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OZET

Urgiiplii, B. Herpes Simpleks Enfeksiyonunun Topikal Yolla Tedavisine Yénelik
Asiklovir Yiiklii Kitosan/Poliakrilik Asit Film Formiilasyonlar1 Hazirlanmasi ve
In Vitro Degerlendirilmesi, Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii
Farmasotik Teknoloji Program Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2024. Herpes
simpleks virisii, HSV-1 ve HSV-2 olarak 2 tiirli bulunan, niifusun yaklasik %90’ 1nin
40 yasina kadar enfekte oldugu bilinen olduk¢a yaygin bir hastaliktir. Enfeksiyon,
viicut sivilariyla veya dogrudan temas ile kolaylikla bulasabilmektedir. Genellikle ilk
bulas sonrasi belirti vermemekle beraber bagisiklik sisteminin baskilanmasi ile
genellikle agiz, dudak ve genital bolgede karakteristik lezyonlar ile kendini
gostermektedir. Viriisiin enfeksiyon bolgesine bagli olarak sistematik veya lokal
tedavi uygulanmaktadir. HSV’nin oral tedavisinde asiklovir, famsiklovir ve
valasiklovir tercih edilmekle birlikte topikal tedavide en yaygin olarak Asiklovir
iceren krem formiilasyonlar: kullamlmaktadir. Ozellikle Asiklovir’in  diisiik
biyoyararlanimi, diisiik permeabilitesi ve kisa yarilanma omrii (3 saat) nedeniyle
topikal uygulama uzun siireli ve sik tekrarli olmaktadir. Tedavide goriilen bu
sikintilarin listesinden gelmek ve hasta uyuncunu arttirmak i¢in yenilik¢i tedavilere
ithtiya¢ duyulmaktadir. Bu calismada hazirlanan topikal adhezif film formiilasyonlar
ile Asiklovirin mukoza ile etkilesiminin artirilmasi ve ilag salimimin uzatilmasi
saglanarak doz azaltilacak ve hasta uyuncu artirilacaktir. Kullanilan biyoadezif
polimerler olan kitosan ve poliakrilik asit ile asiklovirin penetrasyon 6zelliklerinin ve
deriden gecisinin artirilmast ile mukozanin derinliklerine ilacin ulagmasi
saglanacaktir. Yapilan in vitro karakterizasyon ¢aligsmalari sonucunda Asiklovir yiiklii
kitosan/poliakrilik Asit film formiilasyonlarinin Herpes Simpleks’in topikal yolla

tedavisi i¢cin umut vaat eden sistemler oldugu sonucuna varilmistir.
Anahtar Kelimeler: Asiklovir, topikal, film, kitosan, poliakrilik asit.
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ABSTRACT

Urgiiplii, B., Preparation And In Vitro Evaluation of Acyclovir Loaded
Chitosan/Polyacrylic Acid Film Formulations For Topical Treatment of Herpes
Simplex Infection, Master's Thesis, Pharmaceutical Technology Program,
Graduate School of Health Sciences, Hacettepe University, Ankara, 2024. Herpes
simplex virus is a very common disease with 2 types as HSV-1 and HSV -2,
approximately 90% of which are known to be prevalent until 40 years of age. The
infection can be transmitted through body fluids or direct contact. It usually presents
with lesions in the mouth, lips and genital area with suppression of the immune system
after the typical initial infection. Systemic or local treatment depending on the regimen
of the virus. Acyclovir, famciclovir and valacyclovir are preferred in oral treatment of
HSV, while cream formulations containing Acyclovir are most commonly used in
topical treatment. Especially due to the low bioavailability, low permeability and short
half-life (3 hours) of Acyclovir, topical application is long-term and frequently
repeated. Advanced treatments are needed to expand these problems seen in treatment
and to process patient compliance. In this study, the topical adhesive film formulations
prepared will increase the interaction of Acyclovir with the mucosa and prolong the
drug release, thus reducing the dose and increasing patient compliance. The
bioadhesive polymers used, chitosan and polyacrylic acid, will increase the penetration
properties of acyclovir and its passage through the skin, thus ensuring that the drug
reaches the depths of the mucosa. As a result of the in vitro characterization studies, it
was concluded that Acyclovir-loaded chitosan/polyacrylic acid film formulations are
promising systems for the topical treatment of Herpes Simplex.

Key Words: Acyclovir, topical, film, chitosan, polyacrylic acid.

Supported by Hacettepe University Scientific Research Projects Fast Support Project
with number 20856.
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1. GIRIS

Herpes simpleks viriisii (HSV) giiniimiizde oldukc¢a yaygin bir hastaliktir. Tip
1 (HSV-1) ve tip 2 (HSV-2) olmak iizere iki tiirevi vardir. HSV-1 genel olarak, agiz
ve dudaklarda tutulmakta iken HSV-2 genital bolge enfeksiyonlarmma neden
olmaktadir. Niifusun %88'inden fazlasinin 40 yasina kadar HSV tip 1 (HSV-1) ile
enfekte oldugu bilinmektedir. HSV-1, Oncelikle kontamine tiikiiriik veya diger
sekresyonlarla dogrudan temas yoluyla yayilir. Hastaligin baglangici genellikle ani

olup, karakteristik lezyonlar ile kendini gosterir (1).

HSV enfeksiyonunun topikal, oral veya parenteral yol ile tedavi
edilebilmektedir. En yaygin tedavi sekli sentetik bir asiklik piirin-niikleozid analogu

olan Asiklovir’in topikal yolla uygulamasidir (2, 3).

Viriisiin topikal tedavisinde Asiklovir igeren krem formiilasyonlar1 yaygin
olarak kullanilmaktadir. (%5 a/a) Asiklovir iceren krem formiilasyonlari, lezyonlar
lizerine veya enfeksiyon baglamasindan sonra belirmesi beklenen lezyonlara
uygulanir. Giinde 5 kez, gece dozu atlanarak yaklasik 4 saatlik araliklarla
uygulanmaktadir. En az 5 giin boyunca tedavi uygulanmasi gerekmektedir.

Iyilesmemesi durumda ise tedavi 10 giine kadar uzamaktadir (4).

Topikal yolla ilag uygulanmasinin oral ve parenteral uygulamalara goére bir¢cok
avantaji vardir. Topikal yolla ilag uygulamasi oral ilag uygulamasinda karsilagilan
gastrointestinal kanaldaki ila¢ emilim problemleri, karaciger ilk gecis etkisi, ilag yutma
giicliikleri, mide bulantis1 ve kusma gibi bir¢ok problemin Onlenmesine olanak
tanirken parenteral ila¢ uygulamasina gore de daha kolay ila¢ uygulamasi saglayarak
hasta uyuncu yiiksek bir tedavi sekli olmaktadir. Ayrica topikal uygulama ile uzun

stireli ve kontrollii ilag salimi da saglanabilmektedir (5).

Bukkal ila¢ uygulamasi, agiz boslugu icerisinde yanagin i¢ kisminda yer alan
bukkal mukozaya ilag uygulamasidir. Bukkal ila¢ uygulamasi ile hem lokal hem de
sistemik ilac etkisi saglanabilmektedir. Bu yol, belirtmis oldugumuz topikal yolla
uygulama ile saglanan tiim avantajlara da sahiptir. Bukkal yol ile genellikle tablet

uygulamas1 yapilirken, kisisellestirilebilir boyutu, esneklik ve uygulama kolayligi



nedeniyle mukoadezif bukkal filmler de bu yol icin iyi bir alternatif sunmaktadir.
Mukadezif bukkal filmler bu avantajlar1 yani sira uzun siireli ila¢ saliminda da olduk¢a

kullanighdir (6).

Kitosan, biyouyumluluk, diistik toksisite ve biyobozunur 6zellikleri sayesinde
bir¢ok ilag formiilasyonu i¢in tercih edilmektedir. Kitosan’in bu avantajlarina ek
olarak film olusturucu 6zelligi sayesinde, siirekli ilag salim1 i¢in de tercih edilmektedir.
Kitosan, mukoadezif ve katyonik 0Ozellikleri nedeniyle anyonik polimerler ile
etkilesimleri de incelenerek mukoadezif film formiilasyonlar1 i¢in kullanilabilecegi
Ongorilmiistiir. Ayrica kitosanin penetrasyon oOzellikleri de incelenmis ve bu

penetrasyon 6zelligi sayesinde mukoadezif filmler igin tercih nedeni olmustur (7).

Anyonik bir polimer olan Poliakrilik asit de kitosan gibi membran
penetrasyonunu arttirict 6zelligi bilinmektedir. Membran penetrasyonunu arttirici
Ozelligini hiicre dis1 Ca2+’y1 selatlama yeteneginden sagladigi bulunmustur. Bu

ozellikleri sayesinde birgok film formiilasyonunda kullanilmak {izere aragtirilmigtir

(8).

Asiklovir, HSV basta olmak {iizere birgok viral enfeksiyonun tedavisinde
kullanilmaktadir. A1z ve genital bolge HSV lezyonlari, zona ve sugicegi gibi viral
enfeksiyonlarda Asiklovir ilk tercih edilen terapotik ajandir. Asiklovir yalnmizca
mevcut olan semptomlarin tedavisinin yani sira enfeksiyonun niiksetmesini
engellemek ve korunmak amaciyla da kullanilmaktadir. Ancak bu, enfeksiyonlarin
tedavisi degildir. Ayrica bagisiklik sistemi zayif olan kisilerde asiklovir, virlisiin
viicudun diger boélgelerine yayilarak ciddi enfeksiyonlara neden olma riskini de
azaltabilir (4).

Asiklovir diisiik biyoyararlanima sahip olup krem formiilasyonu, ortam
kosullaria kars1 koruyucu bir etki saglamamasi nedeniyle uygulama siklig1 ¢ok
fazladir. Uygulama siklig1 ve tedavi siiresinin uzun olmasi hasta tarafindan diizenli bir
sekilde uygulanmasini oldukca zorlastirmaktadir. Bu calismada hasta uyuncu ve tedavi
etkinligini arttirmak hedeflenmistir. Oncelikle ilacin uygulama bdlgesinde uzun siire
kalmas1 ve stabilitesini artirmak amaciyla film formiilasyonu hazirlanmistir. Film

formiilasyonu; ilacin, uygulama bélgesinde tutulumunu saglayacak ve ilacit ortam



kosullarindan koruyacak film tabakasi sayesinde etken maddenin uzun siire uygulama
bolgesinde kalmasini saglayacaktir. Bu sayede ilacin uygulama siklig1 azaltilacak ve
hasta uyuncu arttirilmis olacaktir. Ayrica ilacin topikal biyoyararlanimi ve tedavi
etkinligini arttirmak amaciyla mukoadezif Ozellikte Kitosan ve poliakrilik Asit
polimerlerinin  kullanilmas: ile Asiklovir’in penetrasyonunun iyilestirilmesi
dolayisiyla  Asiklovir’in  tedavi etkinliginin  arttirllmasimin  saglanabilecegi

Ongoriilmiistiir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Derinin Genel Ozellikleri

Deri viicudun ¢ogunlugunu kaplayan, olduk¢a karmasik olan ve insan
viicudundaki en biiyiik organdir. Yetiskin bir insanda yiizey alani1 1.5 ile 2.0 m?
arasinda degismekte olan deri viicudu susuzluktan, dis yaralanmalardan ve bakteriyel
veya viral enfeksiyonlardan korumak icin ilk savunma hattidir. Ayrica kisiden kisiye
degismekle birlikte 0.6mm ile 2.4 mm arasinda bir kalinliga sahiptir. Deri, epidermis,

dermis ve hipodermis olmak iizere ti¢ katmandan olusur (9).

Deri, kendi katmanlarinda kan damarlari, lenfatik damarlar, sinir sistemi, yag
ve ter bezleri gibi ¢esitli yapilari igerir ve viicudumuzun olmazsa olmaz bir pargasi

olarak, hayati faaliyetlerimizin saglanmasinda birgok 6nemli islevleri yiirtitiir (10).

Deri epidermis, dermis ve hipodermis olmak tizere 3 temel katmandan olusur.
Epidermis esas olarak Kkeratinositlerden meydana gelmek birlikte melanositler,
Langerhans hiicreleri ve Merkel hiicrelerini de yapisinda bulundurur. Dermiste ise
papiller ve retikiiler tabaka bulunmaktadir. Dermis kan damalarinin bulundugu
katmandir. Hipodermis ise derinin en alt tabakasinda yer alirken yag dokusu ile gevsek
bag dokusundan meydana gelmektedir (11).

2.1.1 Epidermis

Epidermis derinin en diginda yer alir. Derinin rengi, dokusu ve neminden
sorumludur. Epidermis, skuamo6z ve keratinize hiicrelerden olusur ve 4 katmanli bir

yapiya sahiptir (11).

Epidermis, cinsiyet, genetik, cografya gibi birgok etkene bagli olmakla birlikte
ortalama olarak 0.05 ile 0.3 mm arasinda bir kalinliga sahiptir. Epidermisin kalinligi,

ilag gecirgenligi i¢in dnemli bir faktordiir (12).

Epidermis, temel olarak skuaméz ve keratinosit hiicrelerinden olusur ve distan
ige dogru stratum corneum, stratum lucidum, stratum granulosum, stratum spinosum

ve stratum basale olmak iizere 5 tabakadan olugmaktadir (11).



2.1.2 Dermis

Dermis, epidermis ve hipodermis katmanlar1 arasinda yer almakta olup
ortalama 2 ile 4 mm arasinda bir kalinligina sahiptir. Derinin en kalin katmani olmasi
nedeniyle derinin fiziksel etmenlerden korunmasinda rol almaktadir. Dermis, kendi

icerisinde papiller tabaka ve retikiiler tabaka olarak iki katmandan olusmaktadir (13).

Papiller tabaka, dermisin en iistiinde bulunur. Papiller tabaka, icerdigi elastik
ve ince kolajen lifleri sayesinde esnek ve ince bir yapiya sahiptir. Ayrica bolca kan
damari, sinir lifi igermektedir. Papiller tabakasi, hiicrelerin deriye adezyonunun
arttirllmasini saglayarak dermisten hiicre gecisinde 6nemli rol oynamaktadir. Bunun
yani1 sira makrofaj ve mast hiicresi gibi bir¢ok hiicreyi de yapisinda bulundurmaktadir

(13).

Retikiiler tabaka, dermisin yaklasik %70’ini olusturan kalin bir tabakadir.
Dermisten madde gegisinin gergeklestigi, diizensiz dizilimli kollajen liflerinden olusur
ve yapisinda elastin lifleri ve hyaluronik asit icermektedir. Retikiiler tabaka, papiller
tabakaya gore daha kalin ve yogun bir lif agina sahip iken yapisinda daha az sinir

lifleri, damar, melanosit ve mast hiicresi bulundurmaktadir (14).
2.1.3. Hipodermis

Hipodermis tabakasi, dermis ile kas dokusu arasinda bulunmakta olup yag ile
bag dokusundan olugmaktadir. Hipodermis enerjinin depolanmasi ve viicudun fiziksel

darbelerden korunmasinda gorev almaktadir (15).



Epidermis:
Stratum corneum
Stratum lucidum
Stratum granulosum
Stratum spinosum
Stratum basale

Papillary
Dermis

Reticular
Hipodermis

Sekil 2. 1. Derinin yapis1 Ve katmanlari
2.1.4. Deriden Emilim

Deriye uygulanan ilacin emilmesi, ila¢ formiilasyonunun etken maddeyi
salmasi, etken maddenin deriden penetrasyonu ve kilcal damarlara ulasip sistemik

dolagima katilimi ile gergeklesmektedir (16).

