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YAYIMLAMA VE FiKRi MULKIYET HAKLARI BEYANI

Enstitii tarafindan onaylanan lisansiistii tezimin/raporumun tamamini veya herhangi
bir kismini, basili (kagit) ve elektronik formatta arsivleme ve asagida verilen kosullarla
kullanima agma iznini Hacettepe Universitesine verdigimi bildiririm. Bu izinle
Universiteye verilen kullanim haklari digindaki tim fikri miilkiyet haklarim bende
kalacak, tezimin tamaminin ya da bir b6liimiiniin gelecekteki ¢alismalarda (makale,

kitap, lisans ve patent vb.) kullanim haklar1 bana ait olacaktir.

Tezin kendi orijinal ¢alismam oldugunu, bagkalarinin haklarini ihlal etmedigimi ve
tezimin tek yetkili sahibi oldugumu beyan ve taahhiit ederim. Tezimde yer alan telif
hakki bulunan ve sahiplerinden yazili izin alinarak kullanilmasi zorunlu metinlerin

yazili izin alinarak kullandigimi ve istenildiginde suretlerini Universiteye teslim

etmeyi taahhiit ederim.

o Tezimin/Raporumun tamam diinya ¢apinda erisime acilabilir ve bir

kismi veya tamaminin fotokopisi alinabilir.
(Bu segenekle teziniz arama motorlarinda indekslenebilecek, daha sonra
tezinizin erigim statiisiiniin degistirilmesini talep etseniz ve kiitiphane bu
talebinizi yerine getirse bile, teziniz arama motorlarinin 6nbelleklerinde
kalmaya devam edebilecektir)

X  Tezimin/Raporumun 26.04.2022 ”tarihi_ne kadar erisime acilmasim ve
fotokopi almmasmm (I¢ kapak, Ozet, icindekiler ve Kaynak¢a haric)

istemiyorum.
(Bu siirenin sonunda uzatma igin basvuruda bulunmadigim takdirde,

tezimin/raporumun tamami her yerden erisime agilabilir, kaynak
gosterilmek sartiyla bir kismi veya tamaminin fotokopisi alinabilir)

o Tezimin/Raporumun................. tarihine kadar erisime acilmasim
istemiyorum ancak kaynak gosterilmek sartiyla bir kismi veya

tamaminin fotokopisinin alinmasini onayhyorum.

o Serbest Secenek/Yazarin Secimi
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OZET

Akdag Cayh, Y., Antibiyotik Iceren Kuru Toz Inhaler Formiilasyonu Tasarim
ve Permeabilite Calismalari, Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii
Biyofarmasotik ve Farmakokinetik Programm Doktora Tezi, Ankara, 2017. Bu
tezin amaci, Kistik fibrozis hastaliginda akcigerde goriilen enfeksiyonlarin tedavisinde
kullanilmak {izere antibiyotik ve mukolitik kombinasyonu ile kuru toz inhaler
formiilasyonu gelistirmektir. Bu amagla, tez kapsaminda siprofloksasin ve
levofloksasin antibiyotikleri ile asetilsistein ve dornaz alfa mukolitiklerini igeren
formiilasyonlar hazirlanmistir. Formiilasyonda mukolitik olmasi, akciger yilizeyindeki
mukus viskozitesini azaltarak, antibiyotigin mukusa niifuz etmesini saglayacaktir.
Ayrica inhaler formiilasyonu ile ilag dogrudan etki bolgesine uygulanmis olacak, bu
da hem etkinligi artiracak hem de sistemik yan etkilerin goriilmesini 6nleyecektir.
Gelistirilen kuru toz inhaler formiilasyonlarinin akcigerin derinlerine kadar
ilerleyebilmesi i¢in, partikiiller 5 pm’den kiigiik olacak sekilde hazirlanmistir.
Formiilasyonlarin hazirlanmasinda, bilyali degirmen, homojenizator ve piiskiirterek
kurutma yontemleri kullanilmistir. Siprofloksasin iceren formiilasyonlara ¢oziiniirliik
calismalarinin yani sira ¢oziinme deneyleri de yapilmistir. Coziiniirlik degismezken,
mikronizasyon ile ¢oziinmenin hizlandigi gorilmiistir. Etkin maddelerin ve
formiilasyonlarin; FT-IR, DSC, TGA, XRD ve SEM analizleri yapilmis, sonuglar
literatiir ile uyumlu bulunmustur. Formiilasyonlarin aerodinamik 6zellikleri, Andersen
Cascade Impactor cihazi ile incelenmis, levofloksasin igeren formiilasyonlar ile daha
iyi aerosolizasyon 6zelligi elde edilmistir. Calu-3 hiicreleri ile hem sivi hem de hava
ara ylizeyinde permeabilite caligmalari yapilmistir. Permeabilite ¢alismalarinda
levofloksasinin permeabilitesinin, siprofloksasinden daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.
Cozelti ile elde edilen permeabilite degerlerinin, kuru toz ile elde edilen permeabilite

degerlerinden daha diistik oldugu goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Kuru toz inhaler, siprofloksasin, levofloksasin, mukolitik, Kistik

fibrozis

Bu ¢alisma TUBITAK (SBAG-2135043) ve Hacettepe Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinasyon Birimi (14493) tarafindan desteklenmistir.
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ABSTRACT

Akdag Cayli, Y., Design of the Dry Powder Inhaler Formulation Containing
Antibiotic and Permeability Studies, Hacettepe University Faculty of Pharmacy
Department of Biopharmaceutics and Pharmacokinetics Doctor of Philosophy
Thesis, Ankara, 2017. The aim of this thesis is to develope dry powder inhaler
formulation with antibiotic and mucolytic combination to use in the treatment of the
lung infection in cystic fibrosis disease. For this purpose, in this thesis, formulations
containing ciprofloxacin and levofloxacin as antibiotics and acetylcysteine and DNase
as mucolytics were prepared. Presence of a mucolytic in the same formulation will
provide the penetration of the antibiotic by decreasing the mucus viscosity on the lung
surface. Furthermore, the drug will be directly administered to site of action via inhaler
formulation, and this will increase the efficiency and also prevent systemic side effects
of the drug. To prepare the formulations, ball milling, homogenization and spray
drying methods were used. Dry powder inhaler formulations were developed that had
particles smaller than 5 um in order to reach deeper areas of the lung. Besides the
solubility studies, the dissolution study was performed for ciprofloxacin containing
formulations. While the solubility was unchanged, the micronization accelerated the
dissolution. FT-IR, DSC, TGA, XRD and SEM analysis were performed for active
ingredients and the formulations, and results were consistent with the literature.
Aerodynamic parameters were evaluated by Andersen Cascade Impactor, better
aerosolization properties were obtained with levofloxacin containing formulations.
Permeability studies were carried out with the Calu-3 cells, on both liquid covered and
air interfaced culture. In the permeability studies, it was observed that, permeability of
levofloxacin is higher than permeability of ciprofloxacin. Finally it was found that
permeability values obtained from solution were lower than permeability values

obtained from dry powder.

Key Words: Dry powder inhaler, ciprofloxacin, levofloxacin, mucolytic, cystic

fibrosis

This study was supported by TUBITAK (SBAG-213S043) and Hacettepe Bilimsel
Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi (14493).
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SEKILLER

Bronslarin yapisi.

Alveollerin yapisi.

Solunum sisteminin farkli bolgelerinde etkili olan partikiil tutulma
mekanizmalart.

Partikiil boyutuna gére solunum sisteminde tutulma bolgeleri.
Pulmoner epitelden ge¢is yolaklari.

Mukaosilier ve alveoler klerens mekanizmalari.

Nebiilizer sisteminin sematik gosterimi.

ODI aygitinin sematik gosterimi.

KTI aygitlarinin simiflandirilmasi ve aygit drnekleri.

Aerolizer® aygitinin pargalari.

Farkli inhaler aygitlarindan elde edilen akis hizina karsi basing
diismesi grafigi.

Bilyal1 degirmen cihazinin sematik gosterimi.

Yiiksek basingli homojenizasyon yonteminin sematik gosterimi.
Biichi Mini Spray Dryer B-290 cihaziin sematik gosterimi (1.
Piiskiirtme gazi, 2. Isitici, 3. Agizlik, 4. Kurutma haznesi, 5. Siklon,
6. Toplama kabi, 7. Cikis filtresi, 8. Aspirator).

Cam ikili ayristiricinin sematik gosterimi (A: agizlik, B: bogaz, C:
boyun, D: iist carpma odasi, E: baglant1 tiipii, F: yan kol adaptorti,
G: alt jet dilizenegi, H: alt c¢arpma odasi) (boyutlar mm
cinsindendir).

Marple Miller Cascade Impactor’un sematik gosterimi.

ACI cihazindaki asamalarin insan solunum sisteminde karsilik
geldigi bolgelerin sematik gosterimi.

Multi Stage Liquid Impinger’in sematik gosterimi.

Next Generation Impactor’iin sematik gosterimi.

Siprofloksasin hidrokloriir monohidratin kimyasal yapisi.

Levofloksasin hemihidratin kimyasal yapist.
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Islem gérmemis asetilsisteinin TGA analizi ile elde edilen
termogram Ornegi.

Siprofloksasinin XRD difraktogrami ve A) siprofloksasine ait
literatiirdeki XRD difraktogramu.

Levofloksasinin XRD difraktogrami ve A) levofloksasine ait US
20060276463 Al patentinde verilen XRD difraktogrami.
Asetilsisteinin - XRD difraktogram1 ve A) asetilsisteine ait
literatiirdeki XRD difraktograma.

Siprofloksasin-asetilsistein fiziksel karigiminin XRD
difraktograma.

Levofloksasin-asetilsistein fiziksel karisiminin XRD difraktogrami.
Siprofloksasinin SEM goriintiisii (x5000).

Levofloksasinin SEM goriintiisii (x1000).

Asetilsisteinin SEM goriintiisii (x100).

Malvern Mastersizer 2000°den elde edilen partikiil biytikligi
dagilimi (kirmizi ¢izgi-islem gérmemis siprofloksasin; yesil ¢izgi-
islem gormemis levofloksasin).

Islem gormemis asetilsisteinin Malvern Mastersizer 2000 (kuru
toz)’den elde edilen partikiil biiyiikliigii dagilimai.

Islem gdérmemis etkin maddelerin partikiil biiyiikliigii dagilim
(ortalama+SS, n=6).

Siprofloksasinin metanol:25 mM KH2PO4 pH:3 ((fosforik asit)
28:72) mobil faz sistemindeki kalibrasyon dogrusu ve denklemi
(ortalama+SH, n=6).

Siprofloksasinin HBSS’de (permeabilite ortami) kalibrasyon
dogrusu ve denklemi (ortalama+SH, n=6).

Siprofloksasinin pH 6,4 ftalat tamponunda (¢6ziiniirliik ve ¢6zlinme
ortamlar1) kalibrasyon dogrusu ve denklemi (ortalama+SH, n=6).
Levofloksasinin metanol:25 mM KH>PO4 pH:3 ((fosforik asit)
28:72) mobil faz sistemindeki kalibrasyon dogrusu ve denklemi
(ortalama+SH, n=6).
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Levofloksasinin HBSS’de (permeabilite ortami) kalibrasyon
dogrusu ve denklemi (ortalama+SH, n=6).

Levofloksasinin pH 6,4 fosfat tamponunda (¢Oziinme ortami)
kalibrasyon dogrusu ve denklemi (ortalama+SH, n=6).
Asetilsisteinin metanol:25 mM KH2PO4 pH:3 ((fosforik asit) 28:72)
mobil faz sistemindeki kalibrasyon dogrusu ve denklemi
(ortalama+SH, n=6).

Asetilsisteinin HBSS’de (permeabilite ortami) kalibrasyon dogrusu
ve denklemi (ortalama+SH, n=6).

Asetilsisteinin pH 6,4 fosfat tamponunda kalibrasyon dogrusu ve
denklemi (ortalama+SH, n=6).

Metanol:25 mM KH2PO4 (pH:3,0) (28:72) mobil faz sistemindeki
siprofloksasin ve levofloksasine (100 pg/mL) ait HPLC
kromatogrami (A=293 nm).

Metanol:25 mM KH2PO4 (pH:3.0) (28:72) mobil faz sistemindeki
asetilsisteine (400 ug/mL) ait HPLC kromatogrami (A=214 nm).
Metanol:25 mM KH2PO4 (pH:3,0) (28:72) mobil faz sistemindeki
dornaz alfa maddesine (200 pg/mL) ait HPLC kromatogrami
(A=293 nm).

pH 6,4 ftalat tamponu sistemindeki siprofloksasine (150 pg/mL) ait
HPLC kromatogrami (A=293 nm).

pH 6,4 fosfat tamponu sistemindeki levofloksasin maddesine (400
ug/mL) ait HPLC kromatogrami (A=293 nm).

10 mM HEPES iceren HBSS transport ortamma ait HPLC
kromatogrami (A=293 nm).

10 mM HEPES iceren HBSS transport ortaminda siprofloksasin
maddesine (400 pg/mL) ait HPLC kromatogrami (A=293 nm).

10 mM HEPES igeren HBSS transport ortaminda levofloksasin
maddesine (400 pg/mL) ait HPLC kromatogrami (A=293 nm).

10 mM HEPES iceren HBSS transport ortaminda asetilsistein
maddesine (400 ug/mL) ait HPLC kromatogrami (A=214 nm).
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Dornaz alfanin BCA yontemi ile elde edilen kalibrasyon dogrusu
(ortalama+SH, n=6).

Siprofloksasin igeren kuru toz inhaler formiilasyonunun FT-IR
spektrumu (Dalga sayisini (cm™) fonksiyonu olarak % iletim).
Siprofloksasin  ve asetilsistein igeren kuru toz inhaler
formiilasyonunun FT-IR spektrumu (Dalga sayismin (cm™)
fonksiyonu olarak % iletim).

Siprofloksasin ve dornaz alfa iceren kuru toz inhaler
formiilasyonunun FT-IR spektrumu (Dalga sayismin (cm™)
fonksiyonu olarak % iletim).

Levofloksasin igeren kuru toz inhaler formiilasyonunun FT-IR
spektrumu (Dalga sayisinin (cm™) fonksiyonu olarak % iletim).
Levofloksasin  ve asetilsistein igceren kuru toz inhaler
formiilasyonunun FT-IR spektrumu (Dalga sayismin (cm™)
fonksiyonu olarak % iletim).

Levofloksasin ve dornaz alfa igeren kuru toz inhaler
formiilasyonunun FT-IR spektrumu (Dalga sayismin (cm™)
fonksiyonu olarak % iletim).

Siprofloksasin ve dornaz alfa (a), siprofloksasin ve asetilsistein (b),
sadece siprofloksasin (c) igeren formiilasyonlar ve islem gérmemis
siprofloksasine (d) ait DSC termogramlari.

Levofloksasin ve dornaz alfa (a), levofloksasin ve asetilsistein (b),
sadece levotloksasin (c) igeren formiilasyonlar ve iglem gormemis
levofloksasine (d) ait DSC termogramlari.

Sadece siprofloksasin iceren KTI’nin TGA analizi ile elde edilen
termogram oOrnegi.

Siprofloksasin-asetilsistein iceren KTI’nin TGA analizi ile elde
edilen termogram ornegi.

Siprofloksasin-dornaz alfa iceren KTI'nin TGA analizi ile elde
edilen termogram Ornegi.

Sadece levofloksasin iceren KTI’nin TGA analizi ile elde edilen

termogram Grnegi.
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Levofloksasin-asetilsistein iceren KTi’nin TGA analizi ile elde
edilen termogram ornegi.

Levofloksasin-dornaz alfa iceren KTI’nin TGA analizi ile elde
edilen termogram Ornegi.

Siprofloksasin igeren kuru toz inhaler formiilasyonunun XRD
difraktogrami.

Siprofloksasin ve asetilsistein igeren kuru toz inhaler
formiilasyonunun XRD difraktograma.

Siprofloksasin ve dornaz alfa igeren kuru toz inhaler
formiilasyonunun XRD difraktograma.

Levofloksasin iceren kuru toz inhaler formiilasyonunun XRD
difraktograma.

Levofloksasin  ve asetilsistein igceren kuru toz inhaler
formiilasyonunun XRD difraktograma.

Levofloksasin ve dornaz alfa igeren kuru toz inhaler
formiilasyonunun XRD difraktogrami.

Sadece siprofloksasin iceren KTi formiilasyonuna ait SEM
gorlntiileri (sirasiyla x10000 ve x30000) (Mastersizer Olgiim
sonucglart: dio= 0,111£0,009 pm, dso= 0,787+0,009 pm, dgo=
1,926+0,099 um; ortalama+SS).

Siprofloksasin ve asetilsistein igeren KTI formiilasyonuna ait SEM
goriintlileri (sirasiyla x10000 ve x30000) (Mastersizer Ol¢iim
sonucglart: dio= 0,099+0,010 pm, dso= 0,726+0,028 pm, dgo=
1,838+0,126 um; ortalama+SS).

Siprofloksasin ve dornaz alfa igeren KTI formiilasyonuna ait SEM
gorlntiileri (sirasiyla x10000 ve x30000) (Mastersizer Olgiim
sonuglart: dig= 0,087+0,001 um, dsp= 1,358+0,039 um, dgo=
2,490+0,052 um; ortalama+SS).
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Sadece levofloksasin iceren KTI formiilasyonuna ait SEM
goriintlileri (sirasiyla x10000 ve x30000) (Mastersizer Ol¢iim
sonucglari: dio= 1,348+0,002 pm, dso= 2,100+£0,003 pm, dgo=
3,445+0,012 um; ortalama=£SS).

Levofloksasin ve asetilsistein igeren KTI formiilasyonuna ait SEM
gorlntiileri (sirasiyla x10000 ve x30000) (Mastersizer Olgiim
sonuglart: dio= 1,250+0,014 pm, dso= 1,986+0,029 pm, doo=
3,3584+0,047 um; ortalama+SS).

Levofloksasin ve dornaz alfa iceren KTI formiilasyonuna ait SEM
goriintlileri (sirasiyla x10000 ve x30000) (Mastersizer Ol¢im
sonuglar:: dio= 1,326+0,009 pm, dso= 2,142+0,008 pm, dgo=
3,6734+0,065 um; ortalama+SS).

Siprofloksasinin bilyali degirmen ile 6giitiilmesi sonrasi elde edilen
partikiil biiyiikliikleri (ortalama+SS, n=6).

Siprofloksasinin homojenizasyondan sonraki partikiil blyikligi
(doo) (ortalama+£SS, n=6).

Malvern Mastersizer 2000 ile elde edilen partikiil biytikligii
dagilimi (kirmuzi cizgi-sadece siprofloksasin iceren KTI, yesil
cizgi-siprofloksasin ve asetilsistein igeren KTI, mavi cizgi-
siprofloksasin ve dornaz alfa iceren KTI).

Malvern Mastersizer 2000 ile elde edilen partikiil biyikligi
dagilimi (yesil ¢izgi-sadece levofloksasin igeren KTI, kirmizi ¢izgi-
levofloksasin ve asetilsistein igeren KTI, mavi ¢izgi-levofloksasin
ve dornaz alfa iceren KTT).

Siprofloksasin igeren kuru toz inhaler formiilasyonlarinin partikiil
blytikligl dagilimi (ortalama+SS, n=6).

Levofloksasin igeren kuru toz inhaler formiilasyonlarinin ortalama
partikiil biiylikliigli (ortalama+SS, n=6).

KTI formiilasyonlar: igerisindeki siprofloksasinin pH 6,4 ftalat
tamponunda 1, 6 ve 24. saatlerdeki c¢oziiniirlik degerleri

(ortalama+SS, n=3).
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Siprofloksasin igeren formiilasyonlarin ve islem gérmemis
siprofloksasinin pH 6,4 ftalat tamponu ¢oziinme ortaminda zamana
kars1 % ¢Ozilinen siprofloksasin miktarlar1 (ortalama+SS, n=3).
Levofloksasin  igeren formiilasyon ve islem gormemis
levofloksasinin pH 6,4 fosfat tamponu ¢6ziinme ortaminda zamana
kars1 % c¢oOziinen levofloksasin miktarlar1 grafigi (ortalama+SS,
n=3).

Siprofloksasin igeren formiilasyonlara ait aerodinamik c¢ap
degerlerinin fonksiyonu olarak % kiimiilatif siprofloksasin
degerleri (n=3).

Sadece siprofloksasin igeren formiilasyon ile ACI cihazinin her bir
asamasindan elde edilen siprofloksasin yiizdesi (ortalama+SS,
n=3).

Siprofloksasin  ve asetilsistein iceren formiilasyonlara ait
aerodinamik ¢ap degerlerinin fonksiyonu olarak % kiimiilatif
siprofloksasin degerleri (n=3).

Siprofloksasin ve asetilsistein iceren formiilasyon ile ACI cihazinin
her bir asamasindan elde edilen siprofloksasin yiizdesi
(ortalama+SS, n=3).

Siprofloksasin ve dornaz alfa iceren formiilasyonlara ait
aerodinamik ¢ap degerlerinin fonksiyonu olarak % kiimiilatif
siprofloksasin degerleri (n=3)

Siprofloksasin ve dornaz alfa igeren formiilasyon ile ACI cithazinin
her bir asamasindan elde edilen siprofloksasin yiizdesi
(ortalama+SS, n=3).

Sadece levofloksasin iceren formiilasyonlara ait aerodinamik ¢ap
degerlerinin fonksiyonu olarak % kiimiilatif levofloksasin degerleri
(n=3).

Sadece levofloksasin i¢eren formiilasyon ile ACI cihazinin her bir

asamasindan elde edilen levofloksasin yiizdesi (ortalama+SS, n=3).
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Levofloksasin ve asetilsistein igeren formiilasyonlara ait
aerodinamik c¢ap degerlerinin fonksiyonu olarak % kiimiilatif
levofloksasin degerleri (n=3).

Levofloksasin ve asetilsistein igeren formiilasyon ile ACI cihazinin
her bir asamasindan elde edilen levofloksasin yiizdesi
(ortalama+SS, n=3).

Levofloksasin dornaz alfa igeren formiilasyonlara ait acrodinamik
cap degerlerinin fonksiyonu olarak % kiimiilatif levofloksasin
degerleri (n=3).

Levofloksasin ve dornaz alfa igeren formiilasyon ile ACI cihazinin
her bir asamasindan elde edilen levofloksasin yiizdesi
(ortalama+SS, n=3).

Calu-3 hiicre hattinin inverted mikroskop ile goriintiilemesi (x10 ve
x40).

Siprofloksasin ve levofloksasin igeren KTI formiilasyonlarindan
antibiyotiklerin permeabilitesi (ortalama+SS; n=3) (COZ: ¢ozelti,
TOZ: toz, LCC: siv1 kapl kiiltiir, AIC: hava arayiizeyinde kiiltiir)
(C: Siprofloksasin KTI, CA: Siprofloksasin-Asetilsistein KTI, CD:
Siprofloksasin-Dornaz alfa KTI, L: Levofloksasin KTI, LA:
Levofloksasin-Asetilsistein KTI, LD: Levofloksasin-Dornaz alfa
KTI).

Siprofloksasin ve levofloksasin i¢eren KTI formiilasyonlarindan
antibiyotiklerin yiizde gecen miktar1 (ortalama+SS; n=3) (COZ:
cozelti, TOZ: toz, LCC: siv1 kapl kiiltiir, AIC: hava araylizeyinde
kiiltiir) (C: Siprofloksasin KTI, CA: Siprofloksasin-Asetilsistein
KTI, CD: siprofloksasin-Dornaz alfa KTI, L: Levofloksasin KTI,
LA: Levofloksasin-Asetilsistein KTI, LD: Levofloksasin-Dornaz
alfa KTI).
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TABLOLAR

Amerika Birlesik Devletleri ve Avrupa Farmakopelerine kayithi
ayristirict 6rnekleri.

Farkl1 akis kosullar1 icin ACI ile saptanan cutoff ¢aplari.

Farkli akis kosullart i¢in Next Generation Impactor ile saptanan
cutoff ¢aplari.

Siprofloksasin hidrokloriir monohidratin ¢6ziiniirliik bilgileri.
Levofloksasin hemihidratin ¢oziiniirliikk bilgileri.

Siprofloksasin, levofloksasin ve asetilsisteinin HPLC ile miktar
tayininde kullanilan kromatografik kosullar.

On formiilasyon c¢alismalarinda siprofloksasinin bilyali degirmen
ile 6giitiilme kosullari.

Formiilasyonlarin ~ teorik  antibiyotik  (siprofloksasin  ve
levofloksasin) ve mukolitik (asetilsistein ve dornaz alfa) igerikleri.
Piiskiirterek kurutma yontemi kosullari.

Islem gdrmemis siprofloksasin, levofloksasin ve asetilsisteine ait,
TGA analizi sonucunda Olgiilen agirlik  kaybr  degerleri
(ortalama#+standart sapma (SS), n=3).

Islem gérmemis etkin maddelerin partikiil biiyiikliigii dagilmm
(ortalama+SS, n=6).

Siprofloksasinin metanol:25 mM KH2PO4 pH:3 ((fosforik asit)
28:72) mobil faz sistemindeki 10 pg/mL, 100 pg/mL ve 400
png/mL derisimleri i¢in dogruluk sonuglari (n=6).

Levofloksasinin metanol:25 mM KH2PO4 pH:3 ((fosforik asit)
28:72) mobil faz sistemindeki 10 pg/mL, 100 pg/mL ve 400
png/mL derisimleri i¢in dogruluk sonuglari (n=6).

Asetilsisteinin metanol:25 mM KH2PO4 pH:3 ((fosforik asit)
28:72) mobil faz sistemindeki 10 pg/mL, 100 pg/mL ve 400

png/mL derisimleri i¢in dogruluk sonuglari (n=6).
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Siprofloksasinin metanol:25 mM KH2PO4 pH:3 ((fosforik asit)
28:72) mobil faz sistemindeki 10pg /mL ve 400 pg/mL derisimleri
i¢in tekrar edilebilirlik sonuglar1 (n=6).

Levofloksasinin metanol:25 mM KH2PO4 pH:3 ((fosforik asit)
28:72) mobil faz sistemindeki 10pug /mL ve 400 pg/mL derigimleri
i¢in tekrar edilebilirlik sonuglar1 (n=6).

Asetilsisteinin metanol:25 mM KH2PO4 pH:3 ((fosforik asit)
28:72) (1:2000 oraninda sodyum metabisiilfit igeren) mobil faz
sistemindeki 10pg/mL ve 300 pg/mL derisimleri igin tekrar
edilebilirlik sonuglari (n=6).

Siprofloksasinin metanol:25 mM KH2PO4 pH:3 ((fosforik asit)
28:72) mobil faz sistemindeki 10pg /mL ve 400 pg/mL derisimleri
i¢in tekrar elde edilebilirlik sonuglar1 (n=6).

Levofloksasinin metanol:25 mM KH2PO4 pH:3 ((fosforik asit)
28:72) mobil faz sistemindeki 10pg /mL ve 400 pg/mL derisimleri
i¢in tekrar elde edilebilirlik sonuglar1 (n=6).

Asetilsisteinin metanol:25 mM KH2PO4 pH:3 ((fosforik asit)
28:72) (1:2000 oraninda sodyum metabisiilfit igeren) mobil faz
sistemindeki 10 pg /mL ve 300 pg/mL derisimleri i¢in tekrar elde
edilebilirlik sonuglar1 (n=6).

Siprofloksasinin metanol:25 mM KH2PO4 pH:3 ((fosforik asit)
28:72) mobil faz sistemindeki dayanikliligi (n=6).
Levofloksasinin metanol:25 mM KH2PO4 pH:3 ((fosforik asit)
28:72) mobil faz sistemindeki dayaniklilig1 (n=6).

Asetilsisteinin metanol:25 mM KH2PO4 pH:3 ((fosforik asit)
28:72) mobil faz sistemindeki dayanikliligi (n=6).

Uretilen KT1’lere ait, TGA analizi sonucunda 6lgiilen agirlik kaybi
degerleri.

KTI  formiilasyonlarmin  partikiil ~ bilyiikliigii ~ dagilimi
(ortalama+SS, n=6).

Uretilen formiilasyonlarin teorik ve pratik ilag ierikleri.
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4.18.

4.19.

4.20.

4.21.

4.22.

4.23.

4.24.

4.25.

4.26.

4.27.

4.28.

4.29.

Siprofloksasinin ¢éziinme ortami olan pH 6,4 ftalat tamponundaki
¢Oziiniirlik testi sonucu (n=3).

KTi formiilasyonlar icerisindeki siprofloksasinin pH 6,4 ftalat
tamponunda 1, 6 ve 24. saatlerdeki c¢oziiniirlik degerleri
(ortalama+SS, n=3).

Siprofloksasin iceren kuru toz inhaler formiilasyonlarinda
siprofloksasinin ~ zamana karst %  ¢Oziinen miktarlar
(ortalama+SS, n=3).

Weibul esitligi  kullanilarak elde edilen islem gérmemis
siprofloksasin ve siprofloksasin igeren KTI’lerin %63,2’sinin
¢Oziinmesi i¢in gereken siireler.

Levofloksasin igeren formiilasyon ve islem gérmemis
levofloksasinin pH 6,4 fosfat tamponu c¢o6ziinme ortaminda
zamana kars1 % ¢ozlinen levofloksasin miktarlar1 (ortalama+SS,
n=3).

Sadece siprofloksasin igeren formiilasyona ait her bir
uygulamadan sonra inhaler aygitini terk eden toz miktari1 (mg).
Sadece siprofloksasin igeren formiilasyonlarin ACI cihazinin her
bir agsamasinda tutulma yiizdeleri ve tutulan siprofloksasin baz
miktarlar1 (mg).

Siprofloksasin igeren formiilasyona ait ACI deneyi bulgulari.
Siprofloksasin ve asetilsistein igeren formiilasyona ait her bir
uygulamadan sonra inhaler aygitini terk eden toz miktart.
Siprofloksasin ve asetilsistein igeren formiilasyonlarin ACI
cihazinin her bir asamasinda tutulma ylizdeleri ve tutulan
siprofloksasin miktarlari (mg).

Siprofloksasin ve asetilsistein iceren formiilasyona ait ACI deneyi
bulgulari.

Siprofloksasin ve dornaz alfa iceren formiilasyona ait her bir

uygulamadan sonra inhaler aygitini terk eden toz miktart.
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4.30.

4.31.

4.32.

4.33.

4.34.

4.35.

4.36.

4.37.

4.38.

4.39.

4.40.

4.41.

4.42.

Siprofloksasin ve dornaz alfa igeren formiilasyonlarin ACI
cihazinin her bir asamasinda tutulma yiizdeleri ve tutulan
siprofloksasin miktarlari (mg).

Siprofloksasin ve dornaz alfa iceren formiilasyona ait ACI deneyi
bulgulari.

Levofloksasin i¢eren formiilasyona ait her bir uygulamadan sonra
inhaler aygitini terk eden toz miktari.

Sadece levofloksasin igeren formiilasyonlarin ACI cihazinin her
bir asamasinda tutulma yiizdeleri ve tutulan levofloksasin
miktarlar1 (mg).

Sadece levofloksasin igeren formiilasyona ait ACI deneyi
bulgulari.

Levofloksasin ve asetilsistein igeren formiilasyona ait her bir
uygulamadan sonra inhaler aygitini terk eden toz miktari.
Levofloksasin ve asetilsistein iceren formiilasyonlarin ACI
cihazinin her bir asamasinda tutulma yiizdeleri ve tutulan
levofloksasin miktarlari (mg).

Levofloksasin ve asetilsistein igeren formiilasyona ait ACI deneyi
bulgulari.

Levofloksasin ve dornaz alfa iceren formiilasyona ait her bir
uygulamadan sonra inhaler aygitini terk eden toz miktari.
Levofloksasin ve dornaz alfa iceren formiilasyonlarin ACI
cthazinin her bir asamasinda tutulma yiizdeleri ve tutulan
levofloksasin miktarlari (mg).

Levofloksasin ve dornaz alfa i¢eren formiilasyona ait ACI deneyi
bulgulari.

100 ve 500 pg/mL derisimde antibiyotik iceren formiilasyonlarin
hiicre canlilik deneyi sonuglari.

Siprofloksasin ve levofloksasinin formiilasyon ve fiziksel karigim

igcerisinden permeabiliteleri ve % gegen miktarlari.
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1. GIRIS ve AMAC

Son yillarda, ilaglarin uygulama yolu olarak solunum sisteminin kullanimi
gittikce nem kazanmaktadir. Ozellikle akciger hastaliklar icin, ilaglarin solunum
yoluyla uygulanmasi iimit verici bir yaklasimdir. Bu nedenle, ilaglarin akcigerlere

lokal olarak taginmasi lizerine birgok arastirma yapilmaktadir.

Kuru toz inhaler formiilasyonlari son yillarda sik¢a calisilan ve bir¢ok
hastaligin tedavisinde {istiinliik gosteren bir dozaj seklidir. Hem lokal hem de sistemik
amaglarla kullanilmast uygulama alanlarint genisletmektedir. Akcigerin yiizey
alaninin genis ve kanlanma kapasitesinin yiiksek olmasi dolayisiyla, inhaler
formiilasyonlarinin sistemik amagcla kullanimi, 6zellikle hizli etki istenen durumlar
icin uygundur. Lokal kullanimda ise, ilacin hedef bolgeye dogrudan veriliyor olmasi,

sistemik yan etkileri azaltmakta ve hizli etki elde edilmesini saglamaktadir.

Bu tez calismasi kapsaminda, kistik fibrozis hastaliginin neden oldugu
enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilmak {izere kuru toz inhaler formiilasyonlari
gelistirilmesi hedeflenmistir. Kistik fibrozis, hastanin yasam kalitesini ve siiresini
azaltan genetik bir hastaliktir. Bu hastalik birgok organi etkilemekle birlikte, 6zellikle
akcigerde viskoz, dehidrate ve saglikli akciger pH’s1 ile karsilastirildiginda diisiik
pH’ya sahip mukus yapisina neden olmaktadir. Akcigerlerdeki viskozite yiikseldigi
icin ylizeydeki silier hareket engellenmekte ve mukusta tutulan maddeler
uzaklastirilamamaktadir. Ayrica saglikli akciger kosullarina oranla pH’nin diisiik
olmasi, antibakteriyel etkinligin diismesine neden olmaktadir. Bu kosullar da siirekli
tekrarlayan ve nedeni ortadan kaldirilamayan enfeksiyonlarin goriilmesine neden
olmaktadir. Antibiyotiklerin bu kosullarda mukusa penetrasyonu zor oldugu ig¢in,
inhaler formiilasyonuna viskoziteyi azaltmak amaciyla mukolitik eklenmistir. Model
ilag olarak siprofloksasin, levofloksasin antibiyotikleri ve asetilsistein, dornaz alfa

mukolitikleri secilmistir.

Bu calisgmada oncelikli amacimiz, hazirlanan formiilasyonlarin alveollere
kadar ilerleyebilmesi i¢in 5 pm’den kiiciik partikiiller elde etmektir. Formiilasyonlar

tastyicisiz olarak formiile edilmistir.



Bu amaglarla:

Istenilen partikiil biiyiikliigiine ulasmak i¢in bilyali degirmen, homojenizator ve
puskiirterek kurutma yontemleri kombine edilmis, 5 pm’den kiiciik partikiil boyutu
elde etmek amaci dogrultusunda yontem parametreleri optimize edilmistir.
Uretilen formiilasyonlarin igerik tekdiizeligi, partikiil bilyiikliigii dagilim tayini,
DSC, TGA, XRD, FT-IR, SEM analizleri yapilmaistir.

Uretilen formiilasyonlarin Kiitle Ortalama Aerodinamik Cap, inhaler aygitin1 terk
eden doz (Emitted Dose), Ince Partikiil Fraksiyonu, Ince Partikiil Dozu gibi
aerodinamik parametrelerini degerlendirmek amaciyla Andersen Cascade
Impactor ile ¢aligmalar yapilmis, s6z konusu parametreler hesaplanmastir,
Formiilasyonlarin permeabilite ¢aligmalar1 Calu-3 hiicre hatti kullanilarak
yapilmistir. Bu hiicreler akcigerin silier yapisini en iyi sekilde taklit eden
hiicrelerdir. Calu-3 hiicre hatlart hem siviya batik hem de hava arayiizeyinde
biyiitiilerek hazirlanmistir. Hava arayiizeyinde biiyiitiilen Calu-3 hiicrelerinin
apikal yiizeyinde mukus iiredigi bilinmektedir; bu durum, formiilasyonlarimizin
permeabilitesi i¢cin daha gercege yakin sonuglar elde etmemizi saglamistir.
Formiilasyonlar hem ¢6zelti olarak hem de kuru toz olarak iki iiretim ortamina da

uygulanmis ve antibiyotiklerin permeabilite sonuglar1 degerlendirilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1.  Solunum Sistemi
2.1.1. Akcigerlerin Yapisi

Akcigerlere ilag hedeflendirilmesinde, akcigerlerin anatomik ve fizyolojik

ozelliklerinin bilinmesi, etkin tedavi i¢in kritik neme sahiptir.

Solunum sisteminin ana organi olan akcigerler, gogiis boslugunda kalbin sag
ve solunda yer alan ve piramit seklinde olan solunum organidir. Taban kisimlari
diyaframin iizerinde bulunur. G6glis ¢eperine bakan yiizeyleri dis biikey, kalbe bakan
i¢ yiizeyleri ise i¢ biikkeydir. Sag akciger 3, sol akciger ise 2 adet lobdan olusur. Bu
loblar lobiillerden meydana gelir. Solunan hava, bu havanin filtrasyonundan,
nemlendirilmesinden ve 1sitilmasindan sorumlu olan trakeye ulasir. Trake, brong
olarak adlandirilan iki kola ayrilmakta, bu iki brons da solda iki ve sagda ii¢ adet
olmak {izere bronsiyolleri olusturmaktadir (Sekil 2.1.). Brons ve bronsiyoller dista
kikirdak, kas ve zardan; igte ise mukozadan olusmaktadir. Akcigerlerin toplam hacimi
4.8 L, respiratuar hacmi 3,15 L, 6zgiil agirhg 0,5 g/cm® ve hava-doku alveoler
arayiizey alan1 81 m?dir (1). Akcigerlere ait belirtilen degerler yasa, kisiye
ve cinsiyete gore degisiklik gostermektedir (2, 3).

Solunan hava, bronsiyoller araciligiyla, lobiillerin igerisinde bulunan ve gaz
difizyonunun gergeklestigi yapilar olan alveollere gelir (Sekil 2.2.). Alveollerin
toplam yiizey alam1 48 m?, alveollerde gaz alisverisini saglayan kilcal damarlarin
toplam yiizey alani ise 150 m? kadardir. Yetiskin insan akcigerinde yaklasik 300
milyon alveol bulunmaktadir. Alveollerin gap1 250-290 um, hacmi ise 1,05x10°
mL’dir. Akcigerlerden gaz difiizyonu gergeklestikten sonra, karbondioksit yogunlugu
fazla olan hava disariya verilir. S6z konusu gaz diflizyonunun gergeklesmesinde,
alveoller de dahil olmak {izere biitiin akciger yiizeyinin nemli bir yapiya sahip olmasi
onemli bir rol oynamaktadir. Bu nemli yapi sayesinde gazlarn sivi igerisinde
¢cozlinmesi saglanmakta ve difiizyon islemi gerceklesmektedir. Fakat ayn1 zamanda
s0z konusu nemli yap1, enfeksiyon olusumu igin de uygun bir ortam saglamaktadir (4,

5).
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Sekil 2.1. Bronslarin yapisi (6).
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Sekil 2.2. Alveollerin yapisi (6).

2.1.2. Respiratuar Bolgede Partikiillerin Tutulmasina Etki Eden
Faktorler

Inhalasyon yolu ile ila¢ uygulanmasinda, inhale edilen aerosol partikiillerinin
etkili ve tekrarlanabilir akciger tutulumu c¢ok Onemlidir. Basarili bir inhalasyon
tedavisi, ilag etkinliginin yani sira kullanilan teknolojinin etkinligi ve
tekrarlanabilirligine de bagldir. Ilacin akcigerlere tasinmasinin optimizasyonunda

aerodinamik partikiil davramigi (partikiil biyiikligi, yogunlugu, higroskopisitesi,



sekli, elektrostatik zellikleri), hastanin nefes alma modeli (akis hizi, ventilasyon
hacmi, nefes tutma), nefes alma siklusu icinde aerosol uygulama siiresi, hastanin

solunum yolu anatomisi ve morfolojisi gibi biyofiziksel parametreler etkili olmaktadir

().

Akcigerlerde ti¢ ana partikiil tutulma mekanizmasi bulunmaktadir (7, 8):
1) Duragan ¢arpma (> 5 um)
2) Sedimentasyon (1-5 um)
3) Brown hareketi ile difiizyon (<0,5 pum)

Duragan ¢arpma, 6zellikle aerodinamik ¢ap1 5 pm’den biiyiik olan partikiillerin
tutulmasinda en etkili mekanizmadir. Sedimentasyon, periferal solunum yollarinda
yer¢ekimine bagl olarak meydana gelmekte ve kiitle ortalama aerodinamik gap1
(KOAC) 1-5 pm araliginda olan partikiilleri etkilemektedir. Brown hareketi ile
difizyon ise 0,5 um ya da daha kiiciik partikiiller i¢in Onemli bir tutulma
mekanizmasidir. Solunum sisteminin farkli bolgelerinde etkili olan partikiil tutulma

mekanizmalar1 Sekil 2.3.’te sematik olarak verilmistir.

lenerasyon
trake ™ no
brons ). ’\ 1
r
l Ia-" r!ﬁ\\ 2 carpma
. 11 | 1 3
bronsiyol y —
S /A
| W Y
) I ; sedimentasyon
terminal
bronsiyoller - 1]
= |
1 8
respiratuar "n? ~ w® 5
bronsiyoller ] rawn
—':: — hareketi ile
alveoler kanallar __,»' lxl < difiizyon
e 2
y; y n
kesecik e

Sekil 2.3. Solunum sisteminin farkli bolgelerinde etkili olan partikiil tutulma
mekanizmalar1 (Jenerasyon no, dallanma sayisini ifade etmektedir) (9).

Aerosol partikiil biiyiikliigli, etkin maddenin akcigerde tutulan ve dagilan

dozunun belirlenmesinde etkili en 6nemli parametrelerden birisidir (7).



Yaklasik olarak 0,5 pm capa sahip partikiillerin respiratuar bolgede tutulmasi
minimum diizeydedir. Bu ¢apta tiim tutulma mekanizmalar1 etkisizdir. Aerodinamik
partikiil cap1 3 um oldugunda maksimum alveoler tutulmaya ulasilmaktadir. Partikiil
capinin artmasi ile bronsiyal tutulumun artmasi, daha az partikiiliin alveoler bolgeye
ulagmasina ve bunun sonucunda alveoler bolgedeki tutulumun azalmasima neden

olmaktadir.

