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OZET

Baghirov, 1.0. (2021). Vankomisin“in pulmoner yolla uygulanmak uzere
mikropartikiiler kuru toz inhaler formilasyonlarinin gelistirilmesi. Istanbul Universitesi
Saglik Bilimleri Enstitiisii, Farmasotik Teknoloji ABD. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul.

Bu c¢alismanin amaci, akcigerlere lokal uygulamak i¢in uygun aerodinamik
Ozelliklere, yuksek ila¢c kapsilleme verimliligine sahip ve 24 saat boyunca salim
yapabilen vankomisin hidrokloriir mikropartikiillerin hazirlanmas1 ve in vitro
performans testlerinin yardimiyla ilacin akcigerlerdeki dagiliminin incelenmesidir.

Ozellikle akciger enfeksiyonlarinda istenen bolgede gerekli olan minimum
inhibisyon konsantrasyonuna ulagsmak igin sistemik olarak yiiksek miktarda antibiyotik
verilmesi gerekmektedir. Bu da kendisiyle birlikde sistemik yan etkileri getirmektedir.
Akcigerlerin, genis yiizey alani, ince epitel tabakasi, yiikksek damarlanma agi ve ilk
gecis etkisini elimine edilebilmesi gibi avantajlara sahip oldugunu goz Oniine alarak
vankomisin hidrokloriiriin mikropartikiiler kuru toz formiilasyonunun hazirlanmasi
hedeflenmistir.

Mikropartikiler kuru toz formilasyonlarit S/Y/S emilsiyon ¢Oziici
buharlagtirma teknigiyle hazirlanmistir. Formiilasyonlarin hazirlanmasida biyouyumlu
ve bozunabilir oldugu FDA tarafindan onaylanan PLGA (poli(laktik-ko-glikolik) asit)
kullanilmigtir. Formiilasyonlara salimi kontrol etmek ve aerodinamik o6zelliklerini
iyilestirmek igin pordzite olusturucu ajanlar eklenmistir. Daha sonra eklenen
porojenlerin  mikropartikiil formiilasyonlarinda partikiil biytikligii ve partikil
biiytikliigii dagilimi, zeta potansiyeli, enkapsulasyon etkinlikleri, Griin verimi ve in vitro
salim ¢aligsmalar1 incelenmistir. Elde edilen bulgulara gére Amonyum bikarbonatin 7,5
mg kullanildigi formilasyonu uygun bulunmus ve in vitro performans testlerine bu
formilasyon ile devam edilmistir. Segilen formiilasyonun piyasada hazir halde bulunan
laktozlarla (InhaLac® 230, Lactohale® 200, Respitose® ml003, Respitose® sv003)
karistirllarak NGI ve DUSA testleri yardimiyla mikropartikillerin - aerodinamik
Ozellikleri  incelenmistir. ~ Kullanilan ~ yardimct ~ maddelerin,  mikropartikiil
formiilasyonlarinin  aerodinamik o6zelliklerini iyilestirdigi tespit edilmistir. Tez
calismamizda edilen sonuglar, vankomisin hidroklortr in mikropartikiler kuru toz
formilasyonunun uygun o6zelliklerde hazirlandig1 sonucuna varilmstir.

Anahtar Kelimeler: Vankomisin, kuru toz inhaler, mikropartikil, NGI, DUSA
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ABSTRACT

Baghirov, 1.0. (2021). Development of microparticular dry powder inhaler formulations
of vancomycin for pulmonary delivery. Istanbul University, Institute of Health Science,
Department of Pharmaceutical Technology. Master thesis. Istanbul.

The aim of this study was to prepare vancomycin hydrochloride microparticles
that have aerodynamic properties, high drug encapsulation efficiency and can release for
24 hours for local administration to the lungs and investigate the distribution of the drug
in the lungs with the help of in vitro performance tests.

Especially in lung infections, systemically high amounts of antibiotics should be
administered to achieve the required minimum inhibition concentration in the essential
area. This brings systemic side effects with it. Considering that the lungs have
advantages such as large surface area, thin epithelial layer, high vascularity network and
elimination of first pass effect and it is aimed to prepare a microparticular dry powder
formulation of vancomycin hydrochloride.

Microparticular dry powder formulations were prepared by the W/O/W
emulsion solvent evaporation technique. In the preparation of the formulations, PLGA
(poly (lactic-co-glycolic) acid), which has been approved by the FDA to be
biocompatible and degradable was used. Porosity forming agents have been added to
the formulations to control release and improve aerodynamics. After that particle size
and particle size distribution, zeta potential, encapsulation efficiency, product yield and
in vitro release studies were investigated in microparticle formulations of the added
porojen. Based on from results the ABC-7,5 formulation was found suitable and in vitro
performance tests were continued with this formulation. The aerodynamic properties of
the microparticles were investigated by mixing the selected formulation with the lactose
available in the market (InhaLac® 230, Lactohale® 200, Respitose® ml003,
Respitose® sv003) with the help of NGI and DUSA tests. The excipients used have
been found to improve the aerodynamic properties of the microparticle formulations.
The results of our thesis concluded that the microparticular dry powder formulation of
vancomycin hydrochloride was prepared with appropriate properties.

Key Words: vancomycin, dry powder inhalers, microparticles, NGI, DUSA



1. GIRIS VE AMAC

Akciger enfeksiyonlarina bagl hastaliklar, oldukca yaygin ve tiim yas gruplarini
etkileyen onemli bir saglik problemidir. Giinlimiizde bu hastaliklarin tedavisi,
genellikle antibiyotiklerin oral ve parenteral uygulanmasi yoluyla yapilmaktadir. Ancak
antibiyotiklerin yliksek dozda sistemik uygulanmasi ¢esitli yan etkilere neden oldugu
bilinmektedir. Garonzik ve arkadaslarinin 2011 yilinda kolistin kullanarak yaptigi bir
calismada akcigerdeki enfekte olmus bolgeyi tedavi etmek igin kullanilan sistemik
dozun hastalarin %60'inda norotoksisite ve nefrotoksisiteye yarata bilecegi belirtilmistir
(Garonzik ve ark., 2011). Bu nedenler géz oniine alindiginda akcigeri direkt hedef alan
ve boylece sistemik etkiyi minimum duzeye cekebilecek bir tedavi yontemine ihtiyac

duyuldugu goriilmektedir.

Akcigerlerin, genis yiizey alani, ince epitel tabakasi, yiiksek damarlanma ag1 ve
ilk gecis etkisini elimine edilebilmesi gibi hem lokal hem sistemik tedaviler agisindan
avantajlara sahip oldugu bilinmektedir. Akcigerler ayn1 zamanda astim, kistik fibrozis,
akciger kanseri, tiiberkiiloz gibi hastaliklarda, sistemik tedavideki istenmeyen etkiler

olmaksizin, hastalikli bolgeye direk ulasimi saglamaktadir (Labiris ve ark., 2006).

Vankomisin, yaklasik 50 yil 6nce penisilinaz Ureten Staphylococcus aureus
suslarin1 tedavi etmek icin alternatif bir penisilin olarak gelistirilmis, orijinal olarak
Streptococcus orientalis organizmasindan tiiretilen bir trisiklik  glikopeptid
antibiyotiktir. Vankomisin, metisiline direncli Staphylococcus aureus (MRSA) dahil
olmak lizere gram pozitif bakterilerin neden oldugu cesitli bakteriyel enfeksiyonlarin
tedavisi ve onlenmesi i¢in kullanilir (Rybak ve ark., 2009). Gunimizde vankomisin
sadece oral ve intraventz formilasyonlarda mevcuttur; Oral vankomisinin agir1 zayif
biyoyararlanimi nedeniyle pndmoni hastalarinin tedavisinde kullanilmamaktadir
(Rodvold ve ark., 2014). Ne yazik ki, vankomisin bobrek toksisitesi ve ototoksisite ile
iliskilidir. Intravendz Vankomisin uygulamas1 bobrek toksisitesi icin potansiyel bir risk

olusturur, vankomisin kullanim1 genellikle hastane ortamlariyla sinirlidir (Carreno ve

ark., 2014).

Mikropartikiller, buytkltkleri 0.1 pm-200 um arasinda degisen kiigiik kati

partikiller veya etrafi ¢esitli sentetik veya dogal polimerlerle ¢evrili damlaciklardir



(Komatsu ve ark., 1983). Son yillarda ilag tasiyict olarak sikg¢a kullanilan
mikropartikiller, biyolojik olarak parcalanabilen ve biyolojik olarak uyumlu
biyomateryallerden hazirlanabilmektedir. Mikropartikiller, tedavide hedef bdlgelere
etkin madde tastyabilme, etkin maddeyi enzimatik pargcalanmadan koruma, uzun siireli
salim saglayabilme, suda c¢oziinmeyen/az ¢Oziinen maddelerin taginabilmesi ve

biyoyararlanimin artirilmasi gibi avantajlar saglamaktadir.

Kuru toz mikropartikiiller kullanilarak inhale edilen antibiyotik tedavisi,
hastalikli hava yoluna ilag dagitiminin ¢ekici bir yoludur. Nebulizasyon ile
karsilastirildiginda, kuru toz inhalasyonu daha hizlidir, minimum ekipman gerektirir ve
ilact ortam havasima dagitma olasilig1 daha diisiiktiir. Solunan kapsiillenmis ilaglar,
sistemik olarak uygulanan muadilleriyle iliskili toksisitelerin ¢ogunu Onleyebilir. Bu
faktorlerin uyumu, genel mikrobiyolojik basariyr ve hasta sonuglarini iyilestirmesi

muhtemeldir (Tsifansky ve ark., 2008).

Simdiye kadar, biliyiik gozenekli mikropartikiiller (LPP), sisebilen
mikropartikiiller ve nanopartikiil agregatlar1 dahil olmak {izere partikiil miihendisligi
yoluyla pulmoner kontrollii salim iletim sistemlerinin gelistirilmesi i¢in ¢ok ¢aba sarf
edilmistir  (El-Sherbiny ve ark.,, 2010). Bunlar arasinda biiyilk gozenekli
mikropartikiiller gelecek adina en umut verici olanidir. Biiylik geometrik ¢ap ve diisiik
kiitle yogunlugu ile karakterize edilen LPP'ler, alveolar fagositozu ve partikil
agregasyon egilimini azaltmis ve daha yliksek aerosolizasyon verimliligine yol agmistir

(Hadinoto ve ark., 2007).

Biyouyumlu ve biyolojik olarak bozunabilir poli (laktit-ko-glikolit) aside
(PLGA) dayanan LPP’lerin, pulmoner ilag iletimi icin potansiyel surekli salimli
tastyicilar olarak Onerilmistir. Tek emiilsiyon ¢oziicii (Y/S) yOntemi ile hazirlanan
PLGA mikropartikiillerinin, ¢ift emiilsiyon (S/Y/S) yontemi ile yapilanlara kiyasla
dogal olarak daha az gozenekli oldugu bildirildiginden, LPP'ler esas olarak cift
emdlsiyon yoluyla tiretilmistir. Sodyum kloriir (Péan ve ark., 1998), albiminler (Lee ve
ark., 2010), siklodekstrin tirevleri (Ungaro ve ark., 2006), amonyum bikarbonat (Oh ve
ark., 2011), kanola veya silikon yag1 gibi yaglar (Arnold ve ark., 2007), da dahil olmak
uzere mikropartikillere arzu edilen gozenekliligi dahil etmek igin farkli gézenek

olusturucu ajanlar (porojenler) kullanilmistir. Porojen kalintis ile ilgili giivenlik sorunu,



diisiik ilag¢ yiiklemesi ve karmasik isleme, yukarida bahsedilen porojenler igin ana
eksikliklerdir.

Bu c¢alismanin amaci, uygun aerodinamik ozelliklere, yiiksek ilag kapsiilleme
verimliligine ve gozenek ayarlamasi yoluyla ila¢ salim hizinin ayarlanmasinda
esneklige sahip gozenekli mikropartikiillerin hazirlanmasi igin basit ve etkili bir
yontemin gelistirilmesidir. Calismamizda ¢ift emiilsiyon (S/Y/S) yontemiyle PLGA
bazli mikropartikiillerin hazirlanmas1 hedeflenmistir. Mikropartiktllerin  gdzenekli
yapida olabilmesi i¢in amonyum bikarbonat (ABC), sodyum bikarbonat (SBC) ve
sodyum karbonat (SC) tuzlari kullanilmistir. Hazirlanan formdalasyonlar (zerinde
partikiil buytkligii, polidispersite indeksi (PDI), yiizey gerilimi, enkapsiilasyon
etkinligi gibi analizler yapilmistir. Daha sonra formiilasyonlarin optimizasyonu takiben,
NGI ve DUSA analizleri ile in vitro performans etkinligi incelenmis ve mikrobiyolojik

testler ile antibakteriyel arastirilmasina ait ¢aligmalar tamamlanmaistir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Solununum Sisteminin Yapisi

Akcigerdeki ilag dagilimi, akcigerin anatomisi ile direkt baglantilidir. Pulmoner
sistemi incelemek icin, st bolge ve alt bolge olacak sekilde iki kisma ayirabiliriz. Ust
bolgeye agiz, nazal bolge, farenks, larenks, trake ve bronglari, alt bolgeyeyse bronsioller
ve alveolleri dahil ediyoruz. Ust bélgenin dallanmalarinin gérevi havayr nemlendirme,
1sitma ve alt bolgeye (respiratuvar bolge) oOturmekten ibarettir. Respiratuvar bdlge
adlandirdigimiz alt bolgedeki dallanmalar ise gaz degisimi yapmakla sorumludur.
Dallanma sayisi arttik¢a gaz degisimi yapilan yiizey alani da genislemektedir (Stocks ve
ark. 2002).
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Sekil 2-1: Solunum sisteminin yapisi (https://tr.wikipedia.org/wiki/Solunum_sistemi)



2.2. Pulmoner epitelin yapisi

Pulmoner sistem 40'tan fazla farkli hiicre tipine sahiptir. Bronslardaki hiicreler
cogunlukla goblet hiicreleri ve siliali hiicrelerden olugsmus olup aralarinda salgi
hiicreleri bulunmaktadir. Her bir siliali epitel hiicrelerinin yaklagik olarak 5 pm
uzunluga ve 0.25 pum ¢apa sahip ortalama 200 siliadan olugsmaktadir. Bronsiol
bolgesindeki epitel siliali kiibik hiicrelerle baskin olup, ayrica diiz kas hiicrelerini de
bulundurmaktadir. Alt solunum yollarina gittikge mukus salgilayan graniiller iceren
goblet hiicreleri ve salgi hiicreleri yavas yavas azalir, brons salgist ve metabolik
aktivitesi yuksek Clara hicreleriyse artar. Alveolar bélgede epitel duz bir yuzeye sahip
olmakla, 0.1-0.5 um kalinligindadir. Bu boliimde iki tip epitel hiicresi vardir. Tip-1
pnomositler, ince yapili hiicreler olmakla beraber, bu hiicrelerde hava-kan bariyeri
oldukga yakindir. Alveol keseleri orten epitel neredeyse tamamen Tip-1 hucrelerden
olusturmakta, buna ek olarak az miktarda Tip-2 hiicreleri de vardir. Tip-2 pnémositlerin
akcigerde birka¢ kritik rolii vardir. Bunlardan en O6nemlisi Pulmoner siirfaktanin
salgilanmasidir (Jacob ve ark. 2017). Genis ylizey alanina sahip olan alveoller, ayni

zamanda sik damarlanma agindan dolay1 sistemik dolasima hizli bir erisim

saglayabilmektedir.
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Sekil 2-2: Pulmoner epitelin yapisi (Gkatzis ve ark., 2018)



2.3. Pulmoner Yolla ila¢ Uygulama Yéntemleri

Mikropartikillerin akcigerin alt bolgelerine ulasabilmesi i¢in kullanilacak olan
inhalasyon cihazinin, 2-7 um biytikliigiinde mikropartikiller iceren ila¢ formilasyonu
disar1 verebilmesi Onemlidir. Cihaz ayrica verilen dozlarin tekrarlanabilirligini ve
saklama stresince formulasyonun fizikokimyasal stabilitesini de temin etmelidir. Su
anda Inhale ilag tedavisinde kullanilmak iizere {ic ana tip inhalasyon cihaz1

bulunmaktadir:
e Nebulizatorler
e  Olgiilii doz inhalerler (ODI)

e Kuru toz inhalerler (KTI)

2.3.1. Nebulizatorler

Nebulizatorler, sivi ilact, bir yiiz maskesi veya agiz parcasi araciligiyla solunum
yolunun alt kismina dogrudan ulasacak sekilde kolayca solunabilen aerosollere veya
minimal boyutta ince buhara doniistiiren tibbi cihazlardir. Bir nebiilizator, ilaclar
alveollara kadar ulasmak icin solunabilecek sekilde buharlastiran bir elektrikli

kompresorle birlikte kullanilir. Asagidaki faktorler, ilacin hastada birikmesini etkiler:
e Kullanilan nebiilizor
e Hasta ve nebilizér uyumu

e Hastanin nefes alma hiz1 (Lin ve ark., 2012)

Sekil 2-3: Nebulizatér Hospyneb® (Saz ve ark., 2009)



Nebulizatorler genellikle 4 yas alti gocuklarda olmakla daha g¢ok hastane
ortaminda, yatalak hastalarda veya diger inhalasyon cihazlarin1 kullanmakta giigliik
ceken hastalarda kullanilmaktadir. ODI ve KT1’lerle verilemeyecek kadar biiyiik dozlar
da Nebulizatorler yardimiyla verilebilmektedir. Nebulizatorlerin diger bir Gistiinliigiiyse
hicbir nefes koordinasyonu gerektirmemesi ve surekli inhalasyon saglayabilmesidir. Bu
cihazlarin Jet nebulizator ve Ultrasonik Nebulizator gibi farkli tiplerde ve farkli
yontemlerle damlacik olusturabilen gesitleri vardir. Jet Nebulizatorler, basingli bir gaz
yardimiyla ¢ozeltiyi kapiller icerisinden gecirerek, Ultrasonik nebulizorler ise yiksek
frekansta ses dalgalarinin yarattigi vibrasyon yoluyla ¢ozeltiyi veya silispansiyonu
nebulize etmektedir. ODI ve KTI’lerle kiyaslandiginda Nebulizatorler biyiik boyut ve

yiiksek maliyet ve kullaniminin zaman gerektirmesi gibi dezavantajlara sahiptir.