Emilim igin oncelikle etken madde deriye uygulanir. Uygulanan etken
maddenin stratum korneumunda partisyonu birinci asamadir. ikinci asama olarak pasif
difiizyonla epidermisten gegen ilag, iiclincii asamada ise dermise penetre olur. Sonug
olarak, ilacin deri altina gegisi ve damarlara ulasimi sonucunda etken madde dolasima

katilmis olur (16).



(a) (b) (c)

Sag, kil Ter bezi
folikilleri

a4

(d)

Korneositler Korneodesmozom Siirekli olmayan (aralikh) lakiiner alanlar

Sekil 2.2. Deriden gegis yollari: a yolu hiicreler i¢i yol, b yolu hiicreler aras1 yol, ¢ yolu

transapendageal yol (kil folikiilleri, yag ve ter bezleri), d gdzenek yolu.
Porlardan ya da Bosluklardan Gegis

Porlardan ya da bosluklardan gegis genellikle kil folikiilii ve ter bezleri
aracilifiyla gergeklesir. Etken madde bu gecis yolaginda olduk¢a az bir direng ile
karsilasir. Bu yoldan gecisin saglanabilmesi igin etken maddenin yiiksek derecede

suda ¢ozilinebilen bir yapiya sahip olmasi gerekmektedir (17).

Bu yolak ile gecisi saglayan kil folikiilleri deri yiizeyinin yaklasik % 0.1-
0.2'sini kapsamaktadir. Bu nedenle yapilan deneylerde kil folikiilii sayisi ile etken
maddenin deriden gegisi arasinda dogrusal bir etkilesim saptanamamaktadir. Ancak
yine de deri emilimi i¢in goz ardi edilemeyecek bir gecis yolu oldugu kabul
edilmektedir. Cesitli yontemler ile bu yolagin daha gecirgen hale getirilmesi ilag

emilimi i¢in 6nemli oldugu disiiniilmektedir (17).



Transseliiler Yol

Transseliiler yolda etken madde deri hiicrelerinin iginden gegerek ilerler.
Icinden geciler bu hiicreler genellikle korneositlerden meydana gelmektedir.
Hiicrelerin yapisinda buluna keratin ve keratohiyalin nedeniyle hiicrelerden madde
gecisi oldukca zordur. Porlardan gecise nazaran bu yoldan genellikle polar olmayan

maddeler gegebilmektedir (18).
Interseliiler Yol

Interseliiler yolda etken madde korneositlerin arasindaki lipit yapisindan
gecerek ilerler. Lipit yapi icerisinden gecebilmesi i¢in etken maddenin yiiksek yag/su
partisyon kabiliyetine sahip olmasi gerektigi bilinmektedir. Bu nedenle etken
maddenin bu yolaktan ge¢me kabiliyeti partisyon kabiliyetine oranlanabilmektedir
(19).

2.1.5. Deriden Emilimi Etkileyen Faktorler
Deriden emilimi etkileyen 4 ana faktor bulunmaktadir:

e Biyolojik faktorler
e Derinin fizyolojik durumu
e Etkin maddenin fizikokimyasal 6zellikleri

e Formiilasyon ve kullanilan yardimei maddelerin etkisi.
Biyolojik Faktorler

Etken maddenin emilimi kisinin yasina, uygulanan viicut bolgesine ve
hidratasyonuna gore etkilenmektedir. Viicudun farkli bolgelerinde derinin yapisindaki
lipit icerigi farkli olmasi nedeniyle etken maddenin gegisi bolgeye gore degisiklik
gostermektedir (20).

Derinin Fizyolojik Durumu

Insan viicudundaki toplam suyun (%20) neredeyse tamami (%]18) deride

bulunmaktadir. Derideki bu su igerigini proteinler ve mukopolisakkaritler



saglamaktadir. Deri yapisinda bulundurdugu bag dokusu sayesinde bu kadar yiiksek
oranda suyu yapisinda bulundurabilmektedir. Yapida bulunan yiiksek orandaki bu su

nedeniyle ilag etken maddesinin deriden emilimi de etkilenmektedir (20).
Etkin Maddenin Fizikokimyasal Ozellikleri

Etkin maddelerin deriden gecisinde, molekiiliin hidrojen bagi yapma yetenegi,
¢ozlinlirliik 6zellikleri ve oktanol/su partisyon katsayisi gibi fizikokimyasal 6zellikler
bliyiik 6nem tasir. Molekiiliin partisyon kabiliyeti, iizerindeki fonksiyonel gruplar ve
yapisal 6zelliklerle iligkilidir. Molekiiliin hidrojen bag1 yapma yetenegi ve pozitif yiik
yogunlugu arttik¢a, molekiiliin yagda ¢oziiniirlik oran1 da artar. Yagda iyi ¢oziiniir
maddeler, lipit yapisindaki membranlardan daha kolay gecis saglar. Bir maddenin
iyonize olup olmamasi, pH'a baglhidir ve pH, maddenin pKa degerine yaklastiginda
daha fazla noniyonize formda bulunur. Noniyonize formda olan maddeler, lipit
tabakalarina ve membranlara daha iyi dagilir ve dolayisiyla deriden gecisleri daha
verimli olur. Son donemde, ilag molekiillerinin {izerindeki yerel elektrik ytiklerinin,

deriden gegisleri tizerinde etkili oldugu bulunmustur (21).
Formiilasyon ve Yardimc1 Maddelerin Etkisi

Ilag etken maddesinin deriden emiliminde hazirlan formiilasyonun &zellikleri
oldukca Onemlidir. Deriden emilimin saglanabilmesi i¢in formiilasyonun etken
maddeyi salabiliyor olmasi gerekmektedir. Daha sonra, diflizyon teorisine gore etkin
madde membran1 ge¢gmek zorundadir. Formiilasyonda yer alan bazi maddeler,
penetrasyon artirict olarak islev gorebilir ve etkin maddenin deri lizerindeki dagilimini
etkileyebilir. Ayrica, formiilasyonun pH"1, etkin maddenin pKa degeri ve molekiiliin

iyonizasyon durumu, deriden geg¢isi etkileyen 6nemli faktorlerdir (22).
2.1.6. Dudak ve Dudak Yapisi

Yapisinda nonkeratinize ve pigmentli epitel dokuya sahiptir. Dudak yapisinda
Stratum korneum tabakas1 bulunmaz bu nedenle deri altindaki kan damarlar1 dudagin

kirmizi renkte gortinmesini saglar (23).
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Dudak; kas dokusu, deri ve mukozal yapidan meydana gelmektedir. Ayrica
yapisinda labial arter, ven ve sinirler, fibroadipoz bag dokusu ve tiikiiriikk bezleri
bulundurmaktadir (23).

Filtrum

qs%yl
- B -

Vermillion Hatt

Yanal Birlesim
Bolgesi

- - -

Alt Vermillion
Hath

Sekil 2.3. Dudak Yapisi
Mukoza ve Yapisi

Agiz boslugu sinirlart igindeki yapilari kaplayan mukoza zari, oral mukoza
olarak bilinir. Bu, dudaklarin vermilion sinir1 ile labial mukoza arasindaki baglanti

noktasindan On tarafta palatofaringeal kivrimlara kadar uzanan 1slak yumusak doku

zaridir (6, 24).

Histolojik olarak, oral mukoza 1i¢ katmandan olusur, kalinligi ve
keratinizasyon derecesi konuma ve islevsel gereksinimlere bagli olan oral epitel olarak
bilinen ylizeysel skuamoz tabakali epitel; altinda lamina propria olarak bilinen bag
dokusu ve en altta bulunan yogun diizensiz bir bag dokusu olan submukoza bulunur.
Submukoza, lamina proprianin dogrudan kemige veya kasa bagli oldugu bazi oral
bosluk bolgelerinde yoktur (6, 24).



11

Oral mukozanin gelistirdigi cesitli islevler arasinda esas olarak alttaki dokular
mekanik, kimyasal ve biyolojik uyaranlardan korumak, temel maddelerin salgilanmasi

ve sicaklik, dokunma, agri ve tat algisini saglayan duyusal bir iglev yer alir. (6, 24).

# Oral epiteP

B ¥dxalinlizi500-600 pm
== “wn Bazal membran

Non-keratinize oral epitel
keratinize oral epitel

Papiller Katman
Lamina propria

#=  Retikiler Katman

Mukoza alt

Sekil 2.4. Oral mukozanin yapisi
Mukozal Absorbsiyon

Mukozal absorpsiyon, etkin maddenin sistemik etki yaratmasi istenmedigi
durumlarda tercih edilir. Bu yontem ile sistemik etkiye neden olmadan lokal

enfeksiyonlarin tedavisi saglanabilir (25).
Epitel Doku

Viicudun disim kaplayan, ektoderm, mezoderm ve endoderm olarak 3
tabakadan olusmaktadir. Mide, ince bagirsak ve kalin bagirsakta, tek tabakali
hiicrelerden olusan epitel doku bulunurken, deri, ag1z mukozasi ve yemek borusu ise
¢ok katmanl epitel doku ile kaplanmistir. Epitel doku, maddelerin deriden gegisinde
kritik rol oynayan yapidir (26).
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Mukus ve Yapisi

Mukoadezif formiilasyonlar mukus adi verilen jel kivamli viskoz bir sivi
ylizeyine uygulanir. Mukus viicudun farkli bolgelerinde farkli igerikte bulunabilirler,
ancak genel anlamda glikoproteinler, mineral tuzlari, serbest protein, enzim

elektrolitleri ve yliksek oranda sudan meydana gelmektedir (25).
2.1.7. Herpes Simpleks Hastaliklar1

80'den fazla herpes viriisii tanimlanmis olup, bunlarin 8'i bilinen insan
patojenleridir (27, 28). Herpes simpleks viriisleri Herpesviridae viriis ailesine aittir.
HSV ile iliskili hastaliklar, yetiskin insanlarin %60-95’ini etkileyen en yaygin
enfeksiyonlar arasindadir. Enfeksiyonun kesin bir tedavisi yoktur, konak hayati

boyunca enfeksiyonu tasimaktadir. Bagisikligin zayiflamasi ile belirtiler tekrar

gortilebilmektedir (2, 29).

Herpes Simpleks Viriis enfeksiyonuna diinyanin her bir bdlgesinde
kargilasildigi bildirilmistir.  Yilin farklt donemlerinde enfeksiyonunun farklilik
gostermedigi, iklim kosullarindan da etkilenmedigi raporlanmigtir. Viriisiin insan

haricinde bir konagina da saptanmamuistir (30).

HSV enfeksiyonu nedeniyle 6liim raporlanmasi ¢ok nadirdir. Oliimciil bir
enfeksiyon olmamasina ragmen birgok c¢alisma HSV ile rahim agz1 kanserini

eslestirmektedir (31).

Herpes simpleks viriisii tip 1 (HSV-1), 6zellikle agiz bolgesinde enfeksiyona
neden olan ve agiz yoluyla bulasan bir viriistiir. Herpes simpleks viriisii tip 2 (HSV-2)
ise tip 1’in aksine genellikle cinsel yolla bulasir ve enfeksiyon genital bolgede yayilim
gostermektedir. Ancak HSV-1'in oral seks yoluyla bulasarak genital enfeksiyona
neden olma potansiyeli de vardir. Tip 1 HSV enfeksiyonlart tip 2 HSV
enfeksiyonlarina gore daha az ciddi seyretmekte olup niiksetme olasilig1 daha diisiik
oldugu bilinmektedir (31).

HSV enfeksiyonu cocukluk ve ergenlik doneminde yaklasik %75 civarinda

goriiliirken, gelismis iilkelerde cocukluk ve ergenlik donemindeki kisilerde daha az
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goriilmekte olup genellikle orta ve iist sinif bireylerde yaygin olarak goriilmektedir
(32).

Amerika Birlesik Devletleri’'ndeki vakalar incelendiginde tip 1 HSV
enfeksiyonu iizerinde irklarin da bir faktor oldugu goriilmiistiir. Afrika kokenleri
Amerikalilarda oran %30’dan fazla iken beyaz Amerikalilarda bu oran %20
civarindadir. HSV-1 enfeksiyonu iiniversite 0Ogrencilerinde %10’un altinda

seyretmektedir (32).

Tip 2 HSV enfeksiyonu orta yaslh bireylerde %60 iizerindeyken geng yastaki
enfeksiyon orani bunun yaris1 kadardir. Bunun yani sira tip 2 HSV enfeksiyonunu
etkileyen bircok faktor de bulunmaktadir. 1960’11 yillarin sonundan bu yana hizlica
artig gosteren tip 2 HSV enfeksiyonu cinsiyete bagli olarak kadinlarda daha g¢ok
goriildiigii, Afrika kokenli bireylerde beyazlara oranlara daha fazla goriildiigii ve ¢ok

esli bireylerde enfeksiyonun artig gosterdigi raporlanmistir (32).

Herpes simpleks enfeksiyonlarmin  teshisinde 2  farkli  yOntem
kullanilabilmektedir. Bunlardan biri hiicre kiiltiiriinde viriis izolasyonu veya PCR

testleri. PCR testleri hiicre kiiltiirii yontemine gore daha pahalidir (33).

Tedavi Yontemleri

HSV enfeksiyonuna kars1 antiviral aktivite i¢in baslangicta, antikanser tedavisi
i¢in gelistirilen Idoksuridin gibi niikleozit analoglar1 kullamlmistir. Bu niikleozit
analoglar1 sistematik olarak verildiginde toksisiteye neden oldugu kanitlanmis ve
tedavi yontemi olarak kullanilmaktan vazgegmistir. Idoksuridin’in bu yiiksek sistemik

toksisitesi nedeniyle topikal kullanimindan da kagmilmistir (3).

1960’11 yillarda trifluridin gelistirilmistir. Ancak trifluridinin GIS ve karaciger
enzimleri ile metabolize oluyor olmasi nedeniyle biyoyararlanimi oldukca diisiiktii.
Ancak 1972 yilindaki bir ¢alismada trifludinin topikal uygulamas1 HSV tedavisi igin

bir ajan olabilecegini gostermistir (3).

1960’11 yillarda sentezlenen baska bir antikanser ilaci olan vidarabinin de HSV
enfeksiyonlari i¢in etkin bir tedavi olanagi sundugu goriilmiistiir. Ayrica bu bilesigin

1972’de HSV’nin topikal tedavisi i¢in kullanilmaya baslandig1 da raporlanmistir (34).
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Asiklovir ise yine 1960°l1 yillarda Burroughs Wellcome Fund tarafindan
baslatilan bir ¢alisma ile kesfedilmistir. Asiklovir, klinik ¢aligmalarin tamamlanmasi
ile ilk defa 1982 yilinda hem HSV-1 hem de HSV-2’nin tedavisinde kullanilmaya

baslanmistir. Bu siirecte HSV nin tedavisi i¢in kullanilmis olan ve hala kullanilmaya

devam eden antiviral ajanlar1 Tablo 2.1.’de gosterilmektedir (4).

Tablo 2.1. Herpes simpleks viriisiine (HSV) kars1 etkili antiviral ajanlar (35).

Antiviral Ilag

Amerika’da
Kullanim
Durumu

Dezavantaj

Formiilasyon

Yenidogan
Calisma
Yapild1 M1?