Partikiil biiyiikligii 8 um’nin iizerine ¢iktiginda alveoler tutulma ihmal
edilmekte, bronsiyal tutulum ise maksimuma ulagmaktadir. Aerosol partikiillerinin
agiz ve bogazdaki carpmasi ile, ¢cok az partikiil bronsiyal ve alveoler bolgeye
ulasabilmektedir. Ozetlenecek olunursa; 1-5 pm capa sahip partikiiller esas olarak
intratorasik solunum yollarinda tutulurken, ¢ap1 >5 pm olan partikiiller i¢in ¢arpma
onemli bir rol oynamakta ve ekstratorasik tutulma artarken intratorasik tutulma
azalmaktadir. Sekil 2.4.°te partikiill boyutuna gore solunum sisteminde tutulma

bolgeleri gosterilmistir.
Burun: >10 um
Agiz: >15 um

5um-10 um
ilk 6 jenerasyon

~ 1lpm-5um
son 5-6 jenerasyon

Sekil 2.4. Partikiil boyutuna gére solunum sisteminde tutulma bolgeleri (10).

2.1.3. Pulmoner Epitelden Gegis Yollar

Pulmoner epitel; farkli morfoloji ve fonksiyonlara sahip bronsiyal epitel ve
alveoler epitel olarak ikiye ayrilir. Ust respiratuar bolgede epitel, aralarinda goblet
hiicrelerinin bulundugu siliali, siitun seklindeki hiicrelerden olugmaktadir. Terminal
bronsiyollerin epiteli esas olarak siliali, kiibik hiicrelerden ve az sayida Clara

hiicresinden olugmaktadir. Alveoler yilizey pulmoner siirfaktan ile kaplanmistir.



Pulmoner siirfaktanin en ince oldugu bolgede maksimum absorpsiyon goriilmektedir.
Hava-kan bariyerinin kalinligi 0,2-10 pm arasinda degismektedir. En etkili gaz

degisimi, hava-kan bariyerinin kalinlig1 0,4 um’den az oldugunda ger¢eklesmektedir

().
Pulmoner epitelden 5 ana gecis yolagi tanimlanmistir (Sekil 2.5.):

a. Paraseliiler difiizyon: iki hiicre arasindan gecisi ifade etmektedir.

b. Transseliiler difiizyon: Pasif, derisime bagli bir islemdir. Molekiil hiicre
membrani boyunca penetre ve difiize olmalidir.

c. Bazoleteral membrandan pasif difiizyon ile sonuglanan apikal bolgede tasiyici
aracilt gecis: Apikal bolgede tasiyict aracili gecisi takiben bazoleteral
membrandan pasif diflizyon mekanizmasi, bir¢ok fizyolojik bilesen ve bazi
etkin maddeler i¢in 6nemli bir ge¢is mekanizmasidir.

d. Transitoz: Biiylik molekiiller i¢in tercih edilen bir yolaktir ve molekiiliin hiicre
membrani tarafindan olusturulan bir kese icine alinmasi ve daha sonra bu
kesenin hiicre i¢ine alinmasi ile gecis saglanmaktadir.

e. Aktifsekresyon: Adenozin trifosfat (ATP) bagimli bir islemdir ve baz1 ilaglarin
pasif derisime bagli absorptif gecisinin inhibisyonu ile sonuglanmaktadir (11).

Sekil 2.5. Pulmoner epitelden gegis yolaklari (12).



2.1.4. Inhale Edilen Partikiillerin Respiratuar Bolgeden Uzaklastirilmasi

Respiratuar bolgede biriken ve epitelden gegmeyen partikiiller, mukosilier

veya alveoler klerens mekanizmalari ile viicuttan atilmaktadir (Sekil 2.6.).
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Sekil 2.6. Mukosilier ve alveoler klerens mekanizmalari (13).

Cozlinmeyen partikiiller, mukus tabakasi i¢cinde tutulmakta ve silianin hareketi
ile farinkse dogru hareket etmektedir. Mukosilier hareket, fizyolojik ve c¢evresel
faktorler ile hastalik kosullarindan etkilenmektedir (14). Alveoler bdlgede tutulan
etkin maddeler fagositoza ugrayarak, alveoler makrofajlar tarafindan uzaklastirilabilir
veya pulmoner dolagima absorbe olabilirler. Saglikli bir bireyde alveol basina yaklasik
olarak 5 makrofaj diismektedir. Partikiillerin makrofajlar tarafindan tutulmasi partikiil
biiyiikliikklerine baghdir. 6 um ¢apindaki partikiiller 3 pm ¢apindaki partikiillere
kiyasla daha az fagosite olmaktadir. 0,26 um’den kiiciik capa sahip partikiiller,
makrofajlar tarafindan minimum diizeyde tutulmaktadir. Kaplama materyallerinin

yapisi da alveoler makrofajlarin fagositoz hizini etkilemektedir (15, 16).

2.1.5. Akciger Hastaliklar

Sik goriilen akciger hastaliklart pndmoni, plorezi, tiiberkiiloz, bronsektazi,
akciger kanserleri, plevra hastaliklari, mediasten hastaliklari, kronik obstriiktif akciger
hastaligit (KOAH), astim, Kistik fibrozis gibi ¢ogunlukla solunum sisteminin alt
bolimleri ile ilgili hastaliklardir (17).



Astim hastaliginda, solunum yollar1 asir1 derecede duyarlidir ve bu durum
cevresel etkenlerle solunum sisteminin daralmasina neden olmaktadir (18). KOAH,
akcigerlerdeki hava yollarinin daralmasina bagh olarak soluk alip verme sirasinda
hava akiminin kisitlanmasi ile karakterize kronik bir hastaliktir (19). Zatiirre
(pndmoni) bir veya birkag akciger lobunun iltihaplanmasi ile ortaya ¢ikan atesli bir
hastaliktir. Bronsit, akcigerlere giden havayollarinin i¢ yiiziinde bulunan zarin

iltihaplanmasidir (20).

Solunum yolu enfeksiyonlari, “ist” ve “alt” olmak iizere ikiye ayrilir ve alt
solunum yolu enfeksiyonlarinin tedavisi daha zorludur. Alt solunum yolu
enfeksiyonlari, gelismekte olan iilkelerde birinci, diinya genelinde tliglincii siradaki
oliim nedenidir (21, 22). Bu enfeksiyonlarda, oral ya da parenteral uygulanan ilaglarin
¢ok diisiik miktarlar1 etki bolgesine ulasabilmektedir; bunun nedeni ise s6z konusu
enfeksiyonlarin, akcigerlerin derinlerine yerlesmesi ve ilaglarin akcigerin alt
bolgelerine taginmasimin anatomik ve fizyolojik engellerden dolayr (solunum
kanallarinin genisliginin degisken olusu, mukoza temizlenmesinin g¢esitli etkenlerden
etkilenmesi, nefes verilmesi ile ilag partikiillerinin solunum sisteminden atilmasi)
sorunlu olmasidir. Ayrica, bu ilaglarin bir kismu ilk gecis etkisine ugrayarak inaktif
olmaktadir. Bu nedenle etki bolgesinde minimum inhibisyon derisimini (MID)

saglamak i¢in ¢ok yliksek dozda ilag uygulamasi gerekmektedir (23).

Bu tez kapsaminda, kistik fibrozis hastaligindan kaynaklanan akciger
enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilmak iizere inhaler formiilasyonlar1 gelistirmek

amaclandigi i¢in asagida kistik fibrozise iliskin bilgi sunulmustur.

2.1.6. Kistik Fibrozis

Kistik fibrozis, gen mutasyonu (cystic fibrosis transmembrane conductance
regulator, CFTR) ile ortaya ¢ikan, otozomal resesif multisistem hastaligidir ve
tekrarlayan hava yollar1 enfeksiyonlar: ile karakterize, hastanin yasam kalitesini ve
sliresini azaltan genetik bir hastaliktir (24, 25). S6z konusu mutasyon, akcigerde apikal
membrandaki klor kanallarinin kapanmasina, buna bagli olarak da akciger yiizeyinde
dehidrate, viskoz ve goreceli olarak diisiik pH’ya sahip mukus tabakasi olusmasina
neden olmaktadir. Viskozite yiiksek oldugu icin akcigerlerdeki silier hareket

engellenmekte ve mukusta tutulan maddeler uzaklastirllamamaktadir. Viskoz mukus
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tabakasi icinde tutulan makrofajlar pargalanir ve DNA’lar1 ortaya ¢ikar. Ortamdaki
DNA artis1 ile mukus tabakasinin viskozitesi daha da artar. Bu tabakanin akiskan
olmamasi1 bakterilerin ve diger inhale edilen maddelerin uzaklastirilmasini
engellemektedir. Etkisiz 6ksiirme ve zayif hava yolu klerensi, hava yolu tikanikligina
ve nedeni ortadan kaldirilamayan, tekrarlayan enfeksiyonlara neden olmaktadir (26).
Genetik hasar diizeltmek {izere yeni ilaclar (Kalydeco® (ivakaftor) (27), Orkambi®
(lumakaftor-ivakaftor) (28); Vertex Pharms Inc.) piyasaya sunulmustur, ancak bu
hastalik siiresince goriilen zorlu enfeksiyonlarin tedavi edilmesi hastalar i¢in hala ¢cok
onemli bir sorundur. Bu hastalarda, enfeksiyonun erken safhada yogun antibiyotik
tedavisi ile giderilmesinin, akciger hasarini azalttigi ve beklenen yasam siiresini

artirdi@n gosterilmistir (29).

Kistik fibrozis hastaliginda, akciger ylizey sivisindaki sodyum kloriir derigimi
yiiksek, pH ise goreceli olarak diisikk oldugu i¢in bakterisidal etki azalmistir (30).
Kistik fibrozis hastalarinda, 6zellikle Pseudomonas aeruginosa ile olusan kronik
bakteriyel endobronsial enfeksiyonlar gozlenmektedir (31). Bu hastaligin tedavisinde
antibiyotikler oral, iv ya da inhalasyon yoluyla verilebilir. Oral yoldan verilen
antibiyotiklerin, gastrointestinal yan etkilere neden olmasi, absorpsiyonunun degisken
olmast ve absorpsiyon hizinin genellikle daha yavas olmasi gibi sakincalar
bulunmaktadir. Oral ve iv yoldan verilen ilacin sistemik yan etkileri, akcigerlere
inhalasyon yolu ile verilen ilaglara kiyasla ¢ok daha fazla olmaktadir (32). Piyasada
kistik fibrozis hastaligindan kaynaklanan enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilmak
lizere, tobramisin, kolistimetat sodyum ve aztreonam ¢oOzeltilerinin nebiilizer
formiilasyonlar1 (33, 34), kolistimetat ve tobramisinin kuru toz inhaler (KTI)
formiilasyonlar1 bulunmaktadir (35). Siprofloksasinin, bronsiektazi tedavisinde
kullanilmak tizere inhalasyon igin toz formiilasyonu Faz 3 asamasindadir, (Bayer
HealthCare, PulmoSphere™; Novartis (36)); levofloksasinin nebiilizasyon ¢ozeltisi
ise yakin zamanda EMA tarafindan onaylanmistir (Quinsair®; Raptor
Pharmaceuticals) (37-40).

Tez calismamiz kapsaminda, kistik fibrozis hastalig1 siiresince goriilen
enfeksiyonlart gidermek i¢in kullanilmak tizere, antibiyotik iceren kuru toz inhaler

formiilasyonlarinin gelistirilmesi amaglanmigstir. Fakat antibiyotiklerin s6z konusu
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viskoz, dehidrate ortama niifuz edip ilerlemesi gii¢ olacagi icin, formiilasyona
mukolitik eklenerek mukusun viskozitesinin azaltilmasi, bu sayede de antibiyotigin
ilerleme kapasitesinin artiritlmasi1 hedeflenmistir. Antibiyotik olarak Kistik fibroziste
kullanilmakta olan siprofloksasin ve levofloksasin, mukolitik olarak da yaygin
kullanimlar1 nedeniyle asetilsistein ve dornaz alfa segilmistir. Her iki antibiyotik her
iki mukolitikle ayri ayrt kombine edilmistir. Ayrica antibiyotiklerin mukolitik

icermeyen formiilasyonlar1 da ayr1 ayr1 hazirlanmistir.

2.1.7. Akciger Hastaliklarinda Ila¢ Uygulamasi

Akciger hastaliklarinin tedavisinde genellikle bronkodilatorler, antibiyotikler,
mukolitikler, steroidler, antitiissifler, ekspektoranlar, siirfaktanlar ve antiastmatikler
kullanilmaktadir (43).

Akciger hastaliklarinin tedavisinde inhalasyon yolu, diger uygulama yollarina
gore cesitli iistiinliiklere sahip oldugu i¢in tercih edilmektedir. Ornegin, kapreomisin
ile yapilan Faz 1 klinik ¢alismasinda, inhale kapreomisinin en yiiksek dozunun (300
mg) uygulanmasi ile etki bdlgesinde Mycobacterium tuberculosis’e karsi MiID
tizerinde bir derisim (2 mg/L) elde edilmis ve inhalasyon yolu ile sistemik dolagima

ulagan ila¢ miktar1 diisiikken solunum yollarindaki miktar yiiksek bulunmustur (41).

Hastaligin tedavisi i¢in klinik gerekliliklerin ve akciger yapisi/fizyolojisinin
anlasilmasi, uygun tasiyict materyallerinin se¢imi ve tiretim yontemi Olgiitleri gz
oniinde bulundurularak kurgulanan ilag tasiyici sistem tasarimi basarili ilag

taginmasinda anahtar rol oynamaktadir.

2.1.8. Akciger Enfeksiyonlarinin Tedavisinde inhaler Kullanim

Inhale edilen antibiyotik formiilasyonlar;, akciger enfeksiyonlarinm
tedavisinde kullanilmakta ve Kistik fibrozis hastalarinda gorildiigii gibi genellikle

kronik hava yollar1 enfeksiyonlarini tedavi etmeyi amaglamaktadir (24).

Akciger enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilan tobramisin inhalasyon
¢ozeltisine alternatif olarak, cesitli iistiinliikleri nedeniyle, bir calismada KTI
tobramisin iiretilmistir. KTI tobramisinin uygulama siiresi 3 dk.’dan kisa iken,
tobramisin inhalasyon ¢dzeltisinin uygulama siiresi cok daha uzundur (~20 dk.). KTi

tobramisinin akcigerlerde depolanmasi %34 iken, tobramisin inhalasyon ¢6zeltisinin
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depolanmasi %5 bulunmustur. Bu sonuglar KTT’lerin, inhalasyon ¢ozeltisine gore

daha iyi bir dozaj sekli oldugunu gostermektedir (42).

Bir bagka ¢alismada kolistinin inaktif 6nilaci olan kolistin metansiilfonatin, iv
uygulama ile % 4’ten daha az bir kisminin aktif formuna doniistigi gézlenmistir (43).
Etki bolgesinde MID’e ulasmak igin yiiksek dozda kolistin metansiilfonatin parenteral
olarak uygulanmasini takiben hastalarin yaklasik %060’1inda, kolistinin yiiksek
dozlarina maruziyetten kaynaklanan norotoksisite ve nefrotoksisite gortilmiistiir (44).
Daha az sistemik maruziyet ile etki bolgesinde daha yiiksek ilag derisimine ulasildigi
icin antibiyotiklerin dogrudan hava yollarina uygulanmasi bu sorunun ¢oziimii i¢in en
etkili yoldur (45). Bir farmakokinetik ¢alismada kolistin metansiilfonat ¢ozeltisinin
nebiilizasyon ile uygulanmasini takiben kolistin sistemik dolagima ihmal edilebilir bir
miktar gecerken (Cmaks < 0,3 mg/L), balgamda ilag derisimi yiiksek dozlara ulagmis
(Cmaks: 6 mg/L) ve uzun bir dénemde (~ 12 saat) MID’in iizerinde bir derisim

saglanmistir (46).

Psddomonasin neden oldugu akciger enfeksiyonlarinin tedavisinde genellikle
iki antibiyotik kullanilir, bunun nedeni diren¢ gelisimini azaltmak ve bakterisidal
aktivitede sinerjik etkiyi saglamaktir (29, 47). Klinik in vivo veriler gostermistir ki
inhale edilen antibiyotikler Pseudomonas aeruginosa gibi gram negatif bakterilerin

kolonizasyonunu azaltmaktadir (48).

Aztreonam, Faz 2 c¢aligmalari ile giivenilir oldugu gosterilmis, kronik
Pseudomonas enfeksiyonunun inhalasyon ile tedavisinde kullanilan bir antibiyotiktir
(49). Tobramisin (2013) ve aztreonam (2010) ¢ozeltilerinin nebiilizerleri FDA
tarafindan onaylanmistir. Nebiilize kolistin metansiilfonat ¢ozeltisi sadece bazi Avrupa
iilkelerinde onaylanmistir. Amikasin ve siprofloksasin igeren diger nebiilize
antibiyotikler klinik ¢alisma asamasindadir. Tobramisin (Tobi® Podhaler™, 1997) ve
kolistin metansiilfonat (Colobreathe®, 2012) KTI formiilasyonlar1 sirastyla ABD’de
ve Avrupa’da onay almistir. Siprofloksasin ve vankomisin KTI’leri gelistirme

stirecindedir (33).

Akciger enfeksiyonlarinin tedavisinde tek antibiyotik kullanilmasi, antibiyotik
direncinin gelismesine neden olabilmektedir (50). Bu nedenle, ilag direncinin ortaya

¢ikmasini onlemek i¢in farkli antibiyotikler i¢ceren kombinasyon tedavileri Klinikte
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yaygin sekilde tercih edilmektedir (51). Yapilan bir ¢alismada siprofloksasin ve
doksisiklin hidrokloriir (1:1) birlikte piiskiirtiilerek kurutulmus; kombinasyonun
antimikrobiyal aktivitesi Staphylococcus aureus, P. aeruginosa ve Streptococcus
pyrogenes'ye karst minimal iken, E coli'ye karsi antibakteriyel etkinin arttig
gosterilmistir (52). Lee ve arkadaslari, siprofloksasin ve gatifloksasin hidrokloriir
tuzlarmin piiskiirterek kurutma yontemi ile inhaler formiilasyonlarint gelistirmis,
kombinasyonun P. aeruginosa'ya karsi sinerjik bir antimikrobiyal etki gosterdigi
belirtilmistir (53).

Sonug olarak, tedavi goren hastalarda akciger fonksiyonu ve hayat kalitesinin
artmasi ile morbidite ve hastanede yatis siiresi azalmaktadir. Fakat antibiyotiklerin
nebiilizasyonu bronkospazm, oOksiirme ve hiriltili soluma dahil c¢esitli lokal
iritasyonlara neden olabilmektedir. Tedavi 6ncesi bronkodilatér uygulanmasi veya
ilaglarin enkapsiile edildigi lipozom formlarinin kullanilmasi yan etkilerin gériilmesini

ve ¢esitliligini azaltabilmektedir (33).
2.2.  Inhalasyon Sistemleri

Akcigerlere hedeflendirilmis ilag tasiyici sistemler, sistemik veya lokal etki
elde etmek amaciyla gelistirilebilir. Akcigerlerin yiizey alaninin genis ve kanlanma
kapasitesinin yliksek olmasi dolayisiyla, inhaler formiilasyonlarinin sistemik amagla
kullanimi, 6zellikle hizli etki istenen durumlar i¢in uygundur. Lokal kullanimda ise,
ilacin hedef bolgeye dogrudan veriliyor olmasi, sistemik yan etkileri azaltir ve hizh
etki elde edilmesini saglar. ilaglarin solunum yoluyla uygulanmasi, mevcut diger
uygulama yollarina goére birgok iistiinliik saglamaktadir. Bu iistiinliikler agsagidaki gibi
siralanabilir:

e Alt ve st solunum yolu hastaliklarinda yeterli dozda etkin madde dogrudan etki
bolgesine taginabildigi i¢in sistemik yan etkilerin en aza indirilmesi,

e Diizenli klinik yanit alinmasi,

e Oral kullanimda gozlenen ilk gecis etkisi gibi biyolojik engellerin ortadan
kalkmast,

e Oral yoldan alian etkin madde dozu ile kiyaslandiginda ayni terapétik etki i¢in

¢ok daha diisiik dozlarda kullanilabilmeleri,
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e Kotii tat, agr1 gibi hasta uyuncunu azaltan kosullarin bu uygulama yolunda soz
konusu olmamasi,

e Kiiciik molekiillerden biiyiik peptid molekiillerine kadar bir¢ok maddenin
verilebilmesi i¢in uygun olmasi,

e Qenis yiizey alani ve yiiksek gecirgenlige sahip membran yapisi,

e Diisiik enzimatik aktivite (54-63).

Akcigere ilag hedeflendirilmesi ile yapilan tedavilerde, tedavi etkinligini
belirleyen oOlglit etki bolgesine ulasan ila¢ miktar1 oldugu i¢in hedef bolgenin
belirlenmesi gerekmektedir (1, 64-69). Partikiil biiyikligi 10 pm’nin istiindeki
partikiiller genellikle orofaringeal bdlgede tutulurlar veya bronsiyal bolgede kalirlar
ve daha zayif sistemik etki gosterirler (70-73). Diger yandan, partikiil biiyiikliikleri 1
um’nin altinda olan partikiiller alveollere daha rahat ulasirlar fakat alveollere
yerlesemezler ve nefes verilmesi ile birlikte disar1 atilirlar. Literatlire gore, farkl
partikiil biiyiikliigiine sahip inhalerler ile yapilan tedaviler, farkli terapotik yanitlara
yol agmaktadir (74). Alveollere ulasmasi ve yerlesmesi istenilen partikiillerin,

optimum biiyiikliiklerinin 2-5 um araliginda olmasi gerektigi belirtilmistir (70).

Inhaler sistemlerinden beklenen dzelliklerden bazilar1 asagida listelenmistir:
e Tekrarlanabilir dozlama,
e Kimyasal ve fiziksel stabilite,
e Inhale edilen dozun kontrolii,
e Tagmabilir aygit biiytiklig,
e Partikiil boyutunun istenen bolgeye ulasmak i¢in uygun biiytikliikte olmasi (75).

Inhaler sistemleri ile yasanan sorunlardan bazilari asagida listelenmistir;
e Tek diize dozlamada yasanan sikintilar,
e Akcigerlerin derinlerine yeterli miktarda ilacin ulagamamasi,
e Kullanilan piiskiirtiicli gazlarin ¢evre ile uyumlu olmamasi,
e Inhaler aygitmin kullanimmin zor veya maliyetli olmasi,
e Stabilite sorunlar1 (76).
Inhalasyon yolu ile ilag uygulama yéntemleri 3 ana baslik altinda toplanabilir:

nebiilizerler, 6l¢iilii doz inhalerler ve kuru toz inhalerler.
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2.2.1. Nebiilizer

Nebiilizasyon yontemi, sivi haldeki ilaglarin aerosol haline getirilip bir maske

diizenegi ile agiza puskiirtiilmesi yontemidir (61, 77-80) (Sekil 2.7.).
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Sekil 2.7. Nebiilizer sisteminin sematik gosterimi (81).

Nebiilizerler, sulu ¢ozelti veya siispansiyonlart atomize etmek igin
tasarlanmistir. Bu amagla, basingli hava kullanilan jet nebiilizerler ve yiiksek frekansta

ses dalgalar1 uygulayan ultrasonik nebiilizerler bulunmaktadir (82-84).

Nebiilizer performansinin en zayif noktasi, uygulanan ilacin yalnizca % 1’inin
hasta tarafindan inhale edilmesidir (84). Inhale edilebilir damlaciklarm olusumu
sirasinda sivi iizerine yiiksek basing uygulanmasi, 6zellikle proteinler gibi stabilite
sorunu olan ilaglarin stabilitesini etkileyebileceginden, bir dezavantajdir. Ayrica,

nebiilizer uygulanmasi sirasinda enzim aktivitesinin azaldig bilinmektedir (85).

2.2.2. Olciilii Doz inhaler

Olgiilii doz inhalerler (ODI), nebiilizerler ile yasanan sorunlari asmak icin
gelistirilmis tasinabilir sistemlerdir. ODI’ler, sivilastirilmis itici gazlar ile basing
altinda tutulan ¢6zelti, slispansiyon veya emiilsiyonlar1 piiskiirtiirken damlacik haline

getiren araglardir (86) (Sekil 2.8.).
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Sekil 2.8. ODI aygitinin sematik gdsterimi (87).

ODI’ler, her piiskiirtmede belirli dozda ilag uygulanmasmi saglayan
sistemlerdir. Aygit icerisinde itici gazlar [kloroflorokarbon (freon), hidrofloroalkan]
bulunmakta ve buna bagl olarak agizda soguk freon etki ortaya ¢ikmaktadir. flacin
puskiirtiilmesiyle nefes alma eyleminin es zamanli yapilamamasi sonucu, uygulanan
ilacin ancak %3-5’1 bronsiyollere ulasmaktadir (61, 77-80).

Ara cihazlar, ¢ocuklarda ODI’lerin kullanilmasim kolaylastirdigindan tedavi

edici etkinin artmasini ve yan etkilerin azalmasini saglamaktadir (61, 77-80).

2.2.3. Kuru Toz inhaler (KTI)

Kuru toz inhaler (KTI) formiilasyonlar1 son yillarda sik¢a ¢alisilan, birgok
hastaligin tedavisinde tstiinliik gosteren bir dozaj seklidir. Hem lokal hem de sistemik

amaglarla kullanilmas1 uygulama alanlarin1 genisletmektedir.

KTI’ler etkin maddenin kat: halde bulundugu sistemlerdir. Bu durum etkin
madde stabilitesi, kullanim kolayligi ve uygulanan doz miktar1 arali§i bakimindan
istiinliik saglamaktadir. Etkin madde bir toz formiilasyonu i¢inde yer aldigi icin
parcalanma, ayrisma ve mikrobiyolojik kontaminasyon riskleri, sivi formiilasyonlar

ile karsilastirildiginda daha azdir (88-90).

KTI’lerin, nebiilizer ve ODI sistemlerine gore dnemli bazi Ustiinliikleri vardir.
Ara cihaz gerektirmedigi i¢in tasinmalar kolay, tek bir nefes ile yiiksek doz inhale
etmeye olanak sagladigi igin tedavi siiresi kisadir (91-93). En yiiksek intrapulmoner

depolanma, diger inhaler formlari ile kiyaslandiginda KTI ile saglanmaktadir (61, 77-
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80). KTI sistemlerinde el-agiz koordinasyonuna gerek yoktur ve itici gaz
icermemektedirler (94, 95). ODI’ler ile karsilastirildiginda, KTI ile uygulanan ayni
doz ilag, akcigere yaklasik iki kat fazla ulagsmakta, orofarinkste biriken miktar ise daha
az olmaktadir. Fakat, dozlamanin inhalasyon hizindan etkilendigi ve etkili bir
inhalasyon i¢in inspirasyon hizinin en az 30 L/dk. olmasi gerektigi icin (96),
inhalasyonu sorunlu (6rnegin KOAH) hastalarda tekdiize dozlama saglamak zordur
(97). Bu nedenlerden dolay1 KTI tozlarinin akisinin iyilestirilmesi oldukc¢a dnemlidir
(75). Ayrica KTi’lerde vyiiksek nemde fiziksel olarak stabilite sorunu

gozlenebilmektedir.

Ileri partikiil miihendisligi teknikleri ve akilli aygit tasarimlari, KTI
antibiyotiklerin performansini artirmistir. Fakat yiiksek dozda verilen antibiyotiklerin

oOksiiriik ve bogaz iritasyonu gibi yan etkileri gozlenmektedir.

KTI formiilasyonunda klinik yanita uygunluk acisindan ve farmasétik teknoloji
yoniinden iizerinde 6nemle durulmasi gereken konularin basinda partikiil biiytikliigii
gelmektedir. Bunun yaninda partikiil sekilleri, dansiteleri ve yiikleri de dnemlidir.
Ayrica etkin maddenin ¢oziiniirligli, partisyon katsayisi, permeabilitesi, molekiil
agirligi, enzimatik stabilitesi gibi fizikokimyasal 6zellikleri ve formiilasyon sekli de

inhale edilen ilacin biyoyararlanimini etkilemektedir.

Kuru Toz Inhaler Aygitlar:

KTI’ler tek dozluk veya gok dozluk sistemler olarak siniflandirilabilirler. KTI
sistemlerinde toz formiilasyonu, bir kapsiil veya ¢ok dozlu blisterlere doldurularak
cesitli tasarimlara sahip aygitlara yerlestirilir (98). Turbuhaler®, Spinhaler®,
Rotahaler®, Aerolizer®, Diskhaler® ve Diskus® gibi KTI aygitlar1 yaygin olarak
kullanilmaktadir (82). KTI aygitlarinin siniflandirilmasi ve aygit 6rnekleri Sekil

2.9.’da verilmistir.
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Sekil 2.9. KTI aygitlarinin siniflandirilmasi ve aygit drnekleri (99).

Kuvvetsiz bir inhalasyonla bile yiiksek miktarda maddenin inhale
edilebilmesini saglamak amaciyla, inhaler aygitlarinin direncini diisiirmek
hedeflenmistir ve bu amagcla ¢aligmalar yapilmaktadir. Ayrica kapsiilde kalan toz
miktarini azaltmak yani akcigere ulasan dozu artirmak i¢in bir¢cok farkli kapsiil ve
blister delme ve agma mekanizmasi gelistirilmistir. Calismamizda, aerosolizasyon

direnci diisiik olan Aerolizer® aygit: kullanilmustir (Sekil 2.10.).
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Sekil 2.10. Aerolizer® aygitinin pargalar1 (100).

Farkli akis hizi kosullarinda, gozlenen basing diismesi oOlgiitii, kullanilan

inhaler aygitina gore degiskenlik gostermektedir (Sekil 2.11.) (101).
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Sekil 2.11. Farkli inhaler aygitlarindan elde edilen akis hizina kars1 basing diismesi
grafigi (101).

Kuru Toz Inhalerlerde Kullanilan Yardunct Maddeler

Inhalasyon tedavisinde kullanilan ilaglarin homojen karismasini saglamak,
kapsiil ve blisterlere ¢ok kiiciik dozlarin dolumunu saglamak, toz akisini iyilestirmek
ve ilacin inhalasyon boyunca dagilabilirligini saglamak amaciyla, inhaler
formiilasyonlarinda ¢esitli yardime1 maddeler kullanilmaktadar.

Inhalasyon sistemlerinde kullanilacak olan etkin madde partikiillerinin uygun
biiyiikliige getirilmesi ic¢in genellikle mikronizasyon islemi uygulanmaktadir.
Mikronizasyon islemi ise statik, kohezif ve adhezif yapilari nedeniyle zayif akis
ozelligine sahip partikiillerin olusumuna neden olmaktadir. Zayif akis 6zelligine sahip
etkin madde partikiillerinin akis 6zelliklerini diizeltmek igin genel olarak biiyiik
tastyict partikiiller kullanilmaktadir (102).

Diisiik toksisitesi, diisiik nem diizeyi ve diisiik maliyeti ile inhalerlerde en ¢ok
tercih edilen tasiyici laktozdur. Laktoz inert bir yardimer maddedir ve pulmoner yolla
kullanim i¢in FDA’dan onay almistir (75, 103-106). Etkin madde veya maddelerin,
daha bilyiik partikiil biiyiikliigline sahip olan laktozun olasi baglanma bolgelerine
baglanmasi ile akis iyilestirilir (75). Bununla birlikte glikoz, mannitol gibi polioller,
veya trehaloz, siikroz, rafinoz gibi kristal sekerler de alternatif tasiyicilar olarak
kullanilabilmektedir (107).

Bilindigi {iizere partikiillerin alveollere ulasabilmesi i¢in aerodinamik
caplarmim 1-5 um olmasi gerekmektedir. inhalasyon sirasinda, etkin maddenin
aerosolize olabilmesi i¢in, etkin madde ve tasiyici partikiilleri arasinda var olan adhezif

kuvvetin veya etkin madde partikiilleri arasindaki kohezif kuvvetin yenilmesi
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gerekmektedir. Tasiyict maddenin ve iiretim yonteminin secilmesi agamasinda bu

hususlarin gbz 6niinde bulundurulmasi gerekmektedir.

Tastyicilarin yamisira kuvvet kontrol ajanlart da KTI formiilasyonlarinda
kullanilabilmektedir. Yapilan ¢alismalar, kuvvet kontrol ajanlar1 (Mg stearat veya Na
stearat gibi) ile kohesif partikiil yiizeylerinin kaplanmasinin, toz akisini ve
aerosolizasyonunu artirabildigini gostermistir (108, 109). Mg stearat i¢in, FDA
tarafindan (Foradil® Certihaler®, BREO® ELLIPTA™ ve ANORO™ELLIPTA™)
inhalasyon preparatlarinda kullanilmak {izere onay verilmistir. Mg stearatin,
ogiitilmis ilag partikiilleri iizerine ince bir tabaka seklinde kaplanmasi, kohesiv
ozellikte 6nemli bir azalma saglamaktadir (108-111). Piiskiirterek kurutma ile tiretilen,
% 1 (a/a) Na stearat ile kaplanmis tobramisin tozlarinin ince partikiil fraksiyonu %
84,3+2,0 iken, tek basina piiskiirtiilerek kurutulmus tobramisinin % 27,1+1,9 olarak
bulunmustur (Analiz, Aerolizer® aygit1 ile 60 L/dk. akis hizinda yapilmistir) (112). Bu
da Na stearatin, aerosolizasyonu anlamli1 derecede artirdigin1 gostermektedir. Kaplama
icin kullanilacak yardimec1 madde se¢imi Kritiktir. Oregin, Belotti ve ark. yaptiklar
calismada, piskiirtillerek kurutulmus amikasinin yilizeyinin PEG-32 stearat ile

kaplanmasinin, ince partikiil dozunu diistiigiinii gdstermistir (113).

Aerosolizasyon performansini iyilestirmek igin dispersiyon artiricilar
kullanilabilmektedir. Bu amagla en ¢ok kullanilan yardimci madde 16sindir ve
genellikle piiskiirterek kurutma yonteminde besleme ¢6zeltisine veya siispansiyonuna
eklenir (114, 115). Loésinin olusturdugu, piiskiirtiilerek kurutulmus partikiillerin dis
yiizeyindeki piiriizlii ¢eper veya kaplama ile, diisiik yiizey enerjisine sahip partikiiller
elde edilmektedir. Losin ile birlikte piiskiirterek kurutma ile elde edilen partikiiller,
pordz veya i¢i bos oldugundan, dansiteleri diistiktiir. Bu durumda, hacmi biiyiik oldugu
i¢in akis1 iyi, aerodinamik cap1 yeterince kiigiik oldugu igin de etki bolgesine ulasma

yetenegi yiiksek partikiiller elde edilir (116-118).

Akcigerlerde  spesifik  bolgelere hedeflendirilmis etkin  maddelerin
biyoyararlanimlarin1 1iyilestirmek ve salimlarimi optimize etmek ig¢in lipozom,
nanopartikiil, mikropartikiil, siklodekstrin kompleksleri, misel ve mikroemiilsiyon

formlarindaki ilag tagiyici sistemlerden yararlanilmaktadir.
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Lipozomal Kuru Toz Inhalerler

Prolipozomlar viicutta uygulama 6ncesi veya sonrasi su ile temas ettiginde
lipozom olusturabilen kuru tozlardir (119, 120). Lipozomlar pulmoner surfaktanin
yapisinda bulunan fosfolipitler ile hazirlandiklari i¢in biyolojik olarak uyumlu,
biyolojik olarak pargalanabilir ve toksik olmayan yapilardir. Lipozomlar ile hem
hidrofilik hem de lipofilik etkin maddeler tasinabilmektedir. Sitotoksik ajanlar,
antiastmatik, antimikrobiyal ve antiviral etkin maddeler ve sistemik etkili
antioksidanlar lipozomlara yiiklenebilmektedir. Rojanarat ve ark. tarafindan
puskiirtiilerek kurutulmus izoniazid prolipozomu gelistirilmis, fakat partikiil
aglomerasyonundan dolay1 diisiik bir ince partikiil fraksiyonu elde edilmistir (%15-35)
(121). Bagka bir ¢alisma gostermistir ki piiskiirterek kurutma ile iretilen rifapentinin
soya fosfatidilkolin prolipozomlari, diisiik etkinlikli Rotahaler® aygit: ile 60 L/dk. akis
hizinda test edildiginde iyi bir aerosolizasyon performansi (1,56+0,16 um aerodinamik
cap ve %92,5+1,5 ince partikiil fraksiyonu) elde edilmektedir (122). Bu galigsmalar ile
prolipozom materyallerinin segiminin sadece ilag salim profilini degil ayn1 zamanda

aerosolizasyon performansini da etkiledigi gosterilmistir.

Polimerik formiilasyonlar

Suda ¢6ziinen inhale edilebilir ilaglarin hizli salim 6zelliklerini modifiye etmek
icin gelistirilen bir formdur. Biyolojik olarak uyumlu olan, in vitro ve in vivo
caligmalarda diisiik toksisite gosteren polivinil alkol (PVA) ve poli (laktik-ko-glikolik
asit) (PLGA) polimerleri siirekli salim ajanlari olarak siklikla kullanilmaktadir (123-
125). Ancak uzun vadede pulmoner inflamasyonu ve/veya fibrozu
tetikleyebileceginden, bu polimerlerin akcigerlere siirekli temasi bir endise kaynagidir
(126). Ayrica, akcigerdeki yabanci partikiiller ya mukosiliyer temizleme ya da
makrofaj alimi ile uzaklastirilacagindan, polimerik partikiiller ile elde edilen 6rnegin
uzatilmis ilag salimi, in vivo kosullarda miimkiin goriilmemektedir. Bu nedenlerle,
inhale edilebilir polimerik formiilasyonlarin giivenilirligi ve etkinligi ile ilgili in vivo

ve klinik arastirmalara gereksinim duyulmaktadir.

Literatiirde siprofloksasin, doksisiklin, levofloksasin, tobramisin, rifampisin
gibi antibiyotiklerin, PVA, poli (kaprolakton), polilaktid (PLA), PLGA gibi

polimerlerle, emiilsiyon olusturma ¢6ziicii buharlastirma, piiskiirterek kurutma gibi
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yontemlerle siirekli salim saglayan inhale edilebilir polimerik formiilasyonlari

hazirlanmistir (127-135).

Nanopartikiil Kuru Toz Inhalerler

Nanopartikiiller, KTI olarak pulmoner yolla uygulanabilir (136), ancak
nanopartikiillerin kiigiik partikiil biyiikliikleri (10-1000 nm) akcigerde birikmeye
uygun degildir ve nanopartikiillerin verilen nefes ile solunum sisteminden
uzaklastirilmalar1  s6z konusudur. Bu sorun, nanopartikiillerin, piiskirtiilerek
kurutulmasi (137-139) veya manitol (138, 140), PVA veya 16sin ile piiskiirterek
dondurularak kurutulmasi (140, 141) yoluyla solunabilir mikroagregatlar elde edilmesi
veya laktoz gibi tasiyict partikiiller ile birlikte uygulanmasi ile giderilebilmektedir
(142).

Nanopartikiiler sistemlerde etkin maddenin polimerin iginde hapsedilebilmesi,
enzimatik pargalanmaya karsi koruma saglar, bu durum da ilacin biyoyararlaniminin
artmasina neden olur. Ayrica suda ¢oziinmeyen ilaglarin ¢oziiniirliigiinii iyilestirdigi
ve mukosiliyer klerensi azalttig1 igin, inhale edilebilir nanopartikiil formiilasyonlar
tercih edilmektedir (143).

Nanopartikiiller; tiim bu 6zelliklerinin yan1 sira hedef bolgelere secici olarak
gonderilebilmeleri nedeniyle, 6zellikle tiimorlere karst kullanilmak tizere umut veren
sistemlerdir (136, 144). Yapilan ¢alismalar polimerik nanopartikiillerin lipozomlardan
daha stabil oldugunu gostermistir (136) fakat inhale edilebilir nanopartikiillerde
toksisite sorunu dikkat edilmesi gereken bir konudur.

Literatiirde  amikasin, siprofloksasin, tobramisin, vankomisin gibi
antibiyotiklerin, ¢oziicii difiizyon teknigi, dondurarak kurutma, yiiksek basinghi
homojenizasyon gibi yoOntemlerle inhale edilebilir nanopartikiil formiilasyonlari

hazirlanmistir (145-151).

Kati Lipit Nanopartikiil Kuru Toz Inhalerler

Kati lipit nanopartikiiller (SLN); emiilsiyonlar, lipozomlar gibi klasik kolloidal
sistemlere alternatif olarak gelistirilmistir. SLN’ler ile biiyiik ¢apli tiretim miimkiindyir.

Yapilan calismalarda prednizolon, diazepam, kamptotesin gibi etkin maddeler
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SLN’lere yiiklenebilmektedir. SLN’ler, ortalama partikiil biiyiikliiklerinde dnemli bir
degisiklik meydana gelmeksizin nebiilize edilerek veya toz haldeki SLN’nin kuru toz

inhalasyonu ile pulmoner yolla uygulanabilmektedir (152).

Siklodekstrin I¢eren Kuru Toz Inhalerler

Siklodekstrinler (CD); siklik oligosakkaritlerdir. Hidroksil gruplar tasiyan
CD’nin dis kismu hidrofilik, i¢teki bosluk ise lipofiliktir. Etkin maddeler CD’lere
inkliizyon kompleksi olusturarak baglanmaktadir. f-CD kavite biyiikligi, etkin
madde:kompleks olusturma etkinligi ve ucuz olmasi nedeniyle ilag endiistrisinde en
¢ok kullanilan CD’dir (153). CD’ler etkin maddeyi enzimatik degradasyondan
koruyarak ve siirekli salimini saglayarak, ilacin biyoyaralanimini artirmakta ve istenen

salim profillerinin elde edilmesine olanak tanimaktadir. (154).

Mikropartikiiler Kuru Toz Inhalerler

Mikropartikiiller 1-999 um partikiil biiyiikliigiine sahip, hidrofilik ve lipofilik
ilaglar ile hazirlanabilen, mikrokapsiil veya mikrokiire sistemleridir. Etkin madde
partikiil i¢inde enkapsiile edilebilir ve partikiil i¢cindeki etkin madde kati, ¢ozelti,
sispansiyon veya emiilsiyon seklinde bulunabilir. Mikropartikiiller islem o6l¢iitleri
degistirilerek istenen biiyliklik, sekil ve porozitede hazirlanabilmektedir. Alveoler
makrofajlara hedeflendirilmek iizere pulmoner yol ile uygulanan mikropartikiiller,
tiiberkiiloz gibi hastaliklarin tedavisinde etkin maddenin hiicrelere yiliksek miktarinin
tasinmasinda tstiinliik saglamaktadir. Diger hastaliklarin tedavisinde ise pulmoner
uzaklagtirmayr Onlemek ve bodylece etkin maddenin alveoler yar1 omrii ve

biyoyararlanimini artirmak i¢in alveoler makrofajlardan kaginilmasi gerekmektedir.

Inhaler olarak uygulanmak {izere birgok mikropartikiil hazirlama yontemi

bulunmaktadir.

Taswicisiz Kuru Toz Inhalerler

Daha once de belirtildigi gibi, mikronize ilaglarin akisim1 ve aerosolizasyon
ozelliklerini iyilestirmek icin, inhaler formiilasyonlarina yardimci maddeler dahil
edilebilmektedir. Bununla birlikte, inhalasyon i¢in uygun yardimei maddeler oldukga
siirlidir. Dahasi, formiilasyona yiiksek miktarda yardimci madde eklenmesi,

uygulanan tozdaki etkin madde miktarin1 azaltir. Giiniimiizde KTi’lerle ancak
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mikrogram diizeyinde ila¢ uygulanabilmektedir. Diger KTi’lerle karsilastirildiginda
antibiyotiklerin hedeflenen terapotik etki igin gerekli miktarlar1 oldukca yiiksek
oldugundan (MID’leri gdz dniinde bulunduruldugunda) ve tasiyici ilavesi toz hacmini
cok artiracagi icin, antibiyotikler ile tasiyicilar1 kombine etmek hemen hemen
mimkiin degildir. Dolayistyla, mikronize ilacin akisini iyilestirmek icin tasiyiciya
ihtiya¢ duymayan formiilasyonlar ile ilgili calismalar artnustir. Pulmicort®
(budesonid) ve Bricanyl® (terbutalin) KTi’leri gibi baz1 piyasa preparatlari, diisiik
miktarda ila¢ icermelerine ragmen tasiyicisiz olarak formiile edilmistir. Benzer sekilde

tobramisin antibiyotigi de tasiyicisiz olarak formiile edilmistir (155).

