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Ozet

Mukozaya Uygulanabilen Antifungal Etkili Formilasyonlarin
Hazirlanmasi in vitro / eks vivo Karakterizasyonu

Bu tez calismasi kapsaminda vajinal kandidiyazis tedavisi igin suda
¢Ozunurligu dusuk azol grubu bir antifungal olan posakonazol (POS) ile
mukoadezif ve mukusa penetre olabilen iki farkli formilasyon hazirlanmig
ve bu formulasyonlar in vitro / eks vivo karakterizasyonlari yapilarak
degerlendirilmigtir.
Tez calismasinin ilk boliumunde, vajinaya uygulanacak mukoadezif bir
formulasyon gelistiriimesi amaci ile suksinil-beta-siklodekstrin (Suc-B-CD)
ile cahsimistir. Cok asamali bir reaksiyon yolagi izlenerek
merkaptonikotinamit’in (6-MNA) Suc-B-CD halkasi Uzerine konjugasyonu
saglanmis ve oligomer Suc-B-CD’e mukoadezif 6zellik kazandirilmistir.
Ardindan elde edilen Urlnlerin POS ile inklizyon kompleksleri hazirlanarak
etkin maddenin ¢ozinirliik ézellikleri iyilestiriimistir. iki farkli modifikasyon
orani ile sentezlenen Suc-B-CD-MNA turevleri kimyasal olarak karakterize
edildiginde elde edilen verilerde Suc-B—CD-MNA; molekuline
221,16+£51,68 pmol / g, Suc-B-CD-MNA; molekiline ise 521,76+28,25
pmol / g 6-MNA’nin konjuge oldugu gorulmustir. Yapilan dissollsyon
testinde Suc-B-CD-MNA;’in POS'un laktat tampon igindeki dissolisyonunu
49,13 kat arttirdigi, Suc- B-CD-MNA'nin ise 33,61 kat arttigi gézlenmisgtir.
Mukoadezif dzellikleri incelendiginde, sentezlenen Suc-p-CD-MNA; ve Suc-
B-CD-MNA; ile hazirlanan inkllizyon kompleksleri modifiye edilmemis Suc-
B-CD ile hazirlanan komplekslere kiyasla sirasiyla 21,574 ve 37,674 kat
daha yuksek mukoadezyon sergilemistir. Suc-B-CD-MNA turevleri ve POS
ile hazirlanan inklizyon komplekslerinin ayrica sitotoksik profilleri ve
antifungal etkileri arastiriimistir.
Tez calismasinin ikinci boluminde mukusa penetre olabilen bir
formulasyon kullanilarak POS’un hidrofilik mukus engelini asarak epitel
tabakasina ulasmasini saglamak amaglanmistir.
SNEDDS’in (kendiliginden emlilsifiye olan nano ilag tasiyici sistemler)
mukozal ilag uygulama igcin 6nemli bir potansiyel tasidigi son yillarda

yapilan arastirmalarda ortaya ¢ikmistir. SNEDDS damlaciklari deformasyon
v



yetenekleri ve yuzey Ozellikleri sayesinde mukus tabakasina penetre
olabilirler. POS igceren SNEDDS damlaciklarinin mukus penetrasyon
Ozelligini arttirmak amaciyla mukolitik ajan N-asetilsistein (NAC) ile katyonik
polimer Eudragit RS 100 arasinda iyonik bir kompleks (EU-NAC)
hazirlanmis ve SNEDDS formulasyonuna eklenmistir. Hazirlanan
formulasyonlar, damlacik boyutu, polidispersite indeksi ve zeta potansiyel
acisindan incelenmig,kisa sureli ve uzun sureli stabilite testleri yapiimisg,
etkin madde salim calismalari gergeklestiriimis ayrica mukus permeasyon
ve mukolitik 6zellikleri arastirimigtir. Elde edilen verilerde mukolitik EU-
NAC kompleksi iceren POS-EU-NAC-SNEDDS formulasyonunun, mukus
permeasyonunun mukolitik ajan icermeyen POS-SNEDDS formulasyonuna
gore 55,042 kat fazla oldugu gorulmustir. Yapilan in vitro mukolitik aktivite
testinde EU-NAC-SNEDDS formulasyonunun 4 saat sonunda mukus
viskozitesinin baslangi¢ degerinin yaklasik %5’ine kadar dusurdugu
g6zlenmistir.  SNEDDS formulasyonlarinin igin antifungal etkileri ve
sitotoksik ozellikleri degerlendirilmistir. Ayrica SNEDDS
formulasyonlarindan NAC salimini belirleyebilmek igin Ellman Testi

prensiplerine dayanan yeni bir salim metodu gelistirilmistir.

Mukozal dokuya ila¢ uygulanmasinda hem mukoadezif hem de mukusa
penetre olabilen sistemlerin kendilerine 6zgl avantajlari vardir. Gelecekte
mukozal uygulamalar igin ilag geligtiriimesindeki egilimin her iki tip
formulasyonun Ustun 6zelliklerinin ayni formulasyonda kombine edilmesiyle

yeni ilag taslyici sistemlerin tasarlanmasi yonunde olacagi dusuntlmektedir.

Anahtar Kelimeler; mukus; mukoadezif; antifungal; vajinal; SNEDDS;

posakonazol



Abstract

Preparation and in vitro / ex vivo Characterization of Antifungal
Formulations for Mucosal Application

Within the scope of this thesis, two different formulations; mucoadhesive and
mucous penetrating formulations have been prepared for the treatment of
vaginal candidiasis with posaconazole (POS), a low water soluble azole
group antifungal. These two formulations were further evaluated by in vitro /
ex Vvivo characterization.

In the first part of the thesis, succinyl-B-cyclodextrin (Suc-B-CD) was studied
in order to develop mucoadhesive formulation to be applied to the vagina.
Suc-B-CD was thiolated by pre-activation method to provide
mucoadhesiveness to the oligomer, then inclusion complexes were prepared
with POS to improve solubility properties of the active substance. Thiolated
Suc-B-CD derivatives synthesized by two different modification rates have
been chemically characterized. 521,76 + 28,25 umol / g 6-MNA was
conjugated to the molecule. Suc-p—CD-MNA; was found to increase the
dissolution of POS in lactate buffer by 49,13 fold and Suc-B-CD-MNA;
increased by 33,61 fold.

According to the results of mucoadhesion studies the inclusion complexes
prepared with Suc- B-CD-MNA; and Suc-B-CD-MNA; exhibited 21,574 and
37,674 fold higher mucoadhesion than complexes prepared with unmodified
Suc-B-CD, respectively. The cytotoxic profiles and antifungal effects of
inclusion complexes prepared with Suc-3-CD-MNA derivatives and POS and

derivatives were also investigated.

In the second part of the thesis, the aim was to prepare a mucus permeating
formulation that can reach the epithelial layer by passing the hydrophilic

mucus barrier.

Recently, studies showed that SNEDDS (self-nanoemulsifying drug delivery
systems) have an important potential for mucosal drug administration.

SNEDDS droplets are capable of penetrating the mucus layer due to their

Vi



formation properties. In order to increase the mucus penetration of the
formulation, an ionic complex between the mucolytic agent N-acetylcysteine
(NAC) and the cationic polymer Eudragit RS 100 was prepared and added to
the SNEDDS. Prepared formulations were examined in terms of particle size,
polydispersity index and zeta potential, active substance release studies
were performed and mucus permeation and mucolytic properties were
investigated. It was also observed that the SNEDDS formulation containing
the EU-NAC complex reduced mucus viscosity to about 5% of the initial
value after 4 hours. Antifungal efficacy and cytotoxicity tests were also
performed for SNEDDS formulations. In addition, a new release method
based on Ellman Test principles has been developed to determine NAC

release from SNEDDS formulations.

Both mucoadhesive and mucosal penetrating systems have their own
advantages when administering drugs to mucosal tissue. The trend in drug
development for mucosal administration in the future is thought to be to
design new drug delivery systems by combining the superior properties of

both types of formulations in the same formulation.

Keywords; mucus; mucoadhesive; antifungals; vaginal, SNEDDS;

posaconazole
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Giris
Mukoza vucuttaki gesitli bogluklari ve i¢ organlarin yuzeyini kaplayan bir
zardir. Bag dokusu Uzerinde bir veya daha fazla epitel hiicre katmanindan

olusan mukozal yuzeyler pek ¢ok patojene karsi vicudun ilk savunma hattidir
(Crater & Carrier, 2010).

Bagirsak, burun ve solunum yollari, mide, idrar yolu ve Ureme organlarini
olugturan mukozal yuzeylerin ve mikrobiyota ile etkilesimi vicudun 2 dis
yuzeyinden biri olmasi sebebiyle insan sagligi agisindan oOnem tegkil
etmektedir (Wang vd., 2018).

Bagirsak, agiz boslugu ve vajina gibi mukozal organlarda komensal
organizmalar olarak bulunan Candida tdrleri, yerel immun savunma
sistemlerinin baskilanmasi durumunda patojen olabilir. Candida turleri,
dinyadaki milyonlarca kiside ciddi morbiditeye yol agan ve insanlarda en
yaygin gorilen mantar patojenlerdir. Sadece vajinal candida enfeksiyonlari
dinyada yilda 30 milyon kadini etkilemektedir (Sobel, 2016).

Vajinal kandidiyazis tim vulvovajinal enfeksiyon vakalarinin %30’unu
olusturan mukozal bir enfeksiyon hastaligidir. Kadinlarin %75’i hayatlari
boyunca en az bir kez vulvovajinal kandidiyazis enfeksiyonu gegirirler
(Ramirez-Santos, Pereiro, & Toribio, 2008). Bu enfeksiyonun kaynaginda
Candida turleri; en sik olarak da Candida albicans bulunmaktadir (Johal,
Garg, Rath, & Goyal, 2016). Kolonizasyon, Candida sp.’nin vajinal epitelyal

hicrelerde tutunmasi ile baslar (Sobel, 2016).

Vajinal kandidiyazis tedavisinde oral veya topikal olarak kullanilan ve farkli
etkin maddeleri iceren gesitli formulasyon segenekleri bulunmaktadir. Oral
yoldan uygulanan gunlik 150 mg flukonazol veya intravajinal 100 mg
klotrimazol ilk alternatifler arasindadir (Ramirez-Santos vd., 2008). Ancak,
vulvovajinit tedavisinde birinci nesil antifungal ajan olarak bilinen klotrimazol
ve flukonazole kargi artan Candida albicans direnci hastaligin yonetimini
zorlastirmakta ve yeni ilag segeneklerinin devreye girmesini gerektirmektedir
(Crowley & Gallagher, 2014; Marchaim, Lemanek, Bheemreddy, Kaye, &
Sobel, 2012). Birinci nesil azol grubu antifungal ilaglarin eksikliklerinden yola

cikilarak daha genis spektrumlu ve direngli suslarda etkili ikinci nesil
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vorikonazol, POS gibi antifungaller geligtiriimigtir (Crowley & Gallagher,
2014).

Oral yoldan kullanilan azol grubu antifungal ajanlarin yan etkileri, disuk
biyoyararlanimlari, ilag-ilag etkilesimleri ayrica ilerlemis enfeksiyon
vakalarinda hastada semptomatik rahatlama yaratmamasi sebebiyle lokal
olarak kullanilabilen antifungal formulasyonlar tercih edilebilir (Johal vd.,
2016).

Krem, merhem, tablet gibi topikal ila¢ tasiyici sistemlerin vajinada kalis
sureleri vajinal sekresyondan dolayi kisithdir ve etki yerinde uzun sure etkin
konsantrasyonu saglayamazlar. Geleneksel ila¢g tasiyici sistemlerin bu
sakincalarinin  Ustesinden gelebilmek icin mukoadezif formulasyonlar
geligtirilebilir. Mukoadezif polimerler ile vajinal olarak kullanilacak bir
formalasyonun gelistiriimesi, ilacin vajinada kalis suresini ve mukoza ile
temasini arttirir, ilag salim zamanini uzatarak etkinligini gu¢lendirir (Acarturk,
2009; Bilensoy, Rouf, Vural, Sen, & Hincal, 2006; Mirza vd., 2013).
Mukoadezif sistemler; formilasyonun mukusa yapismasini saglayarak, ilacin
uzun sureli salimina olanak verirler ve bu sistemlerin temel 06gesi

polimerlerdir.

Son yillarda mukoadezif 6zelliklerinin gu¢li olmasi ve ilacin hedef boélgede
kaligini belirgin olarak arttirmasi nedeniyle tiyole polimerlerle hazirlanan
mukoadezif formulasyonlar Uzerinde yogun olarak calisiimaktadir. Tiyole
polimerler (tiyomerler); yan zincirlerinde tiyol grubu tasiyan hidrofilik
polimerlerdir. Bu konjugatlar tiyole olmayan mukoadezif polimerlerden farkh
olarak biyolojik membranlar ile kovalent disulfit baglari olusturur ve bdylece
kuvvetli mukoadezif Ozellikler gostererek formilasyonun uygulama
bdlgesinde daha uzun sure kalmasini saglarlar. Ayrica tiyomerlerin polimerin
kohezifligini arttirici, enzim inhibe edici ve permeasyon artirici 0zellikleri de
vardir. Tiyomerler ile, farkh uygulamalar icin (vajinal, bukkal, oral,
intravezikal) farkh formlarda (tablet, nanopartikil, mikropartikil, emulsiyon)
hazirlanan ve gosterdikleri yuksek mukoadezif 6zellik nedeniyle umut
vadedici olan pek c¢ok ilag tasiyici sisteme ait c¢alisma literatirde
bulunmaktadir (Andreas Bernkop-Schnurch, 2005a, 2005b; Andreas
Bernkop-Schnirch, Hoffer, & Kafedijiiski, 2004).



Mukozal uygulama icin etkin bir formulasyon tasarlamak adina
mukoadezyonun temel alinmasi literatirde oldukga sik incelenen bir
yaklagsimdir ancak bu sistemlerin etkinliklerini kisitlayabilecek bazi faktorler
de vardir. Tiyomerler ozellikle inert kosullar altinda kalmadikga 6zellikle pH
4,5 ve ustunde tiyol oksidasyonuna maruz kaldiklarindan sulu ¢ozeltilerde ve
jellerde nispeten daha az kararhidir. Polimer yapisina eklenmis tiyol
gruplarinin mukus ile temas etmeden onceki bu erken oksidasyon, tiyomer ve
mukus tabakasi arasindaki etkilesimi bozabilir ve boylece tiyomerlerin

etkinliginin dusmesine neden olabilir (Igbal vd., 2012).

Bu durum g6z oOnunde bulundurularak ikinci nesil tiyomerler olarak
adlandirilan 6nceden aktiflestiriimis tiyomerler (Pre-activated Thiomers)
gelistirilmistir. Onceden aktiflestirilmis tiyol gruplarinin kullanimi, tiyomerlerin
stabilitesini  ve mukadezyon Ozelliklerini iyilestirerek daha etkin
formulasyonlar tasarlanmasini saglamigtir. Son yillarda yapilan ¢alismalarda
hidrofilik polimerlerden hareketle pek ¢ok &nceden aktiflestiriimis tiyomer

sentezlenmis, CD’ler de bu ¢alismalarin ilgi odagina girmistir (ljaz vd., 2017).

POS gibi suda ¢6zunurligu ¢ok dusuk olan etkin maddelerin ¢ézUnurligundn
arttinimasinda sik  basvurulan yontemlerden biri CD’lerle inklzyon
komplekslerinin hazirlanmasidir. CD’ler, ilag molekullerinin ¢dézunurlik ve
stabilite ozelliklerini iyilestirirler fakat mukoadezif 6zellikleri yoktur. CD’lerin
onceden aktiflestiriimis tiyole konjugatlari sentezlenerek ve bu konjugatlarla
CD-ilag inklizyon kompleksleri hazirlanarak ilaglarin ayni anda hem
¢OzUnUrlGgunun  arttirilmasi  hem de mukoadezif o6zellik gostermesi
saglanabilir (ljaz, Griessinger, Mahmood, Laffleur, & Bernkop-Schnirch,
2016; ljaz vd., 2015a). Buradan hareketle 6nceden aktiflestiriimis tiyole
CD’ler ve antifungal bir etkin madde ile tasarlanan mukoadezif bir
formulasyonun vajinal kandidiyazis tedavisi igin etkili bir segenek olacagi
dusunulebilir. Ayrica, daha once yapilan g¢alismalarda kullanilan ve yuksek
toksisite profiline sahip urinler elde edilmesine sebep olan reaksiyon
yolaklari yerine, farkl reaksiyon yolaklari izlenerek Urln sitotoksisitesi

dusuralebilir.
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Sekil 1 : Tiyole CD - ilag inklizyon komplekslerinin mukustaki glikoprotein yapilari ile disiilfit
baglari araciligiyla etkileserek mukoadezif 6zellik gostermesinin sematik gosterimi
Diger yandan, ilacin mukozada tzin sure kalmasini amaglayan mukoadezif
ilag tasiyici sistemlere alternatif olarak gelistiriien mukusa penetre olabilen
formulasyonlar mukoza Uzerinde genis bir yayllma sergilerler ve daha derin

mukus bdlgelerine nufuz edebilirler.

Mukusun yapisal, elektrostatik o6zellikleri ve slrekli yenileniyor olusu
patojenler ve yabanci partiklllerin epitele ulagsmasinda bir engel
olusturmaktadir (Liu, Zhang, Shan, & Huang, 2015; Netsomboon & Bernkop-
Schnurch, 2016). Bu nedenle; mukus insan sagligi i¢cin hayati olmasiyla
birlikte ayni zamanda mukozal yulzeylere hedeflenmis ve kontrolli ilag ve
tasinmasi potansiyelini de onemli Olgude sinirlamaktadir. Koruyucu
Ozelliklerine zarar vermeden mukus bariyerinin derinliklerine nufuz edebilen
formulasyonlarin gelistiriimesi kistik fibroz, cinsel yolla bulasan enfeksiyonlar,
dejeneratif géz hastaliklari, akciger kanseri, irritabl bagirsak hastaligi ve
mukozal enfeksiyonlar gibi hastaliklar icin yeni tedavi segcenekleri sunabilir.
Bu yuzden mukusa penetre olarak epitele ulasabilen veya yaklasabilen
formulasyonlar geligtirebilmek etkin ilag tasiyici sistemler tasarlamak adina
onem teskil etmektedir (Dinnhaupt, Kammona, Waldner, Kiparissides, &
Bernkop-Schnirch, 2015; Yang vd., 2011).

Mukusun, hidrofilik yapisi sebebiyle suda ¢ozunlrligl az olan BCS Sinif |l ve
Sinif IV ilag molekullerine karsi bir bariyer gibi davranarak epitele
ulagmalarini olumsuz yonde etkiledigi bilinmektedir. Mukusa penetre olabilen

bir formulasyon hazirlanarak mukusun yapisal ve elektrostatik 6zellikleri
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sebebiyle olusan engelin asilmasi halinde Cogu BCS Sinif Il olan antifungal
ila¢c molekullerinin bu yolla mukusu gecerek epitele ulagsabilmesi halinde
vajinal enfeksiyonlarin da dahil oldugu pek ¢gok mukozal hastaligin daha etkin
tedavi edilebilecegi disunilmektedir (Lai, Wang, & Hanes, 2009; Yang vd.,
2014).

Formullasyonlarin  mukusa penetrasyonunu saglamak igin izlenebilecek
stratejiler aktif yontemler ve pasif ydntemler olmak Uzere iki baslik altinda
toplanabilir. Pasif sistemlerin tasarlanmasi, formulasyonun mukus ile
mumkun oldugugunca az etkilesime girmesi temeline dayanir. Bu tip
formulasyonlara 6rnek olarak noétral ve ya nétrale yakin negatif yuzey yukld,
mukus porlarindan gecebilecek buylUklikte (<200 nm), kaygan ylzey
Ozelliklerine sahip partikiller veya kendiliginden emdilsifiye olan nano ilag
tasiyict sistemler (SNEDDS). verilebilir. Aktif sistemlerin temel prensibi,
formulasyonun mukus ile etkilesime girerek onu partikullerin / damlaciklarin
daha iyi diftizyonu igin daha az viskoz hale getirmesidir. Bu sistemler esas
olarak N-asetilsistein (NAC) gibi disulfit baglarini kirabilen aktif maddelerle
veya proteolitik enzimlerle formuile edilebilir (Dunnhaupt vd., 2015;
Netsomboon & Bernkop-Schnurch, 2016).

SNEDDS’in mukozal ilag uygulama igin énemli bir potansiyel tasidigi son
yilllarda yapilan arastirmalarda ortaya c¢ikmistir. SNEDDS temelde yag /
surfaktan / ¢dzucu karigsimi olarak formule edilir ve bagirsak, intraoral, okuler
veya vajinal mukoza gibi hedef bdlgede su icinde yag (Y/S) mikro/nano
emulsiyonlarina donusur. Azol grubu antifungaller gibi suda az ¢6ziinen
ilaglarin kolaylikla formule edilebilmesinin yani sira, SNEDDS deformasyon
Ozellikleri sayesinde mukus tabakasina penetre olma kabiliyetine sahiptir.
SNEDDS nanodamlaciklari, hidrofobik yuzey 6zellikleri ve mukus tabakasi ile
etkilesimlerinin sekil deformasyonu kabiliyetleri nedeniyle nispeten dusik
olmasi sebebiyle, daha kiuguk ag gbzeneklerine sahip mukus jel
tabakalarindan bile difize olabililer (Netsomboon & Bernkop-Schnurch,
2016; Rohrer vd., 2016).



Mukusa penetre olabilen aktif ve pasif sistemlerin bir kombinasyonu olarak,
SNEDDS formulasyonlarinin bir mukolitik ajanla beraber formule edilmesiyle
iyilestirilmis mukus permeasyonu saglanabilir (Rohrer vd., 2016). Antifungal
bir ila¢ tasiyan ayni zamanda mukusa penetre olabilme ozellikleri iyilestiriimis
SNEDDS formulasyonlarinin, ilacin mukusun altindaki epitel tabakada

kolonize olan Candida suslarina karsi etkinligini arttiracag1 dusunalebilir

SEDDS EU-NAC SEDDS

’ EU-NAC KOMPLEKSI

Mukus
O POs

Epitel
Doku

~
Candida Albicans
Kolonizasyonu

Sekil 2 : Mukusa penetre olabilen POS igeren SNEDDS formuilasyonlarinin epitelde kolonize

olan Candida albicans Uzerindeki etkisinin sematik gosterimi

Son zamanlarda SNEDDS formulasyonlari ile mukozal yolla ilag
uygulanmasina yonelik ¢calismalarin sayisi artmaya baslamasina ragmen bu
formulasyonlari optimize etmek icin gerekli in vitro-in vivo korelasyon
caligmalari  yurutulirken  ozellikle salim  Ozellikleri g6z  onunde
bulunduruldugunda, yaniltici sonuglar elde edilmektedir. Bu durumun baslica
nedeni, SNEDDS'den ila¢g salimini belirlemek icin uygun yontemlerin
bulunmamasi ve kullaniimakta olan ydntemlerin zahmetli olmasidir. Clnk
ilacin salim ortami igindeki miktarinin belirlenmesi icin yaglh damlaciklarin
ortamdan ayrilmasi gerekir. Yurutilen salim g¢alismalarinin ¢gogunda, elde
edilen salim profili Uzerinde buyuk bir etkiye sahip olan diyaliz membranlari
veya filtreler gibi bir ayirma membrani kullanilimaktadir. Ayrica, sink
kosullarina siklikla uyulmamaktadir. Bu sebeplerle SNEDDS
formulasyonlarindan salimi belirlemek i¢in yeni metodlara ihtiyag
duyulmaktadir. (Andreas Bernkop-Schnirch & Jalil, 2018)



lacin salim ortamindaki ¢dzinurligi gibi dig faktérlerin - SNEDDS
formualasyonlarindan ila¢g salimi Uzerindeki etkisi formilasyonun kendisinin
salim Uzerindeki etkisinden daha fazladir. SNEDDS'den ilag salimi, lipofilik
bir yagh fazdan sulu bir faza basit bir diflizyon islemine dayandigindan, salim
davranigini karakterize etmenin muhtemelen daha anlamli bir yolu, dagihm
katsayisinin (log Dsneppsiso) belirlenmesidir. Log D temel olarak, bir bilesigin
iki fazdaki ¢ozunarligundeki farkin bir élgimu oldugundan, SNEDDS yadl
fazi ve salim ortaminda ilag c¢o6zunarlGginin ayri ayri  odlgulmesiyle
belirlenebilir, Dis etkenlerden bagimsiz olarak kontrolli salim saglayabilen
SNEDDS formulasyonlarinin gelistiriimesi hidrofobik veya iyonik polimer-ilag
etkilesimlerinin kullaniimasi ile saglanabilir (Andreas Bernkop-Schnirch &
Jalil, 2018).

Bu bilgiler 1s1ginda, mukolitik ajan NAC ile katyonik polimer Eudragit RS 100
arasinda bir iyonik kompleks hazirlanarak hem SNEDDS damlaciklarinin
mukusa penetrasyonlarinin arttirilacagr hem de NAC’in kontrolli saliminin
saglanabilecedi dusuntlebilir. Ayrica, SNEDDS formulasyonlarindan NAC
saliminin  belilenmesi amaciyla membran ya da filtre kullanilan
konvansiyonel metodlar yerine yeni bir metod gelistiriimesinin gercege daha

yakin sonugclar elde edilmesi adina literature katki verecegi soylenebilir.

Bu dogrultuda, bu tez calismasinin genel amaclari;

1- Sik gorulen bir mukozal enfeksiyon olan vajinal kandidiyazis
tedavisinde, yeni nesil bir antifungal olan POS kullanilarak, mukozal
dokuya ila¢g uygulanmasinda literatire yakin zamanda girmis iki
yaklasim (6nceden aktive edilmis tiyomerler ve mukusa penetre
olabilen formulasyonlar) kullanilarak hazirlanan farkli tipte iki ilag

tasiyici sistemin;

a) Bir B-CD tlrevi olan Suc-p-CD’den hareketle sentezlenen Suc-B-CD-
MNA kullanilarak hazirlanan mukoadezif inklizyon komplekslerinin in
vitro / eks vivo karakterizasyon ve sitotoksisite c¢alismalarinin

yapilmasi, degerlendiriimesi,

b) lyilestiriimis mukusa penetre olabilme 6zellikleri elde etmek amaciyla

mukolitik bir ajan NAC ile hazirlanmig bir iyonik kompleks iceren
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SNEDDS hazirlanmasi, in vitro / eks vivo karakterize edilmesi, mukus
permeasyon Ozelliklerinin belirlenmesi, sitotoksisite ¢alismalarinin

yapilmasi ve degerlendirilmesi,

2- POS ile hazirlanmig bu formulasyonlarin antifungal etkinliklerinin eks

vivo arastirilmasi,

3- SNEDDS formulasyonlarindan NAC salimini belirleyebilmek icin yeni

bir salim metodu geligtiriimesidir.



Genel Bilgiler
1.1. Vajinal Candida Sp. Enfeksiyonlari

Vajina fizyolojik kosullarda fazla miktarda (sekresyonda 10° cfu/g) komensal
mikroorganizma  igeren  mukozal bir organdir. Bu  komensal
mikroorganizmalarin baslicasi laktik asit salgilayarak vajinal pH’yr asidik (pH
4-5) tutan Lactobacillus sp’dir. Vajinadaki komensal flora ekosistemi yas,
menstriel dongl, sekslel aktivite, hamilelik, kontraseptif ajan kullanimi gibi
sebeplerle degisiklik gostererek patojenik enfeksiyonlara yol agabilir (Johal
vd., 2016; Ramsay, Astill, Shankland, & Winter, 2009).

Candida sp. kaynakl vulvovajinit, sik gortlen mukozal bir enfeksiyondur.
Vulvovajinit vajinadaki enfeksiyon vakalarinin %25’ini olusturmaktadir.
Siklkla tekrar eder ve bu nedenle de etkin bir tedaviye gereksinim duyulur.
Vajinada Candida sp. kolonizasyonu mukus tabakasinin altindaki epitel
hicrelerde goriltr (Sobel, 2016).

Enfeksiyonun rekurrensi yilda 4 veya daha fazla tekrar olarak tanimlanmistir
ve %40-50 oraninda gorulur. Tekrarlayan vulvovajinitin tedavisi genelde
atipik (non-albicans) veya diren¢ kazanmis Candida sp. kaynakli olmasi
sebebiyle zaman alicidir (Ramsay vd., 2009).

Candida sp. kaynakli vulvovajinitin baglica semptomlari, kasinti, irritasyon,
agri ve vajinal akintidir. Klinik bulgularda vulva eritemi, 6dem ve fissir
gorulebilir. Sari-beyaz kokusuz akinti ile karakterizedir. Candida sp.
enfeksiyonlarinda Vajinal pH neredeyse her zaman normal aralktadir.
Yuksek pH baska bir enfeksiyonun da var olabileceginin isaretidir. Teshiste
klasik kultar yontemleri yani sira polimeraz zincir reaksiyonu (polymerase
chain reaction, PCR) yontemi de kullaniimakta ve bu yontem daha hassas
sonuglar elde edilmesine olanak saglamaktadir (Palmeira-de-Oliveira,
Palmeira-de-Oliveira, & Martinez-de-Oliveira, 2015; Sobel, 2016).
Tedavisinde uygulanabilecek birden fazla terapoétik segenek vardir. Oral
yoldan gunluk 150 mg flukonazol kullanimi ilk alternatifler arasindadir
(Ramirez-Santos vd., 2008). Ancak, vulvovajinit tedavisinde birinci nesil

antifungal ajanlara kargi artan Candida albicans direnci hastaligin yonetimini



zorlagtirmakta ve yeni ilag ve formulasyon segeneklerinin devreye girmesini
gerektirmektedir (Crowley & Gallagher, 2014; Marchaim vd., 2012).

Diger yandan Candida sp. enfeksiyonlari sistemik olarak tedavi edilebiliyor
olsa da kullanilan azol grubu antifungal ajanlarin ytiksek toksisiteye ve dusuik
biyoyararlanima sahip olmasi sebebiyle son yillarda dogrudan vajinaya
uygulanabilen formulasyonlarin gelistiriimesine ait calismalar hiz kazanmigtir.
Lokal terapide 1-14 gun arasi mikonazol, klotrimazol, ekonazol gibi azol
grubu antifungal ilaglarin kullanimi yaygin tercih edilen bir segenektir. Ancak
lokal olarak uygulanan krem, merhem, vajinal suppozituar gibi geleneksel
formulasyonlarin da vajinal Candida enfeksiyonlarinin tedavisinde belirgin
yetersizlikleri bulunmaktadir. Vajinal sekresyondan dolayl epitelde kalig
surelerinin kisa olmasi, duguk hasta uyuncu, sik uygulama ve disariya akma
geleneksel formulasyon tiplerinde gorulen baglica problemlerdir (Baloglu vd.,
2011; Ramsay vd., 2009; Rengber vd., 2017).

1.2. Posakonazol

1.2.1. Fizikokimyasal Ozellikleri, Etki Mekanizmasi ve Antifungal

Spektrumu

Antimikotik ila¢ siniflarindan, mantar enfeksiyonlarinin tedavisinde en sik
kullanilanlar azol sinifi olanlardir (konazoller). Birinci nesil flukonazol ve
itrakonazol gibi azol grubu antifungal ilaglarin eksikliklerinden yola ¢ikilarak
daha genis spektrumlu ve direngli suslarda etkili ikinci nesil vorikonazol, POS
gibi antifungaller gelistirilmistir (Crowley & Gallagher, 2014). itrakonazoliin
yapisal bir analogu olan POS, Avrupa Birligi tlkelerinde 2005’te ve A.B.D.'de
ise 2006’da aspergilloz, kandidiyazis ve 13 yasindan buyuk immun sistemi
baskilanmis hastalarda diger istilaci mantar enfeksiyonlarinin tedavisi igin
onaylanarak klinikte kullanima girmistir. Su anda oral sUspansiyon,
intravendz enjeksiyonlar ve gecikmeli salimli tabletleri iceren U¢ onaylanmig
POS formilasyonu vardir (Torres, Hachem, Chemaly, Kontoyiannis, & Raad,
2005).

POS yapisal olarak daha eski nesil genis spektrumlu triazol itrakonazole
benzer, ancak itrakonazoldeki klor yerine flor substitusyonu ve dioksolan

halkasi yerine furan halkasi tagimaktadir (Kujawski vd., 2019).
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POS, dusuk sulu ¢ozunurlige sahip oldukga lipofilik, (log P = §,5) zayif alkali
bir etkin maddedir. pKa 3,6 ve 4,6 degerlerine sahiptir. BCS Sinif Il (dusuk
¢6zunurlik, ylksek absorbsiyon) olarak kategorize edilmistir. Molekuler
agirhgr 700,792 g/moldur. POS, dort kiral merkeze sahip enantiyomerik
acgidan saf bir RRSS izomeridir (Kujawski vd., 2019).

POS’un IUPAC isimlendirmesine gore 4-{4-[4-(4- {[(5R) -5- (2,4-diflorofenil) -
5- (1H-1,2,4-triazol-1-ilmethil) oksolan-3-il] metoksi} fenil) piperazin-1-il] fenil}
-1- [ (2S,3S) -2-hidroksipentan-3-il] - 4,5-dihidro-1H-1,2,4-triazol-5-on olan

kimyasal yapisi Sekil 3’'te verilmigtir.

é\

Sekil 3 : POS’un Kimyasal Yapisi

Onceki nesil konazollere kiyasla, POS, mayalar, filamentli mantarlar ve
Candida sp.'nin yani sira Candida glabata, Candida krusei, Candida
guilliermondii, Candida dubliniensis gibi flukonazole direngli olanlar dahil
genisgletiimis bir antimikotik aktivite spektrumuna sahiptir. POS’un aktivite
spektrumu, Candida parapsilosis, Candida tropicalis, Cryptococcus
neoformans, Aspergillus spp., Blastomyces dermatitidis, Trichsporon spp. ve
Scedosporium spp. gibi diger patojenik mantarlari da kapsar. Ayrica, POS
hayvan modellerinde protozoal parazitlere Trypanosoma ve Leishmania'ya
kargi etkilidir ve bebeklerde hayati tehdit eden beyin enfeksiyonlarindan
sorumlu bir virls olan Parechovirus A3'e kargi antiviral aktivite sergiler POS
fungisidal ve fungistatik olarak kullanilabilir (Leung vd., 2015; Sun, Fothergill,
McCarthy, Rinaldi, & Graybill, 2002).

POS’un yakin zamanda antifungal etkin madde secgeneklerine eklenmesi,
ilacin genis spektrumlu ve bir dizi yaygin mantar patojenlerine ve 6zellikle de

standart antifungal tedaviye diren¢ gdsteren suslara karsi gucla aktivitesi
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nedeniyle bu enfeksiyonlarin tedavisinde blyuk avantaj saglamistir (Leung
vd., 2015).

