UNIvg,
&
L

f g%;é TURKIYE CUMHURIYETI
- ; ANKARA UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU

1946

1538

LiZOZiM iICEREN MiKROPARTIKULLERIN
INHALASYON FORMULASYONLARININ
HAZIRLANMASI VE DEGERLENDIRILMESI

Nilhan ERDINC

FARMASOTIK TEKNOLOJI ANABILiM DALI
FARMASOTIK BiYOTEKNOLOJi PROGRAMI
YUKSEK LiSANS TEZi

DANISMAN
Doc¢. Dr. Burcu DEVRIM GOKBERK

ANKARA
2022



TURKIYE CUMHURIYETI
ANKARA UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSUI

LiZOZiM ICEREN MiKROPARTIKULLERIN
INHALASYON FORMULASYONLARININ
HAZIRLANMASI VE DEGERLENDIRILMESI

Nilhan ERDINC

FARMASOTIK TEKNOLOJI ANABILiM DALI
FARMASOTIK BiYOTEKNOLOJi PROGRAMI
YUKSEK LiSANS TEZi

DANISMAN
Doc. Dr. Burcu DEVRIM GOKBERK

ANKARA
2022



Etik Beyan
Ankara Universitesi
Saglik Bilimleri Enstitiisii Miidiirliigii’ne,

Yiiksek lisans tezi olarak hazirlayip sundugum “Lizozim Igeren Mikropartikiillerin
Inhalasyon Formiilasyonlarmin Hazirlanmasi ve Degerlendirilmesi” baslikli tez;
bilimsel ahlak ve degerlere uygun olarak tarafimdan hazirlanmistir. Tezimin hipotezi
tiimiiyle tez danismanim ve bana aittir. Tezde yer alan deneysel ¢alisma tarafimdan

yapilmis olup, tiim ciimleler, yorumlar bana aittir.

Yukarida belirtilen hususlarin dogrulugunu beyan ederim.

Ogrencisinin Adi Soyadi: Nilhan Erding
Tarih

Imza



KABUL VE ONAY
Ankara Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii
Farmasotik Teknoloji Anabilim Dalinda

Nilhan Erding tarafindan hazirlanan “Lizozim Igeren Mikropartikiillerin inhalasyon
Formiilasyonlarinin Hazirlanmasi ve Degerlendirilmesi” adli tez calismasi asagidaki

jiiri tarafindan YUKSEKLISANS TEZI olarak OY BIRLIGI ile kabul edilmistir.

Tez Savunma Tarihi: 19.01.2022

Imza
Prof.Dr.Asuman BOZKIR
Ankara Universitesi

Jiiri Bagkani
Imza Imza
Prof.Dr. Leyla ACIK Do¢.Dr.Burcu DEVRIM GOKBERK
Gazi Universitesi Ankara Universitesi
Uye Uye

Tez hakkinda alinan jiiri karari, Ankara Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii

Yonetim Kurulu tarafindan onaylanmaistir.

Imza
Prof. Dr. Figen AKTAN
Saglik Bilimleri Enstitlisii Miidiirti



ICINDEKILER

Etik Beyan

Kabul ve Onay
Icindekiler

Onséz

Simgeler ve Kisaltmalar
Sekiller

Cizelgeler

1. GIRiS

1.1. Solunum Sisteminin Anatomisi

1.2. Partikiillerin Solunum Sisteminde Tutulumuna Etki Eden Faktorler
1.2.1. Partikiil Dansitesi

1.2.2. Partikiil Biyiikliigii

1.2.3. Partikiil Sekli

1.3. inhalasyon Sistemleri

1.3.1. Nebiilizerler

1.3.2. Olciilii Doz Inhalerler

1.3.3. Kuru Toz Inhalerler

1.4. Pulmoner Yol ile Uygulanan ilag Tastyic1 Sistemler
1.4.1. Lipozomlar

1.4.2. Nanopartikiiller

1.4.3. Mikropartikiiller

1.4.4. Mikropartikiil Hazirlama Y ontemleri

1.4.4.1. Coziicii Ekstraksiyon/Buharlastirma Yontemi
1.4.5. Mikropartikiillerin Hazirlanmasinda Kullanilan Polimerler
1.4.6. Poli(€-kaprolakton)

1.5. Kistik Fibrozis

1.5.1. Kistik Fibroziste Tan1

1.5.2. KF’te Akciger Hastalig1 Tedavisi

1.5.3. KF’te Antibiyotik Direnci

Xii

Xiv

0 O N o o B~ N B

W NN N NN R R B B B B R R
O A A N P O © N O A D W M O



1.6. Antimikrobiyal Peptitler

1.7. Lizozim

2. GEREC VE YONTEM

2.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

2.2. Kullanilan Aletler ve Malzemeler

2.3. Calismalarda Kullanilan Tampon ve Cozeltiler

2.4. Yontemler

2.4.1. Mikrobikinoninik Asit (MikroBCA) Analiz Yontemi Kullanilarak Etkin

Maddenin Standart Dogru Denkleminin Hazirlanmasi

2.4.2. MikroBCA Analiz Yonteminin Validasyonu

2.4.2.1. Dogrusallik ve Aralig1

2.4.2.2. Dogruluk ve Geri Elde

2.4.2.3. Kesinlik

2.4.2.4. Teshis ve Tayin Sinirlar

2.4.2.5. Segicilik

2.4.3. Mikropartikiillerin Hazirlanmasi

2.4.4. Calisilan Mikropartikiil Formiilasyonlar

2.4.5.1. Mikropartikiillerin Partikiil Blyiiklugii ve Partikiil Biiytkligi
Dagiliminin Belirlenmesi

2.4.5.2. Enkapsiilasyon Etkinligi ve Ila¢ Yiikleme Kapasitesi Tayini

2.4.5.3. Uretim Verimi Tayini

2.4.6. Optimum Mikropartikiil Formiilasyonunun Belirlenmesi

2.4.7. Optimum Mikropartikiil Formiilasyonunun Karakterizasyonu

2.4.7.1. Optimum Mikropartikiil Formiilasyonuna Ait Partikiil Biiytikliigii ve
Partikiil Biiyiikliigii Dagiliminin Belirlenmesi

2.4.7.2. Optimum Mikropartikiil Formiilasyonuna Ait Yiizey Yiikiiniin
Belirlenmesi

2.4.7.3. Optimum Mikropartikiil Formiilasyonuna Ait Enkapsiilasyon
Etkinliginin Belirlenmesi

2.4.7.4. Optimum Mikropartikiil Formiilasyonuna Ait Uretim Veriminin
Belirlenmesi

2.4.7.5. Fourier Dontisiimli Kiz1l6tesi Spektroskopi (FTIR) Analizi

31
32
36
36
37
38
39

39
40
40
41
41
42
43
43
44

45

45

46

46

47

47

47

47

47
48



2.4.7.6. Diferansiyel Taramal1 Kalorimetre (DSC) Analizi
2.4.7.7. Taramali Elektron Mikroskop (SEM) Analizi
2.4.7.8. Coziinme Hiz1 Tayini

2.4.7.9. Coziinme Hiz1 Verilerinin Kinetik Degerlendirilmesi

2.4.7.10. Sodyum Dodesil Siilfat - Poliakrilamit Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

2.4.7.11. Mikropartikiillerin Stabilitelerinin Belirlenmesi

2.4.8. Mikropartikiillerin Aerodinamik Ozelliklerinin Belirlenmesi

3. BULGULAR

3.1. Etkin Maddenin MikroBCA Analiz Y 6ntemiyle Kalibrasyonuna Ait Bulgular

3.2. Etkin Maddenin MikroBCA Analiz Y 6ntemiyle Kalibrasyonunun
Validasyonuna Ait Bulgular

3.2.1. Dogrusallik ve Araligi

3.2.2. Dogruluk ve Geri Elde

3.2.3. Ara Kesinlik

3.2.4. Teshis ve Tayin Sinirlari

3.2.5. Segicilik

3.3. 2* Full Faktériyel Deney Tasarimi Kullanilarak Hazirlanan Mikropartikiil
Formiilasyonlar1

3.4. Mikropartikiil Formiilasyonlarina Ait Bulgular

3.4.1. Mikropartikiil Formiilasyonlarina Ait Partikiil Biiyiikligii ve Partikiil
Biiyiikliigi Dagilimi1 Bulgular

3.4.2. Mikropartikiil Formiilasyonlarina Ait Enkapsiilasyon Etkinligi ve Ilac
Yiikleme Kapasitesi Bulgulari

3.4.3. Mikropartikiillere Ait Imalat Verimi Bulgular

3.5. Mikropartikiil Formiilasyonlarma Ait Bulgularm Istatistiksel Analizi

3.6. Optimum Mikropartikiil Formiilasyonunun Belirlenmesi

3.7. Optimum Mikropartikiil Formiilasyonuna Ait Bulgular

3.8. FTIR Analizine Ait Bulgular

3.9. DSC Analizine Ait Bulgular

3.10. Mikropartikiillerin SEM Analizine Ait Bulgular

3.11. Coziinme Hiz1

48
48
48
49

50
51

52

53
53
56
57
59
59

59
61

61

62
63
64
72
72
73
74
76
76

Vi



3.12. Coziinme Hiz1 Kinetikleri
3.13. SDS-PAGE Analizine Ait Bulgular
3.14. Mikropartikiillerin Stabilitelerinin Belirlenmesi

3.15. Mikropartikiillerin Aerodinamik Ozelliklerine Ait Bulgular

4. TARTISMA

77
78
79
79

80

4.1. Etkin Maddenin MikroBCA Analiz Y dntemiyle Kalibrasyonuna Ait Bulgularin

Degerlendirilmesi
4.1.1. Etkin Maddenin Cesitli Ortamlardaki MikroBCA ile Analizi
4.1.2. Etkin Maddenin MikroBCA Analiz Yontemiyle Kalibrasyonunun
Validasyonuna Ait Bulgularin Degerlendirilmesi
4.1.2.1. Dogrusallik ve Aralig
4.1.2.2. Dogruluk ve Geri Elde
4.1.2.3. Ara Kesinlik
4.1.2.4. Teshis ve Tayin Sinirlari
4.1.2.5. Segicilik
4.2. Mikropartikiil Formiilasyonlarina Ait Bulgularin Degerlendirilmesi
4.3. Optimum Mikropartikiil Formiilasyonuna Ait Bulgularin Degerlendirilmesi
4.4. FTIR Analizine Ait Bulgularin Degerlendirilmesi
4.5. DSC Analizine Ait Bulgularin Degerlendirilmesi
4.6. Mikropartikiillerin SEM Analizine Ait Bulgularin Degerlendirilmesi
4.7. Coziinme Hiz1 Verilerinin Degerlendirilmesi
4.8. SDS-PAGE Analizine Ait Bulgularin Degerlendirilmesi
4.9. Mikropartikiillerin Stabilitesinin Degerlendirilmesi
4.10. Mikropartikiillerin Aerodinamik Ozelliklerinin Degerlendirilmesi

5. SONUC VE ONERILER
OZET

SUMMARY
KAYNAKLAR

EKLER

EK-1.

80
80

80
80
81
81
81
81
82
86
87
87
88
88
89
90
90

92
96
97
98
105
105

vii



OZGECMIS 107

viii



ONSOZ

Bu ¢alismada

Yiiksek lisans donemim boyunca tiim asamalarda degerli zamanini, bilgi ve
tecriibelerini benden esirgemeyen, beni ailesinin bir {iyesi olarak goriip her zaman
sevgi ve hosgorii ile yaklasan, tezimin her asamasinda gosterdigi sabir, azim ve
fedakarliklarindan dolayr kiymetli hocam Dog. Dr. Burcu DEVRIM GOKBERK ’e,

Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi dekan1 hocam Prof. Dr. Asuman
BOZKIR’a, beni “Farmasdtik Biyoteknoloji”’de yiiksek lisans yapmak igin
cesaretlendirip, yliksek lisansa baglamama vesile oldugu ve tiim bu siire boyunca gii¢lii
kisiligi ve karakteri ile yanimda oldugu ig¢in,

Yiiksek lisansim boyunca umutsuzluga diistiigiim anlarda beni yiireklendiren,
sevgi dolu ve yol gosterici kisiligi ile beni her konuda destekleyen, deneylerimi
bitirmem i¢in gosterdigi emek ve sagladigi imkanlar icin degerli hocam Prof .Dr.
Leyla Agik’a,

Yiikseklisans egitimim boyunca bilgilerini esirgemeyen degerli hocalarim
Prof.Dr. Nurten OZDEMIR’e, Prof.Dr. Niliifer YUKSEL’e, Prof.Dr. Aysegiil
KARATAS’a, Prof.Dr. Tansel COMOGLU’na, Prof.Dr. Canan HASCICEK e, Dog.
Dr. Miige KILICARSLAN’a, Do¢.Dr. Ceyda Tuba SENGEL TURK e, Dog.Dr. Ulya
BADILLI’ya, Dog.Dr. Zerrin BAYINDIR’a, Dr.Ogr.Uyesi Ozge INAL’a, Dr.Ogr.
Uyesi Ongun Mehmet SAKA’ya, Dr. Ecz. Berrin KUCUKTURKMEN’e, Dr. Ecz.
Umut Can OZ’e tesekkiir ederim.

Her zaman bana gosterdigi destek ve anlayis icin, giizel kizlarimin degerli babasi
ve benim degerli hayat arkadasim, esim Fatih ERDINC e, varliklar1 ile bana mutluluk
veren, yasama seviglerim, giizel kizlarim Irem ERDINC ve Izem ERDINC e,

Her zaman varligiyla bana umut ve yol gosterici olan, ¢aliskan, azimli, beni ve
kardeslerimi biiyiik fedakarliklarla, sevgi ve 6zenle yetistiren, dlinyanin en iyi annesi
Canim annem Nilgiin ALKAN’a,

Derdimi dert, sevincimi seving edinen, diger yarim, Canim kardesim Nihan
KURT’a, varligi ile giiven veren, her tiirli zorlukta yanimda oldugunu
hissettiren,giizel kalpli Canim abim Mithat ALKAN’a,

Zor zamanlarimda desteklerini hi¢ esirgemeyen sevgili gérimcem Serpil
Erding ve sevgili kayinvalidem Nurten ERDINC’e her sey i¢in ¢ok tesekkiir ederim.

Bu ¢alismaya bagslamamizin amaci Kistik fibrozis tedavisinde inhalasyon yolu ile
uygulanmak lizere lizozim igeren mikropartikiillerin hazirlanmasi ve degerlendirilmesi
hedeflenmektedir.