Tastyici igermeyen formiilasyonlar, sistemik dolasima gegen miktar1 azaltmak
ve etki bolgesine yliksek dozda antibiyotik ulastirmak i¢in ideal sistemlerdir. Bu tez
kapsaminda, yiiksek dozlarda uygulanan siprofloksasin ve levofloksasin

antibiyotikleri kullanildig1 igin, formiilasyonlar tasiyicisiz olarak tiretilmistir (155).

2.3.  Kuru Toz inhaler Formiilasyonlarin Uretimi

Akcigerde depolanma i¢in 1-5 pm aerodinamik cap optimumdur. Bu boyuta
ulagmak amaciyla 6gilitme yontemleri farmasotik endiistri i¢in uygun hale getirilmistir.
Fakat ogiitiilmiis tozlar yiiksek yiizey enerjisine sahip olduklari i¢in kohesif 6zellik
gosterebilir (104).

Inhalasyon igin kuru toz formiilasyonu gelistirme siirecinde 4 ana strateji
izlenebilir:
1. Kiiciik tasiyici ile serbest ilag partikiillerinin kombinasyonu,
2. Kiigitik ilag ile biiyiik tasiyici partikiillerinin kombinasyonu,
3. Biyiik poroz ilag partikiilleri tiretimi,
4

Tas1yict partikiiller icinde enkapsiile edilmis nanopartikiil ilaglarin tiretimi.

Toz akisini iyilestirmek i¢in, genelde astim ve KOAH tedavisinde kullanilan
diisiik doz ilaglara biiyiik partikiillii tagiyicilar eklenmektedir. Fakat bu yaklagim toz
hacmini artiracagindan yiiksek dozlu antibiyotikler i¢in tercih edilememektedir. Bu
nedenle partikiil mithendisligi, akis ve aerosolizasyon ozellikleri iyi, tasiyicisiz inhale

edilebilir antibiyotik tozlarinin iiretimi i¢in etkili bir ¢dziimdiir (143, 156).
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Tastyicisiz inhalerler, c¢oziicii ekstraksiyon/buharlastirma, faz ayrigmasi
(koaservasyon), jet Ogiitme, siiperkritik sivi, bilyali degirmen, yiiksek basingh
homojenizasyon, piiskiirterek kurutma ve piiskiirterek dondurarak kurutma yéntemleri
ve bu yontemlerin modifiye ve/veya kombine edilmesi ile iiretilmektedir (155, 157-
160). Bu tez ¢aligmasi kapsaminda bilyali degirmen, yiiksek basingli homojenizasyon
ve puskiirterek kurutma yontemlerinin kombinasyonu ile tek basina piskiirterek
kurutma yontemi partikiil miihendisligi kapsaminda partikiilleri tasarlamak amaciyla

uygulanmustir.

2.3.1. Bilyal Degirmen Yontemi

Bilyali degirmen, partikiillerin kuru olarak veya siispansiyon ic¢indeyken
ogitiilmesini ve homojen partikiiller elde edilmesini saglayan mekanik bir
mikronizasyon yontemidir. Bu yontemde ¢esitli malzemelerden yapilmis (seramik,
agat, paslanmaz celik gibi), farkli boyutlarda bilyalar kullanilmaktadir. Segilen
bilyalar ogiitiillecek kuru toz veya siispansiyon ile birlikte cihazin haznesine
yerlestirilmektedir. Cihaz calistirildiginda hazne, istenen hizda (rpm) ve siirede
donmekte, buna bagl olarak da hazne icindeki bilyalar hareket etmektedir. Hazne
duvari ile bilyalar arasinda veya iki bilya arasinda sikigan partikiiller 6giitiilmektedir.
Doniis hiz1 ve islem siiresi basta olmak {izere; bilyalarin sayisi, biiyiikligii, 6giitiilen
toz miktari veya slispansiyon miktart, siispansiyonun kati i¢erigi gibi parametreler elde
edilecek partikiil 6zelliklerini etkilemektedir. Bilyali degirmen yontemi, siirtiinme ile
oglitme esasina dayandigi i¢in islem sirasinda 1s1 agiga cikabilmekte; bu durum,

ogiitiilen maddelerin stabilitesi tizerinde olumsuz etkilere yol agabilmektedir (143).

Bilyali degirmen yonteminde, parametreler optimize edilerek maddelerin
kristal yapis1 da degistirilebilmektedir. Kristal yapidan amorf yapiya gegis, maddelerin
¢Oziinlirliglinii, higroskopik 6zelliklerini ve stabilitesini etkilemektedir. Bu nedenle
elde edilen partikiillerin partikiil boyutlarinin yani sira kristal yapilar1 da
incelenmelidir. Bu yontem ile karbamazepin, indometazin, danazol gibi etkin
maddelerin 6giitiildiigii bilinmektedir. Bilyali degirmen cihazinin sematik gdsterimi

Sekil 2.12.’de verilmistir (161).
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Haznenin doniis yonil

Materyaller

Ogiitme ortami1

Sekil 2.12. Bilyali degirmen cihazinin sematik gosterimi (161).

Tez kapsaminda, islem gérmemis maddelerin 6n 6giitme islemleri bu yontem

ile yapilmistir.

2.3.2. Yiiksek Basingch Homojenizasyon Yontemi

Yiiksek basingli homojenizasyon, nanosiispansiyon elde etmek icin siklikla
kullanilan bir yukaridan asagiya mekanik Ogiitme yontemidir. Prednizolon,
karbamazepin, nifedipin, budesonid gibi etkin maddelerin bu yontem ile dgitiildiigi
caligmalar mevcuttur. Bu yontemle 6giitiilmek istenen materyal, ¢6ziinmedigi bir siv1
icerisinde disperse edilir. Elde edilen dispersiyon cihazin haznesine yerlestirilir. Cihaz
istenen basingta ¢alistirilir. Cihazin uyguladigi basing ile, belirli por ¢aplarina sahip
chamber ‘dan gegen dispersiyon igerisindeki partikiillerin kiigiilmesi saglanir. Istenen
partikiil bliyiikliigii elde edilene kadar bu islem tekrar edilir. Cihazin uyguladig1 basing
ve islem tekrar sayisi basta olmak tlizere; baslangi¢ partikiil biiyiikliigl, dispersiyonun
kat1 igerigi, materyalin par¢alanmasi i¢in gerekli enerji miktar1 gibi parametreler, elde

edilen partikiiliin biiytikliiglini etkilemektedir (143, 161).

Cihaz, yiiksek basing uygulayarak calistigl i¢in, islem esnasinda yiiksek
miktarda 1s1 agia ¢ikmaktadir. Is1 ile bozunan materyal ile ¢alisilirken bu durum goz
oniinde bulundurulmali ve sistemi disaridan sogutmak gibi Onlemler alinmalidir.
Yiiksek basingli homojenizasyon yonteminin sematik gosterimi Sekil 2.13.°te

verilmistir (161).
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Sekil 2.13. Yiiksek basingli homojenizasyon yonteminin sematik gosterimi (161).

Tez kapsaminda, bu yontem ile siispansiyonlar hazirlanmig ve hazirlanan

siispansiyonlar piiskiirtiilerek kurutulmustur.

2.3.3. Piiskiirterek Kurutma Yontemi

Puskiirterek kurutma yontemi, oldukga hizli, kullanigh ve biiyiik ¢apl tiretim
icin uygun bir partikiil mithendisligi teknigidir (162, 163). Bu yontem ile hazirlanan
formiilasyonlarin akcigerlere dogrudan uygulanmasi miimkiindiir. Yontem, inhale
insiilin (Exubera®, Pfizer), tobramisin (Tobi®, Novartis) ve mannitol (Aridol®,
Pharmaxis) tretiminde kullanilmistir. Piiskiirterek kurutma islemi igin kullanilan
cesitli piskiirterek kurutma cihazlar1 olmakla birlikte (Buchi Nano Spray Dryer B-90,
Mini Spray Dryer B-190, Mini Spray Dryer B-191, Mini Spray Dryer B-290 (164-
172)), bu tez kapsaminda mikronalti boyutta partikiil elde etmeyi saglayan Biichi Mini
Spray Dryer B-290 cihazi kullanilmis, cihazin sematik gosterimi Sekil 2.14.°te
verilmigtir. Literatiirde bu yonteme iliskin; budesonid, beklometazon dipropiyonat,
itrakonazol, flutikazon propiyonat, sislesonid, levofloksasin, salbutamol siilfat,

slikroz, a-laktoz gibi maddeler ile yapilmis ¢alismalar bulunmaktadir (137, 143).
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Sekil 2.14. Biichi Mini Spray Dryer B-290 cihazinin sematik gosterimi (1. Piiskiirtme
gazi, 2. Isitict, 3. Agizlik, 4. Kurutma haznesi, 5. Siklon, 6. Toplama kabi,

7. Cikas filtresi, 8. Aspirator) (173).
Piiskiirtiilerek kurutulmus kiiresel, pordz ve iyi akis gosteren partikiiller, {iretim

ve dispersiyon asamasina yardim ederek tasiyiciya ihtiyaci azaltmakta, bu 6zelligi ile

de tastyicisiz KT1 iiretimi i¢in en ¢ok tercih edilen yontem olmaktadir.

Bu yontem ile biiyiik pordz ilag partikiilleri hazirlamak miimkiindiir. Biiyiik
partikiil boyutlar1 sayesinde pordz partikiiller daha iyi akisa sahiptir ayrica
akcigerlerde fagositik klerens mekanizmasindan da kagabilirler (174). Biiyiik
partikiillerin agregasyon egilimleri diisiik, dagilma kapasiteleri yiiksektir.

Puskiirterek kurutma yonteminde, elde edilen kuru tozun partikil biyiikligii
yontem parametreleri ile kontrol edilebilmektedir (175). Kullanilan ¢oziictiniin
kaynama noktasi, buhar basinci ve ilag-¢oziicii ilgisi gibi etkenler sonucta elde edilen
partikiillerin performansi {izerinde dogrudan etkili olmaktadir. Ayrica besleme
¢ozeltisinin, siispansiyonunun veya emiilsiyonunun derigimi, giris sicakligi, pompa
hizi, hava akis hiz1 gibi yontem o6lgiitleri de partikiil 6zelliklerini etkilemektedir.
Piiskiirterek kurutma islemi esnasinda, mikropartikiillerin siklon ayiricinin duvarlarina
yapismasi ve/veya toplama kabina girmeden filtreden gecerek tutulmasi nedeniyle

onemli miktarda madde kaybi meydana gelebilmekte, bu durum da verimi
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disiirmektedir. Bu sorunu asmak igin, antiadherent olarak mannitol kullanilmaktadir
(176). Piskiirterek kurutma yonteminin diger bir sakincasi ise 1siya duyarli etkin

maddeler ve 6zellikle proteinler i¢in stabilite sorunlarina neden olma riski tagimasidir

(177).

Piiskiirterek kurutma iglemi ile iiretilen amorf veya kismen amorf ilaglar igin
stabilite sorunu s6z konusu olabilmektedir (178-180), bu nedenle piiskiirtiilerek

kurutulan ilaglarin fiziksel ve kimyasal stabiliteleri kritiktir.

Adi ve ark. gostermistir ki piiskiirtiilerek kurutulmus siprofloksasin amorftur
ve %50 bagil neme maruz kaldiginda %7,9’a kadar nem c¢ekmektedir. %70 bagil
nemde gergeklesen yeniden kristallesme, nem nedeniyle stabilitenin bozulmasi olarak
degerlendirilmistir. %50 (a/a) manitol ile birlikte piskiirtillerek kurutulan
siprofloksasin tozlarinda higroskopik 0Ozellik azalmig ve amorf siprofloksasinin
yeniden Kristallenmesi 6nlemistir (181). Fakat burada %50 oraninda yardimci madde
eklenmesi inhalasyon igin gerekli toplam miktarin 6nemli derecede artmasina neden

olacaktir.

Zhou ve ark., puskiirterek kurutma yontemi ile tasiyicisiz olarak iirettikleri
kolistin tozlarini, 100 L/dk. akis hizinda Aerolizer® aygit ile analiz etmis, ince partikiil
fraksiyonunu %80 olarak belirlemistir (182). Elde edilen yiiksek aerosolizasyon
performansi, piiskiirtiilerek kurutulmus kolistin tozlarinin piiriizlii ylizeyleri ve diisiik
ylizey enerjileri ile iligkilendirilmistir (183). Puskiirtiilerek kurutulmus amorf kolistin
tozlar1 saklama siiresince yeniden kristalize olmamis, saklama siiresince stabil
kalmistir. Bu da piiskiirterek kurutma yonteminin inhale edilebilir ve stabil kolistin
tozlar1 tretimi ig¢in uygun bir yontem oldugunu gostermistir. Fakat ham ve
puskiirtiilerek kurutulmus kolistin tozlarmin %90 bagil neme maruz kaldiklarinda
%30’a kadar nem ¢ektikleri gozlenmistir. Nemden kaynaklanan stabilite sorunundan
kaginmak igin her bir dozun hava gegirmeyecek sekilde ambalajlanmasi onerilmistir

(182).

Stabiliteyi korumak i¢in, kristal form tiretmek, higroskopik etkin maddeyi
hidrofilik maddeler ile kaplamak, yeniden kristalizasyon gibi yontemler olumlu

sonuglar vermistir (97, 184-187).
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Sonug olarak, puskiirterek kurutma yontemi ile elde edilen, 6zellikle amorf
tozlarin stabilite sorunlar1 olmakla birlikte, bu sorunu agmak i¢in ¢esitli yaklagimlar

gelistirilmistir.
2.4.  inhaler Partikiillerinin Aerodinamik Parametreleri

Aerosolizasyon  etkinligi  arttikga  hastalarin =~ degisken  inhalasyon
yeteneklerinin, ila¢ depolanmasina etkisi azalmakta, bu nedenle de inhalerlerin
acrodinamik 6zeliklerinin degerlendirilmesi 6nem tasimaktadir (188). Farkli dansite
ve sekle sahip aerosol partikiilleri aerodinamik 6zelliklerine bagli olarak karakterize
edilebilirler. Inhalerlerin aerodinamik davramslar1 asagidaki parametreler ile

tanimlanabilir:

a) Kiitle Ortalama Aerodinamik Cap (KOAC) (Mass Median Aerodynamic

Diameter): Aerodinamik partikiil ¢api, partikiil ile ayni1 aerodinamik davranisa
sahip 1 g/cm?® yogunlugundaki kiirenin ¢apidir. Pordz veya igi bos yani dansitesi
diisiik partikiiller ayn1 hacme sahip diger partikiillerden daha kii¢iik aerodinamik
capa sahiptirler. Aerodinamik cap Esitlik 2.1. ile hesaplanir.

D, =d.\[p 2.1)
Da=Aerodinamik ¢ap

d=Partikiiliin fiziksel ¢ap1

p=Dansite

b) Inhaler Aygitini Terk Eden Doz (Emitted Dose): Inhalasyon islemi ile inhaler

aygitin1 terk ederek solunum sisteminin farkli asamalarina gecen ila¢ miktari.

c) Ince Partikiil Fraksiyonu (IPF) (Fine Particle Fraction): Teorik olarak

akcigerlerde respiratuar bolgeye ulasacak fraksiyondur. Genellikle aerodinamik
cap1 5 um’den kiiciik olan partikiiller olarak ifade edilir.
d) Ince Partikiil Dozu (IPD) (Fine Particle Dose): Teorik olarak akcigerlerde

respiratuar bolgeye ulasacak ila¢ miktaridir. Genellikle aerodinamik ¢ap1 5 um’den

kiiciik olan partikiiller olarak ifade edilir.

Partikiillerin aerodinamik ozelliklerinin incelenmesi igin farmakopelerde
cesitli ayristirici cihazlar tanimlanmistir (Tablo 2.1.). Bu cihazlar aerosol partikiillerini

veya damlaciklarini aerodinamik ¢aplarina gore siniflandirmaktadir. Partikiiller cihaz
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icinde hava akiminin etkisi ile hareket ederek partikiil biiyiikliiklerine gore farkli

diizeylerde tutulurlar.

Tablo 2.1. Amerika Birlesik Devletleri ve Avrupa Farmakopelerine kayitli ayristirict
ornekleri (189).

Amerika Birlesik
. Avrupa
Ayristirici Devletleri .
. Farmakopesi
Farmakopesi
Glass Twin Impinger ) Aygit A
(Cam Ikili Ayristirici) (ODI, KTi, nebiilizer)
Andersen Cascade Impactor
(Andersen Kademeli Ayristirict) Aygit 1 (ODI) Aygit D (ODI)

(On ayristirict icermeyen)
Marple Miller Cascade Impactor Aygit 2 (KTT) -
Andersen Cascade Impactor
(Andersen Kademeli Ayristirict) Aygit 3 (KTI) Aygit D (KTI)
(On ayristirict igeren)

Multi Stage Liquid Impinger
(Cok Asamali Stvi Ayristirict)
Next Generation Impactor Aygit 5 (KTI)
(Yeni Nesil Ayristirict) Aygit 6 (ODI)

Aygit 4 (KTT) Aygit C (ODI, KTT)

Aygit E (ODI, KTI)

2.4.1, Cam ikili Aynistirier (Glass Twin Impinger)

Cam ikili ayristirici, rutin kalite kontrol amaciyla kullanilan, aygit A olarak
Avrupa Farmakopesinde (2.9.18) kayitli bir diizenektir. 60+5 L/dk. akis hizinin uygun
oldugu KTI, ODI ve nebiilizerler ile kullanilmaktadir. Cam ikili ayristiric, kullanimi
ve montaj1 nispeten kolay bir yontemdir. En 6nemli istiinliigii, camdan tretilmesi
sayesinde metal ayristiricilarda  gorillen  korozyona ugrama  sorununun
goriilmemesidir. Cam ikili ayristirici, Uist ve alt cam ¢arpma odalarinin yani sira
paslanmaz c¢elik plaka, ayaklik, kelepce ve baslik gibi parcalarindan olusur (Sekil
2.15.). Ayrica analiz i¢in 6zel agizlik adaptorii, vakum pompasi ve akis Slger gibi

destek aygitlar1 kullanilmaktadir (101, 190).
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Sekil 2.15. Cam ikili ayrigtiricinin sematik gosterimi (A: agizlik, B: bogaz, C: boyun,
D: {ist carpma odasi, E: baglanti tiipii, F: yan kol adaptori, G: alt jet
diizenegi, H: alt carpma odasi) (boyutlar mm cinsindendir) (190).

S1vi1 sikistirma prensibi ile, inhalerden ¢ikan dozu, solunabilir ve solunamayan
olmak tizere 2 fraksiyona ayirir. Solunamayan doz, orofarinkste tutulur ve daha sonra
yutulur. Bu kisim cam ikili ayrigtiricida, cam bogazin arka kismi ve iist garpma odacigi
ile temsil edilir (Asama 1). Akcigerlere niifuz eden doz alt carpma odasinda (Asama
2) toplanir. 60 L/dK.'lik bir akig hizinda ¢alisildiginda {ist ¢carpma odasinda 6,4 um’den

biiytik, alt ¢arpma odasinda 6,4 um’den kiigiik partikiiller tutulmaktadir (101, 190).

Cam ikili ayrigtirict ile analize baslamadan once, genel olarak iist ¢arpma
odasina 7 mL, alt ¢arpma odasma 30 mL ¢6ziicii koyulur. Deney tamamlandiktan
sonra, alt carpma odasinda toplanan etkin madde miktar1 saptanir ve verilen dozun

yiizdesi olarak solunabilir fraksiyon ifade edilir (101, 190).

Genel olarak, ayrintili partikiil biyiikligi dagilimi bulgusu elde etmek igin, en

az bes ve tercihen daha fazla asamaya sahip ayristiricilar tercih edilir.

2.4.2. Marple Miller Cascade Impactor

Amerika Birlesik Devletleri Farmakopesi’nde Aygit 2 olarak tanimlanmus,
KTI’lerin partikiil biiyiikliigiinii (aerodinamik) saptamak iizere tasarlanmis, bes

asamal1 bir ayristiricidir. 60 - 90 L/dK. akis hiz1 igin kalibre edilmistir. KTi’lerin hizl
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ve basit bir sekilde geri kazanilmasini saglamak icin, cihazin her asamasinda
cikarilabilir toplama kaplar1 bulunmaktadir. Ayrica, toplam kiitle dengesini korumak
i¢cin Asama 5'ten sonra bir filtre bulunmaktadir (Sekil 2.16.). 60 L/dk.'lik akis ile elde
edilen cutoff biiyiikliigii (Asama 1: 10 um, Asama 2: 5,0 um, Asama 3: 2,5 um, Asama
4. 1,25 pm, Asama 5: 0,63 um) ile 90 L/dk.ik akis ile elde edilen cutoff
blyiikliglinden (Asama 1: 8,1 pum, Asama 2: 4,0 um, Asama 3: 2,0 um, Asama 4: 1,0
um, Asama 5: 0,5 um) farklidir (101, 190).

-~ Giris deligi

_~— Toplama kabi

Sekil 2.16. Marple Miller Cascade Impactor’un sematik gosterimi (101).

Analiz edilen KTi’ler, dogrudan cikarilabilir toplama kaplarinda toplandig1
icin, Marple Miller Cascade Impactor yontemi ile her analiz sonrasi tiim cihazi
sokmeye gerek yoktur. Cihaz, asamalar aras1 kayb1 en diisiik diizeyde tutmak {izere
tasarlandigindan, her test sonrasinda asamalar1 temizlemek gerekmemektedir. 30 - 60

L/dk. aras1 igin kalibre edilmis modelleri ve pediatrik uygulamalar igin diisiik akis hizh

(4,9 - 12 L/dk) modelleri bulunmaktadir (101, 190).

2.4.3. Andersen Kademeli Ayristiric1 (Andersen Cascade Impactor)

Andersen Cascade Impactor (ACI), inhale edilen iriinlerin analiz edilmesi
amaciyla farmasotik endiistrisinde en yaygin kullanilan ayristiricidir. Sekiz asamali
cihaz, ilk olarak bir bakteriyolojik hava 6rnekleyici olarak gelistirilmis; sonrasinda ise
farmasétik endiistri tarafindan ODI ve KTI’lerin analizinde kullanilmak iizere adapte

edilmistir. Hem Amerika Birlesik Devletleri hem de Avrupa Farmakopesine kayitli bir



34

yontemdir. Endistride uzun siire kullanilmast nedeniyle birgok inhaler ilag

uygulamasi, ACIl'dan elde edilen verilere dayanmaktadir (101, 190).

ACI'nin Ustiinliikleri asagidaki sekilde 6zetlenebilir:

e Farmakopeye kayitlidir, yasal otoriteler ve ila¢ endiistrisi tarafindan kabul
edilmektedir.

e 0,4-9,0 um arasinda 8 asama i¢cermektedir.

e Aliiminyum, paslanmaz ¢elik veya titanyum gibi materyal se¢enekleri mevcuttur.

e Asama 6 ve 7 kaldirildiginda yiiksek akis hizlarinda diisiik akis direnci elde
edilmektedir.

e Laboratuvar gibi sinirh alanlarda kullanimi uygundur.

e Nazal aerosoller ve spreyler ile de calismak miimkiindiir.

e Zarar gdrmiis veya uygun olmayan asamalar kolayca ¢ikarilabilir ve degistirilebilir.

e Maliyeti diistiktiir.

KTi’lerin ACI ile analiz edilmeleri sirasinda asagidaki hususlar dikkate
alimmalidir:
e Nefes alma sirasinda basing diismektedir.
e 4 kPa basing diisiisli saglamak i¢in uygun akis hiz1 se¢ilmelidir.
e Inhalasyonun simiile edilmesi asamasinda, inhalasyon siiresi ve hiz1 4 L hacim
saglayacak sekilde secilmelidir.

e Akis hizinin stabil olmas1 gerekmektedir.

Genellikle diisiik direngli KTi'lerde, 4 kPa'lik bir basing diisiisii saglamak icin,
28,3 L/dk.'dan daha yiiksek akis hizlarinda caligmak gerekmektedir. ACI, 28,3
L/dk."dan daha yiiksek akis hizlarinda da galistirilabilir, fakat cutoff degerlerinde
olusacak degisim goéz Oniinde bulundurulmalidir. Akis hizi arttikca asamalar

arasindaki ayrim kapasitesinin azaldig: bilinmektedir (101, 190).

Bu sorunu gidermek amaciyla, 60 ve 90 L/dk. akis hiz1 igin ACI'min iki ayr1
konfigiirasyonu kullanilmaktadir (191). 60 L/dk. akis hiz1 kosulunda, sistemden O ve
7 asamalar1 ¢ikarilir, -0 ve -1 asamalar1 eklenir. Benzer sekilde, 90 L/dK. kosulunda,

0, 6 ve 7 asamalar1 kaldirilir, -0, -1 ve -2 asamalar1 eklenir. Toplama plakalarinda da
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(merkezi delikli veya deliksiz) degisiklikler yapilir. Yapilan ¢alismalar sonucunda bu
akis kosullari igin yeni cutoff degerleri elde edilmistir (Tablo 2.2.) (101, 190).

Tablo 2.2. Farkl1 akis kosullari igin ACI ile saptanan cutoff ¢aplari (101).

Cutoff Cap1 (um)

Asamalar 28,3 L/dk. 60 L/dk. 90 L/dk.
Asama -2 - - 8,0
Asama -1 - 8,6 6,5
Asama -0 - 6,5 5,2
Asama 0 9,0 - -
Asama 1 5,8 4.4 3,5
Asama 2 4.7 3,2 2,6
Asama 3 3,3 1,9 1,7
Asama 4 2,1 1,2 1,0
Asama 5 1,1 0,55 0,22
Asama 6 0,7 0,26 -
Asama 7 0,4 - -

Tez galismamiz kapsaminda, iiretilen KTI’lerin aerodinamik davranislarini
incelemek amaciyla, ACI cihazi kullanilmistir. Cihaz, 8 asama ve bogaz, agizlik gibi
pargalar igerir. Cihazin agamalarina ulasacak olan partikiillerin ugusmasini engellemek
i¢in, her bir asamaya, bir ¢oziicli icinde (etanol, siklohekzan gibi) ylizey etkin madde
(Span, Tween gibi) iceren ¢dzelti uygulanir ve kurutulur. ACI diizenegi kurulduktan
sonra, KTI aygiti agizhk kismina takilir, pompa ile toplamda 4 L hava akim
saglanacak sekilde, uygun siire ve akis hizinda calisilir. Her bir asama, bogaz, agizlik,
aygit (kapsiil ile birlikte) uygun bir ¢oziicii ile yikanarak belirli hacimde balon jojelere
alinir. Elde edilen ¢ozeltiler uygun kantitatif yontemler ile (HPLC gibi) analiz edilir
ve her par¢ada tutulan ilag miktar1 hesaplanir. Her bir asamada tutulan partikiil
buyiikliikleri Sekil 2.17.°de verilmistir. Asama 3 ve daha ileriye giden partikiillerin
aerodinamik caplarinin 5 pm’den kiiciik oldugu ve teorik olarak respiratuar bolgeye
ulasacaklar1 bilinmektedir. Bu nedenle 5 pm’den kiiciik ila¢ miktar1 ve yilizdesi
hesaplanir. Boylece ince partikiil dozu ve ince partikiil fraksiyonu bulunmus olur.

Aygit1 terk eden miktar bulunur, bdylece Emitted Dose elde edilmis olur. Aerodinamik
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capin fonksiyonu olarak yiizde kiimiilatif ilag miktarinin log-olasilik grafigi ¢izilerek
KOAC degeri hesaplanir (101, 190).

D;IU_:TU: —
Ay\gﬂ s l

USP metal bogaz Aerosol capr (um)

\ —_— Asama 0
9,0-14,0 um
‘. '\ Asama 1
“~ Farinks 5,8-9,0 pm
Asama 2

Trake ve primer broglar 4,7-5,8 pm
& Asama 3
3,3-4,7 ym
Asama 4
2,1-3,3 um
Terminal broglar Asama 5
1,1-2,1 um
Alveolar kanal Asama 6
0,65-1,1 ym
Alveol Asama 7
0,43-0,65 pum

b Ve B o 4 B B4

j Sekonder broglar

n

TN
AL | —t

Vakum pompast

Sekil 2.17. ACI cihazindaki asamalarin insan solunum sisteminde karsilik geldigi
bolgelerin sematik gosterimi (192).

2.4.4. Cok Asamal Sivi Aynistiricr (Multi Stage Liquid Impinger)

Multi Stage Liquid Impinger, KTi ve ODI’lerin aerodinamik partikiil
blytikligl dagilimlarini 6lgmek amaciyla kullanilan, 4 asamali, Amerika Birlesik
Devletleri ve Avrupa Farmakopesine kayitli bir ayristiricidir. Inhalerleri analiz etmek
amaciyla tasarlanan ilk cihazdir. Cihaz, aliminyum, paslanmaz ¢elik veya titanyum
gibi materyallerden olusabilir. Korozyon direnci, agirlik ve maliyet gibi dl¢iitlere gore
materyal se¢imi yapilabilir (101, 190).

60 L/dk.'lik akis ile elde edilen cutoff buyiikliigii Asama 1 i¢in 13 um, Asama
2 i¢in 6,8 um, Asama 3 i¢in 3,1 um, Asama 4 i¢in 1,7 um’dir. Asama 5’te bulunan
filtre, 1,7 pm’den kiigiik partikiilleri tutmaktadir. Cihaz, asamalar arasinda madde
kayb1 olmayacak sekilde tasarlanmistir ve 30 - 100 L/dk. akis hizi kosullarinda
kullanim i¢in uygundur. ACI, Next Generation Impactor ve Marple Miller Cascade
Impactor'den farkli olarak, toplama asamalari nemli tutulur ve bu da partikiillerin
asamalar arasinda hareket etme riskini azaltmaya yardimei olur. Multi Stage Liquid
Impinger, ACl ile ayni sistem bilesenlerine sahiptir; sadece Asama 1, 6n ayirici islevi
gordiigii i¢in Multi Stage Liquid Impinger’da 6n ayirict bulunmamaktadir (101, 190)
(Sekil 2.18.).
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Sekil 2.18. Multi Stage Liquid Impinger’in sematik gosterimi (190).

2.4.5. Yeni Nesil Ayristiric1 (Next Generation Impactor)

Next Generation Impactor, 2000 yilinda piyasaya siiriilmustiir. Cihaz, yedi
asama ve bir mikro-delik toplayict (MOC) igeren, yiiksek performansli, hassas,
partikiilleri fraksiyonlarina ayiran bir ayristiricidir (Sekil 2.19.). Sagladigi kullanim
esnekligi ve yiiksek verim sayesinde inhaler arastirma laboratuvarinda yaygin olarak
tercih edilmektedir. Partikiil siniflandirma islemini iyilestirmek {izere tasarlanan yeni

aksesuarlarin eklenmesi ile tekrarlanabilirlik ve verimlilik artmaktadir (101, 190).

ACI ve Next Generation Impactor arasinda partikiil biiyiikliigi dagilimlari
acisindan iyi bir korelasyon oldugu goriilmiistiir, fakat bu durum, tiim KTI'ler igin

degistirilebilir olduklar1 anlamina gelmemektedir (101, 190).
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Asama 1 Asamalar
(agi1zlik) arasi gecis

Mikro delikli
toplayici
plaka e

<«— Conta gbvdesi takili kapak

Yerlestirme pini
Yerlestirme pin girisi

Sabit alt cerceve

Sekil 2.19. Next Generation Impactor’iin sematik gosterimi (190).

Next Generation Impactor 6zellikleri asagidaki sekilde 6zetlenebilir:
Ilag endiistrisine 6zgiil olarak tasarlanmistir.
Avrupa ve Amerika Birlesik Devletleri Farmakopelerine kayitl bir yontemdir.
Partikiil blyiikligi araligi akis hizina bagh olarak 0,24 - 11,7 pm arasinda
degismektedir.
30 - 100 L/dk. akis hizlarinda 0,54 - 6,12 pm cutoff degerine sahiptir.
15 - 100 L/dk. arasindaki akis hizlarinda ¢alismak miimkiindiir.
Verim, dogruluk ve tekrarlanabilirlik kapasitesi yiiksektir.
7 asamalidir.
Asamalar arasi kayiplar az oldugu i¢in ilag geri kazanim yiiksektir.

Yar1 ve tam otomasyona uygundur.

15, 30, 60 ve 100 L/dk. akis hiz1 kosullarinda elde edilen cutoff degerleri

Tablo 2.3.’te verilmistir.
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Tablo 2.3. Farkli akis kosullar1 igin Next Generation Impactor ile saptanan cutoff

caplar1 (101).
Cutoff Cap1 (um)

Asamalar 15 L/dk. 30 L/dk. 60 L/dk. 100 L/dk.
Asama 1 14,10 11,76 8,06 6,12
Asama 2 8,61 6,40 4,46 3,42
Asama 3 5,39 3,99 2,82 2,18
Asama 4 3,30 2,30 1,66 1,31
Asama 5 2,08 1,36 0,94 0,72
Asama 6 1,36 0,83 0,55 0,40
Asama 7 0,98 0,54 0,34 0,24

MOC 0,70 0,36 0,14 0,07

Next Generation Impactor ii¢ ana boliimden olusur:

1. Sekiz toplama kab1 igeren tepsi

2. Tepsiyi desteklemek icin kullanilan alt ¢ergeve

3. Asamalar arasi gecitlerin bulundugu kapak ve piiskiirtiiciileri yerinde tutan

conta govdesi

2.5. Calu-3 Hiicre Hatti ile Permeabilite Calismalari

Etkin maddelerin permeabilitesi, toksisitesi veya klerensi gibi 6zelliklerini
inceleyebilmek i¢in hiicre kiiltiiri galigmalar1 yapilmaktadir. Akcigerlere uygulanan
ilaclarla calisirken; A549 (akciger alveol epitel hiicreleri), l6HBE140— (bronsial epitel
hiicreleri, 1 yas, erkek, kalp-akciger nakli hastasindan alinmistir), BEAS-2B
(adenoviriis 12 ve Simian virlis 40’1n hibrit viriisii ile 6liimsiizlestirilmis insan epitel
hiicreleri), NuLi-1 (Primer hava yolu epitel hiicrelerinin, hTERT ve HPV-16 E6/E7
eksprese eden retro viriislerle enfekte edilmesi ile elde edilir) gibi pek ¢ok hiicre hatt1
kullanilabilmektedir. Fakat insan hava yolu epitel bariyerini en iyi sekilde taklit eden,
bu nedenle inhalerlerin permeabilite ¢alismalarinda en c¢ok tercih edilen hiicre hatti,

insan bronsial epitel hiicreleri (akciger adenokarsinoma) olan Calu-3’tiir (193).

Calu-3 hiicreleri hem siviya batik (LCC) olarak hem de hava arayilizeyinde
(AIC) biiyiitiilebilmektedir. Bu hiicrelerin en 6nemli istlinliigli hava ara yiizeyinde

bliyiitiildiiklerinde hiicrenin hava tarafinda yani apikal yiizeyinde, akcigerlerde de
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oldugu gibi, mukus olusmasidir (194, 195). Yapilan ¢alismalar, morfoloji ve
permeabilite degerleri géz online alindiginda, hava ara yiizeyinde biiyiitiilen Calu-3
hiicrelerinin, siviya batik biiyiitiilen Calu-3 hiicreleri ile karsilastirildiginda akciger
yapisini1 (mukus iiretimi, trans-epitelyal direng, morfoloji ve transporter liretimi) daha

iyl yansittigini gostermistir (196, 197).

Calu-3 hiicre hatti ile bircok inhaler ilacin permeabilitesi incelenmistir.
Ornegin, salbutamol siilfat ve budesonid ilaglarinin permeabiliteleri arastiriimus,
permeabilitenin tasiyicinin partikiil biyiikliigiinden etkilendigi ve derisime bagl
olarak gergeklestigi gozlenmistir (194, 198). Bir baska galismada, Calu-3 hiicre hatti
kullanilarak siprofloksasin maddesinin permeabilite tayini yapilmis, siprofloksasinin

influx ve efflux substrati oldugu goériilmistiir (197, 199).
2.6.  Siprofloksasin

2.6.1. Fizikokimyasal Ozellikler

Siprofloksasin hidrokloriir monohidrat (1-siklopropil-6-floro-1,4-dihidro-4-
okso-7-(1-piperazinil)-3-kinolinkarboksilik asit hidrokloriir monohidrat) maddesinin

kimyasal formiilii Sekil 2.20.”’de verilmistir (200).

O O
OH

N N * HCI
Hl\(\) A « H,0

Sekil 2.20. Siprofloksasin hidrokloriir monohidratin kimyasal yapis1 (200).

Kapali formiilii C17H18FN3O3-HCI-H20 ve molekiil agirligi 385,82 g/mol olan
siprofloksasin hidrokloriir monohidrat sarimsi, kristal, higroskopik bir tozdur (200,

201). Siprofloksasinin ¢6ziiniirliik bilgileri Tablo 2.4.’te verilmistir.
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Tablo 2.4. Siprofloksasin hidrokloriir monohidratin ¢6ziiniirliik bilgileri (200, 201).

Coziicii Coziiniirliik
Su Coziiniir
Dehidrate alkol Cok az ¢oziiniir
Aseton Cozilinmez
Diklorometan Co6zlinmez
Etil asetat Co6zlinmez
Metanol Az ¢ozliniir

2.6.2. Farmakolojik Etki Mekanizmasi

Siprofloksasin akciger dokusuna iyi penetre olan genis spektrumlu
florokinolon grubu bir antibiyotiktir. Siprofloksasin ikinci kusak antibiyotik olup,
Gram-negatif pek ¢ok bakteriye ve Pseudomonas aeruginosa’ya en etkili (MiDso —
MiDgo: 0,25-1 mg/mL) kinolondur. Florokinolonlar; aminoglikozidler ve beta
laktamlarin aksine, intraseliiler ve ekstraseliiler patojenlerden kaynaklanan respiratuar
enfeksiyonlara kars1 etkilidir. Siprofloksasin, tiim kinolonlar gibi bakteriyel
topoizomerazlara etki ederek DNA sentezini inhibe eder, boylece bakterisidal etki
gosterir, aerobik gram-negatif comaklara karsi oldukg¢a diisiik derisimlerde (<I

mg/mL) etkilidir (202-205).

Siprofloksasin brons epiteli boyunca transepitelyal permeasyon ile akciger
dokusuna penetre olur. Literatiirde siprofloksasinin agirlikli olarak aktif influx (OCT,
OATP2B1) ve nispeten daha az efflux transporter (P-gp, MRPs ) substrati oldugu
belirlenmistir (197). Yapilan bir aragtirmada florokinolon antibiyotiklerinin aktif
transportla m1 yoksa pasif difiizyonla m1 gectigi incelenmistir. Inceleme sonucunda;
lipofilisite diistiik¢e aktif transportun daha fazla gozlendigi belirtilmis; Calu-3 hiicre
hatt1 kullanilarak siprofloksasin HCI, moksifloksasin HCI, grepafloksasin HCI,
levofloksasin, pefloksasin, norfloksasin florokinolonlarinin  permeabiliteleri
aragtirtlmig; florokinolonlarin, efflux transporter olan P-gp substrati olduklari
belirlenmistir (206).
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2.6.3. Farmakokinetik Ozellikler

Siprofloksasinin oral biyoyararlanim1 %70, absorpsiyon kinetigi ise
dogrusaldir. Oral alimdan 1-2 saat sonra maksimum plazma derisimine ulagilir.
Absorpsiyon antiasitler, aliiminyum, kalsiyum, demir, ¢inko, magnezyum igeren
preparatlarla azalir. Gida alimi1 plazmada maksimum derisime ulagmak icin gerekli
stireyi uzatir. Mide-bagirsak kanalindan hizla emilir ve yavas elimine olur. Plazma
yarilanma Omrii 4 saattir. Siprofloksasin, beyin-omurilik s1vis1 harig tiim viicut sivilari
ve dokularda dagilir. Eliminasyonda hepatik biyotransformasyon da etkilidir (202-
205, 207). Siprofloksasin BSS ve BDDCS siif IV ilagtir (208, 209).

2.6.4. Yan etkiler

Siklikla mide-bagirsak sistemi ile ilgili yan etkiler gozlenir. Bas agrisi, bas
donmesi, uyku bozukluklari, ruhsal durum degisiklikleri gibi bulgular, santral sinir
sistemine iligkin gézlenen yan etkilerdir. Alerjik reaksiyonlar ve karaciger fonksiyon

testlerinde yiikselmeler goriilmektedir (202-205).

2.6.5. Ticari Preparatlar

Oftalmik ¢ozeltileri (%0,2, Cetraxal®, Wraser Pharms), oftalmik merhemleri
(%0,3, Ciloxan®, Novartis Pharms Corp), oftalmik siispansiyonlar1 (%0,2, Cipro HC®,
Novartis Pharms Corp), enjeksiyonluk preparatlart (10 mg/mL, Cipro®, Bayer
HealthCare), oral siispansiyon i¢in toz preparatlari (250 mg /5 mL ve 500 mg /5 mL,
Cipro®, Bayer HealthCare), oral tabletleri (100 mg, 250 mg, 500 mg, 750 mg, Cipro®,
Bayer HealthCare), uzatilmis salim saglayan tablet preparatlar1 (212,6 mg ve 425,2
mg, Cipro XR®, Bayer Pharms) piyasada mevcuttur ve FDA tarafindan onaylidir
(210). Faz 3 klinik ¢alisma asamasinda olan siprofloksasin igeren KTI dozu 32,5 mg
olarak segilmistir (Bayer HealthCare, PulmoSphere™; Novartis) (36).

2.7. Levofloksasin

2.7.1. Fizikokimyasal Ozellikler

Levofloksasin hemihidrat ((-)-(S)-9-floro-2,3-dihidro-3-metil10-(4-metil-1-
piperazinil)-7-okso-7H-pirido[1,2,3-de]1,4-benzoksazin-6-karboksilikasithemihidrat)
maddesinin kimyasal formiili Sekil 2.21.’de verilmistir (211).
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OH

(\N N~ +1%H,0
H3C,N\) O\)\CH3

Sekil 2.21. Levofloksasin hemihidratin kimyasal yapis1 (211).

Kapali formiilii C18H20FN304-0.5H20 ve molekiil agirligi 370,38 g/mol olan
levofloksasin hemihidrat kati formunda iken kokusuz, sarimsi1 beyaz renkli, kristal bir
tozdur. Coziinlrlik bilgileri Tablo 2.5.°te verilmistir (212). Levofloksasin pH 1-8
arasinda pH’ya bagimli ¢oziiniirlikk géstermektedir (30-300 mg/mL) (213).

Tablo 2.5. Levofloksasin hemihidratin ¢oziintirliik bilgileri (212).

