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OZET

KiTOSAN MiKROSUNGER FORMULASYONU HAZIRLANMASI VE IN-VITRO
DEGERLENDIRILMESI

Nur ilge Cinar

ANADOLU UNIVERSITESI SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

FARMASOTIK TEKNOLOJi ANABILiM DALI

Damisman: Dog. Dr. Evrim Yenilmez

Bu tez c¢alismasinin amaci, kitosan mikrosiinger sisteminin hazirlanmasi, analjezik ve
antienflamatuar olarak kullanilan etkin madde Benzidamin HCl’nin ilag tasiyici sisteme
eklenmesi, kontrollii salim gdsteren yeni bir ilag tasiyici sistem gelistirilmesi ve sistemin in

vitro salim ¢alismalarinin yapilmasidir.

Benzidamin HCI agi1z boslugu, yumusak doku ve derinin enflamatuar kosullarinin tedavisi i¢in
yaygin olarak kullanilan bir etkin maddedir. Analjezik, antienflamatuar, antipiretik ve

antimikrobiyal 6zelliklere sahip nonsteroidal bir ajandir.

Bu calismada, Benzidamin HCI igeren kitosan mikrosiinger sistemi gelistirilmistir.
Formiilasyonun karakterizasyonu i¢in X-1s1n1 kirmnimi (XRD), diferansiyel taramali kalorimetri
(DSC), infrared (IR), ylizey morfolojisi (SEM), sisme indisi ve yiizey pH ol¢iim analizleri
yapilmistir. Salim profili ve salim kinetigi incelenmis ve formiilasyonun kararlilik ¢alismasi

yapilmistir.

Anahtar Kelimeler: Benzidamin HCI, Kitosan Mikrosiinger, Antienflamatuar, Stirekli Salim






ABSTRACT
PREPARATION and IN VITRO EVALUATION of

CHITOSAN MICROSPONGE FORMULATIONS

Nur ilge Cinar
ANADOLU UNIVERSITY INSTITUTE OF MEDICAL SCIENCES
DEPARTMENT OF PHARMACEUTICAL TECHNOLOGY

Supervisor:
Assoc. Prof. Dr. Evrim Yenilmez

The aim of this thesis study is to prepare chitosan microsponge system, to add the drug
substance benzydamine hydrochloride which is used as analgesic and antiinflammatory to the
drug delivery system, to improve a new drug delivery system which is showing controlled

release and to do characterization of the system.

Benzydamine hydrochloride is commonly used drug substance for the treatment of
inflammatory conditions of the oral cavity, soft tissue and skin. It is a nonsteroidal drug that

possesses analgesic, antiinflamatory, antipyretic and antimicrobial propeties.

In this study, chitosan microsponge system containing benzydamine HCI was improved. For
the characterization of the formulation, X-ray diffraction (XRD), differential scanning
calorimetry (DSC), infrared (IR), surface morphology (SEM), swelling index and surface pH
measurement analyzes were performed. Release profile and release kinetics were analyzed and

stability study of the formulation was made.

Key Words: Benzydamine hydrochloride, Chitosan Microsponge, Anti-inflammatory,
Sustained Release
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Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢alisma oldugunu; ¢alismamin hazirlik, veri toplama, analiz
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kullanilan “bilimsel intihal tespit programiyla tarandigmi ve higbir sekilde “intihal
icermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢alismamla ilgili yaptigim bu beyana aykir1
bir durumun saptanmas: durumunda, ortaya ¢ikacak tiim ahlaki ve hukuki sonuglara razi

oldugumu bildiririm.
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1. GIRIS VE AMAC

Ilag tastyic1 sistemlerin karsilastig1 en biiyiik zorluklardan biri, etkin maddenin viicudun
hedeflenen bolgesine dagiliminda karsilasilan zorluklardir. Bu nedenle ilag teknolojisindeki
arastirmacilar, etkin maddenin etkinliginin arttirilmas1 ve hastanin uyuncunu gelistirmek

amaciyla farkl kontrollii sistemler gelistirmek iizerine ¢aligsmalar yiiriitmektedir.

Kitosan mikrosiinger (KM) yapilar1 travma bdlgesinde nemli ortam saglayabilmesi ve
yara iyilesmesini hizlandirmasi gibi 6zellikleri sebebiyle tercih edilen ilag tasiyici sistemlerdir.
Antibiyotik, antienflamatuar o6zellikteki etkin maddelerin kolaylikla yiiklenebildigi kitosan
mikrosiingerler farkli materyallerle karigtirllma, tiirevlendirme gibi modifikasyonlar ile

hedeflenen dokuya uygun hale getirilebilir.

Benzidamin HCI (BNZ) nonsteroidal antienflamatuar ilag (NSAII) grubunda bulunan
antienflamatuar ve analjezik etkili ilag etkin maddesidir. Sprey ve gargara formunda larenjit,
tonsillit gibi enflamasyonlara bagli agr1 tedavisinde tercih edilir. Ayrica aft, gingivit, dis ¢ekimi
gibi komplikasyonlarin tedavisinde kullanilir. Piyasada bulunan BNZ preparatlari genellikle
gargara seklindedir. Ancak tiikiirik sivisi ile seyrelmesi ve agiz boslugu pH degerinde
tamponlanmamasi sebebiyle meydana gelen pH degisikligi sonucu etkisini uzun siire
gosterememektedir ve etkili tedavi i¢in giinliik li¢ doz uygulama hasta uyuncunun diismesine

sebep olabilmektedir.

Yapilan ¢aligmada dis ¢ekimi sonrasinda meydana gelen travma bolgesinde agriyi
azaltmak, enflamasyonu ortadan kaldirmak ve iyilesmeyi hizlandirmak amaciyla BNZ yiikli
KM’ler hazirlanmistir. Calismada segilen formiilasyonlarin gelistirilmesi, karakterizasyonu, in

vitro salim galismasi ve kararlilik ¢alismasi yapilmasi amaglanmustir.



2. KAYNAK BILGiSi
2.1. Kitosan

Kitosan (KS) yengeg, karides vb. dis iskeletinde dogal olarak bulunan ve Kitinin
deasetilasyonu ile ticari olarak da tiretilen bir polisakkarittir. Farkli molekiil agirliklarina sahip
olan, B-(1->4) bagl D-glikozamin ve N-asetil-D-glikozamin monomerleriyle karakterize olan
bir polisakkarittir (Sekil 2.1.) (Bansal, vd., 2011, s.29). Yapisinda bulunan reaktif amino
gruplari ile dogal olarak katyonik olan tek polimerdir ve birgok ticari uygulamaya sahiptir. Yara
iyilesmesini hizlandirir, antimikrobiyal, antikoagiilan, antibakteriyel, antifungal, antitiimor ve
hemostatik dzellik gostermekedir (Hamedi vd., 2018, s. 446). Amerikan Gida ve Ilag¢ Dairesi
(FDA) tarafindan KS ve kloriir tuz formu gilivenli olarak kabul edilmis ve Avrupa

Farmakopesi’nde monografi tanimlanmustir (Perinelli vd., 2018, s.8).
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Sekil 2.1. KS yapis: (Muanprasat ve Chatsudthipong, 2017, s.81).

KS 1859 yilinda Roget tarafindan kesfedilmis ve adlandirilmistir. Alkali kosullar altinda
Kitinin kismi deasitilasyonu ile elde edilebildigi gibi yiiksek sicakliklarda alkali islem diginda
enzimatik olarak da tretilebilmektedir. Bunun disinda KS belirli grup mantar hiicrelerinin
duvarlarinda da bulunur. Ozellikle Zygomycetus mantarlarmin hiicre duvari yiiksek miktarda
KS igerir. Mantarlar yetistirilirken fermantasyon parametrelerinin degistirilmesi ile farkl
molekiil agirligina sahip KS’ler iiretilebilir. Yenge¢ kabugundan tiretilen KS ile mantar hiicre
duvarlarindan elde edilen KS karsilastiriliginda mantar KS daha diisiik derecede asetilasyon,

viskozite ve molekiiler agirliga sahip oldugu gozlenmistir (Hamedi vd., 2018, s. 447).



2.1.1. KS fizikokimyasal 6zellikleri

KS’lerin fiziksel 6zellikleri, degisen molekiil agirligina, amino ve asetamido gruplarinin
dizisine ve safligina baglidir. Istenen 6zellik ve ¢oziiniirliik dahil olmak iizere farkl1 biyolojik
fonksiyonlart saglamak icin modifiye edilebilen amino gruplariin varlig1 sayesinde oldukca
yaygin kullanim alanina sahiplerdir. Amino gruplari disinda sahip olduklari iki hidroksil
grubunda gergeklestirilen modifikasyonlarla ¢oziintirliikleri arttirilabilir (Pillai, Paul ve
Sharma, 2009, s.644). Asidik kosullarda -NH2 gruplarinin protonlanmasina bagh ¢éziintirligi
artarken, nétr ve bazik ortamda zor ¢Oziiniir (Ahsana, vd., 2018, s.99). KS birincil amino
gruplar1 sebebiyle %50 ve daha yliksek deasetilasyon derecesinde pKa degeri 6.3 olan seyreltik
sulu asit ortamlarinda ¢6ziintir. Tekrarlayan D-glukozamin biriminin -NH2  gruplarinin
protonlanmasi ile ¢éziinme gergeklesir. KS nin molekiiler agirligi ve deasetilasyon derecesi
¢cozlinlirliigl tizerinde etkilidir. Molekiil agirliginin azalmasi ile KS’nin ¢oziiniirligiinde artis
gozlenir. Ayrica kiiglik kimyasal yapilarin KS modifikasyonu ile ¢oziintirliik etkili bir bigimde
arttirilabilir (Hamedi vd., 2018, s. 447). Biyolojik olarak pargalanabilir olan KS’nin, %50 ile
%100 arasinda degisebilen deasetilasyon derecesinden birgok 6zelligi etkilenir. Deasetilasyon
derecesi arttikca degradasyon orani azalir, biiylime oranlari ve mekanik gii¢ artar. Ayrica
molekiil agirligi da bu 6zellikleri etkileyebilir. Deasetilasyon ve molekiil agirlig1 sayesinde
bozunma hizinin kontrol edilebilmesi, hizli veya daha yavas bir sekilde tedavi etmek i¢in

uyarlanabilmelerini saglar (Berretta, Bumgardner ve Jennings, 2017, s.239) .

Yiiksek molekiil agirlikli KS diisiik molekiil agirlikli olanlarda daha yiiksek viskoziteye
sahip ¢ozeltiler olusturur. Yiiksek molekiil agirlikli KS’lerin hidrolizinden sonra, diisiik
molekiil agirlikli KS ve kitooligosakkaritlerin meydana gelmesi pek ¢ok avantaj sunmaktadir.
Meydana gelen bu yapilar, farkli molekiil agirlikli kitosanlarin hazirlanmasi sirasinda, viskozite
ve molekiiler agirligr belirlemek igin bir parametre olarak kullanilirlar. Ayrica yiizeylerinde
negatif ylike sahip olan ylizeylere giiclii bir sekilde baglanmalarin1 saglayan pozitif yiiklere
sahiplerdir ve bu durum biyolojik aktivitelerinin cogundan sorumludur. Her 6zel tip biyoaktif
KS, potansiyel farmasoétik ve tibbi uygulamalar icin kimyasal modifikasyon ve enzimatik

hidroliz ile gelistirilmistir (Zhang, vd., 2010, 5.1964).



Cizelge 2.1. KS spesifikasyonlar: (Bansal, vd., 2011, s.31)

Parametreler Tamm Yontem
Goriiniis Beyaz veya sari1 toz Dis goriiniis degerlendirmesi
Partikiil boyutu <30 um Optik mikroskop
Yogunluk 1,35-1,40 g.cm?3 Densitometre
Molekiil agirhigt 50.000-2.000.000 Da HPLC
Asetilasyon orani % 66-99,8 FT-IR

2.1.2. KS toksisitesi

Yapilan caligmalar sonucunda KS toksisitesinin ihmal edilebilir diizeyde oldugu oldugu
gosterilmistir. Riberio ve ark. yaptigi c¢alismada si¢an derisinden elde edilen dermal
fibroblastlar ile test edilen KS hidrojellerinin in vitro sitotoksisitesi incelenmis ve hidrojel ve
yikim {iriinlerinin sitotoksik olmadig1 bulunmustur. Insan ¢aligmalarindan elde dilen verilerin
kisitli olmasina ragmen, Gades ve ark. yaptig1 calismada KS’nin giinliik olarak 4,5 g aliminda
toksik bir etki gozlenmedigi bildirilmistir. Yapilan baska bir ¢aligmada KS gargarasi ¢calismada
kullanilan ticari gargara ile karsilagtirildiginda daha disiik toksisite ve daha yiksek
antimikrobiyal etki gostermistir. Patojenler bakterileri tamamen inhibe edebilmesine ek olarak
dogal oral mikrofloranin canliliginda etkili diisiislere neden olmamistir. Ayrica KS’nin
parenteral olarak ila¢ eksipiyam1 olarak kullanilabilecegi ongoriilmektedir. Ancak mevcut
veriler tam olarak giivenli kullanima sahip olduguna dair yeterli degildir (Hamedi vd., 2018, s.
447).

2.1.3. KS farmakokinetigi

KS farmakokinetigine bakildiginda, in vitro bozunmasinin esas olarak enzimler
araciligiyla gerceklesen depolimerizasyon yontemi ile meydana geldigi goriilmiistiir. Bozunma
KS’lerin deasetilasyon derecesine baghidir. Yiiksek oranda deasetil igeren formlarin daha diisiik
oranda bozunmaya ugradigir goriilmiistiir. Biyobozunur 6zellikte olan KS idrarla kolaylika
viicuttan uzaklastirilabilir ve viicutta birikmez. Farkli molekiil agirliklarina sahip olan KS
polimerlerinde molekiil agirlig arttik¢a viicutta emilimde azalma olur. Oral yolla verilen KS,
bagirsaklarda bulunan enzimler ile biiyiikk 6l¢iide sindirilir (Baldrick, 2010, s.292). KS
degredasyon iiriinleri, toksik olmayan, yavas emilen ve viicut tarafindan metabolize edilen

glukozaminler ve oligosakkaritlerdir (Berretta, Bumgardner ve Jennings, 2017, s.240).



2.1.4. KS farmakolojik 6zellikleri

KS biyolojik olarak parcalanabilir, uyumlu olmasi ve toksik olmamasi sebebiyle tibbi

ve farmasotik alanda genis bir kullanim alanina sahiptir. Ayrica yara iyilesmesi, hemostatik,

analjezik ve antimikrobiyal 6zellik gostermektedir (Sekil 2.2.).

ﬂen tasima
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Sekil 2.2. Kitosanin ¢esitli biyomedikal uygulamalar: (Ahmed, S. ve lkram,S., 2016, s.30)
2.1.4.1. Antimikrobiyal ézellik

KS bakteri, mantar ve wvirlis gibi farkli mikroorganizmalara kars1 etkili bir
antimikrobiyal aktivite gdstermektedir. Antibakteriyel etki temel olarak KS’nin molekiiler
agirhigina ve konsantrasyonuna baglidir. Daha diisiik molekiil agirligina sahip olan KS tiirevleri

daha giiglii antibakteriyal etki gosterir (Bano vd., 2017, s.381).

KS’nin antibakteriyel etkisini degistiren dort ana faktor bulunmaktadir (Kmiec vd.,

2017, s.2). Bunlar;

e Mikrobiyal faktorler (Mikrobiyal tiirler ve hiicrenin yas)
e KS’nin fizikokimyasal 6zellikleri (Pozitif yiikk yogunlugu, hidrofilik ve hidrofobik

ozellikler, selasyon kapasitesi)



o Fiziksel hal faktorleri (Kat1 hal ve ¢oziiniirliik)

e (evresel faktorler (pH, iyon kuvveti, sicaklik, zaman)

Katyonik 6zellik gosteren KS sicaklik, pH ve elektrik alanlar gibi faktorlere gore yanit
verme yetenegine sahiptir. Antimikrobiyal aktivitenin temelinde iki farkli mekanizma
onerilmistir. ilk mekanizma hiicre yiizeyinde bulunan anyonik gruplar ile KS polimer zincitleri
tizerindeki katyonik gruplarin etkilesime girmesi ile etki gosterir. Yapilan farkli caligmalarda
KS iizerindeki -NHs3 seklinde pozitif yiikiin artis1 ile antimikrobiyal etkinin arttig1 gozlenmistir.
Ikinci mekanizma ise 6zellikle diisiik molekiil agirligina sahip KS’nin hiicre ¢ekirdegine girerek

RNA ve protein sentezini inhibe etmesine dayanir (Bano vd., 2017, s.381).

Dis hekimliginde kullanilan antimikrobiyal ajanlarin sahip olmasi gereken biyofilm
olusumunu inhibe etme ve azaltma, etkinin zamanla sinirli olmamasi, ajanin mekanik, kimyasal
yapilarinin bozunmamasi gibi 6zelliklere sahip olmasi gerekmektedir. Ayni zaman sitotoksisite
gostermemelidir. KS tiim bu o6zelliklere sahip oldugundan dis hekimliginde yaygin olarak

kullanilmaktadir (Kmiec vd.,2017, s.2).
2.1.4.2. Yara iyilestirici ozellik

Yaralanan dokunun biitiinliigliniin eski haline gelmesi anlamina gelen yara iyilesmesi
stireci pihtilagma, iltihaplanmay1 da igeren karmasik bir siirectir. Yara sonrasi meydana gelen
skar olusumu tip bilimi igin biiylik bir zorluktur. Meydana gelen biiyiik izler tip | ve tip Il

kollajenlerin dengesiz aktivitesi sonucu olusur (Bano vd., 2017, s.381).

Cesitli formlarda yara ortiisii olarak kullanilan KS biyolojik olarak uyumlu ve
biyobozunurdur. Ayrica yara iyilesme silirecinin hizlanmasma katkida bulunur. Pansuman
malzemesi olarak kullanildiginda da doku yapistirict 6zellik gosterir. Yara iyilesmesi siirecinde
fibroblastlarin proliferasyonuna katkida bulunur. KS monomerleri kolajenin diizenli bir sekilde
birikmesine yardimci olarak yara bolgesinde dogal hyaliironik asit sentezi seviyesini arttirir.
Cilt dokularninin yenilenmesi i¢in seliilozik bir ortam saglar ve anormal biiyiime aktivitesini

durdurmak i¢in makrofaj aktivasyonunu saglar (Bano vd., 2017, s.382).

Yapilan ¢alismalarda KS’nin yara iyilesmesinin evreleri olan hemostaz, pihtilasma,
enflamasyon, proliferatif gd¢ ve onarim asamalarinin hepsinde etkili oldugu ortaya ¢ikmigtir

(Kmiec vd.,2017, s.3).



2.1.4.3. Hemostatik aktivite

Kanamanin durmasi ve kanin hasar gérmiis damar iginde tutulmasini saglayan hemostaz
yara bakiminin ilk basamagidir. Giinlimiizde yaygin olarak KS kaynakli hemostatik ajanlar
kullanilmaktadir. Karboksilleme ve ¢apraz baglama modifikasyonlar: ile hemostatik etkinin
artmasi saglanmaktadir. Antikoagiilan etkinlik alyuvarlarin negatif yiike sahip membranlari ile
KS’nin amino gruplari arasinda gergeklesen bag sonucu meydana gelmektedir (Bano vd., 2017,
5.382).

KS nanoliflerinin gézenekli yapisinin artmasi ile kanin pihtilasma derecesinde de artis
gozlenir. Ayrica KS’nin konsantrasyonu ve deasetilasyon derecesi de hemostaz derecesini
etkileyebilir. Yapilan ¢alismalarda kat1 haldeki yiiksek deasetilasyon derecesine sahip olan KS
daha fazla sayida trombositi sinirladigi ve daha fazla hemostatik etki gosterdigi belirlenmistir.
Konsantrasyon ise kanamay1 durdurma siiresini etkileyebilr. Molekiil agirligi ve deasetilasyon
derecesinde ¢esitlilik sayesinde KS ideal yara ortiisii icin modifiye edilebilir. Ancak KS bazli
hemostatik yara ortii imalati genellikle pahalidir (Bano vd., 2017, 5.382).