2.3.2. Olciilii Doz inhalerler

Olgiilii doz inhalerleri (ODI) 1950'lerin ortalarinda piyasaya siiriildii ve en
yaygin kullanilan inhalasyon ilag verme cihazlaridir. ODI'lerda ilag, yiizey aktif
maddeler dahil olmak Uzere diger yardimc1 maddelerle birlikte siv1 itici gaz (lar) i¢inde
¢Oziindiriilir veya siispanse edilir ve bir Ol¢iim valfi bulunan basingli bir kutuda
sunulur (Sekil 2-4). Olgiim valfinin calistirilmas: iizerine bir sprey olarak 6nceden
belirlenmis bir doz salinir. Kutudan salindiginda, formiilasyon valf icindeki geciste
hacim genislemesine ugrar ve acikliktan bosaltilmadan 6nce bir gaz ve sivi karigimi
olugturur. Yiksek hizli gaz akigi, sivinin ince bir damlacik spreyi halinde
parcalanmasina yardimci olur. Kolay kullanimi ve taginabilirligi sayesinde ozellikle

astim ve KOAH hastalarinda en ¢ok kullanilan cihazdir (Celik ve ark., 2010).

Basinch kutu

. llag -ftici gaz
kangimi

Oiculd valf
AgQuzhk parcasi

’ Koruyucu kapak
rd

Sekil 2-4: Olguilii doz inhaler



2.3.3. Kuru Doz inhalerler

Iyi tasarlanmus kuru toz inhalerler, pulmoner ilag iletimi icin oldukca verimli
sistemlerdir. KTI’ler giinimiizde daha fazla etken madde tasimasi, daha kolay stabilite
saglayabilmesiyle ODI ve nebulizorlere alternatif olup ¢evreye zararh gaz
¢ikarmamalar1 ve kompakt yapilariyla 6ne ¢ikmaktadir. ilag formiilasyonunun kuru toz
olmasi nedeniyle saklama siiresince yiksek fizikokimyasal stabilite gosterebilmektedir.
Ozellikle kullanimindaki kolayliklar (hastalarin el-nefes koordinasyonuna gerek
duymaksizin pasif nefesle dahi aktive ola bilmesi) KTI’lerin yash hastalarda genis

kullanimina olanak saglamaktadir. Sekil 2-5° da KT1’lerin farkl tipleri gdsterilmistir

Sekil 2-5: Baz1 kuru toz inhalerler. (islam ve ark., 2008)

(A) Aerolizer™, (B) Easyhaler™, (C) Turbohaler™, (D) Diskhaler™, (E) Novolizer™, (F) Rotahaler™,
(G) Clickhaler™, (H) MAGhaler™, (I) Spinhaler™, (J) Handihaler™



KTI'lar ucuz, kolay tasmabilir ve tekrar kullanilmaya olanak saglayan cihazlar

olmasmin yani sira karmasik sistemlerdir ki, performanslarina bir¢ok neden etki

etmektedir. KTi'lar tasarlarken ve degerlendirirken dikkate alinmasi gereken en 6nemli

teknik hususlar sunlardir:

* aerosol olusturmak igin uygulanan toz dagilma prensibine 6zel vurgu yapan

inhalator tasarimi ve doz igeren aerosoliin salindig1 an

* inhalatérde kullanilan kuru toz formiilasyonu

« hastanin nefes alma kuvveti ve siresi (Frijlink ve ark., 2004)

2.4. Pulmoner Yolla ila¢ Kullanmanin Avantaj ve Dezavantajlar

Pulmoner yolla ila¢ kullanmanin 6zellikle akciger hastaliklarinda ¢ok 6nemli

avantajlar1 bulunmaktadir:

yukarida bahsettigimiz akcigerlerin yapisal avantajlari

sistemik tedavinin neden olacagi yan etki riskini minimum diizeyde

tutmasi
ilk gecis eliminasyonunu elimine edebilmesi
non-invaziv uygulama saglamasiyla hasta uyuncunu arttirabilmektedir

Inhalasyon cihazlarinin genis gesitliligi

Bu uygulama yolu avantajlarinin yani sira bazi dezavantajlara da sahiptir:

cocuk ve yasli hastalarda uyuncu azaltabilmektedir.

[lag dozunun akcigerdeki dagilimi, hastanin kullanimindan ve nefes alma

seklinden etkilenebilmektedir.

Lokal etkili ilaglarda oro-farenks bdlgesinde fazla birikme, yan etkiler
ortaya ¢ikarabilmektedir (Pham ve ark., 2015).
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2.5. Respiratuvar Bolgede Partikul Birikimi

Pulmoner yolla verilen bir ilacin etkinligi, solunum sistemine niifuz etme ve
birikme kabiliyetine baglidir. Solunum bolgelerine nifuz etmek ve alveollerde birikmek
i¢in ilaglarin 1-6 pum araliginda olmasi tercih edilir. Daha buyik captaki partikiller
gerekli bolgelere ulagmamasmin yani sira 1 pm’den kiiciik olanlar nefesle birlikte
disartya atila bilmektedir. Partikiil boyutlarina ek olarak hastanin nefes alma sekli,
solunum yolunun morfolojisi ve inhalasyon cihazinin ila¢ salmasi da respiratuvar

bolgede partikil biriktirmeye etki ede bilmektedir.
Akcigerdeki partikiil birikiminden baslica iic mekanizmada bahsedebiliriz:
v' Carpma
v Sedimantasyon

v' Difiizyon

respiratuvar bélge </
i 7S
carpma
-
diflizvon

\Iiimentasyon

Sekil 2-6: Partikillerin respiratuvar bolgede tutulma mekanizmalari (Taylor 2002)

Carpma: Inhale edilen ilag partikiilleri solunum yollar1 boyunca ilerlerken
solunum yolunda catallanmalar meydana geldiginde yon degistirir. Yeterince yuksek
momentuma sahip olan hava akimi i¢indeki partikiller, degisen hava akimini takip
etmek yerine hava yollarmin duvarlarina ¢arparak etkilenirler. Bu biriktirme
mekanizmasi, ¢apt 5 pm’den bilyiik pargaciklar i¢in 6zellikle 6Gnemlidir ve (st solunum
yollarinda yaygindir. Iletken hava yollarinin siirekli dallanmasiyla, hava akimmnim hizi

azalir ve ¢arpma, birikme i¢in daha az 6nemli bir mekanizma haline gelir.
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Co= Vi Vsinb/gr (2-1)

Co: carpma orant

0: hava yollarmm yodnlindeki degisiklik
r: hava yolunun yaricap1

V: hava akimi hizi

V¢ terminal ¢6kelme hizi

Sedimantasyon: Stoke yasasina gore, yergekimi altinda ¢oken bir parcacik,

sabit bir son sedimantasyon hizina ulasacaktir.
V= gd%p/181 (2-2)

V. sedimantasyon hizi
p: partikiil yogunlugu
g: yercekimi sabiti

d: partikiil ¢ap1

n: hava viskozitesi

Bu nedenle, solunan bir partikiiliin sedimantasyonu, hava yollarinda kalma
stiresine ek olarak, partikiiliin boyutuna ve yogunluguna baghdir. Sedimantasyon, kiigiik
hava yollarinda ve alveollerde 1-5 um boyut araligindaki partikiiller i¢in nemli bir

biriktirme mekanizmasidir (Zeng ve ark., 2000).

Difuzyon: Kiigiik parcaciklarin solunum yolundaki molekiiller tarafindan
carpismasi ve bombardiman1 Brownian hareketi {iretir. Pargaciklarin yiksek
konsantrasyonlardan diisiik konsantrasyonlara sonugta ortaya ¢ikan hareketi, bunlarin
aerosol bulutundan hava yollarmin duvarlarina dogru hareket etmesine neden olur

(Zeng ve ark., 2000).

Stokes — Einstein denklemi tarafindan verilen difiizyon hiz1 partikil boyutu ile

ters orantilidir. Bu mekanizma 1 pm'den kiiciik pargaciklar i¢in baskin mekanizmadir:
D=kgT/d3mn (2-3)

D: difiizyon katsayisidir
Ke: Boltzmann ' sabitidir
T: mutlak sicakliktir

h: viskozitedir

d: partikiil capidir



12

[lacin pulmoner sistemde istenen bdlgeye ulasmasi igin ilag-cihaz kombinasyonu
ve partikiillerin biiyiikliigii olduk¢a 6nemlidir. Ekstradan, hastanin nefes alma hizi ve
havanin akcigerlerde kalma siireside de partikiil tutulumunu etkilemektedir. Hizl
yapilan bir inhalasyonla partikiiller burun ve larinks yiizeyine ¢arpdigindan akcigere
ilerleyemesi zorlasmaktadir. Yavas yapilan bir inhalasyon ise 7 pum’ye kadar olan
partikiillerin akcigere girmesini saglamaktadir. Ilaveten, hastaliga bagl olarak
akcigerlerde olusan bronkokonstriksiyon ve inflamasyon gibi haller, partikillerin

solunum yollarinda birikecegi bolgeyi degistirebilmektedir (Dolovich ve ark., 2019).

2.6. Pulmoner ila¢ Tasiyic1 Sistemler

Pulmoner ilag dagitim sistemleri, farkli ilaglarin uygulanmasi icin ilag
tasiyicilart olarak kapsamli bir sekilde arastirilmistir. Nanopartikiiller, lipozomlar ve
mikropartikiller gibi sistemler, ¢esitli akciger hastaliklarinin tedavisi i¢in uzun siiredir

arastirilmaktadir (Paranpje ve ark., 2014).

2.6.1. Lipozomlar

Lipozomlar, giivenli yapilariyla akcigerde kontrollii ilag salinimi saglayan, 20
nm- 10 um arasinda biiytikliige sahip ilag tasiyici sistemlerdir. Lipozomlar vasitasiyla
pulmoner ilag iletimi, akcigerlerde ilag tutulma siiresini artirabilir ve daha da 6nemlisi,
pulmoner bolgede yan etkilerde bir azalmaya yol acar, bu da terapdtik etkinliklerin
artmasina neden olur. Yapilarinda su fazdan olusan ¢ekirdegi saran en az bir lipit ¢ift-
tabaka bulunmaktadir. Bu lipit tabakalar aralarinda sulu faz igermektedirler.
Lipozomlar, yapilarindaki sulu faz nedeniyle hidrofilik ilag molekillerin, lipit cift-
tabakalar sayesinde hidrofobik ilag molekdllerin tasinabilmesine olanak vermektedirler
(Huang ve ark., 2006).

Lipozomlar, tibbi nebulizorler kullanilarak periferik hava yollarina biiytik
hacimlerde iletilmek Gzere gok cesitli terapotik molekiilleri tastyabilir. ODI ve KTI’ler
basit lipozom hazirlama tekniklerini kullanarak biiylik hacimler saglayabilen tibbi
nebulizorlerle karsilagtirildiginda akcigere nispeten daha az miktarlarda ilag
tasiyabilmektedir. Bir dizi nebilize edilebilir lipozom formilasyonu klinik deneylere

ulasmistir.  Ornegin, Arikace® (lipozomal amikasin) ve Pulmaquin® (lipozomal
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siprofloksasin) su anda gelisimin ileri asamalarinda olan antibakteriyel

formiilasyonlardir (Elhissi, 2017).

2.6.2. Nanopartikuller

Nanopartikiller, 10-1000 nm boyutlarinda, koloidal polimerik partikiillerdir.
Etkin maddeler nanopartikiillere absorbsiyon, adsorbsiyon, birlesme veya kimyasal
baglama yoluyla yiiklenerek tasinmaktadirlar. Diger koloidal ilag sistemleriyle
karsilastirildiginda Nanopartikiller sistemler viicut sivilarinda daha stabildirler
(Paranjpe ve ark., 2014). Nanopartikiiller araciligiyla bir¢ok hastalik igin ilaglar
tasinabilmektedir.  Kullanilan etken maddenin  Ozelliklerine  baghh  olarak,
nanopartikillerin ylizeyinde ve boyutunda degisiklikler yapilarak nanopartikiillerin
dolagim sisteminde kalis suresi ayarlanabilmektedir. Bunun sayesinde hazirlanan ilag
formiilasyonu klirensten korunup, fiziksel bariyerlerin {izerinden tagina bilmekte ya da
gerekli bolgede kalis siiresi ayarlana bilmektedir. Bu sayede terap6tik doza daha az ilag
konsantrasyonuyla ulasilip, neden olunacak yan etkiler azaltilabilmektedir (Jawahar ve
ark., 2012).

2.6.3. Mikropartikuller

Mikropartikiiller, etrafi ¢esitli sentetik veya dogal polimerlerle ¢evrili, 1-200pm
boyutlarina sahip kati partikiillerdir. Arzu edilen tedavi sekline bagl olarak farkli
tiplerde mikropartikiiller sistemler hazirlanabilmektedir. Pulmoner yolla ilag teslimi
icin, biiylik gozenekli mikropartikiiller, sisebilen mikropartikiiller ve kati lipit
mikropartikiller gibi farkli sistemler uygulanmistir (Jaspart ve ark., 2007; Yang ve ark.,
2009; El-Sherbiny ve ark., 2010). Mikropartikiillerin kullanimi, daha yiiksek
stabiliteleri, daha yiiksek ila¢ yiikleme kapasitesi, daha yavas ilag salim1 ve yiiklerin
daha uzun farmakolojik aktivitesi nedeniyle lipozomlar gibi diger tasiyicilara gore
potansiyel avantajlar sunar. Ayrica, morfoloji, boyut ve gozeneklilik gibi Mikropartikiil
ozellikleri, pulmoner uygulama gereksinimlerini karsilamak icin kolayca uyarlanabilir.
Lokal uygulamalarda mikropartikilleri gerekli bdlgeye uygulamak igin partikil

biiyiikliigiinii gerekli boyutlarda ayarlamak 6nemlidir:
e 30 um’den biiylik mikropartikiiller burun iginde 1-1,5 cm mesafede
e 10 pm’den biiyiik mikropartikiiller agiz, burun ve nefes borusunda

e 10 um’den kii¢iik mikropartikiiller broslara ve akcigerin alt kisimlarina
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e 5-10 um araligindaki mikropartikiiller brons agacinin ilk dallanmalarinda

e 5 um daha kii¢iik mikropartikiiller son dallanmalarinda birikirler (El-Sherbiny
ve ark., 2015)

2.7. Mikropartikillerin Hazirlanmasinda Kullanilan Polimerler

Simdiye kadar, dogal polimerler (albimin, karajenan, kitosan (CS), jelatin,
hyaluronik asit (HA)), sentetik polimerler (poli (laktik asit), oligo (laktik asit), poli
(vinil alkol), akrilik asit tdrevleri) ve kopolimerler (poli (laktik-ko-glikolid asit)
(PLGA)) de dahil olmak uzere, pulmoner ilag iletimi igin tasiyict olarak biiyiikk miktarda
polimerik malzeme incelenmistir (Smyth ve ark., 2011). Uygun polimer igin tarama
yapilirken, biyouyumluluk ve biyolojik olarak parcalanabilirlik dikkate alinmasi
gereken baslica 6zelliklerdir (Pilcer ve ark., 2010). Farkli polimerler arasinda, CS, HA

ve PLGA'nin siklikla umut verici beklentilere sahip oldugu raporlanmaktadir.

2.7.1. Kitosan

Pulmoner uygulamalar i¢in hazirlanan Mikropartiklllerde en yaygin olarak
kullanilan dogal polimerlerden biri olan kitosanin, ilag emilimini iyilestirebilmesi ve
saliimi kontrol edebilmesi beklenmektedir. Dahasi, pulmoner biriktirme i¢in kuru toz
formiilasyonlarinda bir dispersiyon arttirici olarak islev gorebilir. Cesitli literatiirlerde
kitosan ve tripolifosfat ile iyonik jellestirme yontemi ile hazirlanan partikillerde,
kitosan miktar1 artirilarak ilag salim hizinin diistiigiiniic bulmustur. Bununla birlikte,
kitosan agregasyona egilimlidir ve pKa degeri 5.5-6.5 oldugundan, fizyolojik pH'ta
ylizey yikii azalir ve pulmoner ila¢ verme uygulamasini sinirlar. Notr ortamda kitosanin
¢oziiniirliigiinii iyilestirmek igin kimyasal modifikasyonlar1 gelistirilmistir. Ornegin,
glikol kitosanin (GCS) yeni bir tiyomer tiirevi, tioglikolik asit (TGA) ile birlestirilerek
sentezlendi, GCS-TGA nanopartikiller, TGA’siz nanopartikiiller ile karsilastirildiginda
sicanlarda intratrakeal uygulamadan sonra akciger dokusuna muko yapigsmada iki kat
artisa neden oldugu gorlntilenmistir. Kalsitonin  yikli GCS ve GCS-TGA
nanopartikiiller, sirastyla %27 ve %40'lik farmakolojik kullanilabilirlik ile en az 12 ve
24 saat boyunca belirgin bir hipokalsemik etki ile sonuglanmistir. Bir arastirmada yeni
bir norkantharidin-konjuge hidroksipropiltrimetil amonyum Klorir kitosan tirevi
(NCTD-HACC'ler) sentezledi ve NCTD'nin ilk asamada hizli salinim ve daha sonra
yavag salinimla iki fazli bir ila¢ salim modeli ayarlandig1 gosterilmistir. (Liang ve ark.,

2015)
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2.7.2. HiyalUronik Asit

Son yillarda hiyaliironik asit, stirekli solunum yolu uygulamasi tlizerinde ¢alisan
bilim adamlarinin dikkatini ¢ekti. Akciger ortamina endojenligi ve yiiksek molekiiler
agirlikli hiyaliironik asitin biyo-yapismasinin yani sira, ¢esitli enflamatuar aracilarda ve
alveolar makrofajlarin  agliitinasyonunda rolleri  vardir; Ornegin  fagositozu
engellemektedir. Ayrica, sadece in vitro olarak degil, ayn1 zamanda hayvanlarda ve
insanlarda da 6nemli akciger hastaliklarinin tedavisinde Onerilmistir (Allegra ve ark.,
2012). Rouse ve arkadaslari hiyaluronik asitin flutikazon propiyonat partikillerinin
ylizeyi tlizerindeki etkilesimini ve adsorpsiyonunu arastirdi ve adsorbsiyon kapsaminin
solisyondaki HA konformasyonundan etkilendigini buldu. Ayrica hiyaliironik asitin
akcigerlere kuru toz formiilasyonu olarak uygulandiginda insulin salimini uzatmak igin

kullanilabilecegi de biliniyor (Surendrakumar ve ark., 2003).