Idoxudirine

Uretilmiyor

Toksisite

Topikal

Hayir

Trifluridine
solution

Kullaniliyor

Sistemik
inaktivasyon

Topikal

Evet

Vidarabine

Uretilmiyor

Toksisite

Intravenoz,
topikal

Evet

Brivudine

Kullanilmiyor

Yenidogan
verisi yok

Oral

Hayir

Asiklovir

Kullaniliyor

Geri
doniisimli
nefrotoksisite,
notropent,
diisiik oral
biyoyararlanim

Intravenoz,
topikal, oral

Evet

Valasiklovir

Kullaniliyor

Yenidogan
verisi yok

Oral

Hayir

Famsiklovir

Kullaniliyor

Yenidogan
verisi yok

Oral

Hayir

Gansiklovir

Kullaniliyor

Ciddi notropeni
ve teratojenik

Intravendz,

topikal

Evet

Valgansiklovir

Kullaniliyor

Neonatal HSV
enfeksiyonunda
test
edilmemistir,
oral yol akut
neonatal HSV
hastalig1 i¢in
daha az
giivenilirdir

Oral

Evet

Foscarnet

Kullaniliyor

Elektrolit
bozuklugu ve
nefrotoksisite

Intraven6z

Hayir

Cidofovir

Kullaniliyor

Geri
doniisimli
nefrotoksisite

Intravendz

Hayir
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2.1.8. Topikal Tla¢c Uygulamasi

Topikal ilag uygulamasi genel cilt hastaliklarinin tedavisinde kullanilmaktadir.
Tedavi edilmesi hedeflenen lezyonlar iizerine direkt uygulanir. ila¢ formiilasyonunun
yapisina gore lokal veya sistemik etki saglanabilir. Birkag topikal ila¢ formiilasyonuna
film, yamalar, merhem, ¢ozelti, siispansiyon, losyon, krem, pudra, mikstiir ve pat
seklindeki 6rnek verilebilir (36).

Deri enfeksiyonlarinin tedavisinde lokal ilag uygulamasinin baslica amaci
lokal tedavinin saglanmasi ve sistemik etkinin en aza indirgenmesidir. Bu sadece
kullanilacak doz en aza indirilmis olurken sistemik yan etkiler de olabildigince ortadan

kaldirilabilmektedir (37).

Topikal uygulamada ilacin etki gosterebilmesi i¢in formiilasyondan salinimin
saglanmasi, stratum korneum tabakasina geg¢mesi, daha sonra da canli epidermise
ulasabilmesi gerekmektedir. Etken madde bu sekilde deride tutularak tedavi
saglanabilmektedir (38).

Film Formiilasyonlari

Film formiilasyonlarinda kullanilan polimerler, mukoadezif 6zelliklere sahip
olup, etken maddenin kontrollii ve uzun siireli salimin1 saglamaktadirlar. Bu sayede
biyofarmasotik yetersizlikleri olan etken maddeler i¢in bir film formiilasyonu

tasarlandig1 ve ilag etkinliginin arttirildigi gosterilmistir. (39).

Mukoadezif filmlerin hizli emilim, sistemsel etkiye neden olmama, GIS
sisteme katilmama gibi birgok avantaji vardir. Film formulasyonlarinda diger oral

dozaj sekillerine gore yutma problemi yasayan hastalar i¢in hasta uyung saglamaktadir
(40).

Film formiilasyonlar1 genellikle hidrofillik yapiya sahipken, etken maddenin
gecirgenligini arttirabilmek amaciyla yapiya farkli Ozellikte yapilar da dahil
edilebilmektedir (41).

Film formiilasyonlar1 hasta uyuncu ve uygun tedavi rejimin saglanabilmesi igin

gittikce daha fazla tercih edilmektedir. Ila¢ etken maddelerin bolgeden tutunma
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sliresini ve biyoyararlanimini arttirmalart nedeniyle dozlama sikliginin da azaltilmasi
saglanmaktadir. Polimer 6zellikleri sayesinde deriden ilag gecisini de arttirmaktadir.
Bu sayede ilac etkinligi de arttirilmis olmaktadir. Istenmeyen etkilerin gézlenmesi
halinde uygulama bdlgesinden kolayca uzaklastirilarak etkinin giderilmesi
saglanabilmektedir. Olduk¢a esnek bir yapiya sahip olmalarindan kaynakli
biyouyumludurlar. Ayrica kiigiik ve hafif olmalar1 nedeniyle tasinimi da oldukga
rahattir ve tedavi uyuncu yiiksektir. (42).

Film formiilasyonlari, transdermal yamalar ve yari-kati formiilasyonlarin
bir¢ok 6zelligini tasimaktadir. Etken maddenin depolanmasi ve rezervuardan yavas
salim ile sistemik etki ya da hedef dokuya kadar penetre olabilecek sekilde lokal eti
icin hazirlanabilirler (43).

Transdermal Film Formtilasyon Yari-kat
Yama Sistemler Sistemler

Dig film ’
ilag yukli katman
salim kontrol gYIe : \ =3
—
membrani

Deri adezif — %5 L
katman
Stratum comeum

X o o o
ilag partikiilleri =—————»@® Epidemis
® 5 P ~ P ® P!
® o ® Ce
e® ° ®e
@ Dermis
Kapiller damar -\ L)

Subkutan doku @)

1@9
&

r
&

Sekil 2.5. Transdermal yamalar, film sistemler ve yar1 kat1 ila¢ formiilasyonlarinin

salim profili (43).
Oral Filmlerin Ustiinliikleri

e Yaninda bulundurmak oldukga kolaydir.
e Ay bir sistem ile dozlama yapilmasina gerek duyulmamaktadir.

e Mukzoda kalig siiresini arttirir ve uzun siireli ilag salimi saglar.
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e Yutma sorunlarini ortadan kaldirir.

e Hizli etki saglanabilir.

e @IS emilime ihtiya¢ duymazlar.

e Stabilitesi oldukca yiiksektir.

¢ Biyoyararlanimi diisiik etken maddelerin biyoyararlanimin arttirirlar.

e Hazirlanmasi kolay ve ucuz formiilasyonlardir (41).
Film Formiilasyonlarinin Bilesenleri

Film formiilasyonlarinin yapisinda kullanilacak olan ilag etken maddelerinin
topikal ilag uygulamasina uygun Ozelliklere sahip olmalidir. Deriden gegirgenligi
yiiksek olmali ve biyouyumlu olmalidir. Kullanilacka olan polimerlerinde istenilen
ozelliklere sahip olmas1 gerekmektedir. Polimerler istenen 6zelliklerin saglanabilmesi
icin tek ve kombine halde formiilasyona eklenebilirler. Polimerlerin de etken madde
ile ge¢imli olmasi, biyouyumlu olmasi ve toksisiteye neden olmamasi gerekmektedir.
Formiilasyonda kullanilan ¢oziiciiler polimerlerin ve etken maddeyi ¢ozebilmeli ve

gecimli olmasi gerekmektedir. (43).

Kitosan

(CH20H

Sekil 2. 6. Kitosanin yapisi

Dogada bol miktarda bulunan bir mukopolisakkarit tiirevidir. Kabuklu deniz
canlilari, bocekler ve benzeri canlinin kabugunda destekleyici materyal olarak gérev
almaktadir. Kitin, kitinaz tarafindan parcalanabilir. Nitrojen varlifina ragmen
immiinojenitesi son derece diigiiktiir. Seliiloza benzeyen, suda ¢oziiniirliigli oldukca

diisiik olan bir malzemedir ve C-2 pozisyonundaki hidroksilin bir asetamido grubu ile
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degistirildigi seliiloz olarak kabul edilebilir. Seliiloz gibi dogal olarak yapisal bir
polisakkarit olarak iglev goriir. (Sekil 2.9.) (44).

Kitin beyaz, sert, elastik olmayan, azotlu bir polisakkarittir. Kitosan, Kitinin N-
deasetillenmis tiirevidir. Kitosanin, sentetik olarak elde edilmis seliiloza (%1.25)
kiyasla nitrojen yiizdesi (%6.89) oldukca yiiksektir. Bu, kitinin yararl bir selatlayici
olmasini saglar. Giiniimiiz polimerlerinin ¢ogu sentetik malzemeler oldugundan
biyouyumluluklar1 ve biyobozunurluklar1 kitosan ve tiirevleri gibi dogal polimerlere
gore ¢ok daha smirlidir. Ayrica kitosan biyouyumluluk, biyobozunurluk, disiik
toksisite, iyi adsorpsiyon Ozellikleri nedeniyle bir¢ok ilag formiilasyonu igin

Onerilmektedir (44).

Poliakrilik Asit

Sekil 2. 7. Poliakrilik asidin yapis1

Poliakrilik asit, akrilik asidin sentetik, yliksek molekiil agirlikli bir polimeridir.
PAA anyonik bir polimerdir, yani PAA yan zincirleri n6tr pH'ta iyonize edilir ve
negatif ylik tasir. Bu nedenle PAA'lar suyu emip tutabilmekte ve orijinal hacimlerine
kiyasla bircok kez sisebilmektedir. PAA, farmasotik, kozmetik ve boyalarda
koyulastirici, dagitici, siispanse edici ve emiilsifiye edici maddeler olarak kullanilir.
Notrlestirilmis PAA jelleri, cilt bakimi veya tedavi jelleri gibi tibbi uygulamalar igin

biyouyumlu matrisler olusturmak igin uygundur (8).

Sistemde karboksilik asidin varligi, onu pH'a duyarli bir dagitim sisteminin

tasarlanmasi i¢in daha uygun hale getirir. Biyobozunurluk, toksik olmayan davranis,
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biyouyumluluk vb. gibi iyi bir farmasotik polimerin hemen hemen tiim niteliklerini
tasir. Ancak mekanik dayamkliligi da diisiiktiir. Ideal bir polimer icin optimum
mekanik dayanim ¢ok 6nemli bir parametredir ve capraz baglanma veya molekiiller
aras1 siklizasyon yoluyla elde edilebilir. PAA'nin bu 6zelligi diger polimerlerle
kopolimerizasyonuyla elde edilebilir. PAA'nin ¢apraz baglanmasi ayni zamanda
cozelti formundaki polimerik sistemin kimyasal olarak ve 1ginlanmasiyla da
saglanabilir. Polimerizasyon sirasinda monomer ¢6zeltisi konsantrasyonunun, iyonik
kuvvetin ve sistemin pH'sinin, polimerin ¢apraz baglanmasinin kontrol edilmesinde
¢ok oOnemli faktorler oldugunu bildirmistir. PAA'nin emiilsiyon sistemi igin
stabilizator, nanopartikiil formiilasyonu gelistirme, kontakt lens gelistirme, oral ve
transdermal matriks sistemi gelistirme gibi ¢cok sayida kullanimi vardir. PAA'nin iki
farkli formu, yani karbomer ve farkli derecelerdeki karbopol; bukkal, vajinal, rektal
vb. gibi diger farkl1 yollardan ilag dagitimi igin gesitli sistemlerin gelistirilmesinde de

kullanilmaktadir (8).
2.1.9. Film Olusturma Yontemleri
Yan-Kati Dokiim

Film bileseni asitte ¢oziinmeyen bir polimer oldugunda bu yaklasim tercih
edilir. Suda ¢6ziinebilen polimerler bu asamada ilk olarak suda ¢oziiliir. Hazirlanan
¢Ozelti ayr1 olarak hazirlanmis asitte ¢oziinmeyen bir polimer ¢ozeltisiyle karistirilir.
Iki ¢bzeltinin karistirilmasmin ardindan, jel olusturmak icin son ¢ozeltiye yeterli
miktarda plastizer eklenir. Son olarak 1s1 kontrollii tamburlar kullanilarak jel kiitlesi
filmlerin tizerine dokiiliir. Film kalinligi 0,035 ila 0,125 cm arasinda olmalidir. Asitte

¢ozlinmeyen polimer, film olusturucu polimerle 1:4 oraninda kullaniimalidir (45)
Sicak Eriyik Ekstriizyon

Graniller, uzatilmis saliml1 tabletler, transdermal ve transmukozal ila¢ dagitim
cthazlarinin tiimi bu yontem ile hazirlanmaktadir. Geleneksel solvent dokiim
yaklasimini kullanmak yerine, bu teknikte, bir polimeri bir film haline getirmek i¢in
1s1 uygulanmaktadir. Etken madde ve diger bilesenler kuru halde karistirilir, daha sonra

ws1tilir ve son olarak erimis halde kaliptan ¢ikarilir. Bu islemlerde herhangi bir solvent
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sistemi bulunmamaktadir. Hazirlanan eriyik haldeki film ¢ozeltisi dokdliir. Filmler
uygun boyutlara kesilmeden 6nce sogutulur. Asir1 yiiksek sicakliklarin kullanilmasi
nedeniyle bu teknik, 1s1ya dayaniksiz etken maddeler i¢in uygun degildir. Dokiim ve
kurutma islemleri ¢ok onemlidir. Ticari 6lg¢ekli iiretim, dokiim hizinin ve kuruma

sliresinin optimizasyonunu gerektirir (46).
Kati Dispersiyon Ekstriizyonu

Bu yontem, ilact yiiklemek i¢in ilacin kati1 bir dispersiyonunun erimis bir
polimer ¢ozeltisine eklenmesini gerektirir. Kati bir dispersiyon olusturmak igin ilag,
uygun bir s1vi solvent icerisinde eritilir ve daha sonra sivi solventi uzaklagtirmadan,
70°C'nin altinda elde edilebilen uygun bir polimer eriyigine eklenir. Son olarak

boyalar, kat1 dispersiyonlar1 filmlere doniistiirmek i¢in kullanilir (47).
Sarma metodu

Su ve su ile alkol kombinasyonu bu yontemde kullanilan en yaygim
¢oziiciilerdir. Aktif madde ve diger bilesenler az miktarda sulu solvent igerisinde
¢oziiliir. Suda ¢oziinebilen hidrokolloidler, homojen viskoz bir ¢6zelti olusturmak icin
suda ¢oziiliir. Ilact igeren ¢dzelti veya siispansiyon daha sonra bir tastyici iizerine

sarilir. Daha sonra film uygun sekil ve boyutlarda kesilir (48).
Baski metodu

Polimerik ince filmler, 3D baski1 gibi yeni teknolojiler kullanilarak tiretilebilir.
Belirli bir hasta i¢in en yararli olan doz formunun gelistirilmesi igin bir platform
olabilir. Cok yonliiliigii ve maliyet etkinligi nedeniyle baski teknolojileri giderek daha
popiiler hale gelmektedir. ilag sektdriinde farmasotik dozaj formlarinin tanimlanmasi
veya etiketlenmesi, Ozellikle {irliniin daha kolay tanimlanabilir hale getirilmesi ve
sahte liretimin 6nlenmesi amactyla baski teknolojileri yaygin olarak kullanilmaktadir.
Ayrica bu yontem son zamanlarda ilaglar1 tibbi dozaj formlarina yiiklemek igin
kullanilmaya baslandi. Hassas dozda tibbi bilesenleri tiretmek igin ilag yiikli
miirekkeplere sahip kullanima hazir miirekkep piiskiirtmeli yazicilarin kullanilmasi bir
ornektir. Ayrica inkjet ve fleksografik teknolojilerin bir karigimi da kullanilmaktadir.

Etken maddeyi c¢esitli substratlara yazdirmak i¢in inkjet baski kullanilirken
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fleksografik baski, ila¢ yiiklii substrati ince bir polimerik kaplamayla kaplamak i¢in
kullanilmaktadir (49).

