuglar vajinal
uygulama i¢in uygun bulunmustur ve miktar tayininde anlamhl bir azalma
gorulmemigtir (p>0,05). 40°C/%75 bagil nem ve 25°C/%60 bagil nem saklanan

orgnojellerin pH degerinde anlaml bir degisim gdézlenmemistir (p>0,05).
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Oleik asitle hazirlanan VO1 ve VO2 organojel formulasyonlarinda 4°C ve 40°C/ %75
bagil nem saklama sartlarinda 3. ayda viskozite degerleri yari yariya dugmustur ve
gorunus olarak degerlendirildiginde acik sari bir renk almigtir. VO2 organojel
formUlasyonu 25°C/%60 bagil nem saklama ortaminda 3. ay sonunda beyaz ve
homojen bir goruntlye sahiptir ve pH 4,56, viskozitesi 18429168 cP, miktar tayini
ise %97,9+1,2 bulunmustur.

Oleik asitle hazirlanan VO1 ve VO2 formulasyonlari igcin 25°C/%60 bagil nem
saklama sartinda 3 ay boyunca daha stabil oldugu sonucuna varilmistir. Literaturde
yapilan stabilite ¢alismalarinda da oleik asitle hazirlanan mikroemdulsiyon bazli
jellerin 3 ay boyunca 25°C oda sicakhdinda viskozitesinde bir miktar disus disinda
miktar tayini ve gorinus agisindan uygun ve stabil oldugu bulunmustur (El-Hadidy
ve digerleri, 2012; Sabale ve Vora, 2012).

Lavanta yagi ile hazirlanan VL1 ve VL2 organojel formulasyonlarinda 40°C/ %75
bagil nemde 3. ayda viskozitede anlamli bir azalma goértlmuastir (p<0,05). VL2
organojel formulasyonu 4°C/ortam nem ortaminda 3. ay sonunda beyaz ve homojen
bir goruntiye sahiptir ve pH 4,45, viskozitesi 15859+12 cP, miktar tayini ise
%97,310,6 bulunmustur. VL1 organojel formulasyonunda ise 4°C nem ortaminda 3.
ay sonunda beyaz ve homojen bir goruntiye sahiptir ve pH 4,59, viskozitesi
11568+21 cP, miktar tayini ise %97,940,2 bulunmustur.

Terpenlerin (linalool, cineole, limonen) organojelin reolojisi ve kimyasal stabilitesi
uzerindeki etkilerinin incelendigi bir calismada, organojel formulasyonlarina
kimyasal penetrasyon arttirici olarak eklenen terpenlerin, topikal ilag tasiyici
sistemlerinde organojel formulasyonlarinin kimyasal stabilitesini etkilemedigi
g6zlenmistir (Lim ve digerleri, 2008). Calismamizda da literatlrle uyumlu olarak
linalool igeren lavanta yagi ile gelistirilen organojel (VL1 ve VL2) formulasyonlarinin
4°C’de 3 ay boyunca homojen ve beyaz goérintlisi degismemekte kimyasal
stabilitesini korumaktadir. pH ve miktar tayini sonuglarinda 3 ay boyunca anlamli bir

dusus gbézlenmemigtir (p>0,05).

Karanfil yagi ile hazirlanan VK1 ve VK2 formulasyonlarinda 25°C/%60 bagil nem ve

40°C/%75 bagil nem ortamlarinda 1 ay renk degisikligi ve faz ayrisimi
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g6zlenmezken 2. aydan itibaren faz ayrismasi goézlenmistir ve pH, miktar tayini ve

viskozite tayini yapilamamistir.