Coziicii Coziiniirliik
Su Az ¢oziiniir
Glasiyel asetik asit Kolay ¢oziiniir
PBS (pH 7,4) Coziiniir
Etanol Az ¢dziiniir
Metanol Zor ¢oziiniir
Kloroform Kolay ¢oziiniir

2.7.2. Farmakolojik Etki Mekanizmasi

Levofloksasin genis spektrumlu, gram-pozitif, gram-negatif ve atipik
respiratuar patojenlere karsi etkili bir florokinolon antibiyotiktir. Antibakteriyel
etkisini DNA giraz ve topoizomeraz IV’ inhibe ederek gosterir (214, 215).
Siprofloksasin ve ofloksasin ile kiyaslandiginda Streptococcus pneumoniae’ye karsi
daha etkili bir antibiyotiktir. Yaygin olarak solunum ve idrar yolu enfeksiyonlarinda
kullanilir. Polimorfontikleer 16kositlere iyi penetre oldugu i¢in enfeksiyon bolgesine

yiiksek miktarlarda ulasabilir.
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2.7.3. Farmakokinetik Ozellikler

Levofloksasinin mutlak biyoyararlanimi % 99°dur. Dagilim hacmi 1,1 L/kg’dir
ve proteinlere baglanmasi %24-38°dir. Degismemis ila¢ olarak dozunun %64-102’si
bobrekler yoluyla atilir. Yarilanma omrii 6-9 saat arasindadir (216). Levofloksasin
BSS sinif I, BDDCS simuf I ilagtir (208, 209).

2.7.4. Yan etkiler

Levofloksasin diger kinolonlarla karsilastirildiginda genellikle iyi tolere edilir,
en sik bildirilen yan etkiler mide bulantis1 ve ishaldir. Nadiren kardiyak ve hepatik yan
etkiler goriiliir. 7-10 giin siiresince giinde bir kez 250 mg veya 14 giin boyunca gilinde
bir kez 500 mg alinan ilacin iyi tolere edildigi gosterilmistir (216).

2.7.5. Ticari Preparatlar

Oral tabletleri (250 mg, 500 mg ve 750 mg, Levaquin®, Janssen Pharms),
enjeksiyonluk preparatlar1 (25 mg/mL, Levaquin®, Janssen Pharms), oral ¢ozeltileri
(250 mg/10 mL, Levaquin®, Janssen Pharms) piyasada mevcuttur ve FDA tarafindan
onaylidir (210). Levofloksasinin inhalasyon igin nebiilizer ¢6zeltisi dozu 240 mg’dir

(Quinsair®; Raptor Pharmaceuticals) (38).

2.8.  Asetilsistein
2.8.1. Fizikokimyasal Ozellikler

Asetilsistein N-Acetyl-L-cysteine maddesinin kimyasal formilii Sekil 2.22.°de
verilmistir (217).

O
HS OH

HN\H/CH3

O

Sekil 2.22. Asetilsisteinin kimyasal yapis1 (217).
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Kapali formiilii CsHoNOsS ve molekiil agirligi 163,2 g/mol olan asetilsistein
kat1 formunda iken beyaz veya renksiz kristal bir tozdur. Alkolde ve suda serbestge

¢oziiniir (218).

2.8.2. Farmakolojik Etki Mekanizmasi

N-asetilsistein indirgenmis glutatyonun ve L-sisteinin asetilenmis halidir.
Solunum hastaliklari, HIV enfeksiyonlari, kanser ve ¢esitli kalp hastaliklar1 gibi
hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. Kronik solunum sistemi hastaliklarinda
mukolitik ajan olarak kullanilir (219). N-asetilsistein hiicre membranini gegip hiicre
icinde sisteine donerek glutatyon tretimini arttirir (220). Glutatyonun fizyolojik
Onclisii olan sisteinin, kimyasal mutajenlere ve radyasyona karsi koruyucu 6zelliklere
sahip oldugu gosterilmistir (221). N-asetilsisteinin antioksidan ve antienflamatuar
etkileri de bulunmaktadir (222). Endotelyal disfonksiyon, pulmoner fibroz,
inflamasyon, invasyon, kikirdak erozyonu ve asetaminofen detoksifikasyonu azaltici

terapotik etkileri vardir (223).

2.8.3. Farmakokinetik Ozellikler

Siilfidril grubu igerdigi i¢in oral alimi sonrasinda gastrointestinal sistemden
hizlica emilir. Bagirsak ve karacigerde asetil grubu uzaklastirilarak metabolize edilir.
Oral kullanimindan 1 saat sonra en yiiksek plazma degerine ulasir ve 12 saat sonra

plazmadan tamamen temizlenir (224).

2.8.4. Yan etkiler

Anafilaktoid reaksiyonlar, cilt dokiintiisii, cilt kagintisi, eritem, trtiker, farenjit,

bulanti, hemoptizi, kusma, stomatit, ates, 6dem gibi yan etkileri bulunmaktadir.

2.8.5. Ticari Preparatlar

Enjeksiyonluk preparatlar1 (200 mg/mL, Acetadote®, Cumberland Pharms),
oral efervesan tablet preparatlar1 (500 mg ve 2,5 g, Cetylev®, Arbor Pharms LLC),
inhalasyon igin oral ¢dzelti preparatlari (%10 ve %20, Mucomyst®, Apothecon Inc Div

Bristol Myers Squibb) piyasada mevcuttur ve FDA tarafindan onaylidir (210).



46

2.9. Dornaz alfa
2.9.1. Fizikokimyasal Ozellikler

Deoxyribonuclease I (human recombinant),  kapali  formiilii
C1321H1995N3390396S9 ve molekiil agirligi 29249,6 g/mol olan dornaz alfa rekombinant
bir enzimdir (225). Calismamizda dornaz alfa kaynag1 olarak Pulmozyme® ticari isimli
piyasa preparatt kullanilmistir. Pulmozyme inhalasyon amaci ile kullanilan bir
¢oOzeltidir ve her bir mL sulu ¢6zelti 1 mg dornaz alfa, 0,15 mg kalsiyum kloriir dihidrat

ve 8,77 mg sodyum Kloriir igerir.

2.9.2. Farmakolojik Etki Mekanizmasi

Dornaz alfa Kkistik fibrozis hastalarinda 16kositlerin, bakterilerin ve
makrofajlarin parcalanmasina bagli olarak akciger sivisinda yiiksek miktarlarda
bulunan ekstraseliler DNA'yr parcalamakta, buna bagli olarak da balgamin
viskozitesini azaltarak mukosiliyer klerensi arttirmaktadir. Dornaz alfa, Kistik
fibrozisli hastalarda tekrarlayan enfeksiyonlarin tedavisinde mukolitik amagla
kullanilmaktadir. Klinik arastirmalar, tedavisine dornaz alfa dahil edilen kistik fibrozis
hastalarinda dispne, 6ksiiriik siklig1 ve gogiisteki konjestiyonun azaldigini gostermistir

(226-228).

Yang ve ark. yaptigt bir calismada siprofloksasin ve rekombinant
deoksiriboniikleaz ilaglar1 arastirilmistir. Calismada siprofloksasin ve rekombinant
deoksiriboniikleaz birlikte piiskiirtiillerek kurutulmus ve 5 pm’den kiigiik partikiil
boyutunda KTI elde edilmistir. Yardimci madde olarak dipalmitilfosfatidilkolin,
albumin ve laktoz kullanilmistir. Sonu¢ olarak siprofloksasin/rekombinant
deoksiriboniikleaz kombinasyonu ile tek basina siprofloksasine gore daha yliksek
antibiyotik aktivitesi elde edilmistir. Etkinlik, yapay balgam ortami (artificial sputum
medium) ile c¢alisilarak degerlendirilmis ve bu farkin mukolitik (rekombinant
deoksiriboniikleaz) kullanilmasindan kaynaklandigi belirtilmistir. Mukolitik kullanimi

ile siprofloksasinin hem ¢6ziinme hem de diflizyon 6zellikleri artmistir (26).

2.9.3. Farmakokinetik Ozellikler

Sicanlar ve maymunlardaki calismalar, intraven6éz uygulama sonrasinda

dornaz alfanin serumdan hizlica temizlendigini goéstermistir. 2,5 mg dornaz alfa



47

inhalasyonu, kistik fibrozis hastalarinda 15 dakika i¢inde, balgamdaki ortalama dornaz
alfa derisiminin yaklasik olarak 3 pg/mL derisime ¢ikmasini saglamaktadir. Dornaz
alfanin, proteazlar tarafindan metabolize edildigi bilinmektedir. Yarilanma omrii 3-4
saattir. Sicanlarla yapilan galigmalar, acorosol uygulama sonrasinda dornaz alfanin
akcigerlerden eliminasyon yarilanma omriiniin 11 saat oldugunu gostermistir.
Insanlarda, balgamdaki derisim, uygulamadan 2 saat sonra yariya diiserken balgam

reolojisi tizerindeki etkinin 12 saatten uzun bir siire devam ettigi gézlenmistir (229).

2.9.4. Yan Etkiler

Cilt dokiintiisti, trtiker, farenjit, larenjit, dispepsi, ates, ses boguklugu, dispne,
gogiis agrisi, oksiirtk, rinit gibi yan etkileri mevcuttur.

2.9.5. Ticari Preparatlar

2,5 mg/2,5 mL’lik inhaler icin ¢dzelti preparatlar1 (Pulmozyme inhalasyon

Soliisyonu®, Roche, Genentech) piyasada bulunmaktadur.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanmilan Kimyasal Maddeler, Aletler, Malzemeler

3.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Malzemeler

Asetilsistein

Asetonitril

BCA protein Kiti

Calu-3 hiicre hatt1

Dietileter

DMEM/Ham's F-12 hiicre ortami
Etanol

Fetal S1gir Serumu

Hank’in Salin Cozeltisi (HBSS)
HPMC kapsiilleri (boyut 3)
Insert (0,4 um)

Izopropil alkol

Levofloksasin hemihidrat
Metanol

Penisilin/Streptomisin

Plaka (12 kuyucuklu)

Plaka (96 kuyucuklu)

Potasyum fosfat monobazik
Potasyum hidrojen ftalat
Pulmozyme®

RSO01 inhaler aygiti
Siprofloksasin hidrokloriir
Sodyum hidroksit

Steril flask (25 cm?)

Tiazolil mavi tetrazolyum bromiir
Tripsin/EDTA (%0,25/%0,02)

Dr. Reddy’s Lab. / Hindistan
Sigma-Aldrich / Almanya
Thermo Fisher Scientific / ABD
ATCC/ABD
Sigma-Aldrich / Almanya
Biochrom / Almanya
Sigma-Aldrich / Almanya
Biochrom / Almanya
Biochrom / Almanya
Capsugel, Colmar / Fransa
Greiner Bio One / Almanya
Sigma-Aldrich / Almanya
Dr. Reddy’s Lab. / Hindistan
Sigma-Aldrich / Almanya
Biochrom / Almanya
Greiner Bio One / Almanya
Greiner Bio One / Almanya
Sigma-Aldrich / Almanya
Sigma-Aldrich / Almanya
Roche / Isvigre

Plastiape SpA / Italya

Dr. Reddy’s Lab. / Hindistan
Sigma-Aldrich / Almanya
Greiner Bio One / Almanya
Applichem / Almanya

Biochrom / Almanya



3.1.2. Kullanilan Aletler

Andersen Cascade Impactor
Bilyali degirmen

CO2’li inkiibator

Cevrik (inverted) mikroskop
Coziinme cihazi

Diferansiyel taramali kalorimetre

Diferansiyel taramali kalorimetre

Dry Powder Insufflator™ for Rat-Model DP-4-R

ELISA mikroplaka okuyucu
Etiv

Fourier Transform Infrared Spektrofotometresi

Hassas terazi AX200

Homojenizator

HPLC

HPLC dedektorii

HPLC kolonu

Laminar akisl hiicre kiiltiirti kabini
Manyetik karistiric

Mastersizer (Hydro2000S ve Scirocco 2000)
Millipore MilliQ su saflagtirma sistemi
pH metre

Piiskiirterek kurutma cihazi

Taramali elektron mikroskobu
Termogravimetrik analiz

Ultrasonik banyo

UV Spektrofotometre

X-Ism difraktometresi

Yatay calkalayicili su banyosu
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Copley Scientific / Ingiltere
Retch / Almanya

Sanyo / Japonya

Leica/ Almanya

Sotax CH-4123 / Isvicre
Mettler Toledo / Isvicre
Q100 V9.4 Build 287 / ABD
Penn-Century / ABD
VersaMax / ABD

Dedeoglu / Tiirkiye

Perkin Elmer / ABD
Shimadzu / Japonya
Microfluidics M-110P / ABD
Agilent / Almanya

Agilent / Almanya

Inertsil ODS-3V / Japonya
Faster BHG 2004 Biolab / Italya
Heidolph / Almanya
Malvern / Ingiltere

Millipore / Almanya
Sartorius / Almanya

Buchi B-290 / Isvigre
Quanta400F Field Emission/ABD
Mettler Toledo / isvigre
Advantage Lab. / Belgika
Shimadzu / Japonya

Rigaku Ultima-1V / Japonya

Memmert / Almanya
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3.2.  Etkin Maddeler Uzerinde Yapilan Fizikokimyasal incelemeler

Calismamizda etkin madde olarak kullanilan siprofloksasin, levofloksasin,
asetilsistein ve dornaz alfa maddelerinin UV spektrumlar1 ¢ekilmis; siprofloksasin,
levofloksasin ve asetilsistein maddelerinin fizikokimyasal 6zelliklerini tayin etmek
amaciyla Fourier Transform Infrared Spektrofotometresi (FT-IR), diferansiyel
taramal1 kalorimetrik analiz (DSC), termogravimetrik analiz (TGA), X-1s11 kirinimi
analizi (XRD), taramali elektron mikroskobu (SEM) goriintiilemesi ve partikiil
biyiikliigii dagilimi analizi yapilmistir. Dornaz alfa kaynagi olarak Pulmozyme®
(inhaler i¢in ¢6zelti) piyasa preparati kullanildigindan, yukaridaki analizler dornaz alfa

icin yapilmamaigtir.

3.2.1. Siprofloksasin, Levofloksasin ve Asetilsisteinin UV Spektrumu

Siprofloksasin, levofloksasin, asetilsistein ve dornaz alfa maddelerinin UV
spektrumlari, maddelerin 1x1 cm kuartz hiicreler igerisindeki 25 pg/mL'lik sulu
¢ozeltilerinin (dornaz alfa i¢in Pulmozyme® ¢dzeltisinin seyreltilmesi ile), 190 — 400
nm dalga boylar1 arasinda Shimadzu UV spektrofotometre (Japonya) kullanilarak
taranmasi ile elde edilmistir. Elde edilen spektrumlardan her maddeye iliskin

maksimum dalga boylar1 (Amaks) saptanmis ve literatiir bulgular ile karsilagtirilmisgtir.

3.2.2. Siprofloksasin, Levofloksasin ve Asetilsisteinin Fourier Transform
Infrared Spektrofotometresi (FT-IR)

Toz halindeki siprofloksasin, levofloksasin ve asetilsistein maddelerinin ve
siprofloksasin-asetilsistein,  levofloksasin-asetilsistein  fiziksel  karisimlarinin,
600-4000 cm™ dalga sayisi araliginda Perkin Elmer FT-IR spektrofotometresi (ABD)
ile spektrumlari ¢ekilmis ve elde edilen spektrumlar literatiir bulgular ile

karsilastirilmistir.

3.2.3. Siprofloksasin, Levofloksasin ve Asetilsisteinin Diferansiyel
Taramal Kalorimetri Analizi (DSC)

Siprofloksasin, levofloksasin ve asetilsistein maddelerinin DSC analizi,
Mettler Toledo DSC (isvi¢re) cihazi kullanilarak, siprofloksasin-asetilsistein,
levofloksasin-asetilsistein fiziksel karisimlarinin DSC analizi, DSC Q100 V9.4 Build
287 (ABD) cihaz1 kullanilarak yapilmistir. Aliiminyum panlar icerisine yerlestirilen
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orneklerin (5-10 mg) 10°C/dk. hizda, siprofloksasin, levofloksasin ve asetilsistein igin
sirastyla  25°C-350°C, 25°C-250°C, 25°C-140°C sicaklik araliklarinda, azot

atmosferi altinda DSC termogramlari ¢ekilmistir.

3.2.4. Siprofloksasin, Levofloksasin ve Asetilsisteinin Termogravimetrik
Analizi (TGA)

Siprofloksasin, levofloksasin ve asetilsistein maddelerinin TGA analizi,
METTLER Toledo TGA/DSC1 (Isvigre) cihazi kullanilarak yapilmigtir. Seramik
panlar igerisine tartilan Ornekler (5-10 mg), 80 mL/dk. azot gazi akisi altinda,
25°C’den 250°C’ye 10°C/dk. hizla 1sitilmis ve bu kosullar altinda TGA termogramlari
cekilmistir.

3.2.5. Siprofloksasin, Levofloksasin ve Asetilsisteinin X-Isim Kirmim
Analizleri (XRD)

Siprofloksasin, levofloksasin ve asetilsistein maddelerinin ve siprofloksasin-
asetilsistein, levofloksasin-asetilsistein fiziksel karisimlarinin XRD analizleri, Rigaku
Ultima-IV (Japonya) cihazi kullanilarak gerceklestirilmistir. Yaklasik olarak 5 mg
madde, iyice toz edilip plakalar arasina yerlestirilmis, 40 kV voltajda, 2°/dk. tarama

hizinda, 26:2—70° aras1 taranarak maddelerin XRD difraktogramlari elde edilmistir.

3.2.6. Siprofloksasin, Levofloksasin ve Asetilsisteinin Taramah Elektron
Mikroskobu ile Analizi (SEM)

Siprofloksasin, levofloksasin ve asetilsistein maddeleri altinla kaplandiktan

sonra QUANTA 400F Field Emission (SEM) cihazi ile ayr1 ayr1 goriintiilenmistir.

3.2.7. Siprofloksasin, Levofloksasin ve Asetilsisteinin Partikiil

Biiyiikliigii Dagilimi Analizi

Siprofloksasin, levofloksasin ve asetilsistein maddelerinin partikiil bitytkligi
dagilimi tayini i¢cin Mastersizer (Hydro 2000S ve Scirocco 2000) cihazi kullanilmistir.
Dornaz alfa kaynagi olarak Pumozyme® piyasa preparati ¢ozelti seklinde
kullamldigindan partikiil biiyiikliigii 6lciilememistir. Islem gérmemis siprofloksasin
ve levofloksasin etkin maddeleri uygun miktarda izopropil alkolde disperse edilmistir.

Elde edilen dispersiyonlar, obskiirasyon degerleri %5-15 arasinda olacak sekilde
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cihazin haznesine damlatilmig, 1750 rpm karistirma hizi altinda Malvern Mastersizer
Hydro 2000S (Ingiltere) cihazi ile maddelerin partikiil biiyiikliigi dagilimlar:
dlgiilmiistiir. Asetilsistein, Malvern Mastersizer Hydro 2000S (Ingiltere) cihazinda
kullanilmasi uygun olan birgok sivida ¢oziindiigii igin, s1vi igerisinde disperse edilerek
partikiil bliylikligl dagilimimin dl¢tilmesi miimkiin olmamistir. Bu nedenle kuru toz
seklindeki islem gormemis asetilsisteinin partikiil biyiikligii dagilimi, Malvern
Mastersizer Scirocco 2000 (Ingiltere) cihaz1 ve 5,40 mm agiz ¢apina sahip en kiigiik
tepsi kullanilarak, %2,33 obskiirasyon degerinde Olciilmiistiir. Siprofloksasin,
levofloksasin, asetilsistein ve izopropil alkol i¢in literatiirden elde edilen refraktif

indeks degerleri sirasiyla 1,655, 1,669, 1,520 ve 1,390’dir (230-233).

3.3.  Siprofloksasin, Levofloksasin ve Asetilsistein Maddelerinin Miktar

Tayini

Siprofloksasin, levofloksasin, asetilsistein maddelerinin miktar tayininde DAD
dedektorlii yiiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC) (Agilent, Almanya) sistemi
kullanilmistir. Icerik tekdiizeligi, ¢oziiniirliik, ¢oziinme, ACI ve permeabilite
calismalarinda kullanilan ortamlar géz oOniinde bulundurularak, her bir ortamda
kalibrasyon dogrusu ¢izilmistir. Siprofloksasin, levofloksasin ve asetilsisteinin HPLC
yonteminde mobil faz olarak metanol:25 mM KH2POs (fosforik asit ile pH 3’e
ayarlanmigtir) karisimi 28:72 oraninda kullanilmis ve ayrim Inertsil ODS-3V HPLC
kolonu (Japonya) ile gerceklestirilmistir. Miktar tayininde kullanilan kromatografik
kosullar Tablo 3.1.’de verilmistir.

Tablo 3.1. Siprofloksasin, levofloksasin ve asetilsisteinin HPLC ile miktar tayininde
kullanilan kromatografik kosullar.

Enjeksiyon hacmi | 5 uL
Akis hizi 1 mL/dk.

Dedektor DAD

Siprofloksasin ve levofloksasin i¢in 293 nm,
asetilsistein i¢in 214 nm

Kolon Inertsil ODS-3V 4,6 x 250 mm

metanol:25 mM KH2POys (fosforik asit ile pH 3’¢
ayarlanmistir) (28:72)

Sicaklik 40°C

Dalga boyu

Mobil faz
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3.3.1. Kalibrasyon Dogrusunun Cizilmesi

Siprofloksasin ve levofloksasin maddelerinin mobil faz i¢indeki 1000 pg/mL
derisimdeki stok cozeltileri, asetilsistein maddesinin mobil faz igindeki (1:2000
oraninda sodyum metabisiilfit igeren) 1000 pg/mL derisimdeki stok c¢ozeltisi
hazirlanmigtir. Hazirlanan stok ¢ozeltilerden hareketle 5-400 pg/mL derisim degerleri
arasinda ¢esitli derisimlerde siprofloksasin, levofloksasin ve asetilsistein ¢ozeltileri
hazirlanmistir. Bu ¢ozeltilerin HPLC ile analiz edilmesi sonucu elde edilen pik alanlari
ile 6 farkli kalibrasyon dogrusu ¢izilmistir. Elde edilen kalibrasyon dogrular1 iizerinde

istatistiksel degerlendirmeler yapilmistir.

3.3.2. Miktar Tayini Yonteminin Validasyonu

Analitik yontem validasyonu, kullanilan analitik yontemden elde edilen
verilerin  giivenilirligi hakkinda bilgi verir. Siprofloksasin, levofloksasin ve
asetilsisteinin in vitro miktar tayin yonteminin validasyonu i¢in dogrusallik, dogruluk,
kesinlik (tekrar edilebilirlik, tekrar elde edilebilirlik), duyarlilik, 6zgiinliik,
saptanabilirlik smir1 ve tayin edilebilirlik siniri, dayaniklilik (etkin maddenin
saptanmasi ve tayini asamasinda) gibi Ol¢iitler incelenmis ve sonuglar istatistiksel

olarak degerlendirilmistir.

Dogrusallik (Linearity)

Siprofloksasin, levofloksasin ve asetilsisteinin in vitro miktar tayini igin
kullanilan yontemde, sec¢ilen derisim arali§inda, artan derisim ile dogru orantili olarak
artan siprofloksasin, levofloksasin ve asetilsisteinin pik alanlar1 arasindaki iliskinin
dogrusal olup olmadig1 degerlendirilmistir. Hazirlanan stok c¢dozeltilerden (1000
ug/mL) hareketle yapilan seyreltmeler sonucunda hazirlanan 6rneklerin analizi Tablo
3.1.”de verilen HPLC kosullar1 kullanilarak gerceklestirilmistir. Pik alanlarina karsilik
gelen derisimlerden hareketle kalibrasyon dogrusu denklemi ve determinasyon

katsayisi1 elde edilmistir.

Dogruluk (Accuracy)

Dogruluk incelemesi, kullanilan analitik yontem ile elde edilen bulgularin

gercek degerlere yakiliginin gosterilmesi amaciyla yapilmaktadir. Tez calismasi
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kapsaminda, diisiik, orta, yiiksek olmak tizere ii¢ farkli derisimde (10 pg/mL, 100
pg/mL, 400 pg/mL) Oornek hazirlanmig, ayn1 giin icerisinde her bir 6rnek HPLC
yontemi ile 6 kez analiz edilmis, sonuglarin ger¢ek degerlere yakinligi, % geri kazanim
degeri hesaplanarak tayin edilmistir (Esitlik 3.1.). Varyasyon katsayist degerinin her
ti¢ derisim i¢in de %2’den kiigiik olmas1 dnerilmektedir (234, 235).

%Geri Kazanim=(Tayin Edilen Derisim/Eklenen Derisim)x100 (3.1)

Kesinlik (Precision)

Kesinlik, bir yontemin birbirini izleyen Olgiimleri arasindaki yakinligin
derecesini ifade etmektedir. Spesifik analiz kosullar1 altinda elde edilen bagimsiz
analitik sonuglar arasindaki uyumun derecesidir. Kesinlik, yalnizca tesadiifi hatalarin
dagilimi ile iligkilidir; bu nedenle sayisal bir degeri yoktur. Bir analitik yontemin
kesinligi istatistiksel acidan yeterli degerlendirmenin yapilacagi sayida, aym
derisimdeki ornekler art arda Olgiilerek aritmetik ortalama, standart sapma (SS) ve
varyasyon katsayist (VK) hesaplamasi ile degerlendirilir. Tekrar edilebilirlik
(repeatability) ve tekrar elde edilebilirlik (reproducibility) kesinligin ifade edilmesini
saglayan olgitlerdir (234, 235).

- Tekrar Edilebilirlik (Repeatability)

Ayni derisimdeki siprofloksasin, levofloksasin ve asetilsistein
cozeltilerinden hareketle, ayni laboratuvar, ayni analist ve ayni cihaz
kullanilarak gerceklestirilen 6l¢timlerde uyum ve uygunluk incelenmistir. Stok
cozeltiden 10 pg/mL ve 400 pg/mL (asetilsistein i¢in 10 pg/mL ve 300 pg/mL)
olacak sekilde diisiik ve yiiksek iki derisimde Ornekler hazirlanmis ve ayni
cozeltilerin pik alanlart HPLC ile, siprofloksasin ve levofloksasin i¢in 293 nm
ve asetilsistein i¢in 214 nm’de 6 kez ayr1 ayr1 okutulup, hesaplanmistir. Pik
alanlarina karsilik gelen derisimler icin ortalama, SS ve VK hesaplanmistir.
Analitik yontemin tekrar edilebilirliginin gosterilmesi i¢gin VK’nin %?2’den

kiigiik olmasi onerilmektedir (234, 235).
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- Tekrar Elde Edilebilirlik (Reproducibility)

Kullanilan analitik yontemin farkli deney zamanlarinda giivenilirliginin
kanitlanmasi i¢in yapilmaktadir. Stok ¢ozeltiden 10 pg/mL ve 400 pg/mL
(asetilsistein i¢in 10 pg/mL ve 300 pg/mL) olacak sekilde seyreltme yapilmis
ve aym derisimlerde 6 ayr1 ¢ozelti hazirlanmistir. Cozeltilerin pik alanlari
HPLC ile, siprofloksasin ve levofloksasin i¢in 293 nm ve asetilsistein i¢in 214
nm’de elde edilerek, ortalama, SS ve VK hesaplanmistir. Analitik yontemin
tekrar elde edilebilirliginin gosterilmesi i¢in VK’nin %2’den kiiciik olmasi

onerilmektedir (234, 235).
Ozgiilliik (Specificity)

Bir analitik yontemin 6zgiilliigii; ortamda bulunan etkin maddenin, yardimci
maddeler, safsizliklar veya pargalanma tirlinleri varliginda analiz edilebilmesi ile
degerlendirilir. Miktar tayini i¢in kullanilan analitik yontemin, sadece siprofloksasin,
levofloksasin ve asetilsisteine iligskin oldugundan emin olmak i¢in etkin maddelerin

analizlerinin yapildig1 kosullarda HPLC kullanilarak kromatogramlar incelenmistir

(234, 235).
Duyarhlik (Sensitivity)

Analiz yonteminin duyarliliginin belirlenmesine yonelik olarak saptanabilirlik
ve tayin edilebilirlik sinirlart incelenmistir. Saptanabilirlik (Limit of detection-LOD),
sinyal:giiriilti oranmmin 3:1 oldugu derisimdir. Miktar tayini smirt (Limit of
quantification-LOQ) ise, analizi yapilan maddenin kabul edilebilir dogruluk ve
tekrarlanabilirlikte tayin edilebilecegi en diisiik derisimdir. Bu deger sinyal:giiriltii
oraninin 10:1 oldugu derisimdir (234, 235).

Dayamkhlik (Stability)

Analiz siiresince kullanilan etkin maddenin dayanikli olup olmadiginin
saptanabilmesi i¢in yapilan bir validasyon olgiitiidiir. Siprofloksasin, levofloksasin ve
asetilsisteinin belirli bir derisimde hazirlanan ¢6zeltileri, 6l¢iim siiresince etkin
maddelerin  dayamikliliginin ~ gosterilebilmesi  i¢in, 25°C’de  bekletilerek

degerlendirilmistir. 400 pg/mL (asetilsistein i¢in 300 pg/mL) derisimde hazirlanan
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cozeltilerin absorbanslari, hazirlandigi anda, 4., 12. ve 24. saatlerde Olgiilerek,
derisimdeki degisim incelenmistir. Sonuclar arasindaki farkin anlamli olup olmadigi

istatistiksel olarak degerlendirilmistir (234, 235).

3.4. Dornaz Alfa Maddesinin Miktar Tayini

Dornaz alfa, enzim yapisinda bir madde oldugu i¢in miktar tayini, proteinlerin
miktar tayininde kullanilan Bicinchoninic Acid Assay (BCA) yontemi ile yapilmustir.
Bu amagla hazir BCA kiti kullanilmistir. Reaktif karigimini hazirlamak i¢in 50 kisim
A ile 1 kisim B reaktifleri karigtirllmistir. 96 kuyucuklu plakalara 25 pL 1000, 800,
600, 400, 200 pg/mL derisimlerde dornaz alfa (Pulmozyme®, 2,5 mg/2,5 mL) ¢ozeltisi
konulmus (n=6), lizerlerine 200 pL reaktif karisimi eklenmis, hafifce 30 saniye
calkalanmis, 37°C’de 30 dk. inkiibe edilmis, plaka tekrar oda sicakligina gelinceye
kadar beklenmis ve VersaMax marka ELISA Microplate Reader (ABD) kullanilarak
562 nm’de ol¢iim yapilmistir. Dornaz alfa derisimine kars1t BCA yonteminden elde
edilen absorbans degerleri ile kalibrasyon dogrusu c¢izilmistir. Formiilasyonlarda
bulunan siprofloksasin ve levofloksasin maddeleri de yukarida belirtilen sekilde

hazirlanmig ve 562 nm’de absorbans vermedikleri gosterilmistir.

3.5. Kuru Toz inhaler (KTi) Hazirlama Yo6ntemi

Calismamizda siprofloksasin ve levofloksasin antibiyotiklerinin, asetilsistein
ve dornaz alfa mukolitikleri ile kombine, tasiyicisiz (carrier-free) KTI
formilasyonlar1 hazirlanmistir. En Onemli amag, alveollere kadar ulasan
formilasyonlar gelistirmek oldugu icin, Oncelikli olarak, {iretilen tozlarin partikiil

biiyiikliigiiniin 5 um’den kii¢iik olmas1 hedeflenmistir.

3.5.1. On Formiilasyon Calismalar

On formiilasyon c¢alismalar1 kapsaminda oncelikle siprofloksasinin %1,5
derisimde distile su igerisindeki ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu ¢ozelti, Buchi Mini Spray
Dryer B-290 (isvicre) model piiskiirterek kurutma cihazi kullanilarak, 150°C giris
sicakligl, %5 pompa hizi, 667 L/sa gaz akis hizi, %80 aspirator ¢ekisi kosullarinda
puskiirtiiliip kurutulmustur. Elde edilen tozun partikiil biyiikligi dagilim
dlgiilmiistiir. Olgiim sonucunda 3,066 um (dio), 6,027 pm (dso) ve 11,142 um (dgo)
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hacim ¢ap1 degerleri elde edilmistir. Ulagilan partikiil boyutu Spm’den biiyiik oldugu

icin bu yontem uygun bulunmamastir.

Mannitol ve siprofloksasinin %1 derisimde sulu ¢d6zeltileri hazirlanmis,
yukarida belirtilen kosullarda piiskiirtiiliip kurutulmustur. Partikiil bliytikligt dagilimi
Ol¢iilmiis, dio degeri 5,947 pum, dso degeri 18,803 um, dgo degeri 84,846 um olarak
bulunmustur. Elde edilen partikiil boyutu Sum’den biiyiik oldugu i¢in bu yontem de

uygun bulunmamastir.

Etkin maddenin nonsolvent ve organik ¢o6ziicii varliginda piiskiirtiilerek
kurutulmasi ile, partikiil boyutunun, sulu ortam ve ¢6zen ¢oziicii olmasi durumuna
kiyasla kiigtldiigii bilinmektedir (236, 237). Bu nedenle piiskiirterek kurutma
asamasinda organik ¢6ziicii kullanilmasi uygun goriilmiistiir. Bu amacla, ortam olarak
izopropil alkol segilmistir. Siprofloksasin, izopropil alkolde ¢dzlinmedigi icin
siispansiyonu hazirlanip piskiirtiillerek kurutulmustur. Levofloksasinin izopropil
alkoldeki ¢oziiniirliigii oldukca diisiiktiir, bu nedenle seyreltik levofloksasin ¢ozeltisi

hazirlanarak piiskiirterek kurutma islemi uygulanmastir.

Piiskiirterek kurutma iglemi sirasinda, siispansiyon veya ¢ozeltiler dncelikle
damlaciklarina ayrilir, daha sonra olusan her bir damlacik kuruyarak bir partikiil
olusturur. Bu nedenle ¢ozelti veya siispansiyonun kati igerigi ne kadar az olursa elde
edilen partikiil boyutu o kadar kii¢iik olur. Ayrica, piiskiirtiilen slispansiyondan elde
edilen tozun partikiil biiylikliigli, slispansiyonun partikiil biiyiikligiinden kiiciik
olamayacag i¢in, pliskiirterek kurutma oncesi siispansiyonlarin partikiil biiytikligi
onemli bir parametredir. Bu amacla once bilyali degirmen yontemi ile Ogiitme
yapilarak yaklasik 2 pum partikiill boyutuna sahip siispansiyonlar elde edilmesi

hedeflenmistir.

Siprofloksasin, Tablo 3.2.’deki kosullarda, izopropil alkol igerisinde disperse
edilerek bilyali degirmen (Retch, Almanya) ile 6giitiilmiis, her bir ¢alismadan sonra

partikiil bliytikliikleri 6l¢tilmiistiir.
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Tablo 3.2. On formiilasyon calismalarinda siprofloksasinin bilyali degirmen ile
ogiitiilme kosullari.

0,5
Derisim (%) 1 300 rpm, 15 dk.
2
100
rpm 200 %1 derigim, 15 dk.
300
15
Siire (dk.) 60 %1 derigim, 300 rpm
120

Bilyal1 degirmen yontemi ile calisilirken partikiil biiyiikliigiinii etkileyen en
onemli parametreler; dispersiyonun kat1 igerigi (derisim), haznenin dolayisiyla
bilyalarin donme hiz1 (rpm) ve 6gilitme siiresidir. Elde edilen sonuclar goz oniinde
bulunduruldugunda, bu calisma kapsaminda en kritik parametrenin doniis hiz1 (rpm)
oldugu goriilmiistiir. Fakat 300 rpm doniis hizina ¢ikildigi halde istenilen partikiil
boyutuna ulasilamamistir. S6z konusu cihaz ile daha yiiksek rpm degerinde ¢alismak
miimkiindiir, fakat doniis hiz1 arttik¢a hazne icerisinde bilyalarin siirtiinmesi ile olusan
1s1 artmaktadir. Etkin maddemiz antibiyotik oldugundan, maddelerin stabilitesi goz

oniinde bulundurularak, bilyalarin doniis hizinin artirilmasi yoluna gidilmemistir.

Bilyali degirmen yontemi ile yaklagik 2 pm partikiil boyutuna diisiilemedigi
icin tez caligmasi kapsaminda bilyali degirmen, homojenizasyon ve piiskiirterek
kurutma yontemleri kombine olarak kullanilmistir. Yiiksek basin¢li homojenizatoriin
chamber pargasinin tikanmasimi 6nlemek amaciyla bilyali degirmen ile 6n dgiitme
yapilip, sonrasinda yiiksek basingli homojenizator ile solunabilir boyutta partikiiller

elde edilmistir.

Izopropil alkol igindeki siprofloksasin siispansiyonu (%1) bilyali degirmen ile
100 rpm, 60 dk. kosullarinda 6giitiilmiis, dio degeri 1,756, dso degeri 5,230, dgo degeri
21,754 pm olarak bulunmustur. Bu siispansiyon 20, 30, 40 ve 50 defa 20000 PSI
basing altinda Microfluidics M-110P model homojenizatorden (ABD) gegirilmis ve
partikiil boyutlar1 dl¢iilmiistiir. En kiiclik partikiil boyutuna 40 defa homojenizasyon
ile ulastlmistir (d10=0,082 um, ds0=0,277 um, dgo=1,450 um). Elde edilen partikiil

blytikligl, plskiirterek kurutma agamasina gegmek i¢in uygun bulunmustur.
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3.5.2. Formiilasyon Calismalari
On formiilasyon calismalarinda elde edilen veriler dogrultusunda Tablo 3.3.’te

verilen antibiyotik:mukolitik oranlarina uygun olarak formiilasyonlar tiretilmistir.

Tablo 3.3. Formiilasyonlarin teorik antibiyotik (siprofloksasin ve levofloksasin) ve
mukolitik (asetilsistein ve dornaz alfa) igerikleri.

KTi Antibiyotik icerigi (%) | Mukolitik tipi ve icerigi (%)
Siprofloksasin KTi 100,0 -
Siprofloksasin- o
asetilsistein KTi 90,4 Asetilsistein (9,6)
Siprofloksasin- « ®
dornaz alfa KTi 76,5 Pulmozyme®™ (23,5)
Levofloksasin KTi 100,0 -
Levofloksasin- e
asetilsistein KTi 90,4 Asetilsistein (9,6)
Levofloksasin- « ®
dornaz alfa KTi 76,5 Pulmozyme™ (23,5)

*Pulmozyme®’in dornaz alfa igerigi %10’ dur (w/w).

Bilyali Degirmen Yontemi

Siprofloksasin,  siprofloksasin-asetilsistein,  siprofloksasin-dornaz  alfa
formiilasyonlar1 i¢in gerekli miktarda siprofloksasin balon jojelere alinip izopropil
alkol ile 200 mL hacme tamamlanmistir. Bilyali degirmende, 16 adet 20 mm ¢apinda
agat bilya kullanilarak, 100 rpm’de 60 dk. ogitiilmiis, partikiil biiytikliikleri
Ol¢iilmiistiir. Bu islem sonucunda 25 pm’den kiigiik partikiil boyutu elde etmek yeterli

bulunmustur.

Levofloksasin,  levofloksasin-asetilsistein,  levofloksasin-dornaz  alfa
formiilasyonlar1 i¢in gerekli miktarda levofloksasin balon jojelere alinip 200 mL
hacme izopropil alkol ile tamamlanmistir. Siprofloksasin formiilasyonlart igin
kullanilan yontemle ayni kosullar altinda bilyali degirmenden gecirilmis, partikiil
boyutu olglilmiistiir. Homojenizatorde kullanilan chamber’in porlarinin tikanmasini

engellemek amaciyla 6n 6gtlitme yapilmastir.



60

Homojenizator Yontemi

Bu asamada, siprofloksasin iceren formiilasyonlar i¢in, yaklasik 2 um
boyutunda siprofloksasin partikiilleri igeren siispansiyonlar elde etmek amaglanmaistir.
Levofloksasin i¢in ise, levofloksasinin izopropil alkolde c¢oziinlrligi diisiik
oldugundan, homojenizasyon islemi ¢oOziinlrligli artirmak, ¢0zlinme siiresini

kisaltmak ve berrak ¢ozelti elde etmek amaciyla uygulanmistir.

Siprofloksasin, siprofloksasin-asetilsistein ve siprofloksasin-dornaz alfa
formiilasyonlari i¢in, bilyali degirmenden elde edilen siprofloksasin siispansiyonu 1:2
oraninda izopropil alkol ile seyreltilmistir. 20.000 PSI’da, 40 defa homojenizatorden

gecirilmistir.

Levofloksasin, levofloksasin-asetilsistein ve levofloksasin-dornaz alfa
formiilasyonlari i¢in, bilyali degirmenden elde edilen levofloksasin siispansiyonu 1:2
oraninda izopropil alkol ile seyreltilmistir. 20.000 PSI’da, ¢6ziinene kadar (10 defa)

homojenizatérden gecirilmistir.
Piiskiirterek Kurutma Yéntemi

Piiskiirterek kurutma yonteminden sonra 1-5 um ¢apinda partikiiller elde etmek

amaclanmustir.

Sadece siprofloksasin igeren formiilasyon igin, homojenizatérden elde edilen
siprofloksasin siispansiyonu Tablo 3.4.’te verilen kosullarda, manyetik karistirict ile

karistirilirken, piiskiirtiilerek kurutulmustur.

Siprofloksasin-asetilsistein formiilasyonu igin, homojenizatdrden elde edilen
siprofloksasin siispansiyonuna 50 mL izopropil alkol igerisindeki asetilsistein ¢ozeltisi
eklenmis, manyetik karistirict ile karistirilarak homojen bir karisim elde edilmistir.
Elde edilen karisim Tablo 3.4.’te verilen kosullarda, manyetik karistirici ile

kanigtirilirken, piiskiirtiilerek kurutulmustur.

Siprofloksasin-dornaz alfa formiilasyonu i¢in, homojenizatérden elde edilen
siprofloksasin siispansiyonuna dornaz alfa yani Pulmozyme® piyasa preparati

eklenmis, manyetik karistirici ile karistirilarak homojen bir karisim elde edilmistir.
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Elde edilen karisim Tablo 3.4.’teki kosullarda, manyetik karistirict ile karigtirilirken,
piiskiirtiilerek kurutulmustur. Pulmozyme® preparat1 igerisinde su bulundugu igin,
etkili bir kurutma saglamak amaciyla, giris sicakligi diger formiilasyonlardan farkl

olarak 85°C degil 90°C olarak sec¢ilmistir.

Sadece levofloksasin i¢eren formiilasyon i¢in, homojenizatdrden elde edilen
levofloksasin ¢ozeltisi, etkin madde oran1 %0,25 (a/h) olacak sekilde izopropil alkol

ile seyreltilip, Tablo 3.4.’teki kosullarda piiskiirtiilerek kurutulmustur.

Levofloksasin-asetilsistein formiilasyonu igin, homojenizatorden elde edilen
levofloksasin ¢ozeltisine 50 mL izopropil alkol igerisindeki asetilsistein ¢ozeltisi
eklenmis, etkin madde oran1 %0,25 (a/h) olacak sekilde izopropil alkol ile seyreltilmis,
manyetik karistiricr ile karistirilarak homojen bir karisim elde edilmistir. Elde edilen

karisim Tablo 3.4.’teki kosullarda piiskiirtiilerek kurutulmustur.