Yukarida siralanan ince filmler ig¢in iiretim yoOntemlerinden ¢dziicl

buharlagtirma yontemi daha ekonomik, tekrarlanabilir ve daha verimlidir.
Coziicii Buharlastirilmasi

Suda ¢oziinebilen eksipiyanlar, polimerler ve deiyonize suda ¢oziinen ilaglar
kullanilarak filmlerin hazirlanmasma yonelik en tipik yaklasim, ¢oziiciiniin
buharlastirilmasidir. Hazirlanan soliisyon Petri kabina konulur ve solvent yiiksek
sicaklikta kurumaya birakilir. Kullanilacak etken maddenin, tiirii, erime sicakligi ve
polimorfik yapis1 gibi temel fizikokimyasal parametrelerine bagli olarak uygun
solventi belirlenir. Formiilasyon tamamlanmadan 6nce ilacin solvent ve diger yardimci
maddelerle uyumlulugu dikkate alinir. Formiilasyon sirasinda hava kabarciklarinin
hapsolmasi, iiretilen filmlerin homojenligini etkileyebilir. Bu nedenle karigimin

havasiin alinmasi gerekmektedir (48). (Sekil 2.6.) (Sekil 2.7.)

I

Polimerler + Uygun tasiyici ilag + Yardimci maddeler +
= Cozelti 1 Uygun tastyici = Cozelti 2

P

Cozelti 1 ve Cozelti 2 karigimi

Dokultr

Gece boyunca ettivde Film cikarilir ve daha
kurumaya birakilr sonra kullanim i¢in
50-60 C° desikatorde saklanir

Sekil 2. 8. Coziicii buharlastirma metodu
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2.2. Asiklovir

2.2.1. Asiklovirin Fizikokimyasal Yapisi

0]
H N
\N | \I
)\ NCH,OCH,CH,
NH; N

CsH11NsO3
Sekil 2. 9. Asiklovir’in kimyasal formiilii

Asiklovir beyaz renkte olup 2-Amino-9-[(2-hydroxyethoxy)methyl]-1,9-
dihydro-6H-purin-6-one olarak isimlendirilir. DMSO’da 45 mg/mL,; suda <1 mg/mL;

ve etanolde <1mg/mL miktarlarda ¢6ziiniir. Yaklasik 260 °C’de erimeye baslar.
2.2.2. Asiklovirin Farmakokinetik ve Farmakodinamik Ozellikleri

Elde edilen verilere gore asiklovirin plazma konsantrasyon seviyesi yaklasik
%50 civarindadir. ilacin degismeden bébreklerden atilimi ana eliminasyon yoludur ve
dozun %62-91'ini olusturur ve bu nedenle bobrek yetmezligi i¢in doz ayarlamasi
gerekir. Ayrica oral asiklovirin emilimi yavas ve degiskendir; biyoyararlanimi

yalnizca %15-30'dur (35).
2.2.3. Asiklovirin HSV Tedavisinde Kullanim

ACV, enfekte hiicrelerde viral DNA sentezini inhibe ederken saglikli

hiicrelerde herhangi bir etkiye neden olmamaktadir.

Viral replikasyon, viral DNA veya RNA sentezi i¢cin hammadde olarak konakg1
hiicreler tarafindan saglanan niikleotidlere dayanir. Birgcok wvirlis, RNA timin
niikleozidini monofosfat niikleozidine doniistiirmek i¢in viral timidin kinazi (TK)
kullanabilir. Daha sonra hiicre kinazin etkisiyle monofosfat niikleozidi, viriis

tarafindan kullanilacak difosfat ve trifosfat niikleozidine doniistiiriiliir. Benzer sekilde,
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viral replikasyonun hammaddesi olan antiviral niikleozid ilact ACV, TK tarafindan
monofosfat tlirevlerine donistiiriiliir; bu, enfekte olmamis hiicrelerde meydana
gelmeyen bir reaksiyondur. Monofosfat daha sonra hiicresel kinazlarin kataliziyle
difosfata ve aktif trifosfata doniistiiriiliir. ACV trifosfat, sentezlenen viriisiin DNA
zincirinde yer alir. Ancak bu bilesigin viriis tarafindan alinmasi, DNA zincirinin
uzamasini bloke eder. Bu, viral niikleik asidin replikasyonunu bloke eden 3'-hidroksil
grubunun eksikligine atfedilmektedir. Ek olarak, ACV trifosfat, viral DNA polimeraza
baglanmak i¢in deoksiguanozin trifosfat (dGTP) ile rekabet etse de viral DNA
polimerazin ACV trifosfata afinitesi, dGTP'ninkinden ¢ok daha yiiksektir, bu da
polimerazin viral replikasyon Onciilleriyle birlesmesini saglar ve bdylece viral
polimerazin aktivitesini inhibe eder. Son olarak viral DNA sentezi ve viriislerin

cogalmasi engellenir (50). (Sekil 2.3.) (Sekil 2.4.)
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Sekil 2. 10. Asiklovir’in etki mekanizmasi (50).



3.1. Materyal

3. MATERYAL ve METOT

3.1.1. Kullamilan Kimyasal Maddeler

24

Madde Tedarikgi Ulke
Asetonitril (HPLC grade) Sigma Aldrich ABD
Asetik Asit (% 99) Isolab Almanya
Asiklovir Isolab Almanya
Kitosan (diisiik molekiil Sigma Aldrich ABD
agirlikli, deasetilasyon
derecesi (%75-85))
Poliakrilik asit BLD Pharm Cin
Sodyum Hidroksit Riedel-de Haén Almanya




3.1.2. Kullamilan Cihazlar
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Cihaz / EKkipman

Marka/Model

Yiiksek Basingli S1vi Kromatografisi
(HPLC)

Agilent 1100 Series DAD ve floresans
detektorlii, HP Agilent 1050 Series UV
detektorlii

Ultra Saf Su Sistemi

Millipore Milli-Q systems

Cok Noktal1 Manyetik Karistiric

Variomag Multipoint HP

Termostatli Yatay Calkalayicili Su Memmert
Banyosu
pHmetre Sartorius
Etuv Memmer
Hassas Terazi Mettler
Kompas Insize

Texture Analyser Cihazi

Stable Microsystems
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3.2. Yontem ve Deneyler

3.2.1. Asiklovirin HPLC ile in Vitro Miktar Tayini ve Analitik Yontem

Validasyonu

Agilent 1100 HPLC aletinde Metformin Hidrokloriir maddesi i¢in gelistirilmis

olan metodun 6zellikleri su sekildedir:

Mobil faz: Su : Asetonitril (95:5 h/h)

Mobil faz akis hizi: 1 mL/dk

Sabit faz: Chromasil C18 Kolon (250 x 4.6 mm)
Enjeksiyon hacmi: 40 uL

Dedektor: DAD dedektor 254 nm

Kolon sicakhgi: 30 °C

Analiz siiresi: 10 dakika

Asiklovir alikonma siiresi: 5.0 dk

3.2.2. Kalibrasyon

Asiklovir’in kalibrasyon dogrusu igin 100 ppm konsantrasyonda su ile hazirlanan
Asiklovir stok c¢ozeltisinden hareketle 1, 2, 5, 10, 25, 50 ve 100 ppm
konsantrasyonlarda 6’sar ¢ozelti hazirlanmistir. Hazirlanan ¢ozeltiler 0,45 um PTFE
filtreden gecirilerek HPLC analizleri gergeklestirilmistir. Kalibrasyon dogrusu ve
denklemi, hazirlanan ¢ozeltilerin konsantrasyonlarina karsi elde edilen pik alanlart

grafige gegirililmesiyle dogrusal regresyon ile hesaplanmistir.
3.2.3. Analitik Yontem Validasyonu

e Dogrusalhk

Dogrusallik i¢in 100 ppm konsantrasyonda stok ¢ozeltiden hareketle her
birinde 1, 2, 5, 10, 25, 50 ve 100 ppm konsantrasyonlarda ¢ozeltiler hazirlanmis ve
0,45 um PTFE filtreden gegirilerek HPLC analizleri gergeklestirilmistir.
Konsantrasyona karsi elde edilen pik alanlar1 grafige gecirilerek dogru denklemi

incelenmis ve r? degeri hesaplanarak yontemin dogrusalligi gosterilmistir.
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e Dogruluk

Analitik yontemin dogrulugunun test edilmesi i¢in amaciyla, kalibrasyon
siirlar i¢indeki en diisiik, orta ve yliksek olmak iizere 3 farkli konsantrasyonda (1, 10
ve 100 ppm) 6’sar ¢dzelti hazirlanarak HPLC analizleri gergeklestirilmistir. Olgiim
sonucunda Asiklovir’in geri kazanim degerleri ve bu degerlere ait X, SS ve VK

hesaplanmistir. Varyasyon katsayisinin %2’den kii¢iik olmasi beklenmektedir.
o Kesinlik
Tekrar Edilebilirlik

Hazirlanan 100 ppm Asiklovir stok ¢ozeltisinden hareketle, 10 ppm
konsantrasyonda hazirlanan ¢6zeltinin 6 kez ardi ardina HPLC ile analizi yapilmustir.
Analiz sonucunda X, SS ve VK degerleri hesaplanmistir. Varyasyon katsayisinin

%?2’den kii¢iik olmas1 yontemin dogrulugunun gostergesidir.
Tekrar Elde Edilebilirlik

Kullanilan yontemin tekrar elde edilebilirligini degerlendirmek amaciyla 100
ppm Asiklovir stok ¢ozeltisinden seyreltilerek 10 ppm konsantrasyonunda 6 adet
¢Ozelti hazirlanmis ve HPLC ile analiz edilmistir. Analiz sonucunda X, SS ve VK
degerleri hesaplanmistir. Varyasyon katsayisinin %2’den kiigiik olmasi yontemin

dogrulugunun gostergesidir.
e Giinler Aras1 Farkhihik

Giinler aras1 farklilik parametresinin degerlendirilmesi amaciyla, 10 ppm
konsantrasyonda 3 giin ardi1 ardina c¢ozeltiler hazirlanmis ve HPLC ile analizi
yapilmustir ve X, SS ve VK degerleri hesaplanmistir. Varyasyon katsayisinin %2’den
kiigiik olmas1 beklenmektedir.

e Duyarhhk

Kullanilan yontemin duyarliligini degerlendirmek icin tanima siir1 (LOD) ve

alt tayin smir1 (LOQ) degerleri incelenmistir. LOD ve LOQ, daha onceden
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olusturulmus olan kalibrasyon dogrusundaki en diisiik konsantrasyon degeri olan 1
ppm konsanstrasyonda calisiimistir. LOD igin sinyal/giiriiltii oraninin 3.3, LOQ i¢in

ise 10 oldugu deger belirlenmistir.
e Ozgiinliik

Gelistirilen analitik yo6ntemin Asiklovirin taninmasina 6zgiin oldugunun
belirlenmesii¢in formiilasyondaki diger maddelerin Asiklovir ile bir girisim yapip

yapmadigina bakilmig ve HPLC analizi ile yontemin 6zgiinliigii test edilmistir.
e Stabilite

Analiz siiresince Asiklovir’in stabil oldugunu gostermek amaciyla 10 ppm
konsantrasyonda hazirlanan Asiklovir ¢ozeltisi ile 24 saat sonra kalan miktar HPLC

ile belirlenmistir.
3.2.4. Formiilasyon Gelistirme Calismalari

Bos Kitosan/Poliakrilik Asit (CS/PAA) Film Formiilasyonlar:

Hazirlanmasi ve Optimizasyonu

Bos CS/PAA film formiilasyonlar1 igin, diisiik molekiil agirlikli kitosan ve
poliakrilik asit (molekiil agirhigt (MW): 450000 g/mol) ile c¢alisiimistir.
Formiilasyonlar ¢oziicii buharlagtirma yontemi ile hazirlanmistir. Optimizasyon
caligmalar1 i¢in 10 mL %1, %5 ve %10 (h/h) konsantrasyonlarinda asetik asit
¢ozeltileri igerisine farkli konsantrasyonlarda poliakrilik asit (%1.5, %1.2, %1, %0.75,
%0.5, %0.2, %0.1 a/a olacak sekilde) eklenip 500 rpm’de 10 dakika karistirilmistir.
Sonra farkli konsantrasyonlarda Kkitosan (%2, %1.5, %1, %0.5 a/a olacak sekilde)
karigima ilave edilmis ve 24 saat 500 rpm’de manyetik karistiricida agzi kapal sekilde
karigtirmaya birakilmistir. Daha sonra hazirlanan ¢ozeltiler petri kaplaria dokiilmiis

ve 40 °C etiivde 24 saat kurumaya birakilmistir.
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Tablo 3.1. Bos CS/PAA film formiilasyonlarinda kullanilan PAA ve CS’a ait

konsantrasyon degerleri.

PAA  Kitosan [PAA  Kitosan [PAA  Kitosan |[PAA Kitosan
%(ala) Yo(ala) |%(ala) Yo(ala) |%(ala) Y(ala) |%(ala)  %(ala)
01 |1

0,2 1
0,5 0,5 0,5 1 0,5 15 0,5 2
0,75 0,5 0,75 1 0,75 15 0,75 2
1 0,5 1 1 1 15 1 2
1,2 0,5 1,2 1 1,2 15 1,2 2
15 0,5 15 1 15 15 15 2

Farkli konsantrasyonlarla hazirlanan bog CS/PAA igeren film formiilasyonlarinin film
olusturma yetenekleri incelenerek dolu CS/PAA igeren film formiilasyonlarinin

tasarim ¢aligmalar1 i¢in konsantrasyon araligi belirlenmistir.

Asiklovir (ACY) Yiikli Kitosan/Poliakrilik Asit (CS/PAA) Film

Formiilasyonlar1 Hazirlanmasi ve Optimizasyonu

ACY yikli CS/PAA film formilasyonlari, bos CS/PAA film
formiilasyonlarinin hazirlanmasi i¢in belirlenen konsantrasyon degerleri kullanilarak
¢oziicii buharlastirma yontemi ile hazirlanmistir. (CS %1.2, %1, %0.8 a/a olacak
sekilde ve ve PAA (%0.8, %0.6, %0.4 a/a olacak sekilde) optimizasyon caligmalari
icin 10 mL %10 h/h asetik asit igerisine 6nce farkli konsantrasyonlarda PAA (%1.5,
%1.2, %1, %0.75, %0.5, %0.2, %0.1 a/a olacak sekilde) eklenip 500 rpm’de 10 dakika
karistirtlmistir. Karigimin igerisinde %5 (a/a) konsantrasyonda Asiklovir eklenerek
¢oziinene kadar karistirilmistir. Daha sonra farkli konsantrasyonlarda CS (%2, %1.5,
%1, %0.5 a/a olacak sekilde) karisima ilave edilmis ve 24 saat 500 rpm’de manyetik
kanistiricida agz1 kapali sekilde karistirmaya birakilmistir. Daha sonra hazirlanan

cozeltiler petri kaplarina dokiilmiis ve 40 °C etiivde 24 saat kurumaya birakilmstir.
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Tablo 3.2. Asiklovir yiikli CS/PAA film formiilasyonlarinda kullanilan PAA ve CS
konsantrasyonlar1 (Asiklovir %5 a/a, Asetik Asit %10 h/h).