%BSS
%EE
%YE
Y/S
YIY
SIYIS
SIYIY
Y/SIY
AMP
APD
DCM
DSC

HFA
KFK
KTi
FTIR
IPF
LOD
LOQ
MA
MikroBCA
ODI
PDI
PEG
PCL
PVA
P
XRD
SEM

SIMGELER VE KISALTMALAR

%Bagil Standart Sapma

% Enkapsiilasyon Etkinligi

% Yikleme Etkinligi

Yag/Su

Yag/Yag

Su/Yag/Su

Su/Yag/Yag

Yag/Su/Yag

Amtimikrobiyal Peptitler
Amtimikrobiyal Peptit Veri Tabani

Diklorometan

Diferansiyel Taramali Kalorimetri (Differential Scanning

Calorimetry)

Hidroflorokarbon

Kloroflorokarbon

Kuru Toz Inhaler

Fourier Doniistimlii Kizil6tesi Spektroskopi
Ince Partikiil Fraksiyonu

Teshis Sinirlart (Limit of Detection)
Tayin Sinirlar1 (Limit of Quantification)
Molekiil Agirlig

Mikro Bikinkoninik Asit

Olciilii Doz Inhaler

Polidispersite Indeksi

Polietilen Glikol

Poli(€-kaprolakton)

Polivinilalkol

Determinasyon Katsayisi

X Ismi Difraktometrisi

Taramal1 Elektron Mikroskop



SDS-PAGE Sodyum Dodesil Siilfat - Poliakrilamit Jel Elektroforezi
KOAC Kiitlesel Ortalama Aerodinamik Cap

GSS Geometrik Standart Sapma

IPD Ince partikiil dozu

Xi



SEKILLER

Sekil 1.1. Solunum sisteminin sematik gosterimi

2

Sekil 1.2. Yetiskin insanlardaki solunum yolu jenerasyonlarinin sematik gésterimi 4

Sekil 1.3. Jet nebiilizerin sematik gdsterimi

Sekil 1.4. Olgiilii doz inhalerlerin sematik gdsterimi

Sekil 1.5. KTI érnekleri

Sekil 1.6. Mikropartikiiler sistemlerin sematik gdsterimi. A)Mikrokiire,
B)Mikrokapsiil

Sekil 1.7. Poli(e-kaprolakton)’un kimyasal yapisi

Sekil 1.8. KF’de inhale edilen ilaclarin gegisini engelleyen anatomik ve
biyolojik bariyerler

Sekil 1.9. Lizozimin ii¢ boyutlu yapisinin sematik gdsterimi

Sekil 2.1. Mikropartikiil hazirlaniginin sematik olarak gosterimi

Sekil 3.1. Lizozimin distile sudaki kalibrasyon dogrusu

Sekil 3.2. Lizozimin pH 7,4 fosfat tamponundaki kalibrasyon dogrusu

Sekil 3.3. Lizozimin distile su i¢indeki miktar tayini yontemine ait
dogrusallik grafigi

Sekil 3.4. Lizozimin pH 7,4 fosfat tamponu i¢indeki miktar tayini yontemine
ait dogrusallik grafigi

Sekil 3.5. Uretim parametrelerinin (A:lizozim konsantrasyonu, B:DCM hacmi,
C:PVA hacmi ve D:homojenizasyon hizi) mikropartikiillerin partikiil
biiyiikliigi iizerine etkisini gosteren Pareto etki grafigi

Sekil 3.6. Mikropartikiil formiilasyonlarinin yiizey-yanit grafigi
(Bagimli degisken: Partikiil biiyiikliigii)

Sekil 3.7. 2* full faktoriyel deney tasarimu ile elde edilen lizozim miktari (a),
DCM hacmi (b), PVA hacmi (c) ve karistirma hizinin
(d) miropartikiillerin partikiil biiytikliigii iizerine etkisi

Sekil 3.8. Uretim parametrelerinin (A:lizozim konsantrasyonu, B:DCM hacmi,
C:PVA hacmi ve D:karistirma hizi) mikropartikiillerin enkapsiilasyon

etkinligi iizerine etkisini gosteren Pareto etki grafigi

9
10
13

16
21

25

33

44

52

53

54

54

64

65

67

69

Xii



Sekil 3.9. Mikropartikiil formiilasyonlarinin yiizey-yanit grafigi
(Bagimli degisken: Enkapsiilasyon etkinligi) 69
Sekil 3.10. 24 faktoriyel deney tasarimi ile elde edilen lizozim miktari (a),
DCM hacmi (b), PVA hacmi (c) ve karistirma hizinin
(d)mikropartikiillerin enkapsiilasyon etkinligi lizerine etkisi 70
Sekil 3.11. 2* full faktdriyel deney tasarimina gore hazirlanan mikropartikiillere
ait partikiil bliyiikliigli ve enkapsiilasyon etkinligi degerlerinin
istatistiksel degerlendirmesi 72

Sekil 3.12. (a) Lizozime, (b) PCL’a, (¢) optimum mikropartikiil formiilasyonuna

ait FTIR spektrumlari 73
Sekil 3.13. (a) Lizozime, (b) PCL’a ve (c¢) optimum mikropartikiil

formiilasyonuna ait DSC termogramlari 76
Sekil 3.14. Optimum mikropartikiil formiilasyonuna ait SEM goriintiisii 76

Sekil 3.15. Optimum mikropartikiil formiilasyonuna ait ¢éziinme hiz1 grafigi
(n=3) 77
Sekil 3.16. Lizozimin SDS-PAGE ile elektroforetik analiz sonuglari. 1,10:
Molekiil agirlig1 belirteci; 2,3:mikropartikiillerden ekstrakte edilen
lizozim; 4,5:mikropartikiillerden salinan lizozim; 6,7: 6,25 pg/ml

lizozim ¢ozeltisi; 8,9: 12.5 pg/ml lizozim ¢ozeltisi 78

Xiii



CiZELGELER

Cizelge 1.1. Mikropartikiil hazirlama yontemleri 17
Cizelge 1.2. KF’te etken bakteriye gore sec¢ilecek antibiyotik tedavisi ve dozlarnt 27
Cizelge 1.3. KF’te kullanilan inhale antibiyotikler ve giinliik dozlar 28
Cizelge 3.1. Lizozimin distile sudaki kalibrasyon dogrusuna ait parametreler 52

Cizelge 3.2. Lizozimin pH 7,4 fosfat tamponundaki kalibrasyon dogrusuna
ait parametreler 53
Cizelge 3.3. Lizozimin distile su i¢indeki miktar tayini yontemine ait dogrusallik
parametreleri 55
Cizelge 3.4. Lizozimin pH 7,4 fosfat tamponu i¢indeki miktar tayini yontemine
ait dogrusallik parametreleri 55
Cizelge 3.5. Lizozimin distile su i¢indeki miktar tayini yontemine ait dogruluk
ve geri elde bulgular 56
Cizelge 3.6. Lizozimin pH 7,4 fosfat tamponu i¢indeki miktar tayini yontemine
ait dogruluk ve geri elde bulgulari 57
Cizelge 3.7. Lizozimin distile sudaki kalibrasyonu i¢in elde edilen ara kesinlik
bulgular 58
Cizelge 3.8. Lizozimin pH 7,4 fosfat tamponu kalibrasyonu i¢in elde edilen ara
kesinlik bulgular1 58
Cizelge 3.9. Lizozimin distile sudaki ve pH 7,4 fosfat tamponundaki miktar tayini
yontemine ait teshis (LOD) ve tayin (LOQ) sinir1 bulgulari 59
Cizelge 3.10. Kullanilan 2* full faktdriyel deney tasarimindaki bagimsiz
degiskenler ve diizeyleri 60
Cizelge 3.11. 2* full faktdriyel deney tasarimi kullanilarak gelistirilen
mikropartikiil formiilasyonlarinin bilesenleri 60
Cizelge 3.12. 2* full faktériyel tasarima gore hazirlanan mikropartikiil
formiilasyonlarina ait partikiil biiylikliigli ve span bulgular1 (n=6) 61
Cizelge 3.13. 2* full faktdriyel tasarima gore hazirlanan mikropartikiil
formiilasyonlarina ait enkapsiilasyon etkinligi ve ila¢ yiikleme

kapasitesi bulgular1 (n=3) 62

Xiv



Cizelge 3.14. 2* full faktoriyel deney tasarima gore hazirlanan mikropartikiil

formiilasyonlarina ait imalat verimi bulgular1 63
Cizelge 3.15. Optimum mikropartikiil formiilasyonuna ait partikiil biiyiikliigii,

span, zeta potansiyeli ve enkapsiilasyon etkinligi degerleri (n=3) 73
Cizelge 3.16. Optimum mikropartikiil formiilasyonuna ait in vitro salim

kinetikleri 77
Cizelge 3.17. +4°C’de bekletilen mikropartikiillere ait partikiil biiytlikliigl, span

ve zeta potansiyeli degerleri (n=3) 79

Cizelge 3.18. Optimum mikropartikiil formiilasyonuna ait iPF ve KOAC degerleri 79

XV



1. GIRIS

Kistik fibrozis (KF) otozomal resesif gecis gosteren genetik ve metabolik bir
hastaliktir. KF dogumdan itibaren birgok orgam etkilemekle birlikte KF’deki esas
morbidite ve mortalite nedeni, hava yollarindaki siddetli obstriiksiyon, enfeksiyon ve
kronik enflamasyonun kisir dongiisii ile karakterize olan akciger degisiklikleridir.
KF’li bireylerin akcigerlerinde erken yaslarda en sik stafilokok (Staphylococcus aures)
ve Haemophilus influenzae ile, ileri yaslarda ise psodomonas (Pseudomonas
aeruginosa) ile enfeksiyonlar gelisir. KF’te sik goriilen enfeksiyonlarin tedavisi
hastalikta yagam siiresinin ve kalitesinin en 6nemli belirleyicisi olan akcigerlerdeki
hasarin 6nlenmesinde temeli olusturmaktadir. Bu nedenle KF’de enfeksiyona neden
olan mikroorganizmalarin etkin bir antibiyotik tedavisi ile yok edilmesi ¢ok 6nemlidir.
KF’te antibiyotik tedavisinin temel amaci, alt solunum yollarint miimkiin oldugu kadar
enfeksiyonsuz hale getirmektir. Bununla birlikte, uzun siireli antibiyotik kullanimina
bagli olarak pek c¢ok bakteride artan bir antibiyotik direng problemi ile
karsilasilmaktadir. Klasik antibiyotiklere karst direng gelisimindeki artig, enfeksiyoz
patojenlere karsi etkili yeni antimikrobiyal ajanlarin gelistirilmesi gerekliligini
giindeme getirmistir. Bagisiklik sisteminin temel bilesenleri olan antimikrobiyal

peptitler ve proteinler antibiyotiklere alternatif olarak diistintilmektedir.

Bu calismanin amaci, inhalasyon yolu ile uygulanmak iizere KF’deki enfeksiyon
etkenlerine kars1 etkili mikropartikiiler sistemler gelistirmek ve degerlendirmektir.
Antimikrobiyal etkili bir protein olan lizozim, klasik antibiyotiklere alternatif olarak
kullanilmigtir. Lizozimin stabilitesini korumak, akcigerlere etkili bir sekilde
taginmasini saglamak ve salim hizin1 kontrol edebilmek amaciyla biyolojik olarak
uyumlu ve biyolojik olarak parcalanabilen bir polimer olan polikaprolakton (PCL)
kullanilarak mikropartikiilleri hazirlanmistir. Lizozim suda ¢6ziinen bir protein oldugu
i¢in mikropartikiillerinin hazirlanmasinda su i¢inde yag i¢inde su (s/y/s) tipi emiilsiyon
¢Oziicli buharlastirma yontemi kullanilmistir. Hazirlanan mikropartikiillerde partikiil
biiyiikliigii ve dagilimi, morfoloji, ylikleme etkinligi, iiretim verimi ve ¢éziinme hizi

deneyleri gergeklestirilmistir. Elde edilen sonuglara dayanarak optimum o&zelliklere



sahip mikropartikiiller belirlenmis ve bu mikropartikiillerin aerodinamik 6zellikleri

degerlendirilmistir.

1.1. Solunum Sisteminin Anatomisi

Anatomik olarak solunum sistemi, iist ve alt solunum yollar1 olmak {izere ikiye
ayrilmaktadir. Ust solunum yolu, gdgiis boslugu (toraks) disinda bulunan organlari
(burun, yutak ve girtlak) igerirken, alt solunum yolu gogiis boslugu i¢inde bulunan
organlar1 (trake, bronslar, bronsiyol, alveoler kanal ve alveoller) icermektedir (Sekil
1.1) (Tu ve ark., 2013).
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Sekil 1.1. Solunum sisteminin sematik gosterimi (Tu ve ark., 2013).



Trakeobrongiyal aga¢, hava yollarinin iist kismini olusturan trake, bronslar ve
bronsiyollerden olusan yapidir. Bu yap1 trakenin once sag ve sol ana bronslara
ayrilmasi ve daha sonra catallanip daha kii¢iik hava yollarina dallanmasi nedeniyle
agaca benzetilmistir. Trake (nefes borusu), girtlaktaki krikoid kikirdaktan akcigerlerin
birincil bronslarina baglanan yaklasik 11-14 cm uzunlugunda i¢i bos bir tiiptiir. Trake
karinada sag ve sol brons olmak {izere iki ana bronsa ayrilmaktadir. Sag brons sol
bronsa gore daha genis ve daha kisadir (Moore ve Dalley, 2006). Bu yap1 inhale edilen
yabanci partikiillerin sag bronsta daha fazla tutulmasini saglamaktadir. Her bir ana
brons, kendi tarafindaki akciger igine girerek lober bronglara ayrilmaktadir. Sag ana
brons, ii¢ lober (ikincil) bronsa (sag iist lob brons, sag orta lob brons ve sag alt lob
brons) ayrilirken, sol ana brons ikiye (sol {ist lob brons ve sol alt lob brons)
ayrilmaktadir. Lober bronslar ise, her bir lobun bronkopulmoner béliimlerini besleyen
segmental bronglara (iiglinciil bronglar) ayrilmaktadir. Bu dallanma trakeobronsiyal
agactaki ilk ii¢ jenerasyonu temsil etmektedir. Bronglardaki daha kiigiik bronslara
dallanma 23-24 jenerasyona kadar devam etmektedir. Trakeden ayrilan sol ve sag ana
bronslarin lober ve segmental bronslara bdliindiigii ve bu catallanma siirecinin
terminal bronsiyollerle (alveol icermeyen en kii¢iik hava yollar1) devam ettigi gecis
yolu iletken hava yollar1 olarak adlandirilmaktadir. Terminal bronsiyoller daha sonra
respiratuvar bronsiyollere, respiratuvar bronsiyoller ise alveollerle kapli alveoler

kanallara ayrilmaktadir (Sekil 1.2) (Tu ve ark., 2013).
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Sekil 1.2. Yetigkin insanlardaki solunum yolu jenerasyonlarinin gematik gosterimi (Tu ve ark., 2013).

1.2. Partikiillerin Solunum Sisteminde Tutulumuna Etki Eden Faktorler

Inhale edilen ilaglar igin etkin maddenin aerodinamik partikiil biiyiikliigii,
bolgesel tutulumu etkileyen anahtar parametredir. Aerodinamik partikiil ¢ap1 (da)

Esitlik 1 ile hesaplanmaktadir.

da=depVpoX Esitlik 1



Esitlik 1°de yer alan de hacim ¢api, p kiiresel partikiil dansitesi, po birim dansite

ve X dinamik sekil faktoriidiir.

Etkili bir akciger tutulumu icin inhale edilen partikiillerin aerodinamik ¢apinin
1-5 um olmas1 gerektigi kabul edilmektedir. Esitlik 1°’de de goriildiigli gibi partikiil
dansitesi, partikiil biiyiikliigli ve dinamik sekil faktorii olmak {izere ii¢ temel faktor
aerodinamik partikiil ¢apin1 belirlemektedir. Diisiik partikiil dansitesi ve kiigiik
geometrik partikiil ¢ap1 sonug olarak daha kiigiik aerodinamik partikiil capinin elde
edilmesini saglamaktadir. Igne sekilli partikiiller kiiresel partikiillerden daha yiiksek
sekil faktoriine sahiptir ve bu da daha kiigiikk aerodinamik partikiil ¢apinin elde
edilmesini saglar. Bununla birlikte, igne sekilli partikiiller arasindaki etkilesim
giiciiniin yliksek olmas1 zayif dagilan tozlarin elde edilmesine neden olur. Bu ii¢ faktor
disinda kuru toz formiilasyonlarin aerosol performansini etkileyen faktorlerden biri de
tastyic1 ve/veya etkin maddenin yiizey enerjisidir. Partikiillerin yiizey enerjisi yiizey
puriizliligii degistirilerek ya da dispersiyon artirici yardimer maddeler eklenerek

modifiye edilebilmektedir (Moon ve ark., 2019).

1.2.1. Partikiil Dansitesi

Esitlik 1’e gore, diisiik dansiteli partikiiller geometrik caplarindan daha kiigiik
aerodinamik partikiil ¢apina sahiptir. Bu nedenle, partikiil dansitesini diistirerek daha
kiigiilk aerodinamik capa sahip partikiiller elde etmek igin ¢esitli stratejiler
gelistirilmistir. Bunlardan birisi PulmoSphere® teknolojisidir. PulmoSphere®, siinger
benzeri partikiil morfolojisi ile biiyiik yilizey alanina sahip diisiik dansiteli partikilleri
iretmek i¢in kullanilan bir teknolojidir. Perflorooktil bromiiriin su i¢indeki
emilsiyonundan hareketle (distearoil fosfatidil kolin ve kalsiyum kloriir igeren)
piiskiirterek kurutma teknolojisi kullanilarak 0.01-0.50 g/cm?® sikistirilmis dansiteye
sahip fosfolipit bazli kiigiik, pordz PulmoSphere® partikiilleri elde edilmistir (Weers
ve Tarara, 2014). Distiik dansiteli partikiiller elde etmek i¢in kullanilan bir diger
teknoloji ise  Technosphere® teknolojisidir. Bu ydntemde PulmoSphere®

teknolojisinden farkli olarak dondurarak kurutma yontemi ile yiiksek poroziteye, genis



yiizey alanina ve diisiik dansiteye sahip partikiiller elde edilmistir (Richardson ve Boss,

2007).

1.2.2. Partikiil Biiyiikliigii

Partikiil biiytikligii, etkin maddenin hedef bolgede etkin bir sekilde tutulumunu
etkileyen en onemli faktorlerden birisidir. Bir aerosoldeki partikiilerin biiyiikliigi
0.001-100 pum arasinda degisebilmektedir. 0.1 um’den kiiglik partikiiller ultra ince
partikiiller, 0.1-2 um araligindaki partikiiller ince partikiiller ve 2 um’den biiyiik

olanlar ise kaba partikiiller sinifina girmektedir (Smola ve ark., 2008).