Levofloksasin-dornaz alfa formiilasyonu i¢in, homojenizatérden elde edilen
levofloksasin ¢ozeltisine dornaz alfa yani Pulmozyme® piyasa preparati eklenmis,
karisim etkin madde oran1 %0,25 (a/h) olacak sekilde izopropil alkol ile seyreltilmis,
manyetik karistirict ile karigtirilarak homojen bir karisim elde edilmistir. Elde edilen
karigim Tablo 3.4.teki kosullarda piiskiirtiilerek kurutulmustur. Pulmozyme®
preparati igerisinde su bulundugu i¢in, etkili bir kurutma saglamak amaciyla, giris

sicaklig diger formiilasyonlardan farkli olarak 85°C degil 90°C olarak se¢ilmistir.

Tablo 3.4. Piiskiirterek kurutma yontemi kosullari.

Formiilasvon Giris Pompa | Hava akisi Aspirator
y Sicakligi (°C) | (%) | (g-flow) L/sa (%)
Siprofloksasin 85 5 667 -40
Siprofloksasin -
Asetilsistein 85 > 667 -40
Siprofloksasin - 90 5 667 40
Dornaz alfa
Levofloksasin 85 5 667 -40
Levofloksasin - 85 5 667 .40
Asetilsistein
Levofloksasin - 90 5 667 40
Dornaz alfa




62

Fiziksel Karisim

Siprofloksasin ve asetilsistein 9,5:1 (a/a) oraninda, bir porselen kapsiil i¢inde

porselen spatiille tekdiize olacak sekilde karistirilarak fiziksel karigim elde edilmistir.

Levofloksasin ve asetilsistein 9,5:1 (a/a) oraninda, bir porselen kapsiil i¢cinde

porselen spatiille tekdiize olacak sekilde karistirilarak fiziksel karisim elde edilmistir.

Dornaz alfa, Pulmozyme® piyasa preparati icinde ¢ozelti olarak bulundugu icin

fiziksel karigim1 hazirlanmamastir.

36. Kuru Toz Inhaler Formiilasyonlar1 Uzerinde Yapilan

Fizikokimyasal Incelemeler

3.6.1. Siprofloksasin, Levofloksasin ve Asetilsisteinin Fourier Transform
Infrared Spektrofotometresi (FT-IR)

Siprofloksasin,  siprofloksasin-asetilsistein,  siprofloksasin-dornaz  alfa,
levofloksasin, levofloksasin-asetilsistein, levofloksasin-dornaz alfa
formiilasyonlarinin  FT-IR spektrumlari, Bolim 3.2.2.°de belirtilen kosullar

kullanilarak elde edilmistir.

3.6.2. Formiilasyonlarin Diferansiyel Taramah Kalorimetre ile Analizi
(DSC)

Siprofloksasin, siprofloksasin-asetilsistein,  siprofloksasin-dornaz  alfa,
levofloksasin, levofloksasin-asetilsistein, levofloksasin-dornaz alfa
formiilasyonlarinin  DSC analizleri; siprofloksasin ve levofloksasin igeren
formiilasyonlar i¢in sirasiyla 25°C-350°C, 25°C-250°C sicaklik araliginda, Mettler
Toledo DSC (Isvigre) cihazi kullanilarak, Bolim 3.2.3.’te belirtilen kosullar
kullanilarak yapilmustir.

3.6.3. Formiilasyonlarin Termogravimetrik Analizi (TGA)

Siprofloksasin, siprofloksasin-asetilsistein, siprofloksasin-dornaz alfa,
levofloksasin, levofloksasin-asetilsistein, levofloksasin-dornaz alfa
formiilasyonlarinin TGA analizi, Bolim 3.2.4.°te belirtilen kosullar kullanilarak

yapilmustir.
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3.6.4. Formiilasyonlarin X-Istm1 Kirimmm Analizleri (XRD)

Siprofloksasin,  siprofloksasin-asetilsistein,  siprofloksasin-dornaz  alfa,
levofloksasin, levofloksasin-asetilsistein, levofloksasin-dornaz alfa
formiilasyonlarinin XRD analizleri, Boliim 3.2.5.’te belirtilen kosullar kullanilarak

elde edilmistir.

3.6.5. Formiilasyonlarin Taramal Elektron Mikroskobu ile Analizi
(SEM)

Formiilasyonlarin SEM goériintiileri, Bolim 3.2.6.’da belirtilen kosullar

kullanilarak elde edilmistir.

3.6.6. Formiilasyonlarin Partikiil Biiyiikliigii Dagilimi Analizi

Malvern Mastersizer Hydro 2000S cihazi kullanilarak, hazirlanan
formiilasyonlarin partikiil biiyiikliigli dagilimlar analiz edilmistir. Formiilasyon
gelistirme asamasinda siprofloksasin, siprofloksasin-asetilsistein, siprofloksasin-
dornaz alfa formiilasyonlari i¢in, bilyali degirmen yontemi, homojenizasyon yontemi
ve piiskiirterek kurutma yonteminden sonra elde edilen partikiillerin biiyiikliik dagilimi
Malvern Mastersizer Hydro 2000S cihazi ile analiz edilmistir. Bilyal1 degirmen ve
homojenizasyon yontemi ile elde edilen siispansiyonlar, obskiirasyon degeri 5-15
arasinda olacak sekilde cihazin haznesine damlatilmis, 1750 rpm karistirma hizi ile
ultrason uygulanmaksizin dl¢lim yapilmistir. Piiskiirterek kurutma yonteminden elde
edilen siprofloksasin ve levofloksasin iceren KTI’lerin, uygun miktarda izopropil
alkoldeki dispersiyonlar1 hazirlanmis ve partikiil biiylikligii dagilimlart yukarida
belirtilen sekilde o6l¢iilmiistiir. Levofloksasinin izopropil alkolde diisiik bir
¢oziinlirliigi oldugu icin, levofloksasine doyurulmus izopropil alkol icerisinde ve

dispersiyon hazirlanir hazirlanmaz (~1 dk.) 6l¢iim yapilmistir.

3.7. Formiilasyonlarin Antibiyotik ve Mukolitik Iceriklerinin Tayini

Siprofloksasin i¢eren formiilasyonlardan 10’ar mg tartilmis, ayri ayri balon
jojelerde mobil faz ile 25 mL’ye tamamlanmistir. Elde edilen ¢6zeltiler, Boliim 3.3.’te
belirtilen kosullar kullanilarak HPLC ile analiz edilmis ve formiilasyonlardaki
siprofloksasin ve asetilsistein miktar1 bulunmustur. Deney her formiilasyon i¢in 3 defa

tekrarlanmistir.
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Levofloksasin iceren formiilasyonlardan 5’er mg tartilmis, ayri ayri balon
jojelerde mobil faz ile 10 mL’ye tamamlanmistir. Elde edilen ¢6zeltiler, Bolim 3.3.’te
belirtilen kosullar kullanilarak HPLC ile analiz edilmis ve formiilasyonlardaki
levofloksasin ve asetilsistein miktar1 bulunmustur. Deney her formiilasyon i¢in 3 defa

tekrarlanmistir.

Dornaz alfa iceren formiilasyonlardaki dornaz alfa igerigi, formiilasyonlarin
teorik olarak 250 ppm dornaz alfa igerecek sekilde ¢ozeltilerinin hazirlanarak Boliim
3.4’te belirtilen kosullar altinda absorbans degerlerinin saptanmasi ve Boliim 3.4.’te

elde edilen kalibrasyon dogrusunun kullanilmasi ile hesaplanmistir (n=6).

3.8.  Coziiniirliik Tayini

Siprofloksasin pH’ya bagiml ¢oziiniirlik gosterdiginden (238), mukolitik ajan
varliginda ¢oziiniirligiiniin degisip degismedigini incelemek amaciyla formiilasyonlar
icindeki siprofloksasin i¢in ¢oziiniirliikk deneyi yapilmistir. Referans olarak ise iglem

gérmemis siprofloksasin ile ¢oziiniirliikk deneyi yapilmistir.

Coziiniirlik deneyi, ¢oziinme ortaminda yani pH 6,4 (ftalat) tamponunda
yaptlmistir. Kistik fibrozis hastaliginda akciger pH’simin, sagliklt durumdaki
fizyolojik pH’ya gore daha asidik oldugu (pH 6,0-7,0), literatiir verilerinden saptandigi
i¢in, bu kosullar1 daha dogru yansitmasi1 amaciyla ortam pH’s1 6,4 olarak belirlenmistir
(239, 240). Preparat, oral olarak kullanilmadigindan, pH 1,2, 4,5 ve 6,8’de ¢oziiniirlik

deneyleri yapilmamustir.

Yatay calkalayicinin sicakligi termostatla 37+2°C’ye ve devir hizi 80 rpm
(devir/dk)’e ayarlanmistir. Olgiim yapilacak her saat icin (1, 6 ve 24. saat) kapakli
tiipler kullanilmigtir. Bu amagla, 20 mL’lik kapakl: tiiplere 30 mg siprofloksasin veya
30 mg siprofloksasin igcerecek sekilde formiilasyonlar konulmus, iizerine 15 mL
coziinme ortami eklenmistir. Kapakli tlipler yatay calkalayiciya yerlestirilmis,
belirlenen zaman araliklarinda (1, 6 ve 24. saat) 1,5 mL 6rnek alinmis ve 6rnekler
stiziilmistiir. Her bir 6rnek li¢ defa HPLC ile analiz edilmistir. Bu islem 3 tiip i¢in de

yapilmistir. HPLC analizi yapilarak siprofloksasinin ¢oziiniirliigli saptanmistir.
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3.9.  Coziinme Deneyi

Siprofloksasin ve levofloksasin i¢eren kuru toz inhaler formiilasyonlari igin
yayimlanmis resmi bir ¢dziinme ortami veya kosulu olmadigindan, literatiirde yapilan

calismalardan yararlanilmistir (241).

Cozlinme deneylerinde 75,69 mg siprofloksasine ve 130 mg levofloksasine
karsilik gelen kuru toz inhaler formiilasyonlar: kullanilmigtir (242). Coziinme deneyi
3740,5°C’de, aygit II (pedal) kullanilarak, 300 mL pH 6,4 tamponunda, 75 rpm donme
hiziyla yapilmistir.

Literatiirde ¢ozlinme ortami olarak, dilpalmitoilfosfatidil kolin gibi yiizey etkin
maddeler, phosphate buffered saline (PBS) i¢inde hazirlanilip kullanilmistir. Fakat 6n
calismalarimiz siprofloksasinin fosfat gruplariyla etkilestigini gostermistir, bu nedenle
siprofloksasin igin fosfat grubu igeren ortamlar kullanilmamistir (243). Ayrica
maddelerimizin ¢oziiniirligi, ylizey etkin madde kullanimini gerektirmeyecek kadar
yiiksek oldugu i¢in ylizey etkin madde igeren ortamlar tercih edilmemistir. Yiizey etkin
madde iceren ortamlarin tekrarlanabilirligi zor ve tamponlama kapasiteleri diisiiktiir
(241). Siprofloksasin ve levofloksasin maddeleri pH’ya bagimli ¢oztiniirliik gosterdigi
icin tamponlama kapasitesi yliksek ortamlar tercih edilmistir (238, 244). Coziinme
deneyi icin, kistik fibrozis hastaliginda akciger pH’sin1 iyi sekilde temsil ettigi ve
tamponlama kapasitesi yiiksek oldugu i¢in pH 6,4 tamponu ¢6ziinme ortami olarak
secilmigtir. Siprofloksasin iceren formiilasyonlar icin ftalat, levofloksasin igeren

formiilasyonlar i¢in fosfat tamponu kullanilmistir.

Cozlinme tayini, Sotax c¢oziinme tayini cthazi kullamilarak yapilmigtir.
Cozilinme ortamindan 5., 10., 15., 30., 45., 60., 90. dakikalar ve 2., 3., 4., 6., 8., 10.,
12. ve 24. saatlerde 2’ser mL Ornek alinmis ve ayni miktardaki taze ortam ¢oziinme
ortamina ilave edilmistir. Almman Orneklerde, ¢oziinen antibiyotik miktarlarinin
ylizdesi hesaplanmistir. Deney, formiilasyon ve kontrol gruplari i¢in 3 kez

tekrarlanmistir.

Coziinme deneyi siprofloksasin, siprofloksasin-asetilsistein, siprofloksasin-
dornaz alfa formiilasyonlari ile yapilmistir. Levofloksasin igeren formiilasyon ve islem

goérmemis levofloksasin ile de ¢oziinme deneyi yapilmis (n=3), her iki kosulda da 15
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dk.’da levofloksasinin  %95’1 ¢0ziindiigi i¢in levofloksasin igeren diger
formiilasyonlar (levofloksasin-asetilsistein, levofloksasin-dornaz alfa) ile ¢6ziinme
deneyi yapilmamistir. Her bir kuru toz inhaler formiilasyonu ve islem gérmemis
siprofloksasin ve levofloksasin i¢in, ¢oOziinen siprofloksasin ve levofloksasin

degerlerinin ylizdeleri, zamana kars1 grafige gecirilmistir.

Cozlinme siirelerinin hesaplanmasi asamasinda, Weibull esitligi kullanilmistir

(Esitlik 3.2.) (245).
log[-In(1-m)]=blog (t) - log a (3.2)

“m”, ¢ozlinen fraksiyonu ifade etmektedir ve t zaman noktasinda ¢oziinen
maddenin toplam madde miktarina oranlanmasi ile hesaplanmistir. Her zaman noktasi
icin hesaplanan log [- In (1 - m)] degerleri, log(t)’ye kars1 grafige gegirilerek dogru
denklemi elde edilmistir. [- In (1 - m)] degerinin 1 oldugu noktada “m” degeri
0,63212°dir. Elde edilen grafiklerden, etkin maddenin %63,2’sinin ¢dziinmesi igin
gerekli siire (T,) hesaplanmistir (Esitlik 3.3.).

a=(T)" (33)

Bu durum da ¢oziinme verilerinin basartyla karsilastirilabilmesini

saglamaktadir.

3.10. Formiilasyonlarin Anderson Cascade Impactor ile Aerodinamik

Ol¢iitlerinin Hesaplanmasi

Formiilasyonlarin aerodinamik parametreleri, USP 38 kriterleri géz Oniinde
bulundurularak, Andersen Cascade Impactor (ACI) (Copley Scientific, Nottingham,
Ingiltere) cihazi kullanilarak hesaplanmistir. ACI cihazi temel olarak, kauguk agizlik,
indiikksiyon aygitt (induction port), 8 adet ACI asamasi ve filtre pargalarindan
olugmaktadir. Cihazin tim parcalar1 ayrilmis, partikiillerin cihazin her agamasinda
bulunan plakalara tutunmasin1 saglamak i¢in Tween 20’nin etanol icerisindeki %1
(a/h)’lik cozeltisi ile ACI plakalar1 kaplanmis ve kurumalar1 ig¢in yeterli siire
beklenmistir. Cihaz pargalar1 bir araya getirilmis, Son asamada vakum pompasi da
cihaza baglanmistir. Formiilasyonlar, ayn1 miktarda (27,9 mg) antibiyotik baz

icerecek sekilde size 3 HPMC kapsiillerine (Capsugel, Colmar, Fransa) doldurulmus,
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dolu kapsiiller Aerolizer® tasariminda olan RSO1 inhaler aygitinin (Plastiape SpA,
Italya) kapsiil haznesine yerlestirilmistir. Aygit kapatilmus, tartilmis ve yanlarda
bulunan butonlara basilarak kapsiiliin delinmesi saglanmistir. Her bir ACI analizi i¢in
3 adet kapsiil kullanilmistir. Aygit ACI cihazinin agizlik pargasina takilmistir. Cihaz
60 L/dk. hava akis hiziyla, inhalerden 4 L hava akisini saglayacak sekilde 4 saniye
stire ile aktive edilmistir. Bu asamada siire kontrolii i¢in zaman ayarlayici, akis hizinin
kontrolii igin ise kalibre edilmis elektronik dijital akis dlger kullanilmistir. Cihaz
kapatildiktan sonra partikiillerin yerlesmesi i¢in 30 saniye beklenmistir. Inhaler aygit1,
kapsiil ¢ikarilmadan once tartilmis ve baslangi¢ tartimi ile aradaki fark hesaplanarak
aygit1 terk eden KTI miktar1 hesaplanmistir. Cihaz bu sekilde 2 defa daha ¢alistiriimis,
her defasinda tartilarak gerekli hesaplar yapilmistir. Inhaler aygiti, kapsiil, kauguk
agizlik, indiiksiyon aygiti, tim ACI cihazindaki basamaklar ve filtre, mobil faz ile ayr1
ayr1 yikanarak balon jojelerin igerisine alinmis, boylece bu kisimlarda tutunan
formiilasyonlar ayr1 ayr1 elde edilmistir (Sekil 3.1.). Her bir deney 3 defa tekrarlanmis
ve elde edilen drnekler HPLC ile analiz edilmistir. Islem sirasinda ortamin sicaklik ve

nem degerleri de Sl¢iilmiistiir.

"3
.mmmmum(mmlummumuuum(muu {

Sekil 3.1. a) I_slem sonrast ACI cihazinda, 5 numarali asama plakasinda tutulan toz,
b) Islem sonrasi 3 numarali plaka ve yikanmak tizere alindig1 cam kap.

Emitted dose (ED), yani inhaler aygitini terk eden doz; indiiksiyon aygiti, ACI
basamaklar1 ve filtreden elde edilen antibiyotik miktar1 olarak tanimlanmis ve bu
tanima goére hesaplanmigtir. Emitted dose yiizdesi, emitted dose’un, yiiklenen

antibiyotik dozuna oranlanmasi ile elde edilmistir. Kiitle ortalama aerodinamik ¢ap
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(KOAC), aerodinamik capin (log skalasi) fonksiyonu olarak kiimiilatif yiizde
antibiyotik miktar1 (olasilik skalasi) grafiginden elde edilmistir. ince partikiil dozu
(IPD) aerodinamik ¢ap1 5 pm’den kiigiik mikropartikiil miktar1 olarak hesaplanmustir.

Ince partikiil fraksiyonu (IPF), iPD ile ED’nin birbirine oran1 almarak hesaplanmustir.

3.11. Etkin Madde ve Formiilasyonlara Iliskin Gegirgenlik

(Permeabilite) Calismalar

Hazirlanan formiilasyonlardan etkin maddenin permeabilite (gegirgenlik)
caligmasi hiicre kiiltiirii kullanilarak yapilmistir. ilacin akcigerden permeabilitesini
incelemek i¢in, akciger epitel hiicrelerini ¢ok iyi taklit eden Calu-3 hiicreleri ile hiicre

kiiltiirli calismalar gerceklestirilmistir.

3.11.1. Calu-3 Hiicrelerinin Coziilmesi ve Cogaltilmasi

Pasaj sayilar1 28-32 arasinda olan Pulmoner epitel Calu-3 hiicreleri (HTB-55-
ATCC) permeabilite deneylerinde kullanilmistir. Calu-3 hiicreleri -180°C azot
tankindan alinarak kuru buza konulmustur. Dondurulmus Calu-3 igeren vial, 37°C su
banyosuna batirilarak biraz sivilasmasi beklenmistir. Laminar akis kabininde, Calu-3
igeren vial, tiipteki kiiltiir ortami tizerine tek seferde hizlica bosaltilmigtir. 1000 rpm’de
3 dk. santrifiijlendikten sonra iistte kalan kisim atilmistir. Coken hiicreler taze kiiltiir
ortaminda (%10 fetal bovine serum (FBS) ve %0,5 penisilin/streptomisin i¢eren
DMEM-Ham F-12) tekrar siispande edilip 25 cm?®lik hiicre Kkiiltiirii kabina
aktarilmistir. Calu-3 hiicreleri 37°C’de, nemli havada, %5 CO; igeren atmosferde

inkiibe edilmistir.

3.11.2. Pasajlama

Hiicreleri kaldirmak i¢in %0,25 tripsin-EDTA ¢d6zeltisi kullanilmistir. Hiicre
kiiltiir kaplarindaki (flask) kiiltiir ortami atildiktan sonra hiicreler pH 7,4 Phosphate
buffered saline (PBS) ile bir kez yikanmistir. Daha sonra flasklar, %0,25 tripsin-EDTA
cozeltisi eklenerek 10-15 dk. siireyle inkiibatorde tutulmustur. Tripsinin etkisini inhibe
etmek icin tripsin-EDTA igerisindeki hiicre siispansiyonu bekleme siiresi sonunda
besleme ortami iceren tiipe eklenmistir. Hiicre slispansiyonu 1:3 oraninda pasajlanarak

yeni kiiltiir kaplarina alinmis, inkiibatérde cogalmaya birakilmistir.
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3.11.3.MTT  Yontemi ile Calu-3  Hiicrelerinin  Canhhgimin

Degerlendirilmesi

MTT hiicre canlilik testi in vitro kosullarda hiicrelerin canliligina dayanarak
6l¢tim yapan kantitatif kolorimetrik bir yontemdir. Bir tetrazolyum tuzu olan MTT
(3(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir) sar1 renkli olup, yasayan
hiicrelerin mitokondrilerinde bulunan siiksinat-dehidrojenaz enzimine spesifik olarak
baglanmaktadir. Bu baglanmanin sonunda suda ¢6ziinmeyen koyu mavi renkte
formazan kristalleri olugsmaktadir. Formazan kristalleri, dimetil siilfoksit (DMSO) ve
izopropanol gibi organik ¢oziiclilerde ¢oziinmektedir. Cozlinmiis olan bu boya,
derisime bagimli olarak spektrofotometrik yontemle goriiniir dalga boylarinda
Olciilebilen bir absorbans vermektedir. Boylece dolayli olarak hiicrelerin metabolik

aktiviteleri ol¢iilmektedir (246).

Tripsinize edilen Calu-3 hiicreleri kuyucuk basma 100 pL DMEM-Ham F-12
icinde 5000 hiicre diisecek sekilde tripan mavisi ile sayilarak kuyucuklara eklenmis ve
tutunmalar1 i¢in 24 saat beklenmistir. Ertesi giin 100 pg/mL ve 500 pg/mL derisimde
DMEM-Ham F-12 i¢inde hazirlanan 6rnekler 100 pL hacimde 96 kuyucuklu plakalara
n=6 olacak sekilde uygulanmistir. Plakalar 24 saat boyunca 37°C’de %5’lik CO2’li
etiivde inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda 25 pLL MTT (5 mg/mL)
¢oOzeltisi kuyucuklara ilave edilmis ve 4 saat 37°C’de bekletilip, siire sonunda ortam
uzaklastirilmis ve kuyucuklara 200 pL dimetil stilfoksit (DMSO) eklenerek 570 nm’de
(kontrol amaciyla 450 ve 490 nm’lerde) absorbanslar mikroplaka okuyucu ile

okunmustur.

3.11.4. Gegis Cahsmalari i¢cin Hiicrelerin Hazirlanmasi

Pasaj sayis1 28-32 arasinda olan Calu-3 hiicre siispansiyonlar1 12 kuyucuklu
(1,13 cm?) insertlere (0,4 wum) tripan mavisi ile sayim yapildiktan sonra 5x10°
hiicre/cm? (247) olacak sekilde ekilmistir. Apikale 0,5 mL ve bazolaterale 1,5 mL
bliylime ortami eklenmistir. Plakalar 37°C’de %5 CO: igeren nemli havada inkiibe
edilmistir. Hava araylizeyinde hiicre kiiltiirii (AIC) olusturmak i¢in inkiibasyondan 10
giin sonra apikal yiizdeki s1v1 ¢ekilmis, sadece bazolateral ylizde ortam birakilmis ve
10 giin de bu sekilde inkiibe edilmistir (248). Siviya gomiilii hiicre kiiltiirii (LCC)

olusturmak icin ayni sekilde inkiibasyona devam edilmistir. Ortam giin asir
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degistirilmis, uygun TEER degerlerine ulasildiktan sonra permeabilite ¢aligmalar1 AIC
ve LCC hiicre kiiltiirleri igin ayr1 ayr1 yapilmistir (Sekil 3.2.).

Apikal Apikal
Hava arayiizeyinde
Sivi ortam olugan mukus
N B TRl tabakas1
(b T ey 1 I
I . S wudd Calu-3 *.; ‘ o | e,
Lo 20 s a8 sls v emphicreleri 4f v 2 2020 e ¢
| f J l
| ) _
Mikropor6z membran Rasoisfenl

Sekil 3.2. A) Siviya batik (LCC) ve B) hava arayiizeyinde (AIC) biiyiitiilmiis Calu-3

hiicrelerinin sematik gdsterimi.
3.11.5.Calu-3 Hiicrelerinin Biitiinliigiiniin Transepitel Elektriksel
Rezistans (TEER) Ol¢iimii ve Inverted Mikroskop Gériintiileri ile

Degerlendirilmesi

TEER 06l¢limii volt-ohm metre kullanilarak insertin iist ve alt kisimlarina
elektrot yerlestirilerek yapilir. TEER degeri, kiiltiir zamanu ile tipik olarak artar. Calu-
3 hiicre tek tabakalarinin TEER degerleri Millicell-ERS epitel volt-ohm metre ile
Olgtilmistiir. Kiiltiir ortamindaki hiicrelerin goriintiileri, ¢cevrik (inverted) mikroskop

kullanilarak ¢ekilmistir.

3.11.6. Ge¢is Calismalar

Tez kapsaminda etkin maddelerin (siprofloksasin ve levofloksasin)
permeabilitesi incelenmistir. Bu amagla Calu-3 hiicreleri uygun sekilde (s1viya batik —
LCC, hava arayiizeyinde — AIC) cogaltildiktan sonra, formiilasyonlar ve fiziksel
karigimlar ayri ayn apikal yiizeylere (AIC icin hava arayiizeyine) ¢ozelti olarak
uygulanmis; akcigerlerde alveollere ulasan fraksiyonu temsil ettigi diisiiniilen partikiil
boyutuna (5 pum) sahip formiilasyonlar ve fiziksel karisimlar ise kuru toz olarak
uygulanmistir. Transport ortami olarak 10 mM HEPES igeren HBSS tamponu
kullanilmistir. Cozelti olarak uygulanan formiilasyonlar ve fiziksel karisimlar, 250

pg/mL (0,65 mM) siprofloksasin, 430 pg/mL (1,161 mM) levofloksasin igeren
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derisimlerde 500 puL olarak her bir kuyucuga eklenmistir. Kuru toz olarak uygulanan
formiilasyonlar ve fiziksel karigimlar 3,7 mg siprofloksasin ve levofloksasin igerecek
sekilde tartilarak uygulanmistir. Formiilasyonlarin kuru toz olarak uygulanmasi
asamasinda Dry Powder Insufflator™ for Rat-Model DP-4-R aygit1 kullanilmistir
(Sekil 3.3.). S6z konusu aygit araciligiyla tozun hava ile acrosolize olmasi saglanmis,
elde edilen sonuglarin in vivo kosullari daha iyi taklit etmesi amaglanmistir. Dry
Powder Insufflator™ aygit1 1-5 mg araliginda toz ile kullanilabildigi i¢in, yapilan 6n

denemeler sonucunda belirtilen miktar se¢ilmistir.

Sekil 3.3. Dry Powder Insufflator™ for Rat — Model DP-4-R aygiti.

Formiilasyonlar uygulandiktan 2 saat sonra bazolateralden alinan ornekler
HPLC ile analiz edilerek derisim degerleri hesaplanmistir. Bu asamada etkin maddeler
icin gelistirdigimiz HPLC miktar tayini yontemleri ile elde edilen dogru
denklemlerinden yararlanilmigtir. Bazolateralde bulunan ortam hacmi bilindiginden
(1,5 mL) derisimden yola ¢ikilarak gec¢is yapan antibiyotik miktar1 hesaplanmustir.
Etkin maddeler i¢in goriiniir permeabilite katsayist (Papp) asagidaki formiille (Esitlik

3.4.) hesaplanarak formiilasyonlarin permeabilite degerleriyle karsilastiriimistir (196).

Transport Hizi

P, (3.4.)

PP " Hiicre kiiltiiri yiizey alanixBaslangi¢ derisimi
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3.11.7. istatistiksel Analiz

Elde edilen veriler ortalama+tstandart sapma (SS) veya ortalama+tstandart hata
(SH) olarak verilmistir. Partikiil biiyiikliigii verilerinin karsilastirilmasinda Mann-
Whitney U testi kullanilmistir. Analizler IBM SPSS Statistics Versiyon 23 programi
kullanilarak bilgisayar ortaminda gerceklestirilmistir. Gruplar arasindaki farkin
onemliligi, elde edilen p degerinin o yanilma diizeyinden biiyiik (p>a; istatistiksel
olarak anlamsiz) veya kiigiik (p<a; istatistiksel olarak anlamli) olmasina gore
degerlendirilmistir. Analitik yontem i¢in ise validasyon Olgiitlerinin varyasyon

katsayist (VK) degerleri hesaplanmustir.
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4. BULGULAR

4.1. Etkin Maddelerin Fizikokimyasal Ozellikleri Uzerine Yapilan

Cahismalar

4.1.1. Siprofloksasin, Levofloksasin, Asetilsistein ve Dornaz alfanin UV

Spektrumu

Siprofloksasin, levofloksasin, asetilsistein ve dornaz alfa maddelerinin 25
ug/mL derisimlerdeki ¢ozeltilerinin UV spektrumlarindan, maksimum dalga
boylarinin, sirastyla, 276,6 nm, 287,4 nm, 191,4 nm ve 192,0 nm oldugu tespit edilmis;
elde edilen verilerin literatiir bilgileri ile uyumlu oldugu gézlenmistir (Sekil 4.1.-Sekil
4.4.)).
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Sekil 4.1. Siprofloksasinin UV spektrumu (25 pg/mL).
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Sekil 4.2. Levofloksasinin UV spektrumu (25 pg/mL).
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Sekil 4.3. Asetilsisteinin UV spektrumu (25 ug/mL).
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Sekil 4.4. Dornaz alfanin UV spektrumu (25 pg/mL).
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4.1.2. Siprofloksasin, Levofloksasin ve Asetilsisteinin FT-IR Spektrumu

FT-IR spektrofotometresinde 4000-600 cm™ dalga sayilar1 arasinda kaydedilen
bulgular Sekil 4.5.-Sekil 4.9.’da verilmistir. Elde edilen spektrumlar literatiir ile
uyumludur (249-251).



77

"(WNd| % Yere|o NUOAISYUOY (o) uruisiAes e3[e) NWNNNAS Y- | 4 UIUISESHO[JOAST 9"y TIPS

voos o oo our oor1 o oE owr [ ouse

"((ouenLISUE.) WNB|I 9% eJe|o NUOAISYUO) (;.o) ututsikes eSeq) nunnyads Y[-| 4 uluIsesyo|yoldiS ‘G IMAS

FPBE3 3 uBR 2R UEY

L%




78

YeJe|o nuoAIsyuoy (;.wo) urursiAes e3req) nwnnads Y[-1 4 UurwisLes [9s

LOVNET TRV

voes

ong o o oori on

YIZ1} UTULIS[OPPEW UIQ)SIS[1}ASE 9A uIsesyo[jordiS 'g'y [PPS

ouse oo

wo
I-

L%

071

(18 60)

1%

"

58




79

eJejo nuoAIsyuoy (;.to) uruisies

e3[eq) nwnyads Y- 1] ururwisSuey [osyIZ1} UIULIO[OpPel UId)SIS[1}ose

“(wnep %
JA UISBSYO[JOAdT "6’ IIOS

o00e ooa oot

oozt oort

TS

oot ooat

oovz oosz ooze ooos

o0o0r

wo
I-

e dea

oz dee]

as 4

StrveT

T

£ o6z

ez6

L%




80

4.1.3. Siprofloksasin, Levofloksasin ve Asetilsisteinin Diferansiyel

Taramal Kalorimetre ile Analizi (DSC)

Islem gdérmemis siprofloksasin, levofloksasin, asetilsistein ve siprofloksasin-
asetilsistein ile levofloksasin-asetilsistein fiziksel karisimlari i¢in elde edilen DSC
termogramlarinin literatiirde verilen degerlerle uyumlu oldugu gozlenmistir.
Calismamizda siprofloksasin, levofloksasin ve asetilsisteinin erime noktalar
321,24°C, 233,32°C, 112,42°C olarak bulunmustur ve sonuglar literatiir bilgisi ile

uyumludur (Sekil 4.10.-Sekil 4.14.) (252-255).

" ekzotermik

0,0

Isitma hiz1

10,00 °Cmin~-1

~ -
N o-
z
N—"
—
U 5-
—
~
N .
—
a4
— 0o
] integral  -2214,56 m3
1 Normalize edilmis ~ -243,97 Jg~-1
7 Baslangig 314,24 °C
Pik 321,24°C
-Z‘Sj Bitis 325,78 °C
7 Sol sinir 282,00 °C
b Sagsmur 342,19 °C

&
=)

40 60 80 100 120 140 220 240
' L 1 '

260
' L

320

280 300
I . 1 L
T T

! '
T T T

340 °C
I

S S S
2 4 6 8 10 12 20 22

26 28 30

Sekil 4.10. Siprofloksasinin DSC analizi ile elde edilen termogram.

dk.



Is1 akis1 (W/g)

N gkzotermik

4
1 Integral ~ -591,56 mJ
b Normalize edilmis ~ -77,71 1lg™-1
Bl Baslangig 232,90 °C
| Pik 233,32°C
54 Bitis 237,59 °C
1 Sol simir 231,32 °C
Sag sir 241,45 °C
] Isitma hiz1 10,00 *Cmin”~-1
-6 40 60 a0 100 120 140 160 180 200 220 240 °C
e S S S Y S N S |
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 dk

Sekil 4.11. Levofloksasinin DSC analizi ile elde edilen termogram.
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Sekil 4.12. Asetilsisteinin DSC analizi ile elde edilen termogram.
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Sekil 4.13. Siprofloksasin-asetilsistein fiziksel karisiminin DSC analizi ile elde edilen
termogram.
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Sekil 4.14. Levofloksasin-asetilsistein fiziksel karisiminin DSC analizi ile elde edilen
termogram.
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4.1.4. Siprofloksasin, Levofloksasin ve Asetilsisteinin Termogravimetrik
Analizi (TGA)

Islem gdérmemis siprofloksasin, levofloksasin ve asetilsisteine ait, TGA analizi

sonuclar1 Tablo 4.1.”de ve Sekil 4.15.-Sekil 4.17.’de verilmistir.

Tablo 4.1. Islem gérmemis siprofloksasin, levofloksasin ve asetilsisteine ait, TGA
analizi sonucunda Olgiilen agirlik kaybi1 degerleri (ortalama+standart
sapma (SS), n=3).

Agirhik kaybi (%)
Islem gérmemis siprofloksasin 5,968+0,026
Islem gormemis levofloksasin 2,326+0,024
Islem gormemis asetilsistein TSA*

*TSA: Tayin sinirinin altinda

TGA analizi sonuglar1 incelendiginde, islem gormemis siprofloksasinin
% 5,968, islem gérmemis levofloksasinin % 2,326 oraninda neme sahip oldugu, islem

gérmemis asetilsisteinin nem igeriginin ise tayin sinirinin altinda oldugu goriilmiistiir.
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4.1.5. Siprofloksasin, Levofloksasin ve Asetilsisteinin X-Isim Kirmimi
Analizleri (XRD)

Islem gdérmemis siprofloksasin, levofloksasin, asetilsistein ve siprofloksasin-
asetilsistein  ile  levofloksasin-asetilsistein ~ fiziksel  karigimlarmin =~ XRD
difraktogramlar1 ve literatiirdeki etkin maddelere ait XRD difraktogramlar1 Sekil
4.18.-Sekil 4.22.’de verilmistir. XRD difraktograminda piklerin goriilmesi kristal yap1
varhigim gosterir. Amorf yap1 varliginda ise, XRD difraktograminda herhangi bir pik
gozlenmemektedir. Siprofloksasin, levofloksasin ve asetilsisteinin kristal yapida

oldugu difraktogramlarda agik bir sekilde goriilmektedir.

Siprofloksasin, levofloksasin ve asetilsisteinin  XRD difraktogramlari

literatiirde verilen difraktogramlarla uyumludur (249, 256-258).
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4.1.6. Siprofloksasin, Levofloksasin ve Asetilsisteinin Taramah Elektron

Mikroskobu ile Analizi (SEM)

Siprofloksasin, levofloksasin ve asetilsistein maddelerine ait SEM goriintiileri
Mastersizer ile elde edilen partikiil biiytikliikleri (siprofloksasin i¢in d10=3,136+0,162
um;  dsp=14,607+0,261 um; d9=43,232+1,068 pum; levofloksasin i¢in
d10=9,692+0,351 um; ds0=31,589+0,692 pum; deo=91,478+2,932 um; asetilsistein i¢in
d10=236,550+6,452 pm; ds0=386,370+8,371 um; dg=616,100+£13,822 um) ile
uyumludur (Sekil 4.23.-Sekil 4.25.). Islem gérmemis etkin maddelerin partikiil

biiyiikliigiiniin inhale edilebilir boyutun ¢ok tizerinde oldugu gorilmiistiir.

Sekil 4.23. Siprofloksasinin SEM goriintiisii (x5000).
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3
1/6/2015 HV mag WD | det |spot 100 ym
10:20:55 AM | 20.00 kV|1 000 x| 9.6 mm |[ETD| 3.0 METU CENTRAL LAB
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Sekil 4.25. Asetilsisteinin SEM goriintiisii (x100).

4.1.7. Siprofloksasin, Levofloksasin ve Asetilsisteinin  Partikiil

Biiyiikliigii Dagilimi Analizi

Islem gérmemis siprofloksasin ve levofloksasinin partikiil bityiikliigii dagilim1
tayini icin Malvern Mastersizer Hydro 2000S aleti kullanilmistir. Ardisik 6 6l¢iim
yapilmustir. Islem gérmemis asetilsisteinin partikiil biiyiikliigii dagilimi Malvern
Mastersizer 2000 kuru toz olgiim aygiti ile tespit edilmistir. Islem goérmemis
siprofloksasin, levofloksasin ve asetilsisteinin partikiil biyiikliigii dagilimi bilgileri

Tablo 4.2. ve Sekil 4.26.-Sekil 4.28.’de verilmistir.
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Sekil 4.26. Malvern Mastersizer 2000°den elde edilen partikiil biytkligi dagilimi
(kirmiz1 ¢izgi-islem gérmemis siprofloksasin; yesil ¢izgi-islem gormemis
levofloksasin).
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Sekil 4.27. Islem gdérmemis asetilsisteinin Malvern Mastersizer 2000 (kuru toz)’den
elde edilen partikiil biiytikliigii dagilimi.

Tablo 4.2. islem gérmemis

(ortalama+SS, n=6).

etkin maddelerin partikiil

biiyiikligi  dagilim

dio (um) dso (um) doo (um) Span
Siprofloksasin | 3,136+0,162 14,607+0,261 43,232+1,068 2,774+0,132
Levofloksasin 9,692+0,351 31,589+0,692 91,478+2,932 2,589+0,060
Asetilsistein 236,550+6,452 | 386,370£8,371 | 616,100+£13,822 | 0,982+0,02
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Sekil 4.28. Islem gormemis etkin maddelerin partikiil biiyiikliigii dagilim
(ortalama+SS, n=6).

4.2.  Siprofloksasin, Levofloksasin ve Asetilsistein Maddelerinin Miktar

Tayini
4.2.1. Miktar Tayini Yonteminin Validasyonu

Etkin maddelere ait miktar tayini yontemi; dogrusallik, dogruluk, kesinlik,

Ozglinliik, duyarlilik, dayaniklilik agisindan incelenmis ve sonuglar asagida verilmistir.
Dogrusallik (Linearity)

Hazirlanan stok cozeltilerden (1000 pg/mL) hareketle yapilan seyreltmeler
sonucunda farkli derisimlerdeki Orneklerin HPLC analizi yapilmistir. Hazirlanan
derisimlere karsilik gelen pik alanlarindan dogru denklemi elde edilmistir.
Tanimlayicilik  katsayis1  siprofloksasin, levofloksasin ve asetilsistein igin

R?=0,9999 olarak bulunarak denklemin dogrusallig1 gosterilmistir.

Kalibrasyon Dogrusu

Siprofloksasin, levofloksasin, asetilsistein i¢in kalibrasyon dogrulari ¢izilmis

ve dogrularin denklemi dogrusal regresyonla bulunmustur. Kalibrasyon dogrulari

Sekil 4.29.-Sekil 4.37.’de verilmistir.
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Sekil 4.29. Siprofloksasinin metanol:25 mM KH2PO4 pH:3 ((fosforik asit) 28:72)
mobil faz sistemindeki kalibrasyon dogrusu ve denklemi (ortalama+SH,

n=6).
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Sekil 4.30. Siprofloksasinin HBSS’de (permeabilite ortami) kalibrasyon dogrusu ve

denklemi (ortalama+SH, n=6).
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Sekil 4.31. Siprofloksasinin pH 6,4 ftalat tamponunda (¢Oziniirlik ve ¢oziinme
ortamlari) kalibrasyon dogrusu ve denklemi (ortalama+SH, n=6).
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Sekil 4.32. Levofloksasinin metanol:25 mM KH2PO4 pH:3 ((fosforik asit) 28:72)
mobil faz sistemindeki kalibrasyon dogrusu ve denklemi (ortalama+SH,
n=6).
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Sekil 4.33. Levofloksasinin HBSS’de (permeabilite ortami) kalibrasyon dogrusu ve
denklemi (ortalama+SH, n=6).

y =20,489x + 0,271
R2=0,9998

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450
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Sekil 4.34. Levofloksasinin pH 6,4 fosfat tamponunda (¢6ziinme ortami) kalibrasyon
dogrusu ve denklemi (ortalama+SH, n=6).



99

1200 -

1000 -

800 -

600 -

Pik Alam

400 1 y = 2.421x + 3,755

2 =
200 | R2=0,9999

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450
Derisim (ng/mL)

Sekil 4.35. Asetilsisteinin metanol:25 mM KH2PO4 pH:3 ((fosforik asit) 28:72) mobil
faz sistemindeki kalibrasyon dogrusu ve denklemi (ortalama+SH, n=6).
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Sekil 4.36. Asetilsisteinin HBSS’de (permeabilite ortami) kalibrasyon dogrusu ve
denklemi (ortalama+SH, n=6).
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Sekil 4.37. Asetilsisteinin pH 6,4 fosfat tamponunda kalibrasyon dogrusu ve denklemi
(ortalama+SH, n=6).

Maddelerin HPLC kromatogramlarinda da goriildiigii gibi levofloksasinin
alikonma zamani (tr) 10,253, siprofloksasinin alikonma zamani (tr) 13,516 (Sekil

4.38.), asetilsisteinin alikonma zamani (tr) 4,022 dakikadir (Sekil 4.39.).

mal ]|

53
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13.516
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Sekil 4.38. Metanol:25 mM KH:POs (pH:3,0) (28:72) mobil faz sistemindeki
siprofloksasin ve levofloksasine (100 pg/mL) ait HPLC kromatogrami
(A=293 nm).
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Sekil 4.39. Metanol:25 mM KH2PO4
asetilsisteine (400 ug/mL) ait HPLC kromatogrami (A=214 nm).