POS in vitro olarak oldukga etkindir. Dunya c¢apindaki 100'den fazla tip
merkezinden 2001 ve 2002 yillarinda elde edilen 3932 izolat izolatina karsi
POS'’un in vitro aktivitesi incelendiginde POS’un Candida turlerinin % 97-98’e
karg! aktif oldugu bulunmustur (Schiller & Fung, 2007). POS’un antifungal
spektrumu diger bazi azol sinifi ilaglarla karsilastirmali olarak Tablo 1'de

verilmistir.

Tablo 1 : POS ve diger bazi azol sinifi ajanlarin Antifungal Spektrumu (Schiller & Fung,

2007)
Ketokonazol | Flukonazol | Itrakonazol | Vorikonazol | Posakonazol
Ca_ndlda ++ ++ +4++ +4+ +++
albicans
Candida = ++ ++ +4+ +++
glabrata
Cand|d_a o + ++ +4+ +++
krusei
Dimorfik - ++ ++ +++ +++
Mantarlar
Aspgrglllus - ++ ++ +++ +++
fumigatus
Aspergillus ) ) ) St 4+
terreus
Fusarium sp. - - - +++ F++
Demakitoz ) ) i +4 ++
Mantarlar
Zygomycetes - - - + ++

POS’un genigletiimis yan zincirleri, azol hedefi olan 14a-demetilaz enziminin
(CYP51) ile ek temas noktalari saglar. CYP51, mantar hicre zar
ergosterolin ana sterolinin sentez yolunda 14-a-demetilaz olarak iglev
goren bir entegral membran proteinidir. POS, sitokrom P450'ye bagimli bir
enzim olan 14-alfa demetilazi kuvvetle inhibe eder. 14-alfa-demetilazin
inhibisyonu, mantar hucresi duvarinin énemli bir bileseni olan lanosterolin
ergosterol'e donusumunu Onler. Ergosterol sentezinin inhibisyonu, mantar
hicre zari bilesimini ve butunligund ayrica zar gecirgenligini degistirir ve
sonunda mantar hlcresi lizisine yol agar. Diger azol antifungallerine kiyasla,
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POS, sterol 14-alfa demetilazin 6nemli dlgide daha gugla bir inhibitdradur
(Carrillo-Munoz vd., 2005; G. Krishna, Moton, Ma, Medlock, & MclLeod,
2009).

1.2.2. Farmakokinetik, Farmakodinamik Ozellikleri ve Yan etkileri

Lipofilitesi yuksek bir ilag olan POS, oral kullanim sonrasi % 98'den ylksek
protein baglanmasina ragmen genis bir dagilim hacmine sahiptir. Kararl hal
konsantrasyonlari 7-10 gun sonra elde edilir, bu noktada ortalama terminal
eliminasyon yart omri 35 saattir. Calismalar, Cmax ile birlikte dogrusal
olmayan farmakokinetigi ve ilacin hem intraven6z hem de oral uygulama
sonrasinda dozla orantisiz sekilde artan plazma konsantrasyon-zaman egrisi
gOstermigtir. (R. Courtney, Pai, Laughlin, Lim, & Batra, 2003; G. Krishna vd.,
2009).

POS’un oral emilimi doz ile sinirhdir ve yadli yiyeceklerin alimi ile
baglantiidir. Maksimum plazma konsantrasyonuna ulasma suresi, tek bir
dozun uygulanmasindan 5-8 saat sonradir. POS, 343-1341 L.'lik bir dagilim
hacmiyle, dokulara dagilir. (Gopal Krishna, Ma, Martinho, & O’Mara, 2012).
POS’un tolere edilebilirligi flukonazoliinkine benzer, en sik bildirilen advers
etkiler gastrointestinal semptomlar ve bas agrisidir. POS hepatik sitokrom P
450 3A4'UG inhibe ettigi icin, bu enzim tarafindan metabolize edilen diger
ilaclarla 6nemli ila¢ etkilesimlerine neden olabilir (R. Courtney vd., 2003;

Rachel Courtney, Wexler, Radwanski, Lim, & Laughlin, 2003).

Tablo 2 : POS’un Yan Etkileri

Yan Etkiler
Gastrointestinal Bas dénmesi, kusma, ishal, yluksek alkali fosfataz / aspartat
Sistem aminotransferaz seviyeleri
Deri Kizariklik, kasinti
Kardiyovaskiiler Hipertansiyon
Sistem
Genel Bas dénmesi, anoreksi / istahsizlik, yorgunluk
Bobrekler Kreatinin seviyesinde artis
Merkezi Sinir Bas agrisi, titremeler
Sistemi
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Tablo 3 : POS — ilag Etkilegsimleri

; Data

llag
Siklosporin Siklosporin dozu dusurilmeli
Takrolimus Takrolimus dozu dusurilmeli
Rifabutin Beraber kullaniimasi durumunda

rifabutin seviyesi izlenmeli

Fenitoin Fenitoin dozu dusurtlmeli
Digoksin ilag seviyeleri izlenmeli
Ergot Alkaloidleri ilag seviyeleri izlenmeli
Kortikosteroid ilag seviyeleri izlenmeli
Karbamazepin ilag seviyeleri izlenmeli

1.2.3. POS Mistahzarlari

POS’un dinyadaki ticari mustahzarlari Tablo 4’te verilmigtir.

Tablo 4 : POS’un diinyadaki ticari mistahzarlari

Jenerik Preparat Tipi Doz Verilis Firma Cikis
isim Yolu Tarihi
Noxafil Enjeksiyonluk 300 mg IV Merck Sharp & 2005-10-
Dohme Limited 25
Noxafil Tablet, 100 mg Oral Merck Sharp & 2005-10-
geciktirilmis Dohme Limited 25
salim
Noxafil Cozelti 18 \V Merck Sharp & 2014-03-
mg/mL Dohme Corp. 13
Noxafil Tablet, 100 mg Oral Merck Sharp & 2005-10-
geciktirilmis Dohme Limited 25
salim
Noxafil Tablet, kapli 100 mg Oral Merck Sharp & 2013-11-
Dohme Corp. 25
Noxafil Suspansiyon 40 Oral Merck Sharp & 2005-10-
mg/mL Dohme Limited 25
Noxafil Suspansiyon 40 Oral Merck Sharp & 2006-09-
mg/1mL Dohme Corp. 15
Posanol Cozelti 18mg IV Merck Ltd. 2014-11-
24
Posanol Tablet, 100 mg Oral Merck Ltd. 2014-05-
geciktirilmig 21
salim
Posanol Suspansiyon 40mg  Oral Merck Ltd. 2007-06-
06
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1.3. Mukus ve Mukoadezyon

Vajina gibi mukozal dokularin limen yuzeyi, yuksek viskoelastik ve yapigkan
mukus tabakasi ile korunmaktadir (Lai vd., 2009).

Mukus, vucuttaki epitelyal tabakalari kaplayan, onu yabanci ve patojen
partikullere kargi korumakla gorevli viskoelastik ve adezif jel yapida bir
tabakadir. Ana bileseni su (%95) olup, i¢ ice gegmis musin fiberleri, tuzlar,
proteinler, a-amilaz gibi enzimler, lipidler ve hucresel atiklar da igerir. Mukus
icerigindeki siyalik asit ve sulfonik asit yapilari sebebiyle negatif yukladar.
Pozitif yukll partikuller mukus ile elektrostatik etkilesimler kurarak mukusun
ust tabakalarina tutunma egilimindedirler (Boegh & Nielsen, 2015;
Netsomboon & Bernkop-Schnirch, 2016).

Biyoadezyon, en az birisi biyolojik kaynakli olmak tGzere iki ylzeyin, yuzeyler
arasi kuvvetler araciligi ile bir zaman dilimi boyunca bir arada kalmasi olarak
tanimlanir. S6z konusu biyolojik ylizeylerden biri, mukoza oldugu zaman bu
olgu mukoadezyon olarak adlandiriimaktadir. Mukoadezyon genel olarak 3
asamada incelenebilir; polimerin i1slanmasi ve sismesi, polimer zincirlerinin
mukus ic¢ine interpenetrasyonu ve polimer musin molekullerinin etkilesmi ve
bu etkilesim sirasinda polimer ve mukus arasinda kimyasal ya da fiziksel
baglarin olusmasi (Smart, 2005).

GUnumuze kadar yapilan calismalarda mukoadezyon mekanizmaasini
acgiklamak icin pek ¢ok teori gelistirilmistir.

1.Elektronik teori; mukoadezif polimerler ve mukusun farkh elektriksel
yuklerinin sonucu olarak ara ylzeyde elektriksel cift tabaka olustugu
hipotezine dayanir.

2.Adsorbsiyon teorisi; mukoadezif polimer ve mukus arasinda olusan
badin, Van der Waal's etkilesimleri, hidrojen baglari veya hidrofobik
etkilesimlerden kaynaklandigini agiklar.

3.Islanma teorisi; mukoadezif polimerin yayllma ve mukus ile yakindan
temas olusturma yetenegine dayanan bir teoridir.

4.Diflizyon teorisi; mukoadezif polimer zincirlerinin misin agi ile yeterli
derinlikteki interpenetrasyonu sonucu yari-kararli adezif bad olugsumuna
dayanir. Bu girisimin Olglisu difuzyon katsayilariyla belirlenir. Polimerin

difuzyon katsayisi molekul agirhdina ve zincir esnekligine baghdir.
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5.Kopma teorisi; iki ylzeyin adezyondan sonra birbirinden ayrilmasi igin
gereken kuvvetin Olgulmesini inceler. Bu teori, adezif baglarin kopmasi
sirasindaki gerilme direncinin o6lglilmesine dayanir (Andrews, Laverty, &
Jones, 2009; Carvalho, Bruschi, Evangelista, & Gremiao, 2010; Smart,
2005).

1.4. Mukoadezif Formiilasyonlar

Dogal veya sentetik polimerler kullanilarak hazirlanan mukoadezif ilag
tasiyici sistemler, polimer ve hedef doku arasinda yakin temas saglayan
kontrolll bir ilag salim sistemleridir (Carvalho vd., 2010).

Vicudun mukozal ylzeylerinin toplam alani, cilt ylzeyininkinden daha
fazladir; yalnizca ince bagirsak bdlgesi, cilt yuzeyinden 100 kat daha
blayUktir Bu noktadan hareketle sistemik veya topikal mukoadezif ilag
formulasyonlarinin gelistiriimesi son yillarda blylk 6nem kazanmistir (A
Bernkop-Schnirch & Steininger, 2000; Andreas Bernkop-Schnirch &
Dunnhaupt, 2012).

Mukoadezif ilag dagitim sistemlerinin gelistiriimesinin lokal / bdlgeye 6zgu
ilac salimi, daha az sistemik yan etki olasiligi, etki bolgesinde daha uzun
kalma sUresi, hedef ylzeye daha yakin temas, ilacin kontrolli / yavas
salimina bagll olarak pik konsantrasyonlarindan kaginilmasi (sifir dereceli
kinetik) gibi birgok avantaji vardir (Smart, 2005).

Geleneksel topikal ilag tasiyici sistemlerin vajinada kalis sureleri vajinal
sekresyondan dolayi kisithdir ve etki yerinde uzun sure etkin konsantrasyonu
saglayamazlar. Bu dezavantajlarin Ustesinden gelebilmek icin mukoadezif
formulasyonlar gelistirilebilir. Mukoadezif polimerler ile vajinal olarak
kullanilacak bir formulasyonun gelistiriimesi, ilacin vajinada kalis slresini ve
mukoza ile temasini arttinir, ilag salim zamanini uzatarak etkinligini
guglendirir (Acarturk, 2009; Bilensoy vd., 2006; Mirza vd., 2013).

1.4.1. Tiyole ve Onceden Aktiflestirilmis Polimerler

1999 yilinda ilk kez Andreas Bernkop-Schnurch tarafindan sentezlenen
tiyomerler, mukoadezif formulasyonlarda kullanilan diger polimerlerin aksine

mukustaki yapilarla non-kovalent degil, kovalent baglar kurarak uzun sure
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mukozada kalabilir. Bu kovalent baglarin, hidrojen baglari, van der Waal
kuvvetleri ve polimerin iyonik etkilesimleri ile mukus tabakasinin anyonik alt
yapilari gibi kovalent olmayan etkilesimlerden daha guglu oldugu
varsayllmaktadir (Kast & Bernkop-Schnirch, 2001; Leitner, Walker, &
Bernkop-Schnirch, 2003).

Bu kovalent baglarin, hidrojen baglari, van der Waals kuvvetleri ve polimerin
iyonik etkilesimleri gibi kovalent olmayan etkilesimlerden daha guglu oldugu
varsayllmaktadir. (Andreas Bernkop-Schnurch, Hornof, & Zoidl, 2003;
Partenhauser & Bernkop-Schnurch, 2016).

Dogal mukoadezif polimerlerin tiyollenmesiyle mukoadezif 6zellikleri buyuk
Olcude iyilestiriimis ve adezyon Ozelliklerinde 140 kata kadar artig
saglanmistir (Bernkop-Schnlirch, 2005). Bunun nedeni tiyole polimerin
mukozal tabakanin sistein bakimindan zengin bdolgeleri ile disulfit kopruleri
olusturmasidir. Polimer yapisina eklenen tiyol (—SH) gruplari sayesinde
goOsterdikleri gugli mukoadezyon ve enzim inhibisyonu gibi Ustunlukleri
sebebiyle mukoadezif formilasyonlarin tasarlanmasinda siklikla tercih
edilirler (Andreas Bernkop-Schnurch, 2005a; Igbal vd., 2012)

SH

SH
SH
SH— SH
5 S
Mukus S SH S
\
Mukoza
Submukoza
Kas

Sekil 4 : Tiyole polimerlerin mukustaki sistein yapilari ile disulfit baglar olusturmasi
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Tiyomerler, nispeten basit ve sert olmayan reaksiyon kosullari altinda -SH
grubu tasiyan ligandlarin polimerlerin  omurgasina kovalent olarak
baglanmasiyla sentezlenir. Bu modifiye edilmis polimerler, ana polimerlerinin
kimyasal yapisi temelinde katyonik, anyonik ve iyonik olmayan tiyomerler
halinde gruplandiriir.  2000’li yillarin bagindan beri Uzerine c¢aligilan
tiyomerler, 2015 yilinda kuru g6z sendromunun tedavisinde kullanilan
Lacrimera (CROMA-PHARMA, Leobendorf, Avusturya) preparatiyla ilk defa
ticari urun olarak ilag piyasasina surulmustur.

Tiyomerler ayrica enzim inhibe edici, gecirgenligi arttirici ve akigh pompa
inhibe edici ozellikler sergilerler . Ayrica, tiyomerler, ozellikle bagirsaklarda
peptitler ve proteinler dahil ilaglar igin enzimatik koruyucu gorevi gorur.
Belirtilen tim avantajlari ile tiyomerler, kontrollu ilag saliminda kullanilan ilag
tasiyici sistemler i¢in olduk¢a uygun formulasyon bilesenleridir (Senyigit vd.,
2015).

Tum bu tercih sebebi 6zelliklerine ragmen, tiyomerler 6zellikle inert kosullar
altinda kalmadikga pH-5 ve Ustinde tiyol oksidasyonuna maruz
kaldiklarindan sulu ¢ozeltilerde ve jellerde nispeten daha az kararlidir. Tiyol
gruplarinin mukus tabakasi ile temas etmeden oOnceki bu c¢ok erken
oksidasyonu, tiyomer ve mukus tabakasi arasindaki etkilesimi bozabilir ve
bdylece tiyomerlerin etkinliginin dismesine neden olabilir (Friedl, Dinnhaupt,
Waldner, & Bernkop-Schnurch, 2013).

Bu gibi dezavantajlar dnceden aktiflestiriimis tiyomerler olarak adlandirilan
ikinci nesil tiyole polimerlerin kullaniimaya baglanmasina kapi ag¢mistir.
Onceden aktiflestiriimis tiyol gruplarinin kullaniminin, tiyomerlerin stabilitesini
ve mukadezyonunu ozelliklerini arttirmak icin etkili bir yaklagim oldugu
dusundlmektedir. (Laffleur & Rottges, 2019)

Onceden aktiflestiriimis tiyomerler; serbest tiyol gruplarinin aromatik piridil
yapilari yoluyla korundugu tiyomerlerdir. Onceden aktif hale getirilmis
tiyomerlerin sentezi icin kullanilan konsept, kovalent kromatografide uzun
zamandir kullanimda olan tekniklere dayanmaktadir. Amino asit
sekanslarinda en az bir sistein alt birimi iceren peptitler ve proteinler piridil
yapisi tasiyan tiyol recinelerine kantitatif olarak ve ¢ok hizli sekilde tutunur.
Bunun sonuncunda olusan piridil disulfitler genis bir pH araliginda sulfhidril
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gruplar ile disulfit baglari olugturmak Gzere gok hizli reaksiyona girerler. Bu
reaksiyon esnasinda piridile bagh tiyol grubu ile molekulin tiyol grubu
arasinda bir disulfit degisimi gorulur (ljaz & Bernkop-Schntrch, 2015; Nowak,
Laffleur, & Bernkop-Schntrch, 2015).

Ancak piridil'in toksik profili nedeniyle, bu teknoloji su ana kadar yeni
tiyomerlerin sentezi i¢in pragmatik olarak kullanima girememistir. Bu
durumun Ustesinden gelmek igin sentezde piridil grubuna bir alternatif olarak
nikotinamit tlrevleri (vitamin B3) kullanilarak, Grandn toksik profili énlenebilir .
Ornegin  6-merkaptonikotinamit  (6-MNA) farmasoétik formUlasyonlarda
kullaniimak igin olduk¢a uygun bir toksisite profiline sahiptir. Eger
tiyomerlerde bulunan tiyol gruplarinin hepsi nikotinamitil disulfidlere
donusturulur ise bu artik oksidasyondan tamamen korunacaklari anlamina
gelir. Nikotinamit tUrevlerinin sentezde kullaniimaya baglanmasi ile ikinci
kusak tiyomerler ortaya ¢cikmigtir ve tiyomerlerin daha reaktif ve daha genis
pH araliginda stabil olmasi saglanabilmistir (ljaz & Bernkop-Schnurch, 2015;
Lupo vd., 2017).
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SH S N
I ~
Z COOH
Kitosan - Merkaptonikotinik Onceden
Tiyoglikolik Asit Asit Dimeri Aktiflestirilmis Kitosan
Konjugati —TGA - MNA

Sekil 5 : Kitosan — Tiyoglikolik Asit konjugatinin merkaptonikotinik asit ile 6n aktivasyonu

Oksidasyona kargl stabilitenin saglanmasi, kararli sivi ve vyari kati
formulasyonlarin tasarlanmasina, ve bu formilasyonlarin dogrudan mukoza

uzerinde reaktif hale gelmesine olanak tanimaktadir. Ayrica birinci
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jenerasyon tiyomerler icin sulu ortamlarda oksidasyona karsi tiyol grubu
stabilitesi saglamak c¢ok zorken o©Onceden aktiflestiriimis tiyomerler
uygulamada boyle bir sorun gorulmemektedir .Bu 0zellikleriyle onceden
aktiflestirilmis tiyomerler, muhtemelen kuru g6z, agiz kurulugu ve kuru vajinal
sendrom tedavisi igin, 6rnedin sivi formulasyonlarin en buyuk potansiyele
sahip oldugu cesitli drlnler tasarlanmasina imkan saglayacaktir (Igbal vd.,
2012; Partenhauser & Bernkop-Schnurch, 2016).

1.5. Siklodekstrinler

CD’ler, (a-1,4) baglh D-glukopiranoz birimlerinden olusan halkasal
oligosakkaritlerdir. Farmasotik Granlerde en ¢ok kullanilan CD’ler ayni
zamanda dogal CD’ler olarak da bilinen a-CD, B-CD ve y-CD’dir. Dogal
CD’ler olarak bilinen bu ¢ CD sirasiyla 6,7 ve 8 D-glukopiranoz biriminden
olusmaktadir. Daha blUyuk halkali CD’ler bulunmasina ragmen uUretimleri
zordur ve inklizyon kompleksi olusturma kabiliyetleri sinirhdir. a-CD, B-CD
ve y-CD kesik koni bicimli hidrofilik dis yluzey ve hidrofobik i¢c bosluga sahip
molekullerdir (Harangi, Béke, Harangi, & Métyan, 2012).

0.57 nm (0.7778770(11 < 0.95nm .

Sekil 6 : Dogal CD’ler a-CD, B-CD ve y-CD kimyasal yapilari

Dogal CD’ler olan a-CD, B-CD ve y-CD’in, ilag endustrisinde ilag molekulleri
ile suda ¢6zinen inklizyon kompleksi yapici maddeler olarak uygulamalarini
sinirlayan, bu halkasal oligosakkaritlerin suda ¢ozunarluklerinin duguk
olmasidir. Tipki bir diger dogal oligosakkarit olan nisasta gibi CD'ler de, suda
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¢Ozunur turevler elde etmek igin ¢cok c¢esitli reaktiflerle reaksiyona sokulabilir.
Ornegin, hidroksipropillenmis CD tirevleri (HP-B-CD ve HP-y-CD), dogal
CD'lerin propilen oksit, karboksimetillenmis CD'ler (6rnegin, CM-3-CD), dogal
CD'lerin monokloroasetik asit ile reaksiyona sokulmasi sonucu elde edilir.
Dogal CD turevlerinin, metil iyodur ile reaksiyonu sonucu rastgele metillenmis
CD'ler (6rn., RM-B-CD), 4-butan sulton ile reaksiyonu sonucu ise
sulfobutileter CD'ler iceren (6rn., SBE-B-CD ve SBE-y-CD) elde edilebilir
(Harangi vd., 2012; Miranda, Martins, Veiga, & Ferraz, 2011).

Dogal CD’lerdeki hidroksi gruplarinin substitusyonu ile, CD’lerin sudaki
¢6zunurligu 500 mg / mL'nin Uzerinde olan izomerik karigimlar elde edilebilir
Hidrofilik hidroksi gruplarinin, RM-B-CD'de oldugu gibi daha fazla lipofilik
metoksi grubu ile rastgele substitisyonu bile modifiye edilmemis CD
halkalarina kiyasla ¢ozunurlik oOzelliklerinde dramatik artiglar saglamigstir.
Rastgele substitisyon, dogal CD'leri kristal katilardan, fiziksel olarak stabil,
amorf izomer karisimlarina donusturdr. Kristal yapidaki dogal CD'lerin amorf
izomerler karisimina donusturilmesi, sadece CD'lerin ¢oztnurlik 6zelliklerini
degil, ayni zamanda bunlar ile hazirlanan inklizyon komplekslerinin
¢ozunurluk ozelliklerini iyilestirir. (Harangi vd., 2012; T Loftsson, Sigurdsson,
Masson, & Schipper, 2004).

1.5.1. inkliizyon Kompleksi Olugsumu

CD’lerin en dikkat cekici 6zelligi, molekuler bir komplekslesmeyle ¢ok cesitli
katl, sivi ve gaz bilesikleri ile inklizyon kompleksleri (konak-konuk
kompleksleri) olusturma kabiliyetleridir. Bu komplekslerde, CD (konak)
molekulinin boslugu iginde bir konuk molekdl tutulur. Kompleks olusumu,
konak boslugu ve konuk molekul arasinda U¢ boyutlu geometrik bir uyuma
dayanir. CD molekdillerinin lipofilik boslugu, icine uygun boyutlarda polar
olmayan molekullerin inklizyon kompleksleri olusturmak Uzere girebilecegdi
bir mikro-ortam saglar inkliizyon kompleksi olusumu sirasinda higbir kovalent

bag kopmaz veya olusmaz. (Brewster & Loftsson, 2007; Del Valle, 2004).
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Sekil 7 : CD (konak) — ilag (konuk) inkliizyon kompleksi olusumu

Ortamda CD / ila¢g inkluzyon kompleksleri surekli olarak olusmakta ve
ayrilmaktadir.  Bunun bir sonucu olarak, ila¢ molekulleri, ortam
seyreltiimesinin etkisi ya da gastrointestinal sistemdeki safra asitleri gibi ilag
moleklll ile CD hidrofobik bosluguna inklize olmak icin rekabet eden
molekullerin etkisiyle kompleksten hizli bir sekilde salinirlar (Uekama &
Otagiri, 1987)

Konuk molekullerin konak CD igindeki baglanmasi sabit veya kalici degildir,
daha ¢ok dinamik bir dengeye dayanmaktadir. Baglanma kuvveti, 'konak-
konuk' kompleksinin yapisal olarak birbirine ne kadar iyi uyduguna ve yuzey
atomlari arasindaki belirli yerel etkilesimlere baghdir. (Jansook, Ogawa, &
Loftsson, 2018; Uekama & Otagiri, 1987).

CD’ler ile konuk molekullerin olusturdugu inklizyon kompleksleri, konuk
molekulin fizikokimyasal Ozellikleri Uzerinde o6nemli degisimler saglar.
Bunlardan baglicalari ¢ozunurligu dusuk molekullerin  ¢ozunurltklerinin
iyilegtirilmesi, kararsiz molekullerin oksidasyonu, gorunar veya UV 1g1ginin ve
Isinin bozucu etkilerine kargi stabilizasyonu, uguculugun ve siUblimlesmenin
kontroll, uyumsuz bilesiklerin fiziksel izolasyonu, kromatografik ayirmalar,
maskeleme yoluyla hos olmayan koku ve tat modifikasyonu ve ilaglarin
kontrollu salimidir. (Brewster & Loftsson, 2007).

CD’ler ile inklizyon kompleksi olusturabilecek, molekuller kapsulleme igin
uygun potansiyel konuk molekul listesi olduk¢a cesitlidir. Bunlar arasinda
diz veya dall zincirli alifatikler, aldehitler, ketonlar, alkoller, organik asitler,
yag asitleri, aromatik bilegikler, gazlar ve halojenler ve aminler gibi polar
bilesikler gibi bilesikleri yer alir. Cok sayida reaktif hidroksil gruplarinin
mevcudiyeti nedeniyle, CD’lerin iglevselligi, kimyasal modifikasyonla blylk
Olcude arttirilmigtir.
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Bir CD'in bir konuk molekul ile bir inklizyon kompleksi olugturma yetenegi iki
temel faktore baghdir. Bunlardan ilki steriktir ve CD ile konuk molekulin
blayUkligine veya konuk icindeki belirli kilit fonksiyonel gruplarin boyutuna
baghdir. Konugun boyutu uygun degil ise, CD bogluguna tam olarak
oturmayacaktir. ikinci kritik faktor, sistemin farkli bilesenleri (CD, konuk,
¢Ozucu) arasindaki termodinamik etkilesimlerdir. Bir kompleksin olugsmasi igin
konugu CD igine ¢eken uygun bir net enerjik itici gi¢ olmalidir (Jansook vd.,
2018; Thorsteinn Loftsson, 2014).

Kullanilan  teknikler arasinda basit kuru karistirma, c¢ozelti ve
suspansiyonlarda karistirma, ardindan uygun bir ayirma, macun hazirlama
ve termo-mekanik teknikler vardir. inkliizyon kompleksinin ayrismasi,
genellikle ortamdaki su molekullerinin sayisindaki artisla gorulen hizli bir
islemdir. Vlcut gibi yuksek oranda seyreltiimis ve dinamik sistemlerde, konuk
molekul, kompleksi yeniden olusturmak igin baska bir CD bulmakta zorlanir
ve c¢ozelti icinde serbest birakiir (Kurkov, 2013; Thorsteinn Loftsson,
Saokham, & Sa Couto, 2019).

1.5.2. ilag Goziiniirliigii Ve Dissoliisyon Uzerindeki Etkisi

CD'ler, suda ¢ozulebilen ilaglarin formule edilmesinde, ¢bdzlcu iginde veya
kati dispersiyon yoluyla ila¢g ¢ozUnurlagunu ve / veya dissolisyonunu belirgin
sekilde iyilestirerek, énemli bir rol oynamaktadir. Cézunduricu ajan olarak

CD uygulamalari Tablo 5’te 6zetlenmigtir(Brewster & Loftsson, 2007).

Tablo 5 : CD’ler ve formulasyonlarinda ¢6zundurtci ajan olarak yer aldiklari ilaglar

CD ilag

a- CD Praziquantel

B-CD Nimesulid, Sulfometiyazol, Lorezepam, Etodolak,lbuprofen
Yy-CD Praziquantel, Omeprazol, Digoksin

HP-B-CD  Albendazol, Zolpidem, Rutin, Griseofulvin, Itrakonazol
DM-B-CD  Naproksen, Kampotesin

SBE-B-CD Danazol

RM- B-CD  Takrolimus
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1.5.3. CD’lerin ilag Biyoyararlanimi Uzerindeki Etkisi

CD'ler, ilag¢ dissolisyonunu iyilestirerek ve / veya ilag gegirgenligini artirarak
¢bzinmeyen ilaglarin biyoyararlanimini arttirir. CD'ler, hidrofobik ve suda
¢ozunurlugu dusuk olan ilaglari deri, mukoza veya kornea gibi biyolojik
bariyerlerin yuzeyinde, bu bariyerleri olugturan lipit tabakalarinin koruyucu
Ozelliklerini bozmadan, ¢ozunur hale getirerek gecirgenliklerini arttirir. Suda
¢6zunur ilaglar s6z konusu oldugunda, CD'ler mukozal membranlar Gzerine
dogrudan etki yaparak ilag gegirgenligini arttirir ve ilag emilimini ve / veya

biyoyararlanimi iyilestirir.(Thorsteinn Loftsson vd., 2019)

1.5.4. CD’lerin ilag Stabilitesine Etkisi

CD'ler, bazi kararsiz ilaglarin dehidrasyon, hidroliz, oksidasyona karsi
stabilitesini artirabilir ve bdylece ilacglarin raf émrind uzatabilir. CD ile
indUklenen ilag stabilitesinin arttiriimasinin, absorpsiyon bdlgesinde ilaglarla
etkilesimin inhibe edilmesinin ve / veya ilag biyolojik donisumundn inhibe
edilmesinin bir sonucu olabileceg@i bildirilmigtir. Bir molekuler kalkan temin
ederek, CD kompleksi kararsiz ilag molekullerini molekuller seviyede
enkapsule eder ve bodylece onlari gesitli bozulma islemlerine karsi yalitir
(Giordano, Novak, & Moyano, 2001; T Loftsson vd., 2004).

1.6. Mukusa Penetre Olabilen Formulasyonlar

llac veya gen tasiyan nano tasiyici sistemler mukozal dokulara lokal ve
uzatilmis ilagc salimi potansiyeline sahiptir. Fakat partikiler ilag tasiyici
sistemler, mukus katmanlarinda sterik engeller ile kargilagir veya yapisma
islemleri ile yakalanir ve daha sonra anatomik bolgeye bagli olarak saniyeler
ila birkagc saat arasinda olan mukus yenilenme sureci ile mukozadan
uzaklastiriir.  Nano ila¢g tasiyici sistemlerin  mukozal uygulamadaki
potansiyelleri mukusun bu bariyer gorevi nedeniyle sinirlidir. Mukozal
yuzeylere uzun sureli veya hedeflenmis ilag salimi icin, nano tasiyicilarin,
mukus jel katmanina hizla penetre olmasi gerekir. Bu nedenle, en kisa
surede mukus jel katmanini asarak ve epitele / absorbsiyon membranina

ulasan partikul tasiyici sistemlerin gelistiriimesi son yillarda ortak ilgi alanidir.
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Mukusun bariyer mekanizmasi; yapisal 6zelliklerine, elektrostatik 6zelliklerine
ve surekli salgilanarak yenileniyor olmasina dayanir (Liu vd., 2015;
Netsomboon & Bernkop-Schnirch, 2016).

Mukusun bariyer 6zellikleri 3 ana baslik altinda incelenebilir.

Mukusun Yapisal Ozellikleri

Mukus, cesitli blUyuklUklerdeki porlar ve kanallardan olusan bir yapiya
sahiptir. Bu nedenle formulasyonun damlacik buyukligd mukusa
penetrasyonda oOnemli bir parametredir. Partikil buyUkliklerine gore,
nanosistemler mukus igindeki degisik ¢caplara sahip por ve kanallara girerek
hareket edebilirler. Mikron Ustu boyutlardaki partikuller ise kanallardan
gecemeyecek kadar buyuk olduklart i¢cin mukusun Ust katmanlarina
yapisarak orada kalma egilimindedirler. Bunun sonucunda tasidiklari ilag
molekullerini epitelyal tabakaya ulastiramazlar (das Neves, Amiji, &
Sarmento, 2011).

Mukusun Elektrostatik Ozellikleri

Mukus ve formulasyon arasindaki iligki elektrostatik agidan da 6nemlidir.

Mukus icerigindeki siyalik asit ve sulfonik asit yapilari sebebiyle negatif
yukltudur. Pozitif yuklu partiktller mukus ile elektrostatik etkilesimler kurarak
mukusun Ust tabakalarina tutunurlar ve alt tabakalara penetre olamazlar.
Virtslerin mukus iginde serum fizyolojikte oldugu kadar hizh difize oldugu
gérulmis ve bu vyetenekleri yuzeylerinin elektriksel ozellikleri ile
iliskilendirilmistir. VirUsler ylUzeylerinde ayni blyukllkteki pozitif ve negatif
yukleri tasirlar ve fizyolojik pH da noétr veya ¢ok dusuk negatif yukludurler.
Yuksek ve esit miktarda pozitif ve negatif yuk igeren hidrofil yluzeyli — virus
yuzey Ozelliklerini taklit eden - partikillerin mukusa elektrostatik
etkilesimlerden etkilenmeden penetre olabilecedi belirtiimistir. Buradan
hareketle anyonik ve katyonik polimerlerin kombinasyonuyla hazirlanan
polielektrolit kompleksler ile mukoza icinde kolayca hareket edebilen ‘kaygan’
nanopartikiler sistemler formile edilmesi mimkundir (Dinnhaupt vd., 2015;
Lai vd., 2009).

Mukusun Yenilenmesi

Epitele ulasabilmek igin partiktllerin karsilastigi bir diger engel de mukozal

yuzeylerdeki mukusun yenilenmesidir. Epitelyal bélgeye ve mukusun toplam
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kalinhgina goére farklihk gostermekle beraber mukus surekli yenilenen bir
hidrojel yapidir. Mukus icinde penetre olma kabiliyeti az olan partikuller
mukusun yenilenmesi sebebiyle kolayca ortamdan uzaklastiriir (Netsomboon
& Bernkop-Schnurch, 2016).

Mukusun, hidrofilik yapisi sebebiyle suda ¢ozunurligu az olan BCS Sinif Il ve
Sinif IV ilag molekuillerine karsi bir bariyer gibi davranarak epitele
ulasmalarini olumsuz yénde etkiledigi bilinmektedir. Cogu BCS Sinif Il olan
antifungal ilag molekullerinin bu yolla mukusu gecerek epitele ulasabilmesi
halinde vajinal enfeksiyonlarin da dahil oldugu pek ¢ok mukozal hastaligin
daha etkin tedavi edilebilecegi dusunulmektedir (Lai vd., 2009; Yang vd.,
2014).