Hava yollarinda partikiillerin tutulumu difiizyon, sedimentasyon ve duragan
carpma olmak iizere ii¢ farkli mekanizma ile gerceklesmektedir. 0.5 um’den kii¢iik
partikiiller Brown hareketi nedeniyle difiizyon mekanizmasi ile tutulmakla birlikte
mikrometre alt1 biiylikliige sahip olmalari nedeniyle biiyiik Ol¢iide ekshale
edilmektedirler. Sedimentasyon mekanizmasi aerodinamik partikiil ¢ap1 1-5 um olan
partikiillerin hava akiminin diisiik oldugu bronsiyollerde ve alveollerde tutulumunu
saglamaktadir. Partikiil hiz1 ve aerodinamik cap sedimentasyonu etkileyen temel
faktorlerdir. Sedimentasyon nefes alma seklinden de etkilenmektedir. Ornegin yavas
nefes alma partikiillerin yavas bir sekilde tutulmasi i¢in uzun bir zaman aralig1 saglar.
5 um’den biiyiik partikiiller ise bronsiyal bolgede duragan carpma mekanizmasi ile
tutulmaktadirlar. Duragan ¢arpma mekanizmasi biiyiik 6lctide partikiil biiyiikliiglinden
ve kiitlesinden etkilenmektedir (EI-Sherbiny ve ark., 2015).

Inhale edilen partikiillerin biiyiikliikleri ayarlanarak solunum sisteminin istenen
bolgesinde tutulmalar1 saglanabilmekle birlikte, akcigerlerdeki temel Klirens
mekanizmalar1 olan mukosilier ve makrofaj klirens mekanizmalari inhalasyon
tedavisindeki en Onemli engellerden birini olusturmaktadir. Bununla birlikte,
partikiillerin aerodinamik capi ayarlanarak akcigerlerdeki klirens mekanizmalarimi

onlemek miimkiindiir. Yapilan ¢alismalar gostermistir ki aerodinamik partikiil ¢api 1-



5 um olan partikiiller mukosilier klirensten kacarak alt hava yollarinda

tutulabilmektedirler (Champion ve ark., 2008).

AERX® pulmoner ilag¢ tasiyic sistem, 3 pm’den kiiciik aerosol iiretebilen ve
boylece orofarinks ve iist hava yollarinda partikiil tutulumunu 6nleyerek akcigerlerde

etkili tutulum saglayan ilk sistem olmustur (Chan ve ark., 2014).

Partikiiler ila¢ tasiyici sistemlerin kullanimi inhalasyon yolu ile uygulanan
ilaglar i¢in aerodinamik partikiil capini1 ayarlayarak alveoler makrofaji 6nlemek ve
derin akcigerlerde siirekli olarak etkin madde salimini saglamak i¢in umut verici bir
yaklasim olmustur. Partikiil bazli ilag¢ tasiyici sistemlere basarili bir 6rnek partikiil
biiyiikliigii 5 pm’den biiyiik, dansitesi ise 0.1 g/cm® ya da daha diisiik olan biiyiik pordz
partikiillerdir. Biiyiik pordz partikiiller makrofajlar tarafindan alimi engelleyerek derin
akcigerlerde homojen bir sekilde tutulabilmislerdir (Edwards ve ark., 1998).
Nanopartikiiller de mukosilier klirensin ve alveoler makrofajlar tarafindan fogositozun
istesinden gelmek icin kullanilmis ilag tastyici sistemlere drnektir. Yapilan ¢alismalar
nanopartikiillerin solunum sistemini kaplayan sivida tutulabildigini ve mukosilier
klirensten ve alveoler makrofajlardan kagabildiklerini géstermistir. Bununla birlikte,
nanopartikiillerin kiiclik boyutlar1 inhalasyondan sonra biiyiik oranda ekshale
edilmelerine neden olmaktadir. Bu durumun iistesinden gelmek icin Trojan partikiiller
ad1 verilen yeni bir partikiil bazli pulmoner ilag tasiyict sistem gelistirilmistir. Trojan
partikiiller etkin madde yiiklii nanopartikiilleri igeren mikropartikiiler sistemlerdir.
Trojan partikiiller ile nanopartikiiller periferal hava yollarina tasinarak pulmoner
klirensten kacabilmistir. Bu tip partikiiller nanopartikiillerin piiskiirtiilerek
kurutulmas: ile hazirlanmakta ve diisiik dansiteye sahip i¢i bos mikropartikiiller
seklinde elde edilmektedirler (Tsapis ve ark., 2002).

1.2.3. Partikiil Sekli

Partikiil sekli aerodinamik partikiil biiytlikliigiinii etkileyen bir diger 6nemli
faktordiir. igne sekilli partikiiller yiiksek sekil faktorii degerine sahip olduklar icin



aerodinamik cap1 kiigiiltebilirler. Boylece iyilestirilmis aerosol performansi ve
akcigerlerde etkili ilag¢ tutulumu saglayabilirler. Ayrica, uzun partikiillerin fagositoz
araciligiyla makrofajlar tarafindan uzaklastirilmasi daha zordur. Bununla birlikte,
kiiresel olmayan partikiillerin tekrarlanabilir partikiil boyutunda elde edilmeleri

oldukga zordur (EI-Sherbiny ve ark., 2015).

1.3. Inhalasyon Sistemleri

Kistik fibroziste (KF) en sik tutulan ve mortaliteye en ¢ok neden olan organ

akcigerler oldugu i¢in, solunum sisteminin tedavisi biiyiik 6nem tagir.

Inhaler tedavide amag, daha az miktarda ilac1 en kisa siirede, dogrudan solunum
yollarina vermektir. KF’te inhalasyon yolu ile tedavi, solunum yolu obstriiksiyonunun
diizeltilmesi, mukus klirensinin diizenlenmesi, bronsiyal agacin mikrobiyal yiikiiniin
azaltilmas1 ve kronik Pseudomonas aeruginosa kolonizasyonunda antibiyotik tedavisi

amaci ile kullanilmaktadir.

Inhalasyon sistemleri, etkin maddenin ©nceden belirlenmis miktarinin
akcigerlere etkin bir sekilde uygulanmasini saglayan sistemlerdir. Bu sistemler
aerosolil olusturmak i¢in kullanilan teknoloji ve uygulanan formiilasyon bakimindan
farklilik gostermektedir. Inhalasyon sistemleri; nebiilizerler, 6l¢iilii doz inhalerler ve

kuru toz inhalerler olmak iizere ii¢ ana baslik altinda toplanabilmektedir.

1.3.1. Nebiilizerler

Nebiilizerler, sulu ¢6zelti veya siispansiyon formundaki ilaglar1 aerosol formuna
getirmek i¢in tasarlanmis cihazlardir. Nebiilizerlerin, jet nebiilizerler ve ultrasonik
nebiilizerler olmak iizere iki temel tipi bulunmaktadir (Carvalho TC ve McConville,
2016).



Jet nebiilizerler, bir kompresor tarafindan tiretilen itici gaz (hava veya oksijen)
aracihigl ile siviyr atomize etmektedir (Sekil 1.3). Kompresor tarafindan tretilen
basingli havanin cihazdaki odacik i¢ine girdigi noktada hava akimi hizlanarak “jet
akim”a doniismektedir. Jet akim, ¢evredeki atmosfer basincina gore daha negatif bir
basing olusturmakta ve olusan bu negatif basing ¢ozeltinin ince bir tiipten hava akimina
dogru hareket etmesini saglamaktadir. Gelen sivi, hizli hava akimmin etkisiyle
atomize olarak kiiciik damlaciklara ayrilmaktadir. Atomizasyonla olusan sivi
damlaciklarin ¢ap1 (15-500 um) alt solunum yollarina ulagacak kadar kiiciik degildir.
Sivi damlaciklart Onlerinde bulunan engele (“baffle”) ¢arptigi zaman inhale

edilebilecek kii¢iik damlaciklara parcalanmaktadir (Frijlink ve de Boer, 2007).
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Sekil 1.3. Jet nebiilizerin sematik gosterimi. (Frijlink ve de Boer, 2007).

Ultrasonik nebiilizerlerde, damlaciklar hizla titresen piezoelektrik kristal
araciligiyla olusturulan yiiksek frekansli ses dalgalarmin siviya iletilmesi ile
olusmaktadir. Sivinin damlacik  biiyiikliigii  kristalin  titresme sikhigr ile
belirlenmektedir. Ses dalgalarinin olusturdugu titresim dogrudan ila¢ deposundaki
cozeltiye iletilmektedir. Sivi yiizeyinde olusan kapiler dalgalarin tepe noktalarinda
meydana gelen kopmalar damlaciklart olusturmaktadir. Ultrasonik nebiilizerler jet
nebiilizerlerden daha hizli1 ve daha kiigiik olduklar1 i¢in kullanimlar1 daha kolaydir

(O’Callaghan ve Barry, 1997).



Nebiilizerlerin en 6nemli dezavantaji, uygulanan ilacin yalnizca % 1’inin hasta
tarafindan inhale edilmesidir. Ayrica, nebiilizerlerde inhale edilebilir damlaciklarin
olusumu sirasinda sivi lizerine yiiksek basing uygulanmasi, 6zellikle peptitler ve
proteinler gibi stabilite sorunu olan ilaglar i¢in sakincali bir durumdur (Flament ve

ark.,1999).

1.3.2. Olciilii Doz Inhalerler

Olgiilii doz inhalerler (ODI), nebiilizerler ile yasanan sorunlarin iistesinden
gelmek i¢in gelistirilmis ilk taginabilir inhalasyon sistemleridir. ODI’ler, uygun bir kap
igerisinde bir itici gaz ile basing altinda tutulan ¢6zelti, siispansiyon veya emiilsiyonlar1
oOlciilii valfi ile puskiirtiirtken damlacik haline getiren cihazlardir (Sekil 1.4) (Myrdal
ve ark., 2014).
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Sekil 1.4. Olgiilii doz inhalerlerin sematik gosterimi. (Myrdal ve ark., 2014).
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ODI’lerde en yaygin olarak kullamlan itici gaz kloroflorokarbondur (KFK).
KFK, basin¢ uygulandiginda kolayca siv1 hale gelmekte, atmosfere piiskiirtiildiigiinde
ise hizla buharlagmakta ve kendisiyle birlikte hareket eden maddenin piiskiirtiilen yone
iletilmesini saglamaktadir. KFK’larin biyolojik olarak inert olmalari 6nemli bir
avantajdir. Ancak, KFK’lar soguk aerosol olusumuna neden olmaktadirlar (Gabrio ve
ark., 1999). Soguk freon etkisi olarak bilinen bu durum uygulanan dozun yaklasik
olarak % 90’mnin orofaringeal bdlgede tutulmasi ile sonuglanmaktadir (Leach ve ark.,
1998). Bu nedenle, hidrofloroalkanlar (HFA) KFK’lara bir alternatif olarak
incelenmistir. Toksikolojik incelemeler HFA’larin toksik, karsinojenik, mutojenik

olmadigini ve viicutta birikmedigini gostermistir (Taylor, 2002).

ODI’lerde formiilasyon tipi olarak genellikle etkin maddenin itici gaz igindeki
coOzeltisi tercih edilmektedir. Etkin maddenin itici gaz i¢inde etkili bir sekilde
¢oziinememesi durumunda formiilasyonlar mikronize haldeki etkin maddelerin itici

gaz i¢indeki slispansiyonu seklinde hazirlanmaktadir.

ODI formiilasyonlarinda ¢dzelti veya stabil siispansiyonlarn hazirlanmasi igin
etanol veya gliserol gibi yardimci ¢oziiciiler veya diisiik miktarlarda oleik asit veya
Tween 80 gibi siirfaktanlar kullanilmaktadir. Yardimei c¢oziiciiler aerosoldeki
damlacik biytkliigiini kiicliltmek i¢in de kullanilabilmektedir (Brambilla ve ark.,
1999).

ODI’lerin en énemli dezavantaji, ilacin cihazdan piiskiirtiiliip inhale edilmesi
sirasinda el-agiz koordinasyonu gerektirmesidir. Bu nedenle 6zellikle ¢ocuklar ve
yaghlar tarafindan kullanimlarinda zorluklarla karsilasilabilmektedir. Bu sorunun
iistesinden gelmek igin, ODI ile agiz arasina hava odaciklar1 yerlestirilmistir (Myrdal

ve ark., 2014).
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1.3.3. Kuru Toz inhalerler

Kuru toz inhalerler (KTT), ODI’lerde yasanan sorunlar1 ortadan kaldirmak igin
tasarlanmis sistemlerdir. KTI’lerde etkin madde kat1 halde bulunmaktadir. Bu durum
etkin madde stabilitesi, kullanim kolayligt ve uygulanan doz miktar1 araligi
bakimindan avantaj saglamaktadir. Etkin madde bir toz formiilasyonu i¢inde yer aldig
icin parg¢alanma, ayrigma ve mikrobiyolojik kontaminasyon riskleri en az diizeydedir

(Yang ve ark., 2014).

KTI’lerde ilacin aerosol hale gelebilmesi i¢in gereken enerji hastanin
inspirasyonu ile saglanmaktadir. Etkili bir inhalasyon i¢in inspirasyon hizinin en az 30

1/dakika olmasi gerektigi bildirilmistir (Coates ve ark., 2005).

KTI’lerin, nebiilizerler ve ODI sistemlerine gore ©nemli bazi avantajlari
bulunmaktadir. Nebiilizerler ile karsilastirildiklarinda, daha yiliksek dozda ilag inhale
edilebilmektedir. Ayrica KT1’ler nebiilizerlere gére daha kiiciik, ucuz ve tasimabilir
sistemlerdir. KTT’lerde itici gaz kullanimmin gerekmemesi ODI’lere gore énemli bir
avantaj saglamaktadir. Hastanin inspirasyonu ile harekete gecen cihazlar olduklar
igin, KTI sistemlerinde hastanin el-agiz koordinasyonuna da gerek yoktur.
Akcigerlerde tutulan ilag miktarlari karsilastirildiginda ise, KTI’ler ile uygulanan ayni
doz ilag akcigere yaklasik iki kat fazla ulasmakta, orofarinkste biriken miktar ise daha
az olmaktadir (Smitha ve Parry-Billings, 2003; Telko ve Hickey, 2005).

KTI’ler dozlama mekanizmalarina gore tek dozluk veya cok dozluk sistemler
olarak siniflandirilabilirler. Tek dozluk sistemlerde, toz formiilasyonunun birim dozu,
bir kapsiil veya blistere doldurulmaktadir. Bu amagla gelistirilen Spinhaler®,
Rotahaler® ve Aerolizer® birim dozu sert jelatin kapsiil i¢inde iceren KTi’lerdir.
Diskhaler® ve Diskus® gibi cihazlarda ise birim doz blisterler i¢cinde yer almaktadir
(Yang ve ark., 2014).
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Tek dozluk sistemlere alternatif olarak ¢ok dozluk sistemler
kullanilabilmektedir. Cok dozluk sistemlerde doz ayarlamasi, bir disk i¢indeki delikler
(Turbuhaler®) veya bir blisterdeki bosluklara (Novolizer®) tozun volumetrik Sl¢iimii
ile saglanmaktadir. Cok dozlu sistemlerde toz formiilasyonunun akis 6zelliginin ve

homojenitesinin iyi ayarlanmis olmasi1 gerekmektedir (Berkenfeld ve ark., 2015).
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Sekil 1.5. KT1 6rnekleri.