Formiilasyonlarda kullanilan yardimeir maddelerin genellikle inert 6zellikte olmasina
karsin, yapilan c¢aligmalar ile KS yara iyilesmesi tizerinde biyolojik olarak aktif oldugu
goriilmistiir. Kanla yapilan in vitro ¢aligmalarda klasik koagiilasyon zincirinden bagimsiz
olarak eritrositler ve KS arasinda etkilesim meydana gelmis ve pihtilagsma faktorler veya
trombositlerin yoklugunda piht1 olusumu gdzlenmistir. Ayrica makrofajlarin aktive edildigi ve
hiicre proliferasyonunun uyarildigi yara modelleri kullanilarak kanitlarla gosterilmistir.
Hemostatik 6zellikleri diginda, pozitif yiike sahip olan KS’nin serbest yag asitlerine ve safra
tuzu bilesenlerine baglanmasi ile bagirsak emiliminin Oniine gegmesi sayesinde kolesterol

diisiiriicii ajan olarak kullanilabilecegi 6ne siiriilmiistiir (Baldrick, 2010, s.292).

Cerrahi islemler iceren dis tedavisi sirasinda meydana gelen kanamayi ve tedavi
sonrasinda yara iyilesmesini kontrol etmek icin en sik bagvurulan yontem hemostatik ajan
kullanimidir. KS’nin yara iyilesmesi ve hemostaz {izerine etkilerini degerlendirmek amaciyla
yapilan calismada liyofilize KS kullanilmistir. Kullanilan hemostatik yara Ortiisii, yara
yiizeyinde fiziksel bariyer olusturarak agri ve iyilesme siirecini azaltmistir (Kmiec vd.,2017,
5.3).



2.1.4.4. Analjezik etki

Biyomedikal alaninda genis uygulama alani bulunan KS, enflamatuvar agri1 lizerinden
analjezik etki gostermektedir. Yapilan galismalarda kitin ve KS’nin analjezik etkisi ortaya
konmustur ancak KS’nin polikatyonik yapisi sebebiyle analjezik olarak kitinden daha fazla
etkili oldugu one siiriilmiistiir. KS aktivitesindeki fark enflamasyon alaninda salinan proton
iyonlarmin KS tarafindan emilimi sebebiyledir. Yapi iizerindeki serbest primer -NHz gruplari
enflamasyon alanin pH’simi diisiiriir. Ayrica yapilan hayvan deneylerinde, yaralarin KS ile
kaplandiginda hayvanlarin agr1 hissetmedigi goézlenmistir. KS’nin bradikinin emilimini

saglayarak analjezik etkiye sebep oldugu 6ngoriilmiistiir (Bano vd., 2017, 5.383).

KS yapisinda bulunan -NH gruplar1 sayesinde mide asidini notralize edebilir ve midede
koruyucu bir zar olusturabilir. Asit hidrolizi ile olusan glukozamin hidroklortir, stilfat, fosfat
gibi tuzlar, bag dokusunda kullanilan yapisal birimlerdir ve bu dokularin hasarinda onarici veya
rejenere edici olarak kullanilabilir. Bu etkileri disinda ayrica yapilan ¢alismalar ile KS
polimerinin antioksidan ve antitiimér etkinligi oldugu ortaya konulmustur (Xia, vd., 2011,
s.177).

Molekiil agirligi 5 kDa olan kitooligosakkartiler, nonsteroidal antienflamatuar ilag olan
indometasinden daha iyi antienflamatuar etki gosterir. Prostoglandin E2 ve siklooksijenaz-2
protein ekspresyonunu inhibe ederek ve enflamasyonda etkili olan maddelerin miktarini
azaltarak antienflamatuar etki gosterir. Ayrica antienflamatuar madde olan interlokin-10

ekspresyonunu arttirarak etki gosterir (Ahmed,S. ve lkram,S., 2016, s.30).
2.1.4.5. Kemik onarimi

Discilik ve ortopedi gibi alanlarda cerrahi tedavi yOntemlerin artmasi ile kemik
onariminda etkili materyallerin gelistirilmesi énemli bir konu haline gelmistir. Gelistirilen
materyaller cerrahi islem sonrasinda yara izleri ve agriy1 azaltirken hastanin iyilesme siirecini
hizlandirmalidir. KS’nin biyobozunur ve biyouyumlu olmasi sayesinde sert dokularin tedavisi
icin uygun bir materyaldir. Dogal kemik dokusu tarafindan iyilesme gerceklestirilene kadar

dokuda gegici iskele prensibi ile etki gosterir (Kmiec vd., 2017, s.3).

KS kemik rejenerasyonu ve iyilesmesi iizerinde yiiksek etkiye sahiptir. Yapilan ¢aligmalar
stinger seklindeki KS’nin kemik hiicrelerini harekete gecirerek kemik yapiminin

arttirabilecegini gostermistir. KS’nin dis ¢ekimi sonrasinda yara bolgesindeki etkilerini



gozlemlemek amaciyla yapilan c¢aligmalarda, KS ile tedavi edilen bolgelerdeki kemik

yogunlugunun belirgin bir sekilde daha fazla oldugu belirlenmistir (Kmiec vd., 2017, s.3).
2.1.5. KS’nin farklh dozaj sekilleri
2.1.5.1. Mikrokiireler

Mikrokiireler DNA, antijen ve enzimler icin kontrollii veya siirekli salim gosteren ilag
tasiyict sistemler olarak kullanilabilirler. KS mikrokiireleri termal ¢apraz baglama, kimyasal
capraz baglama, tek emiilsiyon teknigi ve ¢oklu emiilsiyon teknikleri ile hazirlanabilir (Sah,
Dewangan ve Suresh, 2019, s.188). KS genis kullanim alanina sahip olan mikrokiirelerin
tiretiminde de oldukca sik kullanilan bir polimerdir. Bu mikrokiireler farkli avantajlar sunan
optik ve fiziksel ozelliklere sahiptir. KS yapidaki mikrokiireler, diisik pH degerinde
puskiirterek iiretilebilir (Shukla vd., 2013, s.52). Hazirlanan mikrokiirelerde ila¢ salim orani,
polimer-etkin madde ve formiilasyonda kullanilan ¢apraz baglayici ile iligkilidir (Ali ve
Ahmed, 2018, s.274)

Yapilan bir calismada maksimum biyoyapiskanlik ve kontrollii ilag salimi igin
tetrasiklin yiiklii KS mikrokiireleri sentezlenmistir. Tripolifosfat kullanilarak hazirlanan
mikrokiirelerin salim kinetigi, antimikrobiyal aktivite, termal ozellikler, yiizey morfolojisi ve
ylizey pH’1 ile karakterize edilmistir. Antimikrobiyal ¢alismalarda in vitro salimda ilag
konsantrasyonunun Staphylococcus aureus inhibisyonu igin gerekli olan mininmum ilag
konsantrasyonunun iistiinde oldugu goriilmiistiir. Termal analizilerde ilag ve polimer arasinda
olas1 bir etkilesimi gostermistir. Calisma sonucu elde edilen biyoadhezyon, ilag salimi ve
fizikokimyasal karakterizasyon verileri mikrokiire sisteminin lokal olarak peridontal tedavide

etkili oldugunu gostermistir (Sah, Dewangan ve Suresh, 2019, 5.188)
2.1.5.2. Nanopartikiiller

KS, kontrollii bir sekilde etkin madde salimina izin vermesi, etkinligi arttirmasi,
istenmeyen yan etkileri azaltmasi/ortadan kaldirmasi ve etkin madde konsantrasyonunu
istenilen aralikta siirekli tutulmasini saglamak gibi avantajlar sunar (Muxika, vd., 2017, 5.1361).
Emiilsiyon, ¢Oktiirme, iyonik jelasyon vb. yontemlerle hazirlanabilen KS nanopartikiilleri,
gastrointestinal kanalda kararsiz olan ilag molekiillerinin enzimatik bozunmasmi énler. Ilag
molekdillerinin etkinligi artarken ayni zamanda yapilan modifikasyonlar sayesinde etkin
maddenin hedeflemesi yapilabilir (Ali ve Ahmed, 2018, s.275). Gen tasiyici olarak DNA’y1



koruyabilir ve genlerin ekspresyon siiresini arttirabilir. Etkin madde ve gen tasiyici uygulamalar

i¢in genis bir ¢alisma alan1 sunmaktadir (Xia vd. 2011, s.176).

Peridontal hastaliklarda kullanildiginda nanopartikiiller boyutlar1 sayesinde dis etinde
peridontal bosluk gibi alanlara niifuz edebilir. Bu sayede ila¢ uygulama siklig1 azalir ve etkin
madde uzun siire boyunca homojen bir sekilde dagilim gosterir. Yapilan bir ¢aligmada KS
iyonik jelasyon yontemi kullanilarak tripolifosfat anyonlari ile nanopartikiil tretilmistir. KS
nanopartikiillerinin ve bakir yiikli KS nanopartikiillerinin E. coli, S. choleraesuis, S.
typhimurium ve S. aureus'a karst antibakteriyel aktivitesi incelenmistir. Sonuglar
degerlendirildiginde bu nanopartikiillerin bakteri iiremesini inhibe edebildigi goriilmiistiir (Sah,

Dewangan ve Suresh, 2019, s.190).
2.1.5.3. Lifler

Ik olarak 1926 gibi oldukca erken bir tarihte rapor edilen KS lifleri iiretmenin birkag
yolu vardir. Lifler asetik asit ¢ozeltisinden kuru ve islak egirme yontemi kullanilarak
iiretilebilir. Uretim maliyetini diisiirmek ve lif 6zelliklerini gelistirmek i¢in KS, sodyum alijinat,
seliiloz, sodyum hyaliironat, sodyum heparin, poliakrilik asit gibi farkli polimerler ile de

karistirilabilir.

KS lifleri yara pansumanlarinda ve doku miihendisliginde pek cok uygulama alanina
sahiptir. KS asidik ortamda polielektrolit yapida oldugundan elektrospinlenmesi zordur.
Yapilan birkag c¢alismada saf KS lifleri bildirilmistir. KS lifler trifloroasteik asit ve
diklorometan karigimlarindan diretilmistir. KS yapisindaki amino gruplarimin molekiiller
arasinda etkilesimi bozan ve elektrospining islemini kolaylastiran tuzlar olusturdugu ileri
stiriilmiistiir. Ayrica diklorometan ile liflerin homojen olusumu saglanmistir. Farkli
caligmalarda KS’nin elektrospinlenmesini kolaylastirmak i¢in heksanoil KS ve PEG’lenmis KS
gibi modifiye KS kullanimi bildirilmistir (Oryan ve Sahvieh, 2017, s.1006, Croisier ve Jerome,
2013, 5.788).

Peridontal kemigin yenilenmesi gibi alanlarda uygulamasi yapilabilen KS lifleri elektro
egirme yontemi ile hazirlanmiglardir. Hazirlanan liflerin mekanik dayanikliligini arttirmak i¢in
lifler metanol ile kurutulmustur. Mekanik testler sonucu iiretilen liflerin yeterli mekanik dirence
sahip oldugu bulunmustur. Uretilen lifler doku miihendisliginde de kullanilmak igin 3 boyutlu
yapida olusturulabilir. Olusturulan yapilar in vitro ¢alismalarda hiicre biiylimesi igin olanak

saglamistir. iskele yiizeyinde biiyiiyen kemik hiicreleri uygun morfoloji ve gdstererek, KS

10



liflerinin kemik dokusu miihendisliginde kullanim alani bulabilecegini kanitlamigtir (Sah,

Dewangan ve Suresh, 2019, 5.195).

Yapilan baska bir ¢alismada glimiis i¢ceren KS lifleri hazirlanmistir. Giimiis iyonlarinin
salimi farkli ortamlarda incelenmis iyonlarin iyon degisimi ve selasyon ile etkinlik gosterdigi
kanitlanmistir. Bu iyonlar KS liflerinin antimikrobiyal 6zelliklerini 6nemli dl¢iide arttirmigtir

(Sah, Dewangan ve Suresh, 2019, s.195).
2.1.5.4. Membranlar

Coktiirmeli faz ayrismasi yontemi ile hazirlanan KS membranlar yara ortiisti olarak
degerlendirildiginde kontrollii buharlagan su, yliksek oksijen gegirgenligi gostermistir. Ayrica
KS’nin antimikrobiyal 0zelligi sayesinde mikroorganizma olusumunu engellemistir.
Hazirlanan bu membran ile Ortiilen yara hemostatik 6zellik gostermis ve yara iyilesmesini
hizlandirmistir. Epitel hiicrelerinin olusumunda meydana gelen artis ve dermiste gerceklesen
kollajen birikimi ile KS membranin yara sargi malzemesi olarak kullanilabilecegi

ongoriilmiistir (Jayakumar, vd., 2011, s.328).

Yapilan farkli bir calismada sentezlenen hidrofilik 6zellikli polimer membranlarinin
esneklik, gerilme giicii, gecirgenlik ve ylizey yapisi oOzellikleri farkli yontemler ile
degistirilmistir. Bu farkliliklar esnekligi arttirict maddelerin eklenmesi, dialdehitler ile ¢capraz

baglarin olusturulmasi gibi yontemlerle saglanmistir (Jayakumar, vd., 2011, 5.328).
2.1.5.5. Filmler

Filmler, etkin maddelerin polimerde dagitildigi ve etkin madde salinmasinin ilag
difiizyonu ve/veya matris ¢oziinmesi veya erozyonu ile meydana geldigi sistemlerdir. Filmlerin
boyutlar1 ve sekli uygulama alanma gore kolaylikla kontrol edilebilir. Tlaci tek basia difiizyon
ile serbest birakan filmler suda ¢oziinmeyen polimerler ile iretilirken ilaci difiizyon ve matris
erozyonu veya ¢Oziinmesi ile serbest birakan filmler biyolojik olarak ¢6ziinebilen polimerler

ile iretilir (Sah, Dewangan ve Suresh, 2019, s.190).

KS film olusturma ozellikleri oldukga iyidir. Seyreltik asetik asit c¢ozeltilerinde
¢ozlindiigiinde amino gruplar1 protonlanir ve asetat iyonlar1 ile birlesir. Bu sayede DNA,
glikozaminoglikanlar gibi negatif yiikli bilesikler yardimer maddeler olmadan KS igine dahil
edilebilir. KS’nin kontrollii salimli implant sistemlerinin gelistirilmesindeki potansiyel
kullanim1 ila¢ endiistrisinde kapsamli sekilde arastirilmistir. KS’nin film matrisi olarak

kullanimi klorheksidin glukonat gibi hidrofilik yapidaki ilaglarin verilmesi i¢in olduk¢a uygun
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oldugu goriilmistiir. Ciinkili ayn1 ¢oziiciide ¢oziinen ilag ve polimer ile homojen yapidaki film

matrisi tiretimi oldukga kolaydir (Sah, Dewangan ve Suresh, 2019, s.190).

Kizil6tesi veya firinla kurutulan KS filmler KS’nin tuz ¢6zeltilerinden 1slak dokiim ile
hazirlanirlar. Baglantisiz filmler ve KS ince filmler iki KS film formudur. KS filmleri CO2 ve
O2 gibi gazlara gegirgenligi secicidir ve su buharina kars1 yiiksek gecirgen yapidadir (Oryan ve
Sahvieh, 2017, s.1006).

Farkli konsantrasyonlarda dokiim/¢oziicii buharlagtirma yontemi ile hazirlanan
siprofloksasin yiikli PEG ile modifiye edilmis KS filmleri hazirlanmistir. Salinan
siprofloksasin miktar1 PEG oranindaki artigla artis gostermistir ve filme yiiklenmesi gereken
etkin madde miktar1 azalmistir. Ayrica etkin maddenin kiimiilatif saliverilme miktar1 artig
gostermistir. FT-IR ¢aligmalari ile film matrisinde hidrojen bagi ve iyonik baglarda artis oldugu
One siirlilmiis ve bu durum KS ve PEG arasindaki molekiiler uyuma baglanmistir (Sah,

Dewangan ve Suresh, 2019, s.190).

KS film hazirlamak i¢in farkli iki yontem bulunmaktadir. Bunlar Langmuir Blodgett ve
tabaka biriktirme teknikleridir. Bu iki farkli yontemle KS filmin kalinligi, igerigi, morfolojisi
ve purlzlilik gibi 6zellikleri kontrol edilebilir. Tabaka biriktirme teknigi, yiikli veya
fonksiyonel gruplar1 tasiyan malzemlerin sulu ortamda adsorpsiyonuna dayanir. Sentetik ve
dogal polielektrolitler, nanotiipler ve biyomolekiiller gibi ¢ok sayida molekiil ile uygulanabilir.
KS’nin polikatyonik yapida olmas1 yéntemin prosesleri i¢in uygun olmasini saglar. ilag tastyici
sistemler, hemostatik sistemler, kemik implanlatlar1 ve yara sargilar1 gibi pek ¢ok alanda

kullanilabilir (Croisier ve Jerome, 2013, 5.788).

HemCon® bandaji, hemostatik 6zellikle olarak tasarlanan ve topikal bir antimikrobiyal
yara Ortiisii olarak incelenen KS asetat preparatidir. Bu yara Ortiisiiniin yaralar tizerindeki etkisi
1 saatten 9 giine kadar olan uygulamadan sonra yaralardan alindiktan sonra incelenmistir. Ug
giinliik uygulama ile en erken yara kapanmasinin saglandigi ve tiim uygulama siirelerinde
kontrol yaralariyla karsilagtirildiginda daha hizli iyilesme gosterdigi goriilmiistiir. 2. ve 4.
giinlerde yaradaki iltihap hiicrelerinin sayist azalmig ve antimikrobiyal etki sayesinde erken

donem yara iyilesmelerinde faydali oldugu belirlenmistir (Jayakumar, vd., 2011, s.328).

KS filmlerin 0&zelliklerini  gelistirmek ic¢in farkli islemler uygulanir. Yiizey
plirtizliligiinii arttirmak ve hiicre yapigmasi ile ¢ogalmasini arttirmak icin KS membranlarin
azot veya argon gazi ile isleme sokulur. Gozenek yapisim1 makro ve mikro gozenekler ile

degistirmek amaciyla ozon veya UV 111 ile farkli polimerler KS filmlere modifiye edilebilir.
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Capraz baglayict olarak kullanilan dialdehit varliginda hazirlanan KS filmler gelistirilmis
mekanik 6zellikler ve daha iyi sisme davranisi sergiler. Film yapilarina inorganik partikiillerin
dahil edilmesi ile sinerjistik etki ve yiiksek performansli iyilesmeyi saglar (Croisier ve Jerome,
2013, 5.786).

2.1.5.6. Hidrojeller

Jeller tipik olarak toplam hacmin %10’undan az olan kat1 faz ve sivi fazdan olusur.
Hidrojellerde s1vi faz sudur. Jelin kivamini kati faz saglar. Yiiksek su icerigi ile dokulara ytiksek
uyum gosteren hidrojeller, hastaya uygulama sirasinda ¢evresindeki dokuya minimum oranda
zarar verir. Mekanik 6zellikleri yumusak viicut dokularinin 6zelliklerini taklit eder ve bu durum
onarilacak doku ile hidrojellerin hem fonksiyonel hem de morfolojik olarak benzer olmasini

saglar (Croisier ve Jerome, 2013, 5.783).