Barradas ve digerleri yaptigi bir calismada, esansiyel yaglarla hazirlanan
nanoemdulsiyonlarin hidrojel sistemleri Uzerinde 90 gunluk bir sure boyunca
hizlandiriimig stabilite c¢alismalari yapilmistir. Formulasyonlar 45°C'lik yUksek
sicaklikta 30 glne kadar herhangi bir destabilizasyon belirtisi, renk veya koku
degisikligi gostermezken, 60 gun yuksek sicakliga maruz birakildiktan sonra, karanfil
ucucu yagi ile hazirlanan formulasyonlarin renginde hafif degisiklik ve koyu renk
g6zlenmigstir. Hizlandinimis stabilite calismasinda 90 ginin sonunda, karanfil yagi
iceren jellerde, yag oksidasyonunu dustindiren guigliu kahverengimsi renk olusmustur
ve pH degerlerine anlamli bir dusus izlenmistir. Calisma sonucunda, polimer madde
kitosan ve nanoemdlsiyon bilesenleri arasindaki etkilesim, karanfil ugucu yagi iceren
jellerin kararsizlik surecini hizlandirabilecegini dusundiurmektedir (Barradas ve
digerleri, 2017). Calismamizda da karanfil yagi ile gelistirilen VZ yUkli organojel
formulasyonlarinda (VK1 ve VK2) homojen ve beyaz olan gorintu belirlenen tim
saklama kosullarinda literatirle uyumlu olarak 3. ay stabilite galismasi sonucunda
homojenligini kaybetmis ve koyu sari-kahverengi renge donusmustur. VK1 ve VK2
formulasyonlari, 4°C’de 2 ay stabil olmakla birlikte tiim ortam sartlari icin de 3 ay stabil
olmadigi sonucuna variimistir. VK1 ve VK2 formulasyonlarinin salim ve permeabilite
degerleri vajinal uygulama igin yeterli olsa da reolojik, mekanik 6zellikleri yeterli
degildir, ayrica stabilitesinin de uygun olmadigi tespit edildigi i¢in sonu¢ formulasyon

olarak belirlenmemisgtir.

Organojellerin geleneksel jellere gore bir avantajinin da mikrobiyolojik stabilitesinin iyi
olmasi ve koruyucuya gerek duyulmamasi olarak literaturde belirtiimektedir (Sahoo
ve digerleri, 2011; Sreedevi ve digerleri 2012). Bizim galismamizda da Ug¢ ay sure ile

organojel formulasyonlarinin higbirinde mikrobiyolojik Greme gézlenmemistir.

5.2.8. Organojel formilasyonlarinda antifungal etkinlik c¢aligsmalarinin

degerlendirilmesi

Calismamizda gizelge 4.27 ve 4.28’deki inhibisyon ¢aplari degerlendirildiginde oleik

asidin ve oleik asitle hazirlanan O2 organojelin hi¢ antifungal aktivite géstermedigi
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bulunmustur. Ek olarak VZ igceren ve oleik asit ile hazirlanan organojel formulasyonu
da (VO2) herhangi bir antifungal etkinlik géstermemistir. Fakat VZ-oleik asit ¢ozeltisi
halinde uygulandiginda VZ den kaynaklanan az da olsa antifungal etkinlik
gorulmektedir. Bu durumun oleik asidin VZ'ye afinitesinin olmasi ve VO2
organojelinden VZ’'nin diflzyon membrandan gegis yluzdesinin 48 saatin sonunda
%33,4+3,1 bulunarak oldukg¢a dusik olmasindan kaynaklandigi disunulmektedir.
El Hadidy ve digerleri yaptigi bir galismada, optimize edilen mikroemulsiyonlar,
Candida albicans susu ATTC 90028'e karsi (5 x 10° hiicre/mL konsantrasyonunda
sabouraud dekstroz agardan elde edildi) agar difizyon yontemi kullanilarak test
edilmistir ve referans bir VZ sispansiyonu ile karsilastiriimistir. Oleik asit iceren ve
icermeyen VZ mikroemulsiyon formulasyonlari, yardimci madde olarak kullanilan
jojoba yaginin antifungal aktivitesinden dolayr oldugu dusinilen VZ
suspansiyonundan daha buyuk inhibisyon bolgelerine sahip oldugu bulunmustur ve
oleik asidin antifungal aktivite Uzerine etkisi gorulmemistir (El Hadidy ve digerleri,
2012).