2.7.3. Polilaktik-ko-glikolik asit

Poli (laktik-ko-glikolik asit) (PLGA), pulmoner uygulamada siirekli salimli
mikropartikiillerin hazirlanmasi i¢in en ¢ok arastirilan polimerdir (Ungaro ve ark., 2012;
Chow ve ark. 2007). PLGA biyolojik olarak uyumlu ve biyolojik olarak
parcalanabilirdir. PLGA, in vitro olarak bir¢ok insan hava yolu hiicre hattina karsi
toksisite gostermemektedir ve farelerde in vivo pulmoner hedeflendirmeden sonra
glvenlik gostergesi verilmistir (Ungaro ve ark., 2012; Dailey ve ark. 2006). Bununla
birlikte, FDA, PLGA'y1 inhalasyon i¢in polimer olarak heniiz onaylamamistir.
PLGA'nin biyoparcalanma hizi molekiil agirligina ve laktik asit: glikolik asit kiitle
oranina bagli olarak 3 haftadan bir yila kadar olabilir. Polimerik mikropartikiiller,
partikil formilasyon yontemine gore hem hidrofilik hem de lipofilik bilesikleri

kapsulleyebilir.

Bununla birlikte, PLGA ile hazirlanan mikropartikiiller dogal sinirlamalar
gosterir. Bunlar arasinda smirh ilag yiiklemesi, ilacin patlama salimi, akcigerlerde
polimer birikmesi riski ve ilag stabilitesine elverigsiz ortam sayilabilir. Polimerik
parcaciklar klasik olarak maksimum %10 ila¢ yliklenmesi sergiler, bu da sadece
nispeten diisiik dozlu ilaglara uygulanabilecekleri anlamina gelir. Aslinda, bir
inhalasyonda solunabilecek kiitle yiikleri kuru toz soluma cihazina bagl olarak 25 veya
50 mg ile sinirhdir. flacin ilk patlama salimi, partikiil yiizeyinden ilag difiizyonundan ve

muteakip polimer kitlesinin hidrolitik bozunmasindan ve siirekli devam eden ilag



16

salimindan kaynaklanir. Partikiil gézenekliligi, salim ortami ile hemen temas halinde
partikiil yiizeyini arttirir ve bu da ilk patlamayi arttirir. ilag yiikiiniin %50'sinden fazlasi
birkac saat icinde salinabilir ve formiilasyonun optimizasyonu ile bu patlamanin en aza
indirilmesi gerekir. Akcigerler i¢inde polimer birikimi, ilacin salinmasi polimerin
tamamen parcalanmasindan daha kisa siireler boyunca devam edebileceginden ortaya
cikabilir. PLGA'nin parcalanmasi, peptitler veya proteinler gibi pH'a duyarl ilaglara

zarar verebilen asidik bir ¢ekirdek olusturabilir (Cristina ve ark 2014).

2.8. Mikropartikiil Hazirlama Yontemleri
Mikropartikiil  hazirlama  yoOntemlerinin  bircogu, iic temel teknigin

varyasyonudur:
e (CoOziicli ekstraksiyon/buharlastirma yontemi
e Faz ayirma (koaservasyon) yontemi
e Puskurterek kurutma yontemi

Coziicii ekstraksiyon/buharlastirma ve piiskiirterek kurutma yontemleri c¢esitli
arastirmacilar tarafindan ¢ok ayrintili bir sekilde ele alinmistir. Bunlar, biyolojik olarak

parcalanabilen mikropartikiillerin hazirlanmasinda en populer yontemlerdir.

Coziicii ekstraksiyon/buharlastirma yonteminde, ilag bir organik polimer
¢ozeltisi i¢inde ¢oziiliir, dagitilir veya emiilsiyon haline getirilir ve bu daha sonra harici
bir su veya yag fazina emilsifiye edilir. Mikropartikiiller, ¢oziicii

ekstraksiyon/buharlagtirma ve polimer ¢okeltilmesinden sonra olusturulur.

Faz ayirma yonteminde, polimer, ¢ziinmez bir maddenin genislemesi yoluyla
ayr1 bir koaservasyon ajani Yyardimiyla c¢okeltilir. Bu yontemle mikropartikuller
hazirlanirken formiilasyonda ¢0zlicii veya koaservasyon ajanit kalintisinin kalma
thtimali vardir. Aymi zamanda diger Mikropartikiill hazirlama yOntemleriyle
kiyaslandiginda daha biiyliik mikropartikiillerin hazirlanmasinda kullanilmaktadir (Lee
ve ark., 2010).

Piiskiirtmeli kurutma, bir stvinin bir sicak havada veya bir inert gazda, nitrojen
akiminda atomize edildigi ve hemen kuru bir toz elde edildigi bir islemdir. Piiskiirtmeli
kurutma islemi, esas olarak, malzemeyi beslemeye baslama niteligine ve ¢alisma

kosullarma bagli olarak, orta derecede dar bir parcacik boyutu dagilimina sahip
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pargaciklar {iretir. Son zamanlarda, ¢esitli aktif farmasotik tirtinlerin kapsiillenmesi i¢in
yaygin olarak farkli yeni varyasyonlar kullaniimaktadir. Cesitli mikropartikil dzellikleri
uzerindeki birgok formdiilasyon ve proses parametresi zerindeki etki yogun bir sekilde

incelenmistir (Deshmukh ve ark., 2016).

2.8.1. Coziicii Ekstraksiyon/Buharlastirma Yontemi

Coziicti ekstraksiyon/buharlastirma yontemiyle bir ilacin mikrokapsillenmesine
yonelik farkli yontemler vardir. Etken madde, tek emiilsiyon veya ¢esitli emulsiyon
teknikleriyle polimerik malzemede kapsiillenmektedir. Sema se¢imi, ilacin daha yiiksek
diizenlemesini polimerik Mikropartikillerde kapsutllenecek ilacin hidrofilikligine ve
hidrofobikligine baglidir. Farkli semalarda Coziicii ekstraksiyon/buharlastirma

yontemleri asagida verilmistir:
e Suiginde yag (Y/S) ¢oziicli ekstraksiyon/buharlastirma yontemi
e Suicinde yag i¢inde su (S/Y/S) ¢oziicii ekstraksiyon/buharlastirma yontemi
e Suiginde yag i¢inde kat1 (K/Y/S) ¢oziicli ekstraksiyon/buharlastirma yontemi
e Suicinde yag iginde yag (Y/Y/S) ¢oziicii ekstraksiyon/buharlagtirma yontemi
e Yagicinde yag (Y/Y) ¢oziicii ekstraksiyon/buharlagtirma yontemi

Tek emdlsiyon yonteminde, baslangigta polimerik destek malzemesi ugucu
organik ¢6zuci icinde ¢ozullr. Kapsullenecek aktif farmasotik bilesen daha sonra bir
siispansiyon, bir emiilsiyon veya bir ¢ozelti olusturmak icin organik c¢ozelti iginde
¢ozlindiiriiliir. Bir sonraki asamada, organik faz, uygun miktarda yuzey aktif madde
(stabilizator) iceren organik ¢Oziici ile karismayan polimerlerin bir ¢6zucisunden
olusan bir sagilma fazinda c¢alkalama altinda emiilsifiye edilir. Emiilsiyon stabilize
edildikten sonra organik ¢Oziiciiyli buharlastirmak igin karigtirmaya devam edildi.
Mikropartikiiller, sertlestirici ajan ile yikanir, kurutulur ve daha ileri ¢alismalar igin
toplanir. Cesitli emiilsiyonlar, bir i¢ sulu agsamay1 tutan yag damlalarinin harici bir sulu
fazdan ayrildig1 ti¢ asamali sistemlerdir. Genel olarak, kloroform, diklorometan, etil
asetat ve etil format, ¢ozucu ekstraksiyon/buharlastirma yontemi ile mikropartikil

hazirlanma isleminde yaygin olarak kullanilan ¢oziictilerdir (Li ve ark., 2008).
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2.9. Mikropartikiillerde Yapilan Kontroller

2.9.1. Partikil Biiyiikliigii ve Zeta Potensiyali

Partikiillerin biiytikliigii, hazirlanacak olan formiilasyonun ulasacagi bolgeye,
dagilimina, biyoyararlanimina ve diger bircok seye etki eden faktorlerin basinda gelir.
Ornegin tozlarin partikiil biiyiikliigiinii degistirmekle spesifik yiizey alanlarmi da
ayarlaya bilmekte ve buna bagli olarak formiilasyonun viicut sivilarinda ¢éziinme hizi
ve absorbsiyonu da etkilenmektedir. Partikiil biiytikliigii ve PDI degerleri, hazirlanacak
olan formulasyonun amaca uygun hale getirilmesinde, ila¢ dozunun dogru yapilmasi,
acisindan onemlidir. Partikiil bliyiikligii ve PDI degerlerinin tespit edilmesi icin, lazer
difraksiyonu, coulter counter, optik mikroskop yontemi ve dinamik 151k sacilimi gibi

yontemler sikc¢a kullanilmaktadir.

2.9.1.1. Zetasizer Nano ZS

Zetasizer Nano ZS, kolloid, nano ve mikro partikillerin zeta potansiyel dl¢cimi
yani sira partikiil biiytikliigi ve dagilimin1 da dlgmeye olanak saglamaktadir. Bu cihaz
dinamik 151k sagilim teknigi kullanarak yiiksek performansa sahip cift ac1 ve patentli
NIBS teknolojisi sayesinde topakli numuneleri bile tespit etme, kiiclik veya seyreltik
partikllleri belirleme, ¢ok diisiik veya yuksek konsantrasyonlu érneklerin analizlerini
kolayca gergeklestirebilmektedir. Yiiksek viskoziteye veya konsantrasyona sahip
numuneler icin 6zel kivetler, tek kullanimlik kiivetler ve kat1 ylizeylerin zeta potansiyel
olcuimlerini 6lgmek icin 6zel kivetler mevcuttur. Ozel teknolojisi sayesinde 0.3nm-

10pum boyut arasindaki partikiilleri analiz edebilmektedir.

Sekil 2-7: Malvern Zetasizer Nano ZS
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2.9.2. Mikropartikullerin Morfolojik Ozellikleri
Hazir mikropartikiillerin dis 0Ozeliklerinin belirlenmesi taramali elektron
mikroskobu (SEM) yardimiyla yapilmaktadir. Calismamizda SEM kullanilarak

mikropartikillerin g6zenek yapilar: ve kiiresel sekilleri incelenmistir.

2.9.3. Coziinme Hiza

In vitro ¢bziinme hizi testleri, ilag gelistirme asamasinda formiilasyon
faktorlerinin biyoyararlanima etkisini test etmekte kullanilan ilacin performansini ortaya
koyan baslica faktorlerdendir. In vitro ¢oziinme hizi testlerinin  formilasyon

gelistirmenin farkli asamalariyla baglantili olarak kullanilmaktadir (Sekil 2-8).

2
%

Sekil 2-8: In vitro ¢éziinme hizi cahsmalarimin kullanim semasi (Usta ve ark., 2015)

Hazirlanmig formilasyonun ¢oziinme hizin1 gosterebilmek igin farkli kinetik

modeller hazirlanmistir. Dozaj formu, kristal 6zelligi, polimorfik 6zelligi, ¢oziniirligi,
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partikiil biiytikliigii, dozaj formunun igerdigi etkin madde miktar1 salim kinetigine etki

edebilen faktorlerdendir (Siepmann ve ark., 2012).

2.9.4. Coziinme Hiz1 Verilerinin Kinetik Degerlendirilmesi

ABD Gida ve Ilag Ajans1 (FDA), ilag sirketlerini in vivo ilag biyoyararlanim ile
in vitro ¢oziinme arasindaki iliskiyi incelemeye tesvik etmektedir. Bu nedenle, yillar
boyunca, invitro ¢oziinme testi, farmasotik gelistirme ve Uretimde Kritik bir rol
oynamis, genellikle yeni formiilasyonlarin tasarimina ve daha verimli dozaj formlarmin
gelistirilmesine rehberlik etmistir (Baxter ve ark., 2005). In vitro ¢dziinme profillerini in
Vivo biyoyararlanimin, biyoesdegerligin gostergeleri olarak kullanmak veya in vitro-in
vivo korelasyonlari gelistirmek i¢in, tanimlanmis fizyokimyasal ve hidrodinamik
kosullarda elde edilen giivenilir salim verileri gereklidir. Céziinme hizi galismalari
yaparken genellikle etkin maddenin kiimiilatif profili kullanilmaktadir. C6ziinme hizi
profillerinin karsilastirilirken, modele bagli, istatistik analizlerin yani sira modelden

bagimsiz metotlar da kullanilabilmektedir.

2.10. in Vitro Performans Analizleri

2.10.1. DUSA Analizi

Birden fazla doz iceren inhalerler igin, tim icerikler lzerinde doz igerigi
homojenligi icin bir test gereklidir. Test ayrica iirlin etiketi tarafindan talep edilen
toplam desarjlar1 da dlger. Kullanilan numune toplama sistemi Dozaj Birimi Numune
Alma Aparati (DUSA) toplama tiipidiir. Birincil pargalar, bir ince partikiil filtre
tutucusu, yan basing musluguna sahip ana oda, ug kapak setleri (kat1 ve vakum hortumu
baglantili), conta contalar1 ve tercih edilen agiz pargasi adaptoriinii tutmak igin bir giris
igerir

DUSA analizi, cihazdan yayilan ve dolayisiyla hasta i¢in mevcut olan toplam
ilag miktar1 olan Teslim Edilen Dozun miktarinin ol¢iilmesini saglar. Her dozun toz
agirhi@i, agirlik farki olarak analitik bir teraziyle olgiiliir. Dozu yakaladiktan sonra, aktif

ilag ¢6ziicii iginde ¢oziiliir ve sonra ¢ozeltinin bir kism1 UV kullanilarak analiz edilir.
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Sekil 2-9: DUSA cihazi

2.10.2. NGI analizi

Next Generation Impactor (NGI), 2000 yilinda piyasaya siiriilmiistiir. Cihaz,
yedi asama ve bir mikro-delik toplayici (MOC) igeren, yiiksek performansli, hassas,
partikilleri fraksiyonlarina ayiran bir ayristiricidir (Sekil 2.9.). Sagladigi kullanim
esnekligi ve yiiksek verim sayesinde inhaler arastirma laboratuvarinda yaygin olarak
tercih edilmektedir. Partikiil siniflandirma islemini iyilestirmek iizere tasarlanan yeni

aksesuarlarin eklenmesi ile tekrarlanabilirlik ve verimlilik artmaktadir.

NGI analizi, kademeli ¢arpma tertibatini siniflandiran yiiksek performanslh bir
analizdir. Hava akimi, tozu, ¢arpma tertibatinin gesitli asamalar1 i¢inde kademeli olarak
azaltilmis bir ¢apa sahip olan bir dizi agizlik boyunca tasir. Cesitli asamalarda
biriktirilen ilacin miktarin1 analiz ederek dikkate alinan en 6nemli parametreler toplam
veya hesaplanan teslim edilen doz (TED), ince pargacik kiitlesi (FPM) ve kiitle medyan
aerodinamik c¢apidir (MMAD). FPM, partikiil biiyiikliigiiniin 5 pm'nin altinda oldugu
ilag miktarmi temsil eder. DUSA testinin yani sira, tiim inhalasyon araliginda ¢ekilen

farkli gekimlerde analizler yapilir.

i,
11
RUITTI

COPLEY

Sekil 2-10: NGI cihaza
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Next Generation Impactor 6zellikleri agagidaki sekilde 6zetlenebilir:

Ilag endiistrisine 6zgiil olarak tasarlanmustir.

Avrupa ve Amerika Birlesik Devletleri Farmakopelerine kayith bir yontemdir.
Partikiil biiytikliigii aralig akis hizina bagh olarak 0,24- 11,7 pm arasinda.

15- 100 L/dk. arasindaki akis hizlarinda ¢alismak miimkiindiir.

Verim, dogruluk ve tekrarlanabilirlik kapasitesi yiiksektir.

NS N N N SR

Asamalar aras1 kayiplar az oldugu icin ilag geri kazanimi yiiksektir.

\

Yar1 ve tam otomasyona uygundur.

STAGE 2 STAGE 4 STAGE 6 MOC
6 Holes 52 Holes 396 Holes 4032 Holes
4.88 mm 1.207\mm 0.323 mm 70 milcron

STAGE 1
1 Hole
14.3 mm

STAGE 3

24 Holes
2.185 nun

Sekil 2-11: NGI cihazimin partikiilleri ayirma béliimleri

STAGE 5

152 Holes
0.608 mm

STAGE 7
630 Holes
0.206 mm
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2.11. Akciger Enfeksiyonlar:

Oral ve parenteral tedavi yontemleriyle erisimin siirli oldugu derin pulmoner
bolgelere yerlesen bakteriler nedeniyle Akciger enfeksiyonlarinin tedavisi zordur.
Enfeksiyonun yerlestigi alanlarda minimum inhibitér konsantrasyonu (MIC)
olusturabilen sistemik doz ¢ok yliksektir. Garonzik ve arkadaslarinin 2011 yilinda
kolistin kullanarak yaptigi bir ¢alismada akcigerdeki enfekte olmus bolgeyi tedavi
etmek i¢in kullanilan sistemik dozun hastalarin  %60''nda norotoksisite ve

nefrotoksisiteye yarata bilecegi belirtilmistir (Garonzik ve ark., 2011).

Inhaler antibiyotik preparatlarinin ¢ogu, kistik fibroz benzeri kronik otozomal
resesif multisistemik hastalik olan ve tekrarlayan akciger enfeksiyonlarmna yol agan
bilen akciger hastaliklarina odaklanir. Ozellikle, kronik obstriiktif akciger hastaligi
(KOAH) veya kistik fibroz gibi mukosiliyer klirens oranini azaltan hastaliklar ciddi
enfeksiyonlara neden olur. Sonu¢ olarak, alt solunum yolu enfeksiyonlari, kistik
fibrozlu veya kistik fibrozsuz tiim bronsektazi hastalar1 arasinda en 6nemli morbidite ve

mortalite nedeni haline gelmektedir.

Pulmoner yolla verilen antibiyotikler, solunum yolu bakteriyel yogunlugunu
azaltarak da enfeksiyon veya kronik kolonizasyon Onleme saglayabilmekte ve
semptomlar1 azaltabilmektedir. Akcigerleri enfekte olmus hastalarin ¢ogu uzun sureli
sistematik antibiyotik tedavisine maruz kalmaktadir. Bu tedavi fiziksel iyilesme
saglamasina ragmen, bazi antibiyotiklerin asir1 duyarliligina, bakteriyel direncin
artmasina veya mantar sliperenfeksiyonlarina neden olabilmektedir (Cookson ve ark.,

2018).