Polimerler arasindaki baglar kullanilarak biiyiik miktar su emebilen ve ii¢ boyutlu
yapiya sahip olan hidrojeller, ilag kiiciik molekiilleri tasiyabilme 6zelliklerinden dolayi ilag
tastyict sistemler olarak kullanilir. Yardimeir maddeye ihtiya¢ duyulmadan jel haline gelebilen
KS, biyolojik sivilar ile de bazi ortak 6zelliklere sahiptir. Hazirlanan KS hidrojellerin 6zellikleri
molekiil agirligina, ¢apraz baglanma derecesine ve yiiklere bagli olarak degisiklik gosterir (Ali
ve Ahmed, 2018, s.277; Shukla vd., 2013, s.53). Ayrica yiiksek oranda film olusturma
yetenegine sahip olan KS, kiigiik molekiillii antibiyotikler, niikleik asit ve protein gibi
molekiiller i¢in tasiyict olarak kullanilabilir. Capraz bagli KS filmleri, oral, transdermal,
bukkal, sublingual ve peridontal gibi ¢esitli alanlarda ilag tasiyici sistem olarak arastirilmustir.
Yapilan in vivo calismalarda kontrollii ve siirekli salim 06zelliklerine sahip olduklari

goriilmiistiir (Ali ve Ahmed, 2018, 5.276).
2.1.5.6.1. KS hidrojel cesitleri

Ug ana KS hidrojel tipi mevcuttur. Bunlar KS’nin fiziksel olarak baglantili oldugu
hidrojeller, metal iyonlartyla koordine edildigi hidrojeller ve kimyasal olarak ¢apraz baga sahip

hidrojellerdir.
Fiziksel olarak capraz baglanmis hidrojeller

Fiziksel hidrojellerin olusumu polimer zincirleri arasinda meydana gelen geri
dontistimlii etkilesimler sonucu ortaya c¢ikar. Bu etkilesimler elektrostatik etkilesimler,
hidrofobik etkilesimler veya hidrojen baglar1 gibi kovalent olmayan yapiya sahiptir. Meydana

gelen bu etkilesimler pH, konsantrasyon, sicaklik gibi farkli parametrelere bagl olabilir. Daha
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az sayida etkilesim daha yumusak bir jel yapisina yol acarken fazla etkilesim ile daha siki ve

daha sert bir jel elde edilir.

KS katki maddesine ihtiyag duymadan tek basina jel olusturabilir. Bu durum amino
gruplariin nétralizasyonu ve bu sebeple KS zincirler arasindaki itmenin ortadan kalkmasi ile
gerceklesir. Termo-duyarli KS hidrojeller KS’nin gliserol fosfat disodyum tuzu oalrak polyol
tuzlari ile karistirilmasi ile elde edilebilir. Pozitif yiiklii KS, hidrojeller olusturmak amaciyla
fosfatlar, siilfatlar ve sitrat iyonlar1 gibi negatif yiike sahip molekiiller ile etkilesim gosterir.
Degisken konsantrasyon, anyonik molekiillerin biiyiikligii ve D-glukozamin birimlerine
karsilik N-glukozamin birimlerinin sayilar hirojelin &zelliklerini belirler (Croisier ve Jerome,
2013, 5.783).

Fiziksel olarak capraz baglanmig KS bazli hidrojeller kovalent olmayan yapilar
nedeniyle pH, sicaklik gibi dis uyaranlara karsi duyarhdir. Ayrica fiziksel etkilesimler
yenilenebildiginden geri doniistimlidiir ( Pella vd., 2018, 5.234).

Koordinasyon kompleksi ile capraz baglanmug KS hidrojeller

Platinum (II), Palladyum (II) ve Molibden (VI) gibi metal iyonlar ile KS arasinda
koordinasyon kovalent baglar olusabilir. Ancak baglarin olusumu ile ortaya ¢ikan hidrojeller
biyomedikal kullanim i¢in uygun degildir (Oryan, ve Sahvieh, 2017, s.1005, Croisier ve
Jerome, 2013, 5.785).

Kimyasal olarak ¢apraz baglanmus KS hidrojeller

Mekanik olarak dayanikli ve kararli hidrojel iiretimi i¢in kimyasal ¢apraz baglama
yontemleri kullanilir. Ayrica fiziksel olarak ¢apraz baglamanin aksine homojen hidrojellerin
tiretimi i¢in bu yontem kullanilir ( Pella vd., 2018, 5.237).

Genel olarak kullanilan kimyasal capraz baglama yontemleri serbest radikal
polimerizasyon, yogunlasma reaksiyonlar1 ve ilave reaksiyonlar1 olarak siniflandirilabilir. Bu
yaklagimi etkileyen faktorler ¢apraz baglanma ajaninin konsantrasyonu ve ¢apraz baglanma
zamanidir. Radikal polimerizasyon igin KS polimerize edilebilir gruplara sahip olacak sekilde
modifiye edilebilir. Fotopolimerizasyon UV veya goriiniir 151k 1s1masi ile foto baslaticilar
tarafindan iiretilen serbest radikallerle baslatilir, monomerlerin ¢ift baglarina saldiran radikaller
ile polimer bag {iiretilir. Bu yontem doku miihendisligi ve ilag tasiyici sistemlere uygulanir,
clinkii fizyolojik kosullar ele alindiginda hizli bir polimerizasyon saglanir (Pella vd., 2018,
5.237).
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Kovalent bagli hidrojellerin iiretiminde KS ile glutaraldehit gibi bilesikler arasindaki
reaksiyondan faydalanilabilir. Fakat kullanilan bu maddeler toksik kabul edilir be biyolojik
uygulamalar igin genipin gibi biyouyumlu ajanlar tercih edilir (Pella vd.,2018, s.237).

2.2. Kitosan Mikrosiingerler

Yara, yanik ile deride olusan genis alan yaralanmalar1 iyilesmeyi geciktirecek ve ciddi
sorunlara sebep olabilecek bakteriyel enfeksiyonlara sebep olabilir. Geleneksel yara pansumani
yaranin korunmasini saglar ancak bakteriyel biiyiimeyi inhibe edebilecek sekilde enfeksiyonun
onlenmesini ve iyilesmeyi desteklemez. Bu yiizden yara iyilesmesine de katkida bulunacak yeni
yara pansumanlarinin aragtirmalari devam etmektedir (Li vd., 2011, s.4733). Yara
pansumaninda kullanilacak olan malzeminin ara yiizeyde nemli bi ortam muhafaza etmesi, gaz
degisimine izin vermesi, mikroorganizmalar i¢in bariyer olmasi gerekmektedir. Ayrica toksik
ve alerjik 6zellikte olmamalidir. Kitosan mikrosiinger (KM) yapilar1 (Gorsel 2.1.) nemli ortam
saglayabilmesi, yiiksek sisme kapasitesi ve yara izi olusturmadan yara iyilesmesine yardimci
olmasi gibi 6zellikleri sebebiyle tercih edilen sistemlerdir (Jayakumar, vd., 2011, s.334). Yara
pansumanlarinda kullanilan KM’ler zamanla tam bozulmaya ugramasi sayesinde, ikincil bir
isleme gerek kalmadan kas-iskelet yaralanmalarinda kullanilabilir (Berretta, Bumgardner ve
Jennings, 2017, s.241).

Gorsel 2.1. Kitosan mikrosiingerierin SEM gériintiileri (Berretta, Bumgardner ve Jennings, 2017, 5.243)

Doku miihendisliginde olduk¢a popiiler olarak kullanilan KS; hidrojel, lif, zar,
nanokompozit, iskele ve siingerler seklinde hazirlanir. Bu alanda KS kullanimi kemik,
karaciger, noral doku, vaskiiler doku, kikirdak ve deri gibi ¢esitli dokular i¢in bildirilmistir (Ko,
vd., 2010, s.341). KM’ler yara iyilestirme 6zelliklerinin yani sira dolgu maddesi olarak kemik-
doku miihendisliginde de kullanilabilirler. Hazirlanan KS/trikalsiyum fosfat ve KS/kollajen
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iceren slingerler kemik rejenerasyonunda iskele olarak kullanilmistir (Croisier ve Jerome, 2013,

5.785).

Farkli aktif bilesenler ile kolayca modifiye edilebilen KS, cesitli hiicre tiplerinin
baglanmasini ve ¢ogalmasini da destekler (Revi, vd., 2014, s.3273). Farkli polimerlerin KS
¢ozeltisine ilave edilmesi ile fizikokimyasal 6zellikleri etkili bir sekilde degistirilebilir. Ornegin
KS’nin uygun oranlarda sodyum alijinat ve kollajen ile karistirilmasiyla, su emme yetenegi,
yapiskanlik, gerilme kuvveti ve KM’nin pargalanabilirliginin arttirildigi gézlemlenmistir (Li,

vd.,2011, 5.4733).

KM’ler antibiyotik, antienflamatuar etkin maddeler ve biiylime destekleyici proteinler
gibi etkin maddelerle kolaylikla yiiklenebilen, zaman iginde degrade olarak etkin madde salim1
gerceklestiren biyomateryallerdir. Etkin maddelerin bu yapilara kolaylikla yiiklenebilmesi,
KS’nin kismen katyonik yapisina atfedilebilir. Bu polimer ile sulu proteinler, negatif yiike sahip
etkin maddeler arasinda, sisme ve elektrostatik etkilesimler gergeklesir. Ayrica katyonik yapi,
stingerlerin hedeflenen dokularda tutulmasi i¢in kullanilan, mukozal ve diger yapidaki dokulara
yapisabilen muko-yapiskanlik 6zelligi saglar. Farkli materyallerle karistirma, tiirevlendirme,
capraz baglama, tamponlama gibi modifikasyonlar ile siingerlerin degradasyonu, ila¢ salim
mekanizmalart ve dokularin tepkisi optimize edilebilir. Fonksiyonel molekiillerin kovalent
baglanmas1 ile ¢oklu rahatsizliklar tedavi edilebilir. Gdézenekli yap1 sayesinde artan ilag
yiiklemesi ile birkag giin boyunca inhibitor 6zellikteki antibiyotiklerin salimini saglar (Berretta,
Bumgardner ve Jennings, 2017, s.241).

2.2.1. KM’lerin tiretimi

Gozenekli yapi iskelelerinin gézenek yapilarini kontrol etmek i¢in birgok yama imalat
teknigi gelistirilmistir. Bunlar arasinda dondurularak kurutma, pihtilasma, gaz olusturma, elyaf
baglama, elektrospinleme, termal olarak indiiklenen faz ayrimi ve hizli fototipleme bulunur

(Ko, vd. 2010, s.341).

KM hazirlamak i¢in en ¢ok kullanilan yontemlerden biri liyofilizasyondur. Dondurarak
kurutma olarak da adlandirilan liyofilizasyon, maddeye verilen zarar1 azaltmak ve maddelerin
yapisal ve kimyasal biitiinliiglinii korumak amaciyla, donmus bir maddeden s1viy1 siiblime etme
yontemidir. KM’leri iiretiminde kulanilan bu yontem ile siingerde gozenekler olusur ve bu
sayede kat1 durumdaki KS’lerden daha biiytik bir yilizey alani elde edilir. Artan yiizey alani ile

tastyict sisteme yiiklenebilecek olan etkin madde miktar1 arttirilabilir. Ayrica c¢ozelti
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igerisindeki KS konsantrasyonu kontrol edilerek, donma kosullari, farkli gozenek yapilari ve

biiyiikliikleri elde edilebilir (Berretta, Bumgardner ve Jennings, 2017, s.243).

Kontrollii gozenek boyutuna sahip KM iiretimi i¢in termal kaynakli faz ayrimi yontemi
ideal bir yontemdir. Faz ayirma islemi, polimer agisindan zengin faza sahip olan ve belirli bir
sicaklikta zayif faza ayrilma egiliminde olan, termodinamik agidan kararli olmayan homojen
polimer ¢ozeltisinde gergeklesir. Daha sonra dondurularak kurutma islemi sirasinda, polimer
acisindan zengin olan faz lifli yapida matris olustururken, zayif faz gézeneklere doniisiir. Bu
sebeple daha kiiciik capa sahip olan siingerler i¢in faz ayirma islemini modifiye etmek amaciyla

uygun ¢oziicii sistemleri gelistirilebilir (Xing, vd., 2018, s.70).

Ko ve arkadaglarinin yaptiklart bir calismada KM’ler sablon olarak buz partikiillerinin
kullanildig1 bir yontemle tiretilmistir. Buz pargalarinin iizerine dokiilen sulu KS ¢ozeltisi 1 saat
oda sicakliginda tutulduktan sonra -80°C’de dondurulmustur. Daha sonra liyofilizasyon ile
KM’ler iiretilmistir. Bu yontemle gozenekli yapiya sahip bir iist yiizey tabakasi ve genis
gbzenekler arasinda dagilim gosteren kiigiik gézenekli bir yap1 olusmustur (Ko, vd., 2010,

5.344).

2.2.2. KM’lerin karakterizasyonu
22.2.1. FT-IR

Xing ve arkadaslari, hazirladiklar1 KM’lerin fizikokimyasal karakterizasyonunu
belirlemek icin yaptiklari ¢alismada FT-IR kullanmislardir. Kimyasal bag karakterizasyonunu

belirlemek i¢in FT-IR kullanilmistir (Xing vd., 2018, 5.70).
2.2.2.2. Termogravimetrik analiz

Termogravimetrik analiz (TGA) sicakligin belli bir hizda kademeli olarak yiikseltildigi
ve kontrollii atmosfer altinda sicakliktaki artis sebebiyle madde tarafindan kaybedilen agirligin
olgiilerek numunelerin termal kararliligini 6lgen bir tekniktir. Matsvaire hazirladigi KM’lerin
termal kararliligini 6lgmek icin yaptig1 calismada TGA yontemini kullanmistir (Matsvaire,
2017, s.30).

2.2.2.3. Diferansiyel tarama kalorimetresi

Maddelerin termal ozellikleri ve sicaklik degisimi ile meydana gelen degisiklikler
diferansiyel tarama kalorimetresi (DSC) ile tespit edilir. Matsvaire yaptigi calismada KM’lerin
termal Ozelliklerini aydinlatmak amaciyla DSC yonteminden faydalanmistir (Matsvaire,

2017,5.30).
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2.2.2.4. Morfoloji

Taramali elektron mikroskobu (SEM) maddelerin yiizey morfolojisinin incelendigi bir
yontemdir. Xie ve arkadaslar1 ¢apraz baglanmigs KM’lerin yilizey morfolojisini aydinlatmak

amaciyla SEM’i kullanmiglardir (Xie vd., 2018,5.1227).
2.2.2.5. 'H-NMR (Niikleer manyetik rezonans)

Hu ve arkadaslari sentezledikler, hidroksibiitil modifiye KM’lerin molekiiler yapisini ve
siibstitiisyon derecelerinin belirlemek i¢in *H-NMR analiz yonteminden faydalanmislardir (Hu

vd., 2018,5.155).
2.2.2.6. X-sint kirtnimi

Parker ve arkadaslar1 tarafindan yapilan c¢aligmada, KM’lerin kristalligini

degerlendirmek amaciyla X 1gin1 kirinimi (XRD) kullanilmistir (Parker vd.,2016, s.79).
2.2.2.7. KM’lerin pH olgiimii

KM’lerin pH degerinin belirlenmesi i¢in tam olarak tartilmis olan formiilasyon
sonikasyona tabi tutulur ve daha sonra su (pH 7.0) ile dagitilmistir. Elde edilen ¢ozeltiler 15
dakika boyunca 1500 rpm’de santrifiij edilir ve stinger pH’s1 belirlenir (Nagarajan vd., 2015,
s.21)

Yiizey pH’smin belirlenmesi igin oda sicakliginda 2 saat boyunca 2 ml tiikiiriik sivist
(pH 6.8) ile temas ettirilen siingerin sismesi saglanmistir. Daha sonra pH 6l¢timii i¢in pH
metrenin elektrodu siinger yiizeyi ile temas ettirilmis ve 1 dakika boyunca dengelenmesine izin

verildikten sonra 6l¢tim yapilmistir (Kasseem, EI-Meshad ve Fares, 2015, s.539).
2.2.2.8. Sisme indeksi

Stingerlerin sisme indeksini belirlemek i¢in yapilan ¢alismada, KM’ler ayr1 ayri
tartildiktan sonra (W1), %2 agar jel plakalan iizerine yerlestirilmis ve 37+1°C’de inkiibe
edilmistir. 2 saat araliklarla 8 saat boyunca petri kabindan ¢ikarilan siingerler lizerindeki fazla
su filtre kagidiyla temizlenmis ve yeniden tartilmis (W2), sisme indeksi hesaplanmistir
(Kasseem, EI-Meshad ve Fares, 2015, 5.539).

wa2-wi
wi

Sisme indeksi = (2.1)
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2.2.2.9. Mekanik dayaniklilik

Stinger 6rneklerinin mekanik dayanikliligini test etmek amaciyla yapilan ¢alismada,
stinger ornekleri paralel diskler halinde dilimlenmis ve sikistirma uygulanarak incelenmistir.
Ornekler orijinal kalinliklarmin %80’ine kadar 1 mm/dk’lik yer degistirme orani ile
sikistirtlmistir. Kesilen tabakalarin gézenekliligi ise doymus hale gelene kadar etanole batirilan

stingerlerin, alkole batirilmadan ve batirildiktan sonra tartilmasi ile hesaplanmistir (Hu vd.,

2018, s.155).

. w2-w1
"~ (pv2-pV1)

x 100 (2.2)
W= Alkoliin i¢ine daldirilmadan 6nceki agirlik

W= Alkole daldirildiktan sonraki agirlik

V1= Daldirma isleminden 6nce alkol hacmi

V2= Daldirma isleminden sonra alkol hacmi

p =Normal sicakliktaki alkol yogunlugu

2.2.2.10. Ilag iceriginin belirlenmesi

Kassem ve arkadaslar1 hazirladiklar1 KM formiilasyonu icerisine yiiklemis olduklari
buspiron HCI miktarini belirlemek i¢in, KM’leri oda sicakliginda 250 ml simiile tiikiiriik sivisi
(pH 6.8) ile ekstre etmistir. Daha sonra 0.45 um filtreden siizdiikten sonra buspiron HCI
konsantrasyonunu 240 nm’de spektrofotometrik olarak belirlemislerdir (Kasseem, EI-Meshad
ve Fares, 2015, 5.539).

2.2.2.11. In vitro salim

Nagarajan ve arkadaslar1 yaptiklari ¢alismada KM’leri pH 7.4 ile dolu olan 250 ml’lik
beherlere daldirarak 50 rpm’de 37 ° C’de in vitro salimi gergeklestirmistir. Ornekler belirlenen

zaman araliklarinda toplanarak UV-spektrometrede 6l¢iilmiistiir (Nagarajan vd., 2015, s.21).

Bagka bir ¢alismada buspiron HCI yiikli KM’lerin in vitro salimi modifiye edilmis
standart Aparatus 1 kullanilarak yapilmistir. Siingerin bir tarafi siyanoakrilat yapistirict

kullanilarak karistirma ¢ubugunun alt ucuna tutturulmustur. 37 £ 1 °© C'de 250 ml simiile
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tikiiriik sivist (pH 6.8) ile doldurulmus ve 100 rpm’de karistirilmistir. Belirlenen zaman
araliklarinda alinan ornekler spektrofotometrik olarak olgiilmiistiir (Kasseem, EI-Meshad ve
Fares, 2015, 5.540).

2.2.3. KM ile yapilan calismalar

Denkbas ve arkadaslari, yara ortii malzemesi olarak norfloksasin ile kapsiillenmis
KM’ler hazirlamis ve karakterizasyon ¢alismalarini yapmiglardir. Bu ¢alismada siingerlerin
sisme davranisi, norfloksasin yiikleme kapasitesi, in vitro salim ozellikleri ve antibakteriyel
aktivite belirlenmistir. Caligmada capraz baglayic1 konsantrasyounun, norfloksasin/KS
oraninin, KS molekiil agirliginin etkileri arastirilmistir. Norfloksasin saliminda baslangicta
kontrollii olarak sisirildigi ve uzatilmis periyotlarda difiizyon kontrollii oldugu, antibakteriyel
aktivitenin ise serbest birakma oraniyla dogru orantili oldugu bulunmustur (Denkbas ,vd, 2004,

5.301).