Lavanta yagi C. albicans susunda tek bagina uygulandiginda (16,5+0,7 mm) olusan
inhibisyon bodlgeleri karsilastinldiginda VZ'ye benzer etkinlik gosterirken VZ+lavanta
yagi c¢ozeltisi (55,5+0,7 mm) halinde uygulandiginda ytksek antifungal etkinlik
sergilemistir. Lavanta yagdi ile gelistirlen organojel fromilasyonlari (VL2, L2)
incelendiginde ise VL2’nin dlgulen inhibisyon bolgesi ¢api, L2’den anlamli derecede
yuksektir (Bkz. Sekil. 4.48). Bu durum bize gelistirilen VL2 organojelinin kuyucuk
difizyon metodunda goézlenen en ylksek mantar biylimesini 6énleme bdlgesi capi
(61£1 mm) ile istenen antifungal etkinligi sagladigini ve VZ'nin etkinligini blylk olgtide
guclendirdigini kanitlar niteliktedir. VZ ve lavanta yapinin organojel formulasyonunda
bir araya getiriimesi antifungal aktivite agisindan sinerjist etki yapmistir. Behmanesh ve
digerlerinin yaptigi calismada lavanta esansiyel yagr ve klotrimazolin vajinal
kandidiyazisinden izole edilen C. albicans Gzerindeki in vitro etkisi degerlendirilmistir.
Sonuglar, lavantanin antifungal aktivitesini kanittamigtir ve bir antifungal ajan olarak
kullanilabilecegini gostermektedir (Behmanesh ve digerleri, 2015). Badr ve digerleri
yaptigi ¢alismada lavanta yagi, kamfen ve terpinil gibi monoterpen bilesenleri ve
lavanta yagi ile hazirlanan nanoemdlsiyonlari C. Albicans’a karsi antifungal aktivite
acisindan test etmiglerdir. Antifungal analiz verilerine goére lavanta yagi

nanoemulsiyonu, C. albicans'a kargi en yuksek inhibitor etki gdstermigtir.
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Nanoemulsiyonlarin aspergillus ve C. albicans olmak Uzere tUm mantarlara karsi saf
lavanta yagl ve monoterpen bilegsenlerinden daha etkili oldugu bulunmustur. Bu
calisma, antimikrobiyaller ve antioksidanlar olarak bakteri, mantar ve mayanin neden
oldugu enfeksiyonlara kargi lavanta yaginin kullanimini kanitlamistir (Badr ve digerleri,
2021).

Calismamizda karanfil yagi tek basina uygulandiginda (39+1 mm) antifungal etkisi
oldukca yuksek gorulmustur ve literatir de bu bilgiyi desteklemektedir (Shetty ve
digerleri, 2019). Karanfil yagi Sekil 4.47°de goruldugu gibi lavanta yagindan ve
stspansiyon halinde uygulanan VZ'den anlamh olarak daha fazla inhibisyon ¢api
olusturmustur. VZ'nin karanfil yagindaki c¢ozeltisinin antifungal aktivitesi kuyucuk
difizyon metodu ile incelendiginde inhibisyon ¢api 58,5+0,7 mm olarak bulunmustur.
VZ ile birlikte karanfil yaginin antifungal etkinligi blyluk olctde artirdigi literatirde de
(Kammoun ve digerleri, 2021) belirtiimistir. Bu durumun VZ'nin karanfil yaginda yiksek
¢6zUnurliginden (158,86+2,15 mg/ml) kaynaklandigi dusunulmektedir. Karanfil yagi
ile gelistirilen organojel formulasyonlari (VK2, K2) incelendiginde ise inhibisyon bdlgesi
caplarn arasinda anlamh bir fark bulunmamistir (Bkz. Sekil. 4.48). Organojel
formulasyonu (VK2, K2) igerisine yuklendiginde karanfil yagi VZ'nin antifungal
etkinligini VZ c¢ozeltisine (VZ+Karanfil yagi) kiyasla daha az guglendirmistir. Karanfil
yaginin C. albicans’a kargl antifungal etkisi cesitli ¢alismalarla kanitlanmistir.
Literaturde bildirildigi gibi, 6jenol, mantar hucrelerinden potasyum sizintisina neden
olarak, bu tur hicreler tarafindan enerji alimini ve kullanimini engelleyebilir ve mantar
hicre zarini bozabilmektedir (Ahmad ve digerleri, 2005; Kammoun ve digerleri, 2021).
Ahmad ve digerleri yaptigi bir galismada, karanfil yaginin mantar patojenlerine karsi
antimikrobiyal aktivitesini degerlendirmistir. Karanfil yaginin firsatgi mantarlara karsi
guclu antifungal aktiviteye sahip oldugu bulunmustur. C. albicans, gibi patojenlere doza
bagimli bir etkinlik gosterdigi kanittanmistir. Karanfil yagi bazli emdilsiyondaki yag
konsantrasyonu arttikga inhibisyon bolgesi ¢capi artmaktadir. Cesitli formulasyonlarin
deg@erlendiriimesinde, lipozomlu karanfil yagr uygulamasinin vajinal kandidiyazis
tedavisine karsi en etkili oldugu bulunmustur (Ahmad ve digerleri, 2005). Shetty ve
digerleri yaptig1 bir calismada gelistirilen etozomal jelde bulunan karanfil yaginin C.
albicans'a kargi antifungal aktivitesi kap plaka yéntemiyle belirlenmistir. Standart
karanfil yagi ve plasebo jeli i¢in inhibisyon bdlgesi, optimize edilmis etozomal jel