1.4. Pulmoner Yol ile Uygulanan flac¢ Tasiyic1 Sistemler

Pulmoner hastaliklarin tedavisi igin ilag tasiyict sistemlerin kullanilmast,
akcigerlerde lokal tedavi igin potansiyel olmalar1 nedeniyle tercih edilmektedir.
Pulmoner yol ile uygulanan ilag tasiyic1 sistemler; etkin maddeyi enzimatik
parcalanmaya kars1 korumak, etkin maddeyi akcigerlerde hedeflenen bolgeye tasimak,
kontrollii etkin madde salimi saglamak, doz sikligin1 azaltmak, terapdtik etkinligi
artirmak ve yan etkileri azaltmak gibi pek ¢ok avantaja sahiptir. Bu amagcla basta
lipozomlar, nanopartikiiller, mikropartikiiller, siklodekstrin kompleksleri, miseller ve

mikroemiilsiyonlar olmak iizere pek cok ilag tasiyici sistemden yararlanilmaktadir.
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1.4.1. Lipozomlar

Lipozomlar, kiiresel sekilli, bir ya da birden fazla lipit cifte tabakadan olusan
orta i¢ kisminda ve tabakalar arasinda sulu faz bulunduran kapali vezikiillerdir
(Erdogan, 2014). Lipozomlar yapitaglar1 olan fosfolipitlerin su icinde disperse
edilmesi sonucu olusurlar. Lipozomlar nanometreden mikrometreye kadar ¢ok ¢esitli
boyutlarda hazirlanabilmektedirler. Lipozomlarin o6zellikleri genel olarak lipit
bilesimine, biiyiikliige, ylizey yiikiine ve hazirlama yontemine bagli olarak
degismektedir. Lipozomlar hiicre membraninin yapisinda bulunan fosfolipitlerden
hazirlandiklar1 i¢in biyolojik olarak uyumlu, biyolojik olarak parcalanabilir ve
nontoksiktir. Lipozomlarin lipit tabakasin1 olusturan dogal ya da sentetik
fosfolipitlerin amfifilik 6zellikte olmasi lipozomlar ile hem hidrofilik hem de lipofilik
etkin maddelerin tasinabilmesine olanak saglamaktadir. Bir¢ok etkin madde, pulmoner
yolla verilisini diizeltmek i¢in lipozomlara yiiklenmistir. Lipozomlarin en 6nemli
dezavantaji ise fiziksel ve kimyasal stabilitelerinin diisiik olmasi nedeniyle kisa
yarilanma Omriine sahip olmalaridir. Lipozomlarda en sik goriilen fiziksel stabilite
sorunlarindan birisi vezikiil agregasyonuna bagli olarak goriilen partikiil biiytikliigi ve
partikiil biiyiikliigii dagiliminin degismesidir. Diger bir fiziksel stabilite sorunu ise
membran gegirgenliginin degismesi sonucunda yiiklii etkin madde kaybidir. Kimyasal
stabilite sorunlar1 ise fosfolipitlerin oksidasyonu ve hidrolizi sonucu goriilmektedir.
Fosfolipitlerin kimyasal degradasyonu lipit ¢ifte tabakanin gecirgenliginin degigmesi
ile sonuglanmaktadir. Bu durum lipozomlarda etkin madde salim profilinin ve buna
bagli olarak terapotik etkinligin degismesine neden olmaktadir. Ayrica, lipozomlar

diisiik etkin madde kapasitesine sahiptirler (Pulivendala ve ark., 2020).

1.4.2. Nanopartikiiller

Nanopartikiiller, biiytiklikleri 10-1000 nm arasinda degisen, biyolojik olarak
parcalanabilen ve biyolojik olarak uyumlu dogal veya sentetik polimerlerden
hazirlanan kat1 kolloidal ilag¢ tasiyici sistemlerdir. Etkin madde nanopartikiil icinde

¢Ozlinmiis ya da disperse edilmis olabilecegi gibi yiizeyine adsorbe edilmis ya da
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kovalan olarak baglanmis da olabilir. Nanopartikiiller diger ilag tastyict sistemler ile
karsilastirildiklarinda pek ¢ok avantaja sahiptirler. Nanopartikiiller nano o6lgekli
boyutlar1 sayesinde hiicre membranlarindan, bariyerlerden ve kapillerlerden kolayca
gecebilmektedirler. Nanopartikiiller lipozomlar ile karsilastirildiklarinda daha yiiksek
stabiliteye ve etkin madde ylikleme kapasitesine sahiptirler. Nanopartikiillerin yiizey
modifikasyonuna uygun olmalari hedeflendirici ajanlar ile modifiye edilerek istenen
hedef bolgeye tasinabilmelerini saglamaktadir. Bununla birlikte, nanopartikiillerin
spesifik biiyiikliik dagiliminda sentezlenmeleri ve hedef bolgede istenen siire boyunca
kalmalarinin saglanmasi olduk¢a zor ve karmasiktir. Bu nedenle, nanopartikiillerin
fizyolojik ortamdaki davraniglarin1  belirlemek i¢in uygun fizikokimyasal
ozelliklerinin (biyiikliik, ylizey kimyas1 ve sekli) iyi tanimlanmas1 gerekmektedir.
Partikiil-partikiil etkilesimleri, agregat olusturma egilimleri, serum proteinlerinin
nanopartikiillere adsorpsiyonu ve immiinolojik reaksiyona neden olma potansiyelleri
nanopartikiiler sistemlerin tasarlanmasinda goéz Oniinde bulundurulmasi gereken
parametrelerdir (Lee ve ark., 2015). Nanopartikiiler sistemlerin karmasikligi, partikiil
Ozelliklerinin spesifik yonleri ile dogrudan iliskili olan gesitli toksisitelere yol
acmaktadir. Nanopartikiillerin kii¢iik boyutu, genis yiizey alani ve reaktivite biyolojik
molekiiller ile etkilesimi kolaylastirarak pulmoner toksisiteye neden olmaktadir.
Yapilan hayvan calismalar1 nanopartikiillerin akcigerlerde hasara yol agabilecegini

gostermistir (Bakand ve Hayes, 2016).

1.4.3. Mikropartikiiller

Mikropartikiiller; 1-1000 um arasinda degisen boyutlarda, icerdikleri etkin
maddenin molekiiler diizeyde veya makroskobik partikiiller halinde disperse edildigi,
viicutta parcalanabilen veya parcalanamayan, farkli yiizey ve yigin yapilarinda
hazirlanabilen, monolitik yapida, kati, kiiresel, partikiiller seklindeki mikro
tastyicilardir. Mikropartikiillere enkapsiile edilen etkin madde mikropartikiil iginde
kati, ¢ozelti, slispansiyon veya emiilsiyon seklinde bulunabilir. Mikropartikiillerin

kullanim amacina gore; biiyiikliik ve biiyiikliik dagilimi, yogunlugu, yiizey veya y1gin
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yapisi, gbzenekliligi ve biyouyumlulugu uygulama alani se¢iminde dnemli 6l¢iitlerdir

(Kas, 2002).

Mikropartikiiler ilag tastyici sistemler, mikrokiireler ve mikrokapsiiller olmak
tizere iki temel grup altinda incelenmektedir (Sekil 1.6). Mikrokiireler; kiiresel sekle
ve genis yilizey-hacim oranina sahip, etkin maddenin matriks i¢inde homojen olarak
dagitildigi mikropartikiillerdir. Mikrokapsiiller ise etkin maddenin ¢ekirdekte yer
aldig1 ve polimerik bir kabuk ile ¢evrelendigi depo sistemlerdir. Mikropartikiil tipi
enkapsiile edilen etkin maddeye ve kullanilan polimere bagli olarak

olusturulabilmektedir (Bale ve ark., 2016).
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Sekil 1.6. Mikropartikiiler sistemlerin sematik gosterimi. A)Mikrokiire, B)Mikrokapsiil. (Bale ve ark.,
2016).

Lipozomlar ile karsilastirildiklarinda, mikropartikiiller in vitro ve in vivo
kosullarda fizikokimyasal olarak daha stabildir ve bu nedenle enkapsiile edilmis etkin

maddenin daha yavas salinmasini ve daha uzun siire etki etmesini saglayabilmektedir.

Son yillarda, mikropartikiiler ilag tasiyict sistemler ve ozellikle polimerik
mikropartikiiller lizerinde ¢ok fazla sayida calisma yapilmistir. Yapilan ¢alismalar
mikropartikiillerin umut verici kontrollii ve siirekli salim yapan ilag tasiyici sistemler

olduklarini géstermistir. Lupron Depot®, Zoladex® ve Nutropin Depot® polimerik
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mikropartikiil bazli ticari tirlinlere 6rnektir. Mikropartikiiller klasik ilag sekilleri ile
karsilastirildiklarinda etkin maddenin artmig rdlatif biyoyararlanim, yiiksek stabilite
ve uzun raf omrii, terapotik etki i¢in daha diisiik dozlara gereksinim olmasi, azalmis
yan etki ve toksisite riski, etkin maddenin belli bir siire boyunca stirekli ve kontrollii
salimi1, hedeflendirilmis ilag¢ taginmasi, GI kanalda diisiik ¢6ziiniirliige ve absorpsiyona
sahip olan etkin maddelerin biyoyararlaniminin artirilmasi, diisiik immiinojenisite,
canli hiicre enkapsiilasyonu, yiiksek etkin madde yiikleme kapasitesi ve yiiksek hasta
uyuncu gibi pek ¢cok avantaja sahiptir. Mikropartikiillerin dezavantajlar1 biiyiik 6l¢ekli
tiretimlerinin zor olusu, aktif maddenin mikropartikiillerin hazirlanmasi sirasinda
inaktivasyonu/degradasyonu ve etkin madde salim hizinin kontroliinde karsilasilan

giicliiklerdir (Pulivendala ve ark., 2020).

1.4.4. Mikropartikiill Hazirlama Yontemleri

Mikropartikiillerin hazirlanmasinda kullanilan yontemler Cizelge 1.1°de

verilmistir.

Cizelge 1.1. Mikropartikiil hazirlama yontemleri.

Coziicii Ekstraksiyon/ | a) Basit emiilsiyon
Buharlastirma Yontemi

-Su icinde yag tipi emiilsiyon olusturma ¢oziicli
ekstraksiyon/buharlagtirma yontemi (Y/S yontemi)

-Yag icinde yag tipi emiilsiyon olusturma ¢oziicl
ekstraksiyon/buharlastirma yontemi (Y/Y yOntemi)

b) Coklu emiilsiyon

-Su i¢inde yag i¢inde su tipi emiilsiyon olusturma ¢oziicii
ekstraksiyon/buharlastirma yontemi (S/Y/S yontemi)

-Yag icinde yag i¢inde su tipi emiilsiyon olusturma
¢Oziicii ekstraksiyon/buharlagtirma yontemi (S/Y/Y
yontemi)

-Yag icinde su i¢inde yag tipi emiilsiyon olusturma
¢Oziicii ekstraksiyon/buharlagtirma yontemi (Y/S/Y
yontemi)

-Su i¢inde yag icinde yag icinde su tipi emiilsiyon
olusturma c¢oziicli ekstraksiyon/buharlastirma yontemi
(S/Y/Y/S yontemi)
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-Yag icinde yag icinde yag icinde su tipi emiilsiyon
olusturma ¢oziicli ekstraksiyon/buharlagtirma yontemi
(S/Y/Y/Y yontemi)

c¢) Kat1 dispersiyon igerenler

Sui¢inde yag i¢inde kat1 tipi emiilsiyon olusturma ¢oziicii
ekstraksiyon/buharlagtirma yontemi (K/Y/S yontemi)

Su i¢inde yag i¢inde su iginde kati tipi emiilsiyon
olusturma ¢oziicii ekstraksiyon/buharlagtirma yontemi
(K/S/Y/S yontemi)

Cizelge 1.1.Mikropartikiil hazirlama yontemleri.

Faz Ayrismasi
(Koaservasyon)
Yontemi

a) Basit koaservasyon

b) Kompleks koaservasyon

Polimerizasyon
Yontemi

a) Emiilsiyon polimerizasyonu

b) Siispansiyon polimerizasyonu

c¢) Misel polimerizasyonu

Sicakta Eritme Yontemi

Emiilsiyon Coziicii Difiizyon Yontemi

Kiiresel Kristalizasyon Yontemi (Kuasi-Emiilsiyon Coziicii Difiizyon

Y ontemi)

Ekstriizyon - Kiiresellestirme Yontemi

Dondurarak Kurutma Yontemi

Piiskiirterek Kurutma Yontemi

Siiperkritik S1v1 Yontemi

Delik (Orifice) Yontemi

Termoreversibl Jel Yontemi

1.4.4.1. Coziicii Ekstraksiyon/Buharlastirma Yontemi

Coziicii ekstraksiyon/buharlagtirma yontemi polimerik mikropartikiillerin

hazirlanmasinda en eski ve yaygin olarak kullanilan yontemlerden birisidir. Bu yontem

ile mikropartikiillerin hazirlanmasi dort temel basamaktan olugsmaktadir:

1) Etkin maddenin matris materyali iceren organik bir ¢dziicii icinde ¢oziilmesi

veya disperse edilmesi;

i1) Organik fazin birinci ile kismen karigabilen ikinci bir siirekli faz ile

emiilsifikasyonu;
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iii) Coziiciiniin siirekli faz araciligiyla dispers fazdan ekstraksiyonu ve
buharlagmast;

iv) Mikropartikiillerin ayrilmasi ve kurutulmasi (Freitas ve ark., 2005).

Etkin madde polimerik materyalin organik ¢oziiciideki ¢ozeltisine uygun bir
¢oziicli i¢inde ¢oziilerek, ince kat1 partikiiller seklinde disperse edilerek ya da polimer
cozeltisi ile kismen karigsabilen sulu ¢ozeltisinin emiilsifikasyonu seklinde
eklenebilmektedir. Kat1 ya da ¢oziinmiis haldeki etkin maddenin polimer igeren ¢ozelti
icindeki emiilsifikasyonu ultrasonikasyon, yiiksek hizli karistiricilar  ile
emilsifikasyon veya mikrofludizasyon ile saglanmaktadir. Bu sekilde hazirlanan
dispers faz, polimerin ¢oziinmedigi bir ¢oziicliden olusan siirekli faza eklenerek
emiilsiyon olusumu saglanmakta ve bir dispersiyon ajani yardimiyla emiilsiyon
stabilize edilmektedir. Olusan emiilsiyon oda sicakliginda karistirilarak, sicaklik veya
vakum uygulanarak organik ¢oziicliniin mikrometre boyutundaki damlaciklardan
difiize olmas1 ve ardindan da buharlagmasi saglanmaktadir. Organik ¢oziiciiniin
buharlagmasi ile polimer ve etkin madde kiiresel partikiiller halinde kristallenmekte ve
sistem bir siispansiyon formuna doniismektedir. Olusan mikropartikiiller filtrasyon
veya santrifiij ile ayrilmakta, yikanmakta ve kurutulmaktadir (Herrmann ve Bodmeier,

1998).

(Coziict ekstraksiyon/buharlagtirma yontemi ile yag/su (Y/S), yag/yag (Y/Y),
su/yag/su (S/Y/S), su/yag/yag (S/Y/Y) ya da yag/su/yag (Y/S/Y) tipi emiilsiyonlardan
hareketle mikropartikiiller hazirlanabilmektedir. Peptit ve proteinler gibi suda ¢6ziinen
etkin maddelerin enkapsiilasyonu i¢in genellikle S/Y/S tipi emiilsiyon
olugturma/¢oziicii buharlastirma yontemi kullanilmaktadir. S/Y/S  emiilsiyon
sisteminde, etkin madde su ya da uygun bir tampon ¢ozeltisinde ¢oziiliirken (i¢ sulu
faz), polimer ise su ile karismayan organik bir ¢éziiciide ¢6ziilmektedir (organik faz).
Daha sonra, i¢ sulu faz organik faza eklenerek su/yag (S/Y) tipt primer emiilsiyon
olusumu saglanmaktadir. Olusan S/Y emiilsiyonu, S/Y/S sekonder emdiilsiyonu
olusturmak tizere siirfaktan igeren sulu faza (dis sulu faz) eklenmektedir. Sekonder

emiilsiyon siirekli karistirilarak organik ¢oziiciiniin uzaklagmasi saglanmakta ve etkin
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madde yiikli kat1 mikropartikiiller olusmaktadir (Couvreur ve ark., 1997; Meng ve
ark., 2003).

1.4.5. Mikropartikiillerin Hazirlanmasinda Kullanilan Polimerler

Mikropartikiillerin ~ hazirlanmasinda  dogal ve  sentetik  polimerler
kullanilmaktadir. Dogal polimerler arasinda lipitler, aminopolisakkaritler, proteinler,
karbonhidratlar; sentetik polimerler arasinda ise biyolojik olarak pargalanan ve
parcalanmayan polimerler yer almaktadir. Dogal polimerler biyolojik olarak
parcalanabilir ve biyolojik olarak gecimli olmalari, metabolize edilebilmeleri,
stabiliteleri ve biiylikliik dagilimlarinin kontrol edilebilir olmas1 ve suda ¢oziinen etkin
maddeler i¢in yiiksek yiikleme kapasitesine sahip olmalart nedeniyle tercih edilirler.
Sentetik polimerler ile karsilastirildiklarinda safliklar1 daha diisiik olabilmekte ve
fizikokimyasal 6zellikleri daha zor kontrol edilebilmektedir. Dogal polimerler bazi
durumlarda immiinojenik aktivite gosterebilmektedirler. Sentetik polimerler ise,
istenilen spesifikasyonlara gore sentezlenebilme, hazirlama ve saklama siiresince
dayanikli olma, fazla miktarda ve yiiksek saflikta tiretilebilme gibi avantajlara
sahiptirler (Kas, 2002, Senel, 2014). Mikropartikiillerin hazirlanmasinda en yaygin
olarak kullanilan ve biyolojik olarak parcalanabilen sentetik polimerler poli(laktik
asit), poli(glikolik asit), poli(laktik-ko-glikolik asit), poli(hidroksi biitirat), poli(€-
kaprolakton) ve poli(dioksanonlar) gibi poliesterler, poli(sebazik asit) ve poli(adipik
asit) gibi polianhidritler, poli(imino karbonatlar) ve poliamino asitler gibi poliamitler,
poli(siyano akrilatlar) ve poliiiretanlardir. Seliiloz tiirevleri (karboksimetil seliiloz, etil
seliiloz, hidroksipropil metil seliiloz, seliilloz asetat), silikonlar, akrilik polimerler
(polimetakrilatlar), polivinil pirolidon, etil vinil asetat, poloksamerler ve
poloksaminler ise biyolojik olarak par¢alanmayan sentetik polimerlere drnektir (Senel,
2014).
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1.4.6. Poli(€-kaprolakton)

Poli(€-kaprolakton) (PCL) biyolojik olarak parcalanabilen ve tekrarlayan
hekzanoat {initelerinden olusan alifatik bir poliesterdir. Sekil 1.7°de PCL’iin kimyasal

yapisi verilmistir.