Jayakumar ve arkadaslari, dondurarak kurutma yontemi ile yara iyilestirici materyal
olarak ZnO’in dahil oldugu bir KM hazirlamislardir. Bu mikrosiinger (MS)’in antibakteriyel
ozellikleri, kan pihtilasmasina etkisi, sisme, hiicrelere baglanma ve sitotoksisitesi
degerlendirilmistir. Nanokompozit 6zellikteki siingerin sisme ve antibakteriyel aktivitesinde
artis gozlenmistir. Ayrica sitotoksisite ¢aligsmalari ile insan dermal fibroblast hiicrelerine karsi
toksik olmadigi1 gézlenmistir. Bu sonuglar ile nanokompozit siingerin potansiyel yara pansuman

malzemesi olabilecegi 6ngoriilmustiir (Jayakumar, vd., 2011, 5.334)

Parker ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada, lokal antibiyotik verme sistemi saglayan
KM’leri gelistirilmistir. siingerleri modifiye etmek amaciyla PEG kullanilmistir. Siingerlere
uygulanan PEG modifikasyonu ile, mantar enfeksiyonlarinda kullanilan amfoterisin B’nin lokal
olarak uygulanmasit amaglanmistir. Calisma sonucunda PEG ile modifiye siingerlerin,
yapisinda modifikasyon bulunmayan siingerelere gore, dikkat ¢ekici amfoterisin B yiiklemesi
yapilabildigi, slingerlerin in vitro salim saglayan biyouyumlu ve biyobozunabilir siingerler

oldugu goriilmiistiir (Parker vd., 2016, s.86).

Griffon ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada, kikirdak onarimi icin poliglikolik asit
(PGA) ile modifiye KM’ler iiretilmistir. Bu ¢alisma i¢in KS kikirdagin ekstraseliiler yapisinda
bulunan glikozaminoglikanlar ile yapisal bir benzerlige sahip olmasi sebebiyle tercih edilmistir.
Calisma sonucunda KM’lerin gdzenek biiyiikliigiiniin arttirilmast ile daha fazla kondrosit iceren
yapilarin tiretimi ger¢eklesmistir. Yalniz KS varliginda in vitro kikirdak onarimi miimkiin olsa

da PGA modifiye siingerler araciligiyla tiretilen yapilarin bilesimi dogal kikirdak yapisina daha
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yakindir. Ancak in vivo implantasyondan sonra biyolojik etkilerin degerlendirilmesi igin
calismalar gerekmektedir (Griffon vd., 2006, s.320).

KS pargalanma iirlinii olan N-asetilglikozamin ile yara iyilestirici ve kemik olusumunu
uyarict bir etkinlik gosterebilir. Bu etkinliklerine ek olarak KS farkli biyoaktif maddelerin
salimimin da diizenleyebilir. Park ve arkadagslari KS’nin trombosit kaynakli biiyiime faktoriiniin
salmmmin1 diizenleyebilmesi sayesinde kemik olusumu indiikleyen KM’ler gelistirmistir.
Calismada bliylime faktoriiniin in vivo kosullarda hizla elimine edilmesi ve uygulama sirasinda
terapotik konsantrasyonun siirdiiriilememesi sebebiyle KM’lerden kontrollii olarak salinan bir
formiilasyon gelistirilmistir. Calisma sonucunda KM’ler yeterli hiicresel adaptasyon ve kemik

hiicrelerinde yiiksek oranda iyilesme gostermistir (Park vd., 2000, s.158).

Hnatova ve arkadaslar1 KS ve [-siklodekstrin karigimi ile KM’ler hazirlamistir.
Calismada kimyasal modifikasyonlardan uzak durularak dogal maddelerle ¢alismak hedeflendi.
Hazirlanan KM’ler etkin maddenin siirekli salim gosterdigi topikal preparatlar olarak
tasarlandi. KS ¢6zeltisine ¢apra baglayici madde olarak eklenen B-siklodekstrin ile olusan KM

matrisi etkin maddenin siirekli salimini sagladi (Hnatova vd., 2016, s.1266)

Yapilan baska bir ¢calismada doku mithendisliginde kullanilmak amaciyla KS film ve
siingerden olusan iki tabakali formiilasyon hazirlanmistir. Hazirlanan KM’lerin gozenek
bliytikliikliikklerinin uygun boyutta olmasi amaciyla sodyum kloriir, glikoz ve siikroz gibi
porojen maddeler kullanilmistir. Filmler dokiim , KM’ler liyofilizasyon yontemi ile iiretilmistir.
Olusan iki farkli yap1 birkag kez seyreltik sodyum hidroksit ve su ile yikanmigtir. Elde edilen
1slak malzemeler tekrar dondurulmus ve iki tabakali yapiy1 olusturmak i¢in tekrar liyofilize
edilmistir. Formiilasyon hazirlandiktan sonra neofetal dermal fibroblastlar siinger tabakalari
icine ekilmistir. 4 haftalik hiicre kiiltirii sonucunda hiicrelerin biiyidiigii ve cogaldigi
gbzlenmistir. In vitro ¢alismalar sonucu cilt dokusu miihendisliginde iskele olarak kullanilan
KS materyallerinin baz1 kolajen materyallere alternatif oldugu sonucuna vartlmistir (Ma vd.,

2001, 5.335).

2.3. A@iz ve Dis Yapisi
2.3.1. Disin genel yapisi

Dis genel olarak dis minesi, dentin, dis eti (gingiva), dis 6zli ve sement (cementum)

boliimlerinden meydana gelir (Sekil 2.3.) (Tirp ve Alt, 1998, s.73).
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Dis minesi

Dentin

Dis ozii Sement
(Sinirler ve kan
damarlar) Bag doku

Dis eti

Sekil 2.3. Disin yapust (Tiirp ve Alt, 1998, s.73).

Dis minesi, disin agiz ortamiyla temasta oldugi dis kismidir ve dis etinin altindaki
boliimlerde bulunmaz. Disi fiziksel, kimyasal ve mikrobik saldirilardan korur. Dis minesinin
sertligini iyon degistirme 6zelligine sahip olan hidroksiapatit saglar (Tirnaksiz, F.,2004, 5.197).
Agirlikca %95 inorganik maddeler, %1 organik maddeler ve %4 sudan olugmaktadir (Ttiirp ve
Alt, 1998, 5.73).

Dentin dis minesinin altinda bulunan, i¢erdigi maddelere bakildiginda dis minesi ile
benzerlik gosteren ve dis yapisinda gozeneklilik veren tlipcliklerden olusan bir tabakadir. Dig
minesine benzerlik gdsteriyor olmasina ragmen daha yuumusak yapidadir, asit ve aginmaya
kars1 daha dayaniksizdir (Tirnaksiz, F.,2004, s.197). Kimyasal olarak agirlik¢a %70 inorganik
(hidroksiapatit kristalleri seklinde kalsiyum ve fosfat), %20 organik (kolajen) ve %10 sudan
meydana gelir (Tirp ve Alt, 1998, 5.73).

Dis 6zii, kan damarlarinin ve sinir hiicrelerinin bulundugu bdlgedir. Bu bolgede
herhangi bir uyar1 dis agrisina sebep olur. Dis kokii, disin olusturdugu kemige bir zarla baglh
olan ve sement ad1 verilen bir tabaka ile kapli durumdadir (Tirnaksiz, F.,2004, s.197). Dis 6zii
etrafindaki periodontoblastik bosluk dentin sivisi ad1 verilen bir sivi ile doludur (Tiirp ve Alt,
1998, s.73). Dis eti, disin dis minesi bulunmayan kismin1 korumakla gorevli olan tabakadir

(Tirnaksiz, F.,2004, s.197).

Periodontium tabakasi, disi ¢enede bulunan dis boslugunda tutan ve destekleyen yapidir.

Anatomik ve fonksiyonel olarak periodontiyum tabakasina ait olan kdk sement, kok dentini
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ince bir tabaka halinde gevreler. Yaklasik olarak agirliginin %61°1 inorganik maddelerden,
%?27’si organik maddelerden ve %12’si sudan olusur (Tiirp ve Alt, 1998, s.73).

2.3.2. Agz mikroflorasi

Ag1z boslugu, yumusak ve kati yilizeyleri birlikte bulundurmasi, yiizeyleri yikayan
tiikkiiriik ve dis eti sivisinin varligi ve dis ortama agik olmasi nedeniyle ekolojik olarak farkli
mikrogevre ve dolayisiyla farkli mikrofloralar igerir. Agiz boslugunda bulunan
mikroorganizmalarin yerlesmesini ve iremesini sicaklik, pH gibi fizikokimyasal faktorler, agiz
bakimi, genetik durum gibi konak faktorleri ve bakteriyel faktorler etkiler. Mikrofloranin
dengesini, kolonizasyon direnci saglar. Dengenin bozulmasi sonucu agiz ve dis rahatsizliklari

meydana gelir (Altan, 2010, s.12).

Dogumdan itibaren steril olarak kabul edilen oral florada Stafilokok, Streptokok,
Koliform grubu bakteri ve Gram pozitif bakteriler bulunabilir. Agizda bulunan
mikroorganizmalarin ¢ogu patojen olabilir ve dis ¢ilirigii dis eti iltihabi gibi enfeksiyonlar
normal flora bakterileri ile olusan enfeksiyonlardir. Agiz boslugunda mikrofloranin
erigebilecegi tist sinur tiikiiriik, agiz hareketleri vb. ile sinirlanir. Tiikiirigiin yikayici etkisi ve
cigneme, dil ve dudak hareketleri gibi hareketler mikroorganizmalarin dis ylizeyinden
uzaklagmasini saglar. Dis plagi mikroflorasinda mikroorganizmalar, tiikiiriik glikoproteinleri,
hiicre dis1 mikrop ftriinleri, dokiilmiis epitelyum hiicreleri, 16kositler ve eritrositler bulunur
(Altan, 2010, s.13).

2.3.3. Dis ¢ekimi

Kok olusumu tamamlanmig olmasina ragmen dis dizisinde yerini alamamis ve kemik ve
yumusak doku igerisinde kismen ya da biitlinliyle kalmis olan disleri gomiilii dis olarak
tanimlanmaktadir. Periodontal problemlere, kist ve tiimorlere, ortodontik problemlere ve ¢ene
ile yiiz bolgesinde sebebi bilinmeyen agrilara sebep olabilir. Bu semptomlarin ve patolojik

durumlarin 6nlenmesi i¢in yirmi yas disleri profilaktik olarak c¢ekilmektedir (Cigerim, 2015,
s.1).

Yirmi yas disi ¢ekimi genellikle lokal anestezi altinda gergeklestirilir. Post-operatif
olarak siklikla agri, 6dem ve trismus goriiliir (Cigerim, 2015, s.1, Ozkan, 2008, s.4). Gériilen
bu belirtiler viicudun savunma mekanizmasi olan enflamasyon sebebiyle ger¢eklesmektedir.
Cerrahi girisimlerden sonra bu enflamasyon ii¢ fazda meydana gelmektedir. Ilk olarak histamin

ve serotonin serbestlesir ve serbest duyu sinir uglarinda direkt olarak 6dem olusmasinda etkili
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olurlar. Birinci fazdan 30-60 dakika sonra meydana gelen ikinci fazda bradikinin, hiperaljezi
ve artan damar gecirgenligine sebep olur. Son fazda ise prostoglandin etkilidir ve agr ile

enflamasyonun uzayan siireci tamam prostoglandin ile baglantilidir (Ozkan, 2008, s.5).
2.3.3.1. Agn

Agr1, Uluslararasi Agr1 Teskilati tarafindan, viicudun herhangi bir yerinden
kaynaklanan olasi bir doku hasari ile birlikte seyreden, insanin ge¢misteki tiim deneyimlerini
kapsayan, hos olmayan, endise verici ve duyusal bir alg1 olarak tanimlanir. Agr1 rahatsiz edici

bir uyaran olarak doku hasarinin yaklasmasi veya ortaya ¢ikmast ile baslar (Cigerim, 2015, s.5).

Agrinin tedavisinde Oncelikle géz Oniinde bulundurulmasi gereken nokta agrinin
tiriidiir. Noropatik agri merkezi ya da periferik sinir sistemi lezyonlari sonucu meydana
gelirken enflamatuar agri akut veya kronik enflamasyonlara baghdir. Noropatik agri,
norotransmitler ve glutamat, aspartat ve P maddesi gibi peptidlerin salinim ile ortaya ¢ikarken,
enflamatuar agr1 eikonosidler gibi ¢oziiniir aract maddelerin salimi ile meydana gelir (Cigerim,

2015, 5.5).

GOmiilii yirmi yas dislerinin ¢ekiminden sonra olusan agri, normal olarak kabul edilir.
Lokal aneztezinin kaybolmaya baslamasi ile ortaya cikar ve ¢ekimden sonraki ilk 12 saatte

maksimum diizeye ulasir (Cigerim, 2015, s.6).
2.3.3.2. Enflamasyon

GOmiilii yirmi yas disinin ¢ekiminden sonra vazodilatasyon ve artmis vaskiiler
permabilite meydana gelir ve hiicreler arasinda kan elemanlar1 birikir. Cevre dokulara fazla
miktarda sivi ve protein gegisi ile birlikte 6dem meydana gelir. Cevre dokulara gergeklesen
plazma c¢ikis1 bradikinin gibi enflamatuar mediatorlerin siirekli serbestlesmesi ile olusur.
Prostoglandinler bradikinin etkisini arttirirken, bradikinin varligi da prostoglandin sentezini

uyarir. Bu durum enflamasyonun klinik belirtisinin uzamasina sebep olur ( Ozkan, 2008, s.14).

Alt ¢enedeki gomiilii yirmi yas disinin cerrahisinden sonra bdlgede meydana gelen

O0dem trismusa sebep olabilir ve bu durumun bir veya birkag¢ giin iginde ge¢cmesi Ongdriiliir
(Cigerim, 2015, s.3).

2.4. Benzidamin HCI

BNZ ilk defa 1960’larin Angelini arastirma laboratuvarlarinda sentezlenen lokal

anestezik ve analjezik etki gosteren bir etkin maddedir (Settimi vd., 2012, s.1). Agiz boslugu,
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yumusak dokular ve cildin enflamatuvar kosullarinin hafifletilmesi amaciyla kullanilir. BNZ
anestezik, antienflamatuvar, antipiretik ve antimikrobiyal 6zelliklere sahiptir. Ayrica yapilan
calismalar anti-TNF etkisi sebebiyle mukozal iilserasyon tedavisinde kullanilabilecegini

gostermistir (Karavana vd., 2011, s.973).
2.4.1. Fizikokimyasal ozellikleri

BNZ 3-(1-benzilindazol-3-iloksi) propil dimetil amin hidrokloriir olarak isimlendirilen
bir amin bilesigidir (Sekil 2.4.) (Bassuoni vd., 2017, s.66, Colak 2016, s.204).

Sekil 2.4. Benzidamin HCI nin 3D molekiiler yapist (http-1)

Suda ¢ok ¢06ziiniir, etanolde (%95) ve kloroformda serbestge ¢oziinilir ve pratik olarak
eterde ¢6ziinmeyen beyaz kristal toz 6zelliktedir (Bassuoni vd., 2017, s.66, Colak 2016, s.204).
Erime sicaklig1 160°C’dir (Colak 2016, s.204).

Cizelge 2.2. Benzidamin HCI e ait bazi bilgiler

IUPAC ismi 1-Benzil-3-(3-(dimetillamino)propksiy)-1H-indazol hidrokloriir
Molekiil formiilii
Kimyasal isimleri e  Benzidamin hidrokloriir

o 132-69-4

e  3-(1-benzilindazol-3-il)oksi-N,N-dimethilpropan-1-amin hidrokloriir
Molekiil agirhig 345,871 g.mol*
Kaynak: http-2

25



2.4.2. Farmakolojik 6zellikleri

BNZ yapisindaki -NH> fonksiyonel gruplar1 sebebiyle bazik yapida olmasindan dolay1
ayn1 grupta bulundugu NSAII ajanlardan farklidir. Bu gruba dahil olmasia ragmen tamamen
farkli bir kimyasal yapiya, farmakolojik profile ve farmakokinetik 6zelliklere sahiptir. Cerrahi,
travma gibi sebeplerle meydana gelen yumusak doku zedelenmesi sonucunda ortaya ¢ikan akut
enflamasyonun mekanizmalarimi etkileyerek antienflamatuar, antiodemdz ve analjezik etki

gosterir. Enflamasyona bagli olmayan agrilarda etki gostermez (Cigerim,2015,5.36).

Antienflamatuar ve analjezik 6zellikler ve olasi yan etkileri ile kontrendikasyonlar1 ayni
terapotik sinifa ait olan ilaglar ile benzerlik gosterir. BNZ enfekte dokularda birikerek
enfeksiyon sirasinda olusan maddelerin zararli etkilerine karsi direngli hale gelmis olan
damarlar stabilize eder. Membran stabilize edici 6zelligi ile beyaz kan hiicrelerinin enflamatuar
slireci tegvik etmesine sebep olacak olan enzimlerin salimini engeller, trombosit ve kirmizi kan
hiicrelerinde topaklanma Onleyici etki gosterir. Ayrica BNZ cizgili kas hiicreleri ve diiz kas
hiicrelerinde antispazmodik etki ile agr1 kesici 6zellik gosterir (Carlucci, Luliani ve Federico,
2010, s.854).

2.4.3. Farmakokinetik

BNZ gargara olarak kullanilacaginda onerilen doz su i¢inde bulunan HCIl tuzunun 4
mmol/l soliisyonunun 15 ml’sidir. Agz1 ¢alkalamak i¢in kullanilmasi ve tiikiirik sivisi ile
seyreltilmesi sebebiyle yiiksek olan bu konsantrasyon uzun siire etki gostermez. Ticari olarak
yaygin olarak kullanilan gargara 4,5-5 pH araligina sahiptir fakat agizda tamponlanmadigindan
tikiiriik aracilifiyla hizli bir sekilde pH 7’ye yiikselir. Kisa siireli bukkal uygulama ile doku
icine emilim oldukga sinirlidir. Bukkal uygulamaile pik plazma konsantrasyonuna (0,5 mmol/I)

3 saat sonunda ulasilir belirlenmistir (Quane, Graham ve Ziegler, 1998, 5.96).

BNZ oral yolla alindiginda gastrointestinal kanaldan yaklasik %87 oraninda absorbe
olur. Alindiktan 1 saat sonra etkin plazma konsantrasyonuna ulasir ve etkisi 4-6 saat arasinda
devam eder. Plazma pik konsantrasyonuna hizl bir sekilde ulasir (100 mg dozda 0.8 pg.ml™?)
(Karavana, 2007, s.5)

BNZ gastrointestinal sistemde tamamen ve hizli bir sekilde emilim gosterir. Protein
baglama kapasitesi %20’den azdir ve bu durum biyoyararlanimini arttirir. Proteinlere az
baglanmasi ve iyonize olmayan formdaki yiiksek lipit ¢oziintirliigii sebebi ile dokulara serbest

bir sekilde diffiize olur. Dagilimi ise dokulara az alinmasina ragmen lipitte ¢6ziinen ilaglarin

26



birgogu ile benzerlik gosterir (Quane, Graham ve Ziegler, 1998, s.96). Eliminasyon yar1 6mrii
13 saattir. Viicutta oksidasyon, konjugasyon ve dealkilasyon araciligiyla 6ncelikle karacigerde
olmak tizere metabolize olur. Metabolitleri inaktif 6zelliktedir ve bobreklerden itrah edilir.
Sistemik absorpsiyondan 24 saat sonra, dozun %50’si metabolitler ve degismemis ilag olarak
idrarda bulunur. Uriner atilm dozun uygulanmasindan yaklasik 3-4 giin sonra tamamlanir

(Karavana, 2007, s.6).

Topikal uygulama ile oral yoldan verilen daha diisiik dozun dokularda ayni
konsantrasyonu saglamasi sebebiyle BNZ lokal enfeksiyonlarda topikal olarak daha etkilidir ve
bu kullanim ile sistemik ve toksik etki ihtimali en aza indirgenir (Quane, Graham ve Ziegler,
1998, 5.96).