PAA Kitosan PAA Kitosan PAA Kitosan
%(a/a) %(a/a) %(a/a) %(a/a) %(a/a) %(a/a)
0.8 1.2 0.8 1 0.8 0.8
0.6 1.2 0.6 1 0.6 0.8
0.4 1.2 0.4 1 0.4 0.8
Farkli  konsantrasyonlarla hazirlanan ACY yiikli CS/PAA film

formiilasyonlar1 i¢in sisme, parcalanma, adezyon kuvveti ve mekanik 6zellik (%
uzama, gerilme direnci, elastik modiilii) analizleri yapilmistir (n=6). Analiz sonuglar1
3 seviyeli tepki yiizey metodu ile degerlendirilerek optimum CS ve PAA

konsantrasyonu belirlenmistir.

Faktoriyel Tasarim

Faktoriyel tasarim, sistem optimizasyonunda kullanilan bir grup istatistiksel ve
matematiksel teknikten meydana gelmektedir. Bu teknik sayesinde bagimsiz
degiskenlerin interaksiyon halinde, iizerindeki etkilerini

tek veya proses

aciklayabilmek miimkiindiir.

Bos CS/PAA film formiilasyonlar: ile yapilan deneyler sonucu belirlenen
konsantrasyon degerleri ile ANOVA sistemi ve faktoriyel tasarim kullanilarak
optimum CS/PAA Tablo 3.2.te

orant elde edilmis olup tasarim semasi

gosterilmektedir.

Tablo 3.3. Faktoriyel Tasarim

] Randomize
Calhisma Tipi Tepki Yiizeyi Alt-tip
edilmig
Dizayn Tipi 3 Seviyeli Orneklem Sayis1 | 9
Dizayn Modeli Ikinci dereceden Blok Hay1r

Kurulum Siiresi

(ms)

2.00
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3.2.5 Hazirlanan Mukoadezif Film Formiilasyonlarimn In Vitro

Karakterizasyonu

Faktoriyel tasarim ile elde edilen optimum bos ve ACY yiikli CS/PAA film

formiilasyonlar1 i¢in in vitro karakterizasyon ¢alismalari1 gerceklestirilmistir.
Fiziksel Goriiniim Analizi

Bos CS/PAA film formilasyonlari1 ve ACY yikli CS/PAA film
formiilasyonlar1 fiziksel goriiniim, renk, doku ve seffaflik agisindan gorsel olarak

degerlendirilmistir.
Film Agirhik ve Kalinhik Tekdiizeligi Tayini

Hazirlanan filmlerin agirlik ve kalinlik degiskenliklerini degerlendirmek
amaciyla 6 farkli 6rnek tizerinden agirlik ve kalinlik dl¢timleri gergeklestirilmistir. 1x1
cm’lik pargalar halinde kesilen filmlerin hassas terazi kullanilarak agirliklart
degerlendirilmistir. Ardindan filmlerin farkli konumlarda tutulan bir kompas
yardimiyla kalinliklar1 Olciilerek ortalama agirlik ve kalinlik degerleri, standart

sapmalar1 hesaplanmigtir.
Katlanma Dayamkhhg: Tayini

Hazirlanan film formiilasyonlarinin katlanma dayaniklilig: tayini i¢in her bir
film kirilincaya kadar ayni yerden tekrar tekrar katlanmistir. Katlama islemi ayni
noktadan ve diizlemle 180°’1ik a¢1 olusturacak sekilde gerceklestirilmistir. 6 6rnek ile

calisilarak sonug, ortalama ve standart sapma olarak hesaplanmistir.
pH Ol¢iimii

Hazirlanan film formiilasyonlarinin ylizey pH’sin1 analiz etmek amaciyla
filmler 5 mL pH 6,8 fosfat tamponunda 30 dakika sismeye birakilmalarinin ardindan

yiizeylerindeki fazla sivi alinarak pHmetre ile pH degerleri 6l¢iilmiistiir (n=6).
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Tlac icerigi Tekdiizeligi

Asiklovirin  film formiilasyonlarinda ila¢ icerigi tekdiizeligi tayini
gerceklestirilmistir. Hazirlanan filmler tartilarak pargalara ayrilmis ve 50 mL’lik
behere, konulmustur. Ardindan asiklovirin tamamen ¢6ziinmesi i¢in ¢6ziicii olarak
distile su eklenerek vortekslenmis ve 24 saat manyetik karistiricida karistirilmistir.
Ardindan ¢ozelti 10 000 rpm’de 5 dakika santrifiijlenmis ve 0,22 um PTFE filtreden

stiziilerek HPLC’de miktar tayini analizi gergeklestirilmistir.
Fourier-Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR) Analizi

Film formiilasyonlari, asiklovir ve formiilasyon bilesenlerinin kendi aralarinda
olan etkilesimini incelemek amaciyla FTIR analizleri gergeklestirilmistir. Bunun i¢in
ACY, CS, PAA ile ACY yiiklii CS/PAA film formiilasyonlar1 ve bog CS/PAA film
formiilasyonlar: iizerinde ¢alistimistir. Olgiimlerden dnce bir pelet olusturmak igin
manuel bir pres kullanilarak (1-2 mg) numuneler potasyum bromiir (KBr) ile
preslenmis ve fourier transform kizilétesi spektrofotometre cihazi kullanilarak 4 cm™

¢oziiniirliikte 450 cm™den 4000 cm™’e kadar kaydedilmistir.

DSC Analizi

Film formilasyon bilesenlerinin ve film formiilasyonlarinin termal
ozelliklerinin belirlenmesi ve etkin maddelerin ile etkilesimlerinin belirlenmesi
amaciyla DSC analizi yapilmistir. Hangi maddeleri ¢ektik eklemelisin. Kati numuneler
i¢in sirastyla aliiminyum pan kullanilmis olup analizler 10 °C/dk 1sitma hiziyla 50—

300°C’de gerceklestirilmistir.
Morfolojik Analiz

Bos CS/PAA film formiilasyonlar1 ve ACY yiiklii CS/PAA film formiilasyonlarinin
yilizey morfolojisi taramali elektron mikroskobu (SEM) ile incelenmistir. Metal
plakalara sabitlenen filmler 100 A° kalinliginda altin-palladyum alasimi ile kaplanmis
ve FIB-SEM (GAIA3 +Oxford XMax 150 EDS) aleti ile 30 kV hizlandirilmis voltajda

fotomikrograflar goriintiilenmistir.
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Sisme Analizi

Film formiilasyonlarmin sisme ozellikleri hidratasyon (su alimi) ylizdesi
belirlenerek degerlendirilmistir. Filmler 1x1 c¢cm boyutlarinda kesilip tartilmis (W1 -
kuru agirlik) ve pH 6,8 fosfat tamponu igeren petri kabina yerlestirilerek yaklasik 15
mL hacimdeki pH 6,8 fosfat tamponu igine daldirtlmistir. Belirlenen zaman
araliklarinda (5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60 dakika) filmler ortamdan
¢ikarilarak bir kagit mendil ile fazla suyu silinmis ve ardindan tekrar tartilmistir (W2

- 1slak agirlik). Yiizde sisme degeri S(%) asagida yer alan esitlikle hesaplanmustir.
S(%) =[(W2 - W1)/W1]*100
Parcalanma Analizi

Film formiilasyonlarinin parcalanma analizi petri kab1 yontemi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Filmler 1x1 cm boyutlarinda kesilip tartilmis (W1), petri kaplarina
alimarak 5 mL pH 6,8 fosfat tamponuna yerlestirilmis ve 37°C’de sicaklikta
calkalanmistir. Belirli zaman araliklarinda (1, 6 ve 12 saat) ornekler cikarilarak
kurutmaya birakilmis ve agirliklart dl¢iilmiistiir (W2) (n=6). Yiizde par¢alanma degeri

asagida yer alan esitlikle hesaplanmuistir.
P(%) = [(W1 - W2)/W1]*100
Adhezyon Kuvvetinin Olciilmesi

Mukoadhezif polimerlerle hazirlanmis olan film formiilasyonunun adhezyon
kuvvetinin 6l¢iistinii belirlemek amaciyla literatiirde yer alan doku analizorii cihazi
olan Texture Analyser cihazi (TA.XT plus, Stable Micro Systems, UK) kullanilmistir.
In vitro adezyon ¢aligmalar1 i¢in cihaz 500 g agirlig1 ve ¢ikarilabilir aliiminyum prob
kullanilarak ayarlanmistir. Ardindan 6rnekler bir yapistirict yardimiyla ¢ikarilabilir
prob iizerine tutturulmus ve prob 0,1 mms-1 sabit hizda ve 0,2 N sabit kuvvette,
deneyden once bir gece pH 6,8’lik fosfat tamponunda bekletilmis diyaliz membrani
yiizeyine indirilmistir. 60 saniyelik temas siiresinin ardindan prob yukar1 dogru hareket

ettirilmis ve adhezyon kuvveti; zamana kars1 kuvvet egrisinin egri alti alanindan
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hareketle hesaplanmistir. Asagida verilen denklemle egri alti alan kullanilarak

adhezyon kuvveti (mJ/ cm?) cinsinden hesaplanmustir.
Adhezyon (mJ /cm?) = AUC /xr?
Mekanik ozellikler

Hazirlanan film formiilasyonlarinin mekanik o6zellikleri, Texture Analyser
cihazi (TA.XT plus, Stable Micro Systems, UK) kullanilarak analiz edilmistir.

Gerilme direnci, elastik modiilii ve % uzama 6l¢iilmiistiir.
% Uzama = Uzunluktaki artis x 100/Filmin baslangi¢ uzunlugu
Gerilme direnci (N/mm?) = Kopma kuvveti x100/filmin baslangi¢ kesit alan1

Elastik modiilii (N/mm?) = Gerilme direnci/(Uzama miktar1/Filmin baslangig

uzunlugu)

In Vitro Sahm Cahsmalan

Asiklovir yiiklii film formiilasyonlarinin in vitro salim deneyleri i¢in hazirlanan
bir film formiilasyonu 50 mL’lik flakona koyularak ve igerisine 50 mL pH 6,8 fosfat
tamponu salim ortami olarak eklenmistir. 37°C’de yatay ¢alkalayicili su banyosunda
belirli zaman araliklarinda (0.25, 0.5, 1, 2, 4, 6, 8, 12, 24 saat) 1 mL 6rnek alinip yerine
ImL salim ortam1 eklenmistir. Belirli zaman araliklarinda alinan 6rnekler seyreltilip

0.22 um PTFE filtreden siiziilerek HPLC’de analizler gergeklestirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Asiklovirin HPLC ile in Vitro Miktar Tayini ve Analitik Yontem

Validasyonu

Asiklovir’in HPLC ile in vitro miktar tayini Boliim 3.2.1°de belirtilen metot ile
yapilmistir. Asiklovir piki 254 nm’de yapilan dedeksiyonu sonucu 5. dakikada saf
olarak elde edilmistir (Sekil 4.1.).

DADA1 B, 5ig=254,4 Ref=off (BERAT ACY 2023-07-28 14-35-18Y021-0101.0)
600 -

500

300-
200

100

"3.214

Sekil 4. 1. Asiklovir’e (100 ppm) ait HPLC kromatogrami.
4.2. Kalibrasyon

Asiklovir’in kalibrasyon dogrusu Bolim 3.2.2.°de belirtilen metot ile
gergeklestirilmistir. 100 ppm konsantrasyonda hazirlanan Asiklovir stok ¢ozeltiden
hareketle her birinde 1, 2, 5, 10, 25, 50 ve 100 ppm konsantrasyonlarda ¢ozeltiler
kullanilarak elde edilmistir. Kalibrasyon dogrusu ve denklemi, hazirlanan ¢ozeltilerin
enjeksiyonundan sonra HPLC yontemi ile ¢ozeltilerin konsantrasyonlarina kars: elde
edilen pik alanlar1 grafige gecirilerek dogrusal regresyon ile bulunmustur. Asiklovir’in
HPLC ile miktar tayininde elde edilen dogrusal regresyon verileri Tablo 4.2.’de

gosterilmekte olup kalibrasyon dogrusu ve denklemi Sekil 4.2.”de yer almaktadir.
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Tablo 4. 1. Asiklovir’in HPLC ile miktar tayininde elde edilen lineer regresyon

verileri.

Parametre Sonug¢
Konsantrasyon Araligi 1-100 ppm

Egim 137,41

Intersept 45,398

Korelasyon Katsayisi (1?) 0,9996

16000

14000

12000

10000

8000

Pik Alani

6000
4000

2000

0o &

y=137,41x+45398
R2=0,9996 .-

80 100

Konsantrasyon (ppm)

Sekil 4. 2. Asiklovir’in kalibrasyon dogrusu ve denklemi.

4.3. Analitik Yontem Validasyonu

e Dogrusallik

120

Yontemin dogrusallik analizleri Bolim 3.2.2.°de belirtilen metot ile

gerceklestirilmistir. 100 ppm konsantrasyonda hazirlanan stok ¢ozeltiden hareketle

1,5, 3,6, 12,5, 25, 50 ve 100 ppm konsantrasyonda ¢ozeltiler hazirlanmis ve HPLC ile
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analiz edilmistir. Asiklovir’in farkli konsantrasyonlardaki absorbanslari hesaplanmis
ve kalibrasyon dogrusu denklemi elde edilmistir. Denklemin dogrusalligin1 belirleyen
tanimlayicilik katsayisi (r?) degeri 0,9996 oldugu bulunmus ve yontemin dogrusal

oldugu gosterilmistir (Sekil 4.2).
e Dogruluk

Analitik yontemin dogruluk analizi Bolim 3.2.2.°de belirtilen metot ile
gerceklestirilmistir. Kalibrasyon simnirlari i¢indeki diisiik, orta ve yiiksek olmak tizere
3 farkli konsantrasyonda (1, 10 ve 100 ppm) 6 seri ¢ozelti hazirlanarak HPLC analizi
yapilmstir. Olgiim sonucunda Asiklovir’in geri kazanim degerleri ve bu degerlere ait
X, SS ve VK hesaplanmistir. Varyasyon katsayisi biitiin konsantrasyonlar i¢in %2’den
kiiglik bulunmustur (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. Asiklovir’in geri kazanim yiizdeleri ve varyasyon katsayisi degerleri.

Dogruluk
Ornek 1 ppm 10 ppm 100 ppm
% Geri Kazamim % Geri Kazamim % Geri Kazanim

1 68,00 99,96 98,81
2 67,20 99,04 99,88
3 69,24 99,25 100,80
4 69,38 97,84 99,93
5 67,71 98,78 98,17
6 66,62 95,14 98,63
X 68,02 98,34 99,37
S 1,00 1,56 0,90

VK 1,47 1,58 0,91
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e Kaesinlik
Tekrar Edilebilirlik

Kullanilan yontemin tekrar edilebilirliginin degerlendirilebilmesi icin 100 ppm
stok ¢ozeltiden 10 ppm konsantrasyonda tek bir ¢6zelti hazirlanmistir. Hazirlanan bu
cozelti ile 6 kez HPLC analizi yapilmistir. Varyasyon katsayis1 %2’den kiigiik
bulunmustur (Tablo 4.4.).

Tablo 4.3. Asiklovir’in tekrar edilebilirlik sonuglari.

Konsantrasyon

Tekrar (ppm) X SS VK %

1 9,85

9,99

9,92
9,88 0,09 0,95

9,83

9,95

o o B~ WO DN

9,73

Tekrar Elde Edilebilirlik

Asiklovir  miktar tayini yonteminin tekrar elde edilebilirliginin
degerlendirilebilmesi i¢in 100 ppm stok ¢dzeltiden hareketle 10 ppm konsantrasyonda
6 farkli ¢ozelti hazirlanmis ve HPLC ile analiz yapilmistir. Varyasyon katsayisi
%2’den kiigiik bulunmustur (Tablo 4.5.).