formulasyonu ile kargilastinimigtir. Etozomal jel (28,91+£5,23 mm) standart saf ilag
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(nistatin) ile karsilastiriidiginda (21£4,89 mm) daha yuksek inhibisyon bdlgesi
gostermistir. Bu nedenle, etozomal jel saf karanfil yagdi ve piyasadaki antifungal ajan ile
karsilastinldiginda C. albicans mantarina karsi tatmin edici antifungal aktivite

gostermistir (Shetty ve digerleri, 2019)

Sonug olarak, VK2 ve VL2 organojellerinin kuyucuk difizyon ¢alismasinda, 200 uL
uygulandiginda, 100 pL uygulamaya gore gozlenen daha yuksek inhibisyon
bolgeleri ile doza bagimli iyi antifungal etkinlik sergiledigi gorulmektedir. Antifungal
etkinlik galismasindan elde edilen bulgulara gore gelistirilen organojeller arasinda
VL2 organojel formilasyonu kuyucuk diftizyon ve disk diftizyon metodunda sirasiyla
61+1,414 ve 44,540,707 olmak Uzere izlenen en yuksek mantar inhibisyon bolge

¢apl ile C. albicans’a karsi en iyi antifungal etkinlik gostermektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Tez kapsaminda vajinal kandida enfeksiyonlarinin tedavisi i¢cin VZ iceren
mukoadezif organojel formulasyonlari basaril bir sekilde gelistirilmistir. Organojeller
%2 HPMC’den olusan su fazi ve Ug farkli yag fazi (karanfil yagi, lavanta yagi ve
oleik asit) ile hazirlanmistir. Yag fazi: su fazi 1:4 (h:h) ve 1.5 (h:h) oraninda

kullaniimigtir. Organojel formulasyonlarinin 6zellikleri agsagidadir;

e Karakterizasyon calismalari kapsaminda yapilan FT-IR ve DSC analizleri
sonuglarinda VZ pikleri ayri bir sekilde gorulmustir ve yardimci maddelerle
gegimsizlik veya bir etkilesim gorulmemistir.

e Geligtirilen tim organojellerin vajinal uygulama igin pH’si, reolojik 6zellikleri ve
viskozite 6lgum sonuglari uygun bulunmustur. Ancak karanfil yagi ile hazirlanan
formuUlasyonlarin viskozite degerleri digerlerine gore dusuktir.

e Geligtirilen tum organojellerde yapilan etkin madde miktar tayini sonuglari etkin
maddenin basarih bir sekilde yuklendigini dogrulamistir.

e Calismalarimizda lavanta yagi (VL1, VL2) ve oleik asit (VO1, VO2) kullanilarak
hazirlanan organojeller Uzerinde vyapilan TPA, vyayilabilirik ve ex vivo
mukoadezyon degerleri bakimindan organojeller vajinal uygulama igin uygun
bulunmustur. Karanfil yagdi ile hazirlanan formuilasyonlarin mekanik ve
mukoadezif 6zellikleri digerlerine gére daha dusuktr.

e in vitro gecis sonuclarina bakildiginda tim formilasyonlarin diyaliz membrandan
uzun sureli ve kontrolli bir gecis yaptigi gorulmektedir. VO2, VL2 ve VK2
formUlasyonlarindan etkin maddenin diyaliz membrandan gecgisi, 48 saat
sonunda sirasiyla %33,4+3,1, %85,5t1,5 ve %98,9+4,5 olarak gerceklesmisgtir.

e Ex vivo permeabilite sonuglari incelendiginde tim formulasyonlarin inek vajina
dokusundan kontrolli bir gegis yaptigi goérilmektedir. VO2, VL2 ve VK2,
formulasyonlarinin 48 saat sonundaki inek vajinal dokusundan gegcis yuzdeleri
uygun bulunmustur. Ex vivo permeabilite sonuglari 48 saat sonunda %81-100
arasindadir. Permeabilite katsayisi ve aki deg@erleri kargilastirildiginda ise VL2 ve
VK2 formulasyonlarinda VZ’'nin yuksek permeabilite gosterdigi bulunmustur.