Mukusa penetre olabilen formulasyonlar kolayca mukus tabakasini asarak
epitele ulasabilirler. Bu sistemlerin tasarlanmasinda kullanilan ana fikir ve
¢bzulmesi gereken esas problem; partikiller ile mukus arasindaki
etkilesimleri minimuma indirmektir (Dinnhaupt vd., 2015; Netsomboon &
Bernkop-Schnirch, 2016).

Partikuller ve mukus arasindaki etkilesimi azaltmak igin kullanilan yontemler
‘aktif yontemler’ ve ‘pasif yontemler’ olmak Uzere 2 ana gruba ayrilabilir. Aktif
yontemlerde amag N-asetil sistein, papain, bromelain gibi mukolitik maddeler
kullanilarak mukus bariyerinin  zayiflatimasi ve asilmasidir. Pasif
yontemlerde ise amag; mukus ile etkilesimini en aza indirmek igin partikilin
ideal yuzey Ozelliklerine sahip olmasini saglamaktir. Mukusa penetre
olabilien formulasyonlarinda kullanilan pasif ydontemlerden bir digeri net yUku
sifir veya sifira yakin hidrofil yizeyli partikiller hazirlanmasidir. Anyonik ve
katyonik polimerler beraber kullanilarak sonugta mukoza iginde kolayca
hareket edebilen elektriksel yuku sifir nanopartikuler sistemler elde edilmistir.
Son yillarda agirlik kazanan galismalarda SNEDDS’in mukozal ilag tasiyici
sistemler gelistirmek icin yUksek potansiyele sahip bir ilag tasiyici sistem
oldugu kabul edilmektedir (Leichner, Menzel, Laffleur, & Bernkop-Schnirch,
2017).
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1.7. SEDDS (Kendiliginden Emiilsifiye Olabilen ilag Tasiyici Sistemler)

Kendiliginden emdlsifiye olabilen ila¢ tasiyici sistemler (SEDDS) yag,
surfaktan,yardimci ¢oézlicu / yardimci slrfaktan ve ilag bilesenlerinden
olusan, su ile dusiuk hizda karnstirildiklarinda yag/su mikroemulsiyonu
olusturabilen izotropik ve termodinamik agidan dayanikli sistemlerdir. In vivo
ortamda ise gastrointestinal sivilar gibi sulu ortamlarda seyreltiimeleri
sonucunda, mikroemdilsiyon damlaciklari olusmaktadir (Chatterjee, Hamed
Almurisi, Ahmed Mahdi Dukhan, Mandal, & Sengupta, 2016). Kendiliginden
emulsifikasyon disaridan enerji deste@i olmadan, birbiri ile karigmayan iki
sivinin temas halinde emulsiyon olusturmasi esasina dayanan suregtir. 20-
200 nm arasinda boyutlara sahip damlaciklara sahip sistemler ise
kendiliginden emdlsifiye olabilen nano ilag tasiyici sistemler (SNEDDS)
olarak adlandirilir.

SNEDDS'ler, her turlu dusuk c¢ozunurlUkteki etken madde igin avantaj
saglayan, nispeten hazirlamasi basit bir ilag tasiyici sistem tasarlama firsati
sunar. SNEDDS'lerde ¢ozundurulen ilaglar, olusan nanoemulsiyonlarin buyuk
yuzey alani nedeniyle yuksek ¢dzinme hizina sahiptir (Dinnhaupt vd.,
2015).

SNEDDS mukusa penetre olabilen ilag tasiyici sistemler gelistiriimesinde
onemli avantajlari vardir. SNEDDS nanodamlaciklarinin hidrofobik yuzey
Ozellikleri ve mukus tabakasi ile etkilesimlerinin sekil deformasyonu
kabiliyetleri nedeniyle nispeten dusluk olmasi ve sebebiyle, daha kuguk ag
g6zeneklerine sahip mukus jel tabakalarindan bile difiize olabilirler.
Lipozomlar ve kati lipit nanopartikiller gibi diger nanokariyer sistemlerine
kiyasla SNEDDS, mukusun daha derin tabakalarina niufuz etme
egilimindedir. Son zamanlarda yapilan calismalarda, SNEDDS’in mukus
permeasyon 6zellikleri, formulasyonlarina fonksiyonel maddeler eklenmesiyle
daha da gelistirilmistir (DUnnhaupt vd., 2015; Leichner vd., 2017; Rohrer vd.,
2016).

SNEDDS formulasyonlari tasarlanirken mukusa penetrasyon &zelliklerini
gelistirmek icin farkli yaklagsimlar izlenebilir. Bunlardan biri yapisinda
polietilenglikol (PEG) altyapilari tasiyan eksipiyanlar kullanmaktir. Cok az

istisna diginda, kendi kendine emdlsifiye edici 6zellikleri icin gerekli olan
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surfaktanlar PEG-lenmis yuzey oOzellikleri tagirlar. PEG alt yapilari, yagl
damlaciklarin yizeyinde bir muko-inert kaplama ve sonug¢ olarak yuksek
mukus gegirgenligi Ozellikleri saglar. (GrieRBinger vd., 2015; S. Zaichik,
Steinbring, Caliskan, & Bernkop-Schntirch, 2019).

Mukus icine penetre olabilen SNEDDS formulasyonlari geligtiriimesinde, kritik
bir diger husus, damlaciklarin yuzey yukuaddr. Mukusun kendisi, 6zellikle
siyalik ve sulfonik asit olmak Uzere anyonik alt-yapilar nedeniyle net bir
negatif yike sahiptir. Pozitif yuki olan damlaciklar, iyonik etkilesimlerden
dolayl mukus igerisinde tutulur. Buna karsilik, nétral ve negatif yuklu
damlaciklar mukus tabakasi boyunca hareket edebilir. Epitele ulasan negatif
yukli damlaciklarin temel sorunu, hlicre zari veya endositoz ile fizyonun ilk
basamagini temsil eden epitel hicreleri ile zayif etkilesimleridir. Hulcre
yuzeyi, heparan sulfat alt yapilari nedeniyle negatif bir yike sahip
oldugundan, damlaciklarin pozitif bir yuku simdi avantajli olacaktir. Bu
dogrultuda, mukoza igindeki iyonik etkilesimlerden kagmak icin negatif yuklu
ve emme absorpsiyon membranina ulastiktan sonra pozitif yukli hale gelen
zeta potansiyel degistirebilen SNEDDS formulasyonlar etkin formulasyonlar
olabilir (Dunnhaupt vd., 2015; Suchaoin vd., 2016).

SNEDDS’in mukus penetrasyon o6zellikleri mukolitik ajanlar kullanilarak da
arttirilabilir.  Mukolitik ajanlarla yuklenmis SNEDDS formdulasyonlarinin
kullanimi mukus aginin disulfit baglarini kopmasinin sonucu olarak mukus
viskozitesinde azalma ve mukus jel tabakasi boyunca arttirimis bir

gegirgenlik ile sonuclanir (Rohrer vd., 2016).
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Gereg ve Yontem

2.1. Gereg
2.1.1. Kullanilan Kimyasallar

Eudragit RS 100

POS

Tiyolre

Hidrojen Peroksit
L-sistein hidroklorit
(5,5"-ditiyobis (2-nitrobenzoik asit))
N-hidrosisuksinimit (NHS)
N-asetilsistein

Sodyum Hidroksit
Hidroklorik Asit

Etanol

DMSO

Miglyol 840

Polietilen Glikol 400 (PEG 400)
Kolliphor EL

Acconon MC 8-2 EP/NF
Capmul MCM

Kolliphor RH 40

Capmul 908P

Capmul 907P

Propilen Glikol

Tween 80

Maisine 35-1

Labrafil M 1944

Labrasol

Labrafac PG

Captex 8000

Captex 200

Captex355 EP/NF

Triacetin

Evonik, Darmstadt, Alimanya

Abdi ibrahim ilag, Tirkiye

Sigma — Aldrich, Avusturya

Sigma — Aldrich, Steinheim, Almanya
Sigma — Aldrich, Steinheim, Almanya
Sigma — Aldrich, Steinheim, Almanya
Sigma — Aldrich, Steinheim, Almanya

Sigma — Aldrich, Steinheim, Almanya
Sigma — Aldrich, Steinheim, Almanya
Sigma — Aldrich, Steinheim, Almanya
Sigma — Aldrich, Steinheim, Almanya
Sigma — Aldrich, Steinheim, Almanya
Gattefosse, Fransa

Sigma — Aldrich, Steinheim, Almanya
Sigma — Aldrich, Steinheim, Almanya

Abitec, Ohio, A.B.D.

Gattefosse, Fransa

Sigma — Aldrich, Steinheim, Almanya
Gattefosse, Fransa

Gattefosse, Fransa

Sigma — Aldrich, Steinheim, Almanya
Sigma — Aldrich, Steinheim, Almanya
Gattefosse, Fransa

Gattefosse, Fransa

Gattefosse, Fransa

Gattefosse, Fransa

Abitec, Ohio, A.B.D.

Abitec, Ohio, A.B.D.

Abitec, Ohio, A.B.D.

Gattefosse, Fransa
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Sodyum borohidrit

Trizma Baz

Tris - HCI

Resazurin Sodyum

Minimum Essential Medium (MEM)

2.1.2. Kullanilan Cihazlar

Varian Gemini 200, 'H NMR spektroskometresi
Tecan Infinite, M200, spektrofotometre,

Tecan Infinite, spektrofotometre

Christ Gamma 1-16 LSC Freeze, liyofilizatér
Eppendorf Thermomixer Comfort, Isiticili karistirici
Alfa FT-IR Spektrometresi

Aspect CS ContrAA 700, siirekli kaynakh atomik
absorpsiyon spektrometresi

WASP 2, otomatik spiral ekim makinesi

TA-XT Plus Software Kontrolli Penetrometre
Zetasizer Nano ZSP, Zetaolger

Lumencor Spectra X florasan aydinlatma sistemi
sCMOS Hamamatsu dijital kamera C11440
Countess™ otomasyonlu hiicre sayaci

0,45 pm por ¢capli membran filtre

Greiner Flat siyah 96 kuyucuklu plaka

Greiner Flat 12 kuyucuklu plaka

Greiner Flat 24 kuyucuklu plaka

24-kuyucuklu plaka igin ThinCert hiicre kiiltiiru
insertii

Diyaliz Kiti, 0.1-0.5 kD Molekil Agirligi, 31 mm
genisglik

Eppendorf Minispin, Mini Santrifiij

Sigma 3-18KS, Sogutmali Santrifiij

p-Slide 8 oyuklu cam alt numune tutucu

Float-a-lyser®, MWCO = 100 kDa diyaliz tiipu

Sigma — Aldrich, Steinheim, Almanya
Sigma — Aldrich, Steinheim, Almanya
Sigma — Aldrich, Steinheim, Almanya
Sigma — Aldrich, Steinheim, Almanya
Sigma — Aldrich, Steinheim, Almanya

Varian, A.B.D.

Tecan, Avusturya

Tecan, Avusturya

Christ, A.B.D.

Eppendorf, Almanya
Bruker Billerica, A.B.D.
Analytik Jena AG, Almanya

800 EZ Micro, ingiltere

Stable Micro System, ingiltere
Malvern, A.B.D.

Olympus, A.B.D.

ORCA-flash 4.0, Japonya
Invitrogen, Kore

Millipore, A.B.D.

Greiner, Avusturya

Greiner, Avusturya

Greiner, Avusturya

Greiner, Avusturya

Biotech CE, A.B.D.

Eppendorf, Almanya
Sigma, Almanya

Ibidi, Almanya
Spectrum Labs, A.B.D.
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2.1.3. Kullanilan Tampon Cozeltiler

50 mM Laktat Tamponu (pH 4,5)

Laktik Asit 0,270 g
Na-Laktat 4,928 g
Distile su km 500 mL

0.5 M fosfat tamponu (Ellman tamponu) (pH 8)

KH,PO, 4,75 ¢
Na,HPO,.12H,0 77,04 g
Distile su km 500 mL

50 mM Tris tamponu (pH 7.6)

Tris HCI 0,788 g
Trizma Baz 0,606 g
Distile su km 100 mL
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2.2. YOntem

2.2.1. Etkin Madde Karakterizasyonu, Miktar Tayini Yontemi ve Analitik

Yoéntem Validasyonu

2.2.1.1. POS’un FT-IR Spektroskopisi

POS’un yapisal karakterizasyonu igin FT-IR spektrumu tarandi. Olgimler,
Alfa FT-IR Spektrometresi cihazinda 32 tarama ile 4000 cm™ ila 400 cm™
dalga boyu arasinda gergeklestirildi ve 4 cm™ ¢dziiniirlik uygulandi. Tim
Olcumler 22° C'de kaydedildi.

2.2.1.2. Miktar Tayini Yontemi

Formilasyonlarda kullanilan etkin madde POS’Un floresans emisyon ve
eksitasyon dalga boylarinin karakterizasyonu ve miktar tayini yonteminin
geligtiriimesi igin ilk olarak Tecan Spark Multimod mikroplaka okuyucu (Tecan
GmBH, isvigre) kullanilarak floresans spektrum taramasi yapildi. Greiner Flat
siyah 96 kuyucuklu plaka kullanilarak eksitasyon dalga boylari 230-300 nm,

emisyon dalga boylari 330-410 nm arasinda 3 boyutlu olarak tarandi.

Miktar tayini yonteminde kullanilacak kalibrasyon dogru denkleminin gizilmesi
icin POS’un DMSO iginde ¢6zindurilmesi ile hazirlanan 1000 pg/mL
konsantrasyondaki stok c¢ozeltiden hareketle 0 pg/mL — 125 pg/mL
konsantrasyon araliginda ornekler hazirlandi ve floresans siddeti degerleri
Tecan Spark Multimod Mikroplaka Okuyucu kullanilarak okundu. DMSQ’ya
ait arkaplan floresans degerleri bulunan degerlerden cikarilarak kalibrasyon
dogrusu ¢izildi. POS’un kalibrasyon dogrusunun c¢izilmesi igin kullanilan

konsantrasyonlar Tablo 6’da verilmigtir.

Tablo 6 : POS’un kalibrasyon dogrusunun gizilmesi igin kullanilan konsantrasyonlar (ug/mL )

0 1,953 | 3,906 7,813 15,625 | 31,250 | 62,5 | 125
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2.2.1.3. Analitik Yontem Validasyonu

POS’un miktar tayini ydntemi icin asagida verilen validasyon iglemleri

gergeklestiriimistir.

Dogrusallik

Miktar tayini yonteminin dogrusallgini belirlemek igin POS’un DMSO igindeki
1000 pg/mL konsantrasyondaki stok ¢dzeltisinden hareketle 0 ug/mL — 125
pMg/mL konsantrasyon araliginda ornekler hazirlandi ve floresans siddeti
degerleri Tecan Spark Multimod cihazi  kullanilarak  okundu.
Konsantrasyonlara kargilik gelen alan degerleri yardimiyla standart dogrunun

denklemi bulundu. Determinasyon katsayisi ile dogrusallik degeri tayin edildi.

Dogdruluk ve Geri Elde Edilebilirlik

Miktar tayini yonteminin dogrulugunu belirlemek icin stok POS ¢ozeltisinden
5, 10 ve 25 pg/mL olacak sekilde 3 farkli konsantrasyonda 6’sar paralel
ornek hazirlandi. Tecan Spark Multimod Mikroplaka Okuyucu ile kullanilarak
hesaplanan egri alti alan degerlerinden hareketle % geri elde degerleri

asagidaki egitlik yardimiyla bulundu.

Denklem 1 : % Geri elde edilebilirlik denklemi

% Geri elde edilebilirlik = Cpratik / Cteorik X 100

Crratik: Etkin  maddelerin standart dogru denkleminden elde edilen

konsantrasyon degerleri

Kesinlik

Analitik yontemin kesinligi icin stok POS ¢dzeltisinden hazirlanan 5, 10 ve 25
pg/mL lik érnekler, arka arkaya alti kez dlgulerek aritmetik ortalama, standart
sapma (SS) hesaplandi.
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Tekrar Edilebilirlik

Standart dogru denklemi olusturmak icin hazirlanan POS stok ¢dzeltisinden
secilen konsantrasyondaki (25 pg/mL) 6érnek icin egri alti dederi 6 kez
hesaplandi. Egri altt alan degerine kargilik gelen konsantrasyonlarin

ortalamasi bulundu ve SS hesaplandi.

Tekrar Elde Edilebilirlik

Tekrar elde edilebilirligin  hesaplanmasi igin, ayni stoktan hareketle
hazirlanan 6 adet ayni konsantrasyondaki (25 ug/mL) 6rnegin egri alti alan

degerleri hesaplandi, ortalama ve SS degerleri bulundu.

2.2.2. Etkin Maddenin Cozunurluk Calismalari

Antifungal etkin madde POS'un mukusa penetre olabilen SNEDDS
formulasyonlarinda kullanilacak lipid, surfaktan, ko-surfaktanlar, distile su ve
laktat tamponundaki ¢ozunurliGgunu belirlemek igin 1 mL lipid, surfaktan, ko-
surfaktan, distile su veya tampon ¢ozelti iceren eppendorf tlpler icerisine
fazla miktarda POS eklenerek mekanik karistiricida 300 rpm devirde, oda
sicakhginda 24 saat karistirildi. Bu sure sonunda eppendorf tupler 13400
rom devirle santrifijlenerek supernatant ve c¢okelti (¢ézinmemis POS)
ayristirildi. Stpernatantlar suzuldikten sonra DMSO iginde 1:100 oraninda
seyreltildi ve Tecan Spark Multimod kullanilarak floresans siddetleri 360 nm
emisyon ve 260 nm eksitasyon degerlerinde okundu. Etkin Madde
Karakterizasyonu, Miktar Tayini Yontemi bolumu’nde verilen kalibrasyon
denklemi yardimiyla miktar tayini yapilarak POS’un ¢esitli lipid, surfaktan, ko-

surfaktan, laktat tamponu ve sudaki ¢c6zunurligu saptandi. (n=3)
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2.2.3. Onceden Etkinlestirilmis (Pre-activated) Mukoadezif Tiyomer
Sentezi ve in vitro / eks vivo Karakterizasyonu

Onceden etkinlestiriimis suksinil-beta-CD (Suc-B-CD-MNA) sentezi ¢ok
asamali bir reaksiyon izlenerek gercgeklestirildi. Reaksiyon basamaklari

asagida ayrintili olarak agiklanmigtir.

2.2.3.1. 6-merkaptonikotinamit (6-MNA) Sentezi ve Saflagtiriimasi

ilk asamada, ticari olarak satisa sunulmayan ancak Suc-B-CD oligomeri
uzerine konjuge edilecek ligandin sentezi igin gerekli olan 6-
merkaptonikotinamitin (6-MNA) sentezi gerceklestirildi. 6-MNA, laboratuar
ortaminda 6-kloronikotinamitten hareketle sentezlendi. ilk olarak 31.9 mmol
6-kloronikotinamit ve 38.36 mmol tiyoure 70 mL etanol iginde suspande edildi
ve azot gazi ortaminda 6 saat karistirildi. Bu islem sonunda suspansiyon
renginin agik sariya dondugu gozlendi. Reaksiyon urunu olan S-(5-karbamil-
2-piridil)-tiyolronyum klorur tuzu evoporatér kullanarak kurutuldu. Elde edilen
tuz 50 mL demineralize su icinde suspande edildi ve ortama 5 M NaOH
eklenerek oda sicakliginda 30 dakika karistirildi. Asetik asit kullanarak ortam
pH’'si 4.9a ayarlandiginda sUspansiyonun tiyouronyum tuzundan
kaynaklanan acik sari renginin, ortamda olusan 6-MNA dan kaynaklanan
koyu sariya dondugu gozlendi. Olusan 6-MNA vakum filtrasyonu ile ortamdan

aynigtirildi ve su ile yikandiktan sonra kurumaya birakildi (Lupo vd., 2017).
2.2.3.2. 6-merkaptonikotinamit Dimeri Olan 6,6’-ditiyonikotinamit’in

(6,6’-DTNA) Sentezi ve Saflastiriimasi

Kurutma igleminden sonra, 6-MNA’nin dimeri olan 6,6’-ditiyonikotinamit’in
(6,6’-DTNA) sentezine baslandi. Bunun igin 6-MNA, 100 mL su iginde
suspande edildikten sonra ortama damla damla 3.5 mL (50% h/h) hidrojen
peroksit eklendi ve 1M NaOH ilavesi ile 8.5ta sabit tutuldu. 1 saat
karigtinldiktan sonra suspansiyon renginin koyu saridan beyaza dondugu
g6zlendi. Olusan 6,6'-DTNA vakum filtrasyon ile izole edildikten sonra

demineralize su ile yikandi ve kurutuldu (Lupo vd., 2017).
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2.2.3.3. Sistein-6-Merkaptonikotinamit Ligandi (Cys-6-MNA) Sentezi ve
Saflastiriimasi

Suc-B-CD oligomeri uUzerine konjuge edilecek Sistein-6-merkaptonikotinamit
(Cys -6-MNA) ligandinin sentezinin son basamaginda; 250 mg 6,6'-DTNA 10
mL DMSO iginde ¢ozundirildl. Dimerin tamamen ¢dzliinmesi beklendikten
sonra bagka bir eppendorf tipte 2 mL DMSO iginde ¢dzindurilen 114 mg L-
sistein, dimer solisyonuna damla damla eklendi. Karisim oda sicakliginda ve
24 saat boyunca manyetik karigtirici ile karigtirilarak bekletildi. 24. saatin
sonunda karisima reaksiyona girmemis dimerin ¢okmesi i¢cin 28 mL su
eklenerek 6 saat daha oda sicakhginda karistirmaya devam edildi (Lupo vd.,
2017).

6. saatin sonunda karisim suzuldu ve ligandi (Cys-6-MNA) iceren suzlntu ile
reaksiyonun son asamasina devam edildi. Bu asamadan o6nce, ara

basamaklarda sentezlenen uriinler *H NMR kullanilarak karakterize edildi.

2.2.3.4. Reaksiyon Ara Uriinlerinin Karakterizasyonu

NMR spektroskopisi

Reaksiyon ara Urlnlerinin yapisal karakterizasyonu igin, bolum 2.2.3.1'te
anlatildigi gibi sentezlenen 6-MNA monomeri ve bolim 2.2.3.2’de anlatildigi
gibi sentezlenen dimer 6,6’'-DTNA ve bolum 2.2.3.3’te anlatildigi gibi
sentezlenen aromatik ligand Cys-6-MNA ve L-sistein yapilari *H NMR
spektroskometresi (*H:199.98 MHz) kullanilarak analiz edildi.

Solvan c¢arpaninin merkezi (DMSO - d6), standard 2.49 ppm ile ilgili olan i¢

standart olarak (6 ppm'deki kimyasal kaymalar) kullanildi.

Spektrumu alinacak ligand Cys-6-MNA bolim 2.2.3.3’te anlatilan ydontemin
modifikasyonu ile sentezlendi. Bu amagla Cys ve 6,6-DTNA dimeri
arasindaki reaksiyonun de-DMSO igerisinde gergeklestirildigi ve salinan
monomer ile reaksiyona girmemis dimerin D,0 ile ¢okeltildi. Daha sonra,
cOzelti suzuldu, ¢okelti atildi ve stzintudeki D,0 kismen buharlastirildi. Elde

edilen ¢ozelti, 'H NMR spektroskopisi ile analiz edildi (Elbahwy vd., 2018).
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2.2.3.5. Suc-B-CD-MNA'in Sentezi Ve Saflagtirilmasi

Mukoadezif son Urin Suc-B-CD-MNA, Suc-B-CD'nin karboksilik grubu ile
aromatik ligand Cys-6-MNA'nin amino grubu arasinda amit bagdi olusumu
yoluyla sentezlendi. Suc-B-CD-MNA, daha 6nce yayinlanmis bir metodun

modifikasyonu ile Uretildi (Lupo vd., 2017)

Bunun igin Suc-B-CD 32 mL demineralize su iginde ¢dzuldu. Cozeltinin pH'l,
5M NaOH ile 7'ye ayarlandi. Suc-B-CD molekulu Uzerindeki karboksilik asit
gruplari, sirasiyla 150 mM EDAC ve 40mM NHS'nin eklenmesiyle aktive
edildi. Manyetik karnigtiricida 20 dakika karistirildiktan sonra pH't 7'ye
ayarlanan ligand 2 farkh konsantrasyonda Cys-6-MNA c¢ozeltisi Suc-p-CD
¢cOzeltisine damla damla eklendi. Karigsim 6 saat oda sicakliginda karistirildi.
Konjugatlar saflagtirmak icin, reaksiyona girmemisg ligandi ortadan kaldirmak
amaciyla 8 kez %4 (h/h) DMSO'ya kargi diyaliz tuplerinde (Biotech CE
Dialysis Deneme Kiti, 0.1-0.5 kD MWCO, 31 mm DUz geniglik) diyaliz edildi.
Diyaliz ortami her 12 saatte bir degistirildi. Son olarak, diyalize edilmis trln, -
80 °C'de donduruldu, ardindan 0,005 mBar basingta liyofilize edildi (Christ
Gamma 1-16 LSC liyofilizator) ve kullanilana kadar kuru kosullar altinda

saklandi.

Onceden etkinlestirilmis tiyomer sentezinin reaksiyon basamaklari Sekil 8'de

verilmektedir.
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2.2.3.6. Suc-B-CD-MNA’nin Karakterizasyonu

FT-IR Spektroskopisi

Suc-B-CD'nin ile Cys-6-MNA'nin farkli kovalent baglanma dereceleriyle elde
edilen reaksiyon Urdnleri  (Suc-B-CD-MNA; ve Suc-p-CD-MNA;)'nin
yapilarinin dogrulanmasi igin FT-IR spektroskopisi kullanildi. Olgtimler, 32
tarama ile 4000 cm™ ila 400 cm™ dalga boyu arasinda gerceklestirildi ve 4

cm™ ¢dzinirlik uygulandi. Tim élglimler 22° C'de kaydedildi.

Konjuge MNA miktarinin bulunmasi (MNA Testi)

MNA testi sentezlenen mukoadezif polimer Uzerine konjlige olmus 6-MNA
miktarini bulmak ic¢in kullanilan fotometrik bir testtir (Lupo vd., 2017).
Onceden aktiflestiriimis Suc-B-CD'ye konjige edilmis MNA miktari, daha
once yayinlanmis bir metoda goére yapilan MNA testi ile hesaplandi (Lupo
vd., 2017) Sentez sonucu elde edilen 0.5mg Suc-B-CD-MNA, 30 dk boyunca
Ellman tamponunda (0.5 M fosfat tamponu). bekletildi Daha sonra, karisim,
molekule konjuge edilmis 6-MNA'yl serbest birakmak uzere, 500 yL taze
hazirlanmis indirgenmis glutatyon ¢ozeltisi (% 0.2 a / h) ile oda sicakhgdinda
120 dakika boyunca inkube edildi. Serbest 6-MNA'nin absorbansi, Tecan
Infinite M200 cihazinda 307nm'de fotometrik olarak olctldi. 0.0203-0.648
pmol / mL konsantrasyon araliginda 6-MNA kalibrasyon egrisi olusturuldu ve

hesaplamalarda kullanildi.

Ellman Testi

Ellman testi fotometrik olarak alkali ortamdaki tiyol gruplarinin miktar tayinini
yapmaya Yyarayan bir testtir.Tiyol gruplarinin ve disulfit baglarinin
kantifikasyonu daha ©once vyayinlanmis bir metoda goére gergeklestirildi
(Hintzen, Hauptstein, Perera, & Bernkop-Schnirch, 2013). Serbest tiyol
gruplarinin belirlenmesi igin, yaklasik 0.5-1.0 mg agirhginda ornek tartildi.
Tam tartilan 6rnek fosfat tamponu 0.5 M, pH 8.0 (500 pL) icinde oda
sicakhginda 30 dakika sureyle inkube edildi. Ardindan eppendorf tup icindeki
ornege, 500 uL Ellman reaktifi eklendi. Karisim, 120 dakika boyunca isiktan
korunarak oda sicakliginda inkibe edildi. Sonrasinda karigim santrifijlendi
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ve supernatant absorbansi 405 nm dalga boyunda Oolguldu. L-sistein
kullanilarak hazirlanan kalibrasyon egrisine gore tiyol gruplarinin miktari

hesaplandi. Deney g tekrar ile gergeklestirildi (n = 3).

Disulfit baglari dahil toplam tiyol gruplarinin miktarini belirlemek igin, 0.5-1.0
mg konjugat 500 yL 50 mM Tris tamponu (pH 7.6) icinde 30 dakika islatild1.
Daha sonra, numuneye % 4 sodyum borohidrit ¢ozeltisi (1 mL) ilave edildi ve
37 ° C'de 60 dakika sireyle inkiibe edildi. inkiibasyon siiresinin sonunda,
ornegi iceren eppendorf tupe 250 yL 5 M HCI ve 1 mL 1 M fosfat tamponu
(pH 8.0) yavas yavas ilave edildi. Ellman reaktifi (100 pL) eklendi ve 6rnek,
oda sicakhginda 90 dakika daha inkube edildi. Kalibrasyon egrisi igin L-
Sistein kullanildi. Karisimin absorbansi 405 nm'de olclldi. Deney lg¢ tekrar

ile gerceklestirildi (n = 3).

2.2.3.7. CD/POS Inkliizyon Komplekslerinin Hazirlanmasi

Suc-B-CD/POS, Suc-p-CD-MNA1/POS ve Suc-B-CD-MNA,/POS inklizyon
kompleksleri liyofilizasyon metodu kullanilarak 1:1 molar oran olacak sekilde
ayri ayri hazirland1 (Peixiao Tang vd., 2016). Bu amagla 14 mg POS 5 mL
etanol iginde c¢ozunduruldikten sonra bu ¢dzelti, 10 mL distile su icinde
¢6zundUrdlmis hesapli miktar Suc-B-CD veya Suc-B-CD-MNA iceren
beherlere eklendi ve oda sicakhdinda 24 saat karistirildi.  Sonrasinda
0,45 um por c¢aphh membran filtrelerden (Millipore, A.B.D.) suzuldi ve
sonrasinda liyofilize edildi (-80 °C, 0,005 mBar).

2.2.3.8. Hazirlanan Inkluzyon Komplekslerinin Yapisal Karakterizasyonu

Fourier Transform Infra Red FT-IR Spektroskopisi

Suc-B-CD, Suc-B-CD-MNA; ve Suc-p-CD-MNA.nin POS ile birlikte
olusturduklari ilgili inklizyon komplekslerinin (Suc-B-CD/POS, Suc-B-CD-
MNA1/POS ve Suc-B-CD-MNA,/POS) vyapilarini dogrulamak ig¢in FT-IR
spektrometresi kullanildi. Olgiimler, 32 tarama ile 4000 cm™ ila 400 cm™
dalga boyu arasinda gergeklestirildi ve 4 cm™ ¢dziinirlik uygulandi. Tim
Olcimler 22° C'de kaydedildi.

40



Yiksek cozunurlukli surekli kaynakli molekuler absorpsiyon spektroskopisi
(HR CS MAS)

Suc-B-CD Suc-B-CD-MNA; ve Suc-p-CD-MNAyz ‘nin her birinin POS ile
olusturdugu inkllizyon komplekslerindeki flortr tespiti, literatlirde yer alan bir
yontemi (Wuartenberger & Gust, 2014) takiben , ilgili yazilimi Aspect CS ile
birlikte bir ContrAA 700 ylksek ¢ozunurlukla surekli kaynakh atomik
absorpsiyon spektrometresi (Analytik Jena AG) kullanilarak yapildi. Ornekler
DMSO iginde ¢ozunduraldi ve tantalyum folyo ile kaph standart bir grafit
tupte (Analytik Jena AG) dogrudan enjeksiyondan 6nce% 0,1 (agirlik / hacim)
Triton X-100 igeren sulu bir ¢ozelti ile uygun sekilde seyreltildi. Tum olguimler
22 ° C'de kaydedildi.

2.2.3.9. Dissolusyon Testi

Etkin madde POS, Suc-p-CD/POS kompleksi ve Suc-p-CD-MNA/POS
komplekslerinin dissolusyon o6zellikleri daha 6nce yayinlanmis bir metoda
gore yapilan dissollsyon testi ile incelendi (ljaz vd., 2017). Bu metoda gore,
14 mg POS ve ekimolar miktarlarda Suc-g-CD, Suc-B-CD-MNA; veya Suc-f3-
CD-MNA; 35 mL laktat tamponu (0,05 M, pH 4,5) iceren tlplere eklendi.
Tapler 50 rpm hizla 37 °C sicaklikta karigtirilirken belirlenmis zaman
araliklarinda tuplerden 0,5 mL Ornekler alindi. Alinan o&rneklerin yerine
tiplere ayni hacimde laktat tamponu eklendi. Ornekler 0.45 ym por capli
membran filtreden gecirildikten sonra uygun oranda seyreltilerek igcerdikleri

POS miktari floresans spektrometre kullanilarak hesaplandi.
2.2.3.10. inklizyon Komplekslerinin Mukoadezif Ozelliklerinin Yarim

Tiip Metodu Kullanilarak Incelenmesi

Suc-B-CD/POS, Suc-p-CD-MNA1/POS ve Suc-B-CD-MNA2/POS inklizyon
komplekslerinin in vitro mukoadezif 6zelliklerini degderlendirmek icin daha
once yayinlanmis bir calismadaki deneysel dizenek kullaniimistir.Bunun igin,
yerel bir mezbahadan taze olarak temin edilen ve buz Uzerinde laboratuara
getirilen domuz vajinal dokusu kullanildi. Vajinal mukoza g¢evre dokulardan
ayrildi, serum fizyolojik ¢ozeltisi ile yikandi, uzunlamasina agildi, uygun
boyutta (yaklasik 2x3 cm) pargalar halinde kesildi.
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Suc-B-CD ve Suc-B-CD-MNA tdrevlerinin vajinal dokuda kalma suresinin
degerlendiriimesi igin 3 x 2 cm buyukligindeki mukozal dokular yariya

kesilmis ve 45 ° aci ile sabitlenmis 50 mL falkon tlplere monte edildi.

Daha sonra bu duzenek % 100 bagil nem ve 37 °C'ye ayarlanmis bir
inkiibasyon makinesine yerlestirildi. TuUpler Uzerindeki mukozal yuzeyler,
deneyden once peristaltik pompa ile 5 dakika boyunca surekli olarak 0.05 M
laktat tamponu (pH 4.5) ile yikandi. Bunun hemen ardindan 30 mg Suc-p-
CD/POS ve Suc-p-CD-MNA/POS kompleksleri tuplerdeki vajinal mukoza

orneklerinin Uzerine yerlestirildi.

Adezyon icin 10 dakika beklendikten sonra, peristaltik pompanin sabit akis
hizi, 0,1 mL / dk'ya ayarlandi ve vajinal mukoza orneklerinden asagi akan

laktat tamponu dnceden belirlenmis zaman noktalarinda toplandi.