Dogruluk (Accuracy)

(pH:3.0) (28:72) mobil faz sistemindeki

Diistik, orta, yliksek olmak lizere ii¢ farkli derisim secilmis ve Orneklerin

analizi sonucunda bulunan degerler kalibrasyon dogrusunda yerine konularak derigim

ve yiizde geri kazanim miktarlar1 hesaplanmistir (Tablo 4.3.-Tablo 4.5.). Her iig

derisimde de varyasyon katsayisi degeri %2’den kiigiik bulunmustur.

Tablo 4.3. Siprofloksasinin metanol:25 mM KH2POs pH:3 ((fosforik asit) 28:72)
mobil faz sistemindeki 10 pg/mL, 100 pg/mL ve 400 pg/mL derisimleri

icin dogruluk sonuglar1 (n=6).

Ekle(l::gl;nll)le;isim Tayin ](E;gi;zilL]))erisim % Geri Kazamlan
400 | 100 | 10 | 403,672 | 99,736 | 9,835 | 100,918 | 99,736 | 98,350
400 | 100 | 10 | 407,567 | 98,067 | 9,933 | 101,892 | 98,067 | 99,332
400 | 100 | 10 | 404,021 | 99,987 | 10,070 | 101,005 | 99,987 | 100,695
400 | 100 | 10 | 407,556 | 98,230 | 9,884 | 101,889 | 98,230 | 98,841
400 | 100 | 10 | 393,701 | 100,019 | 9,933 | 98,425 | 100,019 | 99,332
400 | 100 | 10 | 401,196 | 99,529 | 9,955 | 100,299 | 99,529 | 99,550
Ortalama 402,952 | 99,261 | 9,935 | 100,743 | 99,261 | 99,350
SS 5,154 0,882 0,079 1,288 0,882 0,789
VK (%) 1,279 0,888 0,794 1,279 0,888 0,794
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Tablo 4.4. Levofloksasinin metanol:25 mM KH2PO4 pH:3 ((fosforik asit) 28:72)
mobil faz sistemindeki 10 pg/mL, 100 pg/mL ve 400 pg/mL derisimleri
i¢in dogruluk sonuglar1 (n=6).

Ekle;legI;IEE;iSim Tayin l(Edgi}glLl))erisim % Geri Kazamlan
400 | 100 | 10 394,345 | 99,748 | 9,968 | 98,586 | 99,748 | 99,683
400 | 100 | 10 392,276 | 101,518 | 10,038 | 98,069 | 101,518 | 100,385
400 | 100 | 10 396,611 | 100,515 | 9,968 | 99,153 | 100,515 | 99,683
400 | 100 | 10 396,580 | 98,555 | 10,166 | 99,145 | 98,555 | 101,656
400 | 100 | 10 402,909 | 98,389 | 10,135 | 100,727 | 98,389 | 101,349
400 | 100 | 10 395,949 | 99,160 | 9,929 | 98,987 | 99,160 | 99,289
Ortalama 396,445 | 99,647 | 10,034 | 99,111 | 99,647 | 100,341
SS 3,574 1,206 | 0,097 | 0,894 1,206 0,971
VK (%) 0,902 1,210 | 0,968 | 0,902 1,210 0,968

Tablo 4.5. Asetilsisteinin metanol:25 mM KH2PO4 pH:3 ((fosforik asit) 28:72) mobil
faz sistemindeki 10 pg/mL, 100 pg/mL ve 400 pg/mL derisimleri i¢in
dogruluk sonuglari (n=6).

Ekle(r:igl;l]zzl)'isim Tayin l(El:igi}f:llLl))erisim % Geri Kazamlan
400 | 100 | 10 | 397,383 | 98,730 | 9,842 | 99,346 | 98,730 98,418
400 | 100 | 10 | 395,401 | 98,482 | 10,007 | 98,850 | 98,482 | 100,070
400 | 100 | 10 | 397,590 | 99,597 | 9,966 | 99,397 | 99,597 99,657
400 | 100 | 10 | 395,855 | 99,184 | 10,172 | 98,964 | 99,184 | 101,722
400 | 100 | 10 | 396,888 | 100,671 | 9,924 | 99,222 | 100,671 | 99,244
400 | 100 | 10 | 395,731 | 99,184 | 9,883 | 98,933 | 99,184 98,831
Ortalama 396,475 | 99,308 | 9,966 | 99,119 | 99,308 99,657
SS 0,931 0,773 0,117 | 0,233 0,773 1,168
VK (%) 0,235 0,779 1,172 | 0,235 0,779 1,172
Kesinlik

- Tekrar Edilebilirlik (Repeatability)

10 pg/mL ve 400 pg/mL (asetilsistein i¢in 10 pg/mL ve 300 pg/mL)

olacak sekilde diisilk ve yiiksek iki farkli etkin madde derisimi
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secilmistir. Pik alanlarina karsilik gelen derisimler i¢in ortalama, SS ve
VK hesaplanmistir. VK’nin %2’den kii¢iik olmasi yontemin tekrar
edilebilirligini gostermektedir (Tablo 4.6.-Tablo 4.8.).

Tablo 4.6. Siprofloksasinin metanol:25 mM KH2PO4 pH:3 ((fosforik asit) 28:72)
mobil faz sistemindeki 10ug /mL ve 400 pg/mL derisimleri i¢in tekrar
edilebilirlik sonuglar1 (n=6).

Ornek Derisim (ug/mL) Ortalama=+SS VK (%)
10,069
10,058
10 pg/mL 10,069 10,041+0,056 0,561
10,069
9,927
10,058
406,218
404,352
404,832
400 pg/mL 404,747+0,864 0,213
403,610
404,974

404,494

Tablo 4.7. Levofloksasinin metanol:25 mM KH2PO4 pH:3 ((fosforik asit) 28:72)
mobil faz sistemindeki 10pg /mL ve 400 pg/mL derisimleri i¢in tekrar
edilebilirlik sonuglart (n=6).

Ornek Derisim (ng/mL) Ortalama=SS VK (%)
9,946
9,968
10 pg/mL 9,964 9,930+0,054 0,540
9,942
9,824
9,938
397,919
396,447
400 pg/mL 396,964 396,936+0,634 0,160
396,091 ’ '
396,959

397,235
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Tablo 4.8. Asetilsisteinin metanol:25 mM KH2POs pH:3 ((fosforik asit) 28:72)
(1:2000 oraninda sodyum metabisiilfit iceren) mobil faz sistemindeki
10pg/mL ve 300 pg/mL derisimleri i¢in tekrar edilebilirlik sonuglar

(n=6).

Ornek

Derisim (ug/mL)

Ortalama+SS

VK (%)

10 pg/mL

10,179

10,137

9,848

9,807

9,848

10,014

9,972+0,161

1,615

300 pg/mL

298,259

300,985

301,935

302,183

298,589

300,489

300,407+1,658

0,552

- Tekrar Elde Edilebilirlik (Reproducibility)
10 pg/mL ve 400 pg/mL (asetilsistein i¢in 10 ve 300 pg/mL) iceren 6

ayr1 ¢ozelti hazirlanmis ve ¢ozeltilerin pik alanlart HPLC ile 293 ve 214

nm dalga boyunda saptanmistir. Daha sonra, bu pik alanlarina karsilik

gelen derisimler i¢in ortalama, SS ve VK hesaplanmistir. VK’nin

%?2’den kii¢lik olmasi yontemin tekrar elde edilebilirligini gosterir

(Tablo 4.9.-Tablo 4.11.).
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Tablo 4.9. Siprofloksasinin metanol:25 mM KH2POs pH:3 ((fosforik asit) 28:72)
mobil faz sistemindeki 10pg /mL ve 400 pg/mL derisimleri i¢in tekrar elde
edilebilirlik sonuglar1 (n=6).

Ornek Derisim (ug/mL) Ortalama+SS VK (%)
10,058
10,156
10 pg/mL 9,992 10,058+0,142 1,413

9,807 ’ ’ ’
10,156
10,178
402,399
406,294
400 pg/mL il 401,679+5,154 1,283

406,283
392,428

399,923

Tablo 4.10. Levofloksasinin metanol:25 mM KH2PO4 pH:3 ((fosforik asit) 28:72)
mobil faz sistemindeki 10pug /mL ve 400 pg/mL derisimleri igin tekrar
elde edilebilirlik sonuglar1 (n=6).

Ornek Derisim (ng/mL) Ortalama+SS | VK (%)
9,968

10,038
9,968
10,166
10,135
9,929
395,728
398,042
397,994
397,963
399,909
397,332

10 pg/mL 10,034+0,097 0,968

400 pg/mL 397,828+1,348 0,339
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Tablo 4.11. Asetilsisteinin metanol:25 mM KH2PO4 pH:3 ((fosforik asit) 28:72)
(1:2000 oraninda sodyum metabisiilfit iceren) mobil faz sistemindeki 10
png /mL ve 300 pg/mL derisimleri icin tekrar elde edilebilirlik sonuglari

(n=6).

Ornek

Derisim (ng/mL)

Ortalama+SS

VK (%)

10 pg/mL

10,034

10,034

10,199

10,158

10,137

9,828

10,065+0,134

1,334

300 pg/mL

300,902

298,879

299,911

298,424

297,681

298,135

298,989+1,207

0,404

Ozgiilliik (Specificity)

Yapilan ¢aligmalarda kullanilan maddelerin, farkli zaman noktalarinda pik

verdigi; ¢oziinme, ¢Oziiniirlik ve permeabilite ortamlarinin etkin maddelerle ayni

noktalarda pik vermedigi gozlenmistir. Bu da HPLC yontemimizin ¢aligmalarimiz igin

0zgiil oldugunu, diger maddelerle girisim yapmadigin1 gostermektedir (Sekil 4.38.-

Sekil 4.46.).
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Sekil 4.40. Metanol:25 mM KH2PO4 (pH:3,0) (28:72) mobil faz sistemindeki dornaz
alfa maddesine (200 pg/mL) ait HPLC kromatogrami (A=293 nm).
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Sekil 4.41. pH 6,4 ftalat tamponu sistemindeki siprofloksasine (150 pg/mL) ait HPLC
kromatogrami (A=293 nm).
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Sekil 4.42. pH 6,4 fosfat tamponu sistemindeki levofloksasin maddesine (400 pg/mL)
ait HPLC kromatogram1 (A=293 nm).
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Sekil 4.43. 10 mM HEPES igeren HBSS transport ortamina ait HPLC kromatogrami
(A=293 nm).
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Sekil 4.44. 10 mM HEPES iceren HBSS transport ortaminda siprofloksasin maddesine
(400 pg/mL) ait HPLC kromatogrami (A=293 nm).
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Sekil 4.45. 10 mM HEPES igeren HBSS transport ortaminda levofloksasin maddesine
(400 pg/mL) ait HPLC kromatogrami (A=293 nm).
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Sekil 4.46. 10 mM HEPES igeren HBSS transport ortaminda asetilsistein maddesine
(400 pg/mL) ait HPLC kromatogrami (A=214 nm).

Duyarhlik (Sensitivity)

Yapilan analizler ve degerlendirmeler sonucunda siprofloksasin, levofloksasin
ve asetilsisteinin teshis sinir1 (Limit of detection-LOD), sirasiyla 0,098 ug/mL, 0,049
ug/mL, 0,487 pg/mL; tayin sinir1 (Limit of quantification-LOQ) ise sirasiyla, 0,328
ug/mL, 0,165 pg/mL, 1,624 pg/mL olarak bulunmustur.

Dayamkhhk

Siprofloksasin, levofloksasin ve asetilsisteinin belirli derisimlerde hazirlanan
cozeltileri,  analiz  siiresince  dayamikliliklarinmin =~ gosterilebilmesi  igin
degerlendirilmistir. Deney siiresi 24 saati gegmedigi i¢in, dayaniklilik 24 saat siireyle
incelenmistir. Bu siire boyunca, zamana kars1 derisim farklar1 istatistiksel olarak
anlamsiz bulunmustur (Mann-Whitney U testi, p>0.05). Bu sonuclar, maddelerimizin
HPLC’de analiz edildigi siire boyunca dayanikli oldugunu gostermektedir (Tablo
4.12.-Tablo 4.14.).
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Tablo 4.12. Siprofloksasinin metanol:25 mM KH2PO4 pH:3 ((fosforik asit) 28:72)
mobil faz sistemindeki dayanikliligi (n=6).

Zaman Derisim Hesaplanan Derisim ( pg/mL) ortalama +
(saat) (ng/mL) SS
0 400 403,644 £ 0,763
4 400 401,988 + 1,577
12 400 402,133 £5,013
24 400 402,582 + 5,045

Tablo 4.13. Levofloksasinin metanol:25 mM KH2PO4 pH:3 ((fosforik asit) 28:72)

mobil faz sistemindeki dayanikliligi (n=6).

Zaman Derisim Hesaplanan Derisim ( pg/mL) ortalama +
(saat) (ng/mL) SS
0 400 396,816 £ 0,334
4 400 396,121 + 1,344
12 400 395,716 +£2,998
24 400 394,932 + 3,744

Tablo 4.14. Asetilsisteinin metanol:25 mM KH2PO4 pH:3 ((fosforik asit) 28:72)

mobil faz sistemindeki dayanikliligi (n=6).

Zaman Derisim Hesaplanan Derisim ( pg/mL) ortalama +
(saat) (ng/mL) SS
0 300 298,365 + 0,653
4 300 300,017+1,558
12 300 298,228+1,227
24 300 299,217+1,667

4.3. Dornaz Alfa Maddesinin Miktar Tayini

Dogrusallik (Linearity)

Hazirlanan stok cozeltilerden (1000 pg/mL) hareketle yapilan seyreltmeler
sonucunda farkli derisimlerdeki drneklerin BCA analizi yapilmistir. Tanimlayicilik
katsayis1 dornaz alfa i¢in R?=0,9837 olarak bulunmus, kalibrasyon denkleminin

dogrusallig1 gosterilmistir.
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Kalibrasyon Dogrusu

Dornaz alfa i¢in kalibrasyon dogrusu ¢izilmis ve dogru denklemi dogrusal

regresyonla bulunmustur. Kalibrasyon dogrusu Sekil 4.47.”de verilmistir.

1,6 -
1,4 -
1,2 -

1 -
0,8 -
0,6 -
0,4 -
0,2 1

0

y =0,001x + 0,295
R2=0,9837

Pik Alam1

0 200 400 600 800 1000 1200
Derisim (ug/mL)

Sekil 4.47. Dornaz alfanin BCA yontemi ile elde edilen kalibrasyon dogrusu
(ortalama+SH, n=6).

Ozgiilliik (Specificity)
Tez calismasi kapsaminda, BCA yonteminin, dornaz alfa maddesi i¢in 6zgiil

oldugunu gostermek amaciyla siprofloksasin ve levofloksasin analiz edildiginde, bu

maddelerin 562 nm’de absorbans vermedigi gézlenmistir.

4.4. Formiilasyonlar Uzerinde Yapilan Fizikokimyasal incelemeler
4.4.1. Formiilasyonlarin FT-IR Spektrumlar:
Perkin Elmer (USA) FT-IR spektrofotometresinde 4000-600 cm™ dalga

sayilar1 arasinda formiilasyonlara ait kaydedilen FT-IR spektrumlarina ait bulgular

Sekil 4.48.-Sekil 4.53.’te verilmistir.
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4.4.2. Formiilasyonlarin Diferansiyel Taramalh Kalorimetre ile Analizi

(DSC)

Formiilasyonlar i¢in DSC analizinden elde edilen termogramlar Sekil 4.54.-
Sekil 4.55.’te verilmistir. Elde edilen sonuglar formiilasyona giren maddelerin erime
derecelerinin  degismedigini gostermektedir. Siprofloksasin ve levofloksasin
maddelerine ait erime dereceleri sirastyla 319,26-321,49°C ve 223,77-233,32°C

araliklar i¢erisinde bulunmustur.
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4.4.3. Formiilasyonlarin Termogravimetrik Analizi (TGA)
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Gelistirilen KTI’lere ait, TGA analizi sonuglar1 Tablo 4.15.’te ve Sekil 4.56.-

Sekil 4.61.’de verilmistir.

Tablo 4.15. Uretilen KTI’lere ait, TGA analizi sonucunda &lgiilen agirlik kaybi

degerleri.
Agirhik kaybi (%)
Sadece siprofloksasin iceren KTI TSA*
Siprofloksasin-asetilsistein iceren KT TSA*
Siprofloksasin-dornaz alfa iceren KTI 0,260+0,017
Sadece levofloksasin iceren KTI 2,246+0,011
Levofloksasin-asetilsistein iceren KTI 1,315+0,117
Levofloksasin-dornaz alfa iceren KTI 3,477+0,054

*TSA: Tayin sinirinin altinda
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4.4.4. Formiilasyonlarin X-Isim Kirinimi Analizleri (XRD)

Formiilasyonlarin XRD difraktogrami Sekil 4.62.-Sekil 4.67.’de verilmistir.
XRD difraktograminda piklerin goriilmesi kristal yap1 varligini gosterir. Amorf yap1

varliginda ise, XRD difraktograminda herhangi bir pik gézlenmemektedir.
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4.4.5. Formiilasyonlarin Taramal Elektron Mikroskobu ile Analizi

(SEM)

Formiilasyonlara ait SEM goriintiileri partikiil biyiikliigli dagilimi analizinden

elde edilen degerler ile uyumludur (Sekil 4.68.-Sekil 4.73.).

HV mag wD de{ spot 10 ym
M| 20.00 kV| 10 000 x [10.0 mm|ETD| 3.0 METU CENTRAL LAB

e
f

—_— ‘

o

r\\

- 4 &)
y

%

5 H\ mag WD det sbot
\M | 20.00 kV|30 000 x|10.1 mm|ETD| 3.0 METU CENTRAL LAB

o
y 1
|
\
%

Sekil 4.68. Sadece siprofloksasin igeren KTI formiilasyonuna ait SEM goriintiileri
(swrastyla x10000 ve x30000) (Mastersizer Ol¢iim sonuglart: dio=
0,111£0,009 um, dso= 0,787+0,009 pm, deo= 1,926+£0,099 pm;
ortalama+SS).
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. - .
1/6/2015 | HV mag | WD | det — [ YT E—
9:38:11 AM | 20.00 kV/| 10 000 x|10.1 mm| ETD METU CENTRAL LAB

sl
2015 | HV mag WD | det | spot 3um
AM |20.00 kV |30 000 x|10.1 mm|ETD| 3.0 METU CENTRAL LAB

Sekil 4.69. Siprofloksasin ve asetilsistein igeren KTI formiilasyonuna ait SEM
gorlntiileri (sirastyla x10000 ve x30000) (Mastersizer Ol¢iim sonuglart:
dio= 0,099+0,010 pm, dso= 0,726+0,028 um, dgo= 1,838+0,126 pm;
ortalama+SS).
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5 HV mag WD det | spot
AM [20.00 kV |10 000 x| 10.0 mm|ETD| 3.0

1/6/2015 | HV mag WD det | spot
9:41:27 AM [20.00 kV| 30 000 x [10.0 mm|ETD| 3.0

Sekil 4.70. Siprofloksasin ve dornaz alfa igeren KTI formiilasyonuna ait SEM
gorlntiileri (sirastyla x10000 ve x30000) (Mastersizer Ol¢iim sonuglart:
dio= 0,087+0,001 pm, dso= 1,358+0,039 um, dgo= 2,490+0,052 pm;
ortalama+SS).
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1/6/201¢ g Oum
9:50:03 METU CENTRAL LAB

- < O

1/6/2015 | HV ] mag WD | det |spot 3um
9:49:46 AM [20.00 kV |30 000 x| 10.0 mm |ETD| 3.0 METU CENTRAL LAB

Sekil 4.71. Sadece levofloksasin iceren KTI formiilasyonuna ait SEM goriintiileri
(swrastyla x10000 ve x30000) (Mastersizer Ol¢iim sonuglari: dio=
1,348+0,002 pm, dso= 2,100+£0,003 pm, dgo= 3,445+0,012 pm;
ortalama+SS).



133

b Vs .
1/6/2015 HV mag wD det | spot
10:06:14 AM | 20.00 kV| 10 000 x |10.1 mm |ETD| 3.

1/6/2015 HV [ETe] WD det |spot — 3pm
10:00:49 AM |20.00 kV| 30 000 x |10.1 mm|ETD| 3.0 METU CENTRAL LAB

Sekil 4.72. Levofloksasin ve asetilsistein iceren KTI formiilasyonuna ait SEM
goriintiileri (sirasiyla x10000 ve x30000) (Mastersizer 6l¢iim sonuglari:
dio= 1,250+0,014 pm, dso= 1,986+0,029 um, dgo= 3,358+0,047 pm;
ortalama+SS).
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1/6/2015 HV mag WD det |spot g 10 ym
M |20.00 kV| 10000 x| 9.9 mm |ETD| 3.0 METU CENTRAL LAB

\ i ol W
1/6/2015 HV mag WD det | spot 3pm
10:08:07 AM | 20.00 kV|30 000 x| 9.9 mm [ETD| 3.0 METU CENTRAL LAB

Sekil 4.73. Levofloksasin ve dornaz alfa iceren KTI formiilasyonuna ait SEM
gorlntiileri (sirastyla x10000 ve x30000) (Mastersizer Ol¢iim sonuglart:
dio= 1,326+0,009 pm, dso= 2,142+0,008 um, dgo= 3,673+0,065 pm;
ortalama+SS).

4.4.6. Formiilasyonlarin Partikiil Biiyiikliigii Dagilimi Analizi

On formiilasyon ¢aligmalari sirasinda siprofloksasinin, farkli kosullarda bilyali
degirmen ile Ggiitiilmesi sonrasinda elde edilen partikiil biiytikligii degerleri (dgo)

Sekil 4.74.’te verilmistir.
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Sekil 4.74. Siprofloksasinin, Tablo 3.2.’de verilen kosullarda, bilyali degirmen ile
ogltiilmesi sonrasi elde edilen partikiil biiyiikliikleri (ortalama+SS, n=6).

Izopropil alkol iginde %1 derisimdeki siprofloksasin siispansiyonunun bilyali
degirmen ile 100 rpm, 60 dk. kosullarinda 6giitiilmesi ile elde edilen siispansiyonun
(d10=1,756 pum, ds0=5,230 pum, dgo=21,754 pum), yiiksek basingli homojenizator ile
homojenize edilmesi sonucu elde edilen partikiil biiyiikliigii (deo) Sekil 4.75.°te

1,5

g 1,0

0,5

0,0
20 30 40 50

Homojenizasyon sayisi

verilmigtir.

Sekil 4.75. Siprofloksasinin homojenizasyondan sonraki partikiil biiyikligi (deo)
(ortalama+SS, n=6).

Siprofloksasin iceren formiilasyonlarin partikiil biiyiikligli dagilimi tayini i¢in
Malvern Mastersizer Hydro 20008 aleti kullanilmistir. i¢ fazin refraktif indeksi 1,655;
dis fazin (izopropil alkol) ise 1,390 olarak alimmistir. Ardisik olarak 6 Olgiim

yapilmustir.
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Levofloksasin i¢eren formiilasyonlarin partikiil biiylikliigli dagilimi tayini i¢in
Zetasizer Nano Series Nano ZS aleti kullanilmistir. I¢ fazin refraktif indeksi 1,669; dis

fazin (dietileter) ise 1,350 olarak alinmistir. Ardisik olarak 6 dlglim yapilmistir.

Formiilasyonlarin partikiil biiytikliigii degerleri Tablo 4.16. ve Sekil 4.76.-Sekil
4.79.’da verilmistir.

Tablo 4.16. KTI formiilasyonlarmin partikiil bilyiikliigii dagilimi (ortalama+SS, n=6).

KTi

dio (um)

dso(pm)

doo(pm)

Span

Siprofloksasin

0,111+0,009

0,787+0,009

1,926+0,099

2,307+0,089

Siprofloksasin
ve asetilsistein

0,099+0,010

0,726+0,028

1,838+0,126

2,410+0,135

Siprofloksasin
ve dornaz alfa

0,087+0,001

1,358+0,039

2,490+0,052

1,771+0,043

Levofloksasin

1,348+0,002

2,100+0,003

3,445+0,012

0,998+0,005

Levofloksasin
ve asetilsistein

1,250+0,014

1,986+0,029

3,358+0,047

1,062+0,005

Levofloksasin
ve dornaz alfa

1,326+0,009

2,142+0,008

3,673+0,065

1,096+0,030

12
10

Hacim (%)

=D MR O

01

0.1

1

10

Partikiil bitytikliigii (um)

100

1000

3000

Sekil 4.76. Malvern Mastersizer 2000 ile elde edilen partikiil biiyiikligi dagilimi
(kirmiz1 gizgi-sadece siprofloksasin iceren KTI, yesil ¢izgi-siprofloksasin
ve asetilsistein igeren KT, mavi ¢izgi-siprofloksasin ve dornaz alfa igeren

KTI).
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15
S 1w
S
.G 5
(38}
I
801 0.1 1 10 100 1000 3000
Partikiil biiyiikliigi (um)

Sekil 4.77. Malvern Mastersizer 2000 ile elde edilen partikiil biiytikliigii dagilimi
(vesil ¢izgi-sadece levofloksasin igeren KTIi, kirmiz1 ¢izgi-levofloksasin
ve asetilsistein i¢ceren KTI, mavi ¢izgi-levofloksasin ve dornaz alfa igeren

KTI).
2,5 m Siprofloksasin KTi
m Siprofloksasin+Asetilsistein KTI
e 2 = Siprofloksasin+Dornaz alfa KTi
3.
£
= 1,5
=
=
O
é 1
5
~
0,5
0

le d50 d90

Sekil 4.78. Siprofloksasin iceren kuru toz inhaler formiilasyonlarinin partikiil
biiyiikliigii dagilimi (ortalama+SS, n=6).
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m Levofloksasin KTI

35 ® Levofloksasin-asetilsistein KTI

Partikiil bityiikliigii (um)
BN
(&) ] o

=
o

L
Ul

o
[=)

d1o

m Levofloksasin-dornaz alfa KTi

dso

doo

Sekil 4.79. Levofloksasin igeren kuru toz inhaler formiilasyonlarinin ortalama partikiil

buytikliigii (ortalama+SS, n=6).

4.5. Formiilasyonlarin Antibiyotik ve Mukolitik i¢eriklerinin Tayini

Uretilen inhaler formiilasyonlarinin, HPLC ve BCA kiti ile analizleri sonucu

elde edilen ilag icerikleri Tablo 4.17.’de verilmistir.

Tablo 4.17. Uretilen formiilasyonlarim teorik ve pratik ilag igerikleri.

Antibiyotik icerigi (%)

Mukolitik icerigi (%)

iceren KTi

F il 1

ormulasyoniar Teorik Pratik Teorik Pratik
Sadege siprofloksasin 100,0 98,0+1,4 - -

iceren KTI
Slproflo.ksa3|n-ase.t|IS|ste|n 90,4 91,0+0,6 9,6 6,6:0,4

iceren KTI
Slproflo.ksasm-dotnaz alfa 76,5 79,5+0,3 2.4 2,6+0,2

iceren KTI

Sadece levofloksasin iceren
KTi 100,0 95,5+1,4

Levoflo!<sasm-ase:uIS|ste|n 90,4 83,4+1,0 9,6 5,7+0,5

iceren KTI
Levofloksasin-dornaz alfa 76,5 69,9+0.4 2.4 3,0+0,4
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4.6. Coziniirliik Tayini

Yapilan caligmalarda ¢oziiniirliigiin tam doygunluga ulastigini anlamak icin
farkli zamanlarda (1., 6. ve 24. saatler) ornekler alinmis, elde edilen bulgular Tablo
4.18.’de verilmistir. 1. saat sonunda doygunluk elde edilmezken, 6 ve 24. saatler
sonunda elde edilen ¢6ziiniirliik verilerinin olduk¢a yakin olmasi ¢alisilan siire i¢cinde

¢ozlinlirliiglin tamamlandigin1 gostermistir.

Levofloksasin, BSS’ye gore Smif I ilagtir yani ¢oziintrligii yiiksek bir
maddedir. Bu sebeple levofloksasinin  ¢Ozlnirligini artirmak anlamh

bulunmadigindan ¢6ziiniirliik tayini yapilmamistir.

Tablo 4.18. Siprofloksasinin ¢6ziinme ortami olan pH 6,4 ftalat tamponundaki
¢Oziiniirliik testi sonucu (n=3).

Zaman (saat) Derisim (ng/mL) Coziiniirliik (mg/mL)
104,103 0,104
1 98,901 0,099
99,253 0,099
ortalama+SS 100,752+2,907 0,101+0,003
300,045 0,300
6 311,349 0,311
313,583 0,314
ortalama+SS 308,326+7,258 0,308+0,007
314,711 0,315
24 327,008 0,327
329,811 0,330
ortalama+SS 323,843+8,032 0,324+0,008

Formiilasyondaki mukolitiklerin, antibiyotiklerin ¢dziiniirliigii tizerine etkisini
incelemek amaciyla siprofloksasin igeren formiilasyonlara ¢oziiniirlik deneyi

yapilmistir. Coziiniirliik verileri oldukg¢a yakin bulunmustur (Tablo 4.19., Sekil 4.80.).
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Tablo 4.19. KTi formiilasyonlar1 igerisindeki siprofloksasinin pH 6,4 ftalat

tamponunda 1, 6 ve 24. saatlerdeki ¢oziiniirliik degerleri (ortalama+SS,
n=3).

Kuru Toz Inhaler Formiilasyon
Zaman | Siprofloksasin Siprofloksasin Siprofloksasin Dornaz
(saat) (mg/mL) Asetilsistein (mg/mL) alfa (mg/mL)
1 0,292+0,004 0,181+0,029 0,332+0,007
6 0,294-+0,004 0,322+0,003 0,330+0,006
24 0,293+0,006 0,348+0,022 0,316+0,013

0,40
0,35
0,30
0,25
0,20
0,15
0,10
0,05
0,00

Coziiniirliik (mg/mL)

m Siprofloksasin KTI ® Siprofloksasin+Asetilsistein KTI = Siprofloksasin+Dornaz alfa KTi

24

Siire (saat)

Sekil 4.80.

4.7.

KTI formiilasyonlar1 igerisindeki siprofloksasinin pH 6,4 ftalat

tamponunda 1, 6 ve 24. saatlerdeki ¢oziiniirlilk degerleri (ortalama+SS,
n=3).

Coziinme Deneyi

Siprofloksasin igeren KTI’ler ile yapilan ¢oziinme deneyleri sonucunda

¢Oziinen siprofloksasin yiizde degerleri zamana karsi grafige aktarilmis, sonuglar
Tablo 4.20. ve Sekil 4.81.’de verilmistir.



Tablo 4.20. Siprofloksasin
siprofloksasinin zamana kars1 % ¢6ziinen miktarlari (ortalama+SS, n=3).

igeren

kuru

toz inhaler
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formiilasyonlarinda

% Coziinen Siprofloksasin

' KTI KTI
5 1,792+0,216 11,921+1,580 7,174+0,148 6,600+0,312
10 3,686+0,498 21,160+2,661 9,213+0,464 12,018+0,432
15 5,368+0,653 28,182+3,674 | 11,353+0,562 16,824+0,498
30 8,546+1,037 34211+4,227 | 21,575+2,629 25,161+0,838
45 14,235+1,476 42.904+4,616 | 30,204+3,203 36,864+1,616
60 18,583+1,529 49,926+5,275 | 39,580+3,310 44,362+2,019
90 25,513+1,939 60,459+5,209 | 48.,246+0,507 53,517+3,006
120 32,936+2,045 68,162+5,746 | 55,499+2,023 61,320+3,773
180 43,940+2,265 76,856+5,725 | 64,379+0,655 69,253+4,405
240 51,242+2,681 83,413+£5,594 | 69,763+2,128 73,432+4,362
360 62,364+2,664 90,448+4,916 | 76,597+3,864 77,671£3,427
480 68,748+2,887 95,804+6,298 | 81,770+3,905 79,000+2,794
600 73,048+2,381 98,419+5,776 | 86,975+3,531 79,800+2,022
720 76,684+2,028 100,679+5,791 | 89,306+5,717 80,401+1,383
1440 87,280+1,593 104,375+£2,257 | 96,610+1,287 91,848+1,208
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100 -

80 A

60 A .
—=— Siprofloksasin KTI

4 —e— Siprofloksasin+Asetilsistein KTI

—=—Siprofloksasin+Dornaz alfa KTi

Coziinen siprofloksasin (%)

a—[slem gérmemis Siprofloksasin

500 1000 1500
Zaman (dk.)

Sekil 4.81. Siprofloksasin  iceren  formiilasyonlarin  ve islem  gérmemis
siprofloksasinin pH 6,4 ftalat tamponu ¢oziinme ortaminda zamana karsi
% coziinen siprofloksasin miktarlari (ortalama+SS, n=3).

Weibul esitligi ile ¢oziinme siiresinin hesaplanmasi amaciyla, ¢dziinme verileri

kullanilarak her formiilasyon i¢in dogru denklemi elde edilmistir.

(Cozlinme zamanlari, dogru denklemlerinden elde edilen a ve b degerleri

kullanilarak (y=bx+a), Esitlik 3.3. ile hesaplanmistir (Tablo 4.21.).

Tablo 4.21. Weibul esitligi kullanilarak elde edilen islem gérmemis siprofloksasin ve
siprofloksasin igeren KTI’lerin %63,2’sinin ¢oziinmesi i¢in gereken

stireler.
Coziinme zamani (sa.)
Islem gormemis siprofloksasin 5,892+0,493
Sadece siprofloksasin iceren KTi 1,639+0,514
Siprofloksasin-asetilsistein KTI 2,852+0,078
Siprofloksasin-dornaz alfa KTi 2,762+0,374

Cozlinme deneyleri sonucunda ¢oziinen levofloksasin (%) degerleri zamana
kars1 grafige aktarilmis, islem gérmemis levofloksasin ve sadece levofloksasin iceren

KTI formiilasyonunun hizla ¢6ziindiigii gdzlemlenmistir (Tablo 4.22., Sekil 4.82.). Bu
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nedenle Weibull esitligi uygulanmamis ve diger levofloksasin igeren formiilasyonlara
(levofloksasin-asetilsistein KTi, levofloksasin-dornaz alfa KTI) ¢oziinme deneyi

yapilmamustir.

Tablo 4.22. Levofloksasin igeren formiilasyon ve iglem gérmemis levofloksasinin pH
6,4 fosfat tamponu c¢oOziinme ortaminda zamana karsi % ¢oziinen
levofloksasin miktarlar (ortalama+SS, n=3).

% Coziinen Levofloksasin
Zaman (dk.) Islem gormemis levofloksasin Levofloksasin KTi
5 7931347213 97.731+1,386
10 91,592+6,542 98,275+1,917
15 95,282+6,955 98,244+2,082
30 99,858+4,396 97,770+1,394
100 - i i i R

(o]
o
I

(2]
o
I

—m-Islem gérmemis levofloksasin

Coziinen levofloksasin (%)

40 A—Levofloksasin KT1
20
0 ‘ T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30
Zaman (dk.)

Sekil 4.82. Levofloksasin iceren formiilasyon ve islem gormemis levofloksasinin pH
6,4 fosfat tamponu ¢Ozlinme ortaminda zamana karsi % c¢oziinen
levofloksasin miktarlar1 grafigi (ortalama+SS, n=3).
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ACI kullanilarak, siprofloksasin iceren KTI formiilasyonundan elde edilen

olciitler Tablo 4.23.-Tablo 4.25. ve Sekil 4.83.-Sekil 4.84.’te verilmistir.

Tablo 4.23. Sadece siprofloksasin i¢eren formiilasyona ait her bir uygulamadan sonra
inhaler aygitini terk eden toz miktar1 (mg).

Inhaler aygitim terk eden toz miktar1 (mg)

Formiilasyon 1. puf 2. puf 3. puf Toplam
1 14,80 1,20 0,70 16,70
2 18,40 2,30 0,80 21,50
3 17,00 1,40 1,30 19,70
Ortalama+SS | 16,73+1,81 1,63+0,59 0,93+0,32 19,30+2,42




145

LTLOFYR0T| SST0T YELOT STOTI €01 EFO6TETY [11°6¢€ 9861V 685°Sh NBAY
#80°0F9¥8°0 S06°0 €88°0 0SL0 01€0F66T°€ 00S°€ SShe et zegog
0TI0FLSS0 ¢¥9°0 909°0 120 LSV OFILIT 961°C 69€°C 679°1 I- £L9znQ
L60°0FIFY 0 SIS0 LLY0 1€€°0 0LEOFSILT T66°1 Go8°T L6T'T 0- A3znQ
SYT0FCIL O T80 99L°0 S0 TS OFVLLT 681°¢ L66°T CEI'T T £eznq
€0TOFLYST VZ9'1 00L°T 81€T €LLOFSE09 9879 159°9 L9T'S 7 &znQ
vLTOFEOY'S VEL'S 05S°¢S 961°¢ 6E£6°0FET 1T 881°CC LOLTT CLEOT ¢ Lznq
6VT O0FCVS T 1Ly LSTY o9y [26°0FPILLT 0LT'81 75991 12T81 ¥ Laznq
0S0°0F16S°0 8790 CES0 119°0 L8T'0F90€E'T 6TV'T T60°T 86€°C ¢ Laznq
S00°0F620°0 7€0°0 ¥20°0 0€0°0 610°0FSTI0 €ET°0 $60°0 LIT0 9 Loznq
€00°070€0°0 820°0 7€0°0 820°0 PI00FLITO LOT0 zero I11°0 g

SSF (Sur) (8ur) (Sur) SSF (%) (%) (%)
vweeLIQ uemny. uemny, uemny ewe[eL) uemnyp uemny, uemny
€ (4 I € (4 I
(3peaejo Sur) ewren3AN (jJeaeyo ¢4) ewren3AN

‘(Swr) LreprepIw zeq
ursesyo[JoIdIs ue[niny oA LID[OPZNA BW[NIN) BPUISEWESE JIq JOY UTUIZBYIO |V ULIB[UOASE[NWLIO) USIdST ursesyo[jo1dis 90opes ‘72’1 ojge.L



146

ursesyopjoldis Jnenumn

o}

Y 9% dele[0 NUOAISYUOJ UTULII[IZop ded yrweurpoioe jre

ded yiweupolay

o}

ded yiweupoley

o}

(€=U) 119]1039p

BIB[UOASE[NWIO} UQIdS1 ursesyogoxdig

ded yuweuipaiay

1€246°0 =Y :x_.,;to_._wmmmmmd?m «T6VO'T=A ——

6'66

66'66

G1£46'0=Y ﬁvéczmmmmmd:m «1169'c=A ——

6'66

66'66

16/96'0=Y

zxvéczwww@m_o:m « 6L E=A ——

€

ded ylweulpolay —a—

[4

ded ylweupolay —a—

4

ded yweulpolay —a—

‘€87 IMPS

666

66°66

ursesyorjordis Juemumy o



147

Tablo 4.25. Siprofloksasin igeren formiilasyona ait ACI deneyi bulgulari.

Ince Ince
<Spm <Spm

Uygulama | (mg) | (mg) (%) (nm) (mg) (%)
1 27,439 | 13,875 | 50,565 2,480 11,720 84,472
2 27,565 | 14,832 | 53,807 2,658 11,989 80,833
3 27,523 | 15,658 | 56,889 2,649 12,713 81,194
Ortalama | 27,509 | 14,788 | 53,754 2,595 12,141 82,166
+SS +0,064 | £0,892 | +3,162 +0,101 +0,514 +2,005

*Inhaler aygitin1 terk eden siprofloksasin baz miktari
**Inhaler aygitini terk eden yiizde siprofloksasin miktar1
***Kiitle ortalama aerodinamik ¢ap
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ACI kullanilarak, siprofloksasin ve asetilsistein iceren KTI formiilasyonundan
elde edilen parametreler Tablo 4.26.-Tablo 4.28. ve Sekil 4.85.-Sekil 4.86.’da

verilmistir.

Tablo 4.26. Siprofloksasin ve asetilsistein igeren formiilasyona ait her bir
uygulamadan sonra inhaler aygitini terk eden toz miktari.

inhaler aygitin1 terk eden toz miktar1 (mg)
Formiilasyon 1. puf 2. puf 3. puf* Toplam
1 19,40 0,30 - 19,70
2 19,20 1,80 - 21,00
3 19,40 3,00 - 22,40
Ortalama+SS | 19,33+0,12 | 1,70£1,35 - 21,03£1,35

*Toplam agirlikta herhangi bir degisiklik olmamastir.
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Tablo 4.28. Siprofloksasin ve asetilsistein igeren formiilasyona ait ACI deneyi

bulgulari.

ince ince
< Spum < Spum

Uygulama| (mg) | (mg) (%) (nm) (mg) (%)
1 26,964 | 16,782 | 62,240 2,986 12,520 74,605
2 26,729 | 15,166 | 56,738 3,209 10,879 71,734
3 26,964 | 15,050 | 55,817 2,983 11,396 75,717
Ortalama | 26,886 | 15,666 | 58,265 3,059 11,598 74,019
+ SS +0,135 | £0,968 | +3,473 +0,129 +0,839 +2,055

*Inhaler aygitin1 terk eden siprofloksasin baz miktari

**[nhaler aygitin1 terk eden yiizde siprofloksasin miktar

***Kiitle ortalama aerodinamik ¢ap
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ACI kullanilarak, siprofloksasin ve dornaz alfa iceren KTI formiilasyonundan
elde edilen parametreler Tablo 4.29.-Tablo 4.31. ve Sekil 4.87.-Sekil 4.88.°de

verilmistir.

Tablo 4.29. Siprofloksasin ve dornaz alfa iceren formiilasyona ait her bir
uygulamadan sonra inhaler aygitini terk eden toz miktari.

Inhaler aygitim terk eden toz miktar1 (mg)
Formiilasyon 1. puf 2. puf 3. puf* Toplam
1 21,10 2,30 - 23,40
2 20,60 1,90 - 22,50
3 25,50 1,30 - 26,80
Ortalama+SS | 22,40+2,70 1,83+0,50 - 24,23+£2,27

*Toplam agirlikta herhangi bir degisiklik olmamustir.
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Tablo 4.31. Siprofloksasin ve dornaz alfa iceren formiilasyona ait ACI deneyi

bulgulari.
Ince Ince
Yiiklenen | Emitted N «xx | partikiil | partikiil
doz doz* Emitted KOAC dozu fraksiyonu

<Spm <Spm

Uygulama| (mg) | (mg) (%) (m) (mg) (%)
1 26,427 | 14,722 | 55,707 2,532 12,257 83,260
2 26,570 | 13,723 | 51,647 2,746 10,398 75,773
3 26,570 | 16,604 | 62,491 3,337 11,099 66,848
Ortalama | 26,522 | 15,016 | 56,615 2,872 11,252 75,294
+SS +0,083 | £1,463 | +5,479 +0,417 +0,939 +8,217

*Inhaler aygitin1 terk eden siprofloksasin baz miktari
**[nhaler aygitini terk eden yiizde siprofloksasin miktari
***Kiitle ortalama aerodinamik ¢ap
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ACI kullanilarak, levofloksasin igeren KTI formiilasyonundan elde edilen

parametreler Tablo 4.32.-Tablo 4.34. ve Sekil 4.89.-Sekil 4.90.’da verilmistir.

Tablo 4.32. Levofloksasin igeren formiilasyona ait her bir uygulamadan sonra inhaler
aygitini terk eden toz miktari.