2.4.4. Etki mekanizmasi

BNZ gargara olarak kullanildig1 konsantrasyonlarda non-spesifik antibakteriyel 6zellik
gostermektedir. 3 mmol/l konsantrasyonda kullanildiginda genis spektrumlu antibiyotiklere
direng gosteren suslara karsi antibakteriyel aktivite gosterir. Ozellikle tetrasiklinlerin
kombinasyonlar1 olmak iizere bazi antibiyotikler ile sinerjistik etki gosterir (Canpolat, 2006,
s.19).

Kan damarlarinda histaminin olusturdugu vazodilatasyon ve artmis olan vaskiiler
gecirgenlik BNZ tarafindan inhibe edilir. Ayrica enflamasyon sirasinda olusan damar
degisikliklerini azaltarak antienflamatuar etkiye sebep olur (Canpolat, 2006, s.19).
Prostoglandin sentezi tizerindeki inhibitor etkisi diistiktiir. Hiicre membranalarii stabilize
ederek arasidonik aside doniisebilme 6zelligi olan membran fosfolipitlerinin salinimint inhibe
eder (Karavana, 2007, s.4). Ayrica gastroprotektif prostaglandin sentezini inhibe ederek
gastrointestinal toksisite olusturan aspirin gibi NSAIl’lerin aksine BNZ bazi sartlar altinda
prostaglandin sentezini arttirir. Etkili bir prostaglandin sentezi olmamasi sayesinde
gastrointestinal toksisite gostermez. Lipooksijenaz yolunu inhibe ederek antienflamatuar etki
de gosterir (Karavana, 2007, s.4; Canpolat, 2006, s.19).

Hiicrelerde iki 6nemli fagosit cevabi olan degraniilasyon sonucu litik enzim salimi ve
respiratuar patlama sonucu enflamasyon gergeklesir. BNZ bu iki cevabi inhibe ederek
antienflamatuar etki gosterir. Graniil ve litik enzim saliniminin inhibisyonu, membran stabilize
edici aktivite ile agiklanabilir. Ayrica BNZ insan monositlerini uyrarak TNF- a sentezini inhibe
eder (Canpolat, 2006, s.19).
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2.4.5. Endikasyonlar ve yan etkileri

BNZ’nin kapsiil, gargara, krem, aerosol ve vajinal dus preparatlart mevcuttur (Acar vd.,
2014, s.1). Sistemik kullanim amaciyla tablet olarak kullanilmasina ragmen, yaygin olarak agiz
ve bogaz enflamasyonlarinda %0,15 konsantrasyonda gargara ve agiz spreyi olarak kullanilir.
Ayrica bazi iilkelerde cilt enflamasyonunu tedavi etmek icin jel preparatlari da kullanilir

(Karavana vd., 2011, s.973).

BNZ sprey ve gargara olarak larenjit, tonsillit, faranjit ve bu enflamasyonlarla iliskisi
agrinin tedavisinde kullanilir. Ayrica gingivit, aft gibi agiz ve dis eti hastaliklarinda, dis
cekimleri ve dental cerrahi sonrasinda lokal anestezik ve agri kesici olarak kullanilabilir. Post-
operatif enflamasyon komplikasyonlarinin tedavisinde ve dnlenmesinde, travma sonrasi olusan
agr1 ve 6dem tedavisinde de tercih edilebilir. Bacak venlerini etkileyen flebit, periflebit gibi
vaskiiler bozukluklarin tedavisinde kullanilir. Enflamasyonun meydana geldigi servisit, vulvo-
vajinit, prostatit, sistit, liretrir gibi iirogenital hastaliklarin tedavisinde de yardimci olarak

kullanilabilir (Canpolat, 2006, s.19).

BNZ preparatlari konsantre veya kullanima hazir ¢ozeltiler ve suda eritilecek toz halinde
satilmaktadir. Topikal kullanim i¢in hazirlanmis olan preparatlar nadiren goriilen yan etkileri
ile birlikte genellikle iyi tolere edilir, deri ve mukozadan emilimi ise disiiktir (Settimi vd.,
2012, s.1). BNZ kullaniminda iirtiker, eritemi dokiintii, 1s18a karst duyarlilik, bronkospazm ve
bobreklerde fonksiyon bozuklugu gibi yan etkiler goriilebilir. Oral kullanimda giinliik
maksimum dozu 200 mg.giin>diir. Haliisinasyon, merkezi sinir sisteminin uyarilmasi,
hiperkaktivite, paranoya, agiz kurulugu ve kasilmalar gibi yan etkiler giinliik oral kullanimin

500-3000 mg’a ¢ikt1ig1 durumlarda gozlenebilir (Acar vd., 2014, s.1).
2.4.6. Kullanim dozu

Oral olarak alinan BNZ bir defalik dozu 0.7-1 mg.kg™’dir. Giinde 3 defa 1 draje tok
karnina alinabilir. Bir defalik doz 2 drajedir ve giinliik toplam alinabilecek en yiiksek doz 4

drajedir (Cigerim, 2015, s.37).
2.4.7. BNZ ile yapilan 6rnek cahismalar

Karavana ve arkadaslar tarafindan yapilan bir ¢alismada agiz iginde yer alan mukozal
tilserlerin klinik ve histolojik tedavisinde kullanilmak {izere BNZ i¢eren mukoyapiskan bir jel
formiilasyonu gelistirilmistir. Farkli oranlarda hidroksipropilmetil seliiloz (HPMC) igeren

formiilasyonlardan yapilan karakterizasyon ¢alismalari sonucunda yiiksek oranda
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mukoyapisma 0Ozelligi gosteren ve 24 saat boyunca etkin maddenin in vitro salinimini
gerceklestiren formiilasyon secilmistir. Tavsan diseti mukozasi lizerinde iiretilen yaralar sonucu
meydana gelen iilseratif alanlarin iyilesme siireci incelenmistir. Calisma sonucunda BNZ
iceren jel formiilasyonun uygulanmasi ile iilser boyutunda hizl1 bir iyilesme goriilmiistiir. insan
oral dokularinda iyilesme siirecini etkileyebilecek farkli faktorler bulunmasina ragmen BNZ
iceren jel formiilasyonlarin topikal tedavi i¢in uygun adaylar olabilecegi Ongoriilmiistiir

(Karavana vd., 2011, s.978).

Yapilan baska bir calismada BNZ igeren, hidroksietil seliilloz ve sodyum karboksimetil
seliiloz ile mukoyapiskan formiilasyonlar gelistirilmistir. Calismada terapotik ozellikleri
sayesinde ila¢ tasiyici sistemler olarak cok yaygin olarak kullanilan emiilsiyonlar ve
emiilsiyonlarin kararliliginin ve verimliliginin arttirilmasi i¢in emiilsiyon su olan dis fazinin
baska bir sulu faz ile degistirilmesi ile ortaya c¢ikan emulgeller kullanilmistir. Tim
formiilasyonlar reolojik oOzellikler, salim ve mukoyapigsma kuvveti agisindan karakterize
edilmistir ve piyasada bulunan bir vajinal krem ile karsilastirilmistir. Farkli formiilasyonlar
arasinda vajinal olarak yiiksek tolere edilebilirli§e sahip ve hasta uyuncunu iyilestirebilecek
olan ve ayni zamanda formiilasyonlar arasinda en iyi in vitro ve ex vivo performansi gdsteren,
setostearil alkoliin sodyum karboksmetil selilloz ile degistirildigi emulgel optimum
formiilasyon se¢ilmistir. Ayrica piyasa preparati ile karsilastirildiginda daha yiiksek vajinal
mukoyapisma gosteren ve daha uzun ila¢ kalma siiresi gdsteren formiilasyon ile BNZ etkinligi

arttirilabilir oldugu goriilmiisttir (Perioli vd., 2009,s.778).

Ozkan ve arkadaslarinin yaptig1 calismada giinde bir kez alinacak tabletler seklinde
BNZ siirekli salim yapan formiilasyonlar gelistirilmistir. HPMC, KS ve bunlarin farkli
oranlardaki kombinasyonlar1 ve farkli iiretim teknikleri (islak graniilasyon, dogrudan
sikistirma) ile formiilasyonlar {iretilmistir. Direkt basim ve 1slak graniilasyon yontemi ile
hazirlanan BNZ yiiklii hidrofilik matris tabletlerin salim davranislarinin ¢oziinme ortami,
polimer oranlari ve pH’dan etkilendigi goriilmiistiir. Salim kinetigi ve daha iyi hedefleme
saglamasindan dolay1 %12,5 HPMC ve %12,5 KS iceren formiilasyon optimum formiilasyon
secilmistir. Oral olarak verilen BNZ’nin kontrollii salimi ile gelecekte farkli enflamasyon
tiplerinin tedavisinde kullanilabilecegi bildirilmistir (Kose-Ozkan vd., 2010, s.689).

2.4.8. Piyasa preparatlari

BNZ piyasada oral sprey, jel ve gargara preparatt olarak bulunmaktadir. Piyasada

bulunan ticari preparatlar Cizelge 2.3.’te sunulmustur.
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Cizelge 2.3. Benzidamin HCl igeren ticari preparatlar ( RxMediaPharma® 2019)

Preparat ismi ve Farmasotik Sekil Firma Jenerik/Orijinal
ANDOREX® Gargara PHARMACTIVE Jenerik
ANDOREX® Sprey PHARMACTIVE Jenerik
BENYZDEX® Gargara BERKO Jenerik
BENZYDEX® Oral Sprey BERKO Jenerik
CLIORO® Gargara HELBA Jenerik
CLIORO® Oral Sprey HELBA Jenerik
FARDOBEN® Gargara DEVA Jenerik
FARDOBEN® Oral Sprey DEVA Jenerik
FARHEX® Gargara ANGELINI Jenerik
FARHEX® Sprey ANGELINI Jenerik
GERAKS® Gargara ISTANBUL ILAC Jenerik
GERAKS® Oral Sprey ISTANBUL ILAC Jenerik
GERAL® Gargara BIOFARMA Jenerik
GERAL® Oral Sprey BIOFARMA Jenerik
HEKSOBEN® Gargara ORO ILACLARI Jenerik
HEKSOBEN® Oral Sprey ORO ILACLARI Jenerik
HEXADAMIN ® Gargara EMKAR Jenerik
HEXINAT® Gargara KARFARMA Jenerik
HEXINAT® Oral Sprey KARFARMA Jenerik
KLODAMIN® Gargara ADEKA Jenerik
KLODAMIN® Oral Sprey ADEKA Jenerik
KLOREMIN® Gargara LIVA ILAC Jenerik
KLOREMIN® oral sprey LIVA ILAC Jenerik
KLOROBEN FORT® Gargara DROGSAN Jenerik
KLOROBEN FORT® Oral Sprey DROGSAN Jenerik
KLOROBEN® Gargara DROGSAN Jenerik
KLOROBEN® Oral Sprey DROGSAN Jenerik
OROHEKS PLUS® Gargara TRIPHARMA Jenerik
OROHEKS PLUS® Oral Sprey TRIPHARMA Jenerik
PERIMEX PLUS® Gargara KENTFARMA Jenerik
PERIMEX PLUS® Oral Sprey KENTFARMA Jenerik
STREPSPRAY PLUS® Oral Sprey RECKITT BENCKISER Jenerik
TANFLEX® Gargara ABDI IBRAHIM Jenerik
TANFLEX® Oral Sprey ABDI IBRAHIM Jenerik
TANTUM® Draje ANGELINI ILAC Orijinal
TANTUM® Jel ANGELINI ILAC Orijinal
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Cizelge 2.3. Benzidamin HCl iceren ticari preparatlar ( RxMediaPharma® 2019) (Devamu)

TANTUM VERDE® Gargara

ANGELINI ILAC

Orijinal

TANTUM VERDE® Spray

ANGELINI ILAC

Orijinal
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3. GERECLER

3.1. Kullamlan Kimyasal Maddeler

Madde ad1

Agar-agar

Amonyum hidroksit

Asetik asit

Asetonitril

Benzidamin HCI

Diisiik molekiil agirlikli kitosan

Fosfat tamponlu tuz ¢6zeltisi tablet

Fosforik asit

Glutaraldehit

Orta molekiil agirlikl kitosan
PEG 6000

Sodyum dihidrojen fosfat dihidrat
Sodyum hidroksit

Tripolifofat

Trietilamin

Yiiksek molekiil agirlikli kitosan

3.2. Kullanilan Cihazlar

Cihaz adi

Derin dondurucu
Differansiyel taramal1 kalorimetri
Dissoliisyon cihazi

Distile su cihazi

Hassas terazi

Infrared spektrofotometresi
Kararlilik kabini
Liyofilizator

Manyetik karistirict
Mikropipet seti

Firma adi
Merck/Almanya
Sigma-Aldrich/Almanya
Sigma-Aldrich/Almanya
Sigma-Aldrich/Almanya
Berko Ila¢
Sigma-Aldrich/Almanya
Sigma/Almanya
Merck/Almanya
Sigma-Aldrich/Almanya
Sigma-Aldrich/Almanya
Merck/Almanya
Sigma-Aldrich/Almanya
Sigma-Aldrich/Almanya
Sigma-Aldrich/Almanya
Sigma-Aldrich/Almanya
Sigma-Aldrich/Almanya

Firma adi

Liebher Medline, LGEX 3410, Almanya
Shimadzu DSC-60, Japonya
PharmaTest PTWS 820D, Almanya
MilliQ Milipore, Fransa

Mettler AM 100, Amerika

Shimadzu IR-Prestige-21-Japonya
Meter D96R, Tiirkiye

Scanvac CoolsafePro Labogene, Danimarka
Jeoitech MS-53M, Giiney Kore
Eppendorf, Almanya
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pH metre

Santrifiij

Su banyosu

Vorteks karistirici
X-1s1n1 kirinim cihazi
YBSK kolonu

Yiiksek basingli s1vi kromatografisi

WTW Profi Lab. pH 597, Almanya

Niive NF400, Tiirkiye/Eppendorf 5810, Almanya
GFL, Tissue float bath 1052, Almanya

Jeiotech VM96B, Kore

XRD-Rikagu Rint 2000, Japonya

Supelco 50254-U 250x4.6 mm

Schimadzu 20-A, Japonya
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4. YONTEMLER
4.1. Benzidamin HCI ve Yardimc1 Maddeler ile Yapilan Calismalar

BNZ’nin, formiilasyonda kullanilan kitosan ve PEG 6000’in safligim1 ve kalitesini

belirlemek amaciyla karakterizasyon ¢alismalart yapilmistir.
4.1.1. Termal analiz

Maddelerin termal analizi DSC (Schimadzu DSC-60, Japonya) cihazi ile basing
yardimiyla kapatilmis aliiminyum 6rnek kabi, 50 ml.dk™ azot gazi akis hizt ve 30-300°C

araliginda, 10°C.dk* sicaklik artis1 kullanilarak aliiminyum referansa kars1 gerceklestirilmistir.
4.1.2. X-1511 Kirimimi

Maddelerin XRD analizinde 5-40° araliginda, 40 kV voltaj, 15 mA akim siddeti, 20 a¢1

ve 2°dk? ilerleme hizinda, Rikagu jeneratdr kullanilmugtir.
413. FT-IR

Maddelerin IR analizi FT-IR (Schimadzu IR Prestige, Japonya) cihazi kullanilarak,
4000-500 cm™* dalga boyu araliginda gerceklestirilmistir.

4.1.4. Parcacik sekli ve yiizey ozellik

Maddelerin parcacik sekli ve yiizey 6zelligi karbon bandi lizerine yayilarak SEM (Zeiss
Ultra Plus Fesem, Almanya) cihazi ile belirlenmistir.

4.2. Benzidamin HCI Miktar Tayini I¢in Yiiksek Basinch Sivi Kromatografisi

In vitro ¢alismalarda BNZ’nin miktar tayini yiiksek basingli sivi kromatografisi (YBSK)
yontemi kullanilarak gerceklestirilmistir. Analiz ¢alismalarinda kullanilan YBSK’nin ¢alisma

kosullar1 Cizelge 4.1.’de verilmistir.

Cizelge 4.1. Yiiksek basingl sivi kromatografisi ¢alisma kosullart

Cihaz Shimadzu-20 A

Kolon Supelco 50254-U 250x4,6 mm

Firmn Sicakhg 40°C

Mobil Faz Sodyum Dihidrojen Fosfat Dihidrat Tampon Cozeltisi pH 3.0 / Asetonitril (70/30; h/h)
Dedektor Floresan Dedektor

Calisilan Dalga Boyu | 212 nm

Akis Hiz 1,5 ml.dk?

Injeksiyon Hacmi 20ul
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4.2.1. Analitik miktar tayini icin validasyon calismasi

Analitik yontem validasyonunun amaci, kullanilan yontemin ¢alismanin amacina uygun
oldugunu kanitlamaktir. Kullanilan yontemin dogruluk ve giivenilirlik parametreleri verilerle
kanitlanarak gosterilmektedir. Miktar tayini validasyonunda dogrusallik, kesinlik, dogruluk,
duyarhilik ve segicilik parametreleri esas alinmis ve istatiksel olarak degerlendirilmistir. Bu
calismada Uluslararas1 Harmonizasyon Kongresi’nin ‘Analitik Islem Validasyon Yontemi’

kullanilmistir (ICH, 2005, s.1-13).
4.2.1.1. Dogrusallik

Bir analitik yontemin dogrusalligi, numunedeki analitin konsantrasyonu ile dogru
orantili olan test sonuglari elde etme yetenegidir. Analizi yapilan maddenin farkli
konsantrasyonlarindaki 6rneklerinin pik alani ile belirli derisim araligindaki degerler dogru

orantili olmalidir. Dogrusalligin belirlenmesi i¢in en az 5 farkli konsantrasyon ile ¢aligilmalidir.

YBSK yonteminde kullanilacak olan BNZ’ye ait standart egrinin bulunmasi amaciyla
stok ¢ozelti hazirlanmigtir. Tam olarak tartilmis 50 mg BNZ mobil faz ile yikanarak balon
jojeye alinmis ve mobil faz ile 50 ml hacme tamamlandiktan sonra 10 dk ultrasonik banyoda
tutulmasi ile 100 ug.ml?! sahip stok ¢ozelti elde edilmistir. Stok ¢dzeltiden hareketle 50-500
ug.mlt araliginda on farkli konsantrasyonda ¢ozelti hazirlanmistir. Analiz sonucunda on nokta

icin BNZ derisimine karsilik gelen alan degeri saptanmistir. Her test 3 kez tekrarlanmistir.
4.2.1.2. Kesinlik

Analitik yontemde kesinlik Ongoriilen kosullar altinda, aynt numunenin c¢oklu
orneklemesinde elde edilen bir dizi Olglim arasinda dagilma derecesini ifade eder.
Tekrarlanabilirlik, ara kesinlik, tekrar elde edilebilirlik parametreleri ile belirlenir (ICH, 2005,
s.10).

Tekrarlanabilirlik, kesinlik parametresini kisa bir zaman araliginda ayni calisma
kosullar1 altinda ifade eder. Tekrarlanabilirligi tespit etmek i¢in, ayn1 stok ¢ozeltisi kullanilarak
hazirlanan 6rneklerin alan Ol¢limii tekrarlanir. Bu islem 3 farkli konsantrasyonun {iger kez

Olctimii ile gergeklestirilir.

Ara kesinlik laboratuvar iginde farkli giinler, farkli analistler ve farkli donanimlarin
analitik yontemin kesinligi iizerindeki etkisini ifade eder. Birbiri ile iliskisi bulunmayan

durumlarin analitik yontem iizerinde etkisi incelenir.

35



Tekrar elde edilebilirlik analiz ve deneylerin farkli laboratuvarlarda tekrarlandiginda
sonuclar arasindaki kesinligin gosterilmesidir. Yontemin standardizasyonu ig¢in farkl

kuruluglar ile ortak ¢alismalar yapilir.