Suc-B-CD-MNA tarevlerinin mukoadezyon o6zelliklerinin modifiye edilmemis
Suc-B-CD’ye goére ne kadar iyilestiginin orani, test sonunda mukoza uzerinde
kaldigi hesaplanan inklizyon kompleksi oranlarinin birbirlerine bolinmesi ile
elde edildi.
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Sekil 9: Suc-B-CD-MNA tirevlerinin mukoadezif 6zelliklerini incelemek icin kurulan deney

duzenegi

Her ornekten alinan 100 pL, mikroplaka okuyucusuna (Tecan Spark
Multimod) aktarildi ve floresan yodunlugu, 360 nm'lik emisyon ve 260 nm'lik
eksitasyon dalga boyunda olguldi. Tum olgumler U¢ tekrar olarak

gerceklestirildi (n=3).

Son olarak, 30 mg ilgili érnegin toplanan tamponun ayni hacmi iginde
¢ozundurulmesiyle kontrol ornekleri (%100 kontrol) hazirlandi ve mukoza

uzerinde kalan % POS bu 6rneklere gére hesaplandi.
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2.2.3.11. inkliizyon Komplekslerinin Mukoadezif Ozelliklerinin TA-XT

cihazi Kullanilarak Incelenmesi

Suc-B-CD-MNA tirevlerinin mukoadezif o6zellikleri, 5 kg yuk hicresi ile
donatiimis Software Kontrolli Penetrometre (TA-XT Plus, Texture Analyser,
Stable Micro System, ingiltere) kullanilarak tayin edildi. Yaklasik 2 mm
kalinlikta kesilmis vajinal mukoza o6rnekleri doku analizord sondasinin 10 mm
capindaki alt ucuna sabitlendi. Suc-B-CD, Suc-B-CD-MNA; ve Suc-B-CD-
MNA,, mukoza oOrnekleri Uzerine yerlestirildi. Prob, vajina mukozasinin
yuzeyine 0.1 mm / s sabit hizla indirildi ve 10 dakika boyunca 0.05 N'lik bir
temas kuvveti uygulandi. Temas yluzeyinde 10 dakika bekletildikten sonra,
prob 0.1 mm / s sabit bir hizda yukari dogru hareket ettirildi. Kuvvet-mesafe
grafiginden maksimum kopma kuvveti (F) elde edildi. Egri altindaki alan
(AUC), mukoadezyon (M) olarak kuvvet-mesafe grafiginden hesaplandi.
Testler 37°C'de gergeklestirildi ve her 6lcim bes kez tekrarlandi (n=5) (Baus,
Innerhofer, Rohrer, Lupo, & Bernkop-Schndrch, 2018; Tuncay Tanriverdi,
Hilmioglu Polat, Yesim Metin, Kandiloglu, & Ozer, 2016).

2.2.3.12. Sitotoksisite Calismalari

Suc-B-CD Suc-p-CD-MNA; ve Suc-B-CD-MNA2’in model hucre hatti HelLa
hicreleri Uzerindeki konsantrasyona bagli potansiyel sitotoksik etkilerini

arastirmak igin resazurin (Alamar mavisi) testi yapildi.

HelLa hucreleri, Avrupa Onayh Hucre Kulturleri Koleksiyonu (Wiltshire,
ingiltere)’den temin edildi. Hiicreler, 12 kuyucuklu plakalara (Greiner Bio-
One, Almanya) 4x10* / kuyucuk konsantrasyonunda ekildi. Hiicrelerin
konsantrasyonu, Countess™ otomasyonlu hiicre sayaci (Invitrogen, Kore) ile
belirlendi. HeLa hucreleri 37 ° C'de % 10 (h / h) FBS ve penisilin /
streptomisin (100 birim / 0.1 mg / L) iceren “Minimum Essential Eagle’s
Medium” (MEM) iginde 37 ° C'de% 95 nem altinda% 5 CO, atmosferinde 7
gun boyunca inkube edildi.
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Suc-B-CD ve Suc-B-CD-MNA turevlerini iceren ornekler érneklerinin her biri,
ucer farkl konsantrasyonda (0,1%, 1%, 5% a / h) MEM igerisinde ayri ayri
¢ozunduruldu ve 1 mL hacimde kuyucuklara ilave edildi. Hucreler 3 saat 37
°C'de inklbe edildi. Fenol kirmizisi icermeyen MEM negatif kontrol olarak
kullanilirken, pozitif kontrol igin % 4 (a / h) Triton X 100 kullanildi. inkiibasyon
suresinin sonunda, besiyerleri kuyucuklardan vakum yardimi ile temizlendi ve
hicreler iki kez pH 7.4 PBS (500 L) ile yikandi. Her bir kuyucuga 1 mL
resazurin ¢oOzeltisi (MEM iginde 2.2 uM konsantrasyonda) ilave edildi ve
HelLa hucreleri 3 saat daha inkiube edildi. Deney sonunda kuyucuklardan
alinan 100 pL ornek, 96 kuyucuklu bir mikrotitrasyon plakasina aktarildi ve
indirgenmis rezorufinin floresans yogunlugu, spektrofotometre kullanilarak
540 nm eksitasyon ve 590 nm emisyon dalga boyunda arka plan degerleri

cikarilarak ol¢uldu (Sergey Zaichik vd., 2018).

Canlilik ylzdesi, her numune icin asagida verilen denkleme gére hesaplandi:

Denklem 2 : Hiicre Canlihgi Orani

Huacre Canliligi Orani = (Floresans yogunlugu igiem gsrmis / Floresans yogunlugu yontror) X 100

2.2.3.13. In Vitro Antifungal Caligmalar

Suc-B-CD/POS, Suc-p-CD-MNA1/POS ve Suc-B-CD-MNA2/POS inklizyon
komplekslerinin zamana bagli antifungal aktivitesini arastirmak igin bir zaman
- 6ldirme deneyi (kill-time assay) yapildi (Sergey Zaichik vd., 2018) Kisaca,
onceden hazirlanmis Candida albicans ATCC 1533 inokulum
suspansiyonlari, sirasiyla; Suc-B-CD/POS, Suc-B-CD-MNA;/POS ve Suc-B-
CD-MNA,/POS kompleksi ve birlikte serbest POS ¢dzeltisi iceren dnceden
37 ° C'ye isitilmis formulasyonlara eklendi. Kullanilan tim &rnekler i¢cin POS

konsantrasyonu, 1 ug / mL olarak ayarlandi.

Son ekim konsantrasyonu, 1: 10000 seyreltme ile saglandi. inkiibasyon
sureleri 37 ° C'de 2, 6 ve 24 saat olarak belirlendi. Her bir zaman noktasinda,
test numuneleri otomatik spiral plater (WASP 2, Don Whitley, Shipley,
ingiltere) kullanilarak Mueller-Hinton agar besiyeri iceren (¢ farkli petri
kabina ekildi. Daha sonra, plakalar 37 ° C'de 48 saat sureyle inklbe edildi ve
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bu sure sonunda CFU sayisi hesaplandi. Negatif kontrol olarak, inokulum
suspansiyonu, antifungal ilag POS olmadan steril su (1:10 h / h) iginde

Mueller-Hinton agar besiyeri igeren plakalarda inkiibe edildi.
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2.2.4. Mukusa Penetre Olan Formiilasyonlarin Hazirlanmasi ve in vitro /

eks vivo Karakterizasyonu

2.2.4.1. SNEDDS Formiulasyonlarinin Hazirlanmasi

Mukusa penetre olabilen SNEDDS formulasyonlarinin hazirlanmasi igin;
yapilan ¢ozunurlik c¢alismasi sonucunda etkin madde POS’un yuksek
¢6zUnurlik gosterdigi belirlenen yag, surfaktan ve kosolvanlar arasindan

secilen eksipiyanlarin gesitli kombinasyonlari kullanildi.
Bilesenler,

Tablo 7’de belirtilen oranlarda 2 mL hacimdeki eppendorf tlplere toplam 1 mL (h / h) olacak
sekilde ilave edildi ve bir isiticili karistirici kullanilarak 40 °C ve 800 rpm'de

karistirilarak SNEDDS yagli fazlari hazirlandi.

Tablo 7 : Hazirlanan SNEDDS formiilasyonlari ve bilesen yuzdeleri

Kolliphor Capmul | Kolliphor | PEG | Capmul Acconon
C,\aA%TA”' oo " | Transcutol 988p " |, 987p DMSO | MC 82

F1 | 45 40 15

F2 | 40 40 20

F3 35 50 15

F4 30 50 20

F5 25 60 15

F6 20 60 20

F7 40 15 45

F8 40 20 40

F9 50 15 35

F10 50 20 30

F11 60 15 25

F12 60 20 20

F13 45 40 15
F14 40 40 20
F15 35 50 15
F16 30 50 20
F17 25 60 15
F18 20 60 20
F19 45 40 15
F20 40 40 20
F21 35 50 15
F22 30 50 20
F23 25 60 15
F24 20 60 20
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Tablo 7 ( devami) : Hazirlanan SNEDDS formilasyonlari ve bilesen ylzdeleri

mul | Kolliphor Capmul | Kolliphor | PEG | Capmul Acconon
ClaréMU RHIZO Transcutol 988p EpL 400 987p DMSO M[c\1:|:82

F25 45 40 | 15

F26 40 40 | 20

F27 35 50 15

F28 30 50 20

F29 25 60 15

F30 20 60 20

F31 45 40 15

F32 40 40 20

F33 35 50 15

F34 30 50 20

F35 25 60 15

F36 20 60 20

F37 15 50 15 20
F38 20 30 20 30
F39 25 30 25 20
F40 15 20 | 15 | 30
F41 20 40 20 20
F42 25 30 25 20
F43 10 30 15 45
F44 20 15 20 45
F45 10 20 25 45
F46 20 35 15 30
Fa7 10 40 20 30
F48 20 25 | 25 | 30

SNEDDS formdulasyonlari tim c¢alismalarda yagh fazlarin 1+10'luk bir

seyreltme oraninda mekanik karistiricida emlilsifikasyonuyla hazirlandi. Tim

karakterizasyon c¢aligsmalari ve sonraki tum deneyler icin SNEDDS bu

seyreltme oraninda kullanildi.

2.2.4.2. Hazirlanan SNEDDS Formiulasyonlarinin Karakterizasyonu

Damlacik boyutu, Zeta Potansitel ve Polidispersite indeksi Belirlenmesi

Bolum 2.2.4.1’de anlatildigi gibi hazirlanan emulsiyonlarin ortalama damlacik

bayuklukleri, polidispersite indeksleri ve zeta potansiyelleri, Zetasizer Nano
ZSP (Malvern, ABD) cihazi ile 650 nm lazer dalga boyunda ve 10 V / cm E-
alan kuvvetinde foton korelasyon spektroskopisi ile belirlendi. Ortalama

damlacik boyutu ve c¢oklu dagiima indeksi olgumleri yagh fazin 1+10
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oraninda laktat tamponu icinde dagitiimasiyla gerceklestirilirken; zeta
potansiyel Olgumleri yagh fazin 1+10 oraninda distile su iginde disperse

edilmesiyle gergeklestirildi.. TUm olgimler Ug¢ tekrar ile gergeklestirildi (n = 3).

On denemelerden sonra segilen formiilasyonlara % 1 (a/h) POS yiiklenerek
elde edilen SNEDDS’lere ait damlacik buyuklugu, polidispersite indeksi ve
zeta potansiyel dlgimleri yadli fazin 1+10 oraninda distile su i¢inde disperse
edilmesiyle gerceklestirildi. Tum dlgimler Ug tekrar ile gergeklestirildi (n = 3)
(Kollner vd., 2017a; Zupancic, Griefinger, vd., 2016).

2.2.4.3. Log D Hesaplanmasi

Log D bir maddenin iki farkh fazdaki maksimum ¢ézunurltklerinin birbirine
oranidir. Log D temel olarak, bir bilesigin iki fazdaki ¢ozunurligundeki farkin
bir 6lgimu oldugundan, SNEDDS yagl fazi ve salim ortaminda ila¢ veya ilac

kompleksinin ¢ozunurlGgunan ayri ayri dlgtlmesiyle belirlenebilir.

SNEDDS yagh fazi ve salim ortami (SO) arasindaki ilacin dagilim
katsayisinin (log Dsnepps / so ) belirlenmesi igcin POS’un yagl faz ve laktat
tamponundaki ¢ozunurluk degerleri Bolum 2.2.2 Etkin madde ¢ozunurluk

calismalari’nda anlatildigi gibi ¢alisilarak hesaplandi.

POS’a ait Log D degeri Denklem 3’te verilen esitlik kullanilarak hesaplandi
(Bernkop-Schnurch ve Jalil, 2018).

Denklem 3 : log DSNEDDS / SO

log Dsnepps / so = Yagli fazdaki maksimum ¢ozunarlik / Salim ortamindaki

maksimum ¢ozunurluk

2.2.4.4. EU-NAC Kompleksinin Hazirlanmasi
SNEDDS formulasyonlarindan mukolitik ajan NAC’'In  kontrolli salimini

saglamak icin 6nce NAC ile katyonik polimer EU RS 100 arasindaki
elektriksel etkilesimine dayanan bir iyonik kompleks hazirlandi.
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EU-NAC kompleksi icin 400 mg EU RS 100, 20 mL etanol iginde
¢ozundurulurken baska bir tipte 160 mg NAC 5 mL distile su iginde
¢6zunduraldi. NAC c¢ozeltisinin pH’si 1M NaOH c¢odzeltisinin damla damla
ilave edilmesiyle 4’e ayarlandi. NAC c¢ozeltisi daha sonra EU RS 100
¢cozeltisine damla damla ilave edildi ve karigim 300 rpm’de 24 saat karismaya
birakildi. Bu sure sonunda liyofilize edildi (-80 °C, 0,005 mBar) ve distile su
ile 2 kez yikandiktan sonra oda sicakhginda kurumaya birakildi. Kompleksin

olusumu Sekil 10’da sematik olarak sunulmustur.
Eudragit RS 100
CH] )
—CH;—C — CH;—C—

=0 T:()

OR,

: _&, CH,
"?_. N ../_.(_‘”3 C'
CH, Yagl Faza

. Yukleme

H

() 0™ e (e (7 e

R = H,CH, ' R,=CH,. C,H,

(I) EU-NAC

HS OH _ / Emalsifikasyon

HN. _CHs
)i
o}

N-asetilsistein

Sekil 10 : Eudragit RS 100 — NAC Kompleksi iceren SNEDDS formulasyonlarinin

hazirlanmasi

2.2.4.5. EU-NAC Kompleksinin Karakterizasyonu

EU-NAC komplekslesmesini dogrulamak i¢in FT-IR spektrometresi (Alfa FT-
IR Spektrometresi) kullanildi Olgiimler, 32 tarama ile 4000 cm™ ila 400 cm™
dalga boyu arasinda gerceklestirildi ve 4 cm™ c¢oziinurlik uygulandi. Tim

Olgumler 22° C'de kaydedildi.
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Kompleksin igcerdigi NAC miktari,kompleksin etanol iginde dissosiasyonundan
sonra bolum 2.2.3.6’'da anlatildigi gibi Ellman Testi uygulanmasi ile

hesaplandi ve ilgili calismalarda %100 kontrol olarak kullanildi.

2.2.4.6. POS-EU-NAC-SNEDDS Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu

Etkin madde (POS) ve mukolitik kompleks (EU-NAC) yukli SNEDDS
hazirlanmasi igin, bos SNEDDS formulasyonlarinin karakterizasyon
calismalarindan sonra segilen optimum formulasyon F45 kullanildi. Etkin
madde yUuklli formdlasyonlar i¢cin POS, 1 mL optimum formulasyon yagh fazi
iceren Eppendorf tuplerine 10 mg / mL konsantrasyonda ilave edildikten

sonra homojenizasyon igin 4 saat 800 rpm'de termomikserde karigtirildi.

Mukolitik EU-NAC kompleksini igeren SNEDDS formulasyonunun
hazirlanmasi igin kompleks 1 mL optimum formulasyon yagli fazi iceren
Eppendorf tlplerine ilave edildikten sonra tupler homojenizasyon igin 15
dakika 800 rpm'de karigtirildi.

POS-EU-NAC-SNEDDS ve deneylerde kullanilan diger tum SNEDDS

formulasyonlarinin igerdikleri maddeler ve miktarlari Tablo 8’de verilmektedir.

Tablo 8 : F45'ten hareketle hazirlanan SNEDDS formilasyonlarinin bilesenleri ve miktarlari

POS EU NAC EU-NAC
SNEDDS (F45) - ] ] )

EU SNEDDS - 60 mg ] )
NAC SNEDDS - - 20 mg )
EU-NAC SNEDDS - ] ] 80 mg
POS SNEDDS 10 mg ] ] )
POS-EU-NAC SNEDDS 10 mg - ; 80 mg
POS-NAC-SNEDDS 10 mg 20 mg )
POS-EU-SNEDDS 10 mg 60 mg - )
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Tum SNEDDS formulasyonlari yagh fazlardan hareketle, 1+10'luk bir
seyreltme oraninda distile su veya laktat tamponu ile mekanik karigtiricida

emulsifikasyonuyla hazirlandi.

SNEDDS formulasyonlarinin karakterizasyonu igin kisa sureli stabilite testleri,
uzun sdureli stabilite testleri ve mikroskop goruntileme c¢alismalari

gerceklestirildi.

Kisa Sireli Stabilite Testleri

SNEDDS formulasyonlarinin fiziksel o6zelliklerinde meydana gelen
degisiklikleri anlamak icin stabilite testleri yapildi (Sergey Zaichik vd., 2018)
Formulasyonlar laktat tamponunda 1:10 seyreltme oraninda seyreltildi ve 37
°C’ye ayarlanmis inklbatérde mukus yenilenme slresi oldugu kabul edilen 4
saat boyunca tutuldu. SNEDDS formilasyonunun ortalama damlacik
bayukligu, coklu dagilma indisi ve zeta potansiyeli, bolum 2.2.4.2°'de
anlatildigi gibi hazirlanmasindan hemen ardindan (sifirinci saat) ve bunu
izleyen 1 saatlik araliklarla élgtldi. Tam olgimler Ug tekrar ile gerceklestirildi
(n=3).

Uzun Sireli Stabilite Testleri

SNEDDS vyagli fazlarindan uzun sureli saklamadan sonra hazirlanan
formualasyonlarinin fiziksel Ozelliklerinde meydana gelebilecek degisiklikleri
anlamak igin stabilite testleri yapildi 25 £ 2°C ve 65 + 5% bagil nemde tutulan
yagh fazlar baslangicta ve hazirlandiktan 3 ay sonra laktat tamponunda 1:10
seyreltme oraninda seyreltildi ve 37 °C’ye ayarlanmis mukus yenilenme
suresi oldugu SNEDDS formulasyonunun ortalama damlacik buyuklugu,
coklu dagilma indisi ve zeta potansiyeli, bolum 2.2.4.2’de anlatildigi gibi

Olctldd. Tum élgumler g tekrar ile gerceklestirildi (n = 3).

Mikroskop Goruntileme Calismalari

SNEDDS formulasyonlarinin morfolojik 6zelliklerini gérintilemek amaci ile
SNEDDS damlaciklari, 63 x / 1.2NA objektifli bir ters genis alan

mikroskobuna (Dmi8, Leica, Almanya) monte edilmis bir sCMOS kamera
Y



(Hamamatsu dijital kamera C11440, ORCA-flash 4.0, Japonya) kullanilarak,
uygun filtreler ve ekli bir Lumencor Spectra X florasan aydinlatma sistemi

(Olympus, ABD) ile goruntulendi.

SNEDDS formdulasyonlari goéruntulenmeden o6nce laktat tamponu iginde
1:10000 oraninda emdlsifiye edildi ve daha sonra p-Slide 8 oyuklu cam alt
numune tutucu (Ibidi, Almanya) icerisinde mikroskopa yerlestirildi.

Formdilasyonlara ait goérintiler LASX yazilimi (Leica) ile elde edildi.

2.2.4.7. SNEDDS Formiilasyonlardan POS Salim Caligmalari

SNEDDS formdulasyonlarindan POS salim profilini tespit etmek icin yapilan
calismalar, salim ortami olan pH 4.5 laktat tamponu iginde islatiimis ve
dengeye ulasmig bir diyaliz tupU kullanilarak 37 °C'de gerceklestirildi (Float-
a-lyser®, MWCO = 100 kDa). Bu ¢alismada kullanilacak POS stok ¢ozeltisi,
10 mg / mL konsantrasyonda % 10 (h / h) DMSO/laktat tamponu karigimi
kullanilarak hazirlandi. Diyaliz tlpleri, ayni konsantrasyonda POS iceren, 1
mL POS stok ¢ozeltisi, 1 mL POS-SNEDDS emulsiyonu veya POS-EU-NAC-
SNEDDS emdlsiyonu ile dolduruldu. Burada kullanilan SNEDDS
emdulsiyonlart 1 mL distile suda 0,1 mL yagl fazin emulsifiye edilmesiyle

hazirlandi.

Batln ornekler bir mekanik karigtirici Gzerinde 300 rpm'de karistirilarak 37 °
C'de 25 mL % 10 DMSO / laktat tampona karg! diyaliz edildi.

Onceden belirlenmis zaman noktalarinda (15, 30, 60, 90, 120, 180, 240 ve
1440 dk. ), 1mL'lik hacimdeki 6rnekler ortamdan c¢ekildi ve ayni miktardaki
laktat tamponu ortama eklendi (Spdsito vd., 2017). Bu o6rneklerdeki POS
miktari, bélim 2.2.1’de anlatildigi gibi Tecan Spark Multimod kullanilarak
floresans yogunlugu oOlgumleri ile hesaplandi. Butin olgimler 3 paralel grup

ile yapildi. (n=3)

Salim calismalarinin sonuglari, Bolim 2.2.4.3’te anlatildigi gibi hesaplanan

log D degerlerinin Nernstsches Dagilim Denkleminde yerine konulmasi ile
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elde edilen teorik olarak damlaciklarin iginde kalmasi gereken POS miktari

degeri ile karsilastirildi (Andreas Bernkop-Schnurch & Jalil, 2018).

100 %
Vso
Vsnepps X Dsnepps/so

CsnepDS™
1+

Denklem 4 : Nernstsches Dagilim Denklemi (CSNEDDS : SNEDDS iginde kalan ilag
konsantrasyonu, Vso: Salim ortaminin hacmi, VSNEDDS: SNEDDS hacmi,
DSNEDDS/so :ilacin SNEDDS ve salim ortami igin hesaplanan D degeri)

2.2.4.8. Mukus Toplanmasi ve Temizlenmesi islemleri

Deneylerde kullanilacak mukus ornekleri, yerel kesimevindeki (Natters,
Innsbruck) hayvan kesim igleminin hemen ardindan alinan domuz
vajinalarindan toplandi. Ayrica domuz vajinasindan toplanabilen mukus
miktarinin az olmasi ve yeterli miktarda mukus elde etmek igin tedarik
edilebilenden ¢ok daha fazla sayida domuz vajinasina ihtiyag olmasi
sebebiyle, vajinal mukus ile benzer yapisal 6zellikler gosteren ve daha fazla
miktarda toplanabilen intestinal mukus da kullanildi (Lupo vd., 2017).

Organlar kesimevinden laboratuara buz Gzerinde getirildi.

Kesimevinden alinan domuz vajinalari etrafindaki diger dokulardan
temizlenip serum fizyolojikle yikandiktan sonra bisturi yardimiyla
uzunlamasina acgildi ve mikroskop lami ile mukus toplandi ve tuplere
aktarildu.

intestinal mukus icin ise domuz ince bagirsaklari 10 — 15 cm uzunlukta
parcalar halinde kesildi ve bir makas yardimiyla uzunlamasina agildi. Kirlilik
ve artiklar serum fizyolojikle yikandiktan sonra mikroskop lami kullanilarak

bagirsak i¢ duvarindaki mukus toplandi.
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Mukusun kan, organik artiklar, ve diger istenmeyen parcaciklardan
temizlenmesi i¢in toplanan mukus bir behere aktarilip tartildiktan sonra, her 1
g mukus i¢in 5 mL 0.1 M NaCl ¢ozeltisi eklenerek 4 °C sicaklikta manyetik
karistiricida 1 saat boyunca mukus yapisini bozmamak igin dakikada en
fazla 40 rpm hizla karistirildi (Lupo vd., 2017). Bu sure sonunda mukus
santrifuj tuplerine aktarldi ve 9000 rpm devirde (10,400 G) 10 °C sicaklikta 2
saat boyunca santrifije edildi. Santriflij islemi sonrasinda slipernatant ve dibe
¢oken organik kalintilardan ayristirilan mukus, 1 g mukus i¢cin 5 mL 0.1 M
NaCl ¢ozeltisi eklenerek 4 °C sicaklikta tekrar 1 saat karigtirildi ve santrifij
islemi tekrarlandi. Mukus, supernatanttan ayristirildiktan sonra tuplere

alinarak kullanilacagi zamana kadar -20 °C sicaklikta tutuldu.
2.2.4.9. SNEDDS Formiulasyonlarinin Mukusa Permeasyonlarinin

incelenmesi

SNEDDS formulasyonlarinin mukusa permeasyon ozelliklerini incelemek igin
yapilan deneylerde kullanilan mukus boélum 2.2.4.8’'de anlatildigi sekilde

toplandi ve iglemden gegcirildi.

Transwell permeasyon testi igin 24-kuyucuklu insertll plakalar (24-kuyucuklu
plaka icin ThinCert™ hiicre kiltirl inserti, transparan membran (Polietilen
terfitalat), ytzey alani: 33.6 mm2, por c¢api: 3.0 uym, Greiner-Bio One,
Avusturya) 60 mg mukus ile dolduruldu. Formilasyon &rnekleri verici
kompartmana eklenmeden once plakalar isiticili karistiricida (Vibramax 100,
Heidolph Instruments, Schwabach, Almanya) 37 °C sicaklik ve 300 rpm hizla
15 dakika karigtirilarak mukusun homojen olmasi ve her kompartmanda esit
kalinhkta bir tabaka olusturmasi saglandi. Sonrasinda alici kompartmanlara
onceden 37 °C’ye isitilmig 750 yL 50mM pH 4.5 laktat tamponu eklenirken
verici kompartmanlara 250 pyL POS yukli SNEDDS (1+10 emulsiyon)
eklendi (Menzel vd., 2018).
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Sekil 11 : (I)ThinCertTM hicre kiltirt inserti ile yapilan Transwell permeasyon testinin

sematik anlatimi (A: alici kompartman, B: Yari gegirgen membran Uzerindeki

mukus tabakasi, C: Verici kompartman) (II) ThinCertTM hucre kdlturd inserti

Plakalar, plaka kapaklari ile kapatildiktan sonra 37 °C sicaklikta 20 rpm hizla
calisan karistirici Gzerinde inkube edildi. Belirlenen zaman araliklarinda alici
kompartmanlardan 100 uL alindi ve yerine 6nceden 37°C’ye 1sitilmig 50 mM
pH 4.5 laktat tamponu eklendi. Alici kompartmanina gegen POS miktari
florometrik deteksiyon ile (260 nm eksitasyon dalgaboyu ve 360 nm emisyon
dalgaboyu) alici ve verici kompartmanlar arasina mukus eklenmeden elde

edilen permeasyon degeri 100% referans kabul edilerek hesaplandi.

2.2.4.10. In Vitro Mukolitik Aktivite Deneyi

EU-NAC-SNEDDS formulasyonunun mukolitik aktivitesi, Andreas Bernkop
Schndrch’n aragtirma grubu tarafindan bir Haake Mars Thermo Electron
plaka-plaka kombinasyon reometresi, kullanilarak gelistirilen teknik ile
degerlendirildi (Rohrer vd., 2016). Salinim moduliu kullanarak mukus -
formualasyon karigimlarinin dogrusal viskoelastik bolgesin belirledikten sonra,
kayma gerilme hizi, 37 £ 1 ° C sicaklkta ve 1 Hz frekans araliginda ve 0,1 +

2 Pa araligina ve iki plaka arasi mesafe 0,5 mm'ye ayarlandi.

Reolojik galismada, NAC (%2 a/h) veya EU-NAC kompleksi (%8 a/h) iceren
SNEDDS formdlasyonlari kullanildi. Kontrol olarak NAC ¢ozeltisi (%2 a/h),
50mM laktat pH 4.5 ¢Ozeltisi, etkin madde igermeyen (bos) SNEDDS veya
sadece EU RS 100 (%6 a/h) iceren SNEDDS (EU SNEDDS) ile muamele

edilmis mukus kullanildi. Numuneler, reolojik analiz yapilana kadar hava
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gecgirmez sekilde 37 £ 1 ° C'de saklandi. Her olgum, bes tekrar ile yapildi.

Mukus viskozitesinde meydana gelen degisiklikler % olarak hesaplandi.

2.2.4.11. Sitotoksisite Calismalari

SNEDDS formulasyonlarinin model hicre hatti HeLa hucreleri Uzerindeki
konsantrasyona bagl potansiyel sitotoksik etkilerini arastirmak i¢in resazurin

(Alamar mavisi) deneyi yapildi.

HelLa hacreleri, Avrupa Onayli Hucre Kulturleri Koleksiyonu ('ndan Wiltshire,
Ingiltere) temin edildi. Hiicreler 12 kuyucuklu plakalara (Greiner Bio-One)
4x10* / kuyucuk konsantrasyonunda ekildi. Hiicrelerin konsantrasyonu,
Countess™ otomasyonlu hlicre sayaci ile belirlendi. HeLa hticreleri 37 ° C'de
% 10 (h/h) FBS ve penisilin / streptomisin (100 birim / 0.1 mg/L) iceren
“Minimum Essential Eagle’s Medium” (MEM) icinde 37 ° C'de % 95 nem

altinda % 5 CO, atmosferinde 7 gun boyunca inkube edildi.

SNEDDS formulasyon orneklerinin her biri, Gger farkli konsantrasyonda (0,1
%, 1%, 10% h / h) MEM igerisinde ayri ayri emulsifiye edildi ve 1 mL hacimde
kuyucuklara ilave edildi. Hucreler 3 saat 37 °C'de inkibe edildi. Fenol
kirmizisi icermeyen MEM negatif kontrol olarak kullanilirken, pozitif kontrol
icin % 4 (a/h) Triton X100 kullanildi. inkiibasyon siresinin sonunda,
besiyerleri kuyucuklardan vakum yardimi ile temizlendi ve hucreler iki kez
PBS pH 7.4 (500 ul) ile yikandi. Her bir kuyucuga 1 mL resazurin ¢ozeltisi
(MEM icinde 2.2 pM konsantrasyonda) ilave edildi ve HelLa htcreleri 3 saat
daha inkuibe edildi. Deney sonunda kuyucuklardan alinan 100 yL 6rnek, 96
kuyucuklu bir mikrotitrasyon plakasina aktarildi ve indirgenmis rezorufinin
floresans yogunlugu, 540 nm eksitasyon ve 590 nm emisyon dalga boyunda
arka plan degerleri c¢ikarilarak olculdi. Canlihk yldzdesi, her numune igin

Denklem 5’te verilen esitlige gore hesaplandi (Menzel vd., 2018):

Denklem 5 : Hicre Canliligi Orani

Hicre Canlihgi Orani = (Floresans yogunlugu igiem gsrmis / Floresans yogunlugu ontror) X
100
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2.2.4.12. In vitro Antifungal Caligmalar

POS iceren SNEDDS'nin zamana bagli antifungal aktivitesini arastirmak igin
zaman- oldirme deneyi (time-kill assay) yapildi. Bu amagla énceden
ayarlanmig  Candida albicans ATCC 1533 inokulum suspansiyonlari,
sirastyla; hi¢ bir etkin madde icermeyen (kontrol) SNEDDS, POS igeren
SNEDDS, EU-NAC-SNEDDSve hem POS hem EU-NAC-SNEDDS ve
serbest POS ¢ozeltisi iceren 6nceden 37 °C'ye isitilmig formilasyonlara
eklendi. Kullanilan tim &érnekler icin POS konsantrasyonu, 1 ug / mL olarak

ayarlandi.

Son ekim konsantrasyonu, 1:10000 seyreltme ile saglandi. inkiibasyon
sureleri 37 ° C'de 2, 6 ve 24 saat olarak belirlendi. Her bir zaman noktasinda,
test numuneleri otomatik spiral plater (WASP 2, Don Whitley, Shipley,
Ingiltere) kullanilarak Mueller-Hinton agar besiyeri igeren (i¢ farkli plakaya
ekildi. Daha sonra, plakalar 37 °C'de 48 saat slreyle inkiibe edildi ve bu sure
sonunda CFU sayisi hesaplandi. Negatif kontrol olarak, inokulum
suspansiyonu, antifungal ilag POS olmadan steril su (1:10 h / h) iginde
Mueller-Hinton agar besiyeri iceren plakalarda inkibe edildi (Sergey Zaichik
vd., 2018).
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2.2.5. SNEDDS formiulasyonlarindan NAC Saliminin Belirlenmesi ve

Yeni Salim Metodu Gelistirilmesi
2.2.5.1. Diyaliz Torbasi Metoduyla NAC Saliminin Belirlenmesi

SNEDDS formulasyonlarindan NAC salim profilini tespit etmek igin yapilan
deney, 37° C'de salim ortami olan 100 mM fosfat tamponunda (Ellman
Tamponu, pH 8) bekletiimis ve dengeye ulasmis bir diyaliz tipU kullanilarak
gerceklestirildi (Float-a-lyser®, MWCO = 100 kDa)

SNEDDS emulsiyonlari, 1 mL distile suda 0,1 mL yagh fazin emdulsifiye
edilmesiyle hazirlandi. Diyaliz tapleri, 1 mL NAC c¢ozeltisi, 1 mL NAC
SNEDDS, 1 mL EU-NAC SNEDDS emiulsiyonu ve 1 mL EU-NAC
kompleksinin distile sudaki sitispansiyonu ile dolduruldu. Ornekler, 300
rom'de cgalkalama cihazinda karistirilarak 37 °C'de 25 mL 100 mM fosfat
tamponu pH 8'e karsi diyaliz edildi. Onceden belirlenmis zaman noktalarinda
(15, 30, 60, 90, 120, 180, 240 dk) 1 mL olacak sekilde 6rnekler ortamdan
cekildi ve ayni miktarda tampon salim ortamina ilave edildi. Bu
formulasyonlardan salinan NAC miktari, 2.2.3.6’da anlatildigi gibi Ellman

Testi kullanarak saptandi.
2.2.5.2. NAC Saliminin Belirlenmesi igin Yeni Sahm Metodu Gelistirme

Caligmalari

SNEDDS formulasyonlarindan NAC salim profilini belirleyecek yeni bir metot

gelistirmek amaciyla Ellman Testi salim ¢aligmalarina uyarlandi.

Ellman ¢bzeltisi hazirlamak igin kullanilan 5,5'-ditiyobis(2-nitrobenzoik asit)
(DTNB) reaktifi, alkali ortamda tiyol grubu iceren bilesiklerin varliginda
kromojenik bir Griin olan 5-tiyo-2-nitrobenzoik asite (TNB™) déniisir. Sari
renkli TNB™ bilesiginin UV absorbansina dayanarak yapilacak miktar tayini

ile ortamdaki tiyol grubu igeren bilesigin miktari bulunabilir.