2.12. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus, kistik fibrozis hastalarinin hava yollarini kolonize eden
ve enfekte eden ilk patojenlerden biridir. Pre-antibiyotik ¢agda, Staphylococcus aureus
enfeksiyonlarinin bir sonucu olarak birgok KF'li ¢ocuk o6ldirmiistiir. GiintimUzde
antibiyotik tedavisi nedeniyle, KF'deki Staphylococcus aureus enfeksiyonlar
yonetilebilir gorinmektedir. Staphylococcus aureus, cocuklarda ve ergenlerde en
yaygin patojendir ve siklikla daha sonra yerini Pseudomonas aeruginosa almistir.
Bununla birlikte, yetiskinlerin hala %401 Staphylococcus aureus tarafindan kolonize

veya enfekte kalir. Staphylococcus aureus KF hastalarinda bu kadar yaygin bir patojen
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olmasina ragmen, bir¢ok ¢oziilmemis sorun vardir. Son veriler sadece ABD'de degil,
Avrupa'da da KF popilasyonunda Staphylococcus aureus enfeksiyonlarinda artis
oldugunu ve MRSA suslarmin arttigim gdstermektedir (Razvi ve ark., 2009). Ozellikle
hastane tabanli MRSA enfeksiyonlarin bakterilerin, akcigerlerin derin katlarina inmesi
sistemik  dolasimdan uygulanan antibiyotiklerin dozunun yiiksek olmasini
gerektirmektedir. Bu da gereklin olan MIC degerlerinin yiikselmesine ve bobreklerde
nefrotoksisiteye neden olmaktadir. Vankomisin, metisiline direngli Staphylococcus
aureus (MRSA) enfeksiyonlar icin onlarca yildir en yaygin tedavi olmustur; bununla
birlikte, etkinligi hakkindaki endiseler ve MIC degerlerinin yiikselmesi 6zellikle hastane
tabanli MRSA enfeksiyonlarinin tedavisinde lokal uygulanacak ila¢ formulasyonlarimin

gelistirilmesine ihtiyag yaratmaktadir (Holmes ve ark., 2014).

2.13. Inhale Antibiyotikler

Oral antibiyotiklerin uygulanmasi, bagirsak mikrobiyal topluluklarinda uzun
siireli olumsuz degisikliklere neden olabilir, bu da bagirsak organizmalarinin
antimikrobiyallere maruziyetini azaltmanin veya bunlardan kaginmanin Onemli
faydalarinin ola bilecegini gostermektedir (Zaura ve ark., 2015). Inhalasyonlar tibbi
olarak iki bin yildir kullanilmaktadir ve c¢ok c¢esitli aerosol ilaglart su anda
kullanimdadir veya birgok hastalik igin gelistirilmektedir. Akciger enfeksiyonlart igin
antibiyotiklerin (genellikle toz halinde) pulmoner dagitimi, daha az doz uygulamasi ve
yan etkilerdeki azalmalar ile basar1 gostermistir (Traini ve ark., 2009). Aerosolize
antibiyotikler, pnémoni tedavisinde sistemik muadillerinden daha etkili olabilir (Palmer
ve ark., 2014). Kistik fibrozda inat¢1 hava yolu enfeksiyonunu tedavi etmek igin
kullanildiginda, solunan antibiyotikler oral veya parenteral tedaviden daha etkili
goriinmektedir. (Ryan ve ark., 2011) Simirhi bir antibiyotik yelpazesi halihazirda
inhalasyon igin pazarlanmaktadir ve FDA ve Avrupa llag Ajansi tarafindan kistik
fibrozda kullanim ic¢in onaylanmigtir. Bunlara tobramisin, kolistin ve nebiilize
aztreonam dahildir. Diger hastaliklar i¢in onaylanmamis olmasina ragmen, gentamisin,
tobramisin, amikasin, seftazidim ve amfoterisinin enjekte edilebilir formiilasyonlar1 su
anda kistik olmayan fibrozis bronsektazi, ilaca direngli tiiberkiiloz olmayan
mikobakteriyel enfeksiyonlar, nakil sonrasi olusan hava yolu enfeksiyonlarini yonetmek

icin 'etiket dist' nebulize edilmektedir (Quon ve ark., 2014).
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2.13.1. Vankomisin

Vankomisin, yaklasik 50 yil 6nce penisilinaz tireten Staphylococcus aureus
suslarin1 tedavi etmek ic¢in alternatif bir penisilin olarak gelistirilmis, orijinal olarak
Streptococcus  orientalis organizmasindan tiiretilen bir trisiklik  glikopeptid
antibiyotiktir. VVankomisin, metisiline direngli Staphylococcus aureus (MRSA) dahil
olmak tlizere gram pozitif bakterilerin neden oldugu cesitli bakteriyel enfeksiyonlarin
tedavisi ve onlenmesi icin kullanilir. Ayrica streptokoklar, enterokoklar ve metisiline
duyarl Staphylococcus aureus (MSSA) enfeksiyonlari igin etkilidir. Vankomisinin ¢ok

sayida FDA onayli ve etiket dis1 klinik kullanimi vardir.

HO
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Sekil 2-12: Vankomisinin kimyasal yapi gosterimi (Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi
2020)

Vankomisin MRSA igeren ciddi Gram-pozitif enfeksiyonlarin tedavisinde
diinyada en yaygin kullanilan antibiyotiklerden biridir. Metisiline direngli stafilokok
tiirlerinin sikliginin artmasi, ¢esitli hasta popiilasyonlarinda Vankomisinin daha yaygin
kullanimina yol agmistir. Serum konsantrasyonlart ile belirli bir klinik yanit arasinda net
bir iliski olmamasina ragmen, Vankomisin dozu genellikle 20-40 mg/L'lik en yiksek

serum konsantrasyonlart ve 5-10 mg/L'lik en diisiik serum konsantrasyonlar: elde
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edilecek sekilde titre edilir. Diigiik konsantrasyonlar daha az etkili tedavi ve bakteriyel
direng i¢in artan bir egilimle sonuglanabilirken, yiiksek konsantrasyonlarin
nefrotoksisite ve ototoksisite ile iliskili oldugu bildirilmektedir (De Hoog ve ark., 2005).
Vankomisinin  farmakokinetigi ilk olarak parametrik olmayan yaklasimlarla
incelenmistir. Bu ¢alismalar, hastalardaki vankomisinin egilimini karakterize etmeye ve
serum konsantrasyonlari ile terapotik ve yan etkiler arasindaki iliskiyi degerlendirmeye
odaklanmistir (Matzke ve ark., 1986). Gastrointestinal sistemde absorpsiyon ihmal
edilebilir diizeydedir ve oral uygulama yalnizca stafilokok veya klostridiyal diyaresi
olan hastalar igin uygundur. Insan serum proteinlerine baglanma seviyesi, esas olarak
alblimin ve Immunoglobulin A’ya %55°tir. Sivilarda doku dagilimi oldukga iyidir.
Vankomisin ¢ogu viicut bosluguna niifuz eder, ancak elde edilen konsantrasyonlar
degiskendir ve mevcut inflamasyon derecesine bir sekilde baghdir. Bir Vankomisin
dozunun %80'inden fazlasi, uygulamadan sonraki 24 saat i¢inde idrarla degismeden
atilir. Nedeni bilinmeyen bobrek disi mekanizmalarla kiigiik bir miktar elimine edilir.
Normal bobrek fonksiyonu olan kisilerde eliminasyon yarilanma 6mrii 3 ila 9 saat
arasinda degisir. Bu, vankomisin farmakokinetigindeki degiskenligi etkileyen
faktorlerin daha dikkatli bir sekilde incelenmesi ihtiyacint dogurmustur. Bu sorunu
gidermek i¢in cesitli hasta popiilasyonlarinda kapsamli farmakokinetik g¢aligmalar
yapilmistir. Ozellikle, yaygin olarak kullanilan bir popiilasyon tabanli modelleme
yaklasimi olan dogrusal olmayan karma etki modellemesi, doz-konsantrasyon iligkisini

etkileyebilecek ortak degiskenleri tanimlamak i¢in kullanilmigtir (Marsot ve ark., 2012).
FDA onayli Vankomisinin Klinik Kullanimlari:
e Clostridium difficile ile iligkili ishal (oral uygulama)
e Staphylococcus enterokolit
e Psdédomembranoz kolit
e Endokardit: Difteroid, Enterokok, Stafilokok ve Streptokokal tiirler

o Stafilokok enfeksiyonlart: septisemi, deri ve yumusak doku enfeksiyonlari,

kemik enfeksiyonlari, alt solunum yolu enfeksiyonlar1 vb.

Vankomisin, bakteriyel hiicre duvarindaki peptidoglikanlarin polimerizasyonunu
inhibe ederek bakterisidal etkisini gosteren bir glikopeptid antibiyotiktir. Bakteriyel

hiicre duvari, uzun N-asetilmuramik asit ve N-asetilglukozamin polimerlerinden olusan
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yiiksek oranda g¢apraz bagli bir yapiya sahip sert bir peptidoglikan tabakasi igerir.
Vankomisin, glukosiltransferaz ve P-fosfolipid tasiyicisini inhibe eden D-alanil D-
alanine baglanir, boylece peptidoglikan tabakasinda N-asetilmuramik asit ve N-
asetilglukozamin sentezini ve polimerizasyonunu onler. Bu inhibisyon, bakteri hiicre
duvarlarin1 zayiflatir ve nihayetinde hiicre i¢i bilesenlerin sizmasina neden olarak
bakteriyel hicre 6limune neden olur. Vankomisin yalnizca gram pozitif bakterilere
kars1 etkilidir ( Lee ve ark., 2019).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullamilan kimyasal maddeler

Ammonium bikarbonat
Diklorometan
Distille su

HPMC kapsdl
InhaLac® 230
Lactohale® 200
Laktoz

PBS tablet

PLGA (RG 502 h)
PLGA (RG 503)
PLGA (RG 504)
Polietilen glikol
PVA 13000-27000
Respitose® mI003
Respitose® sv003
Sert jelatin kapsl
Sodyum bikarbonat
Sodyum karbonat
Sukroz

Trehaloz
Vankomisin HCI



Kullanilan Cihazlar ve Malzemeler

Homojenizator (IKA, Almanya)

Liyofilizator (Virtis, ABD)

Manyetik karistiric1 (IKA, Almanya)

Orbital ¢alkalayici (Thermo Electron Corporation, ABD)
Santrifuj (Allegra x-22r, Beckman coulter, ABD)
Taramali elektron mikroskopu (sem) (Quanta 450 FEG, FEI microscopes, ABD)
Ultrasonik banyo (Sonorex, Bandelin, Almanya)
Ultrasonik Homojenizator (Sonics, ABD)

UV-Vis spektrofotometre (Shimadzu Euro, Almanya)
Vortex (Genius 3, IKA, Almanya)

Zetasizer nano ZS (Malvern, Ingiltere)

Taramali elektrom mikroskopu (Hitachi, Japonya)

NGI (Copley, Ingiltere)

DUSA (Copley, Ingiltere)
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3.2. Etken Maddenin Fizikokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi

3.2.1. Etken Maddenin Ultra Viole (UV-Vis) Spektrofotometresi ile Analizi

Vankomisin hidroklorlriin distille su igerisinde farkli konsantrasyonlardaki
gozeltileri  hazirlanmistir.  Daha  sonra  hazirlanan  ¢ozeltilerin =~ UV-Vis
spektrofotometresinde 200-700 nm arasinda spektrumlari alinarak, maksimum

absorbans gosterdigi dalga boylart (Amax) tespit edilmistir.

3.2.2. Etken Maddenin Spektrofotometrik Yontem Kullamlarak Kalibrasyon

Dogrularinin Hazirlanmasi

Vankomisin hidrokloririn, distile su icerisindeki 1 mg/ml konsantrasyonda stok
cozeltisi hazirlanmis, daha sonra bu stoktan c¢ozeltiden seyreltmeler yapilarak farkli
konsantrasyonlarda (5, 10, 20, 30, 50, 75, 100, 150, pg/ml) ¢ozeltiler hazirlanmastir.

Hazirlanan farkli ¢6zeltilerin absorbans degerleri vankomisin hidroklordrin
maksimum absorbans verdigi dalga boyu olan 280 nm’ de okunmustur. Okunan
¢ozeltinin konsantrasyon degeri olan ‘‘x’” ve buna karsilik gelen absorbans degeri “’y’’
kullanilarak kalibrasyon dogrusu denklemi olusturularak, grafigi ¢izilmistir. Daha sonra

yapilan analizlerde ve in vitro ¢oziinme hizi testlerinde etkin maddenin miktar tayinleri

i¢in bu dogru denklemi kullanilmistir.

3.2.3. Kalibrasyon Dogrularmin Analitik Validasyonu

Analitik yontemlerin validasyonu, analizler i¢in gerek duyulan sartlar1 saglayan
yontemin performans 6zelliklerinin yapilan dl¢limlerle belirlenmesidir. Miktar tayinini
metodlarmim  performans  Ozellikleri asagidaki parametrelerle agiklanmaktadir
(ICHQ2(R1)):

» Dogrusallik

» Dogruluk

> Kesinlik
o Tekrarlanabilirlik
o Arakesinlik

> Secicilik

v

Teshis sinir1

» Tayin smir1
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3.2.3.1. Dogrusallik

Dogrusallik verilen aralik igerisinde, numunedeki madde konsantrasyonu ile test
sonuglarmin dogru oranti saglayabilmesidir. Dogrusalligin belirlenmesinde en az 6
konsantrasyon gereklidir. Eger dogrusal bir iliski varsa, analiz sonuglari, regresyon
dogrusunun en kiicik kareler yontemiyle hesaplanmast gibi metotlarla
degerlendirilebilmektedir. Regresyon katsayisi, regresyon dogrusunun egimi, y-kesisim
ve artik kareler toplami hesaplanmalidir (ICHQ2(R1)). Parametrelerin hesaplanmasinda
Microsoft Excel programindan yararlanilmistir.

Distile su igerisinde 1 mg/ml konsantrasyonda 100 ml hazirlanmis etkin
maddenin stok ¢ozeltisinden seyreltmeler yapilarak 8 farkli konsantrasyonda ¢ozeltiler
elde edilmistir. Bu ¢ozeltilerin 280 nm’deki absorbans degerleri okunarak dogrusallik,

bu araliga ait dogrular ve bu dogrularin parametreleri hesaplanmistir.

3.2.3.2. Dogruluk

Kullanilacak olan yontemle elde edilen sonuglarin teorik verilere yakinligi, o
analitik yontemin dogrulugudur. Analiz edilen etken maddenin bilinen miktar tayini ile
% geri elde etme degerleri bulunarak hesaplanir. Dogruluk, belli bir aralig1 kapsayan, en
az 3 konsantrasyon noktasinda en az iiger kez hazirlanan % geri elde kazanimlarin
belirlenmesinden tayin edilmektedir (ICHQ2(R1)).

Vankomisin hidrokloririn distille su icerisindeki 1 mg/ml konsantrasyondaki
stok cozeltisinden 20; 50; 100 pg/ml konsantrasyonlarda 3 farkli ¢ozeltisi
hazirlanmistir. Bu gozeltilerin 280 nm’deki absorbans degerleri l¢iilmiistiir. Daha sonra

yontemin dogrulugunu % geri kazanma degerlerini ¢ikartarak hesaplanmistir.

3.2.3.3. Kesinlik

Yapilacak olan analitik yontemin kesinligi, ayn1 homojen Ornekten art arda
orneklemeyle elde edilen 6lgme sonuglarmin yakimlhigidir. Kesinlik normal islem
kosullar1 altinda, yontemin tekrarlanabilirliginin, tekrar {iretilebilirliginin ve ara
kesinliginin 6l¢iimiidiir (ICH Q2(R1)). Calismamizda analitik yontemin kesinligini

belirlemek icin tekrarlanabilirlik ve ara kesinlik 6lcimlerinden yararlanilmistr.

Tekrarlanabilirlik, kisa zaman araliklarinda islem kosullar1 aynmi oldugunda

yontemin kesinligini ifade etmektedir. En az ti¢ farkli konsantrasyonun en az U¢ kez
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Ol¢iilmesiyle absorbans degerleri alinmistir. Daha sonra tekrarlanabilirligin sonuglari,
konsantrasyonlarin ortalamasi, standart sapmasi (SD) ve % bagil standart sapmasi
(%RSD) olarak verilir (ICH Q2(R1)). Yontemin kesinligi i¢in % bagil standart sapma
degerinin %?2-nin altinda olmas1 gerekmektedir.

Ara kesinligi belirlemek amaciyla bir birin takip eden 2 giinde ti¢ farkl
konsantrasyonun altisar kez okutmasi yapilmistir. Elde edilen absorbans degerlerinden
ortalama konsantrasyon (Cor), standart sapma (SD) ve relatif standart sapma (% RSD)

degerleri hesaplanmistir

3.2.3.4. Segicilik (Ozgunlik)

Ozgiinliik, olgiilecek drnegin yardimer maddeler ve ¢oziiciilerin varligidaki
miktar tayini i¢in yontemin uygun oldugunun belirlenmesidir (ICH Q2(R1)).
Formiilasyonda yer alan yardimci maddelerin ¢ozeltileri ve bos mikropartikdl
formilasyonlar1 hazirlanmistir. Analiz edilen etken madde ile aralarinda ayni dalga

boyunda pik verip vermedikleri saptanmustir.

3.2.3.5. Tehsis Limiti (LOD)

Yapilacak olan analitik yontemin tehsis sinir1, belirlenmis kosullar altinda 6rnek
icerisindeki analiz edilecek maddenin teshis edilebilen; ancak tayin edilemeyen en
diisiik konsantrasyonudur (ICH Q2(R1)). Vankomisin hidrokloririn stok ¢ozeltisinden
hazirlanan 6 farkli konsantrasyondaki ¢ozeltilerin 3 er kez 280 nm deki absorbans
degerleri 6l¢lilmiistiir. Daha sonra elde edilen degerler grafige gecirilmis ve kalibrasyon
dogrularinin egim degerinin ortalamasi ve kesisim degerinin standart sapmasi bulunmus

ve denklem 3-1 ile tehsis sinir1 hesaplanmustir.

LOD=3,3-6/s (3-1)

o: regresyon dogrularinin
v kesisim degerlerinin standart sapmas:
S: kalibrasyon egrisinin egimi
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3.2.3.6. Miktar Tayini Limiti (LOQ)

Yapilacak olan yontemin tayin siniri, 6rnekteki maddenin uygun dogruluk ve
kesinlikte kantitatif olarak tayin edilebilen en diisiik konsantrasyonudur (ICH Q2(R1)).

Vankomisin  hidrokloriiriin ~ stok  ¢Ozeltisinden  hazirlanan 6  farkli
konsantrasyondaki ¢ozeltilerin 3 er kez 280 nm deki absorbans degerleri ol¢iilmiistiir.
Daha sonra elde edilen degerler grafige gecirilmis ve kalibrasyon dogrularinin egim
degerinin ortalamasi ve kesisim degerinin standart sapmasi bulunmus ve asagidaki

denklemle tayin sinir1 hesaplanmistir.