Inhaler aygitim1 terk eden toz miktar1 (mg)
Formiilasyon 1. puf 2. puf 3. puf Toplam
1 16,60 0,10 0,70 17,40
2 24,00 0,45 -* 24,45
3 20,45 0,35 -* 20,80
Ortalama+SS | 20,35+3,70 0,30+0,18 -* 20,93+3,53

*Toplam agirlikta herhangi bir degisiklik olmamustir.
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Tablo 4.34.  Sadece levofloksasin iceren formiilasyona ait ACI deneyi bulgulart.
Ince Ince
<Spm <Spm
Uygulama |  (mg) (mg) (%) (nm) (mg) (%)
1 27,412 | 16,300 | 59,461 2,786 12,834 78,737
2 27,626 | 17,952 | 64,980 2,846 14,156 78,857
3 27,530 | 17,160 | 62,230 2,816 14,377 83,784
Ortalama | 27,523 | 17,137 | 62,224 2,816 13,789 80,459
+SS 0,107 | £0,826 | +2,759 +0,030 +0,835 +2,880

*Inhaler aygitin1 terk eden levofloksasin baz miktari
**[nhaler aygitini terk eden yiizde levofloksasin miktari
***Kiitle ortalama aerodinamik ¢ap
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ACI kullanilarak, levofloksasin ve asetilsistein iceren KTI formiilasyonundan

elde edilen parametreler Tablo 4.35.-Tablo 4.37. ve Sekil 4.91.-Sekil 4.92.°de

verilmistir.

Tablo 4.35. Levofloksasin ve asetilsistein iceren formiilasyona ait her bir
uygulamadan sonra inhaler aygitini terk eden toz miktari.

inhaler aygitin1 terk eden toz miktar1 (mg)

Formiilasyon 1. puf 2. puf 3. puf Toplam
1 19,60 0,90 0,70 21,20
2 27,90 1,40 0,40 29,70
3 23,76 1,14 0,54 25,44
Ortalama+SS | 23,75+4,15 1,15+0,25 0,55+0,15 25,45+4,25
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Tablo 4.37. Levofloksasin ve asetilsistein igeren formiilasyona ait ACI deneyi

bulgulari.
ince Ince
Vit EIUSH e oneos PR pT

< Spum < Spum

Uygulama | (mg) | (mg) (%) (nm) (mg) (%)
1 27,512 | 16,704 | 60,713 2,132 14,603 87,423
2 27,720 | 17,190 | 62,234 2,277 14,923 86,812
3 27,910 | 17,634 | 63,180 2,452 14,626 82,941
Ortalama | 27,714 | 17,176 | 62,042 2,287 14,717 85,726
+SS +0,199 | £0,465 | =+£1,245 +0,160 | +0,179 +2,431

*ir}haler aygitini terk eden levofloksasin baz miktari
**Inhaler aygitin1 terk eden ytizde levofloksasin miktar1
***Kiitle ortalama aerodinamik ¢ap
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ACI kullanilarak, levofloksasin ve dornaz alfa igeren KTI formiilasyonundan
elde edilen parametreler Tablo 4.38.-Tablo 4.40. ve Sekil 4.93.-Sekil 4.94.’te

verilmistir.

Tablo 4.38. Levofloksasin ve dornaz alfa igeren formiilasyona ait her bir

uygulamadan sonra inhaler aygitini terk eden toz miktari.

inhaler aygitin1 terk eden toz miktar1 (mg)
Formiilasyon 1. puf 2. puf 3. puf Toplam
1 28,60 0,40 0,50 29,50
2 28,40 0,60 0,30 29,30
3 28,51 0,49 0,39 29,39
Ortalama+SS | 28,50+0,10 | 0,50+0,10 | 0,40+0,10 29,40+0,10
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Tablo 4.40. Levofloksasin ve dornaz alfa igeren formiilasyona ait ACI deneyi

bulgulari.

ince Ince
< Spum < Spum

Uygulama | (mg) | (mg) (%) (nm) (mg) (%)
1 27,712 | 19,067 | 68,803 3,083 13,093 68,668
2 27,617 | 19,209 | 69,556 3,326 12,095 62,963
3 27,650 | 19,010 | 68,727 3,217 12,609 66,331
Ortalama | 27,660 | 19,095 | 69,029 3,209 12,599 65,987
+SS +0,048 | £0,103 | +0,458 +0,122 +0,499 +2,868

*ir}haler aygitini terk eden levofloksasin baz miktari
**Inhaler aygitini terk eden yiizde levofloksasin miktari
***Kiitle ortalama aerodinamik ¢ap
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49. Etkin Madde ve Formiilasyonlara fliskin  Gecirgenlik

(Permeabilite) Calismalar
4.9.1. MTT Yéntemi ile In Vitro Hiicre Canhliginin incelenmesi
MTT yontemiyle formiilasyonlarin hiicre canliligina etkisi incelenmistir. 100

png/mL ve 500 pg/mL derisimde antibiyotik i¢ceren formiilasyonlarin 24 saat siiresince

yapilan canlilik ¢alismasi sonuglar1 Tablo 4.41.’de verilmistir.

Tablo 4.41. 100 ve 500 ug/mL derisimde antibiyotik i¢ceren formiilasyonlarin hiicre
canlilik deneyi sonuglari.

100 pg/mL
C CA CD L LA LD
Ortalama 0,459 0,403 0,384 0,424 0,449 0,382
% Canhhk | 117,179 | 102,808 | 98,069 | 108,126 | 114,694 | 97,558
500 pg/mL
C CA CD L LA LD
Ortalama 0,421 0,393 0,370 0,345 0,375 0,286
% Canhhk | 107,351 | 100,255 | 94,325 88,097 95,814 72,901

(C: Siprofloksasin KTI, CA: Siprofloksasin-Asetilsistein KTI, CD: Siprofloksasin-Dornaz alfa KTI, L:
Levofloksasin KT, LA: Levofloksasin-Asetilsistein KTI, LD: Levofloksasin-Dornaz alfa KTi)

4.9.2. Calu-3 Hiicrelerinin Biitiinliigiiniin TEER (Transepitel Elektriksel

Rezistans) Olciimii ile Degerlendirilmesi

Plakalara ekilen hiicrelerin TEER degerleri permeabilite g¢aligmalarindan
hemen Once ve hemen sonra Olgiilmiistiir. Bdylece permeabilite ¢alismalarina
baslamadan hiicre tek tabakalarinin olustugu ve bu tek tabaka formunun gecis
calismas1 boyunca devam ettigi gézlenmistir. Literatiirde hava arayilizeyinde ¢ogaltilan
Calu-3 hiicrelerinin TEER degerinin 300 Q.cm?’den biiyiik oldugu belirtilmis (196,
247), ¢alismalarimizda elde ettigimiz sonuglar da literatiir bilgisi ile uyumlu bigimde
~400-450 Q.cm? olarak bulunmustur. Literatiirde, s1v1 arayiizeyinde ¢ogaltilan Calu-3
hiicrelerinin TEER degerinin ~1000 Q.cm? oldugu belirtilmistir. Calismamizda da
TEER degeri, literatiir bilgisiyle uyumlu bigimde ~1000 Q.cm? olarak bulunmustur.
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4.9.3. Calu-3 Hiicrelerinin Inverted Mikroskop ile Goriintiilenmesi

Kiltiir ortamindaki hiicrelerin fotografi inverted mikroskop kullanilarak
cekilmistir (Sekil 4.95.).

Sekil 4.95. Calu-3 hiicre hattinin inverted mikroskop ile goriintiilemesi (x10 ve x40).
4.9.4. Geg¢is Calismalan

Uygun TEER degerlerine ulasan, siv1 arayiizeyinde ve hava arayiizeyinde 12
kuyucuklu plakalarda ¢ogaltilan Calu-3 hiicrelerine, ¢ozelti (s1vi) ve kuru toz olarak
formiilasyonlar ve fiziksel karigimlar uygulanmis; 2. saatin sonunda bazolateralden
alman 500 pL 6rnek, gelistirilen HPLC yontemi ile Olgiilmiis; siprofloksasin ve
levofloksasinin % gecen miktarlart ve permeabilite degerleri hesaplanmistir (Tablo

4.42., Sekil 4.96.-Sekil 4.97.).
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Tablo 4.42. Siprofloksasin ve levofloksasinin formiilasyon ve fiziksel karigim
icerisinden permeabiliteleri ve % gegen miktarlart.

Permeabilite | Ge¢en Miktar
(cm/sn).106 (%)
C 4,328+0,057 | 7,066+0,093
CA 4,264+0,038 | 6,961+0,063
Cozelti olarak CD 4337+0,223 | 7,079+0,364
uygulanan
= formiilasyonlar L 6,024+0,110 | 9,803+0,179
= LA 6,250+0,266 | 10,171+0,433
i~ LD 6,492+0,167 | 10,563+0,272
% C 0,421+0,006 | 0,685+0,010
= CA 0,81540,016 | 1,327+0,026
z Katr olarak uygulanan CD 1,103£0,043 | 1,795+0,070
formiilasyonlar L 1,295+0,215 | 2,109+0350
LA 2,759+0,099 | 4,493+0,162
LD 4,650+0,384 | 7,573+0,625
C 5,14140,125 | 8,393+0,205
CA 5,27540,108 | 8,611+0,176
Cozelti olarak CD 5,328+0,184 | 8,698+0,300
uygulanan
formilasyonlar L 8,565+0,676 | 13,938+1,100
LA 9,70740,141 | 15,795+0,230
= LD 9,739+0,698 | 15,848+1,136
E C 2,758£0,000 | 3,692+1,380
= CA 2,184+0,153 | 3,554+0,249
% Kat1 olarak uygulanan CD 1,300£0,400 | 2,115£0,651
N formiilasyonlar L 348240,673 | 5,671£1,097
= LA 5,46140,636 | 9,626+1,177
LD 4,629+0,856 | 7,538+1,394
Fiziksel C 0,329+0,046 | 0,535+0,075
Kati olarak uygulanan | Fiziksel CA | 1452+0,534 | 2,363+0,868
fiziksel karigimlar Fiziksel L 4281+1,659 | 6,97242,702
Fiziksel LA | 4,310£1,174 | 7,020£1,912

(C: Siproﬂoksasin.KTI, CA: Siprofloksasin-Asetilsistein KTI, CD: Siprofloksasin-Dornaz alfa KT1i, L:
Levofloksasin KT1, LA: Levofloksasin-Asetilsistein KTI, LD: Levofloksasin-Dornaz alfa KTI)
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Antibiyotiklerin permeabilitesi (cm.sn.10)
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LCC AIC LCC AIC
Sekil 4.96. Siprofloksasin ve levofloksasin igeren KTI formiilasyonlarindan
antibiyotiklerin permeabilitesi (ortalama+SS; n=3) (COZ: ¢ozelti, TOZ:
toz, LCC: sivi kaph kiiltiir, AIC: hava arayiizeyinde kiiltiir) (C:
Siprofloksasin KTI, CA: Siprofloksasin-Asetilsistein KTi, CD:
Siprofloksasin-Dornaz alfa KTi, L: Levofloksasin KTI, LA:
Levofloksasin-Asetilsistein KTi, LD: Levofloksasin-Dornaz alfa KTI).
18,0 1 mCHE CA CD m | om A
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S ]
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Sekil 4.97. Siprofloksasin ve levofloksasin igeren KTI formiilasyonlarindan

antibiyotiklerin yiizde gegen miktar1 (ortalama+SS; n=3) (COZ: ¢ozelti,
TOZ: toz, LCC: s1v1 kapl kiiltiir, AIC: hava arayiizeyinde kiiltiir) (C:
Siprofloksasin KTI, CA: Siprofloksasin-Asetilsistein KTI, CD:
siprofloksasin-Dornaz  alfa KTI, L: Levofloksasin KTIi, LA:
Levofloksasin-Asetilsistein KTI, LD: Levofloksasin-Dornaz alfa KTI).
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5. TARTISMA

Bu bdliimde tez ¢alismasi kapsaminda kullanilan siprofloksasin, levofloksasin,
asetilsistein, dornaz alfa etkin maddelerinin fizikokimyasal 6zellikleri, analitik yontem
validasyonu, ¢oziiniirliik calismalari, KTI formiilasyonlarmim hazirlanmasi, elde
edilen formiilasyonlarin in vitro karakterizasyonu, aerodinamik parametrelerinin
hesaplanmas1 ile formiilasyonlar ve fiziksel karigimlarin permeabilite bulgulari

degerlendirilmistir.

5.1. Siprofloksasin, Levofloksasin ve Asetilsistein Maddelerinin Miktar

Tayini ve Yontemin Validasyonu

Analitik yontem validasyonu, gelistirilen analiz yonteminin Ozelliklerinin
istenilen amaclara uygun oldugunu goéstermek icin yapilan islemler biitiinii olarak

tamimlanmaktadir (Bkz. Sekil 4.29.-Sekil 4.46., Tablo 4.3.-Tablo 4.14.)

Yapilan miktar tayinleri sonucunda, tanimlayicilik katsayilari siprofloksasin,
levofloksasin ve asetilsistein icin R?=0,9999 olarak bulunmustur ve bu deger de
yontemlerin  dogrusalligin1  géstermektedir.  Siprofloksasin, levofloksasin ve
asetilsisteinin alikonma zamanlart sirasiyla 13,516 dk., 10,253 dk. (Bkz. Sekil 4.38.),
4,022 dk. (Bkz. Sekil 4.39.) olarak bulunmustur. Validasyon parametrelerinden
dogruluk, tekrar edilebilirlik, tekrar elde edilebilirlik, dayaniklilik c¢alismalari
yapilmis, elde edilen sonuglarin varyasyon katsayilar1 %2’den kiigiik bulunmustur. Bu
sonug, siprofloksasin, levofloksasin, asetilsistein i¢in yontemlerin tekrarlanabilirligini
gostermektedir. Siprofloksasin, levofloksasin ve asetilsisteinin teshis sinirlari sirasiyla
13,807 pg/mL, 2,139 pg/mL, 7,421 pg/mL, tayin sinurlari ise sirasiyla 41,840 pg/mL,
6,481 ng/mkL, 22,488 pg/mL olarak bulunmustur. HPLC yontemimizin ¢aligmalarimiz

i¢cin Ozgiin oldugu saptanmustir.

Yapilan BCA analizi sonucunda dornaz alfa i¢in tanimlayicilik katsayisi
R?=0,9837 olarak bulunmustur, bu da yéntemlerin dogrusalligim gostermektedir (BKz.
Sekil 4.47.). Ayni kosullar altinda BCA yontemi ile analiz edilen siprofloksasin ve
levofloksasin maddelerinin absorbans vermemesi de yontemin Ozgiilliglini

gostermektedir.
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5.2.  Formiilasyon Caliymalari

5.2.1. Formiilasyon Hazirlamada Kullanilan Yontemlerin

Degerlendirilmesi

Kistik fibrozis hastalarinda, akcigerde enfeksiyona neden olan bakterilere karsi
inhaler olarak kullanilan antibiyotiklerin MiD’e ulasabilmeleri i¢in gereken doz
olduk¢a yiiksek oldugundan, uygulanacak hacmi daha da arttirmamak amaciyla
formiilasyonlarda tasiyicit kullanilmamistir. Tasiyic1 kullanilamamasi, aerodinamik
Ozellikleri istenen diizeylere ¢ikarmak hususunda 6nemli bir engeldir. Bu engeli asmak
icin KTI formiilasyonlarinin iiretiminde, partikiil miihendisliginde sik¢a kullanilan
bilyali degirmen, yiliksek basingli homojenizasyon ve piiskiirterek kurutma yontemleri

tercih edilmis ve yontem parametreleri istenen sonuglara gore optimize edilmistir.

Bilyali degirmen yonteminde, bilya sayilar1 ve biyikliikleri, bilya
agirhigi:stispansiyon hacmi orani, siispansiyon Kati igerigi, doniis hizi, 6giitme siiresi
gibi parametreler degistirilerek, yontem optimize edilebilmektedir. Siispansiyon kati
icerigi azaldik¢a, doniis hiz1 ve 6giitme stiresi arttikca, partikiil boyutunun kiiciildiigi
gozlenmistir (Bkz. Sekil 4.74.).

Partikiil biiyiikligii dagilimini kiigiiltmek i¢in kullandigimiz aygitlardan digeri
de homojenizatordiir. Homojenizatoriin chamber ¢apit 100 um oldugu igin, sistemde
bir tikanikliga neden olmamak amaciyla, homojenizatér asamasindan 6nce bir 6n
oglitme islemine gerek duyulmus, bu amagla bilyali degirmen yodntemi tercih
edilmistir. Bu asamada 25 pm’den kiiglik partikiiller elde etmek yeterli oldugundan,
bilyali degirmen parametreleri amacimiz dogrultusunda modifiye edilmis ve 6n
caligmalar sonucunda uygun degerler se¢ilmistir (16 adet 20 mm c¢apinda agat bilya
kullanilarak 100 rpm’de 60 dk.). Bilyali degirmen yontemi, bircok maddenin
ogiitiilmesi amaciyla kullanilabilmekle birlikte, ozellikle islem sirasindaki
stirtinmeden veya ortaya ¢ikabilecek 1sidan kaynaklanan stabilite sorunlarina neden
olabilmektedir. Calismamizda bdéyle bir sorun ile karsilasmamak igin, 25 um’den
kiiclik partikiil boyutu ve homojen bir silispansiyon elde etmeyi saglayan minimum
doniis hiz1 ve 6giitme siiresi sec¢ilmistir. On formiilasyon calismalari ile elde edilen

siispansiyonlarin antibiyotik igerikleri ve organoleptik 6zellikleri kontrol edilmistir.
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Bu nedenle, partikiil boyutunu inhale edilebilir diizeye getirme hedefi, yiiksek basingl

homojenizasyon asamasina birakilmistir.

Homojenizasyon yonteminde, siispansiyonun kati igerigi, sistemden gegirilme
sayis1 ve basing gibi parametreler degistirilerek, yontem optimize edilmistir.
Stispansiyonun kat1 icerigi azaldikga, basing ve siispansiyonun sistemden gegirilme
sayisi arttikga partikiil boyutunun kiiglildigi gézlenmistir (Bkz. Sekil 4.75.). Bu
asamada, siprofloksasin igeren formiilasyonlarin iiretimi i¢in 2 pum’den kiigiik
partikiillerin elde edilmesi amaglanmis ve islem parametreleri amaca uygun olarak
secilmigtir. Siispansiyonlarin piiskiirtiilerek kurutulmasi ile partikiil biiyiikligiiniin
kiigiilmesi miimkiin degildir. Cilinkii teorik olarak hedeflenen, siispansiyonun
puskiirtiilmesi ile her bir partikiiliin bir damlacikta tutulmasi ve kurutma islemi ile bu
partikiiliin biiyiikliglinii koruyarak kuru toz olmasidir. Fakat islem sirasinda
partikiillerin agrege olmasiyla siispansiyondan daha biiyiik partikiil boyutuna sahip
tozlar elde edilebilmektedir. Bu nedenle homojenizasyon yontemi ile hedeflenen
partikiil boyutu, inhale edilebilir araligin (1-5 pm) alt sinirinda se¢ilmistir. Boylece,
agregasyon gergeklesse bile, partikiil biiyiikliigiiniin inhale edilebilir aralikta kalmasi

saglanmstir.

Levofloksasinin izopropil alkolde ¢oziiniirligli ¢ok diisiik oldugundan ve
diisiik derisimlerde bile manyetik karistirict ile karistirarak berrak bir ¢ozelti elde
edilemediginden, levofloksasin ¢ozeltisi elde etmek amaciyla homojenizasyon
yontemi kullanilmistir. Sistemi daha da seyreltmek, piiskiirterek kurutma stiresini ¢ok
artiracagl ve sonugta elde edilen partikiil boyutunda da iyilesme olmayacagi igin tercih
edilmemistir. Homojenizasyon yontemi ile oldukca kisa siirede, berrak ¢ozelti elde
edilmistir. ~ Siprofloksasin iceren formiilasyonlarda kullanilan ydntemlerin
levofloksasin igeren formiilasyonlar i¢in de kullanilmasi, elde edilen sonuglarin

karsilastirilabilirligini artirmistir.

Yiiksek basingli homojenizasyon yonteminde uygulanan basing, islem
sirasinda yiiksek miktarda 1s1 agi8a ¢ikarmaktadir. Stabilite sorununu engellemek i¢in
sistem digaridan sogutulmus ve sistemden ¢ikan karisimlarin sicakligi kontrol edilerek,

1sidan kaynakli stabilite sorunu riski ortadan kaldirilmistir.
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Piiskiirterek kurutma yonteminde; siispansiyon veya ¢ozelti derigimi, organik
¢ozelti derisimi, pompa hizi, giris sicakligl, gaz akis hiz1 parametreleri degistirilerek
yontem optimize edilebilmektedir. Derisim ve pompa hizi azaldik¢a, gaz akis hizi ve
organik coziicii derisimi arttikga partikiil boyutunun kiigiildiigii gozlenmistir. Tez
kapsaminda, piskiirterek kurutma yontemi ile yaklasik 2 um ¢apinda partikiil
biiyiikliigii elde etmek amaglanmis ve amaca uygun olarak yontem parametreleri
optimize edilmistir. Siprofloksasin igeren formiilasyonlar, slispansiyondan hareketle
hazirlandig1 i¢in agregasyon olasiligimi diisiik tutmak amaciyla siispansiyonun kati
igerigi oldukea diisiik tutulmustur. Levofloksasin iceren formiilasyonlarin {iretiminde,
inhale edilebilir partikiil biiyiikliigii elde etmek amaciyla oldukga diisiik derisimlerde
calisilmigtir. Tiim bu yaklagimlar sonucunda, inhale edilebilir boyutta formiilasyonlar

elde edilebilmistir.

5.3.  Fizikokimyasal Analizler

Tez ¢alismas1 kapsaminda, dornaz alfa kaynagi olarak Pulmozyme® piyasa
preparati kullanilmistir. Bu preparat ¢ozelti formunda oldugu i¢in, UV spektrumu

disinda fizikokimyasal analizler yapilamamistir.

5.3.1. UV Spektrumu

Formiilasyonlar hazirlanmadan o©nce, etkin maddelerin UV spektrumlari
cekilmis, siprofloksasin, levofloksasin, asetilsistein ve dornaz alfa (Pulmozyme®) igin
maksimum absorbans degerleri sirasiyla 276,6, 287,4, 191,4 ve 192 nm seklinde
bulunmustur (Bkz. Sekil 4.1.-Sekil 4.4.). Siprofloksasin, levofloksasin ve asetilsistein
icin bu degerler literatiir ile uyumludur (261-263). Maddelerin, maksimum absorbans
verdikleri dalga boylarinin literatiir ile uyumlu bulunmasi kullanilan maddelerin

spesifikasyon sinirlar igerisinde kaldigini gostermektedir.

5.3.2. FT-IR Spektrumu

Islem gormemis etkin maddelerin (dornaz alfa harig) ve iiretilen KTi’lerin
FT-IR analizleri yapilmis, elde edilen sonuglar literatiir ile uyumlu bulunmustur (249-
251, 256-258). Formiilasyonlar ile yapilan FT-IR analizleri ile etkin maddelere ait
piklerin goriilmesi, formiilasyonlardaki etkin maddelerin 6zelliklerini korudugunu

gostermektedir.
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Islem gdérmemis siprofloksasin, levofloksasin, asetilsistein ile siprofloksasin-
asetilsistein, levofloksasin-asetilsistein fiziksel karigimlarina ait FT-IR spektrumlari
Sekil 4.5.-Sekil 4.9.”da; piiskiirterek kurutma ile hazirlanms KT formiilasyonlarina
ait FT-IR spektrumlar1 Sekil 4.48.-Sekil 4.53.’te verilmistir. Islem gdrmemis
siprofloksasinden ve siprofloksasin iceren formiilasyonlardan elde edilen
spektrumlarda, siprofloksasine ait tiim karakteristik piklerin mevcut oldugu
goriilmiistiir (2924,05-2930,08 cm™ aromatik grup, 1697,96-1731,37 cm™ CO grubu,
1621,89-1626,63 cm™ kinolinler, 1393,89-1453,98 cm™ karbonil grubu, 1250,07-
1266,64 cm™ hidroksil grubu, 1050-1000 cm™ florin grubu) (249). Benzer sekilde
islem gormemis levofloksasin ve levofloksasin igeren formiilasyonlardan da maddeye
ait karakteristik pikler elde edilmistir (3240,02-3238,95 cm™ karboksil grubunun OH
gerilimi, 2929,88-2937,73 cm™ aromatik C-G gerilimi, 1620,00-1620,49 cm™ C=C
gerilimi) (264).

Islem gdrmemis antibiyotiklerin spektrumlari ile Kkarsilastirildiginda
formiilasyonlara ait spektrumlarda 3000-3500 cm™ arasindaki kayip pikler,
antibiyotiklerin su iceriginin inhaler {iretim prosesi ile kaybedildigini veya azaldigini
gostermektedir (265). Siprofloksasin-asetilsistein  ve levofloksasin-asetilsistein
fiziksel karigimlarina ait spektrumlarin, islem gérememis siprofloksasin, levofloksasin
ve asetilsistein spektrumlari ile uyumlu oldugu goriilmiistiir. Bu durum da maddelerin
bir arada bulunmasmin FT-IR sonuglarinda bir degisiklige sebep olmadigini yani

maddelerin birbirleri ile ge¢imli oldugunu gostermektedir.

FT-IR sonugclari, antibiyotiklerin kimyasal yapisinin, iiretilen inhalerde de
muhafaza edildigini yani iretim prosesinin veya mukolitik eklenmesinin
siprofloksasin veya levofloksasinin molekiiler yapilari {izerinde bir etkiye sahip
olmadigini, kimyasal stabiliteyi korumak i¢in uygun yaklasimlar olduklarim

gostermistir.

5.3.3. DSC Analizi

Literatiirde siprofloksasin, levofloksasin ve asetilsisteinin erime noktalari,
strastyla, 311-320°C, 225-227°C, 106-112°C olarak belirtilmis; ¢aligmamizda ise

islem gormemis siprofloksasin, levofloksasin ve asetilsisteinin erime noktalar
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321,24°C, 233,32°C, 112,42°C olarak bulunmustur (Bkz. Sekil 4.10.-Sekil 4.12.)
(252-255). Formiilasyonlar ile yapilan DSC analizi sonug¢larinda, etkin maddelere ait
erime noktasi piklerinin goriilmesi formiilasyonlardaki etkin maddelerin 6zelliklerini

korudugunu gostermektedir (Bkz. Sekil 4.54.-Sekil 4.55.).

Islem gdérmemis, kristal yapisindaki siprofloksasinin DSC analizinde, 135-
180°C arasinda genis bir endotermik pik goriilmektedir; bunun nedeni tiretim yontemi
kapsaminda kristal suyunun buharlasmasidir ve literatiirde de verildigi gibi maddenin

erimesinden kaynakli 320°C civarinda ikili pik yer almaktadir (266, 267).

Islem gormemis levofloksasinin DSC analizi ile termal davranisi
incelendiginde, 80-100°C arasinda kristalizasyon suyunun buharlastigi gézlenmistir
(267). Artan sicaklik ile birlikte 225°C'de kii¢iik bir endotermik pik, bunu takiben
233°C'de keskin bir pik ve sonrasinda da kiigiik bir ekzotermik pik goriilmiistiir. Bu
termal olaylar sirasiyla kristal seklin erimesi (225-227°C, literatiirde verildigi gibi),
takiben tekrar kristallenme ve sonrasinda da kristal formun erimesi olarak 6zetlenebilir

(254, 268-270).

Piiskiirterek  kurutma yontemi ile hazirlanan siprofloksasin igeren
formiilasyonlarin DSC analizi sonugclari, siprofloksasinin tek basina veya mukolitik
ajanlar ile piskiirtiildiiglinde ayni erime noktasinin elde edildigini gostermistir.
Siprofloksasin-asetilsistein i¢eren inhaler tozu ile 110°C’de, asetilsisteinin erimesini
gosteren bir endotermik pik elde edilmistir ve pikin goreceli olarak kiigiik olmasinin
nedeni asetilsistein miktarinin siprofloksasine gore ¢ok diisik olmasidir (271).
Siprofloksasin iceren KTI’ler, kristal seklindeki siprofloksasinin bilyali degirmen ile
ogiitiilmesi ve yiliksek basingli homojenizatérden gecirilmesi ile elde edilen
siispansiyonlarindan hazirlanmistir ve islem sonunda baslangic maddesinin kristal
sekli muhafaza edilmistir. XRD analizi sonuglar1 da bu 6ngoriiyii destekler niteliktedir.
Bununla birlikte, piiskiirtiilerek kurutulmus siprofloksasin iceren KTI’ler ile 100°C
civarinda herhangi bir pik goriilmemistir; bu durum islem goérmemis siprofloksasinde
bulunan su igeriginin ve dispersiyon ortami olarak kullanilan izopropil alkoliin iiretim

islemi sirasinda uzaklastigini gostermektedir (267).
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Piiskiirterek kurutma ile iiretilen levofloksasin igeren KTI’lerin DSC analizi
sonucunda, islem gérmemis levofloksasin ile ayni noktada erime piki elde edilmistir.
Plskiirterek kurutma sonrasinda, su igerigine isaret eden 80-100°C arasindaki
endotermik pik, en siddetli sekilde, sadece levofloksasin iceren KTI’de goriilmiistiir.
Bu bulgu da, sadece levofloksasin iceren c¢ozeltinin piiskiirtiilerek kurutulmasi
sirasinda, baglangictaki levofloksasinin kristal yapisinin bir miktar korunduguna isaret

etmektedir. XRD analizi sonuglari da bu bulguyu destekler niteliktedir.

XRD analizi sonucunda da goriilebilecegi gibi levofloksasin-asetilsistein ve
levofloksasin-dornaz alfa igeren inhaler tozlari amorftur. Bununla birlikte DSC
grafiklerinde herhangi bir yeniden kristalizasyon piki tespit edilmemis ve
levofloksasin-dornaz alfa ile elde edilen yayvan pik disinda su kaybin isaret eden
kuvvetli bir pik de goriilmemistir. iki formiilasyona ait egride de 100-190°C arasinda
gozlenen bir kayma olmasina ragmen yeniden kristalizasyon belirgin degildir. Bu
durum, her iki formiilasyonda da diisiik erime noktali levofloksasin kristallerinin
erimesini gosteren 220°C civarinda goriilen kiiclik endotermik pikleri agiklamaktadir.
Levofloksasin-asetilsistein igeren inhaler tozu ile 110°C’de asetilsisteinin erimesini
gosteren pik gozlenmemistir. Formiilasyonda asetilsistein miktar1 levofloksasine gore
cok diisiik oldugu icin gozlenmesi gereken pik, bu bolgedeki kaymadan dolay
goriilememis olabilir. Ayrica levofloksasin ile karsilastirildiginda asetilsisteinin
miktari diisiik oldugu i¢in; asetilsistein, levofloksasin partikiilleri arasinda hapsolmus,
bu nedenle de asetilsisteinin erime piki gériilmemis olabilir. Bu durum siprofloksasin-
asetilsistein formiilasyonunda gozlenmemistir, ¢linkii siprofloksasin siispande halde

oldugu i¢in; asetilsistein, siprofloksasin igerisine girememis ve ylizeyde kurumustur.

Biitiin bu DSC sonuglar, ilaglarin izopropil alkol icinde ¢dziinmesinin ve KTI
hazirlamak amaciyla kullanilan yontemlerin (bilyali degirmen, homojenizasyon ve
puskiirterek kurutma) maddelerin yapisint ve termal davraniglarini etkiledigini

gostermektedir.

5.3.4. TGA Analizi

TGA analizlerinin sonuglari, analiz edilen tozlardaki sivi (su veya izopropil

alkol) icerikleri acisindan degerlendirilmistir. Islem gérmemis etkin maddelere ait
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TGA sonuglar1 Tablo 4.1. ve Sekil 4.15.-Sekil 4.17."de, iiretilen KT1’lere ait sonuglar
ise Tablo 4.15. ve Sekil 4.56.-Sekil 4.61.’de verilmistir.

TGA sonuglari, islem gérmemis siprofloksasinin %35,97 su igerigine sahip
oldugunu gostermistir. Siprofloksasinin izopropil alkol i¢indeki mikro kristallerinin
kurutulmasi ile bu su igerigi uzaklastirilmis ve iiretilen KTT’ler izopropil alkolden
arindirilmistir. Siprofloksasin igeren formiilasyonlardan sadece dornaz alfa igeren

KTi’de, TGA analizi sirasinda % 0,26'lik agirlik kaybr 6lciilmiistiir.

Islem gormemis levofloksasinin nem icerigi %2,33 olarak bulunmustur.
Sadece levofloksasin iceren KTI, levofloksasin-asetilsistein KTI, levofloksasin-
dornaz alfa KTI formiilasyonlari ile sirastyla %2,25, %1,32, %3,47 agirhik kayb elde
edilmistir. Levofloksasin iceren KTI’lerde gozlenen agirlik kaybinin su igerigi mi,
izopropil alkol icerigi mi oldugu degerlendirilmistir. Levofloksasin, izopropil alkolde
¢Oziinmiis formunda iken piskiirtilip kurutuldugu icin, bu degisimin izopropil
alkolden kaynaklanabilecegi diisiiniilse de elde edilen diger sonuglar, degisimin su

icerigi kaynakl olabilecegini gostermektedir.

Levofloksasin iceren KTI’lere ait DSC analizinde, su igerigini isaret eden
100°C civarindaki dalgalanmalarin varligi, degisimin su kaynakli oldugunu destekler
niteliktedir. Siprofloksasin iceren formiilasyonlarda boyle bir agirlik kaybi
gozlenmedigi i¢in, piiskiirterek kurutma asamasinda tercih edilen giris sicakliginin
izopropil alkolii uzaklastirmaya yeterli oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica sulu olmayan
ortamin, ilaclarin suya maruz kalmasini 6nledigi ve tozda halihazirda bulunan nem
igerigini azalttig1 (272) goz oniinde bulunduruldugunda, teorik olarak, sistemden hem
suyun hem de izopropil alkoliin uzaklagsmasi beklenmektedir. Bununla birlikte
kaynama noktalar1 g6z oniinde bulunduruldugunda, suyu bile uzaklastiran kurutma
kosullarinin izopropil alkolii daha kolay uzaklastiracag: diisiiniilmekte, ortamdan su
uzaklagirken izopropil alkol kalintist bulunmasi teorik olarak miimkiin
goriinmemektedir. Bu noktada, levofloksasin igeren KTi’lerin amorf yapida olduklari
g6z Oniinde bulundurularak; izopropil alkol icinde ¢o6ziinmiis levofloksasinin
puskiirtiiliip kurutulmasi ile elde edilen tozun, bu islem ile su ve izopropil alkol

iceriginden arindig1, takip eden siirecte amorf yapist dolayisiyla higroskopik 6zellik
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gostererek nem ¢ektigi disiiniilmektedir. XRD analizi sonuglari da levofloksasin

iceren formiilasyonlarin amorf yapida olduklarin1 desteklemektedir.

Ayrica diger siprofloksasin igeren formiilasyonlarda agirlik kaybi
gbzlenmezken, siprofloksasin-dornaz alfa formiilasyonunun %0,26 oraninda agirlik
degiskenligi gostermesi ve levofloksasin-dornaz alfa formiilasyonunun diger
levofloksasin igeren formiilasyonlardan daha fazla agirlik degiskenligi gostermesi
(%3,47), bu degiskenliklerin Pulmozyme® preparati igerisindeki sudan da

etkilendigini diistiindiirmektedir.

5.3.5. XRD Analizi

Islem gérmemis siprofloksasin, levofloksasin, asetilsistein ve piiskiirtiilerek
kurutulan formiilasyonlarin XRD difraktogramlari, tozlarin kristal ve amorf yapilarini
gostermek i¢in kullanilmaktadir (Bkz. Sekil 4.18.-Sekil 4.22., Sekil 4.62.-Sekil 4.67.).
XRD analizleri yapilarak elde edilen sonuglar literatiir ile uyumlu bulunmustur (249-
251, 256-258). Elde edilen sonuglar, ¢alismada kullanilan islem gérmemis maddelerin
kristal yapida oldugunu gostermektedir (Bkz. Sekil 4.18.-Sekil 4.20.) (258-260).

Siprofloksasin igeren formiilasyonlarin XRD analizleri; bilyali degirmen,
yiiksek basingli homojenizasyon ve piiskiirterek kurutma islemleri sirasinda
siprofloksasinin kristal formunun degismedigini agikca gostermektedir. Siprofloksasin
iceren formiilasyonlar, siispansiyondan hareketle hazirlandigr i¢in kristal form

korunmustur.

Diger taraftan, piiskiirterek kurutma islemi sirasinda levofloksasinin kristal
formunun amorf forma doniistiigli goriilmektedir. Levofloksasin igeren
formiilasyonlar, ¢ozeltiden hareketle hazirlandigi i¢in kristal form korunamamustir.
Sadece levofloksasin igeren KTT ile elde edilen XRD analizi sonuglar1 incelendiginde,
kismi bir kristal yapiyr isaret eden pikler goriilmiistiir. Bu sonug, DSC analizi
sonucunda sadece levofloksasin iceren formiilasyona ait 80-100°C’deki su igerigine
isaret eden pikin de, kristal suyunun muhafaza edilmesi sonucu olustugunu

diistindiirmektedir.

Formiilasyonda ilacin kristal yapismnin korunmasi, KTI’lerin raf omrii

siiresince stabilitesini korumasi yoniinden o6zellikle onemlidir. Amorf form genel
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olarak kristal formdan daha hizli bir ¢éziinme hizina sahip olmakla birlikte, amorf toz
genellikle daha higroskopiktir ve solunabilirligi daha diisiik ama daha kararli olan

kristal forma dénme egilimindedir (273).

XRD difraktogramlarinda antibiyotiklere ait piklerin diginda goriilen pikler,
formiilasyonlara  eklenen  mukolitiklerden  kaynaklaniyor  olabilir.  KTI
formiilasyonlarinda ilag¢ piklerinin yogunlugundaki degisiklikler, antibiyotikler ile
mukolitikler arasindaki etkilesimin bir gostergesi olarak degerlendirilebilir.
Siprofloksasin-asetilsistein, levofloksasin-asetilsistein igeren fiziksel karisimlarin
XRD difraktogramlari, islem gérmemis siprofloksasin, levofloksasin ve asetilsisteine
ait difraktogramlar ile uyumlu bulunmustur (Bkz. Sekil 4.21.-Sekil 4.22.). Bu durum

da maddelerin bir arada bulunmasinin kristal yapiy1 degistirmedigini géstermektedir.

Elde edilen XRD analizi sonuglar1 gostermistir ki, iretim yontemi
parametrelerinin degistirilmesi ile, kristal formun korunmasi veya kristal formdan
amorf forma gecis miimkiindiir. Bu tez kapsaminda, piiskiirtiilerek kurutulan karigimin
¢ozelti veya siispansiyon olusu, elde edilen tozun kristal ya da amorf olmasi lizerinde

kritik etkiye sahiptir.

5.3.6. SEM Analizi

Ham maddeler ve tiretilen tozlarin, partikiil biiytikliigii dagilimlarinin yani sira
partikiil ylizey morfolojilerini de degerlendirmek amaciyla SEM goériintiilemesi
yontemi tercih edilmistir. Bu yontem ile mikron boyutundaki partikiillerin basaril bir

sekilde goriintiilenmesi miimkiindiir.

Islem gérmemis siprofloksasin, levofloksasin, asetilsistein ve KTI’lerin SEM
goriintiileri Sekil 4.23.-Sekil 4.25. ve Sekil 4.68.-Sekil 4.73.'te verilmistir. Islem
gormemis etkin maddelerin SEM goriintiileri, XRD deneyinden elde edilen sonuclarla
uyumlu olarak, bu maddelerin igne seklinde, kristal, rijit bir yapiya sahip olduklarini
gostermistir. Ayrica SEM goriintiilerinin, partikiil biiyiikliigii dagilimi sonuglariyla da
uyumlu oldugu gorilmiistir (Bkz. Sekil 4.23.-Sekil 4.25.). Bilyali degirmen,
homojenizasyon ve piskiirterek kurutma yontemleri ile yapilan mikronizasyon
islemlerinden sonra, formiilasyona giren maddelerin partikiil biiytikliiklerinin 6nemli

derecede azaldig1 gbzlenmistir.
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Siprofloksasin igeren formiilasyonlar (sadece siprofloksasin igeren,
siprofloksasin-asetilsistein igeren, siprofloksasin-dornaz alfa igeren), bilyali degirmen
ile 6giitiilmiis ve homojenize edilmis siprofloksasin partikiillerinin siispansiyonundan
hareketle hazirlandigindan, piskiirtiilerek kurutulduktan sonra da ogitiilmiis toz
morfolojisini kismen koruyarak, kat1 fakat yumusak ytizeyli bir disk sekli goriintiisii

vermislerdir.

Sadece siprofloksasin  iceren ve siprofloksasin-asetilsistein  iceren
formilasyonlarin, partikiil biyiikligi dagilimi sonuglar1 ile uyumlu partikiil
biiyiikliiklerine sahip olduklar1 goriilmiistiir. Ayrica partikiil biiytikligii dagilimi
grafiginden de gozlemlenen, gift tepeli (bimodal) dagilim gésteren, biiyiik (2-3 um) ve
goreceli olarak kiiciik partikiillere sahip olduklar1 goriilmiistiir. Siprofloksasin-
asetilsistein i¢eren formiilasyonda bu goriintii daha belirgindir. Ciinkii s6z konusu
formiilasyon, siprofloksasin siispansiyonu ve asetilsistein ¢dzeltisi igeren karigimin
puskiirtiilerek kurutulmasi ile hazirlanmistir. Bu nedenle asetilsistein ¢ozeltisi
siprofloksasin partikiilleri tizerinde kurumustur. Bu sistemde asetilsistein derisimi

oldukea diisiik oldugundan, asetilsistein partikiilleri goreceli olarak daha kiigtiktiir.

Siprofloksasin-dornaz alfa igeren formiilasyona ait SEM goriintiileri, biiyiik
disk sekilli pargaciklarin yilizeyinde kiiglik yuvarlak partikiillerin = biriktigini
gdstermistir. Bunun nedeni siprofloksasin siispansiyonunun Pulmozyme® ¢dzeltisi ile
hazirlanip piiskiirtiilerek kurutulmasidir. Pulmozyme® preparati igerisindeki dornaz
alfa molekiilleri ve tuzlar, kurutma islemi sirasinda siispande haldeki siprofloksasin
partikiillerinin ylizeyinde kurumustur. Piiskiirtiilerek kurutulan karigimdaki dornaz
alfa derisimi diisiik oldugu i¢in, kuruma sonrasi siprofloksasin partikiillerinin
yiizeyinde kuruyan dornaz alfa partikiilleri goreceli olarak daha kiigliktiir.
Siprofloksasin-dornaz alfa KTI’lerinin partikiil boyutu analizi sonuglar1 da bimodal
partikiil boyutu dagilimin1 dogrular niteliktedir. Partikiil yilizeyinin diger
siprofloksasin igeren formiilasyonlardan farkli olmasi, Pulmozyme® preparatiin
icerigindeki tuzlardan ve sudan kaynaklanmaktadir. Preparatin igerigindeki su ile,
stispande haldeki siprofloksasinin bir miktar ¢oziindiigii varsayilmaktadir, bu da

partikiil morfolojisini degistirmistir.
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Siprofloksasin iceren formiilasyonlardan elde edilen SEM goriintiileri teorik
olarak degerlendirildiginde, 6nce mukolitigin mukus ile temas edip viskoziteyi
diisiirecegi, sonra da siprofloksasinin mukus igerisine daha etkili niifuz edecegi
sonucuna varilabilir. Siprofloksasin igeren formiilasyonlar ile levofloksasin igeren

formiilasyonlarin SEM goriintiilerinin oldukea farkli oldugu gézlenmistir.