Buradan hareketle herhangi bir diyaliz torbasi veya ayirici membran
kullanmadan, Ellman ¢ozeltisi iginde emulsifiye edilen yagli fazdan salinarak

sulu faza gegen NAC miktari, NAC’in sulu fazda bulunan Ellman reaktifi ile
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tepkimeye girerek olusturdugu ara bilesigin absorbansinin 405 nm'de

okunmasiyla belirlendi.

NAC SNEDDS
yagh fazi

Ellman Emdlsifikasyon NAC Salimi

Cozeltisi [ —_—> O

/0

Sekil 12 : Ellman Testi protokoline dayanan yeni gelistirilen salim metodunun sematik
anlatimi
Bunun igin 15 mL hacimdeki Falcon tupler igerisinde, 1 mL NAC veya EU-
NAC Kompleksi iceren yagl faz 10 mL 0,25 uM konsantrasyonda DTNB
iceren Ellman ¢ozeltisine ilave edilerek mekanik karistiricida emdulsifiye edildi.
Belirlenen zaman araliklarinda alinan ornekler 1:100 oraninda seyreltilerek
UV absorbanslari 405 nm'de Tecan M200 kullanilarak 6lctldi. Olglilen
absorbans degerlerinden Ellman ¢ozeltisi icinde NAC icermeyen yagl fazin
emulsifiye edilmesi sonucu olusan arka plan absorbans dederleri ¢ikarildi.

Batln olgimler 3 paralel grup ile yapildi (n=3).

NAC saliminin belirlenmesi amaciyla yeni gelistirilen metodun dogrulanmasi
icin Nernstsches dagihm yasasi kullanildi. SNEDDS i¢inde salinmadan kalan
ilag miktarini hesaplamaya olanak veren Nernstsches dagihm yasasinin
uygulanmasi icin énce NAC’a ait Dsneppsiso dederi hesaplandi. Bunun igin
bilinen miktarda (20 mg) NAC SNEDDS yagh fazi iginde ¢ézindurildikten
sonra, 1 kisim yagl faz 10 kisim salim ortami icerisinde emulsifiye edildi.
Salim ortamina gecen NAC miktari ve buradan hareketle yagli faz icinde

kalan NAC miktari Ellman testi kullanilarak hesaplandi.
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Elde edilen Dsnepps/so dederi Denklem 6’da verilen Nernstsches denkleminde
yerine konularak yagl faz iginde kalan NAC miktari hesaplandi.
Denklem 6 : Nernstsches Dagilim Denklemi (CSNEDDS : SNEDDS iginde kalan ilag

konsantrasyonu, Vso: Salim ortaminin hacmi, VSNEDDS: SNEDDS hacmi,
DSNEDDS/so :ilacin SNEDDS ve salim ortami igin hesaplanan D degeri)

100 %
Vso
Vsnepps X Dsnepps/so

CsnepDS=

1+

2.2.6. istatistik Analiz

Elde edilen verilen istatistiksel analizi icin GraphPad Prism 8.0 programi
kullanildi. Gruplar arasi anlamli farkliliklar degerlendirilirken p < 0.05 olarak
kabul edildi. Coklu gruplar arasi analizlerde gift yonli ANOVA testi, iki grubu

karsilastiran analizlerde bagimsiz 6rneklem T testi kullanildi.

61



Bulgular

3.1. Etkin Madde Karakterizasyonu, Miktar Tayini Yontemi ve Analitik

Yontem Validasyonuna Ait Bulgular

3.1.1. POS’un FT-IR Spektrumuna Ait Bulgular

Etkin madde POS’a ait FT-IR spektrumu Sekil 13'te veriimektedir.

A
Nt Ve

] ] | ] 1
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

wavenumber cm™?

Sekil 13 : POS'un FT-IR spektrumu

3.1.2. Miktar Tayini ve Analitik Yontem Validasyonuna Ait Bulgular

3.1.2.1. Miktar Tayini Yontemine Ait Bulgular

Bolum 2.2.1’de anlatildigi gibi ¢aligilarak POS’un eksitasyon dalga boyunun
260 nm ve emisyon dalga boyunun 360 nm oldugu belirlendi. POS’un 3

boyutlu florasan spektrumu taramasi Sekil 14’te verilmistir.

62



1800000 —
1600000
1400000
1200000
1000000
800000
600000
400000
200000
0

T S o

FU (Floresan Unitesi)

LI e T

T

Ty
0 ~
< A o ™
NN 8

266

L i o

T e

Re s o
NN QN\

284

Eksitasyon (nm)

Sekil 14 : POS’a ait 3 boyutlu florasan spektrumu taramasi

Tecan Spark Multimod mikroplaka okuyucu kullanilarak elde edilen POS’a ait

kalibrasyon dogrusu Sekil 15’te yer almaktadir.

Posakonazol Kalibrasyon Dogrusu
16000

14000
12000

10000

y=122,2x + 414,06
R*=0,9919

8000
6000

4000

FU (Floresan Unitesi)

2000

0 20 40 60 80 100 120 140
Konsantrasyon (ug/ml) |

Sekil 15 : POS’a ait kalibrasyon dogrusu
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3.1.2.2. Analitik Yontem Validasyonuna Ait Bulgular

Dogrusallik

Ornekteki maddenin belirlenen araliktaki konsantrasyonu ile elde edilen
yanitin orantili oldugunun gostergesidir. Dogrusallik tespiti igin Bolum
2.2.1.3'te anlatildigi gibi ¢alisildi ve POS kalibrasyon egrisi ¢izildi. Elde edilen
dogrunun denklemi y=122.2x + 414.06 ve R? degeri 0,9919 olarak
bulundu.(LLOD) 0.006umol / mL ve alt (LLOQ) 0.0189 pmol / mL olarak

bulundu

Dogruluk ve Geri Elde Edilebilirlik

Dogruluk, saptanan degerin gergege yakinhigidir. POS’'un DMSO iginde 5, 10
ve 25 pyg/mL konsantrasyonlarinda hazirlanan orneklerin floresans degerleri
Olclldi ve bu degerlere karsilik gelen konsantrasyon degerleri (ug/mL)

standart dogru yardimiyla hesaplandi.

Geri elde edilebilirlik degerleri de yontem 2.2.1.3'te anlatildigi gibi
konsantrasyon dederlerinden hareketle hesaplandi. Ortalama geri kazanim
farkinin £ %10 aralidina girdigi, varyasyon katsayilarinin (VK) da % 2'den
kiguk oldugu bulundu. Bu 6lgimlerde okunan egri alti alan, ortalama (ORT)

ve standart sapma (SS) degerleri Tablo 9’da verilmigtir.
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Tablo 9 : Dogruluk ve geri elde edilebilirlik bulgular

Konsantrasyon Egri Alti Alan Hesaplanan %Geri Elde
(ng/mL) Deger
5,000 1025,060 5,009 100,174
5,000 1025,182 5,010 100,194
5,000 1027,626 5,030 100,594
5,000 1039,846 5,130 102,598
5,000 1028,848 5,040 100,795
5,000 1026,282 5,019 100,374
ORT 1028,807 5,039 100,788
SS 5,600 0,046 0,918
VK 0,005
10,000 1636,060 10,017 100,169
10,000 1637,282 10,027 100,269
10,000 1638,504 10,037 100,369
10,000 1635,082 10,009 100,089
10,000 1626,528 9,939 99,388
10,000 1635,082 10,009 100,089
ORT 1634,757 10,006 100,062
SS 4,243 0,035 0,348
VK 0,0030
25,000 3469,060 25,041 100,166
25,000 3471,504 25,062 100,246
25,000 3459,284 24,961 99,845
25,000 3467,838 25,031 100,126
25,000 3455,618 24,931 99,725
25,000 3459,162 24,960 99,841
ORT 3463,744 24,998 99,992
SS 6,514 0,053 0,214

VK 0,002



Kesinlik

Analitik yontemin kesinligi icin Bolim 2.2.1.3’te anlatildigi gibi érnekler, arka
arkaya alti kez olgulerek aritmetik ortalama ve standart sapma (SS)
hesaplandi. Tekrar edilebilirik ve tekrar elde edilebilirlik degerleri

degerlendirildi.

Tekrar Edilebilirlik

POS’un DMSO iginde 25 pg/mL konsantrasyonunda hazirlanan orneklerinin
Tecan Spark Multimod Mikroplaka Okuyucu cihazinda eksitasyon 260 nm ve
emisyon 360 nm 6 kez art arda okunmasiyla elde edilen egri alti alan, ORT
ve SS degerleri Tablo 10’da gdsterilmistir.

Tablo 10 : Etkin madde miktar tayini yonteminin tekrar edilebilirlik calismasi sonucunda elde

edilen egri alti alan degerleri

Ornek Konsantrasyonu Egri Alti Alan Degeri
(Mg/mL)

25 3483,601
25 3471,381
25 3471,736
25 3495,821
25 3457,072
25 3468,070

ORT 3474,614
SS 13,415
VK 0,004
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Tekrar Elde Edilebilirlik

Bolim 2.2.1.3'te anlatildidi gibi ¢alisilarak ayni konsantrasyonda hazirlanan alti

paralel 6rnedin enjeksiyonu sonucu elde edilen egri alti alan , ORT ve SS

degerleri Tablo 11’de verilmistir.

Tablo 11: Etkin madde miktar tayini ydnteminin tekrar elde edilebilirlik ¢alismasi sonucunda

elde edilen egri alti alan degerleri

Ornek Konsantrasyonu Egri Alti Alan
(Mg/mL) Degeri
25 3484,824
25 3473,826
25 3471,736
25 3483,602
25 3444,852
25 3443,630
ORT 3467,078
SS 18,433
VK 0,004
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3.2. Etkin Maddenin Coziinurluk Caligmasina Ait Bulgular

Etkin madde POS’un formdilasyonlarda kullanilacak c¢esitli yag, surfaktan,

kosolvan ve tampon ¢ozeltilerdeki ¢ozunurliga taranmis ve elde edilen sonuglar
Sekil 16’da verilmistir.

70

62,103

mg/ml

Sekil 16 : POS’un gesitli yag, surfaktan, kosolvan ve tampon ¢ozeltilerdeki ¢ozinarliga
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3.3. Mukoadezif Tiyomer Sentezi ve in vitro [/ eks vivo

Karakterizasyonuna Ait Bulgular

3.3.1. Reaksiyon Ara Uriinlerinin Karakterizasyonuna Ait Bulgular

Reaksiyon ara Urlnleri olan 6-MNA, 6,6’-DTNA, aromatik ligand Cys-6-MNA
ve L-sistein yapilari *H NMR spektroskopisi ile yapisal olarak incelenerek

Ozellikleri konfirme edilmistir.

Bolim 2.2.3.4’te anlatildigi gibi yapilan ¢alismalar sonucunda elde edilen bu

yapilara ait NMR spektrumlari sirasiyla Sekil 17,- Sekil 20°de verilmektedir.

5 i N NH, '
HS™ N ‘

Sekil 17 : Monomer 6-MNA’ya ait 1H NMR spekturumu (DMSO-d6.iginde)

Ayrica 6-MNA ve 6,6’-DTNA, aromatik ligand Cys-6-MNA ve L-sistein yapilari
'H NMR spektroskopisi ile yapisal olarak incelenerek &zellikleri konfirme

edilmistir.

6-MNA:'H NMR (DMSO-dg), &: 8.93 (d, 1H, D,O- degisebilir SH), 8.18 (d,
1H, J=2.0Hz, H-2), 7.94 (br s, 1H, D,O- degisebilir NH), 7.76 (dd,
1H, J=8.8Hz, J=2.0Hz, H-4), 7.43 (br s, 1H, D,O- degisebilir NH), 7.28 (d,
1H, J=8.8Hz, H-5)
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Sekil 18 : Dimer 6,6'-ditiyonikotinamit (6,6'-DTNA) ait 1H NMR spekturumu (DMSO-
d6.icinde)

6,6-DTNA:'H NMR (DMSO-dg), &: 8.94-8.89 (m, 1H, H-2), 8.18 (dd, J=8.4,
2.4Hz, 1H, H-4), 8.13 (s br, 1H, D,O-degisebilir, NH), 7.71-7.60 (m, 2H, 1H
sonrasinda D,O- degisebilir, 1H, H-5)
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3
s I N
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4
O |
|
Il
|
| |
CH |
| i
=3353| I cag
= 95«21 ¥S=
-« S ' e
| |
|
l |
|
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A VDL NS L |
' VlAdr ) 13 12 4 3 2 1 ppm
1704 3. anz.00 1.31 AT 3,00
L1.94 2.710.3a.9 1.08 .14

Sekil 19 : Aromatik ligand Cys-6-MNA'ya ait 1H NMR spekturumu (DMSO-d6.iginde)
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Cys-6-MNA:*H NMR (DMSO-dg+D-0), &: 8.77 (dd, J=2.6Hz, J=0.8Hz, 1H, H-
2), 8.18 (dd, J=8.4Hz, J=2.6Hz, 1H, H-4), 7.57 (dd, J=8.4Hz, J=0.8Hz, 1H, H-
5), 4.21-4.14 (m, 1H, CH), 3.35-3.19 (m, 2H, CH))

HS/\rCOOH ’f ,_.?

NH, -HCI NH;' :

2.489

14 13 12 11 10 7 § 5 4

Sekil 20 : L-sistein Hidroklorit'e ait 1H NMR spekturumu (DMSO-d6.iginde)

L-sistein hidroklorit:'H NMR (DMSO-de), &: 8.63 (s, 3H, NH5") D,0O-
degisebilir, 4.17 (1H, —CH), 3.11-2.91 (m, 2H, CH,)

3.3.2. Suc-B-CD-MNA Sentezi ve Karakterizasyonuna Ait Bulgular

Suc-B-CD-MNA Bolim 2.2.3’de anlatildi§i gibi ¢cok adimh bir reaksiyon ile
sentezlendi. L-Cys’in 6-MNA’ya konjuge edilmesinden sonra elde edilen Cys-
6-MNA ligandinin serbest primer amino gruplari, ile CD halkasi Uzerindeki
suksinil uzantilarinin karboksil gruplari arasindaki amit bagi olusumu yoluyla
Sekil 21’de gosterilen Suc-B-CD-MNA elde edildi.
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Onceden Aktiflestiriimis
Suksinil-g-Siklodekstrin

\, /
T >

Sekil 21: Suc-B-CD-MNA'ninkimyasal yapisi

Reaksiyondan ve saflastirma islemlerinden sonra liyofilize edilerek kurutulan

onceden aktive edilmis Suc-B-CD-MNA'in, fibroz yapili beyaz renkli toz

oldugu gozlendi.
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3.3.2.1. FT-IR Spektrumuna Ait Bulgular

Suc-B-CD, Suc-B-CD-MNA;, ve Suc-B-CD-MNA;'ye ait FT-IR spektrumlari
Sekil 22’de verilmistir.

L o awe Y ] L] =
wavenumbar e

Sekil 22 (a) Suc-B-CD (b) Suc-B-CD-MNAL (c) Suc-B-CD-MNAZ2'ye ait FT-IR spektrumlari
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3.3.2.2. Kimyasal Karakterizasyon Galigsmalarina Ait Bulgular (Ellman

ve MNA testleri)

Bolim 2.2.3.6'da anlatildigi gibi gerceklestirien MNA ve Ellman testleri
sonucunda karakterize edilen Suc-B-CD-MNA tirevlerinin 6zellikleri Tablo
12'de sunulmaktadir. Sentez sirasinda, ligand miktarinin degistiriimesi ile iki

farkh oranda konjugasyon saglandigi Tablo 12'de gosterildigi gibi dogrulandi.

Tablo 12 : Suc-B-CD-MNA tlrevlerinin kimyasal karakterizasyona ait bulgular

Suc-B-CD | MNA | L-Cys | EDAC MNA CD Reduksiyondan
(mg) (mg) (mg) (mg) (umol/g) iskeletindeki sonra tiyol
tiyol gruplari gruplar
(umol/g) (umol/g)
Suc-B-CD-MNA; 300 450 225 150 221,16£51,68 | 6,39+0,83 423,51+31,44
Suc-B-CD-MNA;, 300 600 300 150 521,76+28,25 | 8,83+0,90 947,12+25,21

3.3.3. Suc-B-CD-MNA/POS inkliizyon Komplekslerinin Hazirlanmasi ve

Yapisal Analiz Calismalarina Ait Bulgular

Bolim 2.2.3.7’de anlatildigi gibi hazirlanan inklizyon kompleksleri, Bolim
2.2.3.8'de anlatildigi gibi FT-IR ve HR CS MAS ile yapisal olarak analiz

edilmigtir.

3.3.3.1. FT-IR spektrometrisi Calismalarina Ait Bulgular

POS, Suc-B-CD, Suc-p-CD/POS fiziksel karisimi, Suc-B-CD/POS inklizyon
kompleksi, Suc-B-CD-MNA;, Suc-B-CD-MNA;/POS inklizyon kompleksi,
Suc-B-CD-MNA; ve Suc-B-CD-MNA,/POS inklizyon kompleksine ait FT-IR

spektrumlari toplu olarak Sekil 23’te verilmistir.
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Sekil 23 : (a) POS, (b) Suc-B-CD, (c) Suc-B-CD /POS fiziksel karigimi, (d) Suc-B-CD/POS
inklizyon kompleksi, (e) Suc-B-CD-MNA1, (f) Suc-B-CD-MNA1/POS inklizyon
kompleksi, (g) Suc-B-CD-MNAZ2, (h) Suc-B-CD-MNA2/POS inklizyon kompleksi.
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3.3.4. HR CS MAS analizi Caligmalarina Ait Bulgular

FT-IR spektrum analiz ¢alismalarina ek olarak, inklizyon komplekslerinin

olusumunun daha ileri dogrulamasi igin HR CS MAS testleri gergeklestirildi.

Suc-B-CD ve POS arasindaki komplekslesmenin dogrulanmasi amaciyla
POS'un molekuler yapisinda flor atomu bulundugu icin florin bazli tayin
uygun bulundu ve bu nedenle, 211.2480 nm dalga boyunda galyum
monoflortr bazl florun HR CS MAS ile identifikasyonu gerceklestirildi. Elde
edilen spektrumlar Sekil 24 - Sekil 27°de verilmistir.

_ D806

Sekil 24 : POS’a ait yiksek ¢o6zunUrlUkli surekli kaynakli molekiler absorpsiyon
spektroskopisi

Sekil 25 : Suc-B-CD/POS inklizyon kompleksine ait ylksek ¢ozunirlikli surekli kaynakl
molekiler absorpsiyon spektroskopisi
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Sekil 26 : Suc-p-CD-MNA1/POS inklizyon kompleksine ait yiksek ¢ozinarlUkllu sdrekli

kaynakh molekduler absorpsiyon spektroskopisi

Sekil 27 : Suc-B-CD-MNA2/POS inklizyon kompleksine ait ylksek ¢ozunlrldkli sirekli

kaynaklh molekduler absorpsiyon spektroskopisi
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3.3.5. Dissolusyon Testi Calismalarina Ait Bulgular

POS, ve inklizyon kompleksleri Suc-B-CD/POS, Suc-B-CD-MNA,/POS, Suc-
B-CD-MNA,/POS’un laktat tamponu igerisindeki dissollisyon profilleri Sekil

28'de verilmigtir.

* + POS
3 100- # Suc-B-CD-POS
'é’ : -+ Suc-p-CD-MNA,-POS
> * Suc-p-CD-MNA,-POS
2 50-
w
o
o

0 100 200 300
Zaman (dk)

Sekil 28 : POS, Suc-B-CD-POS, Suc-p-CD-MNA1/POS ve Suc-p-CD-
MNAZ2/POS’un pH 4.5 50 mM laktat tamponu igerisindeki dissolisyon profilleri
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3.3.6. Mukoadezyon Caligmalarina Ait Bulgular

3.3.6.1. inkliizyon Komplekslerinin Mukoadezif Ozelliklerinin Yarim Tiip

Metodu Kullanilarak Incelenmesine Ait Bulgular

Suc-B-CD/POS, Suc-B-CD-MNA:/POS ve Suc-p-CD-MNA,/POS’'un domuz
vajinal mukozasinda yapilan mukoadezyon c¢alismasinda belirlenen

mukoadezyon profilleri Sekil 29°da verilmigtir.

100
# Suci-CO-POS

&/ Suc-f-CO-MNA,-POS
o Suc-f-CO-MNA;-POS

50+

Mukozada tututan POS (%)

0 LRI LB I B R RN B
0 30 60 90 120 150 180
Zaman (dk)

Sekil 29 : Domuz mukozasinda tutunan inklizyon kompleksi mikarinin zamana bagli

degisimi

Suc-B-CD-POS, Suc-p-CD-MNA/POS ve Suc-B-CD-MNA,/POS’'un domuz
vajinal mukozasinda yapillan mukoadezyon calismasinda belirlenen
mukoadezyon 6zellikleri karsilastirmali olarak Tablo 13’te verilmigtir.

Tablo 13 : 3 saat sonunda domuz vajinal mukozasinda kalan Suc-p-CD-POS, Suc-B-CD-
MNAZ1/POS ve Suc-B-CD-MNA2/POS’un karsilastirmali oranlari

3 saat sonunda lyilestirme Orani
mukozada tutunan (%)
Suc-B-CD 1,067 £ 0,498 1
Suc-B-CD-MNA; 23,02 + 2,367 21,574
Suc-B-CD-MNA; 40,199 * 3,257 37,674
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3.3.6.2. inkliizyon Komplekslerinin Mukoadezif Ozelliklerinin TA-XT

Cihazi Kullanilarak Incelenmesine Ait Bulgular

Suc-B-CD, Suc-B-CD-MNA; ve Suc-B-CD-MNA; ‘nin TA-XT Texture Analyser

cihazi cihazi kullanilarak belirlenen mukoadezif Ozellikleri Tablo 14’te

verilmistir.

Tablo 14 : Suc-p-CD, Suc-p-CD-MNA1 ve Suc-B-CD-MNA2 ‘nin mukoadezif 6zellikleri

Kuvvet £ SS Mukoadezyon * SS
(N) (N mm/cm?)
Suc-B-CD 0,016 £ 0,011 0,165 + 0,019
Suc-B-CD-MNA; 0,031 £ 0,005 0,789 + 0,066
Suc-B-CD-MNA; 0,041 £ 0,015 1,222 + 0,172
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3.3.7. Sitotoksisite Caligmalarina Ait Bulgular
Suc-B-CD ve modifiye edilmis tarevlerinin (Suc-B-CD-MNA;, Suc-B-CD-

MNA; Hela hiicre hatti Gzerindeki sitotoksik etkilerini aragtirmak igin yapilan
Resazurin testinin sonuglari Sekil 30°da verilmigtir.

100 T T - - %01

* B 1%

- B 5%
50-
ﬂ-

L] L |
Suc--CD Suc-B-CD-MNA, Suc-B-CD-MNA,

Hiicre Canlilig %

Sekil 30 : Suc-B-CD, Suc-B-CD-MNAL1 ve Suc-B-CD-MNA2’nin 4 saat sonunda Hela
hlcrelerinin canliligi Gzerindeki etkisi
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3.3.8. In Vitro Antifungal Etkinlik Caligmalarina Ait Bulgular

POS igeren modifiye edilmemis (Suc-p-CD) ve modifiye edilmis (Suc-B-CD-
MNA;, Suc-B-CD-MNA; ) inklizyon komplekslerinin Candida albicans ATCC
1533 susu uzerindeki zamana bagli antifungal aktivitesini arastirmak igin
yapilan bir zaman-0ldurme deneyinin (kill-time assay) sonuglari $ekil 31°'de

verilmigtir.

(- Kontrad
% Suc--CD-POS

¥ Suc-f-CD-MMA,-POS
. - Suc-p-CD-MNA,-POS
: -+ POS Sol
*

2-###!*#iii#!*#iiiiiiiiiiiii L]

Deteksiyon Limiti

loggg CFU/mI

02 6 12 18 24

Zaman (saat)

Sekil 31 : Suc-B-CD/POS, Suc-p-CD-MNAL1/POS ve Suc-B-CD-MNA2/POS inklizyon
kompleksleri ve POS ¢o6zeltisinin  Candida albicans ATCC 1533 susu Uzerindeki
zamana bagl antifungal aktivitesi
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3.4. Mukusa Penetre Olan Formilasyonlarin Hazirlanmasi ve in vitro /
eks vivo Karakterizasyonuna Ait Bulgular
3.4.1. SNEDDS Formulasyonlarin Hazirlanmasi Ve Karakterizasyonuna

Ait Bulgular

SNEDDS formulasyonlarinin olgculen damlacik buyuklagu, polidispersite

indeksi ve zeta potansiyel degerleri Tablo 15’te verilmektedir.
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Tablo 15 : Formulasyonlarin damlacik blyukliga, polidispersite indeksi ve zeta potansiyel

degerleri

Formulasyon

F1
F2
F3
F4
F5
F6
F7
F8
F9

F10

F11

F12

F13

F14

F15

F16

F17

F18

F19

F20

F21

F22

F23

F24

F25

F26

F27

F28

F29

F30

F31

F32

F33

F34

F35

F36

F37

F38

F39

F40

F41

F42

F43

F44

F45

F46

F47

F48

Damlacik buyiikltgu

N/A
313,500
306,000
338,300

30,233
14,960
33,833
28,190
22,740
24,450
55,313
18,767
17,827

N/A

N/A

N/A

13,037
13,537

N/A

N/A

N/A
267,467
365,333
203,367

14,467
23,407
21,577
20,867
19,943
19,117
669,2
555,8
522,4
440,6
345,6
270,4
108,900
90,230
140,800
42,260
97,060
283,500
33,72
27,003
115,633
19,653
14,620
14,467

1SS
N/A
30,11
1,735
8,202
6,721
0,891
0,179
0,190
0,087
0,928
4,458
0,297
0,444
N/A
N/A
N/A
0,194
0,685
N/A
N/A
N/A
8,075
5,393
19,63
0,184
0,161
0,202
0,142
0,110
0,115
44,21
21,12
18,14
20,18
15,51
12,10
8,256
4,158
20,12
0,919
19,68
19,74
1,19
0,155
1,186
0,076
0,263
0,184

PDI
N/A
0,512
0,545
0,558
0,360
0,055
0,136
0,071
0,063
0,242
0,990
0,091
0,087
N/A
N/A
N/A
0,039
0,038
N/A
N/A
N/A
0,425
0,548
0,590
0,049
0,077
0,071
0,065
0,092
0,088
0,717
0,626
0,44
0,218
0,244
0,227
0,136
0,187
0,136
0,107
0,326
0,497
0,15
0,092
0,098
0,084
0,059
0,049

Zeta
N/A
-1,417
-5,793
-1,393
-1,903
-4,620
-1,078
-4,210
-0,600
-1,844
-0,709
-3,933
-0,458
N/A
N/A
N/A
0,103
1,262
N/A
N/A
N/A
-0,106
-0,648
-0,163
-1,907
-1,130
-0,682
-0,760
-0,469
-1,159
-0,9443
-0,9897
-0,8690
-0,9190
-0,7750
-0,2480
-0,7480
-1,3500
-0,8200
-0,8150
-0,7490
-0,6190
-2,58
-0,699
-0,554
-0,600
-0,573
-1,907

1SS
N/A
0,319
0,646
0,055
0,091
0,965
0,416
0,711
0,225
0,774
0,150
0,342
0,018
N/A
N/A
N/A
0,229
1,962
N/A
N/A
N/A
0,117
0,302
0,266
1,131
0,121
0,115
0,139
0,246
0,184
0,126
0,425
0,083
0,111
0,109
0,070
0,116
0,113
0,091
0,082
0,098
0,059
0,15
0,193
0,459
0,322
0,470
1,131
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On denemelerden sonra segilen formiilasyonlara % 1 (a/h) POS yiiklenerek

elde edilen SNEDDS'lere ait damlacik buyuklugu, polidispersite indeksi ve

zeta potansiyel degerleri Tablo 16’da verilmigtir.

Tablo 16

F6-POS

F8-POS

F10POS

F38-POS

F40-POS

F45-POS

polidispersite indeksi ve zeta potansiyel degerleri

Damlacik Boyutu
(nm)*SS

283,500+£19,745
75,640£3,313
22,550 + 0,636
108,900+8,256

140,800+20,128

113,667 * 8,256

Oh

PDI

0,497
0,074
0,050
0,136
0,286

0,169

Zeta Pot.
(mV)xSS

-0,944+0,127
-0,989+0,425
-0,869+0,083
-0,919+0,111
-0,248+0,070

-0,767+0,109

Damlacik Boyutu
(nm)*SS

399,300+33,254
229,640+10,711
123,460+16,658
181,700+£12,325
180,200+46,211

133,723%4,200

3.4.2. Log D Hesaplanmasi Calismalarina Ait Bulgular

4h

PDI

0,413
0,084
0,071
0,097
0,148

0,155

: POS yukli formilasyonlarin 4 saatlik arayla ol¢lilen damlacik bulyUkliga,

Zeta Pot.
(mV)xSS

-0,748+0,116
-1,35+0,113
-0,82+0,091

-0,815+0,082

-0,749+0,098

-0,736+0,145

POS’un secilen SNEDDS yagh fazlari icindeki ¢dzinurlik degerleri Sekil

32’'da verilmigtir.

Sekil 32 :

30

N
(S

21,404

= N
(9] o

POS (mg/ml)

=
o

21,022

F8

19,320

F10

22,659
20,049

F38

F40

24,424

FA45

POS’un segilen SNEDDS yagl fazlari igindeki ¢ézinurlik degerleri

85



POS’'un SNEDDS formulasyonlarindaki ¢ozunurluk, D ve log D degerleri

Tablo 17°de verilmisgtir.

Tablo 17 : SNEDDS formilasyonlarinda POS ¢o6zinirlik, D ve log D degerleri

SNEDDS

F6

F8

F10

F38

F40

F45

POS
¢oziiniirlik
(mg/mL)
21,404
21,022
19,320
20,049
22,659

24,424

£ SS

(mg/mL)

0,413
0,449
1,787
0,366
1,394

0,295

Salim Ortamindaki
Coziinirlik
(mg/mL)
0,012
0,012
0,012
0,012
0,012

0,012

D

1760,533
1729,122
1589,120
1649,025
1863,740

2008,903

Log D

3,246
3,238
3,201
3,217
3,270

3,303
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3.4.3. EU-NAC Kompleksinin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonuna Ait
Bulgular

Bolum 2.2.4.4’te anlatilan gore hazirlanan EU-NAC kompleksindeki Eudragit
RS 100 ve NAC arasindaki iyonik etkilesiminin dogrulanmasi i¢in ¢ekilen EU-
NAC kompleksi, Eudragit RS 100 ve NAC’a ait FT-IR spektrumlari Sekil
33’'de verilmigtir.
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Sekil 33 :EU-NAC kompleksi, Eudragit RS 100 ve NAC’a ait FT-IR spektrumlari

Ayrica Ellman Testi kullanilarak yapilan miktar tayini sonucunda 80 mg EU-
NAC kompleksinin . 20£1,40 mg NAC icerdigi bulunmustur.
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3.44.POS ve EU-NAC yuklu SNEDDS (POS-EU-NAC-SNEDDS)

formilasyonlarinin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonuna Ait Bulgular

POS-EU-NAC-SNEDDS formdulasyonlarinin karakterizasyonu icin yapilan

kisa sureli stabilite testeri, uzun sureli stabilite testleri ve mikroskop

goruntuleme galismalarina ait bulgular sirasi ile verilmigtir.

3.4.4.1. Kisa Siireli Stabilite Testine Ait Bulgular

Optimum formulasyon olarak belirlenen F45'ten hareketle Tablo 8'de
anlatildigi  gibi formule edilen SNEDDS formulasyonlarinin  mukusun
yenilenme suresi olan 4 saat arayla Olglulen damlacik buydklugu,
polidispersite indeksi ve zeta potansiyel dederleri Tablo 18'de verilmigtir.

Tablo 18 : F45’ten hareketle formile edilen SNEDDS formulasyonlarinin 4 saatlik arayla

Olculen damlacik buyukligl, polidispersite indeksi ve zeta potansiyel degerleri

Oh 4h
Damlacik PDI Zeta Pot £ SS Damlacik PDI Zeta Pot £ SS
boyutu + SS (mV) boyutu + SS (mV)
(nm) (nm)
SNEDDS (F45) 115,633+1,186 0,149 -0,580+0,151 118,070+0,678 0,241 -1,580+0,151
EU SNEDDS 106,200+0,889 0,267 27,550+1,457 132,4304+29,955 0,253 22,300+0,608
NAC SNEDDS 97,227+1,115 0,135 -2,73810,310 124,367+3,749 0,181 -2,884+0,158
EU-NAC SNEDDS 128,467+7,366 = 0,286 10,550+0,954 150,760+21,948 0,306 12,250+0,985
POS SNEDDS 113,667+8,256 = 0,169 -0,767+0,128 133,723+4,200 0,155 -0,736+0,145
POS-EU-NAC SNEDDS 173,400+2,136 0,265 9,33310,434 198,230+0,283 0,283 10,517+0,938
POS-NAC-SNEDDS 122,309+1,678 0,198 -2,25510,056 134,455+11,232 0,224 -2,233+0,043
POS-EU-SNEDDS 145,678+3,589 @ 0,210 26,451+2,132 168,986+13,877 0,244 23,570+2,341
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3.4.4.2. Uzun Sureli Stabilite Testine Ait Bulgular

SNEDDS yagh fazlarinin uzun sureli stabilitesini degerlendirmek igin, 3 ay
ara ile yapilan, damlacik boyutu, polidispersite indeksi ve zeta potansiyel
Olcimlerinden elde edilen degerler Tablo 19’de verilmistir.

Tablo 19 : Uzun sdireli stabilite testinde elde edilen olgllen damlacik blyUklGga,

polidispersite indeksi ve zeta potansiyel degerleri

Baslangi¢ 3 Ay
Damlacik PDI Zeta Pot + Damlacik PDI Zeta Pot + SS
boyutu + SS SS (mV) boyutu + SS (mV)
(nm) (nm)

SNEDDS (F45) 115,633+1,186 0,149 -0,580+0,151 | 118,178+2,886 0,167 -2,123+0,211

POS-EU-NAC 173,400%£2,136 0,265 9,333+0,434 169,400+3,238 0,211  10,293+0,932

SNEDDS

3.4.4.3. Mikroskop Goruntiuleme Caligmalarina Ait Bulgular

Bolim 2.2.4.2'de anlatildigi gibi bir ters genis alan mikroskobuna (Dmi8,
Leica, Almanya) monte edilmis sCMOS kamera ve floresan aydinlatma

sistemi (Olympus, ABD) ile kullanilarak.LASX yazilimi (Leica) ile elde edilen
SNEDDS damlaciklarina ait goruntiler Sekil 34 - Sekil 37’te verilmektedir.
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Sekil 34: Bos SNEDDS (F45) Formulasyonu (1:10000 seyreltme orani)

Sekil 35 : NAC-SNEDDS Formdulasyonu (1:10000 seyreltme orani)
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Sekil 36: EU-NAC- SNEDDS Formilasyonu (1:10000 seyreltme orani)

Sekil 37: POS-EU-NAC-SNEDDS Formilasyonu (1:10000 seyreltme orani)
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3.4.5. POS Salim Calismalarina Ait Bulgular

POS’un SNEDDS formulasyonlarindan diyaliz torbasi kullanilarak elde edilen

salim profilleri Sekil 38’de verilmistir.