LOQ=10-c/s (3-2)

o: regresyon dogrularinin
v kesigim degerlerinin standart sapmasi
s: kalibrasyon egrisinin egimi

3.3. Mikropartikiillerin Hazirlanmasi

Vankomisin  hidroklorir  igeren  mikropartikiller — emdlsiyon  ¢6ziici
ekstraksiyon/buharlastirma yontemiyle hazirlanmistir. Polimer olarak polilaktik-ko-
glikolik asit (PLGA) kullanilmigtir. Mikropartikiillerin hazirlanmasinda S/Y/S
emiilsiyon ¢oziicii ekstraksiyon/buharlagtirma yontemi  kullanilmustir. 10 mg
vankomisin hidrokloriir 0,25 ml distile suda ¢oziilmiistiir. Organik ¢6ziicli olarak 5 ml
diklorometan kullanilmistir. 100mg PLGA organik faz igerisinde ¢éziinmiistlir. Daha
sonra pordzite olusturmak igin segilen tuzun (amonyum bikarbonat-ABC, sodyum
bikarbonat-SBC, sodyum karbonat-SC) %1,5’luk ¢ozeltisi hazirlanmistir. Etkin madde
cozeltisi ve secilen pordzite olusturucu tuz cozeltisi organik faz iizerine eklenerek
homojenizatérde 8000 rpm (devir/dakika) hizinda 2 dakika boyunca homojenize edilmis
ve S/Y tipi primer emiilsiyon hazirlanmistir. Dis faz olarak %1 (a/h) konsantrasyonda
40 ml PVA ¢ozeltisi kullanilmistir. Olusturulan primer emiilsiyon PVA ¢ozeltisine
eklenerek 8000 rpm’de 5 dakika homojenize edilmistir. Olusturulan S/Y/S tipi
emilsiyon, organik ¢Ozicilniin buharlasmasini1 saglamak iizere manyetik karistiricida
450 rpm hizinda 24 saat karistirtlmistir. Hazirlanan formiilasyonlardan 2 ml partikiil
biiytikliigii ve zeta potansiyel testi igin ayrildiktan sonra 9000 rpm’de 5 dakika boyunca
santriflij edilmis ve mikropartikiiller distile su ile 3 defa yikanmistir. Coken partikiiller

tekrar Sml distile su iginde disperse edilerek dondurulmus ve 48 saat liyofilize
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edilmistir. Elde edilen toz mikropartikiiller agzi kapali tliplerde, buzdolabinda

saklanmigtir. Mikropartikillerin hazirlanmasina ait sema asagida verilmistir (Sekil 3.1).

10mg vankomisin
hidroklorir 0,25 ml
distille su igerisinde
¢Ozlnar

100 mg PLGA 5 ml
diklorometan
igerisinde ¢ozunur

porozite
olusturucu
tuz 0,75 ml
distile su
icerisinde

nnnnnnnnn

S1

kanigtinldi

aoml% 1
polivinil
alkol (PVA)
gozelti

2 dk 8000 rpm
homojenizatorle

S2/Y/Sz2

& @

) ©
ILK EMULSIYON —

5 dk 8000 rpm
homojenizatorle
primer emulsiyon

S2

damlatilarak karistirildi¢

L 444

mikropartikiller —t=p) O

organi ¢oziicii buharlastirilds

Sekil 3-1: Por0z mikropartikiillerin hazirlanma mekanizmasi

3.3.1. Onformiilasyon Calismalar

3.3.1.1. Etken Madde Yiikleme Calismalari

S/YIS emilsiyon c¢Ozicli ekstraksiyon/buharlagtirma yontemiyle hazirlanan

mikropartikullere en verimli etken madde ylklemesini yapa bilmek i¢in dnformulasyon

calismas1 yapilmistir. Bu calismada Tablo 3-1'de gosterilen formiilasyonlar hazirlanarak

incelenmistir.



Tablo 3-1: Vankomisin HCI yiiklemesi yapilan onformiilasyon calismalar:

PLGA Vankomisin HCI ABC
Formulasyon
(mg) (mg) (mg)
V-0 100 0 75
V-5 100 5 75
V-10 100 10 75
V-15 100 15 75

ABC: Amonyum Bikarbonat

3.3.1.2. Farkh Polimerlerle Yapilan Onformiilasyon Denemeleri

S/Y/S emiilsiyon ¢oziicii ekstraksiyon/buharlastirma ydntemiyle hazirlanan

Mikropartikiillerde PLGA polimerinin farkli molekiil agirliklarindaki rosomerleri

kullanilarak Tablo 3-2'de gosterilen formilasyonlar

hazirlanmustir.

Hazirlanan

formiilasyonlarin enkapsiilasyon etkinligi ve iiriin verimliligi hesaplanmuistir.

Tablo 3-2: Farkl polimerler kullanilarak hazirlanan formiilasyonlar

PLGA Vankomisin HCI ABC
Formulasyon | PLGA turu
(mg) (mg) (mg)
OF-1 RG 504 h 100 10 7,5
OF-2 RG 503 100 10 7,5
OF-3 RG 502 100 10 7,5

ABC: Amonyum Bikarbonat

3.3.2. Formiilasyon Calismalari

Onformiilasyon ¢alismalar1 sonrasinda secilmis polimer ve etken madde miktar

Uzerinden formilasyon calismalarina devam edilmistir. Farkli pordzite olusturucu

ajanlart  farkli

hazirlanmis ve sonraki agsamalara gecilmistir.

miktarlarda

kullanarak Tablo 3-3"te gosterilen formdilasyonlar
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Tablo 3-3: Hazirlanan formulasyonlar

Formiilasyon POA POA miktar1 | Vankomisin HCI RG 503

(mg) (mg) (mg)

ABC-0 ABC 7,5 0 100
NOP - - 10 100
ABC-5 ABC 5 10 100
ABC-7.5 ABC 7,5 10 100
ABC-10 ABC 10 10 100
SC-5 SC 5 10 100
SC-7.5 SC 7,5 10 100
SC-10 SC 10 10 100
SBC-5 SBC 5 10 100
SBC-7.5 SBC 7,5 10 100
SBC-10 SBC 10 10 100

ABC: Amonyum Bikarbonat; SC: Sodyum Karbonat; SBC: Sodyum Bikarbonat; POA: Pordzite
Olusturucu Ajan

3.4. Mikropartikiil Formulasyonlarinin Karakterizasyonu

3.4.1. Partikiil Biiyiikliigiiniin Saptanmasi

Organik cozicl uzaklastirildiktan sonra formulasyondan alinmis ornekler 2
dakika vortekslendikden sonra Malvern Zetasizer nano ZS cihazi kullanilarak partikiil

bliytikliigii ve PDI degerleri 6l¢tilmiistiir. Deney 3 defa tekrar edilmistir.

3.4.2. Mikropartikullerin Ytzey Yuklerinin Tayini

Organik ¢ozlcii uzaklastirildiktan sonra formulasyondan alinmis ornekler 30
saniye vortekslendikden sonra Malvern Zetasizer nano ZS cihazi kullanilarak yiizey

yukleri belirlenmistir. Deney 3 defa tekrar edilmistir.
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3.4.3. Mikropartikiillerin Morfolojik Ozelliklerinin Incelenmesi

Uygun 0zelliklere sahip mikropartikiil toz formiilasyonlari segilerek distile su ile
disperse edilmistir. Daha sonra hazirlanan Ornekler taramali elektron mikroskobunun

(SEM) ile goriintiilenmistir.

3.4.4. Mikropartikule YUklenen Etken Maddenin Miktar Tayini

Etkin madde igerigini tespit etmek amaciyla 20 mg mikropartikiil tartilarak 5 ml
diklorometan ve 5 ml distile su eklenerek tamamen c¢ozununceye kadar 3 dakika
vortekslenmistir. Elde edilen c¢ozelti faz ayrimi oluncaya kadar bekletilmistir. Daha
sonra ¢ozeltinin st kismi1 alinarak UV-Vis spektrofotometre kullanilarak 280 nm dalga

boyunda absorbans degeri 6l¢iilmiistiir. Deney 3 defa tekrar edilmistir.
3.4.5. Etken Maddenin Enkapstilasyon Etkinligi Tayini

3.4.5.1. in Direkt Metotla Enkapsiilasyon Tayini

Indirekt metotla enkapsiilasyon tayini yapmak icin organik ¢Oziici
uzaklastirildiktan ~ sonraki  santrifiijleme asamasinda formulasyondan ayrilan
sipernatanlarin her birinden 5 ml 6rnek alinmistir. Alinan 6rneklerdeki vankomisin
hidrokloririin UV-Vis spektrofotometre kullanilarak 280 nm dalga boyunda absorbans
degeri Ol¢iilmiis ve miktar1 hesaplanmigtir. Daha sonrasinda 3-3"teki denklem

yardimiyla in direkt enkapsiilasyonlar1 hesaplanmistir. Deney 3 defa tekrar edilmistir.

%E:].OO-Csup/Cteorik*loo (3-3)

%E: Indirekt enkapsiilasyon orant
Csup: StUpernatandaki etkin madde miktar
Creorik: Teorik olarak yiiklenen etkin madde miktart

3.4.5.2. Direkt Metotla Enkapsulasyon Tayini

Etkin madde icerigini tespit etmek amaciyla 20 mg mikropartikiil tartilarak 5 ml
diklorometan ve 5 ml distile su eklenerek tamamen ¢ozlninceye kadar 3 dakika
vortekslenmistir. Elde edilen ¢ozelti faz ayrimi oluncaya kadar bekletilmistir. Daha

sonra ¢ozeltinin ist kismi alimarak UV-Vis spektrofotometre kullanilarak 280 nm dalga
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boyunda absorbans degeri dl¢iilmiis ve 3-4"teki denkleme gore enkapstlasyon etkinligi

hesaplanmistir. Deney 3 defa tekrar edilmistir.
%E:Cy/Cteorik*loo (3-4)

%E: Direkt metotla hesaplanmis enkapsiilasyon yiizdesi
Cy: Yiklenen etkin madde miktari
Cteorik: Teorik etkin madde miktar:

3.4.6. Uriin Verimi Tayini

Mikropartiklllerin Gretim verimi, Uretim tamamlandiktan sonra elde edilen
mikropartikiil miktariin {iretim i¢ine kullanilan toplam kati madde miktarina
oranlanmasi ile hesaplanmakta ve yilizde olarak ifade edilmektedir. Deney 3 defa tekrar

edilmistir.

3.4.7. In Vitro Céziinme Hiz1 Deneyi

PLGA mikropartikullerinden vankomisinin in vitro salim profilleri pH 7.4 fosfat
tamponunda incelendi. 2.0 ml ¢ézinme ortami Eppendorf tiipiine konuldu ve 20 mg
vankomisin hidroklordr yikli mikropartikiller stispanse edildi. Tupler, 100 £ 1 rpm'de
37 +0,5°C'de termostatlanmis forma orbital calkalayiciya konuldu. Programli zaman
araliklarinda (0.5, 1, 2, 3, 4, 6, 8, 24 ve 48 saat) eppendrof tiipler alind1 ve 5 dakika
boyunca 5000 rpm'de santrifiijlendi. Daha sonra 0,5 ml numune alinmig ve tiipe ayni
miktarda taze ortam eklenmistir. Numuneler ayni1 tampon ile seyreltilerek 280 nm'de
UV-Vis spektrofotometresinde analiz edilmistir. Tiim formiilasyonlar i¢in in vitro salim

calismalar ti¢ kez tekrar edilmistir (Cevher ve ark., 2006).

3.4.8. Dondurarak Kurutma ve Stabilizasyon Calismasi

Dondurarak  kurutma  igleminden Once  hazirlanmis  mikropartikiil
formiilasyonuna eklenen bir kriyoprotektan hem dondurma sirasindaki agregasyonu
engellemekte hem de liyofilizasyon islemi sonrasindaki stabiliteni Gnemli sekilde
arttirmaktadir (Wu ve ark. 2019). bilinen bu bilgiler esliginde secilen (¢
kriyoprotektanin (Laktoz, Sukroz ve Trehaloz) ii¢ farkli oranda (1/1, 1/3, 1/5) segilmis
formulasyonlarla karistirilarak donduruldu. Dondurma islemi -20°c temperaurda 2 saat
boyunca gergeklestirildi. Tamamen dondurulmus 6rnekler daha sonrasinda liyafilizatore

alindi. 72 saat boyunca liyofilize edilen Ornekler daha sonraki stabilite testleri icin
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topland1 ve nem almayacak sekilde agizlar1 kaplandiktan sonra dolapta muhafaza edildi.

Hazirlanmis 6rnekler Tablo 3-4"de verilmistir.

Tablo 3-4: Stabilizasyon ¢alismasi icin hazirlanan formiilasyon érnekleri

KR Laktoz Sukroz Trehaloz
MP/KR
MP 1/1 1/3 1/5 1/1 1/3 1/5 1/1 1/3 1/5
a/a
ABC-5 ALl AL3 AL5 AS1 AS3 AS5 AT1 AT3 ATS
SBC-5 SL1 SL3 SL5 SSs1 SS3 SS5 ST1 ST3 ST5

MP: Vankomisin hidrokloriir mikropartikilleri; KR: Kriyoprotektan; a: agirlik

Liyofilizatorden ¢ikartilarak muhafaza edilen Ornekler, 1.giin 15.gln 30. glin ve
90.glin olacak sekilde partikiil biyiikligi, PDI ve zeta potansiyel o6lglimleri
gerceklestirildi.

3.4.9. in Vitro Performans Testleri

3.4.9.1. NGI Analiz

Kuru tozlarin aerodinamik o6zellikleri NGI kaskad carpma tertibati ile
degerlendirildi. Her bir tozdan yaklasik 50 mg (1:5 oraninda 6zel hazirlanmis laktoz
tozlar ile karistirilarak), HPMC kapsiil No 3'e yiiklendi. 60 litre/dakikada hava akisini
saglamak icin yiiksek kapasiteli bir pompa kullanildi ve hava akis1 bir akis olgerle
Olculdi. Aerolizer® kullanarak kapsiil delindikten sonra cihaza yerlestirildi. Her test,
cihaz boyunca 4 | hava akigi saglamak igin 4 saniye boyunca yapilmistir. Her
formulasyondan 10 kapsiil uygulandiktan sonra, toplanan tozlar 5 ml DCM ig¢inde
¢0Oz0ldl; daha sonra (zerine 5 ml distille su eklenerek DCM uzaklastirildi. Toplanan
ornekler UV-Vis spektrofotometresi ile analiz edilmistir. Daha sonra MMAD calculator
(2015) kullanilarak aerodinamik 6zellikler; kiitle medyan aerodinamik ¢cap1 (MMAD),
geometrik standart sapmas1 (GSD), ince partikul fraksiyonu % (% FPF) ve atis basina
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toplam doz (CDD) hesaplanmistir. Biitiin deneyler ii¢ kopya halinde yapildi. Analiz i¢in

4 farkl laktoz kullanilarak Tablo 3-5"te gdsterilen 6rnekler hazirlandi.

Tablo 3-5: NGI analizinde kullanilan formiilasyonlar

Formulasyon Kullamlan laktoz mp/laktoz Kapsul
Sv-003 Respitose® sv003 1/5 HPMC
MI-003 Respitose® mI003 1/5 HPMC
11-230 InhaLac® 230 1/5 HPMC
Lh-200 Lactohale® 200 1/5 HPMC

mp: Vankomisin hidroklorir mikropartikilleri

3.4.9.2. DUSA analizi

DUSA testi, cihazdan yayilan ve dolayisiyla hasta icin mevcut olan toplam ilag
miktar1 olan teslim edilen dozun (CDD) miktarinin belirlenmesine izin verir. CDD’in
ayniligi, USP 36'da belirtildigi gibi 4 | hava gecisi saglamak i¢in 60 l/dakika akis
hizinda 4 saniye boyunca DUSA kullanilarak test edildi. Aerolizer® kullanarak 2
kapstil cihaza piiskiirtiiliir. Daha sonra piskiirtiilen doz yakaladiktan sonra, ila¢ 10 ml
DCM icinde ¢cozilir ve 10 ml distille su eklenerek DCM ¢o6zeltiden uzaklastirilir.
Cozeltiden ornek alarak UV-Vis spektrofotometresi kullanilarak analiz edilir.  Tum
testler 3 kopya halinde yapildi. DUSA analizi i¢in hazirlanan 6rnekler Tablo 3-6"da

Ozetlenmistir.



Tablo 3-6: DUSA analizinde kullamlan formiilasyonlar
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Formilasyon Kullanilan laktoz mp/laktoz Kapsul
Sv-003-a Respitose® sv003 15 HPMC
MI-003-a Respitose® mI003 1.5 HPMC
11-230-a Inhalac®230 1:5 HPMC
Lh-200-a Lactohale® 200 1:5 HPMC
Sv-003-b Respitose® sv003 1.5 SJK
MI-003-b Respitose® mI003 1.5 SJK
11-230-b Inhalac®230 1:5 SJIK
Lh-200-b Lactohale® 200 1:5 SIK

mp: Vankomisin hidroklorlr mikropartikilleri
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4. BULGULAR

4.1. Vankomisin hidrokloriiriin Fizikokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi ile Tlgili
Bulgular

4.1.1. Vankomisin hidrokloririn UV-vis Spektrofotometrisi ile Analizi Bulgular:
Vankomisin hidroklorurin sulu ¢ozeltisinin, 200-700 nm araliginda UV-vis
spektrometresi ile spektrumu almmistir. Vankomisin hidrokloririn maksimum

absorbans verdigi dalga boyu (Amax) 280 nm olarak bulunmustur.