O
O

Sekil 1.7. Poli(e-kaprolakton)’un kimyasal yapisi. (Siddiqui ve ark., 2018)

PCL, e-kaprolakton monomerlerinden halka agma polimerizasyonu ile elde
edilmektedir. PCL’nun ortalama molekiil agirhigt  530-630,000 arasinda
degismektedir. Diizenli yapisindan dolay1 yari kristalin bir polimerdir ve erime
sicakligi (59-64 °C) viicut sicakliginin iistiindedir. Bununla birlikte, Tg degeri -60 °
C'dir. Oda sicakliginda, kloroform, diklorometan, karbon tetrakloriir, benzen, toliien,
siklohekzanon ve 2-nitropropan gibi pek ¢ok organik ¢oziiciide g¢oziinmektedir.
Aseton, asetonitril, 2-biitanon, dimetilformamid ve etil asetatta az ¢oziinmektedir.
Alkoller, dietil eter, petrol eteri ve suda ise ¢oziinmemektedir (Siddiqui ve ark., 2018;

Malikmammadov ve ark., 2018).

PCL diger poliesterler ile karsilastirildiginda, tekrar eden birimlerinde bes
hidrofobik kisim bulunmasi nedeniyle daha yavas bozunur. Ayrica PCL'un alifatik
ester baglariin hidrolize duyarlilig1 nedeniyle, fizyolojik kosullar altinda bir hidrolitik
mekanizma ile bozunabilecegi dogrulanmistir (Thibaudeau ve ark., 2014). PCL’un
degradasyonu molekiil agirligina, sekline ve kalintt monomer icerigine baglidir. Genel
olarak, PCL un biyolojik ortamda tam olarak bozunmasi 2-3 yil siirmektedir. PCL un

enzimatik degradasyonu lipaz enziminin etkisi ile gerceklesmektedir. Ortam pH’s1
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polimerin bozunma hiz1 iizerinde etkilidir. PCL alkali ortamda asidik ortama gore daha
hizli bozunmaktadir. Bozunma iiriinii olan 6-hidroksikaproik asit, hiicre tarafindan
alinarak sitrik asit dongiisiinde 3-asetil CoA molekiillerine doniismekte ve bobrekler

araciligiyla viicuttan atilmaktadir (Malikmammadov ve ark., 2018).

PCL’un biyolojik olarak pargalanabilen ve biyolojik olarak gecimli bir polimer
olmasi nedeniyle pek cok etkin maddenin (sisplatin, doksisiklin, tetrasiklin,
karboplatin, kurkumin, deksametazon, paklitaksel ve ketoprofen gibi) ilag tasiyici
sisteminin hazirlanmast i¢in polimer olarak kullanilmistir. PCL’un insanlarda
kullanimi FDA tarafindan onaylanmigtir. Son yillarda, anti-enflamatuvar
deksametazon (Visser ve ark., 2015), anti-tiiberkiiloz etkili izoniazid (Aishwaryave
ark., 2008) ve pulmoner arteriyel hipertansiyon tedavisinde kullanilan resveratroliin
pulmoner verilisi i¢in solunabilir kuru toz formiilasyonlarinin hazirlanmasinda
polimer olarak PCL kullanilmistir (Ghosh ve ark., 2010). Ayrica, PCL kullaniminin
polimer yikimi sirasinda asidik monomerlerin iiretilmesi nedeniyle etkin madde
stabilitesini etkileyebilecek poli(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) ile karsilastirildiginda
peptitler ve proteinler gibi aside duyarli etkin maddeler icin avantajli oldugu

bildirilmistir (Hong ve Kim, 2011).

1.5. Kistik Fibrozis

Kistik fibrozis (KF); beyaz irkta daha sik goriilen otozomal resesif gegisli
genetik bir hastaliktir. KF multisistemik bir hastalik olmakla birlikte esas morbitide ve
mortalite nedeni hava yollarindaki siddetli obstriiksiyon, enfeksiyon ve kronik
enflamasyonun kisir dongiisii ile karakterize akciger degisiklikleridir (Lobo ve ark.,

2012).

KF’in goriilme siklig12000-3500 dogumda bir olmakla birlikte hastalik insidansi
popiilasyonlar arasinda degiskenlik gostermektedir. Ulkemizde akraba evliliklerinin
stk olmasi nedeniyle hastaligin insidansinin daha yiiksek oldugu disiiniilmektedir
(Tiirk Toraks Dernegi Kistik Fibrozis Tan1 ve Tedavi Rehberi, 2011).

22



KF; “Kistik Fibrozis Transmembran Regiilator (KFTR)” adl1 proteini kodlayan
gende (7q31.3) meydana gelen mutasyonlar sonucunda ortaya ¢ikmaktadir. KFTR
proteini; havayolu epiteli, pankreas, submukozal bezler, karaciger, lireme organlari ve
ter bezleri gibi hiicre tiplerinde bulunur. KFTR proteini epitel dokuda siv1 ve elektrolit
transferinde gorev alan bir proteindir. KFTR proteinindeki yapisal ve fonksiyonel
bozukluklar sonucunda bu proteini tasiyan bolgelerdeki epitel membraninda klor
transportu  bozulmaktadir. Klor transportunda meydana gelen degisiklikler
sekresyonlarin dehidratasyonuna ve bu proteinin bulundugu organlardaki mukus
salgilarinin viskozitelerinin artmasina neden olur. KFTR proteini bir¢ok hiicrede
bulunmakla birlikte bu proteinin bozuk oldugu durumlarda en ¢ok akcigerler ve
gastrointestinal sistem etkilenmektedir. Solunum yollarinda sekresyonun kalinlagmasi
nedeniyle olusan mukus tikaglari akcigerde obstriktif kalici degisiklikler ile
sonuglanmaktadir. Ayrica, tikag olusumu ve mukosiliyer mekanizmalarin islev
gorememesi nedeniyle alt solunum yollarinda tekrarlayan bakteriyel enfeksiyonlar
olusmaktadir. Tekrarlayict enfeksiyonlar erken donemde gegici semptomlara sebep
olurken hastaligin ilerleyen donemlerinde bronsiektazi gibi kalici patolojilere yol
acmaktadir (Riordan, 2008).

Solunum yolu enfeksiyonlar1 KF’te morbidite ve mortaliteden en sik sorumlu
olan klinik durum olarak kabul edilmektedir. KF’li hastalarin solunum yollarinda
Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae ve Pseudomonas aeruginosa olmak
lizere ilic major mikroorganizma kolonizasyona ve enfeksiyona yol agmaktadir.
Hastaligin erken evrelerinde S. aureus ve H. influenzae ile daha sik karsilasilmaktadir.
Hastalik ilerledikce ve yaygin antibiyotik kullanimina bagli olarak P. aeruginosa etken
olmaya baslamakta ve KF hastalar1 P. aeruginosa enfeksiyonundan ciddi olarak
etkilenmektedir (Saiman, 2004).

KF’li hastalarda ilk izole edilen P. aeruginosa suslart nonmukoid koloni tipinde
olup, pek cok antibiyotige duyarlidir. Ancak zaman i¢inde P. aeruginosa suslari
mukoid forma doénerler. Mukoid suslar solunum yolunda, bir tiir ekzopolisakkarit olan
aljinattan zengin biyofilmler seklinde yasamaktadirlar. Biyofilm iginde iireme

sayesinde P. aeruginosa hem antibiyotiklerin etkisinden hem de akcigerlerdeki immiin
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yanittan korunabilmektedir. Bu durum mukoid kolonilerin eradikasyonunu zorlagtirir
ve klinik seyrin daha hizli bozulmasina neden olur. Bu nedenle P. aeruginosa ilk
saptandiktan sonra mukoid koloniler olusmadan etkin antibiyotik tedavisi ile ortadan
kaldirilmalidir (Doring ve ark., 2004).

1.5.1. Kistik Fibroziste Tam

KF’in tipik (klasik) KF, atipik KF ve KFTR iligkili hastalik olmak iizere ii¢
fenotipi bulunmaktadir. KF fenotipinin tanisinda ter testi altin standart olarak kabul
edilmektedir. Bir veya daha fazla KF fenotipik 6zelligi tastyan ve ter testi >60 mmol/L
olan hastalar klasik (tipik) KF tanis1 alirlar. Tipik klinik bulgular gosteren KFli
hastalarin biiyiik bir kisminda ter testi tani i¢in yeterli iken atipik klinik bulgulan
olanlarda terdeki klor diizeyleri tan1 koydurucu olmayabilmektedir. Bu hastalara tani
konulabilmesi i¢in her iki KFTR geninde KF’e yol acan mutasyonun gosterilmesi
gerekir. KFTR iliskili hastalar ise KF tanisi konmayan ancak KFTR mutasyonu tasima
insidans1 yiiksek olan hastalardir. Bazi1 hastaliklarda ter testi yanlis pozitif
cikabilmekte ancak bunlar genellikle klinik bulgulariyla KF’ten ayirt edilebilmektedir.
Ozellikle iilkemizde KF mutasyonunun saptanamamasi hastamn KF olmadigim

gostermez (Tiirk Toraks Dernegi Kistik Fibrozis Tan1 ve Tedavi Rehberi, 2011).

1.5.2. KF’te Akciger Hastalig1 Tedavisi

KF’te morbiditenin ve mortalitenin en 6nemli nedeni akciger tutulumu oldugu
i¢in, solunum sistemine yonelik tedaviler, KF’li hastalarin tedavisinin temelini

olusturur.

KF’li hastalarda akciger hastaliginin tedavisi; fizyoterapinin, gesitli mukolitik
ajanlarin, inhaler tedavilerin, antibiyotiklerin ve anti-enflamatuvar ajanlarin

kullanimin1  ve gerektiginde non-invazif mekanik ventilasyon uygulamasini

24



icermektedir. Akciger transplantasyonu da son dénem KF hastalarinda uygulanan bir

tedavi yontemidir.
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Sekil 1.8. KF’de inhale edilen ilaglarin gegisini engelleyen anatomik ve biyolojik bariyerler. (D’ Angelo
ve ark.)

KF’te sik goriilen enfeksiyonlarin tedavisi hastalikta yasam siiresinin ve
kalitesinin en 6nemli belirleyicisi olan akcigerlerdeki hasarin 6nlenmesinde temeli
olusturmaktadir. KF’li hastalarin hayatta kalis siirelerinin gidesoérek uzamasinda
antibiyotiklerin daha etkin olarak kullanilmasinin biiyiik 6nemi vardir. Antibiyotik
tedavisinde amag, belirli bir mikroorganizma ile enfeksiyonu énlemek, enfeksiyonun
erken evresinde mikroorganizmalar1 ortadan kaldirmak, akcigerde akut alevlenmeyi
tedavi etmek ve hava yollarinda kronik olarak bulunan mikroorganizmalarin tiremesini

baskilamaktir (Ttirk Toraks Dernegi Kistik Fibrozis Tan1 ve Tedavi Rehberi, 2011).

KF’li hastalarda saptanan etken mikroorganizmalarin solunum yollarinda
kaliciligr s6z konusu olabileceginden, kronik kolonizasyonu onlemek igin etken
saptanir saptanmaz eradikasyonu saglanmalidir. Bu durum 6zellikle P. aeruginosa gibi
kolonize olan mikroorganizmalarin kronik kolonizasyon baglama siirelerinin

geciktirilmesi agisindan 6nemlidir.

P. aeruginosa’nin erken eradikasyon tedavisi i¢in Danimarka’da 1989’dan beri
uygulanan ve “Kopenhag Protokolii” olarak bilinen tedavi yaklasiminda inhale kolistin

ve oral siprofloksasin ile 3 basamakli bir tedavi rejimi uygulanmistir (Frederiksen ve
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ark., 1997). Giderek dozun ve siirelerin artirildigi bu rejim 1996 yilindan itibaren tiim
hastalarda 3. basamakta Onerilen; 3 ay siire ile inhale kolistin (2 milyon iinite, 3
kez/giin) + oral siprofloksasin (10-20 mg/kg/giin, 2 doza boliinmiis) seklinde
uygulanmaktadir (Hoiby ve ark., 2005). Bu tedavi ile intermitan psédomonas iiremesi
olan KF’li hastalarda kronik P. aeruginosa kolonizasyonunun %80 oraninda 15 yila
kadar ©Onlenebildigi gosterilmistir (Hansen ve ark., 2008). Ilk psddomonas
kolonizasyonunda 3-4 hafta siire ile oral siprofloksasin (30-40 mg/kg/giin, 2 dozda) ve
inhale tobramisin (2X300mg) veya sadece inhale tobramisin de uygulanabilmektedir.
[k psédomonas saptanmasinda giinde 2 kez 300 mg nebiilize tobramisinin, 28 giin
veya 56 giin boyunca uygulanmasinin karsilastirildigi bir ¢alismada elde edilen veriler
her iki gruptaki hastalarin sirasiyla %93 ve %92’sinde tedaviden bir ay sonra
psddomonas saptanmadigini gostermistir. Tedavi sonrasi izlemde ise bu oran %66 ve

%69 olarak bulunmustur (Munck ve ark., 2001).

Erken eradikasyonda 2-3 hafta siire ile intravendz betalaktam+aminoglikozid
tedavisi ve bu tedaviden sonra 2-3 ay siire ile inhale tobramisin/kolistin ve/veya

siprofloksasin tedavisi bir diger tedavi yaklasimidir (Ratjen ve ark., 2010).

KF’te akut pulmoner alevlenme gecirme sikligi hastalar arasinda degiskenlik
gostermektedir. Bununla birlikte, agir akciger bulgulari olan hastalarin daha ¢ok akut
pulmoner alevlenme gecirdikleri bilinmektedir. Akut pulmoner alevlenmede hastanin
bulgularina gore oral, parenteral ve inhalasyon yolu ile antibiyotik kullanimi s6z
konusudur. Akut pulmoner alevlenme bulgusu tasiyan hastalarda tercih edilen
antibiyotikler, dozlar1 ve tedavi siireleri Cizelge 1.2 ve 1.3’de verilmistir. Tedavi ile
her zaman mikroorganizmayi eradike etmek miimkiin olmayabilmektedir; ancak amag
hastanin klinik bulgularda ve solunum fonksiyon testlerinde diizelme saglamaktir.
Antibiyotiklerin yani sira goglis fizyoterapisi ve mukolitik tedavi arttirilarak gerekli
oldugu durumlarda bronkodilatér tedaviler bu donemde yardimci olarak
kullanilabilmektedir (Tiirk Toraks Dernegi Kistik Fibrozis Tan1 ve Tedavi Rehberi,
2011).
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Cizelge 1.2. KF’te etken bakteriye gore secilecek antibiyotik tedavisi ve dozlari.

Bakteri Antibiyotik Cocuk dozu Eriskin dozu
(Giinliik) (Giinliik)
Staphylococcus Sefazolin 120 mg/kg, 3 dozda 3 gr dozda IV
aureus v
Flukloksasilin* 100-200 mg/kg 3-4 | 8-12 gr, 3-4 dozda
dozda PO, IV PO, IV
Nafsilin* 100-200 mg/kg 4 8 gr, 4 dozda IV
dozda, IV
Fusidik asit 25-50 mg/kg 2-3 1.5-3gr / 3-4 dozda
dozda PO PO
Klindamisin 20-40 mg/kg, 2-4 | 1.2-2.4gr, 2-4 dozda
dozda PO, IV PO, IV
MRSA Vankomisin 40mg/kg 2-4 dozda | 2 gr, 2-3 dozda IV
v
Linezolid 10 mg/kg (5 yas 20 mg/kg 5 yas
altinda) iizerinde dozda PO,
1200 mg, 2 dozda v
PO, IV
Haemophilus Amoksisilin 50-100 mg/kg, 3 1500 mg, 3 dozda
influenzae dozda PO PO
Amoksisilin- 50-100 mg/kg, 3 1500 mg, 3 dozda
klavulanik asit dozda PO PO
Sefuroksim aksetil 20-30 mg/kg, 2 1000 mg, 2 dozda
dozda PO PO
Azitromisin 10 mg/kg, tek doz | 500 mg, 1 dozda PO
PO
Klaritromisin 15 mg/kg, 2 doz 1000 mg, 2 dozda
PO,IV PO
Pseudomonas Seftazidim 150-200 mg/kg 3 | 6-9 gr, 4-6 dozda IV
aeruginosa dozda IV
Piperasilin 400 mg/kg 4 dozda | 12 gr, 4-6 dozda IV
v
Imipenem 50-100 mg/kg 4 2-4 gr, 4 dozda IV
dozda IV
Meropenem 60-120 mg/kg 3 3-6 gr, 3 dozda IV
dozda IV
Aztreonam 150 mg/kg 3 dozda 6 gr, 3 dozda IV
v
Tobramisin 10 mg/kg 1-3 dozda | 9-12 mg/kg, 3 dozda
v [\
Amikasin 20-30 mg/kg 3 15 mg/kg, 3 dozda
dozda IV \Y
Siprofloksasin 20-30 mg/kg 12 800 mg, 2 dozda IV
saatte bir PO, IV 1000-1500 mg, 2
dozda PO

*Ulkemizde bulunmamaktadir.
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Cizelge 1.3. KF’te kullanilan inhale antibiyotikler ve giinliik dozlar1.