e VO1 ve VO2 formulasyonlarinin 25°C/%60 bagil nem saklama sartinda 3 ay
boyunca stabil oldugu bulunmustur. Lavanta yagi ile hazirlanan, VL1 ve VL2
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formUlasyonlarinin 4°C’de 3 ay boyunca stabilitesini korudugu sonucuna
varilmistir. Karanfil yagi ile hazirlanan formulasyonlar 3 ay sure ile stabilitelerini
higcbir ortamda koruyamamistir. Formulasyonlarimiza koruyucu veya faz
ayrismasini Onleyecek olak yuzey aktif madde ilave edilmemigtir. Vajinal
formuUlasyonlarin toksik olmamasi ve biyouyumlu olmasi igin igerik olarak en sade
formUlasyon gelistiriimeye calisiimistir.

e in vitro antifungal etkinlik calismasi sonuglarina goére C. albicans ATCC 10231
mantar susu Uzerinde inhibisyon alani olusturdugu bolgenin ¢api en buyuk olan
VL2 organojel formulasyonu en iyi antifungal etkinlik sergilemistir.

e Bu sonuglara goére sonug formilasyon olarak lavanta yagi ile hazirlanan VL2'ye
karar verilmistir. Oleik asit iceren formulasyonlarinin etkin madde gecis ve
permeabilite degerleri, karanfil yagi iceren formulasyonlarinin da reolojik ve
mukoadezif Ozellikleri yetersiz bulunmustur. Ayrica karanfil yagi iceren

formUlasyonlarda stabilite sorunu da vardir.

Lavanta yagi ile hazirlanan organojel formulasyonu (VL2) vajinal uygulamaya uygun
pH degerine, reolojik 6zelliklere, mekanik ve mukoadezif 6zelliklere, yuksek in vitro
gegis profiline ve ex vivo permeabilite ylzdesine sahiptir. Ayrica +4 °C’de 3 aylk
stabilitesi uygun bulunmustur. C. albicans’a karsi diger formulasyonlara gore yuksek
antifungal etkinlik géstermistir. Batin bu nedenlerden dolayi VL2 formulasyonu
vajinal kandidiyazis tedavisinde kullanilmak Uzere en ideal vajinal organojel

formuUlasyonu olarak segilmigtir.

Tum bulgular géz onltne alindiginda esansiyel yaglar ile hazirlanan vajinal organojel
formUlasyonlarinin istenen sekilde tasarlanmasiyla vajinal ilag tasiyici sistemlerde
etkili bir formUlasyon olabilecegi gortiimistiir. Uretimleri ve olgek buyltmelerinin

kolay olmasi ayrica biyouyumlu olmalari énemli bir avantajdir.

Suda ¢6zunurligu digsuk etkin madde olan VZ'nin esansiyel yagl sistemleri
kullanilarak ¢6zUnrlGgad artirnlmigtir. Sulu jel igcinde gézlenen ¢dzinlrlik problemi
onlenmistir. VZ'nin antifungal aktivitesi ile lavanta yadinin antifungal aktivitesi
sinerjist etki gdzlenmigtir. Antifungal etkili ve vajinaya uygulanabilen yagli sistemler

ile suda c¢ozunurlugu dusuk etkin madde olan VZ gibi maddelerin etkinliginin
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artinimasi ile klinik c¢aligmalar sonucunda daha etkili vajinal organojel

formuUlasyonlari geligtirilebilecedi distnulmektedir.

Calismamizda gorulen bazi sorunlar ve bu sorunlara kargi yapilan ¢ozum oOnerileri

sunlardir:

e Stabilite galismalarinin daha uzun slre yapilarak raf dmrinun belirlenmesi
saglanabilir. Uygun saklama kosulu ve ambalaj materyali Uzerinde calisma
yapilabilir. Stabilite iyilestirme yontemleri denenebilir.

e Karanfil yagi penetrasyon ve antifungal etki agisindan oldukga etkilidir. Reolojik
ve mukoadezif 6zellikleri iyilestirilerek vajinal formulasyonlar hazirlanabilir.

e Tum formulasyonlarin toksiste ve biyouyumluluk ¢alismasina ihtiyaci vardir.

e Sonug formulasyonumuz Uzerinde in vivo galismalar yapilarak antifungal etkinligi

tayin edilebilir.
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