4.1.2. Kalibrasyon Dogrularmin Analitik Validasyonuna ait bulgular

4.1.2.1. Dogrusallik

Vankomisin hidrokloririn  Bolim 3.3.3.1°de agiklandigi sekilde yapilan
calismasindan elde edilmis standart egri grafigi Sekil 4.1°de gosterilmektedir. Standart
egri parametrelerinin degerleri Tablo 4.1°de ve standart egrinin hazirlanmasinda
kullanilan absorbans ortalamalar1 (ABSorT), relatif standart sapma (%RSD) ve standart

sapma (SD) verileri Tablo 4.2°de verilmistir

0,450
0,400
0,350
0,300

y =0,0041x-0,0079
R?=0,9994

0,250
0,200
0,150

Absorbans

0,100
0,050

0,000
0 20 40 60 80 100 120

Konsantrasyon pg/ml

Sekil 4-1: Vankomisin hidrokloririn standart egri grafigi

y: Absorbans; x: Konsantrasyon (mg/ml); r% Determinasyon katsayisi



Tablo 4-1: Vankomisin hidrokloririn standart egrisine ait parametreler

Egim

Kesisim

r2

0,0041

r’-determinasyon katsayisi

-0,0079

0,9994

Tablo 4-2: Vankomisin hidroklortrin miktar tayini yonteminin dogrusalligina dair

veriler
Konsantrasyon ABSeEs SD %RSD
(hg/ml) ) (%)
5 0,0163 0,0006 3,53
10 0,0293 0,0006 1,97
20 0,0757 0,0006 0,76
30 0,1117 0,0015 1,37
50 0,1987 0,0015 0,77
75 0,2940 0,0010 0,34
100 0,4030 0,0010 0,25

ABSorT: Absorbans ortalamalari, %RSD: Relatif standart sapma, SD: Standart sapma

4.1.2.2. Dogruluk

Ug farkli konsantrasyonda hazirlanan Vankomisin hidroklorir ¢ozeltisinin

Bolum 3.3.3.2°de aciklandigi sekilde okutulmasi yapilarak dogruluk c¢aligmasi

gerceklestirilmistir. Her bir konsantrasyon 6rnegi i¢in geri kazanim yiizdesi (%),

standart sapma (SD) ve relatif standart sapma (%RSD) degerleri Tablo 4-3’te

verilmistir.
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Tablo 4-3: Vankomisin hidroklortrin miktar tayini yonteminin dogruluk ¢calismasi
verileri (n=6)

Teorik Ortalama pratik| Geri kazamim
SD RSD
konsantrasyon | konsantrasyon degeri
(= (%)
(Hg/ml) (Hg/ml) (%)
20 21,07 105,33 0,37 1,77
50 50,83 101,66 0,63 1,24
100 100,22 100,22 0,22 0,22
%RSD: Relatif standart sapma, SD: Standart sapma
4.1.2.3. Kesinlik
Vankomisin  hidrokloririn ~ miktar ~ tayini  metodunun  kesinliginin

belirlenmesinde tekrarlanabilirlik ve ara kesinlik parametrelerine bakilmustir.
Tekrarlanabilirlik testi icin Vankomisin hidrokloririn Bolim 3.3.3.2°de agiklandigi
sekilde UV okutulmasi alinmistir. Olglimlere ait ortalama pratik konsantrasyon,
standart sapma (SD) ve relatif standart sapma (%RSD) degerleri Tablo 4-4’te

verilmistir.

Tablo 4-4: Vankomisin hidroklortrin miktar tayini yénteminin tekrarlanabilirlik
olgimlerine dair veriler (n=6)

Teorik Ortalama pratik
SD %RSD
konsantrasyon konsantrasyon
(= (%)
(Mg/ml) (Hg/ml)
20 20,9 0,38 1,82
50 51,4 0,65 1,2
100 102 0,22 0,22

Ara kesinlik testi i¢in ise art arda iki giinde {i¢ farkli konsantrasyonun altisar kez
okuma yapilmistir. Ortalama pratik konsantrasyon, standart sapma (SD) ve relatif
standart sapma (%RSD) degerleri Tablo 4-5’te verilmistir.
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Tablo 4-5: Vankomisin hidroklortrin miktar tayini yonteminin ara kesinlik 6lgiimlerine
dair veriler (n=6)

Teorik . Ortalama pratik
Ol¢uim yapilan SD %RSD
konsantrasyon konsantrasyon
gun (= (%)
(ng/ml) (Hg/ml)
gun 20,9 0,38 1,82
20
gun 21,7 0,144 0,66
gun 51,4 0,65 1,26
50
gun 49,87 0,52 1,04
gun 102 0,22 0,22
100
gun 100,7 0,144 0,14

%RSD: Relatif standart sapma, SD: Standart sapma

4.1.2.4. Segicilik (Ozgunluk)

Formiilasyonlarda yer alan yardimci maddelerin ¢ozeltileri ve her bir bos

mikropartikil formulasyonunun UV-vis spektrofotometrede 200-700 nm araliginda

spektrumlart alinmig ve Vankomisin hidrokloriiriin ¢ozeltisinin maksimum absorbans

gosterdigi 280 nm’de pik verip vermedigine bakilmistir. Sonug olarak kullanilan higbir

maddenin ve bos mikropartikiil formiilasyonunun 280 nm’de pik vermedigi Sekil 4-2’de

goriilmiistir.

Abscis,|

Sekil 4-2: Bos mikropartikil formilasyonunun UV-Vis Spektrofotometresi ile taranmasi



4.1.2.5. Teshis sinir1 (LOD)
Boliim 3.3.3.5te gosterildigi gibi hesaplama yapilarak asagidaki LOD degeri

bulunmustur.

LOD= 0,777 pg/ml

4.1.2.6. Tayin simir1 (LOQ)
Boliim 3.3.3.6'te gosterildigi gibi hesaplama yapilarak asagidaki LOQ degeri

bulunmustur.

LOQ= 2,355 pg/ml

4.2. Onformiilasyon Cahsmalari ile ilgili Bulgular

4.2.1. Etken Madde Yiikleme Calismalar:
PLGA mikropartikiillerine

yiikleyerek yapilan 6n formiilasyon ¢alismalar1 Tablo 4-6"da verilmistir.

Tablo 4-6: Farkh miktarlarda Vankomisin yiikleyerek yapilan 6nformiilasyon

calismalarina ait veriler

farkli miktarlarda Vankomisin HCI (VANKO)

Enkapsulasyon| VANCO _
VANKO PB Verim
Formulasyon PDI etkinligi orani
(mg) (um) (%)
(%) (%)
V-0 0 5,07+0,15 | 0,097 - 79,18
V-5 5 5,58+0,21 [ 0,338 | 65,27+1,27 3,10 76,55
V-10 10 5,68+0,46 | 0,213 | 48,71+0,86 4,42 77,45
V-15 15 4,81+0,30 {0,434 | 31,89+0,58 4,15 78,18

VANKO: Vankomisisn hidroklorir, PB: Partikiil bityiikliigii, PDI: Partikiil bitytiklugii dagilim1

4.2.2. Polimer Secimine Ait Onformilasyon Cahsmalar

Polimer olarak kullanilan PLGA 'nin farkli Rosomerleri kullanilarak yapilan 6n

formiilasyon caligmalarina ait partikiil biiyiikliigii, PDI, enkapsiilasyon etkinligi ve iiriin

verimliligi bilgileri Tablo 4-7 de verilmistir.



Tablo 4-7: Farkli PLGA Rosomerleri kullanilarak yapilan 6nformiilasyon ¢alismalari

Enkapsulasyon )
PB Verim
Formulasyon PDI etkinligi
(Hm) (%)
(%)
OF-1 5,57+0,46 0,347 43,59+0,92 82,64
OF-2 5,38+0,37 0,383 41,31+1,08 86,00
OF-3 3,31+0,13 0,416 54,46+1,26 84,00

PB: Partikiil bilyikliigii, PDI: Partikiil bityiikliigii dagilim

4.3. Formulasyon Cahsmalari ile ilgili Bulgular

4.3.1. Partikiil Biiyiikliigiiniin Saptanmasu ile Tlgili Bulgular

Boliim 3.4te anlatildig1 gibi S/Y/S ¢oziicii emiilsiyon/buharlastirma yontemi ile

hazirlanan mikropartikiiller BOolim 3.5.1°de yazildigi gibi analiz edilerek partikiil

biiyiikliikleri ve PDI degerleri tayin edilmistir. Elde edilen degerler Tablo 4-8 de

Ozetlenmistir. Formiilasyonlarin partikiil biiyiikliigiine ait grafikler Sekil 4-3, Sekil 4-4,
Sekil 4-5 ve Sekil 4-6"da verilmistir.

Tablo 4-8: Formiilasyonlara ait partikiil biiyiikliigii ve PDI degerleri

Partikiil bityiikliigii
Formulasyon PDI
(um)

ABC-0 2,67+0,09 0,228
NOP 3,08+0,05 0,313
ABC-5 3,63+0,32 0,159
ABC-7.5 4,03+0,25 0,181
ABC-10 4,68+0,17 0,33
SC-5 3,82+0,05 0,272
SC-7.5 4,41+0,44 0,298
SC-10 3,92+0,24 0,288
SBC-5 5,50+0,96 0,15
SBC-7.5 4,71+0,47 0,191
SBC-10 4,61+0,32 0,205

PDI: Partikiil biiytikligii dagilimi
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Size (d.nm}: % Intensity: $t Dev (d.nm}):
Z-Average (d.nm): 2742 Peak 1: 3188 1000 9161
Pdl: 0,165 Peak 2: 0,000 0,0 0,000
Intercept: 0,821 Peak 3: 0,000 0,0 0,000
Result quality : Good
Size Distribution by Intensity
30 ................. .......................................................................
E : :
o . .
E POt e .
o : :
o) : :
= : :
% 10 ................. ......................................................................
£ : :
U'_'_'_‘ it + D e e S S + L e e S + |
0.1 1 10 100 1000 10000

Size (d.nm)

Record 604: NOP 11

Record 635: ABC 0-1 1]

Sekil 4-3: NOP ve ABC-0 formulasyonuna ait Zetasizer goruntileri

Size {d.nm): % Intensity: St Dev (d.nm):
Z-Average (d.nm): 3894 Peak 1: 3859 100,0 6792
Pdl: 0,222 Peak 2: 0,000 0,0 0,000
Intercept: 0,396 Peak 3: 0,000 0,0 0,000
Result quality : Good
Size Distribution by Intensity
40. ................. .........................................................................
E A0 .................................................................
= :
o
o :
= 04 R R R R
|- :
E -10. ................. ............................................................
0 t t } ;
0.1 1 10 100 1000 10000

Size (d.nm})

Record 805: ABC 7.5-11

Record 625 ABC 5-3 1 Record 828: ABC 101 1|

Sekil 4-4: ABC-5, ABC-7,5 ve ABC-10 formulasyonuna ait Zetasizer goruntuleri



49

Size (d.nm}: % Intensity: St Dev (d.nm):
£-Average (d.nm): 4135 Peak 1: 4197 100,0 7312
Pdl: 0,181 Peak 2: 0,000 0,0 0,000
Intercept: 0,888 Peak 3: 0,000 0,0 0,000
Result quality : Good
Size Distribution by Intensity
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0 ! t ! ! ]
0.1 1 10 100 1000 10000

Size (d.nm}

Record §08: SC 10 -11

Record §38: 5C 5-1 1

Record 841: SC7.5-11

Sekil 4-5: SC-5, SC-7,5 VE SC-10 formulasyonuna ait Zetasizer géruntileri

Size (d.nm): % Intensity: St Dev (d.nm):
Z-Average (d.nm): 4178 Peak 1: 4506 100,0 6367
Pdl: 0,159 Peak 2: 0,000 0,0 0,000
Intercept: 0,698 Peak 3: 0,000 0.0 0,000
Result quality : Good
Size Distribution by Intensity
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.
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E
Eoaof
0
0.1 1 10 100 1000 10000

Size (d.nm)

Record §11: SBC 10-1 1

Record 831: SBC 5-3 1

Record 832: 5BC 7.5-11

Sekil 4-6: SBC-5, SBC7,5 ve SBC-10 formulasyonuna ait Zetasizer goruntuleri
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4.3.2. Zeta potansiyel Olguimlerine Ait Veriler

Hazirlanmis formiilasyonlarin zeta potansiyel olcimleri Bolim 3.5.2°de

anlatildig1 gibi yapilmistir. Olgiim sonuglar1 Tablo 4-9°da 6zetlenmistir.

Tablo 4-9: Zeta potansiyel dlgiimlerine ait veriler

Formulasyon

Zeta potansiyel

ABC-0 -0,90+0,27

NOP -1,15+0,09
ABC-5 -1,22+0,13
ABC-7.5 -1,86+0,03
ABC-10 -2,63+0,71

SC-5 -1,67+0,30
SC-7.5 -1,79+0,15
SC-10 -1,85+0,15
SBC-5 -1,66+0,01
SBC-7.5 -1,66+0,10
SBC-10 -1,66+0,40

4.3.3. Mikropartikiil Formulasyonlarinin Enkapsiilasyon Etkinligine Dair Veriler

Mikropartikillerin enkapsiilasyon etkinlikleri Boliim 3.5.5.1°de anlatildig gibi

Indirekt ve Béliim 3.5.5.2°de anlatildig1 gibi direkt olarak hesaplanmistir. Hesaplanan

enkapsiilasyon degerleri Tablo 4-10’da verilmistir.
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Tablo 4-10: Enkapsiilasyon etkinligine ait veriler

Formulasyon Enkapsulasyon
(%)

NOP 22,21+0,47
ABC-5 75,79%0,35
ABC-7.5 64,88+0,87
ABC-10 55,48+0,94
SC-5 15,06+0,95
SC-7.5 11,08+0,6
SC-10 8,80+0,47
SBC-5 69,84+0,54
SBC-7.5 50,30%0,75
SBC-10 29,41+0,56

4.3.4. Urtn Verimliligine Ait Bulgular
Hazirladigimiz formiilasyonlarin iriin verimliligini Bolim 3.5.6'da
anlatildign gibi tayin edilmistir. Hesaplanan verimlilik yiizdeleri tablo 4-11"de

Ozetlenmistir.



Tablo 4-11: Uriin Verimliligine Ait Bulgular

Formulasyon Urin Verimi
(%)

BOS 79,25+1,36
NOP 81,54+1,23
ABC-5 80,64+0,64
ABC-7.5 84,32+2,38
ABC-10 83,18+1,16
SC-5 77,09+5,79
SC-7.5 77,86x1,86
SC-10 77,82+0,51
SBC-5 75,32+2,12
SBC-7.5 79,00+5,40
SBC-10 78,55+0,13

4.3.5. In Vitro Céziinme Hiz1 Bulgulari
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Invitro ¢dziinme hiz1 testleri Boliim 3.5.8°de anlatildign gibi yapilmustir.

COzinme hiz1 verileri

formiilasyonlarin ¢oziinme hiz1 grafikleri gdsterilmistir.

Tablo 4-12'de

Ozetlenmistir.

secilmis



Tablo 4-12: In vitro ¢6ziinme hiz1 verileri

Formulasyon | \op ABC-5 ABC-7.5 SBC-5
I —
-~ (%) (%) (%) (%)
0,5 15,32 39,22 46,21 67,10
1 17,50 43,14 49,87 71,12
2 21,50 47,62 52,76 75,79
3 24,50 51,36 54,94 78,16
4 27,70 54,11 59,28 81,45
6 31,68 56,76 62,62 83,85
8 33,11 60,04 67,41 87,00
24 40,90 66,89 71,82 94,40
48 47,17 67,48 72,41 95,92

_120,00%
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5 100,00%

2 380,00%
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e |

X 0,00%
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SAAT
e Y-NOP Y-ABC-5 Y-ABC-7,5 Y-SBC5

Sekil 4-7: In vitro salim ¢ahsmasi yapilan formiilasyonlarin ¢éziinme hizi grafikleri

4.3.6. Dondurarak Kurutma ve Stabilizasyon Calismalarina Ait Bulgular

Dondurarak kurutma ve stabilizasyon ¢alismalari Boliim 3.5.8"de anlatildig gibi
yapilarak, partikiil biiyiikliigii-SIZE (Tablo 4-13), polidispersite indeksi-PDI (Tablo 4-

14) ve Zeta Potansiyal-ZP (Tablo 4-15) 6l¢iimlerinin sonuglart asagida 6zetlenmistir.
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Tablo 4-13: Liyofilizasyon sonrasi partikiil biiyiikliigii 6l¢iim sonuglari

Formalasyon SIZE-LS | SIZE-2. Hafta| SIZE-1. Ay SIZE-3. Ay
(Hm) (Hm) (Hm) (km)

ABC-5 4,05%,05 2,2110,7 2,654%0,45 3,025+0,35
AL1 3,13+0,58 3,83+0,45 4,25+0,14 4,3620,36
AL3 4,12+0,43 4,73%0,52 4,86+0,19 5,01+0,28
AL5 4,94%0,25 5,09+0,17 5,04+0,07 5,130,14
AS1 4,07+0,28 4,1740,21 4,12+0,25 4,2520,20
AS3 2,67+0,14 2,51£0,12 2,74%0,11 2,70+0,08
AS5 2,56+0,21 2,49+0,16 2,63+0,17 2,71£0,16
AT1 4,12+0,34 2,07+0,25 3,78+0,35 4,35x1,21
AT3 2,74+0,30 2,68+0,15 2,78+0,08 2,86+0,19
AT5 2,84+0,24 2,94+0,18 3,01£0,12 2,90+0,21
SBC-5 5,41+0,49 5,52+0,43 6,21+1,14 6,47+1,09
SL1 3,05+0,29 3,15%0,23 3,29+0,42 3,52+0,56
SL3 2,75+0,71 2,54+0,83 2,68+0,16 2,84+0,14
SL5 2,54+0,44 2,75+0,30 2,65+0,06 2,70£0,12
ss1 2,70+0,35 2,90+0,41 2,81+0,11 3,01£0,15
SS3 4,56+0,58 3,90+0,25 4,67+0,65 5,07+1,09
SS5 2,84+0,41 2,96+0,26 3,1240,21 3,1840,16
ST1 2,86+0,28 2,81+0,50 2,93+0,35 2,98+0,24
ST3 2,70+0,43 2,81+0,32 2,75+0,25 2,83+0,15
ST5 2,76+0,59 2,84+0,76 2,88+0,52 2,96+0,35

SIZE-LS: Liyofilizasyon sonrasi partikiil biiyiikliigii




Tablo 4-14: Liyofilizasyon sonrasi polidispersite indeksi 6l¢ciim sonuglari

Formulasyon PDI-LS PDI-2. Hafta PDI-1. Ay PDI-3. Ay
ABC-5 0,521 0,524 0,638 0,647
ALl 0,744 0,856 0,865 0,874
AL3 0,625 0,644 0,658 0,691
AL5 0,284 0,306 0,315 0,303
AS1 0,296 0,356 0,378 0,401
AS3 0,312 0,352 0,366 0,342
AS5 0,350 0,395 0,403 0,424
AT1 0,548 0,681 0,698 0,721
AT3 0,327 0,354 0,352 0,365
AT5 0,320 0,335 0,342 0,357
SBC-5 0,567 0,628 0,712 0,764
SL1 0,368 0,392 0,426 0,451
SL3 0,315 0,323 0,336 0,341
SL5 0,240 0,251 0,261 0,301
SS1 0,247 0,253 0,266 0,271
SS3 0,274 0,289 0,285 0,293
SS5 0,284 0,292 0,301 0,317
ST1 0,325 0,318 0,339 0,328
ST3 0,451 0,424 0,489 0,475
ST5 0,329 0,346 0,352 0,361

PDI-LS: Liyofilizasyon sonrasi partikiil biyiikliigii dagilimi



Tablo 4-15: Liyofilizasyon sonrasi Zeta potansiyel él¢iim sonugclar:
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Formiulasyon ZP-LS ZP-2. Hafta ZP-1. Ay ZP-3. Ay
ABC-5 -0,7940,1 -0,74 -0,8240,1 -0,86+0,1
ALl -7,98+0,4 -8,85+0,3 -8,56+0,3 -8,95+0,3
AL3 -10,7+0,4 -11,3+0,2 -11,1+0,2 -11,9+0,4
AL5 -12,6+0,3 -13,1+0,3 -12,840,1 -12,340,2
AS1 -11,8+0,2 -12,540,2 -12,6+0,3 -13,1+0,2
AS3 -16,4+0,4 -16,9+0,6 -15,8+0,5 -15,6+0,4
AS5 -16,1+0,5 -16,8+0,7 -17,3+0,3 -17,7+0,5
AT1 -19,7+0,4 -15,740,2 -12,3+0,8 -14,3+11
AT3 -12,9+0,2 -14,840,3 -13,6+0,4 -13,3+0,3
AT5 -19,4+0,3 -20,4+0,2 -20,1+0,6 -19,6+0,7
SBC-5 -1,1+0,08 -1,2+0,1 -1,1840,1 -2,13+0,4
SL1 -16,7+0,3 -17,5+0,2 -15,5+0,6 -16,4+0,8
SL3 -22,1+0,7 -21,4+0,6 -20,910,2 -20,4+0,4
SL5 -16,2+0,4 -17,7+0,3 -16,8+0,4 -16,3+0,3
SS1 -22,6+0,4 -23,4%0,2 -18,5+0,2 -19,4+0,4
SS3 -21,5+0,3 -16,3+0,4 -15,1+0,3 -17,3+0,2
SS5 -22,6%0,2 -24,2+0,1 -23,7+0,1 -24,510,2
ST1 -14,7+0,3 -13,4+0,4 -13,7+0,3 -14,1+0,2
ST3 -15,2+0,3 -14,5+0,4 -15,8+0,5 -16,2+0,4
ST5 -25,91+0,4 -28,7+0,3 -24,4+0,4 -26,310,2

ZP-LS: Liyofilizasyon sonrasi zeta potansiyel

4.3.7. In Vitro Performans Testlerine Ait Bulgular

NGI ve DUSA analizleri i¢in hazirlanan kuru toz formiilasyonlar1 kapsiillere

doldurularak (Sekil 4-8) analize kadar desikatrde tutulmustur.