Tablo 4.4. Asiklovir’in tekrar elde edilebilirlik sonuglari.

Konsantrasyon
Numune (ppm) X SS VK %
1 9,99
9,90

9,83 0,17 1,74

2
3 9,92
4 9,78
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9,87
6 9,51

Giinler Arasi Farkhihk

Giinler arasi1 farklilik parametresinin degerlendirilebilmesi i¢in ard arda 3 giin
10 ppm konsantrasyonda 3 farkli ¢6zelti hazirlanmis ve hazirlanan ¢6zeltilerin HPLC
analizi yapilmistir. X, SS ve VK degerleri hesaplanmistir. Varyasyon katsayisinin

%?2’den kiigiik oldugu goriilmiistiir. (Tablo 4.6.)

Tablo 4.5. Asiklovir’in giinler arasi farklilik sonuglari.

Konsantrasyon
Numune (ppm) X SS VK %
1 10,23
2 10,21 10,29 0,12 1,17
3 10,42

Duyarhhk (Tanima Simir1 (LOD) ve Alt Tayin Sinir1 (LOQ) Degerlerinin

Hesaplanmasi)

Asiklovir’in HPLC ile miktar tayininde kullanilan yontemin duyarlilig
caligilan en diisiikk konsantrasyon olan 1 ppm konsantrasyonda hesaplanmistir. LOD
(tanima sinir1) 0,036 ppm ve LOQ (alt tayin sinir1) ise 0,11 ppm olarak belirlenmistir
(Tablo 4.6.).

Ozgiinliik

Gelistirilen analitik yontemin Asiklovir i¢in 6zgiin oldugunun gosterilebilmesi
icin formiilasyondaki diger maddelerin Asiklovir ile bir girisim yapip yapmadigina
bakilmis ve formiilasyondaki her bir madde i¢in HPLC kromatogrami elde edilmistir

(Sekil 4.3.).



DAD1 B, Sig=264.4 Ref=off (BERAT ACY 2023-07-28 14-35-18021-0101.D)
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DAD1 A, Sig=254.4 Ref=off (BERAT ACY 2024-08-12 19-08-244081-0101.0)

Sekil 4. 3. Asiklovir, Kitosan ve Poliakrilik Asit’in HPLC spektrumlariin
karsilastirilmasi. ( a.Asiklovir, b.Kitosan, c.Poliakrilik Asit, d.pH 6.8 tampon).,

Stabilite

10 ppm konsantrasyonda hazirlanan 3 farkli Asiklovir ¢o6zeltisi oda
kosullarinda 24 saat bekletildikten sonra HPLC analizi yapilmistir. Analiz sonucunda
baslangi¢ konsantrasyonunun %99’u (£ 0,5) tayin edilmis ve Asiklovir’in stabil
oldugu goriilmiistiir (Tablo 4.6.). Ayrica tez ¢alismasinda kullanilan HPLC yontemi

ile herhangi bir bozunma iiriiniine ait pike rastlanmamuistir.

Tablo 4.6. Asiklovir’in 24 Saatlik Stabilite Ol¢iimleri

Numune 0. saat 24. Saat % Geri

(10ppm) (absorbans) (absorbans) Kazanim
1 1450,4 1428,9 98,51
2 1448,4 1437 99,21
3 1464,7 1456,1 99,41

4.4. Formiilasyon Gelistirme Calismalar

Bos CS/PAA Film Formiilasyonlar1 Hazirlanmasi ve Optimizasyonu
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Bos CS/PAA film formiilasyonlar1 igin Optimizasyon calismalart B&liim

3.2.4.’te agiklandig1 sekilde gergeklestirilmistir (Tablo 4.7.).

Tablo 4.7. Bos CS/PAA film formiilasyonlarinda kullanilan PAA ve CS’a ait

konsantrasyon degerleri.

[PAA Kitosan |PAA  Kitosan |PAA Kitosan |PAA Kitosan
%(ala) %(ala) |%(a) Yo(aa) |%(ala) %(@a) |%(ala)  %(a)
: 0.1 1 : :

0,2 1
0,5 0,5 0,5 1 0,5 1,5 0,5 2
0,75 0,5 0,75 1 0,75 1,5 0,75 2
1 0,5 1 1 1 1,5 1 2
1,2 0,5 1,2 1 1,2 1,5 1,2 2
1,5 0,5 1,5 1 1,5 1,5 15 2

Hazirlanan bos CS/PAA film formiilasyonlarinin film olusturabilme
yetenekleri incelenmistir. Kitosan, %1.5 ve lizeri a/a konsantrasyonda formiilasyona
ilave edildiginde formiilasyonun g¢ok viskoz olmasi nedeniyle film ¢ozeltisinin
karismasma olanak vermedigi gorilmistir. %0.5 (a/a) konsantrasyonda CS
kullanilarak hazirlanan formiilasyonlarin film olusturma yeteneginin oldukca zayif
oldugu gozlenmistir. Bu nedenle kitosanin kullanim yiizdesi igin aralik %0.8-%1.2
(a/a) olarak belirlenmistir. %1 ve tizeri konsantrasyonda poliakrilik asit kullanilan
formiilasyonlarda viskozitede asir1 artis ve kitosan ile topaklanma meydana geldigi
gozlenmistir. Bu nedenle PAA’nin kullanim yiizdesi i¢in aralik %0.6-%0.8 (a/a) olarak

belirlenmistir.

ACY Yikli CS/PAA Film Formiilasyonlar1 Hazirlanmas1 ve

Optimizasyonu

ACY yiikli CS/PAA film formiilasyonlarda optimizasyon calismalar1 igin
Boliim 3.2.4.’te agiklandig1 {izere farkli konsantrasyonlarla hazirlanan bos CS/PAA

film formiilasyonlarmin film olusturma yetenekleri incelenerek belirlenen farkl
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konsantrasyonlardaki Kitosan (%1.2, %1, %0.8 a/a olacak sekilde) ve Poliakrilik Asit
(%0.8, %0.6, %0.4 a/a olacak sekilde) ile calisilmistir. Formiilasyonlar ¢oziicii
buharlagtirma yontemi ile hazirlanmistir. Optimizasyon ¢aligsmalari i¢in 10 ml %10 h/h
asetik asit igerisine 6nce farkli konsantrasyonlarda PAA (%1.5, %1.2, %1, %0.75,
%0.5, %0.2, %0.1 a/a olacak sekilde) eklenip 500 rpm’de 10 dakika karigtirilmastr.
Karigimin igerisinde %35 a/a oraninda Asiklovir eklenerek c¢oziinenen kadar
karistirtlmistir. Daha sonra farkli konsantrasyonlarda CS (%2, %1.5, %1, %0.5 a/a
olacak sekilde) karisima ilave edilmis ve 24 saat 500 rpm’de manyetik karistiricida
agz1 kapali sekilde karistirmaya birakilmistir. Hazirlanan ¢ozeltiler petri kaplarina

dokiilerek etiivde 40 °C’de 24 saat kurumaya birakilmistir (Tablo 4.8.).

Tablo 4.8. ACY yiiklii CS/PAA film formiilasyonlar: hazirlanmasinda kullanilan CS
ve PAA konsantrasyon degerleri (Asiklovir %5 a/a).

PAA Kitosan PAA Kitosan PAA Kitosan
%(a/a) %(a/a) % (a/a) %(a/a) %(a/a) % (a/a)
0.8 1.2 0.8 1 0.8 0.8

0.6 1.2 0.6 1 0.6 0.8

0.4 1.2 0.4 1 0.4 0.8

Tablo 4.8’de verilen konsantrasyon degerleri kullanilarak hazirlanan ACY
yikli CS/PAA film formiilasyonlarina sisme, par¢alanma, adezyon kuvveti ve
mekanik ozellik (% uzama, gerilme direnci, elastik modiilii) analizleri yapilmistir
(n=6). Analiz sonuglar1 3 seviyeli faktoriyel tasarim metodu ile degerlendirilerek

optimum CS ve PAA konsantrasyonu belirlenmistir.
Faktoriyel Tasarim

Belirlenen CS ve PAA konsantrasyonlar1 ile ACY yiikli CS/PAA film
formiilasyonlar1 hazirlanmis ve hazirlanan filmler i¢in sisme, par¢alanma, adezyon
kuvveti ve mekanik 6zellik (% uzama, gerilme direnci, elastik modiilii) analizleri

yapilmis ve bu analizler sonucu elde edilen veriler sisteme girilmistir (Tablo 3.4.).
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Tablo 4.9. Faktoriyel tasarim icin kullanilan bagimsiz degiskenler ve tasarim igin

kullanilan analiz verileri

Orneklem CS PAA '?(duevz\yeot? I\Iil(:ltllllfl Sisme | Parcalanma
% %
1 1.2 0.8 116.76 442.78 64 8.45
2 1.2 0.6 112.55 397.22 71 9.06
3 1 0.4 74.57 150.71 68 8.76
4 1 0.8 86.48 220.97 56 7.81
5 0.8 0.6 48.14 96.86 50 7.69
6 0.8 0.8 55.63 109.2 46 7.29
7 1 0.6 80.52 176.42 63 8.38
8 0.8 0.4 41.48 91.31 56 7.98
9 1.2 0.4 107.78 334.2 78 9.53

Tablo 4.10. elde edilen yanitlara ait ANOVA sonuglarin1 géstermekte olup,

model p degerlerinin sisme, par¢alanma, adezyon kuvveti ve gerilme direnci i¢in genel

anlamda 0.0001'den kiigiik oldugu goriilmektedir. Bu da segilen tim bagimsiz

degiskenlerin anlamli oldugunu ve kullanilan modelin deneysel degerlerin tahmini igin

uygun bir model olabilecegini géstermektedir.
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Tablo 4.10. Yanitlar (sisme, pargalanma, adezyon kuvveti ve mekanik 6zellik) igin

ANOVA sonuglari

Adezyon Kuvveti Elastik Modiilii Sisme Parcgalanma
(2FI) (ikinci dereceden) (Lineer) (2FI)
Source F degeri | pdegeri | Fdegeri | pdegeri | Fdegeri | pdegeri | Fdegeri | pdegeri
Model 43639.29 0 0301 664.27 | <0.0001 | 255.10 | <0.0001 | 508.33 | <0.0001
CS 1.26E+05 0 0?)01 2944.76 | <0.0001 | 378.41 | <0.0001 | 1045.85 | <0.0001
PAA 4222.20 0 0301 148.32 0.0012 131.80 | <0.0001 | 464.82 | <0.0001
< NA NA
CS.PAA 137.87 0.0001 46.93 0.0064 14.33 0.0128
NA NA NA NA
CS.CS NA NA 181.24 0.0009
PAA.PAA NA NA 0.1154 0.7565 NA NA NA NA
R2 NA 0.9909 NA 0.9727 NA 0.9911 NA
- 0,9998
(Tahmini)
R2 NA 0.9976 NA 0.9845 NA 0.9948 NA
0,9999
(hesaplanmis)

Adezyon kuvveti yanitina ait sonuglar incelendiginde; Sekil 4.4. ve Sekil

4.5.teki grafikler formiilasyondaki CS ve PAA konsantrasyonunun artig1 ayr1 ayri ve

birlikte adezyon kuvvetinin arttigini1 géstermektedir.




Factor Coding: Actual
Response: MUKOADHEZYON
@ Design Points

= = = 95% Cl Bands

Actual Factors.

A=1

B=06

MUKOADHEZYON

46

Waming! Factor involved in AB interaction.

MUKOADHEZYON

‘Warning! Factor involved in AB interaction.

A: Kitosan (%)

T T T
05 06 07

B: PAA (%)

0g

Sekil 4.4. PAA ve CS bagimsiz degiskenlerinin ayr1 ayr1 adezyon kuvveti {izerine

etkisi

Factor Coding: Actual

Response: MUKOADHEZYON

Design Points:
@ Above Surface
© Below Surface

4148 [ 116.76

MUKOADHEZYON

3D Surface

Sekil 4.5. PAA ve CS bagimsiz degiskenlerinin birlikte adezyon kuvveti tizerine etkisi

Mekanik Ozellik Yanitina Ait Sonuglar incelendiginde Sekil 4.6. ve Sekil

4.7.’teki grafikler formiilasyondaki CS ve PAA konsantrasyonunun artigi ayri ayri ve

birlikte mekanik 6zelliklerin (elastik modiilii) arttigini géstermektedir.
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Factor Coding: Actual
Response TEMSILE
@ Design Points

— — — 95% CI Bands
Actual Factors:
A=1
B=06
5000 - Waming! Factor involved in AB interaction. 5000 — ‘Warning! Factor involved in AB interaction.
4000 - 4000
w 3000 w3000
2 =t
0 [%2]
z =z
w w
] =
2000 -| 2000
1000 s " 1000
0 0
T T T T T T T T T T
08 09 1 1 12 04 05 06 07 08
A: Kitosan (%) B: PAA (%)

Sekil 4.6. PAA ve CS bagimsiz degiskenlerinin ayr1 ayr1 mekanik 6zellik

(gerilme direnci) tizerine etkisi

Factor Coding: Actual

Response: TENSILE 3D Surface
Design Points:

@ Above Surface

© Below Surface

912.31 [ 4428.78

TENSILE

B: PAA (%)

Sekil 4.7. PAA ve CS bagimsiz degiskenlerinin birlikte mekanik 6zellik (gerilme

direnci) tizerine etkisi

Sisme yanitina ait sonuglar incelendiginde Sekil 4.8. ve Sekil 4.9.’daki

grafikler formiilasyondaki CS konsantrasyonunda artisin sisme oOzelliginde artis
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saglarken, PAA konsantrasyonunda artigin sisme 6zelliklerinde diisiise neden oldugu
goriilmektedir.

Factor Coding’ Actual
Response: sisme

@ Design Points

- - - 95% Cl Bands
Actual Factors:

A=1

B=06

80— 80+

slsme

40—

T T T
08 09 1 1.1 12 04 05 06 07 08

A: Kitosan (%) B: PAA (%)

Sekil 4.8. PAA ve CS bagimsiz degiskenlerinin ayri ayri sisme tizerine etkisi

Factor Coding: Actual

Response: sisme 3D Surface
Design Points:

@ Above Surface

O Below Surface

46 [ 78

sisme

B: PAA (%)

A: Kitosan (%)

Sekil 4.9. PAA ve CS bagimsiz degiskenlerinin birlikte sisme tizerine etkisi
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Parcalanma yanitina ait sonuglar incelendiginde sekil 4.10. ve sekil 4.11.’deki
grafikler formiilasyondaki CS konsantrasyonundaki artig pargalanma 6zelliginde artig

saglarken PAA konsantrasyonundaki artigin parcalanma 6zelliklerinde diisiise neden

oldugu goriilmektedir.

Factor Coding: Actual
Response: parcalenma

@ Design Points
— = —95% Cl Bands
Actual Factors
A=1
B=06
10 ‘Waming! Factor involved in AB interaction 10 Waming! Factor involved in AB interaction.
95

95+

parcalenma
pargalenma

754

08 09 1 1.1 12 04 05 06 07 08
A: Kitosan (%) B: PAA (%)

Sekil 4.10. PAA ve CS bagimsiz degiskenlerinin ayr1 ayr1 par¢alanma {izerine etkisi

Factor Coding: Actual

Response: parcalenma 3D Surface
Design Points:

@ Above Surface

O Below Surface

7.20 [ 953

>
9 e
e
85
©
£
[
g 8
[}
o
g
75
7
08 3 5]
07 11
06 1
B: PAA (%) %3 0.9 A: Kitosan (%)
04708

Sekil 4.11. PAA ve CS bagimsiz degiskenlerinin birlikte pargalanma tizerine etkisi
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Her bir analiz sonucu incelendiginde ve ANOVA sisteminden ¢ikan sonuca

bakildiginda CS ve PAA igin en uygun konsantrasyon degerinin sirastyla %1.2 a/a ve

%0.8 a/a oldugu sonucuna varilmistir (Tablo 3.6).