1004
3
E
=
7]
? 50
-4 POS Sal
& P03 SMEDDS
=4 EU-NAC Kompleksi + POS SNEDDS
0d—— r : r i b .
1530 60 90 120 180 240 1440
Zaman (Dk)

Sekil 38 : SNEDDS formdulasyonlarinin diyaliz torbasi yontemiyle belirlenen POS salim
profilleri

Ayrlca POS |g|n D SNEDDS/SO degeri 2008,903 |Og D sneppsiso 3,303 olarak

bulunmus ve buradan hareketle Denklem 4’te verilen Nernstsches dagilim

yasasina gore SNEDDS yagli fazi iginde kalan POS miktari 99,505 olarak

hesaplanmigtir.
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3.4.6. Mukusa Permeasyon Deneyine Ait Bulgular

SNEDDS formulasyonlarinin mukusa penetrasyon ozelliklerini arastirmak igin

yapilan deneylerin sonuglari

Sekil 39’da verilmisgtir.

% SNEDDS
- EU SNEDDS
157 == MAC SMEDDS
EL-MAC
- + Kompleksi
® SNEDDS
o
o 10
- -
=]
)
-
E ]
ar
o *
—a
0 t =] A
0 1 2 3 4

Zaman

Sekil 39 : SNEDDS formilasyonlarinin mukus permeasyon 6zellikleri
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3.4.7. In vitro Mukolitik Aktivite Deneyine Ait Bulgular

SNEDDS formulasyonlarinin in vitro mukolitik etkinliklerini arastirmak igin

yapilan deneylerin sonuglari

Sekil 40 ve Sekil 41°de verilmigtir.

100 - Oh
€2 2h
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£
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% 50
>
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Sekil 40 : In vitro mukolitik aktivite deneyine ait sonuglar

Mukus

Mukus + Tampon

100+ & -

Mukus + NAC 5ol

Mukus + SNEDDS

RN

Mukus + NAC SNEDDS

Mukus + EU-MAC
Kompleksi
SMEDDS

Mukus + EU RS
E 100 SNEDDS

i
¢

Viskozite (%)

1}

=
0 T =
2 4

Zaman (saat)

= =

Sekil 41 : In vitro mukolitik aktivite deneyine ait sonuglar
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3.4.8. Sitotoksisite Caligmalarina Ait Bulgular

SNEDDS formulasyonlarinin HeLa hicre hatti Uzerindeki sitotoksik etkilerini
arastirmak igin yapilan Resazurin testinin sonucunda elde edilen hucre

canhlik oranlari Sekil 42°de verilmigtir.

. % 0,1
100- 1%
= o
B £ 10 %
5
® 501
Q
=]
-
o-

Sekil 42 : SNEDDS formulasyonlarinin HelLa hicre hatti Gzerindeki sitotoksik etkileri
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3.4.9. In vitro Antifungal Etkinlik Galigmalarina Ait Bulgular

SNEDDS formulasyonlarinin Candida albicans ATCC 1533 susu Uzerindeki
zamana bagli antifungal aktivitesini arastirmak igin yapilan bir zaman-

oldurme deneyinin (kill-time assay) sonugclari Sekil 43'te verilmistir.

= Kontrol
E 57 EU-NAC Kompleksi
b = EU-MAC Kompleksi + POS SNEDDS
E,‘% - POS SNEDDS
- -# POS Sol

Deteksiyvon Limit

02 6 12 18 24

Zaman (saat}

Sekil 43 : SNEDDS formulasyonlarinin zamana bagli fungisidal etkisi
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3.4.10. SNEDDS Formiulasyonlarindan NAC Saliminin Belirlenmesi ve

Yeni Salim Metodu Gelistirme Galigmalarina Ait Bulgular

SNEDDS formulasyonlarindan diyaliz torbasi kullanilarak elde edilen NAC

salim profilleri Sekil 44’te verilmistir.

100 i .
e, o 1
- -
I *=*
B _u-*
e —— *
— / o _— -
£ / .
= /S
s 504 / z
S
< | 4 - ELLNAC Kompleks SNEDDS
' - EU-NAC Kompleksi
J
[ -+ NAC SNEDOS
J w NAC Cozebsi
0 r—r r T T T T
15 20 80 90 120 180 240
Zaman (dk)

Sekil 44 : SNEDDS formilasyonlarinin diyaliz torbasi ydntemiyle belirlenen NAC salim

profilleri

SNEDDS formulasyonlarindan yeni gelistirilen salim metodu kullanilarak

berlirlenen NAC salim profilleri Sekil 45’te verilmigtir.

()
WA
i M L ‘ ]I
. A
i : w
E _ -
= 1
2] 5"1 1
3 - } # EU-NAC Komplaksi SMEDDS
a1 = NAC SMEDDS
-
¥ i EL-MAC Kompleksi
515 W 1] 0 w1 W M

Zaman {di]

Sekil 45 : SNEDDS formulasyonlarinin similtane Ellman Testi ydontemiyle belirlenen NAC
salim profilleri

Ayrica NAC igin Dsneppsiso degeri 1.108 olarak bulunmus ve buradan

hareketle Denklem 6’'de verilen Nernstsches dagilim yasasina gore SNEDDS

yagh fazi iginde kalan NAC konsantrasyonu % 9,974 olarak hesaplanmistir.
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Tartisma

4.1. Etkin Madde Karakterizasyonu, Miktar Tayini Yontemi Gelistirilmesi

ve Analitik Validasyonu

4.1.1. POS’un FT-IR spektrumu

Etkin madde POS’un FT-IR spektrumu, 3116 cm™ (OH), 2966 cm™ (CH2),
1686 cm™ (C = 0), 1614 cm™ (C = N) ve 1419 cm™de (CN) spesifik
absorbsiyon pikleri tagimaktadir. Bu bantlar, 2884, 2831, 1509, 1451, 1269
ve 828 cm™de bulunan diger karakteristik absorbsiyon pikleri ile birlikte ilacin

karakterizasyonu dogrulamaktadir (Peixiao Tang vd., 2017) (Sekil 23).
4.1.2. Miktar Tayini Yontemi Geligtiriimesi ve Analitik Validasyonu

POS’un floresan spektrumunu belilemek icin DMSO icinde 1:1000
oranindaki ¢ozeltisi; Tecan Spark Multimod Mikroplaka Okuyucu kullanilarak
eksitasyon dalga boylari 230-300 nm, emisyon dalga boylar 330-410 nm
arasinda 3 boyutlu olarak taranmis ve POS’un eksitasyon dalga boyunun 260
nm ve emisyon dalga boyunun 360 nm oldugu ve bu bulgunun literatir ile

uyumlu oldugu goértlmustur (Peter Tang & H., 2017).

POS’un floresans miktar tayini yonteminin, dogru ve kesin bir sekilde
calistiginin  kanitlanmasi igin yontemin validasyonu uUzerine caligiimigtir.
Analitik  validasyonun  kabul  edilebilirligini  gosteren  validasyon
parametrelerinden; dogrusallik, dogruluk ve geri elde edilebilirlik, tekrar

edilebilirlik ve tekrar elde edilebilirlik belirlenmigtir.

Dogrusallik, calisilan érnekteki maddenin belirlenenen konsantrasyon araligi
icindeki derisimi ile elde edilen yanitin orantih olmasinin bir gostergesidir.
Dogrusalligin belirlenmesi icin konsantrasyona karsilik gelen egri alti alan
degerlerinin regresyon degeri hesaplanmalidir. POS miktar tayini yonteminin
dogrusalligini belirlemek icin POS’'un yontem 2.2.3'de belirtildigi sekilde
standart dogrusu cizilmistir. Dogrusallik calismalarinda, c¢alisilan
konsantrasyon araliginda (0-125 pg/mL) konsantrasyon absorbans iligkisinin
dogrusal oldugu goérilmistir. Bu dogrusalli§in gostergesi olan r?, degeri
0.9995 olarak bulunmustur.
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Miktar tayini yonteminin validasyonu igin dogruluk ve geri elde edilebilirlik
calismalarn Ug farkli POS konsantrasyonu kullanilarak (5, 10 ve 25 pg/mL)
gergeklestirilmistir. Yapilan calismanin sonucunda, elde edilen degerlerde
hesaplanan % geri elde de@erlerinin ortalamasi ve bu dagiliminin standart
sapmasi yontemin dogrulugunu onaylamaktadir. Ayrica hesaplanan
varyasyon katsayisinin % 2’nin altinda olmasi da yontemin dogrulugunu

gOstermektedir (Tablo 9).

Ardisik olgcumler arasindaki yakinlik derecelerini ifade eden bir parametre
olan kesinlik tayininde, yontemin tekrar edilebilirlik ve tekrar elde edilebilirlik
dereceleri belirlenmigtir. POS’un DMSO iginde 25 pg/mL konsantrasyonu ile
yontemin tekrar edilebilirlik ve tekrar elde edilebilirlik parametreleri test
edilmigtir. Her iki calismada da varyasyon katsayilarinin % 2’nin altinda

olmasi yontemin kesinligini kanittamaktadir (Tablo 10, Tablo 11)
4.2. Cozunurlik Galigsmasi

Cozunurlik cahsmasinda, Bolim 2.2.2’de anlatildi§i gibi calisilarak, etkin
madde POS’un c¢alismanin daha sonraki boélimlerinde kullaniimasi
dusundlen eksipiyanlar ayrica distile su ve laktat tampon igindeki

¢OzunarlGgu arastinimistir.

Etkin maddenin ylksek ¢ozinlrlik gdsterdigi belirlenen eksipiyanlar
arasinda Transcutol (62,103 mg / mL) (Capmul 907p (46, 721 mg / mL), PEG
400 (37,831 mg / mL), Capmul MCM (37,302 mg / mL), Labrasol (27,596 mg
/ mL) Capmul 908p (23,117 mg / mL), Kolliphor RH40 (15,381 mg / mL),
Kolliphor EL (12,332 mg / mL), Acconon MC 82 NF (8,876 mg / mL), yer
almaktadir (Sekil 16).
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4.3. Onceden Etkinlestirilmis (Pre-activated) Mukoadezif Tiyomer

Sentezi ve in vitro / eks vivo Karakterizasyonu
4.3.1. Suc-B-CD-MNA Sentezi, Yapisal ve Kimyasal Karakterizasyonu

Tiyole CD’ler, ¢ok sayida farkli polimerden hareketle elde edilen mukoadezif
tiyomerler arasinda en kuguk oligomerik omurgaya sahip olanlardir. CD’lerin
tiyollenerek mukoadezif oligomerler olarak ilag formulasyonlarinda
kullanilmasina yonelik c¢alismalar son yillarda literaturde gortilmeye
baslanmistir (ljaz, Ahmad, Akhtar, Laffleur, & Bernkop-Schnirch, 2016; ljaz,
Griessinger, vd., 2016; ljaz vd., 2015a) Ik nesil tiyole CD’ler nispeten zor
kosullar altinda glikoz halkalarinin oksidatif agilmasi yoluyla elde edilmis
olsalar da, bu tdrevlerin mukoadezif Ozellikleri gugli bir sekilde
iyilestirilebilmistir. Ancak, agik halka yapisi 6zellikle hidrofobik ilaglar ve daha
uzun sureli ilag salim 6zellikleri olan stabil inklizyon kompleksleri olusturmak
icin dezavantajhdir. Ayrica, oksidatif halka agma yontemi ve bunu takiben
sisteamin gibi tiyol grubu iceren amino ligandlarinin indirgeyici aminasyon
yoluyla kovalent baglanmasi ile elde edilen CD’ler katyonik 6zelliktedir. Bu
katyonik tiyole CD'ler, hicreler Uzerinde énemli bir toksik etki gostermislerdir
Ayrica oligomerin katyonik Ozellikleri istenmeyen bir pH bagimlh ilag
salinimina yol agabilir (Moghadam vd., 2018). Bir yandan mukozada kalis
suresini uzatmasi ve ilacin dissolusyon oOzelliklerini iyilestirebilmesi gibi
istenen 6zellikler saglayabilirken diger yandan oksidatif halka agilmasi gibi
zahmetli bir sentez yoluyla sentezlenmesi ve elde edilen reaksiyon Urinunin
sitotoksik sakincalari mukoadezif CD sentezinde yeni yollar aranmasina yol

acmigtir.

Bu calismada kullanilan Suc-B-CD molekull, Uzerinde 3,5 substitlisyon
derecesi ile karbonil gruplari tagsimaktadir. Suc-B-CD molekulinin karbonil
gruplari, halka agma reaksiyonuna gerek olmadan, Sekil 8'de gdsterildigi gibi,
aromatik ligand Cys-6-MNA ile EDAC ve NHS varliginda konjlge edilerek
disulfit baglan aromatik piridil yapisi tarafindan korunan Suc-B-CD-MNA
sentezi saglanabilmistir ve ilk nesil tiyole CD’lerin yukarida s6zu edilen

sakincalari giderilmistir.
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CD turevleri ile daha oOnce yapilan Oonceden aktivasyon c¢alismalarinda
kullanilan aromatik ligandin 2-merkaptonikotinik asit oldugu gorulmektedir
(Asim vd., 2018; ljaz vd., 2017). S6z konusu arastirmalar esas alinarak bu
doktora tez calismasina da disulfit baglarinin aromatik 2-merkaptonikotinik
asit yapisiyla korundugu bir Suc-f—CD turevi elde etmek igin baslanmastir
(veriler gosteriimemektedir). Bu yontemde izlenen reaksiyon yolagi sonunda
arinun saflastirlmasi igin iyon degistirici recine kullaniimaktadir. Bu
saflagstirma basamaginin prensibi 2M NaCl c¢oézeltisi ile iyon degistirici
reginede tutunan reaksiyon Urinunun elUe edilmesi ve ardindan 5% DMSO -
distile suya karsi diyaliz edilmesidir. Fakat kullanilan derigik NaCl ¢ozeltisi
diyaliz asamasinda 0,5 kDa'luk torbaya osmotik basing farki sebebiyle hasar
verdidi icin reaksiyon Urind saflastirlamamistir. Bu nedenle bu asamada
Suc-B-CD’nin  2-merkaptonikotinik — asit yerine  6-merkaptonikotinamit
kullanilarak sentez yapilmasina karar verilmis ve calismaya bu sekilde

devam edilmistir.

Suc-B-CD-MNA sentezi i¢in ¢cok asamalil bir reaksiyon izlenmis ve son urun
icin gerekli ara urtnler 6-MNA monomeri, 6,6'-DTNA dimeri ve Cys-6-MNA

sirayla sentezlenmistir.

Reaksiyonun ilk asamasinda gerekli olan 6-MNA monomeri ticari olarak
satisa sunulmamaktadir. Bu nedenle oncelikle 6-kloronikotinamit ve
tiyourenin reaksiyonu ile laboratuar ortaminda sentezlenmistir. Reaksiyon ve
saflastirma islemlerinden sonra urun olarak sari toz seklinde 6-MNA elde
edilmistir. Bir sonraki asamada, 6-MNA’nin H,O ile oksidasyonu sonucunda
6,6’'-DTNA dimeri elde edilmistir. Son asamada ise Suc-B-CD oligomeri
Uzerine konjuge edilecek Cys-6-MNA sentezi yapilmistir Cys-6-MNA, 6,6'-
DTNA dimerinin DMSO iginde L-sistein ile disulfit degisim reaksiyonuna
girmesiyle elde edilmistir (Sekil 8).

4.3.1.1. Reaksiyon ara iiriinlerinin *H NMR Karakterizasyonu

Her bir sentez basamagindan sonra elde edilen ara Griinler *H NMR
spektroskopisi kullanilarak yapisal olarak incelenmis ve 6zellikleri konfirme

edilmistir.
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6-MNA ve 6-MNA dimeri olan 6,6-DTNA 'H NMR spektrumlari
kargilastirildiginda (Sekil 17 ve $ekil 18); H,0, ile yapilan dimerizasyon
reaksiyonunun basariyla sonucglandigini  fakat dimerin 'H NMR
spektrumununda. reaksiyona girmemis monomerden bazi izleri tasidigi
goOrulmektedir. Spektrumdan elde edilen verilerin kabul edilebilir ve literatirle
uyumlu oldugu belirlenmistir (Elbahwy vd., 2018) ( (6-MNA:*H NMR
(DMSO-d6), &: 8.93 (d, *H, D,O- degisebilir SH), 8.18 (d, 1H, J=2.0Hz, H-2),
7.94 (br s, 'H, D,O- degisebilir NH), 7.76 (dd, 1H, J=8.8Hz, J=2.0Hz, H-4),
7.43 (br s, H, D,O- degisebilir NH), 7.28 (d, 1H, J=8.8Hz, H-5). 6,6-
DTNA:'H NMR (DMSO-d6), 5: 8.94-8.89 (m, 1H, H-2), 8.18 (dd, J=8.4,
2.4Hz, 'H, H-4), 8.13 (s br, *H, D,O-degisebilir, NH), 7.71-7.60 (m, 2H, *H
sonrasinda D,O- degisebilir, *H, H-5).)

Aromatik ligand Cys-6-MNA’nin sentezi i¢in kullanilan DMSO ortaminda 6,6'-
DTNA ve L-sistein arasindaki disulfit degisim reaksiyonu kullaniimistir.
Ligand Cys-6-MNA'nin *H NMR Spektrumu L-Cys spektrumu ile
kargilastirilarak incelendiginde (Sekil 19 ve Sekil 20); Cys-6-MNA
spektrumunun, aromatik 6-MNA protonlarinin yani sira, L-Cys’e ait alifatik
protonlarindan da izler tagimasi, hedef bilesigin yapisini teyit etmektedir.
Bununla birlikte spektrumda, reaksiyona girmemis monomer ve dimerin bazi
izleri ligand spektrumunda gorulmektedir. Elde edilen verilerin kabul edilebilir
ve literatirle uyumlu oldugu gorulmektedir (Elbahwy vd., 2018) (Cys-6-
MNA:'"H NMR (DMSO-dg+D;0), : 8.77 (dd, J=2.6Hz, J=0.8Hz, 1H, H-2),
8.18 (dd, J=8.4Hz, J=2.6Hz, 1H, H-4), 7.57 (dd, J=8.4Hz, J=0.8Hz, 1H, H-5),
4.21-4.14 (m, 1H, CH), 3.35-3.19 (m, 2H, CH). L-sistein hidroklorit:'"H NMR
(DMSO-dg), &: 8.63 (s, 3H, NH3") D,O- degisebilir, 4.17 (1H, —CH), 3.11-2.91
(m, 2H, CHy))

Reaksiyon ara driinlerinin yapilarinin *H NMR ile dogrulanmasi c¢alismalarin
ardindan, Cys-6-MNA kullanilarak EDAC ve NHS varliginda amit bagi
olusumu yoluyla Suc-B-CD-MNA sentezlendi ve saflastirma islemlerinden

sonra liyofilize edilerek fibréz yapili beyaz renkli toz halinde elde edilmistir
(Sekil 8) .

Sentezin ardindan Suc-B-CD-MNA’nin yapisinin dogrulanmasi amaciyla FT-

IR spektroskopisi, Ellman testi ve MNA testi yapiimigtir.
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4.3.1.2. Suc-B-CD-MNA’nIn yapisal ve kimyasal karakterizasyonu

FT-IR spektrumu

Suc-B-CD’nin Cys-MNA ile reaksiyona girdikten sonra elde edilen iki Grinden
alinan spektrumlarda Suc-B-CD’in temel vyapisini dogrulayan bantlar
gorulmustir. Suc-B-CD-MNA; ve Suc-B-CD-MNA; modifikasyonlarinin
oligosakkaritin tiirevleri oldugunun dogrulanmasi, 3291 ve 3310 cm™de
(germe OH), 2928 ve 2927 cmde (germe CH), ve ayrica sirasiyla
1153/1078/1026/947 ve 1153/1077/1025/947 cm™ (germe COC, CO) ve
ayrica 1397/1363 ve 1406/1362 cm™de (biikilme) gorilen bantlara
dayanmaktadir. Karboksilik asit grubunun neden oldugu sinyal, 1719 ve 1718

cm™'de gériillmektedir ve dnciil molekiil ile uyumludur (Sekil 23).

3311 cm™de goériilen bant, O-H geriimesine karsilik gelmektedir. 2926 cm
Y'de bulunan bant, C-H baginin asimetrik gerilmesinden kaynaklanirken, buna
uygun bikilme sinyalleri 1406 ve 1362 cm™de gériilmektedir. 1200 ila 900
cm™ (1152/1077/1022/946 cm™) arasindaki karakteristik desen, glikozidik C-
O-C ve C = O'nun simetrik gerilmesine karsilik gelir. Bununla birlikte, 1718
cm™ 'de gériilen belirgin sinyal, Suc-B-CD'nin karboksilik asit modifikasyonu
(C = O suksinilin gerilmesi) ile baglantilidir (Sekil 23).

Onciillerin Cys-MNA ile basarili reaksiyonu, Suc-B-CD spektrumunda ilave
bantlarin ortaya cikmasi ile dogrulanmistir. Suc-B-CD-MNA; ve Suc-3-CD-
MNA, spektrumlarinin her ikisinde 1637 cm™'de gériilen giiglii bantlar, Cys-

MNA yapisinin konjugasyonunun gostergesidir (Sekil 23).
MNA Testi

MNA testinin sonuglarina gore; oligomer omurgasi Uzerine Suc-f—CD-MNA;
molekulinde 221,16+51,68 pmol / g 6-MNA, Suc-B—CD-MNA; igin ise
521,76128,25 uymol / g 6-MNA konjuge edildigi gorilmustur (Tablo 12). Bu
degerler Suc-B-CD Uzerinde konjuge edilmis 6-MNA miktarlarini

gOstermektedir.
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Ellman Testi

Bolum 2.2.3.6’'da verilen Ellman testi ile Suc-B—CD Uuzerindeki disulfit
baglarinin tamamen aromatik yapilarla korundugunu dogrulamak amaciyla
serbest tiyol gruplarinin sayisi tespit edilmistir. Elde edilen sonuglara gore
Suc-B—CD Uzerinde serbest tiyol grubu sayisinin goézardi edilebilecek
miktarda dusuk (Suc-B-CD-MNA; i¢in 6,39+0,83 uymol / g ve Suc-B-CD-MNA;
icin 8,83+0,90 umol / g) oldugu ve tamamen korunan stabil bir tiyomer yapisi
elde edildigi gorulmustlr (Tablo 12). Benzer sekilde serbest tiyol gruparinin
gozardi edilebilecek miktarda dusuk oldugu ve disulfit baglarinin tamamen
aromatik yapilarla korundugu calismalar literaturde bulunmaktadir (Elbahwy
vd., 2018; Hintzen vd., 2013).

MNA ve Ellman testlerinin dogrulamasi olarak yapilan disulfit testinde, Suc--
CD-MNA; ve Suc-B-CD-MNAy'in sodyum borohidrit ile indirgenerek disulfit
baglarinin parcalanmasi sonrasinda toplam serbest tiyol grubu sayisini
gOsteren degerler Suc-B-CD-MNA; i¢in 423,51 + 31,44 ymol / g ve 947,12 +
25,21 ymol / g olarak bulunmustur (Tablo 12). Bu degerlerin yarisi disulfit
bagdinin kopmasindan sonra Suc-B-CD uzerinde immobilize olan serbest tiyol
gruplarindan, diger yarisi ise ayrilan MNA grubu Uzerinde serbest tiyol
gruplarindan kaynaklanmaktadir. Test sonucunda sodyum borohidrit
indirgenme sonrasi tiyol grubu mikarinin  yaklasik iki katina ¢iktigi
gOrulmektedir. Bu durum yapilan MNA testinin ve Ellman testinin sonugclarini

dogrulamaktadir.

4.3.2. Suc-B-CD-MNA/POS inkliizyon Komplekslerinin Hazirlanmasi ve

Yapisal Analiz Calismalari

Konak CD ve konuk ilag molekill arasinda bir inklizyon kompleksi olusmasi,
¢cOzeltide daha yuUksek stabilite, artan ¢ozinurlUk gibi, konuk bilesenin
farmakokinetik parametrelerinin ve fizikokimyasal Ozelliklerinin
iyilestiriimesine neden olur. Bu calismada liyofilizasyon ydntemi yoluyla
POS’un Suc-B-CD, Suc-B-CD-MNA; ve Suc-CD-CD-MNA; ile 1:1 molar
oranda inklizyon kompleksleri hazirlanmis ve bu kompleklerin yapilarn FT-IR
ve HR CS MAS ile dogrulanmistir.
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FT-IR spektrumlarinda gorulen, ana yapilara ait C = O, C = N ve C-N'un
gerilme titresimiyle ilgili bantlarin inklizyon kompleksi spektrumlarindaki
kaymis dalgalanmalari, Suc-B-CD ve POS arasindaki komplekslesmenin

teyiti olarak dustnulmastur (Tang et al., 2017).

Esit miktarda Suc-B-CD ve POS igeren fiziksel karisiminin FT-IR analizi, her
bir bilesenin bantlarini ayri ayri gosteren bir spektrum ortaya koymaktadir.
ilgili spektrumda 3340 cm™ (OH), 2934 cm™ (CH), 1707 cm™ (C = O) ve
11491076/1022/944 cm™ (COC ve CO)'da gérilen sinyaller Suc-B-CD
yapisindan kaynakhdir. 2885, 2831 cm, 1687 cm™ (C = 0), 1615 cm™ (C =
N), 1509, 1450, 1269 ve 828 cm™deki bantlar ise karisimdaki POS
varligindan kaynaklanmaktadir (Sekil 23).

Sirasiyla Suc-p-CD, Suc-B-CD-MNA; ve Suc-B-CD-MNAz'nin POS ile
olusturdugu inklizyon komplekslerinin spektrografileri, reaksiyon oncul
maddesi Suc-B-CD’e ait ayirt edici olan bantlari tagimaktadir. 3300, 3299 ve
3299 cm™ (OH germe), 2930, 2931 ve 2934 cm™ (asimetrik germe CH),
1719, 1728 ve 1730 cm™ (C = 0), 1152/1077/1025/942, 1152/1078/1024/942
ve 1152/1078/1024/942 cm™ (COC ve CO), Suc-B-CD yapisi ile ilgili
absorbsiyon bantlaridir.  Ayrica Suc-B-CD-MNA; ve Suc-B-CD-MNAz'nin
POS ile olusturdugu inkliizyon kompleksleri sirasiyla 1647 cm™ ve 1639 cm’
b'de (Cys-MNA: 1636 cm™) ve ayrica 1549 ve 1548 cm™de ek sinyaller
gOstermistir (Sekil 23).

Ayrica, spektrumda agikga POS ile ilgili olabilecek sinyaller bulunmaktadir.
POS’un Suc-B-CD, Suc-p-CD-MNA; ve Suc-B-CD-MNA.'nin ile olusturdugu
inklizyon komplekslerinden elde edilen biitiin spektrumlar, 1686 cm™de
POS’a ait C = O gerilmesini gosteren bir bant sergilemistir ve bu bulgu

literatUr ile uyumlu bulunmustur (Peixiao Tang vd., 2017).

Suc-B-CD/POS kompleksinin spektrumunda 1615, 1510, 1451, 1269 ve 823
cm™ dalga boylarinda gériilen bantlar, Suc-B-CD-MNA1/POS kompleksininin
spektrumunda 1510, 1450, 1270 ve 820 cm™'de gériilen bantlar ve Suc-B-
CD-MNA2/POS kompleksinin spektrumunda 2964, 1510, 1449, 1271 ve 822
cm™ dalgaboylarinda gériilen pikler inklizyon komplekslerinin yapisini
dogrulamaktadir($ekil 23).
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Bu verilere ek olarak, POS'un varligini tespit etmeyi amaclayan farklh ve daha
hassas bir analitik yontem olan HR CS MAS spektroskopisi galismalari

yapiimigtir.

Beklendigi gibi, POS igermeyen Suc-B-CD ve Suc-B-CD-MNA tirevieri
incelendiginde, POS molekllinde bulunan florire atfedilen karakteristik
sinyallere rastlanmadi. Buna karsilik, saf POS ve Suc-B-CD ve Suc-f-CD’in
yeni sentezlenmis tlrevlerinin POS ile olusturdugu inklizyon komplekslerinin
spektrumlari incelediginde flortre ait glgll sinyaller gézlenmistir. Bu nedenle,
flordr igeren bir etkin madde olan POS’un Suc-B-CD ve turevleri ile basariyla
enkapsule edilmesi sonucunda sonucunda beklendigi sekilde inklizyon
komplekslerinin  olusturuldugu HR CS MAS spektroskopisi tarafindan
dogrulanmistir (Sekil 24 - Sekil 27) (Wurtenberger & Gust, 2014).

4.3.3. Dissolusyon Testi

POS, pratikte su igerisinde ¢ozunmedigi kabul edilen ve log P degeri 5,5 olan
oldukga lipofilik bir molekuldir. Sekil 16’da sunulan verilere gére POS’un
distile su icindeki ¢ézunurltigu 0,011 mg/mL (SS + 0,001 mg/ mL), pH 4.5 50
mM laktat tamponu igindeki ¢o6zinurlGga 0,012 mg/mL (SS + 0,001 mg/ mL)

olarak bulunmustur.

Elde edilen Suc-B-CD/POS Suc-B-CD-MNA:/POS ve Suc-p-CD-MNA,/POS
inklizyon komplekslerinin pH 4.5 laktat tamponu igerisindeki ¢dzinme
kinetigi hakkinda veri elde etmek icin yapilan c¢alismalarda Suc-B-CD’in
POS’un laktat tamponu icerisindeki dissolisyonunu 5. saatin sonunda 58,616
kat arttirdigi saptanmistir (Sekil 23). Ote yandan, Suc-B-CD-MNA;'in POS'un
laktat tampon icerisindeki dissolUsyonunu 49,13 kat arttirdi§i, Suc-CD-CD-
MNA2'nin ise 33,61 kat arttigi gézlenmistir (Sekil 23). Her ¢ kompleksin
dissolisyonunun POS dissolusyonundan istatistiksel olarak farkli oldugu

yapilan istatistiksel analiz sonucunda gorulmustir (p<0.05)

CD molekdllerine tiyol grubu tasiyan yapilarin konjugasyonlari, CD’lerin ilag
dissollsyonu Uzerindeki etkilerini farkl sekillerde etkileyebilir. Moghadam ve
arkadaslari yaptiklari ¢alismada B-CD molekuline —SH gruplari konjuge
etmis ve elde ettikleri tiyole B-CD turevlerinin mikonazol nitrat dissollisyonu
uzerindeki etkilerini arastirmiglardir. Elde edilen verilere gore sudaki
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¢Ozunurligu en duguk dogal CD tiurevi olan B-CD’nin (Miranda vd., 2011)
halkasal omurgasina baglanan hidrofilik —SH gruplarinin sayisi arttikga;
mikonazol nitratin bu CD’lerle hazirlanan komplekslerinin dissollsyon
Ozelliklerinin de daha ¢ok iyilestigi gérulmuastir Bu sonucun —SH gruplarinin
hidrofilik yapisiyla agiklanabilecegi dusunulmektedir (Moghadam vd., 2018).
llaz ve arkadaslari ise yaptiklari c¢alismada 2-merkaptonikotinik asit
kullanarak o6nceden aktive edilmis a-CD’in trimetoprim dissolisyonu
Uzerindeki etkilerini arastirmiglardir. Sunulan verilere goére a-CD ile
hazirlanan trimetoprim inklizyon kompleksleri molekllin dissolisyonunu
iyilestirmis fakat CD omurgasina eklenen 2-merkaptonikotinik asit yapilarinin
sayllarinin armasi ile trimetoprimin sulu ortamdaki dissolusyonu

yavaslamistir (ljaz vd., 2017).

Bu calismada Suc-B-CD-MNA,/POS ve Suc-B-CD-MNA,/POS
komplekslerinin modifiye edilmemis Suc-B-CD/POS kompleksine gore daha
yavas ¢ozunme hizi sergiledigi gortlmastir. Ayrica Suc-B-CD-MNA1/POS
kompleksinin dissolisyon hizinin Suc-B-CD-MNA2/POS kompleksine goére
daha yavas oldugu gozlenmistir. Bu durumun CD omurgasina hidrofobik 6-
MNA'nin entegrasyonunun etkisiyle agiklanabilecegi,anyonik karbonhidrat
omurgasi Uzerindeki 6-MNA vyapilarinin sayisindaki artisa bagl olarak
kompleksin sulu ortamdaki ¢ozunurligunin azaldigi dusunulmektedir.
Ozetlemek gerekirse inkliizyon komplekslerinden POS’un dissoliisyon hizi
Suc-B-CD > Suc-B-CD-MNA; > Suc-B-CD-MNA; bi¢iminde siralanabilir.

Yeni sentezlenmis Suc-B-CD-MNA tirevleri ile elde edilen yavas dissollisyon
Ozelliklerine ragmen, komplekslesmemis POS’un sulu ortamdaki ¢dzinurlugu
g6z onune alindiginda elde edilen sonuglarin umut vaad edici oldugu

sdylenebilir.
4.3.4. Mukoadezyon Galigmalari

CD-ilag komplekslerinin hazirlanmasi, mevcut farmasétik eksipiyanlarla
formile edilmesi ve sunulmasi zor olan ilaglar igin formulasyonlarin
geligtiriimesine olanak saglamaktadir Bu durumun ila¢ piyasasinda CD bazli

farmasoétik Gran sayisina yansimasi giderek artmaktadir (T Loftsson vd.,
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2004). POS da ticari mustahzari olan Noxafil preparatinda sulfobutileter-[3-
CD ile formule edilmektedir( (Schiller & Fung, 2007)

Son yillarda daha elverigli guvenlik profillerine sahip CD tlrevlerinin
potansiyel kullanimi, c¢esitli yollardan ila¢g uygulamalari igin CD'lerin
genigletiimis kullanimina olan ilgiyi artirmistir Mukozal uygulama da bu

nedenle en gekici olanlar arasindadir (Moghadam vd., 2018).

Polimerlerin mukoadezif 6zellikleri, mukus jel tabakasinin fonksiyonel
kisimlari ve mukoadezif polimerlerin arasindaki etkilesimlere baghdir.
CD'lerin mukoadezif Ozellikleri, yapilarinin mukus glikoproteinlerinin sistein
bakimindan zengin alanlari ile disulfit baglar olusturmasina izin verecek

sekilde modifiye edilmesiyle buylk élgtude gelistirilebilir (Asim vd., 2018).