Sekil 4-8: Analiz icin kapsullere doldurulmus formiilasyonlar

4.3.7.1. NGI Analizine Ait Bulgular
Bolim 3.5.8.1°de anlatildigi gibi hazirlanan formiilasyonlarin NGI analizi
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yapilmigtir. NGI cihazinin farkli bolmelerinin dSlgiileri ve bu bolmelerde toplanan

mikropartikiil miktarlar1 Tablo 4-13"de verilmistir. Sekil 4-7"da SV-003 mikropartikul

formiilasyonun NGI analizi sirasinda mikropartikiillerin, cihazin boélmelerinde birikmesi

gosterilmistir. Analiz edilen Formiilasyonlara ait tiim sonuglar grafik haline getirilerek

Sekil 4-8"de 6zetlenmistir.

Tablo 4-16: NGI cihazimin bolmelerinde biriken mikropartikiil miktari

NGI bolmesi BPB SV-003 ML-003 iL-230 LLH-200
(Hm) (%) (%) (%) (%)
BOG - 38,55 32,54 35,91 31,47
S-1 8,06 10,04 9,23 10,82 11
S-2 4,46 13,36 15,68 15,22 13,12
53 2,82 9,34 8,75 13,32 7,79
S-4 1,66 8,17 7,18 8,21 6,59
S5 0,94 5,47 4,19 5,22 3,45
S-6 0,55 4,26 2,64 4,03 2,91
S-7 0,34 1,24 1,11 1,39 1,15
MOC - 0,49 0,62 0,48 0,41

BPB: NGI cihazinin bolmelerinde biriken minimum partikil boyutu



58

Sekil 4-9: SV-003 formiilasyonunun NGI cihazinin bélmelerinde birikmesi

HSV-003 = ML-003 ®™iL-230 mLH-200
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Sekil 4-10: NGI analizinin sonu¢larimin histogramlari

NGI analizinin sonuglarina gore Medyan kiitle aerodinamik c¢apt (MMAD),
Geometrik standart sapma (GSD), ince partikiil fraksiyonu (FPM) ve cihazdan salinan
toplam doz (CDD) hesaplanarak Tablo 4-14"te 6zetlenmistir.



Tablo 4-17: NGI analiz sonuglarina gore yapilan mikropartikiillerin aerodinamik

degerlendirilmesi
MMAD FPM CDD
Formdilasyon GSD
(Hm) (%) (%)

SV-003 3,93 2,75 41,84 90,92
ML-003 4,49 1,93 39,55 81,94
IL-230 4,02 2,18 47,39 94,62
LH-200 4,66 2,16 35,01 77,89

MMAD: Medyan kiitle aerodinamik capi, GSD: Geometrik standart sapma, FPM: Ince partikiil fraksiyonu, CDD:
Cihazdan salinan toplam doz

4.3.7.2. DUSA Analizine Ait Bulgular
DUSA analizi, Bolim 3.5.8.2°de anlatildigi gibi yapilarak Sekil 4-9°da

gosterilen sonuglar elde edilmistir.

SV-003 ML-003 iL-230 LH-200

m HPMC = SIK

Sekil 4-11: DUSA analizi sonuglari

HPMC: Hidroksipropil-Metilseliiloz, SIK: Sert Jelatin Kapsdil

4.3.8. Mikropartikiillerin Morfolojik Ozelliklerinin incelenmesine Ait Bulgular
Mikropartikillerin morfolojik dzellikleri Boliim 3.5.3 te anlatildig: gibi elektron

mikroskop yardimiyla yapilmstir. Inceleme sonuglari Sekil 4-10"da verilmistir.



2/26/2021 pressure
10:29:41 AM | 8.55e-5 mbar Istanbul University ALL

y

. ® &

?& Hv curr HFW mag [] WD /26/2021 pressure — 10 ym ——
° | 10.00kV | 23 pA | 69.1ym | 6000x | 11.2 mm | 10:45:35AM | 2.37e-5 mbar Istanbul University ALL

Sekil 4-13: ABC-5: formulasyonunun SEM goérintusu
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HV curr HFW mag [I WD 2/26/2021 pessure
10.00kV | 23 pA | 69.1um | 6000x | 11.1 mm | 10:39:34 AM | 3.32e-5 mbar Istanbul University ALL

Sekil 4-14: ABC-7,5 formulasyonunun SEM gorintusu

ﬁ HV curr HFW mag [] WD 2/26/2021 pressure — 10 pm —_—
° | 10.00kV | 23 pA | 69.1ym | 6000x | 11.2 mm | 10:34:26 AM | 4.98e-5 mbar Istanbul University ALL

Sekil 4-15: SC-5 formulasyonunun SEM goérintisu
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5. TARTISMA

Tezimizin bu boliimiinde, sirasiyla Vankomisin hidrokloriiriin kalibrasyon
dogrularinin hazirlanmasi, bu kalibrasyon dogrularinin analitik validasyonu, farkli
PLGA mikropartikiillerine farkli miktarlarda Vankomisin hidroklorir yiikleme gibi 6n
formilasyon c¢alismalari, partikiil buytkligt, partikiil biyiikligi dagilimi, zeta
potansiyeli gibi formiilasyonlarin morfoloji  Ozelliklerine ait calismalar, bu
mikropartikiiller {izerinde enkapsiilasyon ve iiretim verimine ait c¢alismalar, farkli
pordzite olusturucu ajanlarla yapilan formiilasyon optimizasyon ¢alismalari, hazirlanan
formiilasyonlar {iizerinde partikiil biyiikligi, partikiil biyiikligi dagilimi, zeta
potansiyeli gibi formiilasyonlarin morfoloji  6zelliklerine ait c¢aligmalar, bu
mikropartikiller Uzerinde enkapsiilasyon ve iiretim verimine ait g¢aligmalar, daha
sonraki agamalar i¢in uygun oOzellikle sahip formiilasyonlar iizerinde in vitro salim
caligmalari, Por0z mikropartikiil formulasyonlarinin SEM ile morfolojilerinin
incelenme  ¢aligmalari, liyofilizasyon ve stabilite c¢alismalari, kuru toz
mikropartikiillerinin akcigerlerdeki dagilimini belirlemek acisindan NGI ve DUSA

analizi calismalar1 ele alinarak tartigilmistir.

Vankomisin hidroklorlriin miktar tayinini yonteminin validasyonunda distille su
ortami kullanilmistir. Distille su ortaminin secilmesinin ana nedeni vankomisin
hidrokloriiriin suda ¢Oziiniirligiiniin yiiksek olmasidir. Deneyler ~ vankomisin
hidrokloriirin  maksimum absorbans verdigi dalga boyu (Amax) dikkate alinarak
yapilmistir. Vankomisin hidrokloriiriin distille su ortam1 i¢in 280 nm dalga boyunda

maksimum absorbans gdsterdigi belirlenmistir.

Vankomisin hidroklorurin miktar tayini igin yapilan c¢aligmalarda, yukarida
belirtilen dalga boyu kullanilmistir. Vankomisin hidrokloriiriin ~ bilinen konsantrasyon
degerlerinin karsilifi olan absorbans degerleri tespit edildikten sonra, bu veriler
kullanilarak miktar tayini kalibrasyon egrisi olusturulmustur. Cizilen kalibrasyon
egrisinin r* degerinin 1’e ¢ok yakin olmasi, standart hata degerlerinin diisilk olmas1 ve
okutulan absorbans degerlerine gore hesaplanan konsantrasyonlarin giivenilir oldugunu

gostermektedir.
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Vankomisin hidrokloririn ~ miktar tayini icin yapilan analitik yontem
validasyonunda; dogrusallik, dogruluk, kesinlik, 6zglinliik, teshis sinir1 ve tayin sinirinin

belirlenmesine dair ¢alismalar yapilmistir.

Yapilan dogrusallik caligmasi sonucunda elde edilen degerler grafik haline
getirildikten sonra gizilen dogruya ait r*> degeri 1’e yakin ve regresyondan sapmanin

standart sapmasinin diislik olusu ¢izilen dogrunun giivenilirligine isaret etmektedir.

Miktar tayininin dogrulugunun belirlenmesinde kullanilan deneyler neticesinde
elde edilen verilerde % bagil standart sapma (%RSD) degerlerinin %2’den kiiciik
oldugu goriilmiistiir. Bu deneyler miktar tayini i¢in belirtilen yontemin dogru sonuglar

verdigini gostermistir.

Kullanilan yontemin kesinligini kanitlamak amaciyla tekrarlanabilirlik ve ara
kesinlik testleri yapilmistir. Elde edilen verilerin, % bagil standart sapmalarinin %2’ den

kiigiik oldugu belirtilerek ¢alismanin tekrarlanabilirligi ve ara kesinligi kanitlanmistir.

Miktar tayini igin segilen yonteminin Vankomisin hidrokloriire 6zgu olup
olmadiginin kanitlanmasi i¢in, formiilasyonun i¢inde bulunan her bir yardimci
maddenin  formilasyondaki  konsantrasyonlarinda ve Vankomisin hidrokloriir
icermeyecek sekilde ¢oOzeltileri hazirlanmistir.  Ayrica ¢alismada yer alan
mikropartikiller de Vankomisin hidroklorir igermeden hazirlanmigtir. Hazirlanan
¢ozelti ve bos mikropartikiil formiilasyonlarin UV-Vis spektrofotometresi kullanarak
200-700 nm dalga araliginda absorbans degerlerine bakilmigtir. Cozelti ve bos
mikropartikiil formiilasyonlarinin hig¢biri  Vankomisin hidrokloriirin  maksimum
absorbans gosterdigi 280 nm dalga boyunda pik vermedigi gosterilmistir (Sekil 4-2). Bu
da kullanilan miktar tayini yonteminin Vankomisin hidrokloriire 6zgii oldugunu

gostermektedir.

Kullanilan miktar tayini yontemine gore, Vankomisin hidroklorire ait LOD ve

LOQ degerleri sirasiyla 0,777 pg/mL ve 2,355 pg/mL olarak bulunmustur.

PLGA, biyolojik olarak pargalanabilirligi ve biyouyumlulugundan dolay1
giivenli kabul edilir, birgok PLGA bazli nano ve mikro partikiiller FDA tarafindan
onaylanmistir. Bununla birlikte, enjeksiyon bélgelerinde inflamasyon veya nekroza yol
actigr bildirilmistir (Anderson ve ark., 2012). Bu nedenle, inhale PLGA'nin uzun
donemli klinik uygulamasina daha dikkatli yaklasilmalidir ¢iinkii inhale partikiil
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birikiminin marjinal siiresi tartismalidir (Kim ve ark., 2011), (Anderson ve ark., 2012).
Bununla birlikte, uygulama sisteminin akcigerlere segici hedefleme agisindan iyi klinik

potansiyele sahip olduguna inaniyoruz.

Hidrofilik  bir  antibiyotik olan  vankomisin  hidrokloririn ~ PLGA
mikropartikillerine yiiklenmesi, yiiksek hidrofilikligi nedeniyle sorunlu olabilir.
Hidrofilik molekilleri kapsiilleme i¢in en ¢ok kullanilan teknik, ¢ift (S/Y/S)
emiilsifikasyon yontemi, ardindan solvent ekstraksiyon / buharlastirmadir (Hachicha ve

ark., 2007).

Organik faz (Y), iki sulu bolme arasinda bir bariyer gorevi goriir.
Diklorometanin ~ formulasyondan uzaklagmasini hizlandirmak i¢in bir manyetik
karistirict kullandik. Boylece ilacin dis faza (S2) gegisi engellenmistir. Pargacik
olusumunun kendisi koaservasyona dayanir. Genel olarak, ¢6ziicli uzaklastirma orani,
ilacin kapsiilleme etkinligini dogrudan etkiler (Yang ve ark., 2001), (Capan ve ark.,
2003). Yavas membran olusum hizi, ila¢ molekiillerinin PLGA membraninin
miikemmel sertlesmesinden 6nce PLGA membraninin su kanallar1 yoluyla i¢ S1
fazindan dig S2 su fazina yayilma sansini artirmanin bir sonucu olarak kapsilleme
verimliligini azaltabilir (Yang ve ark., 2001), (Thote ve ark., 2005). Bu nedenle hizl
membran olusumu, vankomisin hidrokloriirin dis S2 su fazina sizmasini engelleyen
onemli bir kriterdir. Genel olarak, PVA, S/Y/S emiilsiyon yonteminde bir dagitic1 ajan
olarak kullanilir. PLGA yiizeyi ile S2 su fazi arasindaki ylizey gerilimini diisiiriir (Yang
ve ark., 2001). Bununla birlikte, PVA PLGA'nin yiizeyinde kalmasini engellemek icin
en az 3 kere yikanarak santrifiijlenmistir. Enkapsiilasyon etkinliginin diigiik Olmasi,
vankomisin hidroklorlriin suda ¢6ziiniir dogasina atfedilebilir. Artan teorik vankomisin
hidrokloririn yiklemeleri ile azalan enkapstlasyon yizdesi, yuksek yiklemelerde sulu
faza artan ilag sizintisindan kaynaklanmaktadir. Tiim formiilasyonlar negatif zeta
potansiyeli gostermistir (Tablo 4-9), bu da itici kuvvetler yaslanmayla kiimelesmeyi
engellediginden partikiil stabilitesini arttirdigi diistintilmektedir (Agnihotri ve ark.,
2009). PLGA mikropartikillerinin negatif yukinan, yizey polimerinin karboksilik
gruplarinin iyonlagmasina bagli oldugu bildirilmistir (Zakeri-Milani ve ark., 2013).

PLGA mikropartikullerine vankomisin hidroklorir yiiklemesi igin yapilan
calismada Yyuklenen vankomisin miktar1 arttikga partikiil biiyiikliigiinde bir artig

gozlemlenmektedir. Bu formiilasyonlarin enkapsiilasyon etkinliklerine bakildiginda
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yiiklenen vankomisin hidrokloriir miktar1 arttik¢a enkapsiilasyon etkinliginde bir diisme
oldugu gorilmistir (Tablo 4-6). Fakat V-15 formulasyonunda V-10 formilasyonuyla
karsilastirildiginda teorik olarak ylklenen vankomisin hidrokloriir miktar1 artmasina
ragmen pratik yliklenmede ayni oranda bir artim gozlemlenmediginden etken madde
kaybina yol agmis ve bu yiizden Urln verimi daha diisiik olmustur. Mikropartikiil
boyutundaki artis ile vankomisin hidrokloriiriin teorik ila¢ yiikiindeki artts muhtemelen
PLGA mikropartikiillerinin yiizey yiikiinii etkilemis olabilir. Bu da partikiillerin siv1
stispansiyon formunda depolanmamasi1 gerektigini ve bunun yerine liyofilize halde
depolanmalar1 gerektigini gostermektedir (Mukherjee ve ark., 2008; Zakeri-Milani ve
ark., 2013).

Polimer olarak PLGA'nin farkli Resomerlerini kullanarak polimerin molekdl
agirligimin hazirlanan formiilasyonlarin partikil biiytikligii, biiyiikliik dagilimi ve etken
madde kapsulleme Uzerindeki etkilerini inceledik. PLGA polimerinin molekdler
agirligiin artmasiyla birlikte yarilanma Omriinde de bir artis oldugu bilinmektedir
(Anderson ve ark., 2012). Bu baglamda kullanilan Resomerlerde aranan Ozellikler,
yiiksek etken madde kapsiilleye bilmesi ve diisiikk molekiiler agirlikta olmasidir ki bu da
akcigerlerde polimer birikmesinin 6nune gegebilmemize yardime1 olmaktadir.
Dolaysiyla kullanilan PLGA Resomerlerinden RG 503h molekiil agirliginin ¢ok fazla
olmamasi, RG 502h ile kiyaslandiginda daha fazla vankomisin hidrokloriir
kapsiilleyebilmesi ve hazirlanan mikropartikiil boyutu ve boyut dagilimimin istenen
seviyede ( 1-5 pm arasinda partikiil biyiikligii ve 0,3 altinda bir PDI degeri) olmasi g6z

onlnde bulundurularak formilasyon optimizasyon ¢alismalari igin Segilmistir.