Antibiyotik Doz

Tobramisin Koruyucusuz (TOBI)® 2X 300 mg
IV formu 2X80-160mg
Kronik kolonizasyon tedavisinde 1 ay
verip, 1 ay ara verilerek yapilan 6 aylik
Tedavi 1 kiirdiir

Gentamisin IV formu

<S§ yas, 2X40 mg
5-10 yas, 2X 80mg
>10 yas, 2X160 mg

Kolistin 2-3 X 1-3 milyon Unite
2 yas < ¢ocuklar i¢in; 2X 500.000-1
milyon Unite
2 yas > cocuklar, eriskinler 2X1-2
milyon Unite

KF’li hastalarin akcigerlerindeki kronik P. aeruginosa, S. aureus ve Metisillin
direngli S. aureus (MRSA) kolonizasyonlarinin erken ve yogun antibiyotik tedavisi ile
akciger hasarinin azaldifi ve yasam siiresinin arttigi yapilan c¢aligmalar ile

gosterilmistir (Gibson ve ark., 2003).

Son alt1 ay i¢inde art arda alinan ve aralarinda en az bir ay siire bulunan {i¢
kiiltiirde P. aeruginosa iiremesi olarak tanimlanan kronik P. aeruginosa kolonizasyonu,
KF’li bebeklerde %15-20, cocuklarda %30-40, adolesanlarda %60, yetiskinlerde %80
oraninda gelismektedir. P. aeruginosa ile kronik enfeksiyon pulmoner fonksiyonlari

ve klinik gidisi kotiilestirmektedir (Sadikot ve ark., 2005).

KF’te kronik P. aeruginosa kolonizasyonunda kronik enfeksiyonun supresyonu
icin aerosolize antibiyotikler kullanilmaktadir. Bu amagcla, inhalasyon yoluyla
tobramisin inhalasyon ¢6zeltisi ve kolistin kullanilmaktadir. Bu ilaglarin kullaniminin
klinik kotiilesme hizini yavaglattigi, hastaneye miiracati ve yatisi azalttigi, klinik skoru
ve viicut agirlig profilini diizelttigi bildirilmistir. Tobramisin inhalasyon ¢dzeltisi P.

aeruginosa ile kronik kolonize olan hastalarda 12 saat arayla 300 mg dozda, nebiilizer
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ile uygulanmaktadir. Bu tedavi 28 giin boyunca uygulanmakta, ardindan 28 giin ilag
kullanilmamakta ve daha sonra bu sekilde tekrar edilmektedir (Moss, 2002).

Kolistinin, 1 ay-2 yas arasindaki hastalarda 500,000-1 milyon tinite 12 saatte bir,
2 yas ustiindeki hastalarda ise 1-2 milyon tiinite 12 saatte bir nebiilizasyon yoluyla
uygulanmasi Onerilmektedir. Bronkospazm riski oldugu i¢in ilacin ilk dozlar

hastanede verilmeli, 6ncesinde ve sonrasinda solunum fonksiyon testleri yapilmalidir.

Kronik P. aeruginosa kolonizasyonunda bir diger tedavi yontemi ise makrolit
grubu antibiyotiklerin kullanimidir. Makrolitlerin KF’li hastalarda immiin yaniti
diizenledigi gosterilmistir. Makrolit antibiyotiklerin  P. aeruginosa’ya Kkarsi
bakterisidal ve bakteriyostatik 6zelligi bulunmayip antienflamatuvar ve hiicreler arasi
iletisimi  kisitlayarak mikroorganizmanin patojenitesini ve biyofilm olusumunu

sinirlamaktadirlar.

P. aeruginosa ile kronik kolonize olan hastalarda solunum fonksiyonlarini
diizeltmek ve akut pulmoner alevlenmeleri azaltmak amaciyla ya da enfeksiyon
durumundan bagimsiz olarak konvansiyonel tedaviye cevap vermeyen tiim KF’li

hastalarda oral makrolit tedavisi olarak 6 ay siire ile azitromisin uygulanabilmektedir.

Kronik S. aureus kolonizasyonu ile ilgili olarak uzun siireli antibiyotik tedavisi
denenmistir. Ancak, P. aeruginosa ortaya ¢ikma hizini artirdigi igin rutin olarak

kullanilmasi 6nerilmemektedir.

Metisilin diren¢li S. aureus (MRSA) kronik kolonizasyonu KF’li hastalarin
yasam siiresini azaltan sorunlardan birisidir. Yapilan bir ¢aligmada, yetiskin kronik
MRSA kolonizasyonu olan hastalarda 50 kg’in altina 450 mg, 50 kg’in {istiine
600mg/giin rifampisin ve 250-500 mg sodyum fusidat 6 ay siireyle verildiginde tedavi
sonras1 6 ayda MRSA iiremedigi gosterilmistir (Tiirk Toraks Dernegi Kistik Fibrozis
Tan1 ve Tedavi Rehberi, 2011).
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1.5.3. KF’te Antibiyotik Direnci

P. aeruginosa enfeksiyonlarinin tedavisinde karsilagilan en 6nemli sorunlardan
birisi bakterinin mevcut antibiyotiklerin pek ¢oguna direng gelistirmesidir. Ayrica,
tedavi sirasinda yiiksek dozda antibiyotik kullanimi ¢oklu ilag direncine sahip P.
aeruginosa suslarmin olugmasina ve bu nedenle bu mikroorganizmaya karsi
uygulanan antibiyotik tedavisinin etkisiz kalmasina neden olmaktadir (Lister ve ark.,

2009).

P. aeruginosa basta aminoglikozitler, kinolonlar ve B-laktamlar olmak iizere pek
¢ok antibiyotige kars1 direng gostermektedir. P. aeruginosa'nin kullandigi temel direng
mekanizmalar intrinsik, edinilmis ve adaptif direngtir. Intrinsik diren¢ mekanizmalar
dis membran gecirgenliginin azalmasi, antibiyotigin hiicre disina atilmasina neden
olan eflux pompalarinin ekspresyonu ve antibiyotigi inaktive eden enzimlerin
iretimidir. Edinilmis direng, direng genlerinin transferi veya mutasyonel degisikligi
ile gelisebilmektedir. Adaptif direnc ise enfekte hastalarin akcigerlerinde biyofilm
olusumu ve buna bagli olarak bakteriyel hiicreye antibiyotik girisinin engellenmesi ile
gelismektedir. Ayrica, ¢oklu ilag direncine sahip bakteriler KF’li hastalarda uzun

stireli ve tekrarlayan enfeksiyonlardan sorumludur (Hancock ve ark., 2000).

Klasik  antibiyotiklere  direng goOsteren hastalarda P. aeruginosa
enfeksiyonlarinin tedavisi i¢in yeni antibiyotiklerin veya alternatif tedavi
stratejilerinin gelistirilmesi gerekmektedir. Son yillarda, yeni etki yoluna sahip
antibiyotikler ve yeni uygulama yollar1 arastirilmistir. Gelistirilmis olan antibiyotikler
P. aeruginosa'ya karsi miikkemmel in vitro antibakteriyel aktivite ve klasik
antibiyotiklere kiyasla daha diisik minimum inhibitér konsantrasyonu (MIC)
gostermektedir. Ayrica, yapilan caligmalar antibiyotige direngli P. aeruginosa
suslariin oldiiriilmesinde oldukca etkili olan birkag yeni terapotik yaklagim
bildirmistir. Bu yaklasimlar; algilama ve bakteriyel lektinlerin inhibisyonu, demir
selasyonunun kullanimi, faj tedavisi, as1 stratejisi, nanopartikiiller, antimikrobiyal

peptitler ve elektrokimyasal iskelelerin kullanimini i¢ermektedir. Bu yeni terapotik
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yaklasimlar, klasik antibiyotik tedavilerine alternatif olarak veya bunlarla kombine

halinde kullanilabilir (Pang ve ark., 2019).

1.6. Antimikrobiyal Peptitler

Antimikrobiyal peptitler (AMP'ler), viicudun patojenlere kars1 dogal savunma
mekanizmasimin temel bilesenlerindendir. Insanlarda graniilositler, makrofajlar ve
cogu epitel hiicre tarafindan tiretilirler ve antimikrobiyal, antifungal, antiviral ve hatta
antiprotozoal aktiviteye sahiptirler. AMP'ler, gii¢lii bakterisidal 6zelliklere sahip yeni
antibiyotikler olarak, antibiyotige direncli bakterilere kars1 kullanilmistir.
Antimikrobiyal Peptit Veri Tabant (APD)na goére 2300’den fazla AMP izole
edilmistir. Ayrica ¢ok sayida AMP sentetik olarak tiretilmistir (Seo ve ark., 2012).

AMP’ler bakteri, mantar, protozoa, zarfli viriisler ve hatta kanser hiicreleri
olmak iizere pek ¢ok organizmaya karsi etki etmektedir. Ayrica AMP'ler, adaptif
immiin regiilasyon ve enflamatuvar yanitta gerekli olan immiinomodiilator aktiviteye
sahiptir. Son on yilda, AMP'ler, 6zellikle ilaca direngli bakterilerin neden oldugu
enfeksiyonlarin tedavisi i¢in, yaygin olarak kullanilan antibiyotiklerin yani sira, ikincil

bir tedavi olarak genis ¢apta incelenmektedir (Moghaddam ve ark., 2015).

AMP'lerin biyolojik aktivitesi genellikle hiicre zarlarindaki fosfolipitlerle olan
etkilesimlerinden kaynaklanmaktadir. AMP'ler protein sentezi, niikleik asit sentezi,
enzim aktivitesi ve hiicre duvari sentezi gibi baz1 hiicre i¢i reaksiyonlari inhibe ederler.
100'den fazla amino aside sahip biiyilk AMP'ler genellikle litik enzimler, besin
baglayici proteinler veya spesifik mikrobiyal makromolekiilleri hedefleyen bolgeler
iceren peptitlerken, kiiciik AMP'ler esas olarak mikrobiyal hiicre zarlarinin yapisin
veya islevini bozarak veya ATP ile etkilesime girip ATP'ye bagimli enzimlerin etkisini

dogrudan inhibe ederek etki gosterirler (Moghaddam ve ark., 2014).

AMP'lerin genel yapisal dzellikleri, etki sekillerini belirlemektedir. Ornegin,
AMP’lerin sahip oldugu pozitif yiikler elektrostatik etkilesimlere ve ayrica bakteri
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hiicresinin polianyonik ylizeyinde birikmesine neden olurken, amfipatik 6zellikleri

hiicre zarinin hidrofobik bdlgesine niifuz etmelerini saglar (Shai, 2002).

Bakterilerde, sitoplazmik membrana ulasmadan 6nce AMP'lerin bakteriyel zarfi
gecmesi gerekir. Antimikrobiyal aktivite, dogrudan hiicrelerin 6liimiine yol agan
katyonik ve amfipatik 6zelliklerine bagli olarak peptitlerin biyolojik membranlara
zarar verme kapasitesinin bir sonucu olarak ger¢eklesmektedir. Calismalar, konakgi
savunmasinda 6nemli bir rol oynayan AMP’lerin en 6nemli grubu olan katyonik
peptitlerin, alim yolaklarin1 kendileri iyilestirerek dis membrandan gectiklerini
gdstermistir. Bu yolakda, magnezyum (Mg*?) ve Kkalsiyum (Ca*?) gibi iki degerlikli
katyonlar bitisik lipopolisakarit (LPS) molekiilleri arasinda stabilize edici kopriiler
olusturarak katyonik peptitler ile yer degistirir. Gram negatif bakterilerde dis
membranin ana kismi olan LPS'nin stabilizasyonu, bu pozitif yiikli katyonlar
tarafindan saglandig1 ve bu ajanlarla karsilastirildiginda katyonik peptitlerin LPS'ye
daha fazla egilimi oldugu i¢in, bakteri hiicresine maruz kalma sirasinda bu peptitlerin
Mg*? ve Ca* ile yer degistirmesi dis membranda lokal bozulmaya neden olur. Bu
prosesi takiben sitoplazmik membranin bozulmasi bakteri Oliimiiyle sonuclanir.
Caligmalar, bakteri Oliimiiniin spesifik bir reseptore bagli olmadigini ve hiicre
membranindaki ¢ifte tabakanin bozulmasi ile gerceklestigini gdstermistir

(Moghaddam ve ark., 2015).

1.7. Lizozim

Lizozim 14.4 kDa molekiil agirligma sahip 129 aminoasitten olusan bir
proteindir. Lizozim, viriisler ve biitiin canli organizmalarin dokularindan, salgilarindan
ve hiicrelerinden saflastirilarak elde edilen hidrolitik bir enzimdir. Lizozim, ilk kez
1922'de Alexander Fleming tarafindan burun salgisinda tesadiifen kesfedilmistir
(Wang, 2014). Lizozim yapisinda 10 karboksil ve 7 amino grubu, 11 arjinin kalintisi,
6 triptofan kalintis1 ve 4 distilfit bag1 igermektedir. Lizozimin yapist birinde agirlikl
olarak a-heliks yapilari, digerinde ise P-tabakalari iceren iki kisimdan olusur.

Lizozimin ii¢ boyutlu yapis1 Sekil 1.9°da verilmistir.
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Sekil 1.9. Lizozimin ¢ boyutlu yapisinin sematik gosterimi.
http://www.bmrb.wisc.edu/featuredSys/Lysozyme/

Mukopolisakkarit yapisinda olan ve miiramidaz olarak da bilinen lizozimin,;
insan gozyasl, ter, burun salgisi, gastrointestinal kanal duvarindaki pek ¢ok salgida ve

diseti olugu s1visinda bulundugu gosterilmistir (Ibrahim ve ark., 2002).

Lizozimin 3 temel fonksiyonu vardir. Bunlardan ilki Gram pozitif bakterilerde
bakteriyel hiicre peptidoglikanlarini ve polisakkaritleri pargalayan direkt enzimatik
etkisidir. Ayrica, peptidoglikanin muramidilpeptide ayrilip immiin yanitin olugsmast
ile indirekt bir enzimatik etki goriilmektedir. Son olarak, pozitif yiikli lizozim
bakteriyel hiicre membranlarindaki negatif yiklii gruplari nétralize etmektedir

(Grumezescu ve ark., 2017).

Lizozimin noétrofil graniilositleri, monositler, makrofajlar ve yasayan
organizmalarin pek ¢ok biyolojik sivi ve dokularinda olmasi, onu organizmalarin
spesifik olmayan savunma mekanizmalarmin énemli bir parcas1 yapmaktadir (Ibrahim

ve ark., 2002).

Dogal lizozim substrati, sadece prokaryot hiicrelerinde bulunan, bir ag gibi

hiicreyi ¢evreleyen ve c¢oziinmeyen devasa bir molekiil olan peptidoglikandir.
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Peptidoglikanin yapisi N-asetilglikozamin (NAG), N-asetilmuramik asit (NAM) ve
bazi D-amino asitleri igeren bir tetrapeptitten olusmaktadir. Peptidoglikan
tabakasindaki NAG ve NAM arasindaki B-1,4 glikozidik baglarin degredasyonu,
lizozimin duyarli bakterileri 6ldiirme mekanizmalarindan biridir (Ibrahim ve ark.,
2002).Yakin bir zamana kadar lizozimin, sadece Gram pozitif bakterilere kars1 etkili
bir bakterisidal ajan oldugu diisliniilmiistiir. Gram negatif bakteriler ise peptidoglikan
tabakasini ¢evreleyen bir dis membrana sahip olduklar1 i¢in lizozim tarafindan
dogrudan parcalanamazlar. Bu nedenle, Gram negatif bakteriler dis mebranlarinin
gecirgenligi degisime ugradiginda lizozim tarafindan parcalanir ve lizozim muramidaz
olarak etki gosterecegi peptidoglikan tabakaya ulasir. Bu engelin {istesinden
gelebilmek icin uygulanabilecek bir strateji lizozimi hidrofobik bir tasiyict ile
uygulayarak membran ile etkilesimini ve membranin igine yerlesmesini saglamaktir.
Bu strateji lizozimin etki bolgesi olan peptidoglikan tabakasina ulagsmasini

saglamaktadir (Ibrahim ve ark., 2002).