Yontemin kesinlik caligmasinda, tekrarlanabilirligin gdsterilmesi i¢in kalibrasyon
araligma denk gelen 3 farkli konsantrasyonda (100 pug.ml?, 200 pg.ml?, 300 pg.ml) BNZ

¢oOzeltisi hazirlanmis ve 3 gilin boyunca 3 6rnekle tekrarlanmastir.
4.2.1.3. Dogruluk

Analitik validasyonda dogruluk parametresi, analitik yontemin gercek deger veya kabul
edilmis olan referans degere yakinligini ifade eder. Analitik yontemde, belirtilen aralik boyunca
dogruluk olusturulmalidir. Genel olarak belirlenen aralig1 kapsayan ti¢ farkli konsantrasyon, en
az ticer ornek olmak tizere dl¢iim yapilir. Sonuglar % verim ve her seri i¢in bagil standart sapma

olarak hesaplanir.

Yapilan ¢alismada dogrulugun belirlenebilmesi i¢in 3 farkli konsantrasyonda (200
ng.ml?, 300 pg.mi?, 400 ug.mlt) BNZ iceren ¢dzelti hazirlanmistir. Her bir ¢dzelti igin 3 kez

Ol¢iim tekrarlanmustir.
4.2.1.4. Duyarlihik

Analitik yontemlerde duyarlilik, numunede tespit edilebilen ancak kesin bir deger olarak
verilemeyen en diislik analit miktaridir. Saptama smir1 (LOD) ve miktar tayin sinir1 (LOQ)

hesaplanarak degerlendirilir.

LOD, standart madde sinyalinin giiriiltiiden ayrilabilmesi i¢in gerekli olan en diisiik
madde konsantrasyonudur. YoOntemin aletli olup olmamasina bagli olarak degerin
belirlenmesinde farkli yontemler kullanilabilir. Bu yontemler arasinda gorsel degerlendirme,
sinyal-giiriiltii oran1 ve elde edilen cevap ile egimin standart sapmasi bulunmaktadir (ICH,

2005, s.11).
LOD degeri Denklem 4.1. yardimiyla hesaplanir ( ICH, 2005, s.11).

3,3xSS
m

LOD =

(4.1)

Denklem 4.1.’deki SS y ekseni kesim noktasinin standart sapmasi, m ise korelasyon
esitliginin egimini ifade eder.
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LOQ, analitik yontemde standart maddenin miktarmin gilivenilir bir sekilde
belirlenebildigi en diisiik degeri ifade eder. LOD degerinin belirlenmesi ig¢in kullanilan

yontemler, LOQ i¢in de uygulanabilir.

LOQ, uygun dogruluk ve kesinlik ile niceliksel olarak belirlenebilir. Bu deger Denklem
4.2. kullanilarak hesaplanir (ICH, 2005, s.12).

10 x SS

LOQ =

(4.2)

Denklem 4.2°deki SS y ekseni kesim noktasinin standart sapmasi, m ise korelasyon
esitliginin egimidir.
4.2.1.5. Secicilik

Secicilik analitik yontemin sadece amacglanan maddeyi tespit edebilme yetenegidir.
Analiz, ortamda bulunan diger maddelerden kaynaklanabilecek olan girisimden
etkilenmemelidir. Segicilik ayn1 zamanda 6rnek karisiminin analizinde girisimin derecesinin de

Olciisiidiir.

Yapilan ¢alismada yontem segiciligi i¢in etkin maddesiz analiz ve miktar tayininde
kullanilan ¢oziiciiler kullanilmigtir. BNZ disinda diger bilesenleri i¢eren siinger formiilasyonlar
hazirlanmis, miktar tayini ¢alismasinda kullanilan basamaklardan gecirilmistir. Elde edilen
kromatogramlardan formiilasyonlardaki diger bilesenlerin girisiminin BNZ’nin seg¢iciligine

etkisi incelenmistir.
4.3. KM’lerin Hazirlanmasi

BNZ yiikli PEG-kitosan, TPP-kitosan, NaOH-kitosan ve glutaraldehit-kitosan MS
formiilasyonlari liyofilizasyon yontemi ile hazirlanmistir. Farkli molekiil agirliklilarina sahip
kitosanlar kullanilmig ve formiilasyonlarda etkin madde miktar tayinine goére optimum

formiilasyon belirlenmistir.
4.3.1. PEG-Kitosan MS’lerin hazirlanmasi
Etkin maddesiz formiilasyonun hazirlanmasi amaciyla, farkli iki beherde kitosan ve

PEG-kitosan karisimi %1°lik asetik asit ¢ozeltisi i¢cinde 100 rpm hizda 24 saat boyunca
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manyetik karistiricida ¢ézlindiirlilmiistiir. Daha sonra meydana gelen iki ¢ozelti karistirtlmistir.
Etkin maddeli formiilasyonun hazirlanmasi i¢in tam olarak tartilmis farkli iki beherde kitosan
ve PEG-kitosan karisimi %1°lik asetik asit ¢ozeltisi i¢ginde 200 rpm hizda 24 saat boyunca
manyetik karistiricida  ¢oziindiiriilmiistiir. Coziinme islemi bittikten sonra iki ¢ozelti
karistirilmis ve BNZ eklenmis ve 30 dk daha karistirilmistir. Liyofilizasyon islemi igin -20
°C’de 3 giin dondurma islemi gergeklestirilmistir. Ardindan formiiller liyofilize edilmistir

(Parker vd., 2014, s.440).

Cizelge 4.2. PEG-Yiiksek molekiil agirlikli kitosan ile hazirlanan MS formiilasyonunun igerik orani

Kod Kitosan () PEG (9) BNZ (%) Asetik Asit Cozeltisi (ml)
IK-1-Plasebo 1,5 0,5 - 200
IK-1 15 0,5 15 200

Plasebo, etkin maddesiz formiilasyon

Cizelge 4.3. PEG-Orta molekiil agirlikli kitosan ile hazirlanan MS formiilasyonunun icerik orani

Kod Kitosan (g) PEG(9g) BNZ(%) Asetik Asit Cozeltisi (ml)
IK-2-Plasebo 15 05 - 200
IK-2 15 0,5 15 200

Plasebo, etkin maddesiz formiilasyon

Cizelge 4.4. PEG- Diisiik molekiil agirlikly kitosan ile hazirlanan MS formiilasyonunun igerik orani

Kod Kitosan (g) PEG(9g) BNZ(%) Asetik Asit Cozeltisi (ml)
IK-3-Plasebo 1,5 0,5 - 200
IK-3 1,5 0,5 1,5 200

Plasebo, etkin maddesiz formiilasyon

4.3.2. TPP-Kitosan MS’lerin hazirlanmasi

Etkin maddesiz formiilasyonlarin hazirlanmasi i¢in kitosan, %5’lik asetik asit ¢ozelitisi
icinde 300 rpm hizda tamamen ¢6ziinene kadar karistirilmistir. Daha sonra TPP ¢6zeltisi damla
damla kitosan ¢ozeltisine ilave edilmistir. Meydana gelen karisitm TPP  ¢ozeltisinin
uzaklastirilmasi amaciyla 2-3 Kere distile su ile yikanmis ve santrifiij edilmistir. Etkin maddeli
formiilasyonun hazirlanmasi i¢in kitosan %5’lik asetik asit ¢ozeltisi i¢inde 300 rpm hizda
tamamen coziinene kadar karistirilmistir. Kitosan tamamen ¢oziindiikten sonra ¢ozeltiye BNZ

eklenmistir. Yeterli miktarda TPP c¢ozeltisi eklenmis ve daha sonra TPP ¢ozeltisinin
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uzaklastirilmasi i¢in distile su ile 2-3 kez yikandiktan sonra formiilasyon santrifiij edilmistir.
Liyofilizasyon islemi i¢in -20°C’de 3 giin dondurma islemi gergeklestirilmistir. Ardindan

formiiller liyofilize edilmistir.

Cizelge 4.5. TPP-Yiiksek molekiil agirlikli kitosan ile hazirlanan MS formiilasyonunun igerik orani

Kod Kitosan (g) TPP Cozeltisi (ml) BNZ (%) Asetik Asit Cozeltisi (ml)
B-1-Plasebo 2 100 - 100
iB-1 2 100 15 100

Plasebo, etkin maddesiz formiilasyon

Cizelge 4.6. TPP-Orta molekiil agirlikli kitosan ile hazirlanan MS formiilasyonunun igerik orani

Kod Kitosan (g) TPP Cozeltisi (ml) BNZ (%) Asetik Asit Cozeltisi (ml)
[B-2-Plasebo 2 100 - 100
iB-2 2 100 15 100

Plasebo, etkin maddesiz formiilasyon

Cizelge 4.7. TPP-Diisiik molekiil agirlikli kitosan ile hazirlanan MS formiilasyonunun icerik orani

Kod Kitosan (g) TPP Cozeltisi (ml) BNZ (%) Asetik Asit Cozeltisi (ml)
[B-3-Plasebo 2 100 - 100
iB-3 2 100 15 100

Plasebo, etkin maddesiz formiilasyon

4.3.3. NaOH-Kitosan MS’lerin hazirlanmasi

Etkin maddesiz formiilasyonlarin hazirlanmas: icin kitosan, %2’lik asetik asit
¢ozeltisinde 300 rpm hizda tamamen ¢oziinene kadar karistirilmistir. Daha sonra NaOH
¢ozeltisi damla damla kitosan ¢ozeltisine ilave edilmistir. Meydana gelen karigim distile su ile
2-3 kez yikandiktan sonra santrifiij edilmistir. Etkin maddeli formiilasyonlarin hazirlanmasi igin
kitosan %?2’lik asetik asit c¢ozeltisi iginde 300 rpm hizda tamamen ¢ozliniinceye kadar
karigtirilmistir. Damla damla NaOH ¢ozeltisi ve BNZ eklenmistir. Meydana gelen karigim
distile su ile 2-3 kez yikanmis ve santrifiiij edilmistir. Liyofilizasyon islemi igin -20 ‘C’de 3

giin dondurma islemi gerceklestirilmistir. Ardindan formiiller liyofilize edilmistir.
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Cizelge 4.8. NaOH-Yiiksek molekiil agirlikly kitosan ile hazirlanan MS formiilasyonunun icerik orani

Kod Kitosan(g) NaOH Cozeltisi (ml) BNZ (%) Asetik Asit Cozeltisi (ml)
[S-1-Plasebo 2 50 - 60
Is-1 2 50 15 60

Plasebo, etkin maddesiz formiilasyon

Cizelge 4.9. NaOH -Orta molekiil agirlikli kitosan ile hazirlanan MS formiilasyonunun icerik orani

Kod Kitosan(g) NaOH Cozeltisi (ml) BNZ (%) Asetik Asit Cozeltisi (ml)
[S-2-Plasebo 2 50 - 60
IS-2 2 50 15 60

Plasebo, etkin maddesiz formiilasyon

Cizelge 4.10. NaOH-Diisiik molekiil agirlikli kitosan ile hazirlanan MS formiilasyonunun icerik oran

Kod Kitosan(g) NaOH Cozeltisi (ml) BNZ (%) Asetik Asit Cozeltisi (ml)
[S-3-Plasebo 2 50 - 60
is-3 2 50 15 60

Plasebo, etkin maddesiz formiilasyon

4.3.4. Glutaraldehit-Kitosan MS’lerin hazirlanmasi

Etkin maddesiz formiilasyon i¢in kitosan, %1,2’lik asetik asit ¢ozeltisinde tamamen
¢oziiniinceye kKadar 300 rpm hizda karigtirilmistir. Coziinme tamamlandiktan sonra %5’lik
glutaraldehit ¢ozeltisi eklenmis ve 30 dk boyunca karisimdaki hava baloncuklar1 uzaklasana
dek ultrasonik banyoda tutulmustur. Bu islemden sonra 36 saat boyunca 40 °C su banyosunda
ve daha sonra 2 saat boyunca -40 °C’de bekletilmistir. Coziicii 0.5 mol/l amonyum hidroksit
¢ozeltisi ile birkag kez yikanarak uzaklagtirilmigtir. Distile su ile 2-3 kez yikanarak nétralize
edilmigstir. Notralizasyon isleminden sonra 2 giin -45 °C’de dondurulmus ve liyofilize
edilmistir. Etkin maddeli formiilasyon i¢in kitosan %1,2’lik asetik asit ¢ozeltisinde tamamen
¢Oziinlinceye kadar 300 rpm hizda karistirilmistir. Coziinme tamamlandiktan sonra %5’°lik
glutaraldehit ¢ozeltisi eklenmis ve 30 dk boyunca karisimdaki hava baloncuklar1 uzaklasana
dek ultrasonik banyoda tutulmustur. Daha sonra BNZ karisima eklenmistir. 36 saat boyunca 40
°C su banyosunda ve daha sonra 2 saat boyunca -40 °C’de bekletilmistir. Coziicti 0.5 mol/I
amonyum hidroksit ¢ozeltisi ile birka¢ kez yikanarak uzaklastirilmistir. Distile su ile 2-3 kez
yikanarak noétralize edilmistir. Notralizasyon isleminden sonra 2 giin -45 °C’de dondurulmus

ve liyofilize edilmistir (Bai vd., 2018, s.256).
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Cizelge 4.11. Glutaraldehit- Yiiksek molekiil agirlikli kitosan ile hazirlanan MS formiilasyonunun igerik orani

Kod Kitosan(g) Glutaraldehit Cozeltisi (ml) | BNZ (%) Asetik Asit Cozeltisi (ml)
IG-1-Plasebo 1 10 - 90
iG-1 1 10 15 90

Plasebo, etkin maddesiz formiilasyon

Cizelge 4.12. Glutaraldehit -Orta molekiil agurliki kitosan ile hazirlanan MS formiilasyonunun igerik orani

Kod Kitosan(g) Glutaraldehit Cozeltisi (ml) | BNZ (%) Asetik Asit Cozeltisi (ml)
[G-2-Plasebo 1 10 - 90
IG-2 1 10 15 90

Plasebo, etkin maddesiz formiilasyon

Cizelge 4.13. Glutaraldehit -Diisiik molekiil agirivkli kitosan ile hazirlanan MS formiilasyonunun icerik orani

Kod Kitosan(g) Glutaraldehit Cozeltisi (ml) | BNZ (%) Asetik Asit Cozeltisi (ml)
[G-3-Plasebo 1 10 - 90
IG-3 1 10 15 90

Plasebo, etkin maddesiz formiilasyon

4.4. Kitosan MS Karakterizasyon Calismalari

4.4.1. Termal analiz

KM formiilasyonunun termal analizi DSC (Schimadzu DSC-60, Japonya) cihazi ile

basing yardimryla kapatilmis aliiminyum 6rnek kabi, 50 ml.dk* azot gazi akis hizi ve 30-300°C

araliginda, 10°C.dk? sicaklik artis1 kullanilarak aliiminyum referansa kars1 gergeklestirilmistir.

4.4.2. X-1511 Kirimmmi

KM formiilasyonunun XRD analizinde 5-40° araliginda, 40 kV voltaj, 15 mA akim

siddeti, 20 a¢1 ve 2°dk? ilerleme hizinda, Rikagu jenerator kullanilmustir.

443. FT-IR

KM formiilasyonunun IR analizi FT-IR (Schimadzu IR Prestige, Japonya) cihazi

kullanilarak, 4000-500 cm™ dalga boyu araliginda gergeklestirilmistir.

41




4.4.4. Parcacik sekli ve yiizey ozellikleri

KM formiilasyonunun pargacik sekli ve ylizey 6zelligi karbon bandi {izerine yayilarak

SEM (Zeiss Ultra Plus Fesem, Almanya) cihazi ile belirlenmistir.
4.4.5. Formiilasyonda etkin madde miktar tayini

Hazirlanan KM formiilasyonunda etkin madde miktar tayini ‘Benzidamin HCI miktar

tayini icin yiiksek basingli sivi kromatografisi’ boliimiinde anlatildig: gibi belirlenmistir.

Yiiksek molekiil agirlikli kitosan ile hazirlanan KM formiilasyonu i¢indeki BNZ
miktarini belirlemek igin tam olarak tartilmis olan formiilasyon 20 ml su i¢inde gece boyunca
bekletilmistir. Daha sonra 0,45 um filtreden stizilmistiir. (El-laithy vd., 2015, s.163). Elde
edilen c¢ozelti mobil faz ile gerekli oranlarda seyreltilerek icerdigi etkin madde miktar tayini

yapilmistir. Deney 3 kez tekrarlanmustir.
4.4.6. In vitro salim ¢alismasi

BNZ’nin KM formiilasyonundan salim ¢aligsmasi i¢in Sink kosullarda, 50 ml PBS (pH
7.4), 37 £ 1°C sicaklik ve 100 rpm karistirma hizinda yapilmistir. Tam tartilmis etkin madde
seliiloz asetat membrana konduktan sonra 1 ml salim ortami eklenmis ve sizdirmayacak sekilde
kapatilmistir. BNZ iceren KM formiilasyonlar1 ise dissoliisyon cihazinin sepet aparatina
yerlestirilmistir. Hazirlanan sistemler 37 + 1°C’de ve 100 rpm’de siirekli karigsan salim ortami
iceren reseptor kompartimanina alinmustir. Reseptor kompartimandan salim ortaminin
buharlagsmasini engellemek amaciyla, salim ortami dikkatlice kapatilmistir. 15. dk, 30. dk, 1.
saat, 2. saat, 6. saat 18. saat ve 24. saatte reseptor kompartmanindan 1 ml hacimde 6rnek alinmig
ve eksilen miktar salim ortami ile tamamlanmustir. Orneklerdeki BNZ miktar1 ‘Benzidamin HCI
miktar tayini i¢in yliksek basingli sivi kromatografisi’ boliimiinde anlatildigi gibi belirlenmistir.
Farkli zamanlarda salinan BNZ konsantrasyonu kullanilarak hesaplanan % kiimiilatif BNZ
salim1 zamana kars1 grafige gecirilerek salim profili olusturulmustur. Salim i¢in deney 3 kez

tekrarlanmistir.
4.4.7. Sisme indisi tayini

Hazirlanan KM’lerin sisme indislerinin tayini i¢in tam olarak tartilmis (A1) ti¢ farkli
KM 6rnegi %2 agar ¢ozeltisine daldirilmis ve 37 & 1 ° C'de inkiibe edilmistir. 8 saat boyunca 2
saatlik araliklarla 6rnekler ¢ozeltiler i¢inden ¢ikarilmis ve fazla yiizey sular filtre kagidi ile
alimmustir. 8 saat sonunda siingerler tekrar tartilmis (A2) ve denklem yardimai ile sisme indisleri

hesaplanmistir (Kasseem, EIMeshad ve Fares, 2015, 5.539).
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Sisme indisi = (A, — A,)/ A4 (4.3)

4.4.8. Yiizey pH olciimii

Hazirlanan KM’lerin ylizey pH degerinin belirlenmesi i¢in, siingerler oda sicakliginda
2 saat boyunca 2 ml tiikiirtik sivisi (pH 6.8) ile temas ettirilmistir. Sigsmesi saglanan KM’ler pH
Olclimii i¢cin pH metrenin elektrodu ile temas ettirilmis ve 1 dakika boyunca dengelenmesi
saglanmigtir. Cihaz denge durumuna ulastiktan sonra 6lgiim yapilmistir (Kasseem, EI-Meshad

ve Fares, 2015, s.539). Deney 3 kez tekrarlanmustir.
Kararhhk calismasi

Hazirlanan KM formiilasyonunun kararlilik c¢alismasi kapsaminda formiilasyonlar
4+1°C, 25+1°C ,40+1°C’lik kararlilik kabinlerine yerlestirilmistir. Formiilasyonun kararlilik
testi belirli periyotlarda (0. zaman, 1. ay, 3. ay) tekrarlanmistir. Formiilasyonlarda fiziksel

goriinii, etkin madde miktar tayini, sisme indisi tayini ve yiizey pH 6l¢limii yapilmistir.
Farmakokinetik salim calismasi

Hazirlanan KM formiilasyonu i¢in salim verileri farkli kinetik modellere (Sifirinci
derece kinetik, birinci derece kinetik, Higuchi, Hixson-Crowell, Hopfenberg, Korsmeyer-
Peppas ve Baker-Lansdale) uygulanmistir. En uygun kinetik modelin se¢imi amaciyla hiz sabiti
(k), determinasyon katsays1 (r?) ve Akaike bilgi kriteri (AIC) incelenmistir.
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5. BULGULAR
5.1. Benzidamin HCI ve Yardimci1 Maddeler ile Yapilan Calismalar

5.1.1. Termal analiz

BNZ ve yardimcit maddelere ait termogramlar Sekil 5.1.’de sunulmustur. BNZ ait

spesifik endotermik pik 162°C’de gozlenmistir.