Tablo 4.11. Optimum CS ve PAA konsantrasyonu igin ANOVA sonuglari

Adezyon | glastik Tercih
Orneklem | CS PAA cuvveti | Modiiii Sisme | Parcalanma Edilebilirlik
% %
1 1.2 0.8 116.76 442.78 | 64 8.45 0.550 Secildi
2 1.2 0.6 112.55 39722 |71 9.06 0.539
3 1 0.4 74.57 150.71 | 68 8.76 0.538
4 1 0.8 86.48 220.97 |56 7.81 0.528
5 0.8 0.6 48.14 96.86 50 7.69 0.527
6 0.8 0.8 55.63 109.2 46 7.29 0.527
7 1 0.6 80.52 176.42 | 63 8.38 0.524
0.8 0.4 41.48 91.31 56 7.98 0.524
9 1.2 0.4 107.78 334.2 78 9.53 0.524

4.5. Hazirlanan Mukoadezif Film

Karakterizasyonu

Fiziksel Goriiniim Analizi

Formiilasyonlarimin  In Vitro

Bos ve ACY yiiklii CS/PAA film formiilasyonlar fiziksel goriiniim, renk, doku

ve seffaflik agisindan gorsel olarak degerlendirilmistir. Bos ve ACY yikli film

formiilasyonlar1 ayni fiziksel goriiniime sahip olup hafif sar1 renkli, seffaf ve bugulu

cam gortintiisiine sahip olup hafif piiriizlii bir ylizeye sahiptir.
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ACY Yiikli Film

Sekil 4.12. Bos ve ACY yiikli CS/PAA film formiilasyon goriintiileri
Film Agirlik ve Kalinlik Tekdiizeligi Tayini

ACY yikli CS/PAA filmlerin agirlk ve kalinlik degiskenligini
degerlendirmek amaciyla 6 farkli 6rnek iizerinden agirlik ve kalinlik 6l¢iimleri
gerceklestirilmistir. 1x1 cm’lik parcalar halinde kesilerek filmler hassas dijital terazi
kullanilarak agirliklart 6l¢iilmistiir. Filmlerin farkli konumlarda tutulan bir kompas
yardimiyla kalinliklar1 Olgililerek ortalama agirlik ve kalinlik degerleri, standart
sapmalart hesaplanmigtir. Cikan sonuglarin standart sapmalart incelendiginde
filmlerde agirlik ve kalinlik sapmas1 olmadigi tekdiize bir formiilasyon hazirlandig:

goriilmustiir. (Tablo 4.10.).

Tablo 4.12. Film agirlik ve kalinlik tekdiizelik tayini verileri (n=6)

Numune 1 2 3 4 5 6 X SS
Agirhk

(mg) 7,75 7,56 7,48 7,84 7,27 7,54 7,57 0,20
Kalinhk

(mm) 0,1-0,2| 0,1-0,2| 0,1-0,2| 0,1-0,2| 0,1-0,2| 0,1-0,2| 0,1-0,2 ~0,5

Katlanma Dayamkhhig: Tayini

Hazirlanan ACY yiikli CS/PAA film formiilasyonlarimin katlanma
dayaniklilig1 tayini i¢in her bir film kirilincaya kadar ayni yerden tekrar tekrar
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katlanmistir. Katlama islemi ayni noktadan ve diizlemle 180°’lik ag¢1 olusturacak
sekilde gerceklestirilmistir. 6 6rnek ile ¢aligilarak sonug, ortalama ve standart sapma
olarak hesaplanmistir. Cikan sonuglar incelendiginde filmlerin katlanmaya oldukca
dayanikli oldugu ve filmlerin farkli yerlerinden alinan Orneklerde katlanma

dayanikliliginda sapma olmadig goriilmiistiir. (Tablo 4.11).

Tablo 4.13. Film katlanma dayaniklilig1 tayini verileri (n=6).

Numune 1 2 3 4 5 6 X SS

Katlanma

Sayisi 37 41 38 39 39 37| 38,50 1,52
pH Ol¢iimii

Hazirlanan bos ve ACY yiiklii CS/PAA film formiilasyonlarinin yiizey pH
degeri Sartorius PP-20 pH olger kullanilarak tayin edilmistir. Bos CS/PAA filmin pH
degeri 6.02 = 0.05, ACY yiikli CS/PAA film formiilasyonun pH’s1 6.01 #= 0.05
olarak olgiilmistiir (n=6, = SS). pH sonuglar incelendiginde Asiklovir’in pH’ya

etkisinin olmadig1 ve filmin mukoza i¢in uygulanabilir oldugu goriilmiistiir.
Ilac icerigi Tekdiizeligi

Asiklovirin  film formiilasyonlarinda ilag igerigi tekdiizeligi tayini
gerceklestirilmistir. Hazirlanan film formiilasyonuna bolim 3.2.5’te anlatildig1 gibi
yapilarak HPLC’de miktar tayini analizi gergeklestirilmistir. Veriler degerlendirilirken
onceden hesaplanmis olan % 2’lik kayip orani da hesaba katilarak ilag igerigi tek
diizeligi %93.16 olarak bulunmustur. %10’dan az bir kayip oldugu goriilmistiir,

dolayisiyla icerik tekdiizeligi saglanmistir.
Sisme Analizi

Filmlerin sisme Ozellikleri hidratasyon (su alimi) yiizdesi belirlenerek
degerlendirilmistir. Yiizde sisme degeri boliim 3.2.5’te yer alan esitlikle hesaplanmis

ve grafige gecirilmistir (Sekil 4.6.). Grafik incelendiginde hazirlanan filmlerin yiiksek
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sisme potansiyeline sahip oldugu gortilmistiir. 30. dakikadan sonra plato evresine

ulagsmis ve yaklagik %70’lik bir sisme gézlenmistir.

80

70

0 10 20 30 40 50 60 70
Zaman (dakika)

Sekil 4.13. ACY yiikli CS/PAA film formiilasyonunun zamana kars1 % sisme grafigi
(n=6).

Parcalanma Analizi

Mukoadhezif film formiilasyonlarinin par¢alanma analizi petri kab1 yontemi
kullanilarak gerceklestirilmistir. Yiizde sisme degeri boliim 3.2.5’te yer alan esitlikle
hesaplanmis ve grafige gecirilmistir (Sekil 4.7.). Grafik incelendiginde hazirlanan
ACY yiiklii filmlerin pargalanmaya olduk¢a dayanikli oldugu goriilmiistiir. 12. saatte

yapilan 6l¢iimde heniiz %10’luk pargalanma meydana gelmedigi gézlenmistir.
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10

% Parcalanma

0 2 4 6 8 10 12 14
Zaman (saat)
Sekil 4.14. ACY yiiklii CS/PAA film formiilasyonunun zamana kars1 % parcalanma
grafigi (n=6).

Adhezyon Kuvvetinin Olgiilmesi

Mukoadhezif polimerlerle hazirlanmis olan film formiilasyonunun adhezyon
kuvvetinin 6l¢iistinii belirlemek amaciyla literatiirde yer alan doku analizorii cihazi
olan Texture Analyser cihazi (TA.XT plus, Stable Micro Systems, UK) kullanilmistir.
bolim 3.2.5°te verilen denklemle egri alt1 alan kullanilarak adhezyon kuvveti (mJ/
cm2) cinsinden hesaplanmistir. Adhezyon kuvveti filmin istenen bolgeye
uygulanabilirligini ifade eder. Filmlerin deri ve mukozaya rahat uygulanabilmesi i¢in
bu degerin yiiksek olmasi istenir. Cikan analiz sonucuna bakildiginda filmin
uygulanabilirligi i¢in oldukga iyi bir adezyon degeri bulunmustur. Analiz sonucunda

adezyon degeri 122,5 £ 15 olarak bulunmustur.

Mekanik ozellikler

Hazirlanan film formiilasyonlarmin mekanik ozellikleri, Texture Analyser
cihazi (TA.XT plus, Stable Micro Systems, UK) kullanilarak analiz edilmistir.
Gerilme direnci, elastik modiilii ve % uzama ol¢iilmustiir. Elde edilen veriler tablo

4.14’te sunulmustur.
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Film ag1z mukozasina uygulanacag diigiiniildiigiinde karsilasilacak fiziksel dis
etmenlere karsi dayanikli olmasi gerekmektedir. Mekanik ozellikler igin yapilan
analizlere bakildiginda CS/PAA filmin yiiksek mekanik dirence sahip oldugu

goriilmektedir.

Tablo 4.14. ACY yiiklii CS/PAA film formiilasyonuna ait mekanik 6zellik verileri
(n=6)

Uzama Miktar % Uzama Gerilme Direnci Elastik Modiilit
(mm) (N/mm?) (N/mm?)
0,26 0,138 6,0136 470,375

Fourier-Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR) Analizi

Mukoadhezif film formiilasyonlarinin asiklovir ve formiilasyon bilesenlerinin
kendi aralarinda olan etkilesimini incelemek amaciyla boliim 3.2.5°te anlatildig1 {izere

FTIR analizleri gergeklestirilmistir. (Sekil 4.3).

Sekil 4.3.‘te Bos CS/PAA film formiilasyonu, ACY vyiikli CS/PAA film
formiilasyonu, ACY, PAA, CS’a ait FTIR spektrumlar1 gosterilmektedir. ACY nin IR
spektrumu 3500 cm-1(OH), 1695 cm-1(C=0), 3282 cm-1(NH2), 1487 cm-1(C=N)
ve 1185 cm-1(C—N)'de baslica emilim pikleri gostermektedir. ACY’nin, CS ve
PAA’nin IR spektrumlar karsilastirildiginda formiilasyonlarin IR spektrumlarinin
ACY’nin tiim karakteristik emilim piklerini gosterdigi ve bunun ACY nin,
formiilasyonda yer alan diger yardimci maddeler arasinda herhangi bir olagandisi

etkilesim olmadigina dair kanit sagladigi bulunmustur (51).
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Sekil 4.15. a) Bos CS/PAA film formiilasyonu b) ACY yiikli CS/PAA film
formiilasyonu ¢) ACY d) PAA e) CS’a ait FTIR spektrumlari.

DSC Analizi

Boliim 3.2.5°te anlatildigi sekilde DSC analizi yapilmistir. ACY, CS, PAA, bos
CS/PAA film formiilasyonu, ACY yiikli CS/PAA film formiilasyon termogramlari
Sekil 4.4'te gosterilmistir. DSC termogramlari, literatiir ile benzer sekilde (48) ACY
icin 256-257 °C'de bir endotermik pik ve 265 °C'de bir ekzotermik pik oldugunu
gostermektedir. ACY yiiklii CS/PAA film formiilasyonunda ACY’ye ait endotermeik
pike rastlanmamis olup, bu durum ACY’nin formiilasyonda amorf halde bulundugunu

veya molekiiler olarak dagildigin1 gostermektedir (Sekil 4.4.).
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Sekil 4.16. ACY, CS, PAA, Bos CS/PAA film formiilasyonu, ACY yiikli CS/PAA

film formiilasyonuna ait DSC termogramlar1
Morfolojik Analiz

Bos ve ACY yiiklii CS/PAA film formiilasyonlarina ait SEM goriintiileri Sekil
4.5. ve Sekil 4.6’da verilmistir.

a)

SEM MAG: 1.00 kx WD: 5.57 mm WD: 5.60 mm GAIA3 TESCAN

SM: ANALYSIS Det: SE SM: ANALYSIS Det: SE
SEM HV: 5.0 kV BI: 6.00 HUNITEK| il SEMHV: 5.0 kv BI: 6.00 HuNITEK | (7))
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Sekil 4.5. a) Bos CS/PAA film formiilasyonuna ait SEM goriintiileri (x1000 ve
x5000 biiyiitmede)

b)

Y
SEM MAG: 1.00 kx WD: 5.60 mm WD: 5.67 mm | | GAIA3 TESCAN

SM: ANALYSIS Det: SE SM: ANALYSIS | Det: SE [ 10 ym
SEM HV: 5.0 kV BI: 6.00 HUNITEK|Jl  SEMHV: 5.0 kv BI: 6.00 HuNiTex 17

Sekil 4.17. ACY yiiklii CS/PAA film formiilasyonuna ait SEM goriintiileri (x1000 ve
x5000 biiyiitmede)

In Vitro Sahm Cahsmalan

ACY yiiklii CS/PAA film formiilasyonlart ve ACY ¢ozeltisinin in vitro salim
calismalar1 pH 6,8 fosfat tamponu ¢6zeltisinde gercgeklestirilmistir. (Sekil 4.8.). Elde
edilen veriler incelendiginde ilk 15 dakikada formiilasyondan etkin maddenin
%75’inin salindig1 goriilmektedir. Sonrasinda ilacin yavag salindigi ve 12. saatte %100
salindig1 goriilmektedir (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18. ACY yiiklii CS/PAA film formiilasyonu ve serbest ACY ¢ozeltisinden in
vitro ACY salim profili (n=3, &+ SS).



62

5. TARTISMA

ACY’nin vitro miktar tayini Bolim 3.2.1°de belirtildigi sekilde
gerceklestirilmistir. ACY’nin piki 254 nm’de yapilan segici dedeksiyon sonucu 5.
dakikada saf olarak elde edilmistir. ACY pikinin 254 nm olarak bulunmasi literatiirle

uygundur (52).

Kalibrasyon dogrusunu olusturmak ig¢in 1 ile 100 ppm Kkonsantrasyon
araliginda calisilmistir. Kullanilan yontem Bolim 3.2.2°de aciklanmistir. Yapilan
regresyon analizi sonucunda Sekil 4.2°de goriildiigi tizere HPLC ile elde edilen pik
alanlart ve konsantrasyonlar arasinda dogrusallik gosterilmistir. Kalibrasyon
dogrusunun r? degeri 0,9996 olarak bulunmustur. Kullanilacak analitik yontemin
uygunlugu salim caligmalari ve igerik tekdiizeligi gibi karakterizasyon ¢alismalarinda
etkin maddenin tayini i¢in 6nemlidir. Film formiilasyonu i¢indeki etkin madde miktar
ile yapilan hesaplar ile literatiir kiyaslandiginda calisilan konsantrasyon araliginin

yapilacak olan ¢aligmalarda miktar tayini i¢in uygun oldugu gosterilmistir (53).

Kullanilan analitik yontemin dogrulugu i¢in yapilan caligsmalar B6liim 3.2.3.’te
aciklanmistir. Dogruluk caligmasi i¢in seg¢ilen 3 konsantrasyon (1, 10, 100 ppm) icin
de HPLC analizleri gerceklestirilmis ve % geri kazanimlar hesaplanmistir. % geri
kazanim sonuglarmma gore ortalama, standart sapma ve varyasyon katsayilari
hesaplanmistir. Uc konsantrasyon igin de varyasyon katsayist %2’nin altinda

bulunmustur. Sonuglar incelendiginde analitik yontemin dogrulugu gosterilmistir (54).