Muramidaz aktivitesine ek olarak, lizozimin katyonik bir protein olma 6zelligi
bakterilerin otolizini aktive ederek hiicre duvarlarinin parcalanmasina neden
olmaktadir. Bu katyonik 6zelliginden dolayi, sicaklikla inaktive olsa bile, bakterisidal
etkilerini hala siirdiirebilmektedir. Bu etki iki basamakta gerg¢eklesmekte olup hiicre
duvarinin enzimatik olarak pargalanmasindan sonra, hiicre zarinin fiziksel-kimyasal

diizensizligi sonucunda bakterinin dliimii ger¢eklesmektedir (Ibrahim ve ark., 2002).

Lizozimin Gram negatif bakteriler iizerinde de oldiiriicii etkiye sahip oldugu
ancak bu etkinin parcalanmadan kaynaklanmadigi goriilmistiir (Wild ve ark., 1997).

Bu sonuglar, E.coli iizerinde yapilan arastirmalar ile dogrulanmistir (Pellegrini, 2000).

Bhavsar ve arkadaslart (2010) aerolize rekombinant insan lizoziminin P.
aeruginosa kaynakli pndmoniye kars1 etkili oldugunu gostermistir. Yapilan ¢alismada,
lizozim akciger parankiminde ve solunum yollarinda P. aeruginosa kolonizasyonunda
Oonemli derecede azalma saglamistir. Bu sonuglar, aerosolize lizozimin P. aeruginosa
kaynakli  pndmoninin  tedavisinde kullamlan antibiyotiklerin  etkinligini

artirabilecegini diisiindiirmiistiir. Bu amacla, Bhavsar ve arkadaglar1 yaptiklar diger
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bir ¢aligmada (2011), lizozimi tobramisin ile birlikte uygulamis ve lizozimin

tobramisinin etkin dozunda azalma sagladigini belirlemistir.

Lizozimin antibakteriyel aktiviteye sahip oldugu bilinmekle birlikte
stabilitesinin zayif olmasi ve kolay inaktivasyonu pratikte kullanimini oldukga
sinirlandirmaktadir. Wu ve arkadaslart (2018), lizozimin stabilitesini artirarak
antimikrobiyal etkinligini degerlendirmek amaciyla lizozimi kitozan/sodyum aljinat
hidrojellerine yiiklemislerdir. Kitozanin hiicre membranindan gegerek DNA
molekiiliine adsorbe olup RNA transkripsiyonunu bloke edici etkisi ile lizozimin
antibakteriyel etkisinin kombinasyonu sonucunda %100 bakteriyel klirens orani elde

edilmistir (Wu ve ark., 2018).

Bu calismanin amaci, inhalasyon yolu ile uygulanmak iizere KF’deki enfeksiyon
etkenlerine kars1 etkili lizozim igeren mikropartikiiler sistemler gelistirmek ve
degerlendirmektir. Antimikrobiyal etkili bir protein olan lizozim, klasik

antibiyotiklere alternatif olarak kullanilmigtir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Kullanilan Madde

Akrilamit

Amonyum persiilfat

Bakir-II siilfat pentahidrat
Bikinoninik asit (BCA)
Bisakrilamit

Brom fenol mavisi

Coommasie brilliant blue G-250
Diklorometan

Glasiyal asetik asit

Gliserol

Glisin

Lizozim

Molekiil agirhig: belirteci (10-220 kDa)
N,N,N’,N’-tetrametil-etilen diamin
(TEMED)

Polikaprolakton (PCL)
Polivinilalkol (PVA)

Sert jelatin kapsiil (No:4)
Sodyum azit

Sodyum dodesil siilfat (SDS)
Sodyum hidroksit

Sodyum karbonat

Sodyum tartarat dihidrat

Marka

Sigma, Almanya

Sigma, Almanya
Riedel-de Haén, Almanya
Thermo Scientific, ABD
Sigma, Almanya

Merck, Almanya
Bio-Rad, ABD
Sigma-Aldrich, Almanya
Merck, Almanya
Riedel-de Haén, Almanya
Sigma, Almanya

Aventis,

Invitrogen, ABD

Sigma, Almanya

Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Capsugel, Belcika
Merck, Almanya

Sigma, Almanya

Sigma, Almanya

Merck, Almanya

Sigma, Almanya
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2.2. Kullanilan Aletler ve Malzemeler

Kullanilan Alet ve Malzeme
Andersen cihazi

Buzdolab1

Cam malzeme

Calkalamali inkiibator

Derin dondurucu

Diferansiyel taramal1 kalorimetre
(DSC)

Elektroforetik jel sistemi

Etiv

Fourier doniisiimlii kizil 6tesi
spektrometresi (FTIR)

Hassas terazi

Homojenizator

Liyofilizator

Manyetik karistirici

Mikropipet (1-10 ul)
Mikropipet (10-100 pl)
Mikropipet (100-1000 pl)
Mikropipet ucu

Mikroplaka (96 kuyucuklu)
Mikroplaka okuyucusu

pH metre

Partikiil biytkligi 6l¢iim cihazi
Santrifiij

Taramali elektron mikroskobu (SEM)
Vorteks karistirici

Marka

Copley Scientific, Ingiltere
Vestel, Tiirkiye

fldam, Tiirkiye

Jeio Tech, Kore

Heto, Almanya
Shimadzu DSC-60, Japonya

Thermo Scientific, ABD
Heraus, Almanya

Agilent, Amerika

Sartorius, Almanya

T25 Basic Ika® Labortechnic, Almanya
Christ Gamma 2-16 LSC, Kanada
Daihan Scientific, Kore

Eppendorf, Almanya

Eppendorf, Almanya

Eppendorf, Almanya

Eppendorf, Almanya

Carl-Roth, Almanya

MDS Spektra Max 190, ABD
Mettler Toledo Seven2go, Isvicre
Malvern Mastersizer 3000, ingiltere
Sigma 2-16P, Almanya

FEI Quanta 200 FEG SEM, Japonya
Heidolph Reax Top, Almanya
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2.3. Calismalarda Kullanilan Tampon ve Cozeltiler

pH 7.4 Fosfat Tamponu (EP 7)

0,2 M KH2PO4¢OzZeltiSi...covveiiiii i, 250 ml
0,2 M NaOH ¢Ozeltisi......oeeeinniiiiiii e, 195,5 ml
S S . %0.01
Sodyum azit.......c.oouiiiii %0,02
Distile SU......oovviiiiiiiiniinann. 8 1| PO 1000 ml

Yiikleme Jel Cozeltisi

Akrilamid-N,N metilen bisakrilamid ¢ozeltisi.................... 0,33 ml
1 M (pH 6,8) tris tamponu..........c.ovueeiiiiiiiiiiiiieinennennns 0,25 ml
%10 amonyum persiilfat ¢ozeltisi.....................oonl. 20 uL
TEMED. ... 2 uL
DiStile SU. ...ttt 1,4 ml
Elektroforez Tamponu

5 32¢g
L2 T3 o 18,8 g
Distile su............. 2% 1.4 1000 ml
Ornek Yiikleme Tamponu

1 M Tris ¢ozeltisi (pH 6,8)...... voviiiiiiiiiiiiieeee, 2,5 ml
GHSEIOL. .. 2 ml
% 1’1lik Bromfenol mavisi..............ccooeiiiiiiiiiiiiiann.. 1 ml
DiIStIlE SU...viiiiiiii 4,5 ml
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Jel Boyama Cozeltisi

COoOMASSIE MAVIST. . ...ttt aeeeneee 0,25g
Metanol........oooii 45 ml
Glasiyal asetik asit...........cocoviiriiiiiiiiiiiiieeieeea, 10 ml
Distile su.............c....... D2 | 100 ml

2.4. Yontemler

2.4.1. Mikrobikinoninik Asit (MikroBCA) Analiz Yontemi Kullanilarak

Etkin Maddenin Standart Dogru Denkleminin Hazirlanmasi

Gerekli reajanlar:

Reajan A

Sodyum karbonat.............ccocveeiiiininnnn, 8¢
Sodyum tartarat...........ccceeevereniiinennn 16¢
Distile SU......ccccvevviieinne YMoiiie 100 ml

Reajan B

BCA’nin % 4’liik sulu ¢ozeltisi

Reajan C

Bakir-II siilfat pentahidratin % 4’liik sulu ¢ozeltisi
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Lizozimin mikroBCA ile analizi igin stok ¢ozeltiler distile su ve pH 7,4 fosfat
tamponu ile 100 pg/ml olacak sekilde hazirlanmistir. Stok ¢ozeltilerden hareketle belli
seyreltmeler yapilarak 4 — 48 pg/ml araliginda 7 farkli konsantrasyonda ¢ozelti elde
edilmistir. Hazirlanan bu c¢ozeltilerden 3 paralel olacak sekilde mikroplaktaki
kuyucuklara 150°ser pl ilave edilmistir. Daha sonra her bir kuyucuga 150 pl reajan A,
reajan B ve reajan C karisimindan olusan mikroBCA ajani (25 kisim reajan A + 24
kisim reajan B ve 1 kisim reajan C) ilave edilmis ve mikroplaka 60 °C’de 1 saat inkiibe
edilmistir. Bu siire sonunda plaka 6nce oda sicakligina sogutulmus, daha sonra
mikroplaka okuyucusunda 562 nm’de seyreltmelerin absorbansi 6l¢iilmiistiir. Her bir
konsantrasyon ve bu konsantrasyona karsilik gelen absorbans degerleri en kiiciik

kareler yontemine gore degerlendirilip standart dogru denklemleri hesaplanmuigtir.

2.4.2. MikroBCA Analiz Yonteminin Validasyonu

Lizozimin mikroBCA analiz yontemi ile gergeklestirilen miktar tayininin

validasyonunda ICH Q2 (R1) kilavuzunda yer alan parametreler incelenmistir.

2.4.2.1. Dogrusallik ve Arahgi

Dogrusallik, verilen araliklarda, ornekteki madde konsantrasyonu ile test
sonuclarinin dogru orantili sonuglar saglayabilmesidir. Dogrusalligin saptanmasinda
en az 5 konsantrasyon gereklidir. Eger dogrusal bir iligki mevcutsa, analiz sonuglari,
en kiiclik kareler yontemiyle regresyon dogrusunun hesaplanmasi gibi uygun
istatistiksel metodlarla degerlendirilebilmektedir. Korelasyon katsayisi, kesisim,

regresyon dogrusunun egimi ve artik kareler toplami hesaplanmalidir (ICH Q2 (R1)).

Lizozimin distile su ve pH 7,4 fosfat tamponu igerisinde 100 pg/ml
konsantrasyonda hazirlanmis stok ¢6zeltilerinden seyreltmeler yapilarak her bir ortam

icin 4 — 48 pg/ml konsantrasyon araliginda 7 farkli konsantrasyonda cozelti elde
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edilmistir. Bu c¢ozeltilerin mikroBCA yontemi ile okunan absorbans degerleri

Graphpad Instat istatistik programi kullanilarak degerlendirilmistir.

2.4.2.2. Dogruluk ve Geri Elde

Kullanilacak yontemle elde edilen sonuglarin gercek verilere yakinligi, o analitik
yontemin dogrulugudur. Gergeklik olarak da adlandirilir. Analiz edilen maddenin
bilinen miktar tayini yontemi ile % geri elde degerleri bulunarak hesaplanir. Dogruluk,
belirli aralig1 kapsayan en az ii¢ konsantrasyon noktasinda en az tiger kez hazirlanan

numune miktarlarinin yilizde geri eldelerinin belirlenmesiyle tayin edilmektedir (ICH

Q2 (R1)).

2.4.2.3. Kesinlik

Bir analitik islemin kesinligi, ayn1 6rnekten alinan numuneler i¢in birbirini takip
eden 6l¢iim sonuglarinin birbirine yakinligi anlamina gelmektedir. Tekrarlanabilirlik

ve ara kesinlik ile agiklanir (ICH Q2 (R1)).

Ara kesinlik

Ara kesinlik laboratuvar i¢i deneysel farkliliklari belirten bir kesinlik
parametresidir. Farkli giinlerde, farkli analistler ve farkli cihazlar kullanilarak saptanan

kesinliktir. Deneyler arasi veya giinler arasi kesinlik olarak da adlandirilir.

Lizozimin distile su ve pH 7,4 fosfat tamponu icerisindeki miktar tayini
yonteminin ara kesinligini belirlemek i¢in 100 pg/ml konsantrasyondaki stok
cOzeltisinden hareketle 8 pg/ml, 24 pg/ml ve 40 pg/ml konsantrasyonlarinda
cozeltileri hazirlanmistir. Bu ¢ozeltilerin konsantrasyonlarina karsilik gelen absorbans
degerleri, iki farkli glinde 6 kez okunarak kalibrasyon denkleminde yerine
konulmustur. Bulunan konsantrasyonlarin ortalama, SS ve % BSS degerleri

hesaplanmistir.
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2.4.2.4. Teshis ve Tayin Sinirlari

Bir anatilik yontemin teshis siniri, analizi yapilan etkin maddenin teshis
edilebilen ama tayin edilemeyen en diisiik konsantrasyonu olarak tanimlanmaktadir

(ICH Q2 (R1)).

Lizozimin distile su ve pH 7,4 fosfat tamponundaki miktar tayini yonteminin
teshis sinirii1 belirlemek amaciyla, 100 pg/ml konsantrasyondaki stok ¢dzeltisinden
hareketle 7 farkli konsantrasyonda ¢ozeltisi hazirlanmis ve 3 paralel olacak sekilde
Ol¢iimleri yapilarak, konsantrasyonlara karsi elde edilen absorbans degerleri grafige
gegcirilmistir. Elde edilen kalibrasyon dogrularinin egim ve kesisim degerlerinin
ortalama ve SS degerleri bulunduktan sonra asagidaki denklem kullanilarak teshis

siirlart hesaplanmistir.

LOD=3,3 o/s

o : Regresyon dogrularinin kesisim degerlerinin SS’1

s : Kalibrasyon egrisinin egimi

Bir analitik yontemin tayin sinir1, analizi yapilan etkin maddenin kabul edilebilir
araliktaki dogruluk ve kesinlikte, kantitatif olarak tayin edilebilen en diisiik miktaridir

(ICH Q2 (R1)).

Lizozimin distile su ve pH 7,4 fosfat tamponundaki miktar tayini yonteminin
tayin siirini belirlemek amaciyla, 100 pg/ml konsantrasyondaki stok ¢ozeltisinden
hareketle 7 farkli konsantrasyonda ¢ozeltisi hazirlanmis ve 3 paralel olacak sekilde
Ol¢iimleri yapilarak, konsantrasyonlara karsi elde edilen absorbans degerleri grafige
gecirilmistir. Elde edilen kalibrasyon dogrularinin egim ve kesisim degerlerinin
ortalama ve SS degerleri bulunduktan sonra asagidaki denklem kullanilarak tayin

sinirlart hesaplanmistir.
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LOQ=100/s

o : Regresyon dogrularinin kesisim degerlerinin SS’1

s : Kalibrasyon egrisinin egimi

2.4.2.5. Secicilik

In vitro deneylerde lizozimin miktar tayini yapilirken mikropartikiil
formiilasyonlarinda kullanilan yardimci maddelerin lizozimin mikroBCA ile
analizinde girisim yapip yapmadigini belirlemek i¢in her bir yardimc1 madde i¢in

mikroBCA analizi yapilarak absorbans verip vermedikleri kontrol edilmistir.