Buytk gozenekli polimerik mikropartikuller, inhalasyon yoluyla uzun sireli
tedavi i¢in optimum dagitim sistemleri saglar. Bu tiir parcaciklarin iki avantaji vardir:
yuksek aerosolizasyon etkinligi ve makrofaj baypas (Edwards ve ark., 1997), (Edwards
ve ark., 1998). Mikropartikil go6zenekliliklerinin aerosolizasyon igin yeterince
aerodinamik yogunluklar1 azalttig1 iyi bilinmektedir (Edwards ve ark., 1998). Daha
spesifik olarak, 1-5 um MMAD'ye sahip gozenekli mikropartiktllerin iyi aerosol haline
geldigi ve akcigerlere derinlemesine niifuz ettigi gosterilmistir. Ayrica, derin
akcigerlerde kiiciik inhale mikropartikiilleri (1-2 um) hizla fagositoz yapabilen alti

milyar alveolar makrofaj bulundugu tahmin edilmektedir.
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Gozenekli mikropartiklller yapmak igin kullanilan yontemler gibi birgok
yontem gelistirilmistir; ekstrakte edilebilir porojenler (6rnegin, pluronics) (Kim ve ark.,
2006), ozmojenler (6rnegin, siklodekstrinler) (Kvon ve ark., 2007), (Kim ve ark., 2011),
efervesan tuzlar (amonyum bikarbonat) (Edwards ve ark., 1997) ve gaz kabarciklar
(hidrojen peroksit + katalaz) (Bae ve ark., 2009). Ekstrakte edilebilir porojenler ve
ozmojenler, ylizey gozenekleri olusturmak i¢in PLGA matrislerinde birgok su kanali
uretir ve bu nedenle, dnemli miktarlarda etken madde bu matrislerden sizabilir ve
kapsiilleme verimini azaltabilir. Ote yandan, amonyum bikarbonat gibi karbondioksit
tireten goOzenek olusturucu ajanlar etken maddenin sizmasini  hizlandirdigi
gorilmemektedir (Kim ve ark., 2012). Boylece, yuksek mikropartikil yiizey
goOzeneklerine ragmen %75,79 £ 0,9 vankomisin hidrokloriir kapsiilleme etkinligi elde
edilebilmistir. Bununla birlikte, bu tiir bir gozeneklilik, Vankomisin hidrokloriiriin

PLGA mikropartikillerinden énemli ilk patlama salinimi gosterdigi goriilmiistiir.

Gozenekli PLGA mikropartikullerinin Uretiminde porojen olarak amonyum
bikarbonat, sodyum karbonat ve sodyum bikarbonat kullanilmistir. Polimer faza bir i¢
sulu faz olarak porojen eklenmesi, istenen aerodinamik oOzelliklere sahip olan ve
makrofaj alimimi Onleyebilen oldukga go0zenekli biyik PLGA mikropartikilleri
yaratmanin basit ve etkili bir yoluydu. Ek olarak, bu porojenlerin kullanimi,
enkapsiilasyon etkinligi biiyiik Olcide arttirmistir (Tablo 4-10). Diisiik kapsiilleme
verimliligi, gozeneksiz mikropartikillere ilaglarin yiiklenmesindeki ana zorluklardan
biriydi. Bu ozellik, porojenleri, geleneksel emiilsiyon yontemi kullanilarak polimerik
matris i¢inde kapsiillenmesi zor olan hidrofilik ilaglarin kapsiillenmesi igin 6zellikle
yararli kilar. Ornegin, doksorubisin HCI'nin PLGA matrisinde kapsillenmesi herkesin
bildigi gibi zordur. Tewes ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir ¢aligmada ortalama 5 pm
biiyiikliigiindeki por6z olmayan mikropartikiillere polimer agirliginin sadece %0,7 si
kadar etken madde yukleyebilirken formulasyonlarda gézenek olusturmak icin ABC
kullanim1 kapsiillenen etken madde miktarinin PLGA miktarimin %9tna kadar
arttirmistir (Tewes ve ark., 2007). Enkapsiilasyondan Once bir ilacin serbest bazli
formunu yapmak, kapsiilleme verimliligini artirmak i¢in yaygin bir tekniktir (Tewes ve
ark., 2007), (Kohone ve ark 2002). Porojen tuzlarin bozunma iiriinlerinin efervesansi,
diklorometanin buharlasmasini ve polimerin katilagsmasini artirarak ilag kapsiillemesini
daha da gelistirir. Bu nedenle porojenlerin kullanimi, soluma yoluyla ila¢g verme ile

siirli olmayan cesitli uygulamalar i¢in hidrofilik ilac¢larin kapsiillenmesi i¢in yararli bir
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teknik olabilir (Yang ve ark., 2009). Calismamizin bu asamasinda Tablo 3-3"te
gosterilen formiilasyonlart hazirladik. ABC, SBC ve SC porojenlerinin farkli oranlarda
kullanilmasiyla hazirladigimiz formiilasyonlar tizerinde partikiil biiyiikliigii (Tablo 4-8),
partikiil buyiikligi dagilimi (Tablo 4-8), zeta potansiyel (Tablo4-9), enkapsiilasyon
etkinligi (Tablo 4-10) ve {irlin verimliligine (Tablo 4-11) dair testler yaptik. Tablo 4-
8'de goriildiigii gibi hazirlanan formiilasyonlarin partikiil biiyiiklikleri bos ABC-0
formiilasyonu i¢in 2,67 um iken, ayni1 formiilasyona vankomisin hidrokloriir yiiklendigi
zaman partikiil biyikligi 3,08 um olmustur. Formilasyonlarda porojenler kullanildig
zaman partikul buaydklikleri 3,63 -5,50 um arasinda degismistir. Ayni zamanda
formiilasyonda kullanilan porojen miktar1 arttik¢a partikiillerin biiyiikligiiniin de arttig1
gozlemlenmistir. Fakat fazla miktarda kullanilan porojen miktar1 oldukga buyik
gozenekler biraktigindan enkapsiilasyon etkinligini diislirdiigii gortilmiistiir. S/Y/S tipli
¢oziicii emiilsiyon buharlastirma yontemiyle hazirladigimiz bu formiilasyonlarda yiiksek

imalat verimi (%75-84) elde edilmistir (Tablo 4-11).

Hazirlamis oldugumuz formiilasyonlardan in vitro salim ¢alismasinda kullanmak
Uzere 4 formiilasyon segilmistir. Bu formiilasyonlardan ilki gozenekli olan
formiilasyonlar1 karsilastirmak agisindan gozenekli olmayan NOP formiilasyonu, diger
3 formulasyon ise uygun partikiil biyiikligi, disik partikiil biiyiikligi dagilimi ve
yuksek enkapsulasyon etkinligi goz Oniine almmarak ABC-5, ABC-7,5 SBC-7,5
formiilasyonlardir. Segilen formiilasyonlara Boliim 3.5.8°de anlatildigr gibi in vitro
salim ¢alismasi yapilmis ve Tablo 4-12"deki veriler elde edilmistir. Mikropartikiillerde
vankomisin hidroklordriin in vitro salim grafikleri Sekil 4-7'de gosterilmistir. Poroz
mikropartikiillerde vankomisin hidrokloriir miktarinin ¢ogu ilk 24 saatte salindigi
g6zlemlenirken (Tablo 4-12), por6z olmayan mikropartikillerde 48 saatte kapstllenen
vankomisin hidrokloriir miktarinin sadece %47,17 si mikropartikiillerden salinmistir.
Bunun baslica nedeni olarak vankomisin hidrokloriiriin gozeneklerden kolayca
saliabilmesi diisiiniilmektedir. Salim ¢alismasinda 6zellikle {i¢ asama g6zlemlenmistir.
[Ik yarim saat boyunca hizli bir salim adimi gézlemlendi (kapsiillenmis vankomisin
hidrokloririn NOP, ABC-5, ABC-7,5 ve SBC-5 formiilasyonlari i¢in sirasiyla %15,32,
%39,22, %46,21 ve %67,10 linlin salimi1). "Patlama etkisi" olarak bilinen bu salim, dis
partikil ylzeyine adsorbe edilen ve matrise dahil edilen hemen elde edilebilen ilag
fraksiyonundan kaynaklanmistir (Hachicha ve ark., 2007). Daha sonra daha yavas bir

adim olustu ve 24 saatin sonundaki 6lgiimlerde kapsiillenmis vankomisin hidrokloruriin
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NOP, ABC-5, ABC-7,5 ve SBC-5 formiilasyonlar1 igin sirasiyla %40,90, %66,89,
%71,82 ve %94,401 salim ortamina ge¢mistir. Calismanin sonraki 24 saatinde
vankomisin hidrokloririn pordz formilasyonlar igin sadece %1'e yakini pordz olmayan
formilasyon iginse %6,73 Unin serbest birakildigi tespit edilmistir. Vankomisin
hidrokloriiriin hizl1 ilk salimi, muhtemelen mikropartikiillerin ylizeyinde veya yakininda
adsorbe edilen ilaca ve boyutlarindan dolayr mikropartikiil geometrisinin genis ylizey
oranina bagli oldugu diisiiniilmektedir (Govender ve ark., 1999). Paklitaksel ve enalapril
PLGA mikropartikiilleri iizerinde calisan diger arastirmacilar tarafindan da benzer

bulgular bildirilmistir (Fonseca ve ark., 2002; Ahlin ve ark., 2002).

Mikropartikillerin  partikil boyutu ve partikil boyutu dagilimi dondurarak
kurutma swrasinda izlenecek Onemli bir parametredir. Partikiil boyutlari,
mikropartikiillerin stabilitesi ile dogrudan iligkilidir.  Dondurarak kurutma hem
dondurma hem de kurutma islemleri sirasinda ¢esitli gerilimler yaratir. Bu gerilimler
genellikle aglomerasyon nedeniyle partikiil boyutunu 6nemli dlglide artirir. Yetersiz bir
kriyoprotektan konsantrasyonu, nanopartikiiller etrafinda camsi1 matrisin eksik
kaplamasina yol agar, kiimelenmeyi destekler ve partikiil boyutlarini artirir (Tang ve
ark., 2012). GoOzenekli vankomisin hidrokloriir mikropartikillerinde dondurarak
kurutmada farkli kriyoprotektanlarin etkinligini arastirmak ic¢in mikropartikiillerin
partikil boyutu, dagilimi ve zeta potansiyeli dondurarak kurutmadan 6nce ve sonra ve
devam eden 3 ay boyunca ol¢iilmiistiir. Dondurarak kurutmadan sonraki parametreler,
dondurularak kurutulmus mikropartikiillerin yeniden suda dagitilmis sivi formlari
kullanilarak  6lcllmiistiir. Orneklerin partikiil biiyiikliigii (Tablo 4-13), partikil
blyUkligi dagilimi (Tablo 4-14) ve zeta potansiyeli (Tablo 4-14) Zetasizer kullanilarak

belirlenmistir.

Liyofilizasyon sonras1 yapilan dlglimlerde genel olarak partikiil biiyiikliiklerinde
artig, partikiil buytkligii dagiliminda azalma gozlemlenmistir. Dondurarak kurutma
isleminden Once formiilasyonlara katilan kriyoprotektanlar formiilasyonlarin zeta
potansiyelinde negatif yonde bir artisa neden oldugu goriilmektedir (Tablo 4-14).
Dondurarak kurutmadan once daha yiiksek bir PDI, yiiksek partikiil i¢ dagilimini ve tek
tip olmayan boyut dagilimini gésterir. Dondurarak kurutmadan sonra PDI degerleri
azaldi, bu da pargacik boyutu dagiliminin tekdiize ve kararli hale geldigini gosterir. Bu

veriler Wu ve arkadaslarinin 2019 yilinda yapmis oldugu arastirmalarla 6tiismektedir.



69

Kullanilan kriyoprotektanlar icerisinde sukroz en iyi kriyoprotektandir, ¢unku sukroz
iceren yeniden suda dagitilmis mikropartikiillerin partikiil biiyiikliigi dondurarak

kurutma islemi 6ncesine en yakin ve partikiil dagilimlar1 en diisiiktiir.

Ozetle, sukroz 1/3 oraninda mikropartikiillere karistirildiginda vankomisin
hidrokloriir mikropartikiillerinin partikiil morfolojisini korumak, PDI degerlerini

diistirmek ve stabil partikiiller iiretmek i¢in uygun bir kriyoprotektandir.

Sivadas ve arkadaslarinin yapmis oldugu ¢alismada Mikropartikiller kuru toz
formiilasyonlarinin tek basina kullanilmasinin aerolize olabilmesinde yetersiz kaldigi,
mikropartikiillerin zayif akis ve agregasyon gosterdigi bildirilmistir. (Sivadas ve ark.,
2008). Bu nedenden dolay1 mikropartikiillerin akis 6zelligini diizenlemek ve inhalasyon
icin uygun hale getirmek icin uygun yardimci maddeye ihtiyag duyuldugunu
diisiinmekteyiz. Tez calismamizda bu sorunu ¢dzmek i¢in, piyasada hazir bulunan,
farkli partikiil blyukltklerindeki laktozlar (Respitose® sv-003, Respitose® ml-003,
Inhalac®230 ve Lactohale® 200) kullanilmustir.

Akcigerlerin  derin  bdlgelerine niifus edebilecek boyutlarda, yiiksek
enkapsiilasyon etkinligine sahip olan ve 24 saat boyunca kontrollii salim yapabilen
ABC-7,5 formulasyonu in vitro performans testlerinde NGI ve DUSA analizleri igin
uygun bulunmustur. Farkli boyutlardaki laktozlarla 1:5 oraninda karistirilarak
kapstillere doldurulmustur (Sekil 4-8). Daha sonraki analizler i¢in hazir olan
formulasyonlarin  boliim 3.5.8.1°de anlatildigi gibi NGI analizi yapilmis ve sekil 4-
10"da gosterilen sonuglar elde edilmistir. Bu sonug¢larin MMAD calculator kullanilarak
analizi yapilmistir. Analiz sonuglarindan (Tablo 4-17) da gorildigi gibi
formiilasyonlarin MMAD degerleri 3,93-4,66 um araligina degismektedir. MMAD
degerlerinin 5 pm’den diisiik olmasi bu formiilasyonlarin respiratuvar bolgenin alt
kisimlarinda tutulabilecegini gostermektedir. Ayni1 zamanda 3 pm daha biiyiik
mikropartikiiller hem ilacin sistemik dolasima ge¢mesini hem de alveolar makrofaji
engellemektedir. Tlm bu bilgiler g6z 6niine alindiginda laktozlar yardimiyla hazirlanan
formiilasyonlarin akisinin aerodinamik davraniglarinin ve akcigerlerde dagiliminin
iyilestigi sonucuna varilmistir. Mikropartikiiler kuru toz formiilasyonlar1 inhale
edildiginde, tasiyic1 madde olan laktozun agiz ve farenks bolgesine yapisarak kalmasi,
daha hafif ve kiiglik partikiil boyutlarinda (1-5 pm) olan  mikropartikillerin ise

akcigerlerin derin bolgelerine dagilmas1 planlanmaktadir. Bu bilgiyi incelemek igin ince
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partikdl kutlesi (FPM) hesaplanmustir. Tablo 4-17"de gosterildigi gibi formiilasyonlarin
FPM yuzdeleri %35,01-47,39 araliginda degismektedir. Bu degerler benzen ¢alismalarla
kiyaslandiginda inhale edilen ilacin yeterli miktarmmin istenen bolgeye ulastigini
gostermektedir (Buttini ve ark., 2016), (Elia ve ark., 2016), (Abadelah ve ark., 2017).
Incelenen formiilasyonlar icerisinde 1L-230 formiilasyonu digerleriyle kiyaslandiginda
daha yiliksek FMP yiizdesi gosterdigi goriilmiistiir. Bu da mikropartikiiller ile tastyici
laktoz arasinda karismanin daha iyi olmasi ve inhalasyon sirasinda teslim edilen dozun

daha yiiksek olmasi nedeninden kaynaklandigi diistiniilmektedir.

Kapsiillere doldurulan son formiilasyonlarin teslim edilen doz bakimindan
incelenmesi i¢in Bolim 3.5.8.2°de anlatildigi gibi DUSA analizi yapilmistir. Analiz
sonuglart Sekil 4-11"de verilmistir. DUSA analizi iki farkli kapsiil tiiriiyle (HPMC,
SJK) yapilmistir. Sonuglara bakildiginda HPMC kapsiil kullanilan formiilasyonlar, SJK
kullanilan formiilasyonlara kiyasla daha fazla mikropartikiliin inhalasyonunu
saglamistir. Bunun ana nedeni, inhalasyon sirasinda sert jelatin kapsiillerin kirilarak
mikropartikiillerin akisina engel olmasi olarak goriilmektedir. Farkli boyutlardaki
laktozlarin teslim edilen doza etkisine bakildiginda yine iL-230 formilasyonunun diger
formulasyonlarla kiyasla daha fazla mikropartikill teslim ettigi goriilmektedir. Bu
veriler ayn1 zamanda NGI analizinin sonuglariyla kiyaslandiginda benzer sonuglar

vermistir.

Uygun 0Ozelliklere sahip oldugu belirlenen formiilasyonlar (ABC-5, ABC-7,5 ve
SBC-5) ve karsilastirmak agisindan gozeneksiz hazirlanan formilasyon (NOP) SEM

gortntiileri alinmistir. Sekil 4-12°de formiilasyonlarin por6z yapilart goriilmektedir.

Literatiir taramalar1 sonucunda vankomisin hidrokloririn Staphylococcus
aureus bakterilerine karst minimum inhibisyon konsantrasyonunun (MIC) 2,4 pg/mi
oldugu yapilan c¢alismalarla gosterilmistir (Serri ve ark., 2019). Tez calismamizda
hazirlamis oldugumuz Vankomisin hidrokloririn poréz yapidaki mikropartikiil
formiilasyonlarinin in vitro salim ¢alismasinda etken maddenin mikropartikillerden ani
salim1 ile minimum inhibisyon konsantrasyonunun iizerinde bir konsantrasyona ulastig1
saptanmigtir (Tablo 4-12). Dolayisiyla bu bilgiye dayanarak ayrica formiilasyonalrin
mikrobiyolojik aktivite tayini planlanmamustir.
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Tez ¢alismamizdan akcigerlere lokal uygulanmasi i¢in hazirlanmis vankomisin
hidroklortrtin mikropartikiler kuru toz formilasyonlarn yiiksek enkapsiilasyon etkinligi
ve yiksek Uriin verimliligi gdstermistir. In vitro aerolizasyon performans testleri
sayesinde hazirlanan formiilasyonlarin akcigerlerin derin bolgelerine ulasabildigi ve
minimum inhibisyon konsantrasyonunun {izerinde bir konsantrasyona ulasdig
goriilmistir. TUm bu veriler g0z Oniine alindiginda vankomisin hidroklorurin
mikropartikller kuru toz formiilasyonlarinin, i.v. kullanimda ortaya ¢ikan sistemik yan
etkileri de (6zellikle nefrotoksisite) dikkate alindiginda daha avantajli oldugu sonucuna
vartlmistir. Ancak elde edilen mikropartikillerin in vivo calismalar ile de etkinligini

kanitlanmas1 gerekmektedir.
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