Kullanilan analitik yontemin kesinliinin belirlenebilmesi i¢in tekrar
edilebilirlik, tekrar elde edilebilirlik ve giinler aras1 farklilik degerleri hesaplanmigtir
(Bolim 3.2.3). Calismalar 10 ppm konsantrasyonda gerceklestirilmis ve ortalama,
standart sapma ve varyasyon katsayist degerleri hesaplanmistir. Analizler sonucunda
elde edilen verilere bakildiginda varyasyon katsayisinin her bir parametre i¢in %2 nin
altinda oldugu goriilmiis ve yontemin kesinligi gosterilmistir. Sonuglar literatiir ile
karsilastirlldiginda yontemin duyarliiinin tez c¢alismasi i¢in uygun oldugunu

gostermistir (55).
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Analitik yontemin duyarlilik hesaplamalart Bo6lim 3.2.3.’de agiklanmustir.
Yapilan ¢aligmalar sonucu tanima sinir1 0,036 pg/mL ve alt tayin sinirt 0,11 pg/mL
olarak belirlenmistir. Sonugclar literatiir ile karsilagtirildiginda yontemin duyarliliginin

tez ¢alismasi i¢in uygun oldugunu gostermistir (56).

Ozgiinliik ¢alismalar1 kapsaminda etkin madde (ACY) ve ¢alismada kullanilan
CS, PAA ve PBS gibi yardimci maddelerin kromatogramlar: elde edilmistir. Elde
edilen pikler incelendiginde yardimci maddelerin kromatogramlarindaki pikler ACY
ile girisim yapmamuistir. Dolayisiyla ACY igin gelistirilen tayin yonteminin ACY igin

0zgilin oldugu ispatlanmistir.

ACY’nin 24 saatlik stabilite ¢alismas1 yapilmis ve 10 ppm konsantrasyonunda
hazirlanan ¢dzeltinin 24 saat sonunda %99’u ortamda tayin edilmistir. Ek olarak
herhangi bir bozunma {irliniine ait bir pike rastlanmamistir. Analiz sonucu etken

maddenin ortam kosullarinda stabil oldugunu gdstermistir.

ACY yiikli CS/PAA film formiilasyonlarinin hazirlanmasinda ¢oziicii
buharlastirma yontemi kullanilmistir. C6ziicii buharlastirma yontemi oldukga pratik ve
ucuz bir yontemdir. Film olusturma icin en ¢ok tercih edilen yontemdir. Kullanilan
etken madde ve yardimci maddeler i¢in de uygun olmasi nedeniyle formiilasyon

gelistirmek i¢in bu yontem tercih edilmistir (57).

Film formiilasyonun hazirlanmasinda CS ve PAA kullanilmistir. CS,
biyouyumluluk, diisiik toksisite ve biyobozunur 6zellikleri sayesinde bir¢ok ilag
formiilasyonu igin tercih edilmektedir. Kitosanin bu stiinliiklerine ek olarak film
olusturucu 6zelligi sayesinde, siirekli ila¢ salimi i¢in de tercih edilmektedir. Kitosan,
mukoadezif ve katyonik 6zellikleri nedeniyle anyonik polimerler ile etkilesimleri de
incelenerek mukoadezif film formiilasyonlar1 i¢in kullanilabilecegi ongoriilmiistiir.
Ayrica kitosanin penetrasyon Ozellikleri de incelenmis ve bu penetrasyon 6zelligi

sayesinde mukoadezif filmler i¢in tercih nedeni olmustur (58).

Anyonik bir polimer olan Poliakrilik asit de kitosan gibi membran
penetrasyonunu arttirict 6zelligi bilinmektedir. Membran penetrasyonunu arttirici

ozelligini hiicre dis1 Ca2+’y1 selatlama yeteneginden sagladigi bulunmustur. Bu
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ozellikleri sayesinde bir¢ok film formiilasyonunda kullanilmak {izere aragtirilmstir.
Bu nedenle CS’a ek olarak formiilasyona PAA eklenmesinin uygun olacagi

distintilmustiir (59).

ACY ve CS i¢in uygun bir ¢6ziicli olmasi nedeniyle asetik asit ¢oziicii olarak
tercih edilmistir. Yiiksek konsantrasyonda kullanilmadik¢a toksik olmamasi ve kolay

ulagilabilir olmasi da tercih edilme nedeni olmustur (60, 61).

Formiilasyon gelistirme c¢alismalar1 igin literatiirde belirtilen CS/PAA
konsantrasyon araliklar1 incelenerek oncelikle genis bir konsantrasyon araliginda
calisildiktan sonra aralik diistiriilerek ANOVA sisteminde faktoriyel tasarim
kullanilarak optimum CS ve PAA konsantrasyonu bulunmustur. Faktoriyel tasarim
yontemi hem yenilik¢i hem de vakit ve madde tasarrufu saglamasi nedeniyle oldukca

tercih edilebilir bir yontemdir (62).

Bos ve ACY yiiklii CS/PAA film formiilasyonlari fiziksel gdriiniim, renk, doku
ve seffaflik acisindan gorsel olarak degerlendirilmistir. ACY nin ¢dzelti icerisinde
tamamen ¢Oziinmesi nedeniyle bos ve yiiklii filmlerde goriiniim agisindan farklilik
olmadig: tespit edilmistir. Formiilasyonlar hafif sar1 renkli, seffaf ve bugulu cam

goriintiisiine sahip olup hafif piiriizlii bir ylizeye sahiptir.

ACY yiikli CS/PAA film formiilasyonlariin agirlik ve kalinlig1 degiskenligi
Boliim 3.2.5.°te anlatildig1 tlizere yapilmistir. Elde edilen verilerin standart sapmalari
incelendiginde filmlerde agirlik ve kalinlik sapmasi olmadigi tekdiize bir formiilasyon
hazirlandig1 goriilmistiir. Film formiilasyonun agirlik ve kalinlik tekdiizeligine sahip

olmasi hazirlanan tiim filmlerin birbirine esdeger oldugunu gostermektedir (63).

Filmler kullanim yollar1 ve yapilar1 nedeniyle katlanmaya kars1 dayanikli ve
esnek yapiya sahip olmalidir. Hazirladigimiz filmlerde yapilan katlanma dayaniklilig
tayininde goOrdiiglimiiz ilizere hazirlanan filmlerin her bir boliimi ayni katlanma
dayanikliligina sahip olmakla birlikte olduk¢a esnek ve kirilmaya karsi da dayaniklidir
(64).
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Mukoadezif filmler mukozaya uygulanmasi nedeniyle tahrise neden olmamak
adina uygun bir pH’a sahip olmasi gerekmektedir. Bu nedenle yapmis oldugumuz pH
analizlerinde pH 6.01 + 0.05 olarak bulunmustur (65).

Hazirlanan filmlerde ilag igeriginin tekdiize olmasi her bir filmde esit oranda
ila¢ olmasini ve dolayisiyla ilag dozlamasinin saglanmasinda 6nemli bir faktordiir. Bu
nedenle filmlerde ilag icerigi tekdiizeligi testleri yapilmistir. Kayip madde hesabi da
katilarak yapilan analizlerde yaklasik %93 oraninda ila¢ icerik tekdiizeligine
ulagilmistir. Literatlir uygunlugu degerlendirildiginde ilag¢ kaybinin %10’dan kiiciik
olarak bulunmasi nedeniyle hazirlanan film formiilasyonunun igerik tekdiizeligi

acisindan uygun oldugu sdylenebilmektedir (66).

Mukoadezif film formiilasyonlarinin uygulama sekli nedeniyle ortam sivisinda
sisebilmesi ve bu sayede ilacin ortamda ¢oziinmesini saglayabilmesi gerekmektedir.
Hazirlanan filmlerde yapilan sisme analizlerinde ilk 5 dakikada yaklasik %35 lik
olduke¢a yiiksek bir sisme seviyesi goriiliirken uzun siireli analizde %70’e kadar bu
sisme seviyesi c¢ikabilmistir. Literatliirde filmler iizerinde yapilan arastirmalara
bakildiginda hazirlamis oldugumuz filmin % sigsme degerinin oldukca yiiksek oldugu

goriilmektedir (67).

Yapilan sisme analizlerde filmlerin yiiksek sisme degerlerine sahip oldugu
goriismistiir. Bu sisme degerlerinin uzun ilag saliminin incelenmesi i¢in ayrica
saglayabilmesi i¢in ortam sivisinda parcalanmamasi istenmektedir. Bu nedenle
viicudun sicakliginda ve 6.8 pH PBS ortaminda pargalanma analizleri
gergeklestirilmistir. Yapilan analizler sonucunda 12. Saatin sonunda yaklasik %8.5’1ik
parcalanma gergeklesmistir. [lacin 12. Saatin sonunda %100 salindigini diisiiniirsek
ila¢ salim1 bitene kadar filmlerde kayda deger bir par¢alanma olmadig goériilmiis olur.

Bu da filmlerin par¢alanmaya kars1 oldukg¢a dayanikli oldugunu gostermektedir (66).

Mukoadezif filmler uygulandigr bolgeye tutunabilmeleri i¢in adezyon
kuvvetlerinin de yeterli seviyede olmasi gerekmektedir. Hazirlamis oldugumuz
filmlerin adezyon kuvvetlerini 6lgmek i¢in yapilan analizlerde adezyon degeri
mukoadezyon degeri 122,5 + 15 ml/cm? olarak belirlenmistir. Bu deger film

formiilasyonunun mukoza tutunup ilag salabilmesi i¢in oldukca yeterli bir kuvvettir.
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Mukoadezif filmlerin uygulama bolgesinde uzun siire kalabilmesi i¢in adezyon
kuvvetinin yani sira mekanik 6zelliklerinin de yeterli olmasi gerekmektedir. Filmlerin
mekaniz Ozelliklerini degerlendirme adina Texture Analyser cihazinda % uzama,
gerilme direnci ve elastik modiilii parametreleri incelenmistir. Elde edilen verilere
bakildiginda, filmin uzamaya kars1 oldukg¢a direngli oldugu (%0.138), gerilme direnci
ve elastik modiilii degerlerinin de yeterli derecede yiiksek oldugu goriilmiistiir (68,

69).

Film formiilasyonunda kullanilacak maddeler birbirleriyle uyumlu olmasi ilag
salimi1 ve ilacin terapotik etkisinin devam ettiginden emin olmasi adina oldukca
Oonemlidir. Bu uyumun analiz edilebilmesi i¢cin ACY ve formiilasyon bilesenlerinin
(CS, PAA) kendi aralarinda olan etkilesimini incelemek igin FTIR analizleri
gerceklestirilmistir. Bu analizler icin ACY, CS, PAA ile ACY yiiklii CS/PAA film
formiilasyonlari ve bos CS/PAA film formiilasyonlari tizerinde g¢alisilmistir. Elde
edilen FTIR spektrumlari incelendiginde FTIR spektrumlarinin ACY’nin tiim
karakteristik emilim piklerini gosterdigi ve bunun ACY ’nin, formiilasyonda yer alan
diger yardimci maddeler arasinda herhangi bir olagandisi etkilesim olmadigina dair

kanit sagladigi bulunmustur (70, 71).

Film formilasyon bilesenlerinin ve film formiilasyonlarinin termal
ozelliklerinin belirlenmesi ve etkin maddelerin ile etkilesimlerinin belirlenmesi
amactyla DSC analizleri gergeklestirilmistir. Analizler sonucunda DSC termogramlari
incelendiginde literatiirde agiklandig1 gibi ACY igin 256-257 °C’de endotermik tepe
ve 265 °C’de ekzotermik tepe oldugu goriilmiistiir. i1ki erime sicaklig1 ve ikincisi ise
ayrisma noktasi oldugu diistintilmiistiir. ACY yiiklii CS/PAA film formiilasyonu erime
tepesi gostermedi, bu da formiilasyonda amorf olarak bulundugunu veya molekiiler
olarak dagildigini diisiindiirmektedir (72, 73).
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6. SONUC

ACY’in diisik biyoyararlanimi, diisiik permeabilitesi ve kisa yarilanma omrii
nedeniyle topikal uygulamadaki terapotik etkinligi arttirmak amaciyla ve HSV’nin
tedavisinde kullanmak amaciyla ACY yiikli CYS/PAA igeren film formiilasyonlart

hazirlanmstir.

Coziicii buharlastirma yontemi ile suda ¢oziiniirliigii ¢ok diisiik olan bir etken

madde olan ACY’nin CS/PAA igeren film formiilasyonlari hazirlanmistir.

Hazirlanan film formiilasyonlarinda ACY miktar tayini yOnteminin
uygulanabilirligini degerlendirmek adina kalibrasyon ¢alismalar1 yapilmis ve literatiirle

karsilastirilip gelistirilen yontemin uygunlugu kanitlanmistir.

Elde edilen film formiilasyonlarimin in vitro karakterizasyon c¢aligmalari
yapilmistir. Yapilan karakterizasyon ¢aligmalarinin sonucunda hazirlanan filmlerin uygun
fiziksel goriiniime, agirlik ve kalinlik tekdiizeligine, icerik tekdiizeligine ve yiiksek
katlanma dayanikliligina sahip oldugu goriilmiistiir. Ayrica yapilan pH nétralizasyon

calismalar1 da filmlerin deriye uygulanabilir oldugunu da kanitlanmistir.

Hazirlanan film formiilasyonlarinda sisme, parcalanma ve salim g¢aligmalari
yapilmis ve elde edilen degerler incelendiginde filmlerin yeterli derecede sistigi
gozlenmistir. Ayrica ilag salinimin % 100’e ulasana kadar kiimiilatif yiizde pargalanma
degerinin %]10’un altinda kaldig1 goriilmiistiir. Literatiirle degerler karsilagtirilmis ve

filmlerin uygun parcalanma ve sisme degerlerine sahip oldugu goriilmistiir.

Filmlerde salim ¢aligmalarinda, filmlerin 15. Dakikada %75 oraninda ilac1 saldig1
goriilmiistiir. Bu durum etken maddenin istenen bolgeye hizli niifuz etmesini
saglamaktadir. Daha sonrasinda ise 12. Saate kadar yavas yavas ila¢ salim1 yapilmasi da

kontrollii ila¢ salimini kanitlamaktadir.

Adezyon ve mekanik Ozellik degerlendirilmeleri de yapilmis ve sonuglar
literatiirle karsilastirilmistir. Sonuglar incelendiginde hazirlanan filmlerin uygulanacak
bolgeye yeterli adezyonu sagladigi ve uygulandig1 bolgede karsilasilacak mekanik dis

etkenlere kars1 direngli olacagi gdsterilmistir.
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Etken maddenin formiilasyonda yer alan diger yardimc1 maddeler ile ge¢imliligini
degerlendirebilmek adina DSC ve FTIR analizleri gergeklestirilmistir. Literatiir ile
karsilastirilmalar yapilmis ve yapilan karsilastirilmalar sonucunda ACY’in terapotik

etkisini kaybetmedigi ayrica formiilasyon igerisinde dagildigi gosterilmistir.

Diinya c¢apinda olduk¢a yaygin olan HSV’nin topikal tedavisi hali hazirda
kullanilmakta olan ve diisiik biyoyararlannma sahip olan ACY’in lokal olarak
uygulanabilmesi i¢in deriden gecirgenligi arttirdigr bilinen CS/PAA iceren filmlerin
hazirlanmas1 hedeflenmistir. Yapilan karakterizasyon ¢aligsmalari ve literatiir incelemeleri
sonrasinda hazirlamis oldugumuz film formiilasyonunun umut vaat eden sistemler oldugu

sonucuna varilmistir.
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