Siprofloksasin igeren formiilasyonlardan farkli olarak, levofloksasin igeren
KTI’ler, ilaglarin (antibiyotik ve mukolitik) izopropil alkoldeki ¢dzeltisinden hareketle
hazirlandig1 i¢in, bu formiilasyonlar ile ¢Okmiis kiiresel partikiil goriintiisii elde
edilmistir. Bu formiilasyonlarin Mastersizer ile 6l¢iilen partikiil biiytikliigii dagilimi
homojendir ve bu sonuglar SEM goriintiilerini desteklemektedir. Levofloksasin igeren
formiilasyonlarin, iiretim isleminden sonra kristal yapilarinin degistigi ve daha amorf
bir goriintiiye sahip olduklar1 goézlenmistir. Dornaz alfa, levofloksasin iceren
formiilasyona eklendiginde, piiriizlii ve graniil yapisinda partikiiller elde edilmistir. Bu
durum Pulmozyme® preparatinin igerdigi suyun ve tuzlarin, damladan partikiile gegis
asamasinda, yani kurutma sirasinda partikiil olusturma davranisini degistirmesinden

kaynaklanmaktadir.

5.3.7. Partikiil Biiyiikliigii Dagilimi Analizi

Etkin maddelerin partikiil buiyiikliigi dagilimi incelenmis, islem gormemis
siprofloksasin, levofloksasin ve asetilsistein i¢in sirasiyla ortalama hacim g¢ap1 (dso)
14,61 um, 31,59 um, 386,37 um olarak bulunmustur (Bkz. Tablo 4.2.). Ayrica partikiil
biiyiikliigii dagilimlar1 incelendiginde, islem gormemis siprofloksasin ve
levofloksasinin oldukc¢a genis bir partikiil biiytikliigii dagilimina sahip olduklari, islem
gormemis asetilsisteinin goreceli olarak daha tekdiize bir dagilim gdsterdigi
goriilmistir (Bkz. Sekil 4.26.-Sekil 4.27.). Bu veriler SEM goriintiileri ile de

uyumludur.

On formiilasyon ¢alismalar1 kapsaminda, bilyali degirmen ydntemini optimize
etmek amaciyla, bilyali degirmen ile farkli kosullarda c¢alisilmis ve degistirilen
parametrelerin  partikiil bulyilikligli {izerine etkisi incelenmistir. Bu amacla
siprofloksasinin izopropil alkoldeki dispersiyonu kullanilmistir. Teorik olarak

siispansiyonun kat1 igerigi (%) azaldik¢a, elde edilen partikiillerin kiigiilmesi
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beklenmektedir. Bizim ¢alismamizda kat1 igerigi %2’den %]1’e diistiiglinde partikiil
biiyiikliigii azalarak, deo degeri 21 um’den 14 um’ye diismiistiir. Kati icerigi %1’den
%0,5’e diistiigiinde ise partikiil biiytikliigiinde artis gdzlenmistir. Sonug olarak %1
kat1 iceren silispansiyon ile en diisiik partikiil boyutuna ulasilmis (300 rpm, 15 dk.),
kat1 igerigini %1’in altina diisiirmenin ise anlamli olmadig goriilmiistiir (Bkz. Sekil

4.74.).

Bilyal1 degirmen yonteminde, teorik olarak islem siiresi arttikga, partikiil
biiyiikliigiiniin azalmasi1 beklenmektedir. Bizim ¢alismamizda islem stiresi 15 dk.’dan
60 dk.’ya ¢ikarildiginda dgo degeri 14 pm’den 13 um’ye diismiis, 60 dk.’dan 120 dk.’ya
cikarildiginda partikiil biliylikliigii artmistir. Sonug olarak 60 dk. islem siiresi ile en
diisiik partikiil boyutuna ulasilmig (300 rpm, %1 kati igerigi), islem siiresinin 60

dk.’nin tizerine ¢ikarilmasinin anlamli olmayacagi goriilmiistiir (Bkz. Sekil 4.74.).

Bilyal1 degirmen yonteminin bir diger degiskeni olan doniis hizinin (rpm)
partikiil bliylikliigii iizerine etkisi incelenmistir ve en dramatik etki bu parametrenin
degisimi ile elde edilmigtir. Doniis hiz1 100 rpm’den 200 rpm’ye ¢ikarildiginda dgo
degeri 102 um’den 34 um’ye, 200 rpm’den 300 rpm’ye ¢ikarildiginda dgoo degeri 34
um’den 14 pm’ye diismiistiir. Sonug olarak 300 rpm doniis hiz1 ile en diisiik partikiil
boyutuna ulagilmistir (15 dk., %1 kat1 icerigi) (Bkz. Sekil 4.74.). Fakat inhalasyon i¢in
gerekli partikiil boyutuna bu yontem ile ulagilamamistir. Dontis hizinin 300 rpm’nin
tizerine ¢ikarilmasi ile elde edilen siispansiyonda gozle goriiliir safsizliklar bulunmasi
ve islem sirasinda olusan siirtiinme ve 1sinin antibiyotiklerin stabilitesi lizerinde
olumsuz etki gosterebilecegi gbz Oniinde bulundurularak, doniis hizt 300 rpm’nin

tizerine ¢ikarilmamastir.

Sadece bilyal1 degirmen yontemi ile partikillerin solunabilir boyuta
getirilemeyecegi goriilmiis ve iiretim asamasina yiliksek basingli homojenizasyon
yontemi eklenmistir. Yeni durumda bilyali degirmen, sadece homojenizatdriin
chamber porlarinin tikanmamasi ve homojen bir siispansiyon elde etmek i¢in bir 6n

oglitme yontemi olarak kullanilmistir.

Yiiksek basingli homojenizasyon yonteminde teorik olarak, islem sayisi

arttikca partikiil boyutunun kiiclilmesi beklenmektedir. Calisma kapsaminda basing
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sabit tutulup (20.000 PSI) islem sayis1 artirilmig (20, 30, 40, 50 defa), en diisiik doo
degeri 40 defa homojenizasyon ile elde edilmistir (Bkz. Sekil 4.75.).

Uretilen formiilasyonlarm ortalama partikiil boyutlar1; siprofloksasin,
siprofloksasin-asetilsistein, siprofloksasin-dornaz alfa, levofloksasin, levofloksasin-
asetilsistein, levofloksasin-dornaz alfa igeren formiilasyonlar igin sirasiyla; 0,79 pum,
0,73 um, 1,36 um, 2,10 um, 1,99 um, 2,14 um olarak bulunmustur (Bkz. Tablo 4.16.).
Her kosulda, KTI formiilasyonlarinin ortalama partikiil biiyiikliigii, islem gdérmemis
maddelere kiyasla onemli 6l¢iide azalmistir (p<0,05). Formiilasyonlarin partikiil
biiyiikliigi alveollere kadar ulasabilmek i¢in uygun olmakla birlikte, acrodinamik ¢ap

degeri dl¢lilmeden kesin yargiya varmak miimkiin degildir.

Formiilasyonlarin  partikiill ~ biiylikliigii =~ dagilimlart  incelendiginde,
siprofloksasin ~ iceren  formiilasyonlarin =~ bimodal, levofloksasin  igeren
formiilasyonlarin tek tepeli (unimodal) dagilim gosterdigi goriilmiistiir (Bkz. Sekil
4.76.-Sekil 4.77.). Formiilasyonlarin iiretim yontemleri gbz Oniine alindiginda bu
durum beklenen bir sonuctur. Siispansiyonun piiskiirtiiliip kurutulmas: ile hazirlanan
siprofloksasin iceren formiilasyonlarda, siispande siprofloksasin belli bir partikiil
blytikliiglinde, ¢ozelti halindeki asetilsistein veya dornaz alfanin kurumasi ile elde
edilen partikiiller ise daha kii¢lik boyuttadir. Bu durum da ¢ift tepeli dagilima neden

olmaktadir.

(Cozeltinin piskiirtilerek kurutulmasi ile {iretilen levofloksasin iceren
formiilasyonlarda ise hem levofloksasin hem de asetilsistein veya dornaz alfa ¢ozelti
halinde oldugu i¢in kuruma ile tekdiize partikiiller elde edilmistir ve bu durum da tek

tepeli dagilim elde edilmesini saglamistir. Sonuglar SEM analizi ile uyumludur.

Mukolitik ajan olan dornaz alfa, KTI formiilasyonlarina ilave edildiginde, tek
basina antibiyotik iceren KTI’lere kiyasla dso degerinde hafif bir artis gozlemlenmistir.
Fakat bu deger hala solunabilir aralikta kalmistir. Bu artisgin, Pulmozyme®
preparatindaki su ve tuz igerinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Bilindigi iizere
genel olarak, piskiirtiilerek kurutulacak olan ortamda su orani arttikca partikiil
biiyiikliigii de artmaktadir (236, 237). Bununla birlikte su miktar1 izopropil alkol
miktarindan ¢ok diisiik oldugu i¢in dramatik bir artis gozlenmemistir. Partikiil
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biiyiikliigii dagilimi sonuglari, iiretilen KTI’lerin akcigere uygulanmak icin uygun

olabilecegini gostermistir (274).

5.4. Formiilasyonlarin Antibiyotik ve Mukolitik iceriklerinin Tayini

KTI’lerin antibiyotik ve mukolitik igerigi sonuglar1 Tablo 4.17.'de

gosterilmektedir.

Sadece antibiyotik igeren KTI’lerin ilag igerigi %95'ten daha yiiksektir ve su
icerikleri g6z oniinde bulunduruldugunda, bu deger kabul edilebilirdir. Levofloksasin
iceren formiilasyonlarin antibiyotik icerigi siprofloksasin iceren formiilasyonlara gore
daha disiiktiir. HPLC kromatogramlarinda safsizliga isaret eden pikler tespit
edilmediginden, gozlenen ila¢ icerigindeki azalma, ¢dzeltiden hareketle kurutma

isleminden kaynaklanan bir verim azalmasi olarak degerlendirilmistir.

FT-IR sonuclari, her iki antibiyotikteki kimyasal yapilarm, KTI
formiilasyonlarinda korundugunu ve dolayisiyla {iretim siirecinin veya mukolitik
ilavesinin siprofloksasin ve levofloksasinin stabilitesi lizerinde herhangi bir etkisinin

olmadigin1 géstermektedir.

5.5.  Coziiniirliik Tayini

Siprofloksasin pH’ya bagimli ¢oziiniirliik gosterdiginden (238), mukolitik bir
ajan varhiginda siprofloksasinin ¢oziiniirligiiniin degisip degismedigi incelenmistir
(Bkz. Tablo 4.18.-Tablo 4.19., Sekil 4.80.). Mukolitik igeren formiilasyonlardaki
siprofloksasinin  ¢Oziiniirliigii incelenmis, referans olarak islem gérmemis
siprofloksasin ile sadece siprofloksasin igeren formiilasyonun ¢oziiniirliik degerleri
almmistir. Islem gdrmemis siprofloksasin, sadece siprofloksasin igeren KTI,
siprofloksasin-asetilsistein KTI, siprofloksasin-dornaz alfa KTI formiilasyonlarinin
¢ozinirlikleri sirastyla 0,324+2,480 mg/mL, 0,293+0,006 mg/mL, 0,348+0,022
mg/mL, 0,316+0,013 mg/mL olarak bulunmustur. Coziiniirliikk degerleri arasinda fark
bulunmamistir. Bu sonu¢ da mukolitik varliginin siprofloksasinin ¢oziiniirliiglinii

degistirmedigini gostermektedir.
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Levofloksasin, BSS Sinif I ilagtir yani ¢oziiniirliigii yiiksektir (208, 209). Bu
nedenle, levofloksasin igeren formiilasyonlar i¢in ¢oziiniirliik tayini ¢aligmasi yapmak

anlamli bulunmadigindan yapilmamustir.

5.6. Coziinme Deneyi

KTi formiilasyonlarinin performansini degerlendirmek ve in vivo kosullarda
¢Oziinme davranislarin1 6ngérmek amaciyla, ozellikle ¢oziiniirligl disiik ilaglara in
vitro ¢dziinme ¢alismalar1 yapilmaktadir. Islem gormemis siprofloksasin ve
siprofloksasin iceren KTI’lerin (sadece siprofloksasin igceren KTI, siprofloksasin-
asetilsistein KTI, siprofloksasin-dornaz alfa KTI) ¢dziinme profilleri ¢izilmis ve
Weibull denklemi ile ¢6ziinme siireleri hesaplanmistir (Bkz. Tablo 4.20.-Tablo 4.21.,
Sekil 4.81.).

Islem gormemis siprofloksasin, sadece siprofloksasin iceren KTi,
siprofloksasin-asetilsistein KTI, siprofloksasin-dornaz alfa KT1 i¢in ¢dziinme siireleri
sirastyla 5,9 sa., 1,6 sa., 2,9 sa. ve 2,8 sa. olarak bulunmustur. Sonuglar, islem
gormemis siprofloksasin ile karsilastirildiginda, mikronizasyon isleminden sonra
siprofloksasinin  ¢oziinme siiresinin belirgin olarak azaldigin1  gostermistir.
Mikronizasyon islemi ile partikiiller kii¢iilmiis, buna bagli olarak da ylizey alanlar
artmistir. Artan ylizey alani, ¢oziiciiye temas eden yiizeyi de artirdigindan mikronize

tozlarda ¢6ziinme siiresinin azalmasi beklenen bir sonugctur.

Sadece siprofloksasin igeren KTI formiilasyonu, mukolitik igeren
formiilasyonlara kiyasla daha hizli bir ¢oziinme gostermistir. Bu durum da ikinci bir
bilesigin varliginin (mukolitik) ¢éziinme hizini diisiirmesinden kaynaklanmaktadir.
Uretim ydntemi ve SEM goriintiileri gdz 6niinde bulunduruldugunda, mukolitiklerin
siprofloksasin partikiillerinin yiizeyinde bulundugu bilinmektedir. Bu nedenle, teorik
olarak mukolitik igceren formiilasyonlarda siprofloksasinin ¢dzlinmesi i¢in Once
mukolitigin ¢oziinmesi gerekmektedir, bu durumun da siprofloksasinin ¢dziinmesinin

yavaslamasina neden oldugu diistiniilmektedir.

Levofloksasinin, hizli ve yiiksek ¢oziinme 0&zelliklerine sahip oldugu
bilinmektedir. Sadece levofloksasin igeren formiilasyon ve islem gormemis

levofloksasin ile ¢6ziinme deneyi yapildiginda, her iki kosulda da 15 dk.’da
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levofloksasinin % 95’inin ¢6ziindiigl goriilmistiir (Bkz. Tablo 4.22., Sekil 4.82.). Bu
nedenle levofloksasin igeren diger formiilasyonlar (levofloksasin-asetilsistein,

levofloksasin-dornaz alfa) ile ¢oziinme deneyi yapilmamustir.

5.7. Aerodinamik Parametrelerin Degerlendirilmesi

KTI’lerin solunabilirligini ifade eden aerodinamik parametreler Tablo 4.23.-
Tablo 4.40. ve Sekil 4.83.-Sekil 4.94.’te verilmektedir. Her bir ACI deneyinden 6nce
ve sonra, aygit ve dolu kapsiiliin toplam agirlig1 61¢iilmiis, aradaki fark hesaplanmustir.
Bu sonuglar da deney sirasinda, yiiklenen KT1’nin ne kadarinin aygittan uzaklastig1 ile
ilgili bir 6nbilgiye ulagsmay1 saglamistir. Baglangi¢ ve islem sonrasi (3 puf) agirlik fark:
degerleri sadece siprofloksasin iceren KTI, siprofloksasin-asetilsistein KTI,
siprofloksasin-dornaz alfa KT1I igin sirasiyla 19,30 mg, 21,03 mg, 24,23 mg; sadece
levofloksasin iceren KTI, levofloksasin-asetilsistein KTi, levofloksasin-dornaz alfa
KTi igin swasiyla 20,93 mg, 2545 mg, 29,40 mg olarak bulunmustur.
Karsilastirilabilir sonuglar elde etmek amaciyla yiiklenen KT1’lerin ayn1 miktarda
antibiyotik igermeleri saglanmistir. Bu nedenle de her bir formiilasyon i¢in yiiklenen
KTI miktar1 farklidir. Sonug olarak elde edilen baslangi¢ ve islem sonrasi agirlik farki
degerleri karsilastirilabilir degildir fakat 6nbilgi elde etmek yoniinden faydalidir. Bu

nedenle, elde edilen agirlik fark1 degerleri emitted dose degeri olarak kullanilmamustir.

Emitted dose, aygit ve kapsiil disindaki tiim sistemin yikanmasi ile HPLC
analizinden elde edilen toplam baz antibiyotik miktar1 olarak hesaplanmistir. Emitted
dose, sadece siprofloksasin igeren KTI, siprofloksasin-asetilsistein ~KTI,
siprofloksasin-dornaz alfa KTI igin sirasiyla 14,79 mg, 15,67 mg, 15,02 mg; sadece
levofloksasin iceren KTI, levofloksasin-asetilsistein KTI, levofloksasin-dornaz alfa
KTI igin sirasiyla 17,14 mg, 17,18 mg, 19,10 mg olarak bulunmustur. Emitted dose
yiizdesi, aygit ve kapsiil disindaki tiim sistemin yikanmasi ile HPLC analizinden elde
edilen toplam antibiyotik miktarinin, yiiklenen antibiyotik miktarina oranlanmasi ile
hesaplanmistir. Sadece siprofloksasin iceren KTI, siprofloksasin-asetilsistein KTI,
siprofloksasin-dornaz alfa KTI icin sirasiyla %53,75, %58,26, %56,62; sadece
levofloksasin iceren KTI, levofloksasin-asetilsistein KTI, levofloksasin-dornaz alfa
KTI icin sirasiyla %62,22, %62,02, %69,03 olarak bulunmustur. Islem sonrasinda
aygit acilip kontrol edildiginde, kalan tozlarin aygitta degil, kapsiilde oldugu
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gbzlenmistir. Sonuglardan da goriildiigii iizere levofloksasin igeren KTi
formiilasyonlari, siprofloksasin iceren KTI formiilasyonlarina gére daha fazla
antibiyotigin aygit ve kapsiilden uzaklasabilmesini, dolayisiyla solunum sistemine
girebilmesini  saglamistir. Bu farkin hazirlama yontemindeki farkliliktan
kaynaklandigr  disiintilebilir.  Cozelti formundan piskiirtilerek  kurutulan
levofloksasin igeren KTi’lerin, siispansiyon formundan piiskiirtiilerek kurutulan
siprofloksasin iceren KT1’lere gore daha diisiik dansiteye sahip olmalar1, aerosolize
olabilme yeteneklerini artirmistir. Mukolitik varligi, antibiyotiklerin aygit ve kapsiilii
terk edebilme yeteneklerini azaltmamis, aksine iki antibiyotik i¢in de bir miktar artig
saglamiglardir. Formiilasyonlara mukolitik eklenmesinin nedeni, mukus viskozitesini
azaltip, antibiyotik etkinligini artirmak olmakla birlikte, mukolitik varliginin
aerodinamik o6zellikleri iyilestirmesi beklenmeyen fakat istenen bir durumdur. Aygit
ve kapsiilii terk edebilme yeteneginin en az sadece siprofloksasin iceren KTI, en ¢ok
levofloksasin-dornaz alfa KTI formiilasyonlarinda oldugu goriilmiistiir. Bilindigi
tizere KTI formiilasyonlarmin aygit ve kapsiili terk edip solunum sistemine

gecebilmeleri, istenen etki bolgelerine ulasabileceklerini gostermemektedir.

Formiilasyonlarin KOAC degerleri hesaplanmis ve sadece siprofloksasin
iceren KTI, siprofloksasin-asetilsistein KTI, siprofloksasin-dornaz alfa KTI igin
strastyla 2,60 um, 3,06 um, 2,87 um; sadece levofloksasin igeren KTI, levofloksasin-
asetilsistein KTI, levofloksasin-dornaz alfa KTI icin strastyla 2,82 um, 2,29 um, 3,21
um olarak bulunmustur. Siprofloksasin iceren KTI’lerin hacim ¢aplari levofloksasin
iceren KTI’lerin hacim caplarina gore daha diisiik olmalarina ragmen, elde edilen
KOAC degerleri olduk¢a yakindir. Bu sonug¢ da ¢6zelti formundan hazirlanan
levofloksasin igeren formiilasyonlarin dansitelerinin, siispansiyondan hareketle
hazirlanan siprofloksasin igeren formiilasyonlarin dansitelerinden daha diisiik
oldugunu gostermektedir. Bununla birlikte tiim formiilasyonlar icin KOAC degerleri,

akcigerlerin derinlerine ulasmak i¢in uygun araliktadir.

Ince partikiil dozu (IPD), 5 um’den kiigiik partikiil boyutuna sahip yani teorik
olarak alveollere ulasabilecek antibiyotik miktar1 olarak hesaplanmistir. Sadece
siprofloksasin igeren KTI, siprofloksasin-asetilsistein KTI, siprofloksasin-dornaz alfa

KTI igin sirasiyla 12,14 mg, 11,60 mg, 11,25 mg; sadece levofloksasin iceren KTI,
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levofloksasin-asetilsistein KTi, levofloksasin-dornaz alfa KTI igin sirasiyla 13,79 mg,
14,72 mg, 12,60 mg olarak bulunmustur. Levofloksasin i¢eren formiilasyonlar ile
siprofloksasin igeren formiilasyonlara kiyasla daha yiiksek miktarda antibiyotigin
alveollere ulastig1 goriilmiistiir. En yiiksek IPD levofloksasin-asetilsistein KTI, en
diisiik IPD siprofloksasin-dornaz alfa KTi formiilasyonlari ile elde edilmistir. Emitted
dose’dan farkli bir siralama elde edildigi goriilmiistiir. Bu da KTi’lerin aygit ve
kapsiilii terk etme performansi ile alveollere ulasma performansinin her zaman dogru

orantili olmayacagini gostermektedir.

Ince partikiil fraksiyonu (IPF), 5 um’den kiigiik partikiil boyutuna sahip yani
teorik olarak alveollere ulasabilecek antibiyotik miktarinin emitted dose’a oranlanmasi
ile elde edilmistir. Sadece siprofloksasin iceren KTi, siprofloksasin-asetilsistein KTI,
siprofloksasin-dornaz alfa KTI icin sirasiyla %82,17, %74,02, %75,29; sadece
levofloksasin iceren KTI, levofloksasin-asetilsistein KTI, levofloksasin-dornaz alfa
KTI igin sirastyla %80,46, %85,73, %65,99 olarak bulunmustur. En diisiik IPF degeri
levofloksasin-dornaz alfa KTl ile, en yiiksek IPF degeri levofloksasin-asetilsistein KT1
ile elde edilmistir. IPF degeri, aygit ve kapsiilii terk eden formiilasyonun ne kadarmin
alveollere ulasabilecegini gosteren bir degerdir. IPD degeri ayni olan iki KTIi
formiilasyonundan emitted dose’u diisiik olanin IPF’si yiiksek olacaktir veya hem
IPD’si hem de emitted dose’u diisiik olan formiilasyonlarm IPF’si yiiksek olacaktir.
Bu nedenle IPF degerinin tek basima yiiksek olmasi, aerosolizasyon performansini
degerlendirmek icin yeterli bir veri degildir. Fakat IPF degerinin diisiik olmasi, iiretilen
formiilasyonun aygit ve kapsiilii terk ettigi ancak respiratuar bolgeye ulasamadan
solunum sisteminin tiist bolgelerinde (bogaz, trake gibi) takilan madde miktarinin

yiiksek oldugu anlamina gelmektedir (181, 275-277).

Elde edilen tiim formiilasyonlarda, filtreye ulasan madde miktar1 ihmal
edilebilir derecede azdir. Bu da soluk verme ile solunum sisteminden atilma ihtimali

olan partikiil miktarinin ihmal edilebilir diizeyde oldugunu gostermektedir.

5.8. Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

Etkin maddelerin absorbsiyonu, toksisitesi veya klerensi gibi 6zelliklerini

inceleyebilmek i¢in hiicre kiiltiirli caligmalar1 yapilmaktadir. Calu-3 hiicreleri (akciger



197

adenokarsinoma hiicreleri) insan hava yolu epitel bariyeri modeli olusturmak igin en
uygun hiicre hatlarindan biridir (194-198, 278). Yapilan ¢aligmalarda Calu-3’{in siv1
kapli (LCC) ve hava arayiizeyindeki (AIC) kiiltiirleri, morfolojileri ve permeabiliteleri
acisindan karsilastirilmig, AIC hiicrelerin akciger yapisin1 (mukus iiretimi, trans-
epitelyal direng, morfoloji ve transporter liretimi) daha iyi yansittigi gézlenmistir (196,
197). Calu-3 hiicre hatt1 kullanilarak siprofloksasin maddesinin permeabilite tayini

yapilmis, siprofloksasinin influx ve efflux substrati oldugu gortlmustiir (197, 199).

Permeabilite calismas1 kapsaminda Calu-3 hiicreleri, hem hava arayiizeyinde
hem de siv1 arayiizeyinde ¢ogaltilmis, formiilasyonlar hem ¢ozelti seklinde hem de
kat1 olarak uygulanmistir. Hava arayiizeyinde yetistirilen Calu-3 hiicrelerinin
yiizeyinde, akciger epitelyal dokusunda oldugu gibi, mukus tabakasi olustugu
bilinmektedir (194, 195).

Permeabilite ¢alismasi Oncesinde ve sonrasinda yapilan TEER o6l¢iimii ile
hiicre tek tabaka biitlinliigli degerlendirilmistir. TEER degerleri, transwell insertlerin
yiizey alanina, ekilen hiicre sayisina, filtreye, kiiltiir kosullarina ve pasaj sayisina
baghdir ve 152-2412 ohm.cm? arasinda degisebilmektedir. Kiiltiirdeki membran
potansiyelini ve epitel hiicrelerin rezistansin1 giivenilir bir sekilde 06lgen
Millicell-ERS, kalitatif olarak hiicre tek tabaka biitlinliiglinii ve kantitatif olarak hiicre
sikligin1 Slger. Tez galismasi kapsaminda Calu-3 hiicrenin TEER degerleri LCC ve
AIC kosullan altinda, formiilasyonlarin ¢ozelti veya toz halinde uygulanmasindan
once ve sonra Olcllmiistiir. Calu-3 hiicre hattinin LCC kosullarindaki TEER
degerlerinin (yaklasik 1000 ohm.cm?), AIC kosullarindaki degerlerden (yaklasik 400-
450 ohm.cm™) daha vyiiksek oldugu goriilmiistiir (278). Bu degerler literatiirle
uyumludur ve uygulama Oncesi ve sonrasi istenen hiicre tek tabakalarinin elde
edildigini gostermektedir (247). AIC kosullarinda iiretilen Calu-3 hiicrelerinin TEER
degeri daha diisiik olmasina ragmen, LCC ile kiyaslandiginda AIC, akciger kosullarina
benzer hava yolu epiteli morfolojisi ve elektrik direncine sahip oldugundan, in vivo
kosullar1 daha iyi taklit etmektedir (278).

MTT yontemi canli hiicrelerin renksiz ya da az renkli MTT’yi (3,(4,5-

dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromid)’yi, renkli formazan tiirevlerine

doniistiirmesi esasina dayanir. Yontem ilk kez 1983 yilinda Mosmann tarafindan
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immiinolojik ¢aligmalar igin hizli bir kolorimetrik yontem olarak uygulanmistir (279).
MTT, cogalan hiicrelerde, mitokondriyal siiksinik dehidrogenaz enzimi tarafindan
formazana (kirmizi) doniisiir. Sadece indirgenen formazan spektrofotometrik olarak
Olctilebilirdir, bu nedenle orijinal boya ile herhangi bir girisim gergeklesmesi s6z

konusu degildir.

MTT testi ile hiicrelere 100 ve 500 pg/mL derisimde antibiyotik iceren
formilasyonlar uygulanmis, hiicrelerin 24 saat sonraki canlilig1r degerlendirilmistir.
Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, hazirlanan ¢ozeltilerin hiicre canlilig1 {izerinde
olumsuz etkilerinin olmadig1 sonucuna ulasilmistir. Bu veriler dogrultusunda 250
ug/mL (0,65 mM) siprofloksasin, 430 pg/mL (1,161 mM) levofloksasin igeren
derisimlerde KTI ¢ozeltileri uygulamasinin da hiicrelerin canliligin1 olumsuz ydnde
etkilemeyecegi ongoriilmiistiir. TEER ¢alismast sonuglar1 da bu ¢ikarimi destekler
niteliktedir.

Kati1 formiilasyon uygulama asamasinda Dry Powder Insufflator™ aygiti
kullanilmistir. Bu aygit 1-5 mg kuru tozu havada aerosolize ederek uygulama imkani
vermektedir. Inhalasyon kosullarim1 daha iyi yansitacagi i¢in bu yontem tercih

edilmistir. TEER 6l¢timleri ile hiicre biitiinliigiiniin korundugu goériilmiistiir.

Permeabilite sonuglar1 Tablo 4.42. ve Sekil 4.96.-Sekil 4.97.de verilmistir.
Hava ara ylizeyinde kat1 olarak uygulanan islem gormemis siprofloksasin ve islem
gdérmemis levofloksasinin permeabiliteleri sirastyla 0,329.10° cm/sn ve 4,281.10°°
cm/sn olarak bulunmustur. Beklendigi gibi levofloksasinin  permeabilitesi
siprofloksasinin permeabilitesinden daha yiiksektir (278). Tez kapsaminda sistemik
degil lokal etki beklendigi i¢in siprofloksasinin permeabilitesinin gorece diisiik olmasi
bir istiinliik olarak degerlendirilmistir. Yine hava ara ylizeyinde kati olarak uygulanan
siprofloksasin-asetilsistein, levofloksasin asetilsistein fiziksel karisimlarindan
antibiyotik permeabilitesi sirastyla 1,452.10% cm/sn ve 4,310.10° cm/sn olarak
bulunmustur. Sonuglardan da goriildiigli lizere asetilsistein varligi siprofloksasinin
permeabilitesini  artirirken, levofloksasinin  permeabilitesinde  bir  degisiklik

olmamustir.
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Siv1 ara yiizeyine ¢ozelti olarak uygulanan sadece siprofloksasin iceren KTI,
siprofloksasin-asetilsistein KTI, siprofloksasin-dornaz alfa KTI igin permeabilite
degerleri sirasiyla 4,328.10° cm/sn, 4,264.10° cm/sn, 4,337.10° cm/sn; sadece
levofloksasin iceren KTI, levofloksasin-asetilsistein KTI, levofloksasin-dornaz alfa
KTI icin sirasiyla 6,024.10° cm/sn, 6,250.10° cm/sn, 6,492.10° cm/sn olarak
bulunmustur. FElde edilen sonuglar yine levofloksasinin permeabilitesinin
siprofloksasinden  yiikksek  oldugunu  goOstermistir.  Mukolitik  eklenmesi
siprofloksasinin permeabilitesini degistirmezken, levofloksasinin permeabilitesi bir

miktar artmistir.

Sivi ara yiizeyine toz olarak uygulanan sadece siprofloksasin igeren KTi,
siprofloksasin-asetilsistein KTI, siprofloksasin-dornaz alfa KTI igin permeabilite
degerleri sirasiyla 0,421.10° cm/sn, 0,815.10° cm/sn, 1,103.10° cm/sn; sadece
levofloksasin iceren KTI, levofloksasin-asetilsistein KTI, levofloksasin-dornaz alfa
KTI igin swrasiyla 1,295.10° cm/sn, 2,759.10° cm/sn, 4,650.10° cm/sn olarak
bulunmustur. Elde edilen sonuglar yine levofloksasinin permeabilitesinin
siprofloksasinden  yiiksek  oldugunu  goéstermistir.  Mukolitik  eklenmesi
siprofloksasinin de levofloksasinin de permeabilitesini artirmistir  fakat

levofloksasindeki artisin daha dramatik oldugu goriilmiistiir.

Hava ara yiizeyine ¢6zelti olarak uygulanan sadece siprofloksasin igeren KTI,
siprofloksasin-asetilsistein KTI, siprofloksasin-dornaz alfa KTI icin permeabilite
degerleri sirastyla 5,141.10° cm/sn, 5,275.10° cm/sn, 5,328.10° cm/sn; sadece
levofloksasin iceren KTI, levofloksasin-asetilsistein KTI, levofloksasin-dornaz alfa
KTI igin sirasiyla 8,565.10° cm/sn, 9,707.10° cm/sn, 9,739.10° cm/sn olarak
bulunmustur. Elde edilen sonuglar yine levofloksasinin permeabilitesinin
siprofloksasinden  yiiksek  oldugunu  gostermistir. ~ Mukolitik  eklenmesi
siprofloksasinin de levofloksasinin de permeabilitesini artirmistir  fakat

levofloksasindeki artigin daha dramatik oldugu goriilmiistiir.

Hava ara yiizeyine toz olarak uygulanan sadece siprofloksasin iceren KTI,
siprofloksasin-asetilsistein KTI, siprofloksasin-dornaz alfa KTi icin permeabilite
degerleri sirastyla 2,758.10° cm/sn, 2,184.10° cm/sn, 1,300.10° cm/sn; sadece

levofloksasin iceren KTI, levofloksasin-asetilsistein KTI, levofloksasin-dornaz alfa
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KTI igin sirasiyla 3,482.10° cm/sn, 5,461.10° cm/sn, 4,629.10° cm/sn olarak
bulunmustur. FElde edilen sonuglar yine levofloksasinin permeabilitesinin
siprofloksasinden  yiikksek  oldugunu  goOstermistir.  Mukolitik  eklenmesi
siprofloksasinin  permeabilitesini  azaltirken, levofloksasinin  permeabilitesini

artirmistir.

Hava ara yiizeyinden elde edilen permeabilite degerlerinin, siv1 ara yiizeyinden
elde edilen degerlerden daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Teorik olarak sivi varliginda
maddelerin ¢oziinmesine bagli olarak permeabilitenin artmasi beklenirken, sivi yerine
mukus tabakasi olan ortamda permeabilitenin daha yiiksek olmasi beklenen bir sonug
degildir. Bu durumun hava ara yiizeyinde iiretilen hiicrelerin TEER degerinin siv1 ara
yiizeyinde tiretilen hiicrelerin TEER degerinden diisiik olmasindan kaynaklanabilecegi
diisiiniilmektedir. Akciger yiizeyi sivi ile degil mukus tabakasi ile kapli oldugundan,
hava ara yiizeyi ile yapilan ¢alismalarin in vivo kosullart daha iyi temsil ettigi

bilinmektedir (196).

Formiilasyonlarin permeabilitesinin, fiziksel karigimlarin permeabilitesinden
daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Bu durum, mikronize edilmis maddelerin yiizey
alanlarinin artisina bagli olarak daha hizli bir ¢dziinme davranis1 gostermelerinden
kaynaklanmaktadir. Formiilasyonlar ¢o6zelti olarak uygulandiginda mukolitik
varliginin permeabiliteye etkisi daha az goriiliirken, kati uygulamada mukolitik varligi
permeabiliteyi daha fazla etkilemistir. Kat1 olarak uygulamada kuyucuklar arasindaki
varyasyon, sivi olarak uygulamadakine gore daha fazladir. Levofloksasin ile
siprofloksasin arasindaki permeabilite farki hava ara yiizeyine ¢ozelti olarak uygulama

ve siv1 ara ylizeyine toz olarak uygulamada belirgin olarak ortaya ¢ikmistir.

Formiilasyonlar ¢ozelti formunda uygulandiginda daha yiliksek permeabilite
degerleri elde edilmistir. Buna karsin, formiilasyonlar kuru toz halinde uygulandiginda

daha diisiik ve degisken sonuglar elde edilmistir.

KTI’ler tedavi amaciyla toz olarak uygulandigindan, hiicre Kkiiltiirii
caligmalarinda formiilasyonlarin toz olarak uygulamasi ile elde edilen sonuglar in vivo
kosullar agisindan daha giivenilirdir. Diger taraftan, uygulanan tozu ¢6zmek i¢in

gerekli sivi miktarini dogrudan etkileyen, uygulama yiizeyi (hiicre kiiltiirdi insert alani
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veya akciger ylizey alani)/toz orani dikkate alinmalidir. Mukolitiklerin yoklugunda
veya varliginda elde edilen permeabilite degerlerini karsilastirdigimizda, sadece sivi
ara yiizeyl kosullarinda formiilasyonlarin toz olarak uygulanmasi ile permeabilite
degerlerinde fark elde edilmistir. Bu sonug, antibiyotiklerin ¢dziinmesi i¢in yeterli s1vi
oldugu durumda, mukolitik varliginin antibiyotiklerin permeabilitesini artirabilecegini
gostermektedir. Formiilasyonlar ¢ozelti olarak uygulandiginda, AIC ve LCC kosullari
arasinda anlamli bir fark bulunmamistir, bunun nedeni tiim ilaglarin halihazirda
¢dziinmiis olmasidir. Benzer sekilde, hava ara yiizeyinde iiretilen insert’lere KTI'lerin
toz formu uygulandiginda, inhalerleri ¢6zmek i¢in yeterli sivi olmadigindan mukolitik
iceren ve icermeyen formiilasyonlarin permeabiliteleri arasinda bir fark

gbzlenmemistir.

Elde edilen sonuglarin degerlendirilme siirecinde, AIC kosullarinda Calu-3 ile
tiretilen mukusun kistik fibrozis hastalarinin mukus yapisina kiyasla belirgin sekilde

farkl viskoziteye sahip oldugu dikkate alinmalidir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasindan elde edilen sonuglar agagida siralanmaistir:

Validasyonu yapilan HPLC yontemi ile siprofloksasin, levofloksasin ve
asetilsistein  maddelerinin es zamanli kantitatif analizi basariyla
gerceklestirilmistir. BCA yonteminin, dornaz alfa maddesinin miktar tayini
icin uygun bir yontem oldugu goriilmistiir.

Bilyali degirmen, yiiksek basingli homojenizasyon, piiskiirterek kurutuma
yontemlerinin, kullanilan maddelerin mikronizasyonu ve inhale edilebilir
ozellikte maddelerin iiretimi icin uygun oldugu goriilmiistiir. Uretim
parametreleri degistirilerek, KTi’lerin partikiil biiyiikliikleri ve partikiil
biiyiikliigii  dagilimlari  degistirilebilmektedir.  Uretim  parametreleri
degistirilerek, KTI’lerin partikiil morfolojileri, nem icerikleri ve nem ¢ekme
ozellikleri degistirilebilmektedir. Uretim parametreleri degistirilerek, kristal
yapisindaki islem gérmemis etkin maddelerin, kristal yapiy1 koruyabilecekleri
veya amorf yapiya doniisebilecekleri goriilmiistiir. Pulmozyme® preparati
icerisinde dornaz alfa maddesinin yani sira ¢esitli tuzlar ve su bulunmasinin,
partikiil morfolojisini ve nem igerigini etkiledigi gortilmustiir.

Mikronizasyon isleminin veya mukolitik varliginin siprofloksasinin
¢Ozliniirliigli iizerinde bir etkisi olmadigi bulunmustur. Mikronizasyon
isleminin siprofloksasinin ¢6ziinme siiresini kisalttigi, mukolitik varliginin
¢ozlinme siiresini uzattig1 gézlenmistir.

Siprofloksasin ve levofloksasin antibiyotikleri ile asetilsistein ve dornaz alfa
mukolitiklerinin kombine edilmesinin aerodinamik parametreleri 6nemli
Olciide etkilemedigi goriilmiistiir. Cozelti formundan piiskiirtiilerek kurutulan
levofloksasinin  siispansiyon ~ formundan  piiskiirtiilerek ~ kurutulan
siprofloksasine gore daha diisiik dansiteye sahip oldugu, bu nedenle
aerodinamik c¢apmin hacim c¢apindan daha diisiik oldugu ve daha iyi
aerodinamik ozelliklere sahip oldugu gdzlenmistir. Uretilen tiim KT1’lerin,
inhale edilebilir ve olduk¢a yakin KOAC degerlerine (2,29-3,20 um) sahip
oldugu gorilmiistiir. En yiiksek ince partikiil fraksiyonu (14,61 mg, %85,18)

(<5 um) levofloksasin-asetilsistein i¢eren formiilasyon ile elde edilmistir. Bu
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caligma ile, tasiyict olmadan da inhale edilebilir partikiiller elde etmenin
miimkiin oldugu gosterilmistir.

5. Levofloksasinin, siprofloksasinden daha yiiksek bir permeabiliteye sahip
oldugu gorilmistiir. Cozelti olarak uygulanan formiilasyonlardaki
antibiyotigin daha yliksek permeabiliteye sahip oldugu gozlenmistir.
Formiilasyonun sivi ara yiizeyine kuru toz olarak uygulandigi kosullarda,
mukolitik varhi@inin antibiyotik permeabilitesini artirdigr  goriilmiistiir.
Antibiyotik permeabilitelerindeki en yiiksek degiskenlik formiilasyonun hava
ara yiizeyine kuru toz olarak uygulandigi kosullarda elde edilmistir. En yiiksek
permeabilite, hava ara yiizeyine ¢ozelti olarak uygulanan levofloksasin-dornaz
alfa KTI (9,739.10°(cm/sn), %15,848) ile elde edilmistir. Fiziksel karisimlar
ile kiyaslandiginda, formiilasyon igerisindeki antibiyotigin permeabilitesinin

daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.

KTI formiilasyonlarinin aerodinamik &lgiitleri, toz aerosolizasyonu esnasinda
aglomeratlarin basariyla birbirlerinden ayrildigini ortaya koymustur. Bununla birlikte,
belirli miktarda tozun, kapsiiliin ve inhaler agizliginin i¢inde kaldig1 gézlemlenmistir.
Formiilasyona ait bu sorunlar1 asmak i¢in, yumusak aglomerat iiretimi veya toz
emisyon performansini iyilestirme yetenegine sahip baska bir KTI aygiti kullanimi

yaklasimlar1 denenebilir.

Yapilan permeabilite g¢alismalarindan elde edilen mukus tabakasi, kistik
fibrozis hastaligindaki viskoz, dehidrate mukus tabakasini taklit etmek icin yeterli
degildir. Bu sebeple, 6zellikle kistik fibrozis hastaligindaki mukus tabakasini taklit
etmek tizere dehidrate, viskoz yapay mukus (artificial sputum) ile ¢alismalar yapmak,
formiilasyonlar i¢indeki mukolitiklerin etkisini gormek acisindan faydali olacaktir.
Yapay mukus tabakasina uygulanan formiilasyonun viskoziteyi nasil degistirdigi
incelenebilir. Yapay mukus ortamina mikroorganizma ekimi yapilip (6r. Pseudomonas
aeroginosa), uygulanan formiilasyonlarin mikroorganizmalar1 yok etme kapasitesi ve

derinligi incelenebilir.

Secilen antibiyotiklerin dozlari, bir tasiyici eklemek i¢in ¢ok yiiksektir ve tez

kapsaminda sadece etkin maddelerle aerosolizasyonun ne kadar iyilestirilebilecegi
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incelenmis olmakla birlikte, formiilasyona 16sin gibi bir dagilim artiric1 eklenmesi

aerosolizasyon yetenegini artirabilir.
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