[t g
s
1080
a \Y\*/\
M
c //k/
d
-1 ) 100.00 - i 300,00
Sweakhk (°C)

Sekil 5.1. BNZ ve yardimct maddelerin termogrami
a: BNZ, b: Yiiksek molekiil agirlikli kitosan, ¢: PEG,
d: BNZ-Yiiksek molekiil agirlikli kitosan-PEG fiziksel karisimi
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5.1.2. X-1s1m1 Kirimimi

BNZ ve yardimc1 maddelere ait X-1s1n1 kirinim profilleri Sekil 5.2.”de sunulmustur.

3000

Yogunluk

20 Aq1

40

Sekil 5.2. BNZ ve yardimci maddelerin X-isini kirmnum profili
a: BNZ, b: Yiiksek molekiil agirlikli kitosan,
c: BNZ-Yiiksek molekiil agirlikly kitosan-PEG fiziksel karigimi
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5.13. FT-IR

BNZ ve yardimci maddelere ait FT-IR spektrumlart Sekil 5.3.’de sunulmustir.

2426,45
161249
1369,46—
1193,94 =
1047,35—
960,55—

1527.62—

756,10

:

2985,81
2885,51

422 41—

072,42

4000 3750 3500 3250 3000 2750 2500 2250 2000 1750 1500 1290 1000 750 500
cm-1

Sekil 5.3. BNZ ve yardimct maddelere ait FT-IR spektrumu
a: BNZ, b: diksek molekiil agirlikl kitosan, c: Yiiksek molekiil agwrlikl kitosan+ PEG,

d: Yiiksek molekiil agwrlikl kitosan+ PEG+ BNZ
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5.2. Benzidamin HCI Miktar Tayini I¢in Yiiksek Basinch S1vi Kromatografisi

BNZ i¢in validasyon ¢alismasindan elde edilen sonuglar dogrusallik, kesinlik, dogruluk,

duyarlilik ve segicilik basliklar altinda degerlendirilmistir.

5.2.1. Dogrusallik

50-500 pg.ml? konsantrasyon araliginda 10 farkli konsantrasyonda 3 kalibrasyon seti
hazirlanmis ve YBSK ile analiz edilmistir. Konsantrasyona karsilik gelen alan degerleri Cizelge
5.1.’de sunulmustur. Alan degerleri kullanilarak kalibrasyon egrisi ¢izilmis ve egri ile egriye

ait dogrusallik esitligi Sekil 5.4.’te sunulmustur.

Cizelge 5.1. Dogrusallik ¢alismasi i¢in hazirlanan seriler ve alan degerler (Nn=3)

Alan Degerleri
BNZ
(ng.mlY) 1.Seri 2.Seri 3.Seri Ortalama

50 224832,1804 240186,4045 219092,2049 228036,9299
100 465885,5031 476049,0073 460852,8123 467595,7742
150 734141,4608 687411,2585 685229,6775 702260,7989
200 946349,8595 918126,9099 902084,3677 922187,0457
250 1127014,6699 1113931,8161 1093313,0623 1111419,8494
300 1339463,7178 1322182,5960 1292777,1573 1318141,1570
350 1570798,1977 1532590,4874 1540951,9615 1548113,5489
400 1817411,3547 1712289,0320 1728108,3802 1752602,9223
450 2036140,6980 1933004,0909 1934484,0857 1967876,2915
500 2256659,1159 2168651,8924 2162697,9890 2196002,9991
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Sekil 5.4. BNZ 'nin yiiksek basin¢li sivi kromatografisi ‘ne ait standart egri ve dogrusallik egitligi (n=3)

5.2.2. Kesinlik

BNZ’nin 100, 200, 300 ug.ml'1 konsantrasyon 3 farkli ¢ozeltisi hazirlanmistir. Her bir

konsantrasyon i¢in 3 kez tekrar art arda 3 giin yapilmistir. Elde edilen sonuglar dogrusallik

calismasinda elde edilen esitlik ile hesaplanmis ve bilinen konsantrasyonlar ile karsilastirilarak

yontemin kesinligi incelenmistir. Kesinlik i¢in kabuledilebilirlik sinir1 varyasyon katsayisinin

%?2’den diisiik olmasidir. Kesinlik ¢aligmasinin sonuglar1 Cizelge 5.2., .5.3. ve 5.4.te

sunulmugstur. Bulgularin kabuledilebilirlik sinirt i¢inde olmasi kullanilan yontemin kesinligini

kanitlamaktadir.

Cizelge 5.2. 100 ug.ml konsantrasyon igin kesinlik sonuglart

100 pg.mi?
1.Giin (Alan) 2.Giin (Alan) 3.Giin (Alan)
5311557 5391649 5328134
5241018 5460932 5257367
5371926 5268414 5247979
1.Giin (konsantrasyon) 2.Giin (konsantrasyon) | 3.Giin (konsantrasyon)
101,5546 102,9053 102,2933
99,9389 104,8000 100,9694
102,5968 100,9246 101,1179
Ortalama 101,3634 102,8766 101,4602
Standart Hata 1,3392 1,9378 0,7253
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Cizelge 5.2. 100 ug.ml* konsantrasyon icin kesinlik sonuglar: (Devami)

Varyasyon Katsayisi 1,3212 1,8836 0,7149
%395 Giiven Aralhig 3,3268 4,8138 1,8017
Cizelge 5.3. 200 ug.ml? konsantrasyon icin kesinlik sonuclar:
200 pg.ml?t
1.Giin (Alan) 2.Giin (Alan) 3.Giin (Alan)

10004051 10038258 10031600

10029144 10146960 10052365

10054549 10067475 10020307

1.Giin (konsantrasyon) 2.Giin (konsantrasyon) | 3.Giin (konsantrasyon)

200,815 200,5505 201,8648

200,6046 203,4793 202,4908

201,0025 202,6170 202,3518

Ortalama 200,8074 202,2156 202,2358
Standart Hata 0,4619 1,5051 0,3287
Varyasyon Katsayisi 0,2303 0,7443 0,1625
%95 Giiven Arahgi 1,1474 3,7388 0,8165

Cizelge 5.4. 300 ug.ml? konsantrasyon icin kesinlik sonuglart
300 pg.mit
1.Giin (Alan) 2.Giin (Alan) 3.Giin (Alan)

14654408 14805185 14672741

14936383 14738859 14664917

14830178 14676043 14577884

1.Giin (konsantrasyon) 2.Giin (konsantrasyon) | 3.Giin (konsantrasyon)

299,1739 302,1980 301,4369

304,7532 301,7886 302,0063

302,9200 300,9154 300,5584

Ortalama 302,2824 301,634 301,3339
Standart Hata 2,8438 0,6551 0,7294
Varyasyon Katsayisi 0,9408 0,2172 0,2421
%95 Giiven Arahgi 7,0643 1,6275 1,8120
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5.2.3. Dogruluk

BNZ i¢in yapilan validasyon g¢alismasinda dogrulugun belirlenebilmesi amaciyla 3
farkll konsantrasyonda (200 pg.ml?, 300 pg.ml?, 400 pg.ml?) BNZ igeren stok ¢ozelti
hazirlanmis ve her bir konsantrasyon i¢in 3 tekrar analizi yapilmistir. Elde edilen konsantrasyon
degerleri dogrusallik calismasinda elde edilen esitlik kullanilarak hesaplanmis ve bilinen
konsantrasyonlar ile karsilastirilarak analitik yontemin dogrulugu % geri kazanim olarak
hesaplanmistir. Dogruluk caligsmasi i¢in kabuledilebilirlik sinir1 %98-102 (£ %?2) araligidir.
Yontemin geri kazanim ve dogrulugu sonuglara gore kanitlanmistir. Dogruluk ¢aligmasinin

sonuglari Cizelge 5.5.”de sunulmustur.

Cizelge 5.5. BNZ'nin YBSK ile elde edilen dogruluk degerleri (n=3)

Eklenen konsantrasyon
200 pg.ml? 300 pg.ml? 400 pg.ml?

9931175 14799770 19258650
Elde edilen alan 10096854 14866174 19328440

10076541 14631196 19026996

200,4387 303,4102 403,5793
Bulunan konsantrasyon 204,5027 307,1017 405,6069

203,8813 302,1140 399,0364

101,4705 101,1637 100,8948
% Geri kazamim 102,2535 102,3672 101,4017

101,9401 100,7047 99,7660
Ortalama % Geri Kazanim 101,8880 101,4029 100,6875
Standart Hata 0,4468 0,3522 0,3434
Varyasyon Katsayisi 1,0787 0,8507 0,8354
%95 Giiven Arahgi 2,7190 2,1429 2,0895

5.2.4. Duyarhhk

LOD ve LOQ degerleri “4.2.1.4. Duyarlilik” boliimiinde s6z edilen Denklem 4.1. ve
Denklem 4.2. ile hesaplanmis ve sirasiyla 9,8435 pg.ml? ve 29,8287 pg.ml! oldugu

bulunmustur.

Kullanilan analitik yontemin duyarliligi i¢in kabuledilebilir dogruluk ve kesinlikte
dlciilebilen en kiigiik konsantrasyon 50 pg.ml™ olup hesaplanan LOD ve LOQ degetlerin bu

degerin altinda bulunmustur. Sonuglar yontemin duyarliligini kanitlamaktadir.
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5.2.5. Segicilik

Segicilik ¢alismasi i¢in BNZ, mobil faz ve iK-Plasebo’ya igin elde kromatogramlar
sirasiyla Sekil 5.5., Sekil 5.6., Sekil 5.7.”de sunulmustur. Elde edilen kromatogramlar BNZ’nin

iyi bicimde ayrildigin1 gostermektedir.
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Sekil 5.5. BNZ ye ait YBSK kromatogrami
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Sekil 5.6. Mobil faza ait YBSK kromatogrami
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Sekil 5.7. IK-Plasebo 'ya ait YBSK kromatogrami
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5.3. MS Ozelliklerine Ait Cahsma

Yapilan c¢alismalar sonucunda “4.3.3. NaOH-Kitosan MS’lerin hazirlanmas1”
béliimiinde anlatilan yéntemle KM elde edilemediginden 1S-1, IS-2 ve 1S-3 formiilasyonlar

calismanin devaminda kullanilamamastir.

“4.3.2. TPP-Kitosan MS’lerin hazirlanmasi1” ve “4.3.4. Glutaraldehit-Kitosan MS’lerin
hazirlanmas1” béliimlerinde anlatilan hazirlama yontemleri ile elde edilen iB-1, iB-2 ve IB-3
ve 1G-1, IG-2 ve 1G-3 formiilasyonlar1 tez ¢alismasimin amaci olan dis ¢ekim bolgesindeki
enflamasyonun tedavisi i¢in sert ve kirilgan yapida oldugundan c¢alismanin devaminda

incelenmemistir.

“4.3.1. PEG-Kitosan MS’lerin hazirlanmas:1” béliimiinde anlatilan yéntemle IK-1, IK-2
ve IK-3 formiilasyonlar1 hazirlanmistir. Hazirlanan formiilasyonlar arasindan optimum
formiilasyonun segilebilmesi amaciyla yapilan yiizey pH 6lciimlerinde IK-2 ve IK-3
formiilasyonlarinin pH degeri ¢alismanin amaci i¢in uygun aralikta olmadigindan optimum

formiilasyon olarak yiizey pH degeri uygun olan IK-1 formiilasyonu secilmistir.

Gorsel 5.1. PEG-Yiiksek molekiil agirlili KM (IK-1)
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5.3.1. Termal analiz

Etkin maddesiz ve etkin madde iceren KM formiilasyonunun termogramlar1t BNZ ve KS

ile karsilastirmali olarak Sekil 5.8.’de sunulmustur.
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Sekil 5.8. Etkin maddeli/Maddesiz hazirlanan MS formiilasyonlarinin termogrami

a: BNZ, b: Yiiksek molekiil agiritkli kitosan, C: PEG, d: BNZ-Yiiksek molekiil agrlikh kitosan-PEG fiziksel
karisim, e: IK-Plasebo, f: IK-1
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5.3.2. X-1smm Kirimimi

Etkin maddeli ve etkin maddesiz olarak hazirlanmis KM formiilasyonlarimin X-1sin1

kirinim profilleri BNZ ve KS ile karsilastirilmali olarak Sekil 5.9.’da sunulmustur

3000

Juﬁ,

U WY.L Y BN

1

d

Yogunluk

=

2 ACL 4

Sekil 5.9. Etkin maddeli/maddesiz MS formiilasyonunun X-isint kirimim profili
a: BNZ, b: Yiiksek molekiil agirlikli kitosan, ¢: BNZ-Yiiksek molekiil agirlikl kitosan-PEG fiziksel karisumi

d: IK-Plasebo, e: /K-1
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5.3.3. FT-IR

Etkin maddeli ve etkin maddesiz KM formiilasyonlarinin FT-IR spektrumlar1t BNZ, KS

ve fiziksel karisim ile karsilastirilmali olarak Sekil 5.10.’da sunulmustur.

42241~

N L ey e e B e B I s N S B S B S N B N S N N S 7
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cm-1

Sekil 5.10. Etkin maddeli/maddesiz MS formiilasyonunun FT-IR spektrumu

a: BNZ, b: Yiiksek molekiil agirlikly kitosan, c: Yiiksek molekiil agirlikli kitosan-PEG d: BNZ-Yiiksek molekiil
agirlikly kitosan-PEG fiziksel karisimi, e: IK-Plasebo, f: IK-1
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5.3.4. Parcacik sekli ve yiizey ozellikleri

Yiiksek molekiil agirligina sahip kitosan ile hazirlanan etkin madde icermeyen plasebo
formiilasyonun ve etkin madde iceren taze hazirlanmis formiilasyonlarin SEM goériintiisii

Gorsel 5.2.°de sunulmustur.

AUBIBAM 2019/01/17  11:09 HL MD4.9 x100 1mm  AUBIBAM 2019/01/17  11:39 HL MD7.9 x100

Gorsel 5.2. Etkin Maddeli ve etkin maddesiz hazirlanan KM formiilasyonunun SEM goriintiisii
a: IK-Plasebo x100, b: /K-1, x100

5.3.5. Formiilasyonda etkin madde miktar tayini

Formiilasyondaki etkin madde miktar tayini “4.4.5.Formiilasyonda etkin madde miktar

tayini” boliimiinde verilen yontem belirlenmis ve sonuglar Cizelde 5.6.’da sunulmustur.

Cizelge 5.6. /K-1 formiilasyonunda etkin madde miktart (N=3)

Formiilasyon Kodu Etkin madde miktari1 (mg)
IK-1 1,499+0,06

5.3.6. Invitro salim ¢alismasi

Elde edilen veriler kullanilarak IK-1 formiilasyonu ve saf etkin maddeye (BNZ) ait in vitro

salim profilleri Sekil 5.11.’de sunulmustur.

56
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Sekil 5.11. IK-1 formiilasyonuna ait in vitro salim profili
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.
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ZAMAN (SAAT)
Sekil 5.12. IK-1 formiilasyonunun ilk 6 saatine ait in vitro salim profili
5.3.7. Sisme indisi tayini
KM’lerin sigsme indisi tayini i¢in yapilan ¢alisma sonuglar1 Cizelge 5.7.’de sunulmustur.

Cizelge 5.7. [K-1 formiilasyonunun sisme indisi (N=3)

Formiilasyon kodu Baslangic agirhg (g) £SH Son agirhk (g) £SH Sisme Indisi+SH

IK-1 0,338 + 0,001 6,323 + 0,353 17,767 = 1,059
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5.3.8. Yiizey pH olciimii

KS’lerin yiizey pH 6l¢iimii i¢in yapilan ¢alisma sonuglari Cizelge 5.8.”de sunulmustur.

Cizelge 5.8. IK-1 formiilasyonunun yiizey pH degerleri (n=3)

Formiilasyon kodu

Yiizey pH degeri + SH

iK-1

6,60+0,040

Kararhhk ¢calismasi

4°C, 25° ve 40°C‘de saklanan KM’lerin 1. ay ve 3. ay sonundaki etkin madde miktar

tayini, yiizey pH ol¢timii ve sisme indisi 0. zamana ait etkin madde miktar tayini, yiizey pH

Olciimii ve sisme indisi analizleri ile karsilastirilmali olarak Cizelge 5.9., Cizelge 5.10 ve

Cizelde 5.11.’de verilmistir.

Cizelge 5.9. Kararlilik ¢calismasi etkin madde miktart sonu¢lar: (n=3)

Formiilasyon Etkin madde miktar1 (mg) | Etkin madde miktar1 (mg) | Etkin madde miktar1 (mg)
kodu +SH +SH +SH

4°C 25°C 40°C
IK-10. Ay 1,499 + 0,06 1,499 + 0,06 1,499 + 0,06
IK-11. Ay 1,488 + 0,12 1,478 + 0,08 1,66 + 0,02
IK-13. Ay 1,476 + 0,07 1,476 + 0,04 1,78+ 0,03

Cizelge 5.10. Kararlilik ¢alismasi sisme indisi sonuglart (n=3)

Formiilasyon Baslangic agirhg (g) = SH Son agirhik (g) = SH Sisme Indisi + SH
kodu 4°C 25°C 40°C
IK-10. Ay 0,338 = 0,001 6,323 £ 0,353 17,767 + 1,059
IK-11. Ay 0,335=+0,02 6,250 = 0,378 17,657 = 0,998
IK-13. Ay 0,337 +0,01 6,128 = 0,344 17,184 + 1,065

Cizelge 5.11. Karariik calismasi yiizey pH degeri sonuglar: (n=3)

Formiilasyon Yiizey pH degeri = SH Yiizey pH degeri + SH Yiizey pH degeri = SH
kodu 4°C 25°C 40°C

iK-10. Ay 6,60+ 0,040 6,60 + 0,040 6,60 + 0,040
IK-11. Ay 6,54+ 0,026 6,57 + 0,035 5,25 + 0,042
IK-13. Ay 6,52+ 0,033 6,53 + 0,044 4,56 + 0,031
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Farmakokinetik salim ¢calismasi

Hazirlanan KM formiilasyonu igin in vitro salim c¢alismasi verileri farkli kinetik
modellere uygulanmis ve formiilasyonlarin hiz sabiti (k), determinasyon katsayisi (r?) ve
Akaike bilgi kriterine (AIC) ait verileri Cizelge 5.12.’de gosterilmistir. Elde edilen sonuglar
Sekil 5.13., Sekil 5.14., Sekil 5.15., Sekil 5.16., Sekil 5.17., Sekil 5.18. ve Sekil 5.19.’da

sunulmustur.