Tiyole mukoadezif polimerler, 2000’li yillarin basindan beri farmasotik
teknolojinin ilgi odagindadir.Tum olumlu o&zelliklerine ragmen, tiyomerler
Ozellikle inert kosullar altinda saklanmadikga pH 5'de tiyol oksidasyonuna
maruz kaldiklarindan ¢ozeltilerde ve jellerde nispeten daha az kararlidirlar.
Tiyol gruplarinin mukus tabakasi ile temas etmeden onceki bu ¢ok erken
oksidasyonu, tiyomer ve mukus tabakasi arasindaki etkilesimi bozabilir ve
bdylece tiyomerlerin etkinliginin dismesine neden olabilir. Bu sartlar altinda,
onceden aktiflestirilmis tiyol gruplarinin kullanimi, tiyomerlerin stabilitesini ve
mukadezyonunu arttirmak igin etkili bir yaklasim olabilir (Laffleur & Roéttges,
2019).

Disulfit baglarinin polimer Gzerinde aromatik yapilarla korunmasi, polimer
mukus tabakasi ile temas etmeden once gergeklesecek cok erken bir
oksidasyonu Onleyebilir. Ayni zamanda daha aktif tiyol gruplari uzun sure

mukozal membranlar ile temas saglayabilir.
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Sekil 46 : Tiyole CD - ilag inklizyon komplekslerinin mukustaki glikoprotein yapilari ile disulfit
baglari aracilhigiyla etkileserek mukoadezif 6zellik gostermesinin sematik gosterimi
Calismanin  bu bdélimunde, mukoadezif o6zelligi olmayan Suc-3-CD
molekuline  6-MNA'nin  konjugasyonu sentezlenen  Suc-B-CD-MNA
tirevlerinin  mukoadezif 6zellikleri incelenmistir. Sentezlenen tlrevlerin
mukoadezif 6zellikleri ilk olarak POS ile hazirlanan inklizyon komplekslerinin
domuz vajinal mukozasi kullanilarak olusturulan deneysel duzenek Uzerinde
degerlendirilmigtir. Bu dlizenekte 45° aclyla bir platforma sabitlenmis vajina
mukozasi Uzerinden laktat tamponu gecirilerek mukoza Uzerine yapisarak

kalabilen CD-ilag kompleksi miktari hesaplanmistir.

Domuz vajinal mukozasinda Suc-B-CD-MNA inklizyon kompleksleri ile
yapillan mukoadezyon c¢alismasi, sentezlenen tiyomerlerin geligtiriimis
mukoadezif Ozellikler gosterdigini dogrulamigtir. Sentezlenen, Suc-B-CD-
MNA;: ve Suc-p-CD-MNA; ile hazirlanan inklizyon kompleksleri modifiye
edilmemis Suc-B-CD ile hazirlanan komplekslere kiyasla sirasiyla 21,574 ve
37,674 kat daha yuksek mukoadezyon sergilemistir (Tablo 13). Sekil 29'da
gosterildigi  gibi, Suc-p-CD-MNA; ve  Suc-B-CD-MNA, inklizyon
komplekslerinin vajina mukozasina yapisabilir ve daha uzun sure kalabilir
oldugu gbzlenmistir ve Suc-B-CD-MNA; ile hazirlanan inklizyon
kompleksinin % 40'iIndan fazlasi 3 saat sonra vajina mukozasinda kalmistir.
Elde edilen sonuglarin istatiksel analizi sonucunda sentez urtnleri olan Suc-
B-CD-MNA; ve Suc-B-CD-MNA2’nin mukoadezyon 6&zelliklerinin  Suc-B-
CD’den anlamli bir olarak farklilik sergiledigi gortlmustir (p<0.05)
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Sentezlenen Suc-B-CD ve Suc-B-CD-MNA tarevlerinin mukoadezif 6zellikleri
ayrica yazilim kontrolli penetrometre (TA-XT cihazi) kullanilarak

incelenmistir.

Bolim 2.2.3.11’de detayl olarak agiklandigi gibi Suc- B-CD, Suc-B-CD-MNA;
ve Suc-B-CD-MNA; inklizyon komplekslerinin vajinal mukozadan ayriimasi
icin gerekli olan c¢ekme kuvveti belilenmis ve mukoadezif Ozellikleri
saptanmistir. Elde edilen sonuglar, modifiye edilmemis Suc-B-CD’ye kiyasla
Suc-B-CD MNA; ve Suc-B-CD-MNA;'yi mukozadan ayirmak icin gereken
kuvvetin sirasiyla 4,78 kat ve 7,40 kat daha fazla oldugunu gostermistir.
Uzerinde daha ¢ok 6-MNA konjuge edilen Suc-B-CD-MNAz'nin Suc-B-CD
MNA;:’e gore 1,55 kat daha mukoadezif oldugu gézlenmistir (Tablo 14).

Yapilan istatistiksel degerlendirme sonucunda hazirlanan inklizyon
komplekslerinin  mukoadezif 6zellikleri arasinda anlamli bir farklilik tespit
edilmistir (p<0.05).

Mukoadezif 6zelligin belirlenmesi igin izlenen her iki metottan elde edilen
sonuglara dayanarak MNA varliginin oligomerin mukoadezif 6zelligi
arttirdigi,Suc-B-CD-MNA turevleri karsilastirildiginda ise CD omurgasina
konjuge edilmis iglevsel gruplarin miktarindaki artis ile mukoadezif
Ozelliklerinin Suc-B-CD< Suc-B-CD-MNA; < Suc-B-CD-MNA; sirasiyla arttigi

saptanmigtir.

ljaz ve arkadaslari, oksidatif halka agilmasini izleyen indirgeyici aminasyon
yoluyla sisteaminin kovalent baglanmasina dayanan iki agsamali bir sentezle
mukoadezif tiyole B-CD (B-CD-Cys) elde etmislerdir (ljaz vd., 2015a). S6zu
gecen calismada B-CD-Cys, degistiriimemis B-CD ile karsilastirildiginda,
domuz bagirsak mukozasinda 49 kat geligtiriimis tutunma suresi ve domuz
bukkal mukozasinda 35 kat daha fazla adezyon sergilemistir. Baska bir
calismada ise a-CD'in okuller rezidansi, sisteaminin oligomerik omurga
Uzerinde immobilizasyonu ile elde edilen mukoadezif tlrevi ile 32 kat
arttinlmigtir (ljaz, Ahmad, vd., 2016). Bu c¢alismada elde edilen veriler
literatlrle karsilastirildiginda, Suc-B-CD-MNA tlrevlerinin  mukoadezif

Ozelliklerindeki gelismenin kabul edilebilir oldugu gérulmektedir.
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4.3.5. Sitotoksisite Galigmalari

CD'lerin ve bunlarin sentetik turevlerinin potansiyel kullanim alanlari
icerisinde stabilite, ¢ozunurluk ve biyoyararlanim gibi ilaglarin bazi
Ozelliklerinin iyilestiriimesi sayilabilir (Del Valle, 2004). Guvenlik, farmasoétik
formulasyonlarda kullaniimasi amaclanan yeni eksipiyanlar igin birincil bir
husustur. Pratikte kullaniimaya bagslanmadan o6nce CD'lerin biyolojik
davraniglari ile birlikte toksikolojik ozellikleri kapsamli bir gekilde

arastinimahdir (Moghadam vd., 2018).

Hucre kdltart c¢alismalari formulasyonlarin sitotoksik 6zelliklerini belirlemek
icin oldukga sik basvurulan bir yontemdir. Bu calismada HelLa hucreleri
Uzerinde resazurin testi yapilarak Suc-p-CD ve sentezlenen SucB-CD-MNA

tirevlerinin sitotoksik ozellikleri arastiriimigtir.

Resazurin testi konsepti, floresan olmayan resazurin boyasinin metabolik
olarak aktif hucreler tarafindan floresan resofurine indirgenmesine dayanir.
Resazurin (7-hidroksi-3H-fenoksazin-3-on 10-oksit), canli hlcreler tarafindan
pembe renkli ve oldukga kirmizi floresan resorufine geri dénlistimsuiz olarak
indirgenene kadar zayif bir sekilde floresan olan mavi bir boyadir. Olgiilen

floresans yogunlugu canl hicrelerle dogrudan ilikilidir (Elbahwy vd., 2018)

Suc-B-CD ve mukoadezif SucB-CD-MNA tirevlerinin sitotoksik ozelliklerini
belirlemek icin yapilan resazurin testi icin Bolum 2.2.3.12’de anlatildigi gibi
calisiimigtir. 4 saatlik inkibasyon suresi sonunda elde edilen verilere gore
Suc-B-CD ve sentezlenen Suc-B-CD-MNA turevlerinin herbirinin %0,5, %1,
ve %5’lik konsantrasyonlarda uygulandiklarinda HelLa hucrelerinin canlilik
oraninin %95 Uzerinde oldugu ve sitotoksik bir profil gdstermedikleri
g6zlenmistir (Sekil 30) Suc-B-CD ve sentezlenen Suc-B-CD-MNA turevlerinin,
%0,1, %1 ve %5’lik konsantrasyonlarinin uygulanmasi sonucu elde edilen
HelLa hucreleri canlilik oranlar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunamamistir (p>0.05) (Sekil 30).

Literaturdeki bazi c¢alismalar, tiyol gruplarinin hicre baglanma isleminde
hicre i¢i adezyon molekuli olan ICAM-1'in ekspresyonununda Kkilit
dizenleyicileri olduklarini géstermistir. Ornegin, L-sistein, reaktif oksijen
yolagini inhibe ederek ICAM-1 ekspresyonunu baskiladigi icin monositlerin

111



endotel hucrelere keton kaynakli adezyonunu bloke eder (Kiss vd., 2010;
Mukherjee, Mishra, Mukhopadhyay, & Hoidal, 2007). Buna kargin elde edilen
sonuglar, tiyol gruplarinin hicreler ile etkilesimlerinin hiicre canhligi Gzerinde
onemli bir etkisinin olmadigini goéstermistir, Ancak, hudcre canliliginin
oligomerin yukunden belirgin bir sekilde etkilendikleri saptanmistir. Katyonik
CD-SH tirevlerinin yuksek toksisitesi, heparin sulfat proteoglikanlari gibi
anyonik hucre yuzey alt yapilari ile iyonik olarak etkilesime giren ikincil amino
gruplar ve ardindan hicre zari bitinliguni bozan, fizyolojik pH'daki pozitif
yukuyle agiklanmigtir (Kiss vd., 2010; Mukherjee vd., 2007).

Literaturde yer alan gcalismalarda katyonik B-CD turevlerinin ortaya koyduklari
sitotoksisite profilleri ve bu ¢alismada ile elde edilen %95 hicre canlilik orani
g6zoéninde bulunduruldugunda, sentezlenen Suc-B-CD-MNA tirevlerinin
halka acgilmasi yoluyla sentezlenen katyonik CD tlrevlerine goére daha

guvenli oldugu soylenebilir (ljaz vd., 2015b, 2015a).
4.3.6. In vitro antifungal etkinlik ¢galigmalari

Farmasotik endustride CD’ler, ilacin ¢oézunurliguni ve stabilitesini artirmak,
formulasyonun fiziksel ozelliklerini degistirmek, formulasyonlarin hos
olmayan tat ve kokularini maskelemek igin geleneksel olarak
kullaniimaktadir. Bu durum antifungal formulasyonlar icin de gecerlidir ve
CD’ler, antifungal ajanlarin topikal, oral ve intravendz farmasoétik formlarinda

yaygin olarak kullanilirlar .

Bununla birlikte, CD’lerin kullanimi, etkin maddenin biyosidal aktivitesini
degistirilebilir. inklizyon kompleksi olusturulmus biyositler, kompleks halinde
olmayan biyositlerden énemli Olciide daha az veya daha cok aktif olabilir.
Cevher ve arkadaslarn yaptiklari calismada natamisin ile y-CD arasinda
inkllzyon kompleksi olusturarak, inklizyon kompleksinin daha dusuk
natamisin konsantrasyonlarinda antifungal etkin madde ile ayni MiK degerini
sagladigini ve sinerjik bir etki ortaya koydugunu gostermiglerdir (Cevher,
Sensoy, Zloh, & Milazimoglu, 2008). Di-n-desildimetilamonyum katyonunun
antifungal mekanizmasi ile ilgili bir ¢alismada, CD inklizyon kompleksinin
tipine bagli olarak, komplekslerin, kompleks halinde olmayan antifungal

madde ile ayni seviyede aktivite sergiledigi gosterilmistir (Leclercq, Lubart,
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Dewilde, Aubry, & Nardello-Rataj, 2012; Macaev, Boldescu, Geronikaki, &
Sucman, 2013). Nikolic ve arkadaglari ise yaptiklari ¢galismada biyokanin A
ve HP-B-CD ile hazirladiklari inklizyon kompleksinin komplekslesmemis
ilaca kiyasla, Candida albicans Uzerinde daha etkili oldugunu fakat
Aspergillus Niger'e karsl antifungal etkinlik sergilemedigini gostermislerdir
(Nikolic vd., 2018) .

Antifungal etkinligin belirlenmesi igin yapilan zaman - dldurme testi, in vitro
bir antimikrobiyal test materyaline (ilaca) maruz kaldiktan sonra belirlenen bir
ornekleme suresi icinde bir mikroorganizma populasyonundaki degisimi
dlger. llag veya ilacin seyreltik g¢ozeltisi belirli bir sicaklikta belirli bir siire
boyunca bilinen bir mikroorganizma popilasyonuyla temas ettirilir. ilac daha

sonra istenilen zamanda noétralize edilir ve hayatta kalan organizmalar sayilir.

Bu calismada, yapilan zaman - o&ldirme testinde ayni etkin madde
konsantrasyonundaki POS ile Suc-B-CD-MNA/POS Suc-B-CD-MNA;/POS ve
Suc-B-CD-MNA,/POS inklizyon komplekslerinin antifungal aktiviteleri
Candida albicans ATCC 1533 susuna karsi degerlendirilmistir. S6zU edilen
etkin madde ve inklizyon komplekslerinin antifungal aktiviteleri arasinda 24
saat sonunda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadidr goérulmustar.
(p>0.05). Buna karsilik tek basina POS’un ve inklizyon komplekslerinin
antifungal aktiviteleri kontrol grubu ile karsilastirildijinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark oldugu goérulmuastir (p<0.05) (Sekil 31) Buradan hareketle
komplekslesmenin etkin maddenin antifungal etkisini degistirmedigi ve
hazirlanan inklizyon komplekslerinin Candida albicans ATCC 1533 susuna

karsi en az POS kadar etkili oldugu séylenebilir.
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4.4. Mukusa Penetre Olabilen SNEDDS Formulasyonlarinin

Hazirlanmasi ve in vitro / eks vivo karakterizasyonu
4.4.1. SNEDDS Tipi Formiilasyonlarin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu

Mukusa penetre olabilen SNEDDS formulasyonlarinin hazirlanmasi igin.
once POS’un yuksek ¢cozunurlik gosterecegi bir SNEDDS yagh fazi formule
etmek amaciyla etkin maddenin mevcut eksipiyanlar igindeki ¢ozunurlugu
taranmistir Bunun i¢in Bolum 2.2.2°de anlatildigi gibi calisiimistir. Elde edilen

sonuglar .Sekil 16’da gdsterilmis ve Bolim 4.2’de tartigiimigtir.

Denenen ¢ok sayidaki eksipiyan arasindan Capmul 907p (yag), Capmul
908p (yag), Capmul MCM (yag), Kolliphor EL (surfaktan), Kolliphor RH40
(surfaktan), Acconon MC 82 NF (surfaktan), Transcutol (ko-solvan), PEG 400
(ko-solvan) SNEDDS formdulasyonlarinda kullaniimak tzere secilmistir Ayrica
kaynaklarda POS’un igerisinde yuksek c¢ozundrlik 140 (mg/mL) gosterdigi
bilgisi yer alan DMSO da formulasyonlar hazirlanirken ko-solvan olarak
kullaniimistir (“Websayfasi - Posaconazole”, 2019) Secilen eksipiyanlarin
literatirde SNEDDS hazirlamak igin olduk¢a yaygin olarak kullanildigi
goOrulmektedir (Mdllertz, Ogbonna, Ren, & Rades, 2010)

POS’un igerisinde yuksek ¢ozunurlik gosterdigi Transcutol (62,103 mg/mL)
ve Labrasol (27,596 mg/mL) eksipiyanlari ile yapilan formulasyon 6n
denemelerinde nanoemdulsiyon elde edilemedigi i¢in sonraki asamalarda

kullaniimamisgtir.

Secgilen eksipiyanlarin  Tablo 7'de verildigi gibi ¢esitli oranlarda
kombinasyonlari ile hazirlanan 48 adet SNEDDS formulasyonu incelenmistir.
Literatlrde vajinal uygulama icin gelistirlen SNEDDS formdulasyonlari ile
yapllan caligmalarda Kollner ve arkadaglarinin  1+2, Kassem ve
arkadaslarinin 1+9 gibi farkli oranlarda seyreltme uygulamalari
gorulmektedir (Kassem, Mohsen, Ahmed, & Essam, 2016; Kollner vd.,
2017b). Bu calismada ise SNEDDS yagli fazlari damlacik boyutu, zeta
potansiyel ve polidispersite indeksi 6zelliklerinin incelenmesinden 6nce su

veya tampon iginde 1+10 oraninda seyreltilmistir.

Hazirlanan 48 formulasyon arasinda faz ayrimi sebebiyle emdulsiyon

olusturmadigi gozlenen F1, F14, F15, F16, F19, F20, F21,diginda kalan 41
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adet formulasyonun damlacik buyudkluga, polidispersite indeksi ve zeta
potansiyelleri saptanmigtir (Tablo 15). Elde edilen sonucglarda en dusuk
damlacik boyutuna sahip formulasyonun 13,037+0,194 nm ile F17 oldugu, en
blylk damlacik boyutuna sahip formulasyonun ise 338,300+8,202 nm ile F4
oldugu gozlenmistir. Formulasyonlarin zeta potansiyelleri incelendiginde tum
formulasyonlarin nétral ya da notrale yakin pozitif veya negatif degerlere
sahip olduklari gértlmektedir. Bunun kullanilan tim eksipiyanlarin non-iyonik
bilesenler veya zayif iyonik Ozellikteki yag asitleri iceren bilesenler
olmasindan kaynaklandigi dusunulmektedir ve durum literaturle ile uyumluluk
gostermektedir. (Mullertz vd., 2010)

Test edilen formullasyonlarda, optimizasyon sarti olarak; mukusa
penetrasyon icin optimum 6zellik olan <200nm damlacik boyutu ve nétral ya
da noétrale yakin negatif yuk ve dusuk polidispersite indeksi aranmistir.
Karakterizasyon ¢alismasindan sonra, diger deneylere F6, F8, F10, F38, F40

ve F45 ile devam edilmesine karar verilmigtir

F6, F8, F10, F38, F40 ve F45 bir sonraki asamada % 1 (a’/h) POS ile
yuklenerek, POS yuklu formualasyonlar hazirlandiktan hemen sonra (sifirinci
saat) ve mukusun yenilenme slresi olan dorduclt satin  sonunda
formulasyonlarin damlacik buyuklugu, polidispersite indeksi ve zeta
potansiyel dlgiimleri yapilmistir Formulasyonlara etkin madde POS’un % 1
(a/h) oraninda eklenmesinin F45 formulasyonu harig diger 5 formulasyon igin
damlacik buyuklugunde artisa sebep oldugu goézlenmigtir. (Tablo 15 ve Tablo
16).

Bu 6 formullasyonun su ve pH 4.5 laktat tamponu igerisinde 4 saat slren
stabilite testleri sonucunda on plana c¢ikmistir. F45 formilasyonunun
baslangigta 113,667 + 8,256 nm damlacik boyutuna, 0,169 PDI degerine ve
0,767%0,109 zeta potansiyele sahip oldugu gorulmustur. 4 saat sonunda ise
133,723%4,200 nm damlacik boyutuna 0,155 PDI degerine ve -0,736+0,145
zeta potansiyele sahip oldugu gozlenmigtir. Degerlerdeki bu degisime
ragmen formulasyonun 4.saat sonunda da mukus permeasyonu igin optimum

Ozellikte oldugu gorulmektedir (Netsomboon & Bernkop-Schnurch, 2016)
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Bir sonraki asamada yukarida sozu edilen F6, F8, F10, F38, F40 ve F45

formulasyonlari ile log D galismasina gegilmistir
4.4.2. Log D Hesaplanmasi

Kendiliginden emlilsifiye olan ilag tasiyici sistemler son yillarda mukozal yolla
ila¢ uygulanmasi igin potansiyel bir platform olarak kabul edilmeye
bagslanmigtir. Bununla birlikte 6zellikle bu tipteki formulasyonlari optimize
etmek icin gerekli in vitro - in vivo korelasyon c¢alismalari bir deneme-
yaniima yaklasimi ile yudratilmektedir. Bu durumun baslica nedeni,
SNEDDS'den ila¢ salimini belirlemek i¢in uygun yontemlerin bulunmamasi
ve kullanilmakta olan yontemlerin zahmetli olmasidir. Clnku ilacin salim
ortami igindeki miktarinin belirlenmesi igin yagh damlaciklarin ortamdan

ayrilmasi gerekir.

SNEDDS formulasyonlarinin gelistiimesinde yuratilen salim g¢alismalarinin
¢ogunda, diyaliz membranlar veya elde edilen salim profili Gzerinde buyuk bir
etkiye sahip olan filtreler gibi bir ayirma membranlari kullanilmaktadir
(Zupancic, Grieinger, vd., 2016; Zupanci¢, Partenhauser, Lam, Rohrer, &
Bernkop-Schnurch, 2016). Ayrica, yapilan ¢ogu calismada da sink kosul
gerekliligine her zaman uyulmadidi goérilmektedir (Andreas Bernkop-
Schnirch & Jalil, 2018). Literatlirde yer alan bir derleme makalede membran
icermeyen ve sink kosul saglayan bir salim modelinin gelistirildigi takdirde
yararli olabilecegi fikrine yer verilmistir (Andreas Bernkop-Schnirch & Jalil,
2018). Buradan yola g¢ikarak ¢alismamiza bu tip bir ydntemin gelistiriimesi de

dahil edilmigtir. Bu dugtnceye gore

SNEDDS'den ilag salimi, lipofilik bir yagh fazdan sulu bir faza basit bir
difizyon islemine dayandigindan, salim davranisini karakterize etmenin
muhtemelen daha anlamlh bir yolu, dagihm katsayisinin (log Dsnepps / so)
belirlenmesidir. Bu nedenle salim galismalarina gecgilmeden 6nce POS’un
secilen alti  formilasyondaki Ilog D degerlerinin  hesaplanmasi

gerceklestirilmigstir.

Log D, basitgce bilesigin iki faz igerisindeki ¢dzinurlik farkinin bir élgima
oldugundan ilacin ¢oézundrlugunin SNEDDS yagh fazinda ve salim
ortaminda ayri ayri olgulmesiyle belirlenmistir. F6, F8, F10, F38, F40 ve F45
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icin POS’un yagh faz / pH 4.5 50 Mm laktat tamponundaki log D degerleri
hesaplanmigtir. Tum formudlasyonlarda POS’a ait log D degeri 3’ten buyuk

olarak bulunmustur (Tablo 17).

Log D snepps/so degerinin 3'Un altinda olmasi oldukga yuksek miktarda ilacin
hemen SNEDDS damlaciklarindan salinacaginin gostergesidir. log D
degerinin 5’ten buyuk olmasi durumunda ise ilag saliminin yavaglamasi
beklenir ki literatlirde bu tip bulgulara rastlanmaktadir. Ornegin log D > 5 olan
fenofibrat, sinnarizin gibi oldukga lipofilik ilaglar n damlaciklarin igerisinde gok
uzun sure kalma edgilimli olduklarn ve salimin yavas oldugu yapilan bir

calismada gosterilmistir.(Andreas Bernkop-Schnurch & Jalil, 2018).

Yukarida yapilan calismalar 1siginda POS iceren F6, F8, F10, F38, F40 ve
F45 formulasyonlari damlacik buayukligul, polidispersite indeksi, zeta
potansiyelleri, 4 saatlik stabiliteleri ve POS’un bu formulasyonlar igin log D
degerleri gbz 6nune alinarak bir degerlendirme yapilmig ve ¢alismamizin
bundan sonraki bdélimine % 20 Capmul 907,% 10 Kolliphor EL,% 45
Acconon MC8-2 EF ve% 25 DMSO igeren iceren F45 formulasyon ile devam

edilmesine karar verilmistir.
4.4.3. EU-NAC Kompleksinin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu

NAC oldukga yaygin kullanilan mukolitik bir ajandir (Rohrer vd., 2016).
SNEDDS formulasyonlarindan etkin madde saliminin iyonik etkilesimlerle
kontrol edilebilecegi fikrinden hareketle hem formulasyonlarin mukus
penetrasyon yeteneklerini arttirmak hem de mukolitik ajan NAC’in kontrollu
salimini saglayarak artirmak amaciyla NAC ve Eudragit RS 100 polimeri
arasinda Sekil 10’da sematik olarak anlatildi§i gibi iyonik etkilesimlere
dayanan bir polimer - ilag kompleksi olusturulmustur (Andreas Bernkop-
Schnidrch & Jalil, 2018). Bilindigi kadariyla bu ¢alisma Eudragit RS 100 gibi
iyonik bir polimer kullanilarak SNEDDS’ten ila¢ saliminin kontrol edilmesi

amaciyla yapilan ilk galismadir.

Bunun igin, suda ¢éziinmeyen katyonik EU RS 100 polimerinin etil alkoldeki
cOzeltisine pH 4’te anyonik NAC c¢oOzeltisi damla damla eklenmis ve iyonik

etkilesimle ¢coken kompleks liyofilizasyon yontemi ile saflagtiriimigtir.
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lyonik etkilesime dayali polimer — ilag komplekslerinin literatiirde ¢ok sayida
farkh amag icin hazirlandidi gorilmektedir. Lupo ve arkadaslari katyonik
kitosan polimerinden hareketle sentezlenen tiyole kitosan turevleri ile anyonik
sodyum dodesil sulfat arasinda polimerin lipofilitesini arttirmak UGzere bir
kompleks hazirlamiglar ve elde ettikleri Grinu SNEDDS iginde formdule
etmislerdir . Eudragit ticari markasi ile satisa sunulan polimetakrilik asit
polimerleri, tasidiklari iyonik grubun yukune ve miktarina bagli olarak pek ¢ok
farkh tipte formullasyondan kontrolli, geciktiriimis veya hemen salim
saglanmasina olanak taniyan ve farmasotik endistrisinde uzun zamandir
kullanimda olan polimerlerdir. (Jenquin & McGinity, 1994; Wagner &
McGinity, 2002). Eudragit RS 100 katerner amonyum grubu tasiyan katyonik
bir polimerdir ve anyonik ilaglarin kontrolli salimini saglanmasinda literattirde
Eudragit RS ile yapilan ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir (Cufia, Vila Jato, &
Torres, 2000; Mehta, Chawla, Sharma, & Pawar, 2013; Narisawa, Nagata,
Hirakawa, Kobayashi, & Yoshino, 1996).

Bu calismada hazirlanan EU-NAC kompleksi FT-IR ile yapisal olarak analiz

edilmis ve Ellman testi kullanilarak icerdigi NAC miktarinin belirlenmistir.

FT-IR

Katyonik Eudragit RS 100 polimerindeki amonyum grubundan kaynaklanan
pozitif yuk ile NAC’'In karboksilik asit grubu arasindaki negatif yukun
etkilesimine dayanan iyonik kompleksin yapisi FT-IR ile dogrulanmistir (Sekil
33). Elde edilen FT-IR spektrumunda EU-NAC kompleksinin -N-H gerilme
bandinin 3400 cm™de oldudu goériilmistiir. Gériilen bu kayma Eudragit RS
100 ve NAC arasindaki iyonik etkilesimi dogrulamaktadir

Miktar Tayini

Elde edilen EU-NAC kompleksinin NAC igerigi miktari Ellman Testi ile
bulunmustur. 400 mg EU RS 100, ve 160 mg NAC’tan hareketle elde edilen,
80 mg kompleksin etil alkol i¢cinde ¢oézindurilmesinden sonra uygulanan
miktar tayininde-20+1,40 mg NAC igerdigi gbézlenmistir. Buradan hareketle

kompleksin elde edilmesi esnasinda distile su ile yikama igleminde fiziksel ve
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iyonik etkilesimlere maruz kalmadigi icin bir miktar NAC’In ortamdan

uzaklastirildigi soylenebilir.

4.4.4. POS-EU-NAC-SNEDDS Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu

EU-NAC kompleksi ile vyapilan FT-IR analizi sonrasinda optimum
formulasyon olarak belirlenen F45 formulasyonu kullanilarak mukolitik EU-
NAC kompleksi ve %1 POS iceren SNEDDS formulasyonlarinin
hazirlanmasina gecilmistir. Kargilastirma yapabilmek amaciyla Tablo 8'de
verilen formulasyonlar ayri ayri hazirlanmis ve karakterizasyon galismalari
yapilmistir. Karakterizasyon galismalarina gecilmeden yaglh fazlar yine distile

su veya laktat tamponu 1+10 oraninda emdulsifiye edilmigtir.

Tablo 18'de sunulan verilerde goéruldugu gibi baslangigta SNEDDS
formulasyonu 115,633£1,186 nm damlacik boyutuna ve -0,580+0,151 mV
zeta potansiyele sahiptir. Eudragit RS 100 vyukli EU-SNEDDS
formulasyonunun damlacik boyutu 106,200+£0,889 nm ve zeta potansiyeli
27,550+1,457 mV olarak bulunmustur. Bos formulasyonun Eudragit RS 100
polimeriyle yuklendikten sonra gozlenen zeta potansiyelindeki bu dramatik
artisin Eudragit RS 100 polimerindeki pozitif ydkli katerner amonyum
gruplarindan kaynaklandigi dustnulmektedir. Bu bulgu literatir ile de
uyumludur (Elbahwy vd., 2018). Ayrica bu formulasyon igin elde edilen PDI
deg@erlerinin zamanla arttigi, buna ragmen halen kabul edilebilir bir aralikta

oldugu gorulmektedir.

Kontrol olarak kullanilan NAC-SNEDDS formulasyonunun 97,227+1,115 nm
damlacik boyutuna -2,738+0,310 mV zeta potansiyele sahip oldugu
go6zlenmigtir (Tablo 17). Bos formulasyon ile NAC-SNEDDS formulasyonu
arasinda gorulen kuglk zeta potansiyel degisiminin eklenen NAC’tan

kaynakli oldugu dustnulmektedir (Rohrer vd., 2016).

Eudragit RS 100 ve NAC arasindaki iyonik etkilesimle hazirlanan EU-NAC
kompleksinin  SNEDDS vyagli fazlarina eklenmesiyle elde edilen
nanoemdulsiyonun 128,467+7,366 nm damlacik boyutuna ve 10,550+0,954
mV zeta potansiyele sahip oldugu gozlenmistir (Tablo 18).
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Mukusa penetre olabilen antifungal SNEDDS formulasyonu olarak formule
edilen final formulasyon olan POS-EU-NAC-SNEDDS nanoemdlsiyonu ile
yapilan analizlerde damlaciklarin damlacik boyutunun 173,400+2,136 nm,
zeta potansiyelinin 9,333+£0,434 mV ve PDI degerinin 0,265 oldugu
saptanmigtir. POS-EU-NAC-SNEDDS nanoemulsiyonunun
hazirlanmasindan 4 saat sonra yapilan olgumlerde bulunan degerler ise
damlacik boyutu igin 198,230+£0,283 nm, zeta potansiyel i¢in 10,517+0,938
mV dir. PDI ise 0,283 olarak bulunmustur (Tablo 18). Elde edilen bu sonug
damlacik boyutundaki artisa ragmen, formulasyonun damlacik boyutunun,
mukusun yenilenme suresi olan 4 saat sonunda dahi mukusa penetrasyon
icin ideal boyut olan 200 nm’nin altinda oldugunu géstermektedir (Dinnhaupt
vd., 2015; Netsomboon & Bernkop-Schnirch, 2016).

Ayrica F45 ve ondan hareketle hazirlanan POS-EU-NAC-SNEDDS
formulasyonu i¢in uzun sureli stabilite testleri yapilmistir. Baglangigta ve 3 ay
sonunda yapilan Olcimlerde damlacik boyutu, PDI ve zeta potansiyel
degerlerinde 6nemli bir degisiklik goértlmedigi formilasyonun hala istenilen

damlacik boyutu araliginda oldugu goérulmustar (Tablo 19)

SNEDDS formulasyonlarinin damlacik morfolojisi floresan mikroskop
calismasi ile incelenmis ve emdlsifikasyon sonucunda beklenildigi Uzere

yuvarlak bigimli damlaciklarin elde edildigi gérilmustir (Sekil 34, - Sekil 37).
4.4.5. POS Salim Galigmalari

Bolum 2.2.4.7°de anlatildigl izere SNEDDS formulasyonlarindan POS salim
profilini tespit etmek icin diyaliz tipleriyle yapilan calismalarda 4. saatin
sonunda POS ¢odzeltisindeki tim etkin maddenin (%100) reseptor faza
gectigi, POS-SNEDDS formulasyonlarindan gegcen POS miktarinin %61,
POS-EU-NAC-SNEDDS formdulasyolarindan ise vyaklasik %54 oldugu
saptanmistir. 24 saatin sonunda alinan O&rneklerde ise POS-SNEDDS
formulasyonunun igerdigi etkin maddenin yaklasik %88’inin, POS-EU-NAC-
SNEDDS formulasyonunun igerdigi etkin maddenin ise yaklasik %71’inin
salindigi gézlenmistir (Sekil 38). Elde edilen salim profilleri istatistiksel olarak
incelendiginde her iki formulasyonun POS c¢o6zeltisine ve birbirine kiyasla
anlamli bir farkhlik tasidigi gértlmastir (p<0.05). POS-SNEDDS ve EU-NAC-
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POS-SNEDDS formulasyonlarinin diyaliz membran metodu kullanilarak elde
edilen salim profillerinin farkhlik gostermesinin sebebinin; Eudragit RS 100
polimerinin yagli damlacik yuzeyinde vyapisal bir engel olusturmasi

olabilecegi dusunulmektedir.