Cizelge 5.12. Farmakokinetik model bulgular

Model Zero First | Higuchi Korsmeyer- Hixson- Hopfenberg Baker-
Peppas Crowell Lansdale
R? -3,149 | -1,419 -1,332 0,997 -1,901 -1,899 -1,537
R?adj -3,149 | -1,419 -1,332 0,997 -1,901 -2,382 -1,537
AIC 84,308 | 79,992 79,699 27,486 81,445 83,440 80,374
MSC -3,506 | -2,96 -2,930 3,597 -3,148 -3,397 -3,014
KO 5,185 - : - - - -
K1 - 0,241 - - - - -
kHC - - - - 0,051 - -
kHB - - - = - 0,051 -
kBL - - - - - - 0,010
KH - - 27,160 4 - - -
kkp - - - 84,450 - - -
n - - - 0,044 - 3 -
0. Derece Kinetik Model
100 4 -
] = )
% 90 1 - ¢
£ i
E 1t
N 707
53] ]
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E ]
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Sekil 5.13. IK-1 formiilasyonu icin sifirmnct derece kinetik modeli
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1. Derece Kinetik Modeli
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Sekil 5.14. /K-1 formiilasyonu icin birinci derece kinetik modeli

Higuchi Model
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Sekil 5.15. /K-1 formiilasyonu icin Higuchi modeli
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Korsmeyer- Peppas Model
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Sekil 5.16. IK-1 formiilasyonu icin Korsmeyer-Peppas modeli

Hixson-Crowell Model
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Sekil 5.17. IK-1 formiilasyonu i¢in Hixson-Crowell modeli
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Salm ortaminda goziinmiig BNZ miktar (%)

Salm ortaminda goziinmiis BNZ miktan (%)
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Sekil 5.18. /K-1 formiilasyonu icin Hopfenberg modeli

Baker-Lonsdale Model
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Sekil 5.19. /K-1 formiilasyonu i¢in Baker-Lonsdale modeli
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6. TARTISMA

Bu bolimde tez c¢alismasinda kullanilan etkin madde ve diger maddelerin
fizikokimyasal Ozelliklerine ait bulgular ile hazirlanan KM formiilasyonuna ait in vitro

calismalarin bulgular: tartigilacaktir.
6.1. Benzidamin HCI ve Yardimc1 Maddeler ile Yapilan Calisma

Formiilasyon gelistirilmeden dnce etkin madde ve yardime1r maddelerin fizikokimyasal

Ozellikleri belirlenmistir.

Etkin maddenin DSC, XRD, FT-IR analizleri yapilmis ve belirlenen biiyiitme orani ile
taramali elektron mikroskobunda goriintiisii alinmistir. XRD ve FT-IR analizlerinin amaci
formiilasyonda kullanilan etkin maddenin safliginin kanitlanmasi, formiilasyondaki yardimci

maddelerin hazirlama kosullarinda farklilasmasinin kontrol edilmesidir.

Formiilasyon hazirlanmasi sirasinda etkin maddenin davranisinin degisen sicaklik
karsisinda belirlenmesi i¢in DSC yapilmistir. Termogramda BNZ’nin erime derecesi (Sekil
5.1.) referans ile uyumlu olarak 162,8°C olarak belirlenmistir (Sharma, Sharma ve Garg, 2018,
5.287).

BNZ’nin X 1g1nm1 kirinim analizinden elde edilen spektrumda karakteristik BNZ pikleri
gozlenmistir. 20 ag¢1 deresinde gerceklestirilen analizde BNZ’ye 6zgii 7,18°, 16,84°, 20,717,
21,46° ve 25,69° degerlerinde keskin ve dar pikler beklenmektedir. Calismada gergeklestirilen
X 1511 kirmim analizi sonucunda elde edilen spektrum incelendiginde degerlerin literatiir ile

uyumlu oldugu gézlenmistir (Sharma, Sharma ve Garg, 2018, s.287).

Etkin madde polimer, fiziksel karigim ve formiilasyonun FT-IR spektrumlari 4000-600
cmarasinda kaydedilmistir. BNZ i¢in 1527 cm™, 1612 cm™’de goriilen aromatik C=C ve C=N
baglar1 ve 740-765 cm™ arasinda gériilen disiibstitiie diizlem dis1 deformasyon bandi, 707 cm®
L*de goriilen monosiibstitiie diizlem dis1 deformasyon bandi ile 950-1200 cm™ arasinda gériilen
C-C, C-N ve C-O egilim bantlar1 belirleyicidir. FT-IR analizi sonucu elde edilen spektrumun
referans bilgisi ile karsilastirildiginda ¢ok az kayma ile uyumlu oldugu belirlenmistir (Sharma,
Sharma ve Garg, 2018, s.287, Shangai, Nangude ve Poddar, 2016, s.5).

Formiilasyonda yardimc1 madde olarak kullanilan KS igin DSC ve XRD analizleri, PEG
6000 i¢in DSC analizi yapilmustir.
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Polisakkaritler genellikle suya kars1 giiclii bir afiniteye sahiptir ve kat1 halde diizensiz
yapilara sahiptirler. KS’nin DSC analizinde 110-125°C arasinda meydana gelen endotermik pik
numunede bulunan bagli suyun buharlagsmasi sebebiyle meydana geldigi diistiniilmektedir. 30-
300°C arasinda yapilan analizde bu pik disinda endotermik pik ile karsilasilmamistir.
Calismadan elde edilen termogram (Sekil 5.1.) incelendiginde literatiir ile uygunluk
gostermistir (Dudhani ve Kosaraju, 2010, s.247). Yapilan bir ¢alismada kullanilan PEG 6000’in
termogrami 10°C.dk* sicaklik artis1 ile 20-200°C araliginda belirlenmistir. PEG 6000 igin 57
°C’de endotermik pik gozlenmistir. Bu ¢alismada elde edilen termogram literatiir ile uygunluk

gostermistir (Altamimi ve Neau, 2017, s.424).

KS’ye ait X-151m1 kirtnim profilinin belirlenmesi i¢in literatiirde 40 kV voltaj, 50 mA
akim siddeti, 20 ag1 kullanilarak yapilan X 1s11 kirinim analizinde 26 = 10° ve 26 = 20° 'de
pikler goriilmiistiir. XRD profilindeki pikler géz oniine alindiginda KS’nin amorf yapida
oldugu belirlenmistir. Calismada KS’ye ait X-1sin1 kirinim profili (Sekil 5.2.) literatiir ile
uyumlu bulunmustur (Kumar ve Koh, 2012, s.6105)

6.2. KM formiilasyonlarin hazirlanmasi ve karakterizasyonu

Saf halde bulunan BNZ’nin termograminda gozlenen endotermik pikin formiilasyon
termograminda goriilmemesi, formiilasyonlarda BNZ’nin kristal halden daha ¢ok amorf halde
oldugunu ve ilacin KM i¢ine hapsedildigini géstermektedir (Sanghai, Nangude ve Poddar,
2016, s.4).

Saf BNZ’nin XRD analizinde gosterdigi karakteristik pikler, IK-1 formiilasyonunun
XRD spektrumunda gozlenmemistir. Bu durum ilacin polimerik matris sisteminde homojen bir

sekilde dagildigin1 gostermistir (Sharma, Sharma ve Garg, 2018, s.287).

Ilag ve eksipiyanlar arasindaki etkilesimlerin belirlenmesi i¢in uygulanan FT-IR analizi
i¢in, optimum formiilasyon olan IK-1 formiilasyonunun spektrumu kaydedilmistir. IK-1 igin
kaydedilen spektrumda BNZ’ye ait pikler saf etkin maddeye gore daha zayif halde izlenmistir.
Goriilen karakteristik pikler yiikklenmenin gergeklestigini ifade etmektedir (Ambikar vd., 2014,
5.2) .

IK-1 formiilasyonunun yapilan morfolojik incelemesinde hazirlanan formiilasyonun ii¢
boyutlu gozenekli yapiya sahip oldugu goriilmiistiir. IK-1’e ait SEM goriintiisii literatiir ile

benzerlik gostermistir (Hu vd., 2018, s.158, Xie vd., 2018,5.1227, Su vd., 2017, 5.426)
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Hazirlanan KM yiizey pH’s1 6,60+0,04 olarak bulunmustur. Bu sonuglara gore 1K-1
tilkiirik pH araliginda bir deger saglamistir ve ila¢ uygulamasi sirasinda uygulama bolgesinde
herhangi bir tahrise sebep olmayacagi anlasilmistir (Kasseem, El-Meshad ve Fares, 2015,
5.540).

Yara sargisinin su emme ve tutma kabiliyeti, yaray1 temizlemenin ve nemli tutmanin
saglanmasi1 i¢in Onemli bir Ozelliktir. KM’lerin miikemmel sisme oOzellikleri kanamay1
durdurma ve nemli ortam saglayarak iyilesmenin hizlanmasini saglamak i¢in 6nemlidir. Nemli
yara yatagi yara iyilesmesinde ideal olarak kabul edilmektedir. Yapilan deney sonucu yiiksek
oranda sisme kapasitesine sahip olan IK-1’in nemli ortam saglayarak yara iyilesmesini

hizlandirabilecegi diisiiniilmistiir (Hu vd., 2018,5.157).
6.3. Analitik Yontem Gelistirme ve Validasyon

Incelenen literatiirlerde BNZ igin in vitro salim ve miktar tayini calismalarinda YBSK
ve UV spektrofotometrik yontemler kullanildigi goriilmiistir (Pechova vd., 2018, s.2512,
Carlucci, Luliani ve Federico, 2010, s.855).

Yapilan tez ¢alismasinda YBSK yontemi kullanilmistir. Dogan ve Bas¢i’nin BNZ ile
yaptigi calismada fosfat tamponu (pH 3.0): asetonitril (70:30) mobil faz olarak se¢ilmis, madde
pikinin goriilmesi i¢in yontemde yer alan 230 nm dalga boyu secilmistir. Fakat ¢alisma
sonucunda saglikl1 bir pik elde edilemediginden yontemden vazgecilmistir (Dogan ve Basei,
2011, s.168).

Benson ve McElnay’in yaptig1 ¢alismada mobil faz olarak SmM sodyum dodesilsiilfat
iceren asetonitril: su: asetik asit (62:37,5:0,5 (h/h)) kullanilmistir. Asetik asit ile sistem pH’s1
4’¢ ayarlanmgtir. Madde piki 232 nm’de beklenmis ancak goriilmemistir. Madde piki elde
edilemediginden bu yontem de kullanilamamistir (Benson ve McElnay, 1987, s. 396).

Yapilan baska bir YBSK ¢alismasinda mobil faz olarak asetonitril:metanol:amonyum
karbonat tamponu (pH 10.5) (37,5:37,5:25) kullanilmistir. Literatiirde madde piki i¢in verilen
218 nm dalga boyunda saglikli ve tekrar elde edilebilir bir pik gozlenmediginden bu yontemden
de vazgecilmistir (Carlucci, Luliani ve Federico, 2010, s.855).

Berko llag ile goriisiilerek alman metot bilgileri 15181nda uygulanan yontemde BNZ igin
ideal siddet ve morfolojide pikin 212 nm dalga boyunda gdzlemlendigi belirlenmistir. Bu
yontemde mobil faz olarak sodyum dihidrojen fosfat dihidrat tamponu (pH 3.0): asetonitril

(70:30) kullanilmisgtir. Tampon ¢o6zeltisi hazirlandiktan sonra fosforik asit ile pH 3’e
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ayarlanmistir. Kaydedilen kromatogramlarda kuyruklu pik gozlenmis, denenen yontemler
arasinda en saglikli ve tekrar elde edilebilir olan yontemin bu oldugu belirlenmistir. Yonteme
karar verildikten sonra analitik validasyon c¢alismasi yapilmistir. Dogrusallik c¢alismasi
sonucunda r? 0,9995 olarak bulunmus ve bu degere bagli olarak analitik yontemin dogrusalligi
ispatlanmistir. 3 farkli giinde yapilan kesinlik caligmalarinda gelistirilen analitik yontemin
varyasyon katsayist %2 degerinin altinda bulunmustur (Cizelge 5.2, Cizelge 5.3 ve Cizelge 5.4.)
ve yontemin kesinligi ispatlanmistir. Yontemin segicilik ¢alismasi icin saf etkin madde ve bos
formiilasyon ile ¢alismalar yapilmis ve kromatogramlarda herhangi bir girisim ya da pik
olusumu gozlenmemistir. 3 farkli konsantrasyon ile calisilan dogruluk ve geri elde edilebilirlik
caligmalarinda gelistirilen analitik yontemin dogrulugu kanitlanmistir. Calismada etkin madde

saptama sinir1 hesaplanmis ve ¢alismalar bu sinirlar igerisinde gergeklestirilmistir.
6.4. Kararhhk Calismasi

Optimum formiilasyon olarak segilen IK-1 kararlilik calismasinin yapilmas: amaciyla
kehribar renkli kaplarda 3 ay boyunca saklanmustir. IK-1 formiilasyonunun goriiniis, etkin

madde miktar tayini, yiizey pH’sinin 6l¢iimii ve sisme indisi tayini 3 ay boyunca incelenmistir.

4°C, 25 °C ve 40 °C’de saklanan formiilasyonlarin kararliliginin belirlenmesi i¢in ilk
olarak goriiniisleri incelenmistir. 3 ay sonunda 4°C ve 25 °C’de saklanan formiilasyonun
goriiniisiinde bir degisiklik gozlenmezken, 40 °C’de saklanan formiilasyonun renginde sararma

oldugu goriilmiistiir. 40 °C saklama kosullarinin formiilasyon i¢in uygun olmadig1 goriilmiistiir.

4°C, 25 °C ve 40 °C’de saklanan formiilasyonlarin kararliliginin belirlenmesi i¢in
yapilan etkin madde miktar tayini 3 ay boyunca yapilan analizler ile kaydedilmistir. Yapilan
analizler sonucunda elde edilen veriler istatistiksel olarak (two-way ANOVA) degerlendirilmis

ve anlaml bir degisiklik gdzlenmemistir (p>0.05).

4°C, 25 °C ve 40 °C’de saklanan formiilasyonlarin kararliliginin belirlenmesi icin
yapilan sisme indisi tayini 3 ay boyunca yapilan analizler ile kaydedilmistir. Yapilan analizler
sonucunda elde edilen veriler istatistiksel olarak (two-way ANOVA) degerlendirilmis ve

anlamli bir degisiklik gbzlenmemistir (p>0.05).

Belirlenen saklama kosullarinda bekletilen formiilasyonlarin yiizey pH degeri 0. zaman,
1. ay ve 3. ay oOlciilmiistiir. 4°C, 25 °C’de saklanan formiilasyonlarin pH degeri uygun araliklar

icinde kalmistir. Ancak 40 °C’de saklanan formiilasyonun pH degeri degisiklik gostermistir.
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Formiilasyon tiikiiriik pH aralig1 disina ¢iktigindan tahris edici 6zellik gdsterebileceginden KM

icin en uygun saklama kosullarinin 4°C ve 25 °C oldugu sonucuna varilmistir.
6.5. iK-1 Formiilasyonu /n Vitro Salim Cahsmasi

Kontrollii ilag salim sistemleri etkin maddenin hedeflenen bolgeye kontrollii ve siirekli
bir sekilde salimini gergeklestirmek amaciyla gelistirilmistir. Bu sistemler hastalarda ayni
terapotik etkiyi saglamak amaciyla gereken etkin madde miktarinin azaltilmasini saglar. Daha
az uygulama ve daha etkili dozlar ile hasta uyuncunda artis goriiliir (Huang ve Brazel, 2001,
s.121).

BNZ’nin ticari olarak kullanilan preparatlarinda tiikiiriik s1visi sebebiyle pH’sinin hizla
7’ye yiikselmesi sonucu bukkal emilimi smirlidir ve bu durum gargara seklindeki piyasa
preparatinin giinde en az ii¢ kere kullanimini gerektirmektedir. Yapilan ¢alismada KM
hazirlanma amaci etkin maddenin saliminin kontrollii ve siirekli hale getirilmesidir. Yapilan in

vitro salim ¢alismasinda BNZ’nin KM’den saliminin 20 saatin {izerinde oldugu goriilmiistiir.

Simiile tiikiiriik stvisinda yapilan in vitro salim ¢alismasinda, IK-1 formiilasyonundan
kiimulatif etkin madde salimi 24 saat sonunda %95,33 + 3,50 olarak bulunmustur. Saf etkin
madde ile ile karsilastirmali olarak yapilan salim ¢alismasinda BNZ saliminin kontrollii hale
getirildigi gozlenmistir. Baslangigta ¢dzlinme ortaminin hizli difiizyonu ve ilacin hizli
¢ozlnlirliigli sebebiyle patlama etkisinin gozlendigi, daha sonra ilag serbest birakmay1
geciktiren her bir partikiiliin etrafinda sinirlayict bir zar olmasindan kaynaklandigi ongoriilen
uzatilmig bir salim meydana gelmistir (Nagarajan vd., 2015, s.26). Patlama etkisinden sonra
ila¢g salim1 diflizyon mekanizmasi ile gergeklesmistir (Kasseem, EI-Meshad ve Fares, 2015,
5.543).

In vitro salm calismalar1 formiilasyonlarin gelistirilmesinde ve kalite kontroliinde
oldukga 6nemli bir rol oynar. Salim ¢aligmalari ilaglarin kararliliginin belirlenmesinin yani sira
in vivo absorpsiyonun tahmini i¢in de kullanilir. Bu yontem in vivo ¢alisma yontemleri ile
karsilagtirildiginda daha hizli ve daha ucuz bir tekniktir (Zhang vd.,2010, s.263).

Salim analizi, salim profillerini istatiksel olarak karsilastirarak veya farmasotik bir dozaj
formundan ilag salimini1 6lgmek ve karakterize etmek i¢in matematiksel modeller kullanilarak
gerceklestirilir. Hesaplama siiresini kisaltmak ve hesaplama hatalarini ortadan kaldirmak
amaciyla, arastirmacilar kirk dahili salim modelini kullanarak salim verilerinin modellenmesini

saglayan DDSolver programini tasarlamislardir (Zuo, Bou-Chacra ve Lobenberg, 2014, s.2).
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In vitro salim deneyi sonucunda hazirlanan KM formiilasyonunun zamana kars1 %
kiimiilatif salinan miktar hesaplandiginda 24 saat boyunca salim yaptig1 goriilmiistiir. Salim
sonuglart salim kinetigi modelinin belirlenmesi i¢in DDSolver programina aktarilmistir.
Modelin belirlenmesi i¢in kullanilan kriteler hiz sabiti (k), Akaike bilgi kriteri (AIC),
determinasyon katsayisi(r?) ve model segim kriteri (MSC)’dir. Degerlendirmede sifir derece
kinetik, birinci derece kinetik, Higuchi, Korsmeyer-Peppas, Hixson-Crowell, Hopfenberg ve
Baker-Lansdale modellerini degerlendirmek icin en yiiksek R?, R%adj ve MSC degeri ve en
diisiik AIC degeri kullanilmistir (Zhang vd.,2010, s.263). Yapilan degerlendirme sonucunda

salim profilinin Korsmeyer-Peppas modeline uyum gosterdigi belirlenmistir.

Korsmeyer-Peppas modeli ilag etkin maddesinin gelistirilen tasiyicidan kontrollii olarak
salindigini gosterir (Dash vd., 2010, s.220). KM’lerden gerceklesen ilag saliminin bagli oldugu
siinger yiizeyinden ilag salimi, sismis matris boyunca diflizyon ve polimer erozyonu gibi li¢
farkli mekanizma sayesinde kontrollii salim gerceklesmis olabilecegi kanisina varilmistir

(Kasseem, EI-Meshad ve Fares, 2015, 5.546).
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7. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismada kitosan ile hazirlanan BNZ yiiklii mikrosiinger ideal formiilasyonunun
termal, X- 1sin1 kirinimi, FT-IR analiz sonuglar1 ve taramali elektron mikroskobu goriintiileri

literatiir ile paralellik gdstermistir. Ayrica formiilasyonun ila¢ salim 6zellikleri aydinlatilmistir.

BNZ’nin miktar tayini i¢in g¢alismada kullanilan yontemin dogrusallik, kesinlik,
dogruluk, duyarlilik ve segicilik parametreleri incelenmis ve yontemin yapilacak ¢aligmalar igin

uygun oldugu kanitlanmistir.

Hazirlanan mikrosiinger formiilasyonun in vitro salim ¢alismasi verileri kullanilarak
kinetik modeli belirlenmistir. Belirlenen model ile hazirlanan formiilasyonun saliminin kitosan
mikrosiinger ile kontrollii hale getirildigi belirlenmistir. Gelistirilen kararli ve giivenli
formiilasyonun dis ¢ekimi bdlgesinde BNZ’ nin siirekli ve kontrollii olarak salim1 i¢in umut
verici bir tastyici sistem oldugu sonucuna varilmistir. Bu sonuglar 1s181nda yapilmasi planlanan
in vivo tayinlerde hazirlanmis olan formiilasyonlarin etkinliginin degerlendirilmesi

planlanmaktadir.
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