Denklem 4’te verilen Nernstsches dagilim yasasina gore ilaglarin iki faz
arasindaki dagilimi; ilacin D degeri ile yaglh fazin ve salim ortaminin
hacimlerinden hareketle hesaplanabilir. Bu dagilim degeri, ilacin
baglangictaki salim orani hakkinda fikir verebilir. POS’un F45
formulasyonundaki D degerinden hareketle Nernstsches dagilim
denkleminden hesaplanan degere gore POS’'un, SNEDDS yagl fazinin salim
ortaminda 1+10 oraninda seyreltiimesi sonucu yaklasik 99%’luk miktarinin
damlaciklar iginde kalacagi, salima ugramayacagi on gorulmektedir. Ancak
bu 6ngora, POS igeren formulasyonlarla diyaliz membran kullanilarak yapilan
salim calismalarinda elde edilen verilerle uyusmamaktadir. Bu durumun
DMSO igeren salim ortaminin kullaniimasna bagh oldugu disunidlmektedir.
SNEDDS tipi formilasyonlar, temel olarak biyofarmasétik siniflandirma
sistemine gore Sinif Il ve Sinif IV ilaglar gibi suda az ¢ézundr ilaglari formale
etmek igin kullanilirlar, organik ¢ézlculer ve / veya surfaktanlar igeren salim
ortamlarina veya buyuk hacimli salim ortamlarina ihtiya¢ duyarlar. Yardimci
ajanlarin eklenmesi s6z konusu oldugunda gozlemlenen salim profillerinde
farkhlik  olusabilir ¢linki eklenen organik ¢odzlculer/ surfaktanlar,
SNEDDS’lerin bilesimlerini degistirerek yagdli damlaciklarin igine girer ve bu
da farkh bir salim profili elde edilmesi ile sonuglanir. Calismamizda gorilen
ve Nernstsches dagilim denkleminden elde edilen sonugla ¢elisen bir salim
profili elde edilmesi, literatirde yer alan bu yaklasimla iligkilendirilmistir
(Agboola & Dalgleish, 1996; Garcia-Rio, Mejuto, Pérez-Lorenzo, Rodriguez-
Alvarez, & Rodriguez-Dafonte, 2005).

4.4.6. Mukusa Permeasyon Deneyi

Mukus, vicut bosluklarini kaplayan epitel dokuya yapisik, olduk¢a viskoz bir
sividir. Asil gorevi mekanik, kimyasal, bakteriyal ve viral etkilere kargi
mukozayi korumaktir. Mukozaya uygulanan ilag tasiyici sistemler de ilk 6nce

penetre olamayacak kadar buylk pargaciklarin gegisini engelleyen, 10-200
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nm boyutlarinda bogluklara sahip i¢ ice gegmis ags! bir mikro yapi olan bu

mukus bariyeri ile kargilagirlar.

SNEDDS yagh damlaciklarinin ortalama buyuklugu 10- 200 nm araliginda
olsa bile mukus jelinin yari gegirgen yapisi, suyun, iyonlarin, besin
maddelerinin, bazi proteinlerin ve 50 nm’den buyuk parcaciklarin /
damlaciklarin yapisal olarak degismeden serbestce gegmesine izin
vermeyebilir.  Mukolitik ajan kullanimi, mukus ag yapisini bozarak daha
blylk boyutlarda olsa bile SNEDDS veya nanopartikil tipindeki
formualasyonlarin mukusa rahatlikla penetre olmasini saglayabilir. Menzel ve
arkadaslari, mukolitik ajanlar igeren nano ilag tasiyici sistemlerin, jel
tabakasinin yapisini veya butunlugunu tahrip etmeden capraz bagli musin
aginin lokalize bir sekilde gevsemesine ve jel tabakada kucguk delikler
olusmasina neden oldugunu ileri siirmigslerdir. ilag emiliminin buyik kismi,
mukozal bariyerin gevsek oldugu bu yerlerde meydana gelir. Menzel ve
arkadaslarina goére fizyolojik kosullar altinda meydana gelen mukus
yenilenmesinin de dikkate alinmasi gerekir (Menzel & Bernkop-Schnirch,
2018). Mukusun yenilenme suresi, Goblet hlcrelerinden salgilanmasi ile
mukozal membran Uzerinde bulunan mukusun yer degistirmesi arasinda
gecen sure olarak tanimlanabilir. Mukusun bu yenilenme 6zelligi goz onunde
bulunduruldugunda, musin jel yapisinin ag buyuklugundeki kismi artisin
zamanla sinirl oldugu soylenebilir (Dawson, Krauland, Wirtz, & Hanes, 2004,
Johansson, 2012).

Diger yandan SNEDDS nanodamlaciklarinin hidrofobik yizey 6zellikleri ve
mukus tabakasi ile etkilesimlerinin sekil deformasyonu kabiliyetleri nedeniyle
nispeten dusuk olmasi sebebiyle, daha kuguk ag gdozeneklerine sahip mukus
jel tabakalarindan bile difuze olabildigi literatirde belirtiimektedir (Boegh,
Garcia-Diaz, Mullertz, & Nielsen, 2015; Dunnhaupt vd., 2015)
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Kolonizasyonu

Sekil 47 : Mukusa penetre olabilen SNEDDS formilasyonlarinin epitelde kolonize olan
Candida albicans tUzerindeki etkisinin sematik gosterimi

Yukaridaki bilgiler dogrultusunda bu galismada SNEDDS damlaciklarinin

hidrofobik ylizey yapisi ve sekil deformasyon yeteneklerininden kaynaklanan

mukus permeasyon ozelliklerinin mukolitik bir ajanla kullanilarak arttiriimasi

amaclanmistir.

POS igeren SNEDDS formulasyonlarinin dogal mukus igindeki tasinimini
analiz etmek igin Bolim 2.2.4.9’da anlatildigi gibi Transwell difiizyon odasi
sistemi kullaniimistir (Menzel & Bernkop-Schnurch, 2018). Bunun i¢in mukus,
verici ve alici kompartmanin arasina yerlestiriimis polikarbonat filtre tabanl
insertlere yerlestirilmis, verici bolmesine formulasyonlar yuklenmis ve bu ince
mukus tabakasinden gecerek alici bdlmesine diflize olan ilag miktarini
degerlendirmek igin alici kompartmandan &rnekler alinmistir. Ornekler,
POS’un floresans 6zellik gostermesinden yararlanilarak alici kompartmana

gecgen miktar hesaplanmigtir.

POS-SNEDDS, POS-NAC-SNEDDS, POS-EU-SNEDDS ve POS-EU-NAC-
SNEDDS ile yapilan mukus permeasyon testinden elde edilen sonuglara
gore, 4 saatin sonunda, POS-SNEDDS formulasyonu i¢cin mukus bariyerini
asarak alici kompartmana ulasan POS oraninin % 0,119+0,39 oldugu
gOrulmustir. Buna karsin NAC-SNEDDS formulasyonunda bu oranin %
8.251+1,597 ve EU-NAC-SNEDDS formilasyonunda ise 9%6,550+1,922
oldugu gorulmustir (Sekil 39). Bu sonuclar hem tek basina hem de
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komplekslesmis halde NAC-SNEDDS formulasyonlarinin POS’'un mukusa
permeasyon Ozelliklerini dramatik olgude iyilegtirdigini gostermektedir. POS-
NAC-SNEDDS formilasyonunun, 69,336 kat, POS-EU-NAC-SNEDDS
formulasyonunun ise POS-SNEDDS formulasyonuna gére mukusa 55,042
kat daha fazla penetre olabildigi gorulmuastur. Yapilan istatistiksel
degerlendirmede, POS-NAC-SNEDDS ve POS-EU-NAC-SNEDDS
formulasyonlarinin  mukus permeasyon Ozelliklerinin bog SNEDDS’ten
anlamli fark gosterdigi saptanmistir (p<0.05). Diger taraftan NAC-SNEDDS
ve EU-NAC-SNEDDS arasinda istatistiksel olarak anlamh fark
bulunmamaktadir (p>0.05). EU-NAC SNEDDS'’in permeasyonunun NAC-
SNEDDS’e goére 4. saatin sonunda daha az olmasinin sebebinin NAC’In
Eudragit RS 100 ile kompleks olusturulmasina baglh oldugu sdylenebilir.
Kontrol olarak kullanilan ve Eudragit RS 100 iceren EU-SNEDDS
formulasyonunun mukus permeasyon Ozelliklerinin  bogs SNEDDS
formulasyonundan istatistiksel olarak farkli olmadigi (p>0.05) da gériimustar.
Bu sonuca goére Eudragit RS 100 polimerinin SNEDDS formulasyonlarinin

mukus permeasyonu Uzerinde etkisi olmadigi gorulmektedir.

NAC gibi serbest tiyol grubu tasiyan mukolitik ajanlarin, disulfit baglarini
parcalayarak musin liflerinin ¢apraz baglanmasini azalttigi bilinmektedir.
Rohrer ve arkadaslar yaptiklari bir ¢galismada, NAC benzeri serbest tiyol
grubu tasiyan Dbilesikler iceren SNEDDS formulasyonlarinin  mukus
permeasyonunu donen tlp metodu kullanarak degerlendirmigler ve bu
bilesiklerin permeasyonu olumlu yénde etkiledigini gdstermislerdir (Rohrer
vd., 2016). Bu doktora calismasinda elde edilen sonugclar da farkh bir mukus
permeasyon metodu kullaniimasina ragmen sozu gecen literaturle uyumluluk

gOstermektedir.

Mukusun icerigindeki siyalik asit ve sulfonik asit yapilari sebebiyle negatif
yukli oldugu bilinmektedir. Pozitif yuklu partikiller mukus ile elektrostatik
etkilesimler kurarak mukusun Ust tabakalarina tutunurlar ve alt tabakalara
penetre olamazlar. Literatlirde, bu sebeple partikillerin / damlaciklarin negatif
yukli olmasinin mukus penetrasyonu igin bir avantaj oldugu belirtiimektedir.

Ayrica daha kuguk partikullerin / damlaciklarin blyuk olanlara gére mukusa
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daha kolay penetre olabildigi bilinmektedir. POS-EU-NAC-SNEDDS’in pozitif
zeta potansiyele ve daha buyuk damlacik boyutuna sahip olmasina ragmen,
negatif zeta potansiyele ve daha klg¢lik damlacik boyutuna sahip POS-
SNEDDS formulasyonundan daha iyi mukus permeasyon 6zelligi gdstermesi,
formulasyondaki NAC’In sebep oldugu mukus aginin disulfit baglarinin
kopmasi, mukus viskozitesinde azalma ve sonucunda mukus jel tabakasi
boyunca arttirlmis bir gecirgenlik ile aciklanabilir (Rohrer vd., 2016). Elde
edilen bu verinin gelecekte vyapilacak c¢alismalara katki saglayacagi

dusunulmektedir.

Bu sonugclara gore EU-NAC kompleksi ile birlikte formule edilen POS igeren
SNEDDS formdilasyonlarinin, mukustan POS permeasyonunu arttirarak
mukus altindaki epitel Uzerinde kolonize olan Candida albicans uUzerindeki

etkinligini arttiracagi ileri surulebilir.
4.4.7. In Vitro Mukolitik Etkinlik Deneyleri

Mukus glikoproteinleri, esnek bir ad olusturur ve mukusun viskoelastik
Ozelliklerinden sorumludur. Mukolitik maddelerle mukusun bozunmasi, bu ag
yapisinin kaybolmasina ve mukusun viskozitesinin azalmasina neden olur
(Bell vd., 1985; Pearson, Chater, & Wilcox, 2016). Glikoprotein zincir
yapisinin kisalmasi yoluyla mukus viskozitesinin azaltilmasi, papain,
bromelain ve tripsin gibi proteolitik enzimler ya da NAC gibi serbest tiyol
grubu tasiyan mukolitik maddeler kullanilarak saglanabilir (Leichner vd.,
2017; Menzel & Bernkop-Schnurch, 2018; Netsomboon & Bernkop-
Schndirch, 2016).

Yukarida sayilanlarlar gibi mukolitik ajan iceren formulasyonlarin mukus
uzerindeki etkilerini reolojik élcimler ile degerlendirmek mimkandar (Maller
vd., 2013). Formulasyonlarin mukolitik aktivitesi, yeni toplanmis mukusa
eklenmelerinin ardindan dinamik viskozitenin belirli zaman araliklarinda

Olculmesiyle saptanabilir.

Bu doktora tez galigmasi kapsaminda reolojik dlgimler yapilarak ile SNEDDS
formulasyonlarinin in vitro mukolitik aktiviteleri arastiriimis ve karsilagtirmali
olarak  degerlendirilmigtir. Mukusa 10:1 (a/a) oraninda eklenen
formulasyonlarin 2. ve 4. saat sonundaki etkisi, oOrneklerin dinamik
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viskozitelerinin  Olgulmesi yoluyla belirlenmigtir. Hi¢ bir formulasyon
eklenmeyen mukus Orneginin 4 saat boyunca viskozitesinde bir degisme
g6zlenmemigtir. Deneyde kontrol olarak kullanilan ve NAC icermeyen
tampon c¢ozelti ve bos SNEDDS formulasyonlarinin eklenmesi sonucunda
mukus viskozitesinde, mukolitik aktiviteden kaynaklanmayan, sebebi Ornek
iceriginin  degismesi olan bir azalma gorulmugtir. EU-SNEDDS
formulasyonunun 4 saat sonunda mukus viskozitesi tizerinde anlamli bir etki

gOstermedigi gdézlenmis ve bu sonug ayni sekilde yorumlanmigtir. (Sekil 40).

Diger yandan NAC iceren formulasyonlar ile elde edilen sonuglar
incelendiginde; NAC-SNEDDS formulasyonun 4 saat sonunda mukus
viskozitesini baslangic degerinin % 4,228+0,118'ine (yaklasik % 96’lik
azalma) kadar duastrdigu goértlmastir (Sekil 38). NAC ¢ozeltisi ile inklbe
edilen mukus Ornegdinin viskozitesinin 4 saat sonunda baslangi¢ dederinin
%1,685+£0,068’ine kadar dustugu (yaklasik % 99 azalma) gdézlenmigtir.
Mukolitik aktiviteleri agisindan NAC-SNEDDS ile NAC c¢ozeltisi arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark gértilmemistir (p>0.05). EU-NAC-SNEDDS
formulasyonunun 4 saat sonunda mukus viskozitesinin baslangi¢ degerinin
yaklasik 5%’ine kadar dusurduga gozlenmistir.  Yapilan istatistiksel
degerlendirmede, EU-NAC-SNEDDS mukolitik aktivite profilinin istatistiksel
olarak NAC-SNEDDS’ten anlamh bir fark tasidigi goértlmastir (p<0.05).
Yapilan salim ¢alismalarinin degerlendiriimesinin ardindan yorumlanabilen
bu farkin, 2. Saatteki NAC salimi farkindan kaynaklandigi bunun da EU-NAC
kompleksi iceren formilasyondan NAC saliminin daha yavas olmasina bagh

olabilecegi dusunulmustur.

Gergeklestirilen mukolitik aktivite calismasi degerlendirildijinde gelismis
permeasyon ile sonuglanan mukus vyapisini lokal olarak pargalama
yeteneklerinden dolayr mukolitik ajan tasiyan mukusa penetre olabilen
sistemlerin, dustk ¢oézinlrlige ve dolayisiyla dislik biyoyararlanim ya da
lokal etkinlige sahip olan ilaglarin verilmesi igin bir ¢ozUm sunabilecegi

dusunulmektedir.
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4.4.8. Sitotoksisite Galigmalari

Hazirlanan SNEDDS formulasyonlarinin sitotoksik etkilerini arastirmak igin
HelLa hicre kultiri Uzerinde resazurin testi gerceklestirilmistir. Resazurin
testi konsepti, floresan olmayan resazurin boyasinin metabolik olarak aktif
hicreler tarafindan floresan resofurine indirgenmesine dayanir. Olglilen

floresans yogunlugu canl hicrelerle dogrudan iligkilidir.

Resazurin testinde elde edilen sonuglara gére SNEDDS konsantrasyonu ile
hicre toksisitesi arasinda pozitif bir korelasyon gdzlenmistir (Sekil 42).
Sitotoksik etkileri arastirilan 4 formulasyon (Bos SNEDDS, EU-NAC-
SNEDDS, POS-SNEDDS ve POS-EU-NAC-SNEDDS) i¢in de HelLa hucreleri
uzerindeki sitotoksik etkinin % 0,1 konsantrasyonda en az %
10konsantrasyonda ise en fazla oldugu ve sonuglarin istatistiksel olarak farkl

oldugu gozlenmigtir (p<0.05).

Konsantrasyon artisina baglh olarak toksik etkinin artmasi beklenen bir
durumdur. Literatirde yer alan bir calismada da SNEDDS tipi
formulasyonlarin  igeriklerinde yer alan ylzey aktif maddelerin
konsantrasyonuna bagli olarak sitotoksik etki gosterdigi belirtiimistir. (Bu,

Narayanan, Dalrymple, Cheng, & Serajuddin, 2016; Ujhelyi vd., 2012)

Mukusa penetre olabilen SNEDDS tipi formulasyonlar, mukusun altinda
bulunan epitelyal hucrelere zarar verme riski tasirlar. Temel olarak simdiye
kadar yayinlanan tim calismalarda SNEDDS'lerin in vitro hicre kualtari
deneylerinde toksik etki gostermesinin en onemli nedeni, iceriklerinde yer
alan ve hucre zarina penetre olarak hucre olumune sebep olan yuksek
konsantrasyonda yuzey aktif madde icermeleridir (Menzel & Bernkop-
Schndirch, 2018)

Konsantrasyon sabit tutularak (%10) formulasyonlarin sitotoksik etkileri
kargilastirildiginda 4 saatlik sure sonunda elde edilen verilere gore,
formulasyonlarin HelLa hiucreleri Uzerindeki sitotoksik etkileri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark gdézlenmemistir (p<0.05). Bulunan sonug¢
ayni konsantrasyonlarda Caco-2 hucre hatti Gzerinde yapilan g¢alismalarla
uyumluluk gdstermektedir (Narayanan, Dalrymple, Cheng, & Serajuddin,
2016).
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Hazirlanan POS-EU-NAC-SNEDDS formulasyonu igin yapilan hucre kaltiru
calismasi sonucunda formulasyonlar arasinda sitotoksisite agisindan
istatistiksel olarak anlaml bir farklilik bulunmamasina ragmen kesin ve dogru
sonuca ancak in vivo galismalar ile ulasilabilecegi distiniimektedir. Ozellikle
mukozaya uygulanan sistemlerde in vitro testler hi¢ bir zaman gergek in vivo
kosullari yansitmamaktadir ¢unkd hdcre kalturi c¢alismalarinda, hucreler
epitel hucrelerinin aksine, in vivo sartlarda korundugu gibi mukus tabakasi
tarafindan korunmamaktadir (Menzel & Bernkop-Schnirch, 2018; S. Zaichik
vd., 2019)
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4.4.9. In Vitro Antifungal Etkinlik Caligmalari

Bu calismada, POS iceren SNEDDS formulasyonlarinin Candida albicans
ATCC 1533 susu Uzerindeki zamana baglh olarak gosterdigi antifungal etkisi
incelenmigtir. Yapilan deneyde, POS-EU-NAC-SNEDDS, ve POS-SNEDDS
formulasyonlarinin antifungal etkisi POS solusyonu ile karsilagtiriimigtir
Ayrica EU-NAC kompleksinin antifungal etkisinin olup olmadigi da
arastinimistir (Sekil 43).

Elde edilen verilere gore, 24 saat sonunda beklendigi gibi mukolitik EU-NAC
kompleksinin herhangi bir antifungal etkisi olmadigi ve kontrol grubundan

istatistiksel olarak anlamli bir farkllik gostermedigi gorulmustur (p>0.05).

POS-EU-NAC-SNEDDS formulasyonunun Candida albicans ATCC 1533
susu Uzerindeki antifungal etkinliginin istatistiksel olarak kontrol grubundan
farkh oldugu (p<0.05), diger yandan POS ¢ozeltisinden ve hem POS igeren
SNEDDS formulasyonundan farkl olmadigi (p>0.05) gézlenmigtir. Bu durum
final formulasyonu olan POS-EU-NAC-SNEDDS formulasyonunun Candida
albicans ATCC 1533 susu ustinde etkin madde solusyonu kadar etkin

oldugu seklinde yorumlanabilir.
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4.4.10. SNEDDS formiilasyonlarindan NAC Salimi ve Yeni Salim Metodu

Gelistirme Caligmalari

POS igeren vajinal SNEDDS formulasyonlarinin  gelistiriimesi ve
karakterizasyonu c¢alismalarini gerceklestirirken yapilan salim c¢alismalari
sirasinda NAC molekulindn serbest tiyol grubu igermesinden ve literatlrde
yer alan bir derleme makalede membran icermeyen ve sink kogul saglayan
bir salim modelinin gelistirildigi takdirde yararli olabilecegi fikrinden yola
cikarak NAC icin alternatif bir salim metotu gelistirip gelistiriiemeyecegi
arastinimistir (Andreas Bernkop-Schnurch & Jalil, 2018). S6zu edilen bu
makalede SNEDDS'den ilag salim ¢alismalari igin yaygin sekilde kullanilan
membranli  yontemlerin bazi sakincalarindan bahsedilmektedir. Bu
yontemlerde yagli damlaciklar, serbest ilaca gecirgen olan, ancak yagl
damlaciklari gecirmeyen filtreler veya diyaliz membranlari yoluyla salim
ortamindan ayrilir, SNEDDS veya ayirma membraninin salimi kontrol etme
etkisi arasinda ayrim yapmak zorlasir. Verici kompartmandan alici
kompartmana gegiste mevcut sinirh difizyon membrani ylzey alani
nedeniyle, yagdli damlaciklardan salim ortamina tasinabilecek ila¢ miktarini
etkilemesi sonucunda ¢ogu durumda sink kosullarin ihlal edildiginin de alt

cizilmistir (Andreas Bernkop-Schnurch & Jalil, 2018).

Bu bdlimde yapilan calismalar kapsaminda, NAC iceren formulasyonlar
hazirlanmis ve NAC salim profilleri 6nce konvansiyonel diyaliz membran
metodu ile belirlenmistir (Sekil 44) Bolum 2.2.5.1'de anlatildigi gibi ¢aligilarak
gerceklestirilen salim deneyleri sonucunda diyaliz membrani yontemi ile elde
edilen verilere gére NAC c¢ozeltisinden NAC salimi 1 saat sonunda dengeye
ulagsmistir. NAC-SNEDDS formulasyonundan 15. dakikada NAC’in %50’sinin
salindigi tespit edilmistir. Bu deger 2. saatin sonunda % 76‘ya, 4. saatin
sonunda % 81’e ulagsmistir. Denklem 6’te verilen ve zamandan bagimsiz
olarak ilag dagiim miktarinin hesaplanmasini saglayan Nernstsches
denklemine gére, SNEDDS yagli fazinin salim ortaminda 1+10 oraninda
seyreltimesi sonucu yagli damlaciklar icindeki NAC miktarinin yaklagik
90%’inin sulu faz icine gegecedi hesaplanmistir. Ancak NAC-SNEDDS'’ten
diyaliz membran yontemi ile elde edilen salim miktari Nernstsches esitligi ile
hesaplanan miktara ulasmamistir. Elde edilen bu sonug¢ salim profili
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uzerindeki membran etkisi olarak yorumlanmig ve literatir ile uyumlu

bulunmustur (Andreas Bernkop-Schnurch & Jalil, 2018).

Sadece EU-NAC kompleksi slspansiyonu igceren membrandan salimin ise
NAC c¢Ozeltisi ve NAC-SNEDDS formulasyonundan vyavas oldugu
gorulmagtur En yavas salimin EU-NAC-SNEDDS formulasyonundan oldugu
saptanmisgtir. Buradan hareketle diyaliz membrani yontemiyle elde edilen
NAC salim profili Gzerinde, hem NAC ile Eudragit RS 100 polimeri arasindaki
iyonik etkilesimin hem de SNEDDS formulasyonunun etkisi oldugu ileri
surllebilir. Elde edilen salim profilleri istatistiksel olarak incelendiginde EU-
NAC-SNEDDS formuilasyonu ile diger tum formulasyonlar bire bir

karsilastirildiginda anlamh bir fark oldugu (p<0.05) gérulmustr.

NAC ile vyapillan salim calismalarinin ikinci kisminda SNEDDS
formulasyonlarindan ila¢g saliminin herhangi bir membran veya ¢ozucu etkisi
olmadan incelenebilmesi igin yeni bir metot gelistiriimistir. Bu metodun temel
prensibi, yagl damlaciklardan sulu ortama salinan NAC’in ortamdaki Ellman
Reaktifi ile tepkimeye girerek olusturacagi renkli Griintin fotometrik tayini ile

konsantrasyonunun belirlenmesine dayanmaktadir (Sekil 12).

SH
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Sekil 48 : NAC Molekulu

Ellman Reaktifi ((5,5'-ditiyo-bis-[2-nitrobenzoik asit]), DTNB) alkali ortamda
indirgenmis sisteinler ve diger serbest sulfidril gruplari ile reaksiyona girerek
bu maddelerin ¢ozeltideki konsantrasyonlarini belirlemek icin guvenilir bir
yontem saglar. Tiyoller, DTNB ile reaksiyona girerek, disulfit bagini kirar ve
alkali pH'ta su icinde TNB? dianyonuna iyonize olan 2-nitro-5 tiyobenzoat
(TNB") elde edilir. TNB-2 dianyonu yaklasik 405 nm dalga boyunda detekte

edilebilen sari renge sahiptir (Ellman, 1959).
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Sekil 49 : Ellman Reaksiyonu

Bu reaksiyona dayanarak, yagli damlaciklardan 0,25 yM konsantrasyonda
DTNB igeren sulu faza salinan NAC miktari bolum 2.2.3.8 anlatildigi gibi
hesaplanmistir. Sekil 45°da verilen sonuglar incelendiginde diyaliz membrani
yontemi ile yapilan salim galismasinin aksine, bu yontemle Nernstsches
dagihim denklemini dogrulayan sonugclar elde edildigi gorilmektedir. NAC’a
ait Log Dsnepps/so degeri 1.108 olarak hesaplanmis ve Nernstsches dagilim
denklemine gore NAC'In baslangigta % 9,974 oraninda SNEDDS yagl fazi
icinde kalacadi ve vyaklasik 90 % oraninda sulu ortama dagilacagi
hesaplanmistir. Salim ¢alismasinda elde edilen sonuglarda NAC-SNEDDS
formiUlasyonundan ilk o&lgim noktasinda salinan NAC miktarinin
90,576+3,525 oldugu ve bu degerin Nernstsches dagilim denkleminden elde

edilen degerle uyustugu gozlenmistir.

EU-NAC kompleksinin Ellman tamponu icinde stspande edilmesiyle elde
edilen salim profilinden kompleksin igerdigi NAC’Iin tamamini 2 saat iginde
saldigl gézlenmistir. Salimdaki bu yavaslamanin Eudragit RS 100 polimerinin
Islanmasi ve erozyonu igin gecgen sureye bagh oldugu dusunulmustir benzer
etki literatlirde yer alan calismalarda da goérilmektedir (Fujimori, Yonemochi,
Fukuoka, & Terada, 2002). Eudragit RS 100 zayif iyon degistirici regine
Ozelligine sahip bir polimerdir ve anyonik molekuller ile formule edildiginde
ilaci sigmoid seklinde karakterize edilebilecek bir salim profili ile salar
(Glaessl, Siepmann, Tucker, Rades, & J.Siepmann, 2010; Narisawa, Nagata,
Hirakawa, Kobayashi, & Yoshino, 1996). EU-NAC kompleksinin NAC salim
profili incelendiginde baslangigtaki 50%lik salimin kompleksin fiziksel
yuzeyinde tutunmus olan NAC’In ortamdaki anyonlarla hizh yer
degistirmesinin bir sonucu olabilecegi ve daha sonrasinda sigmoid olarak
sekillenen salim profilinin polimerin Islanarak sismesinin ardindan iyon

degisim mekanizmasinin tekrarlanmasinin sonucu olabilecegi ileri surllebilir.
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EU-NAC SNEDDS formulasyonundan NAC salimi incelendiginde, kontrollu
bir salim profili elde edildigi ve en yavag NAC saliminin bu formulasyondan
oldugu gorulmektedir (Sekil 45). Grafikte 2. Saat sonunda yaklasik % 48, 4.
Saat sonunda ise yaklasik % 88’e ulagsan bir NAC salimi gérulmektedir. Elde
edilen profil, NAC saliminin hem iyonik kompleks olusumu hem de SNEDDS
tarafindan kontrol edildigini gostermektedir. Sigmoid sekilli salim profilinin
yine Eudragit RS 100 polimerininin kullaniimasinin bir sonucu olacagi
dusundlebilir. Suda ¢ézinmeyen bir polimer olan Eudragit RS 100, SNEDDS
yagh fazi icinde formule edildiginde polimerin 1slanmasi ve sismesinin
yalnizca yag damlaciklari / su arayuzunde gergeklestigi ve bunun sonucunda
kontrolli bir salim elde edildigi duasuntlmektedir. Bernkop-Schnirch ve
arkadaslari yayinladiklari derlemede SNEDDS’ten ilag saliminin iyonik
etkilesimlere dayanarak hazirlanan ilag-polimer kompleksleri ile kontrol
edilebilecegini 6ne surmuslerdir (Andreas Bernkop-Schnirch & Jalil, 2018).

Calismamizda elde edilen veriler bu 6ngértyu dogrulamaktadir.

Formulasyonlara ait salim sonuglar istatistiksel olarak analiz edildiginde,
salim profillerinin birbirinden anlamli farkliliklar (p<0.05) tasidigr gérulmustar.
Membran ve ¢ozuclu etkisi olmadan NAC saliminin belirlenmesine olanak
veren ve yeni gelistirilen bu salim metodunun SNEDDS formulasyonlarindan
NAC salimi ile ilgili, gercege daha uygun veriler sagladigi disundlmektedir.
Ayrica NAC molekull gibi serbest tiyol grubu igeren baska molekuller igin de

alternatif bir salim metodu olarak kullanilabilecegi 6n gorulmektedir.
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Sonug ve Oneriler

Bu doktora tez ¢alismasinda oral ve iv yolla uygulanan tablet, sispansiyon
ve infuzyon tipinde formulasyonlari bulunan POS’un ilk kez vajinal Candida
albicans enfeksiyonlarinin  tedavisinde kullaniimak uUzere mukozaya
uygulanabilen iki farkli formulasyonu gelistiriimis ve bu formulasyonlar in vitro

/ eks vivo olarak karakterize edilmistir.

Calismanin birinci bolumunde ilk olarak POS’un suda ¢ozunarlGgunin
iyilegtirilmesi ve formulasyona mukoadezif Ozellik kazandiriimasi amaciyla,
Suc-B-CD’den hareketle tiyole CD tlrevleri sentezlenmistir. Bunun igin daha
once CD’ler ile yapilan benzer ¢calismalarda kullanilan halka acilmasi yéntemi
yerine daha kolay izlenilebilecek, literatirde ¢ok sayida polimerin tiyollenmesi
icin kullanilan amit bagdi olusumuna dayali bir reaksiyon yolagikullaniimistir.
Elde edilen drunlerin literatirde halka acilmasi yoluyla sentezlenmis CD
trevlerine kiyasla daha iyi bir sitotoksisite profili sergiledigi gosterilmistir.
Sentezlenen mukoadezif Suc-B-CD tdrevleri ve POS’un olusturdugu
inklizyon komplekslerinin iyilestirilmis bir dissolisyon profili ve mukoadezyon
sergiledigi de gorulmustar. Ayrica hazirlanan inklizyon komplekslerinin
antifungal etkinlikleri arastinimis ve Candida albicans susu Uzerinde etkin

oldugu bulunmustur.

Bu calismada tiyole CD tirevi sentezi icin merkaptonikotinamit kullaniimistir.
Gelecekte yapilacak calismalarda; merkaptonikotinamit ve merkaptonikotinik
asit kullanilarak sentezlenen CD turevlerinin ila¢ dissolisyonu ve mukoadezif
Ozellikler Uzerindeki etkisinin karsilastirmali olarak incelenmesinin literature

katki verecegi dusunulmektedir.

Bu calisma kapsaminda sentezlenen tiyole CD tlrevlerinin kullanimi ile;
sadece POS igin degil, POS gibi suda dustuk ¢ozunurliuk gosteren lipofilik
ilaglarin  ¢ozunurlik  ozelliklerinin  iyilestiriimesi, sitotoksik etkilerinin
azaltilmasi, ve topikal uygulamalarda mukoadezif 6zellik sergilemesi

sagdlanabilir.
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Calismanin ikinci kisminda, mukusa penetre olabilen bir ilag tagiyici sistem
geligtiriimesi hedeflenmis, bu amacla katyonik Eudragit RS 100 polimeri ve
mukolitik etkili NAC kullanilarak EU-NAC kompleksi hazirlanmis ve bu
kompleksi iceren SNEDDS formule edilmigsti. EU-NAC kompleksinin
formulasyona eklenmesinin SNEDDS damlaciklarinin mukus penetrasyon
Ozelligini dramatik sekilde arttirdigr gozlenmigtir. Ayrica yapilan diger
deneylerde formulasyonlarin mukolitik etkinlikleri, in vitro antifungal etkileri ve

sitotoksik ozellikleri incelenmistir.

Calismanin Gglncl bdlimu, POS igeren vajinal SNEDDS formilasyonlarinin
gelistiriimesi ve karakterizasyonu c¢aligmalarini gerceklestirirken yapilan
sallim c¢alismalari sirasinda NAC molekulinin serbest tiyol grubu
icermesinden ve literaturde yer alan bir derleme makalede membran
icermeyen ve sink kosul saglayan bir salim modelinin geligtirildigi takdirde
yararli olabilecegi fikrinden yola ¢ikarak NAC igin alternatif bir salim metotu
gelistirip  gelistirilemeyecegi  konusunun  arasgtirimasina  ayriimistir.
SNEDDS’ten NAC salimini belirlemek amaciyla 1960’lardan beri yaygin
olarak kullanimda olan Ellman testinden hareketle gelistirilen bu yeni salim
metodunun basariyla ¢alistigi goértalmastur. Lipofilik ilaglarin formule edilmesi
icin oldukga uygun bir secenek olan SNEDDS'ten farkli ilaglarin salimini
degerlendirebilmek amaciyla yeni metotlarin gelistiriimesinin gelecekte ilgi
cekece@i dusunulmektedir. Bu calismada geligtiriien ve Ellman Testi’'ne
dayanan yeni salim metodunun serbest tiyol grubu tasiyan ilaglarin SNEDDS
tipi formulasyonlardan saliminin belirlenmesinde yeni bir segenek olacagi ve

bu baglamda literature katki verecegi dustunulmektedir.

Ayrica bu yeni salim metoduyla yapilan deneylerden elde edilen sonuglarda
iyonik bir polimerin kullanimi ile NAC gibi hidrofilik etkin maddelerin SNEDDS
formualasyonlarindan  kontrolli  saliminin  saglanabilecedi  goruimustar.
Yapilacak c¢alismalarda; farkh iyonik polimer ve hidrofilik etkin madde
kompleksleri ile pek c¢ok ila¢ igin SNEDDS formulasyonlarindan kontrollt

salim saglanabilir.

Mukozal dokuya ila¢ uygulanmasinda hem mukoadezif hem de mukusa

penetre olabilen sistemlerin kendilerine 6zgu avantajlari vardir. Gelecekte
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mukozal uygulamalar igcin formulasyon geligtirme c¢alismalarinda egilimin,
mukoadezif ve mukusa penetre olabilen formulasyonlarin Gstun ozelliklerinin
ayni formulasyonda kombine edilmesiyle yeni ilag tasiyici sistemlerin

tasarlanmasi yonunde olacagi dusunulmektedir.
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