2.4.3. Mikropartikiillerin Hazirlanmasi

Lizozim iceren mikropartikiiller, su iginde-yag iginde-su (s/y/s) emiilsiyon
¢Oziicli buharlastirma yontemi ile hazirlanmistir. %1°lik (a/h) polivinil alkol (PVA)
cozeltisi hazirlanmis ve lizozim bu ¢ozeltide ¢oziilmiistiir. 200 mg polikaprolakton
(PCL) ise diklorometanda (DCM) ¢oziilmiistiir. Lizozimin %]1°lik (a/h) PVA igindeki
¢ozeltisi PCLun DCM ¢ozeltisine enjektdr yardimu ile ilave edilip 13500 rpm’de 2
dakika boyunca homojenize edilerek primer emiilsiyon hazirlanmistir. Hazirlanan
primer emiilsiyon farkli hacimlerdeki %1°lik PVA ¢ozeltisine eklenmis ve 13500
rpm’de 5 dakika boyunca karigtirilarak sekonder emiilsiyon hazirlanmistir. Bu
emiilsiyon oda sicakliginda (25+£3°C) 1 gece boyunca karistirilarak DCM’1n tamamen
uzaklastirilmasi saglanmistir. Elde edilen mikropartikiil siispansiyonu 4500 rpm’de 30
dakika siire ile santrifiij edilmistir. Ayrilan mikropartikiiller daha sonra distile su ile
yikanip -40°C’de dondurularak 48 saat siireyle liyofilize edilmistir. Mikropartikiillerin

hazirlanis1 Sekil 2.1’de sematik olarak gosterilmistir.
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S/Y primer
<nl|’ilsi}‘on
N
L
Lizozimin %1 N
(a/h)’lik PVA
icindeki ¢ozeltisi 2 dakika 5 dakika
homojenizasyon homojenizasyon

S/Y/S sekonder emiilsiyon

PCL’nun DCM icindeki ¢ozeltisi
% 1 (a/h)’lik PVA
cozeltisi

Liyofilizasyon 2 , ,‘ Santrifilj

Mikropartikiiller

Mikropartikiil dispersiyonu

Sekil 2.1. Mikropartikiil hazirlaniginin sematik olarak gosterimi.

2.4.4. Cahsilan Mikropartikiil Formiilasyonlar:

Mikropartikiil formiilasyonlarinin s/y/s emdiilsiyon ¢oziicii buharlastirma
yontemi ile hazirlanmasi i¢in ilk olarak dis sulu fazda kullanilacak surfaktan tipi
belirlenmeye ¢alisilmistir. Bu amagla Pluronic F68, Tween 60 ve %1°lik PVA ¢ozeltisi

kullanilarak 6n ¢calismalar yapilmistir.

Calismamizda hazirlanacak mikropartikiil formiilasyonlarinin belirlenmesi i¢in
24 full faktoriyel deney tasarimi kullanilmistir. Kullanilan deney tasariminda bagimsiz
degiskenler olarak lizozim miktar1 (mg), DCM hacmi (ml), PVA hacmi (ml) ve
homojenizasyon hiz1 (rpm) secilmistir. Bagimsiz degisken seviyeleri ise diisiik ve

yiiksek olarak belirlenmistir.
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2.4.5.1. Mikropartikiillerin Partikiil Biiyiikliigii ve Partikiil Biiyiikliigii

Dagiliminin Belirlenmesi

Hazirlanan tiim mikropartikiil formiilasyonlarinda partikiil biyiikligi ve
partikiil biyiikligli dagilimi Olglimleri lazer kirinimi  yontemi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Mikropartikiillerin hazirlanmasinda kullanilan polimer (PCL)
suda ¢oziinmedigi i¢in, Ol¢limlerde kullanilacak 6rnekler mikropartikiillerin ultra saf
su i¢inde siispande edilmesi ile hazirlanmistir. Olgiimler Malvern Mastersizer 3000
cihazi kullanilarak yapilmistir. Her bir mikropartikiil formiilasyonu i¢in dl¢timler 6
kez tekrarlanmis ve elde edilen degerlerden hareketle ortalama partikiil biiytikligii ve
partikiil biiyiikliigi dagiliminin gostergesi olarak span degerleri Esitlik 2 kullanilarak

hesaplanmistir.

_ D%90-D%10

Span = B ois0 Esitlik 2

Doe10= Mikropartikiillerin %10 kiimiilatif hacim yiizde degeri
Duso= Mikropartikiillerin %50 kiimiilatif hacim ylizde degeri
Dosgo= Mikropartikiillerin %90 kiimiilatif hacim ylizde degeri

2.4.5.2. Enkapsiilasyon Etkinligi ve Ila¢ Yiikleme Kapasitesi Tayini

Mikropartikiillerin enkapsiilasyon etkinligi degerleri indirekt yontem ile
belirlenmistir (Liu ve ark., 2016). Bu amagcla 6ncelikle mikropartikiillere yliklenmemis
olan lizozim miktar1 hesaplanmistir. Mikropartikiillerin hazirlanma islemi sirasinda,
mikropartikiil dispersiyonunun santrifiij edilmesi ile ayrilan siipernetandaki lizozim
miktart mikroBCA yontemi ile analiz edilmistir. Bu amagla lizozimin distile sudaki
kalibrasyon denklemi kullanilmigtir. Boylelikle mikropartikiillere yiiklenmemis olan
lizozim miktar1 belirlenmistir. Siipernetandaki lizozim miktarinin baslangigta

kullanilan lizozim miktarindan ¢ikarilmas: ile mikropartikiillere yiiklenen lizozim
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miktar1  hesaplanmistir.  Daha  sonra asagidaki  formiiller  kullanilarak

mikropartikiillerde enkapsiilasyon etkinligi ve ilag yiikleme kapasitesi tayin edilmistir.

Mikropartikillere yiiklenen lizozim miktari

Enkapstlasyon Etkinligi(%) = x100 Esitlik 3

Formiilasyona eklenen toplam lizozim miktari

Mikropartikiillere yiiklenen lizozim miktar:

Ilac Yiikleme Kapasitesi (%) = x100 Egsitlik 4

Formiilasyona eklenen toplam madde miktari

2.4.5.3. Uretim Verimi Tayini

Uretim verimi, {iretim tamamlandiktan sonra elde edilen mikropartikiil
miktarinin tiretim sirasinda kullanilan toplam kati madde miktarina oranlanmas ile

hesaplanmis ve ylizde olarak ifade edilmistir.

Uretilen mikropartikiil miktar1 e
d 100 Esitlik 5

% Uretim Verimi = - x
% Uretim sirasinda kullanilan toplam kati madde miktari

2.4.6. Optimum Mikropartikiil Formiilasyonunun Belirlenmesi

Calismamizda lizozim igeren mikropartikiil formiilasyonlar1 24 full faktdriyel
deney tasarimi kullanilarak hazirlandiktan sonra elde edilen mikropartikiil
formiilasyonlarina ait ortalama partikiil biiyiikliigii ve enkapsiilasyon etkinligi
degerlerinden hareketle Minitab 17 istatistik programi kullamilarak optimum
mikropartikiil formiilasyonu i¢in gerekli bagimsiz degisken seviyeleri belirlenmistir.
Bu parametrelere uygun olarak hazirlanan mikropartikiillerde asagida belirtilen in

vitro karakterizasyon ¢aligsmalar1 yapilmustir.
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2.4.7. Optimum Mikropartikiil Formiilasyonunun Karakterizasyonu

2.4.7.1. Optimum Mikropartikiil Formiilasyonuna Ait Partikiil Biiyiikligii

ve Partikiil Biiyiikliigii Dagiliminin Belirlenmesi

Optimum mikropartikiil formiilasyonuna ait ortalama partikiil biiytikligi ve

partikiil biiylikliigli dagilimi Boliim 2.2.5.1°de belirtildigi sekilde gerceklestirilmistir.

2.4.7.2. Optimum Mikropartikiil Formiilasyonuna Ait Yiizey Yiikiiniin

Belirlenmesi

Optimum mikropartikiil formiilasyonunun yiizey yiikiiniin belirlenmesi i¢in zeta
potansiyeli dl¢iimii gerceklestirilmistir. Ol¢iimler Malvern Zetasizer Nano-ZS cihazi
kullanilarak oda sicakliginda gerceklestirilmis ve her bir 6rnek icin 3 kez

tekrarlanmstir.

2.4.7.3. Optimum Mikropartikiill Formiilasyonuna Ait Enkapsiilasyon

Etkinliginin Belirlenmesi

Optimum mikropartikiil formiilasyonuna ait enkapsiilasyon etkinligi degeri

Boliim 2.2.5.2°de belirtildigi sekilde belirlenmistir.

2.4.7.4. Optimum Mikropartikiil Formiilasyonuna Ait Uretim Veriminin

Belirlenmesi

Optimum mikropartikiil formiilasyonuna ait iiretim verimi degeri Boliim

2.2.5.3’de belirtildigi sekilde belirlenmistir.
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2.4.7.5. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopi (FTIR) Analizi

Lizozimin, PCL’un ve lizozim igeren mikropartikiillerin FTIR spektroskopisi ile
tanimlanmasi i¢in Agilent FTIR cihaz1 kullanilmistir. Cihaza toz halinde yerlestirilen

orneklerin 4000 - 650 cm™ dalga boylar1 arasindaki spektrumlar1 alinmustir.

2.4.7.6. Diferansiyel Taramah Kalorimetre (DSC) Analizi

Lizozimin, PCL’un ve lizozim igeren mikropartikiillerin termal ozellikleri
Shimadzu DSC-60 cihaz ile incelenmistir. 3-5 mg agirhigindaki 6rnekler aliminyum
pana yerlestirilerek sikistirilmistir. Azot gaz1 50 ml/dakika akis hizinda kullanilarak,
ornekler 30-350°C sicaklik aralifinda 5°C/dakika lineer 1sitma hizinda analiz

edilmistir. Bos pan kor olarak kullanilmastir.

2.4.7.7. Taramah Elektron Mikroskop (SEM) Analizi

Optimum mikropartikiil formiilasyonunun morfolojik 6zelliklerinin incelenmesi
amaciyla taramali elektron mikroskobu (SEM) kullanilmistir. Lizozim yiikli
mikropartikiiller aliiminyum parga iizerine oturtulmus karbon adhezif disk iizerine
puskiirtiilmiis ve 6rneklerin {izeri ince bir tabaka altin ile kaplandiktan sonra 20°C ve
10 Torr vakum ile fotograflari ¢ekilmistir. Goriintiilleme FEI Quanta 200 FEG SEM

ile gergeklestirilmistir.

2.4.7.8. Coziinme Hiz1 Tayini

Mikropartikiillerin in vitro salim profilleri diyaliz yontemi kullanilarak
belirlenmistir (Han ve ark., 2012; Alibolandi ve ark., 2016). Bu amagla belirli miktarda
lizozim igeren mikropartikiiller lizozimin molekiil agirligina uygun bir diyaliz
membran (Cut-off 100 kDa) iginde ¢6ziinme hizi ortamina yerlestirilmistir. Coziinme
ortamt1 olarak 50 ml % 0,01 (a/h) SDS igeren pH 7,4 fosfat tamponu kullanilmistir.
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Calkalamali inkiibatérde 37+0,5°C ve 100 rpm’de karismakta olan ¢dziinme
ortamlarindan belirlenen zaman araliklarinda 0,5 ml 6rnek alinarak ayni miktarda taze
ortam ilave edilmistir. Alinan 6rneklerdeki lizozim miktar1 mikroBCA yontemi ile
belirlenmistir. Deneyler 3 paralel olacak sekilde gergeklestirilmis, elde edilen % agiga
¢ikan lizozim miktarlarinin zamana kars1 grafige gecirilmesi ile in vitro salim profilleri

elde edilmistir.

2.4.7.9. Coziinme Hiz1 Verilerinin Kinetik Degerlendirilmesi

Optimum formiile ait, diyaliz yontemi ile elde edilen ¢oziinme hiz1 verileri SPSS
20 bilgisayar programi kullanilarak sifir derece, birinci derece, Hixson-Crowell,
Higuchi (Q +t), Weibull ve Peppas-Korsmeyer kinetikleri ile incelenmistir.
Hesaplanan r? ve artik kareler ortalamasi (AKO) degerleri karsilastirilarak sonuglari

en iyi ifade eden kinetik tespit edilmeye ¢alisilmistir.

2.4.7.10. Sodyum Dodesil Siilfat - Poliakrilamit Jel Elektroforezi (SDS-

PAGE)

Mikropartikiillerden salinan lizozimin yapisal biitlinliigiinii  koruyup
korumadigint  belirlemek amaciyla sodyum dodesil siilfat-poliakrilamit jel
elektroforezi (SDS-PAGE) yontemi kullanilmistir (Nikfarjam ve ark., 2020). Referans
protein karisimi i¢in molekiil agirliklar1 14,4 kDa — 116 kDa arasinda degisen

proteinleri igeren molekiil agirlig1 belirteci kullanilmistir.

Standart lizozim ¢ozeltileri; % 0,01 (a/h) SDS igeren pH 7,4 fosfat tamponu ile

12,5 ve 6,25 pg/ml lizozim igerecek sekilde hazirlanmugtir.

Boliim 2.1.4°de anlatildig1 sekilde hazirlanan ayirma jel ¢ozeltisi 6ncelikle cam
plakalar arasina ilave edilmistir. Ayirma jel ¢ozeltisinin donmasini takiben yiikleme

jel gozeltisi ilave edilmistir. Hemen ardindan tizerine plastik tarak yerlestirilmistir.
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Yiikleme jelinin olugmasini takiben tarak ¢ikartilarak Orneklerin uygulanacagi

kuyucuklar elde edilmistir.

Ornekler, 25 ul lizozim c¢ozeltisi ve 15 ul ornek yiikleme tamponunun
karigtirilmasi ile hazirlanmistir. Her bir kuyucuga 20 ul olacak sekilde yiikleme
yapilmistir. Referans protein karisimi (molekil agirligi belirteci) ilgili islemlere tabi
olmaksizin 12 pl olacak sekilde yiiklenmistir. Cam plakalar i¢indeki jel, mini dikey
elektroforez sistemine yerlestirilir ve &rnekler yiiklenir. i¢ ve dis rezervuarlar
elektroforez tampon c¢ozeltisi ile gerekli yerlere kadar doldurulmustur. Tim bu
islemlerden sonra érnekler 120 voltluk sabit akim altinda 45 dakika ve 80 voltluk sabit

akim altinda 1 saat 45 dakika yiiritilmiistir.

Jeldeki protein bantlarinin goriiniirliigiiniin saglanmasi i¢in Coomassie Brilliant
Blue ile boyama yontemi kullanilmistir (Spiers ve ark., 1999). Jel 2 kez 200 ml ultra
saf su ile 5’er dakika c¢alkalanarak yikanmistir. Yikama isleminden sonra kolloidal
Coomassie Brilliant Blue G250 igeren boyama ¢ozeltisi eklenip bantlar goriiliinceye

ve iyice belirginlesinceye kadar (1 gece) boyama islemine devam edilmistir.

Boyama ¢o6zeltisinden alinan jel, arindirma ¢ozeltisi iginde bekletilerek arka
plandaki rengin agilmasi saglanmistir. Orneklere ait bantlarin tam olarak goriilebilmesi
amaciyla islem bes kez tekrar edilmistir. Bu islemden sonra jelde olusan protein

bantlarinin resimleri ¢ekilmis ve kayit edilmistir.

2.4.7.11. Mikropartikiillerin Stabilitelerinin Belirlenmesi

Stabilite caligmalar1 i¢in belirlenen optimum mikropartikiil formiilasyonu
liyofilize edildikten sonra buzdolabinda (2-8 °C’de) 6 ay bekletilmistir. Baglangicta ve
6. ay sonunda alinan 6rneklerde partikiil biiyiikliigii ve partikiil bliyiikligii dagilimi ile

zeta potansiyel dl¢limleri yapilarak stabiliteleri incelenmistir.
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2.4.8. Mikropartikiillerin Aerodinamik Ozelliklerinin Belirlenmesi

Kuru toz inhalasyon formiilasyonlar1 ic¢in optimum mikropartikiil
formiilasyonunun aerodinamik o6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla sekiz asamali

Andersen cihazi kullanilmistir (TF, 2017).

Andersen cihazinda, lizerinde farkli biiyiikliiklerde delikler bulunan metal
tabakalar, delik biyiikligi en kiigiikten en biiylige dogru olacak sekilde alttan iiste
dogru siralanmis ve her bir tabaka arasina metal levhalar yerlestirilmistir. Metal
tabakalar arasina contalar konulup kelepgeler vasitasiyla kapatilarak sistemin
sizdirmazlig saglanmistir. En alt tabakaya ise filtre kagidi yerlestirilmistir. Ayristiric
giris konisi, indiiksiyon girisine baglanmis ve uygun bir agizlik adaptorii kullanilarak

indiiksiyon girisi ile inhalator arasinda sizdirmazlik saglanmistir.

Mikropartikiiller tartilarak No:4 sert jelatin kapsiillere doldurulmustur.
Kapsiiller kuru toz inhalatére (Aerolizer) yiiklenmis ve 60 1/dakika akis hiz1 ile 4
saniye stireyle hava gegirilerek aerosolize edilmistir (Sham ve ark., 2004; Guchardi ve
ark., 2008; Sivadas ve ark., 2008; Young ve ark., 2008; Kaye ve ark., 2009). Ayni
islem 10 kapsiil i¢in tekrarlanmistir. Tiim kapsiiller uygulandiktan sonra cihaz
sokiilmiis ve her bir asamada toplanan mikropartikiil miktari belirlenmistir. Elde edilen
verilerden hareketle ince partikiil fraksiyonu (IPF) ve kiitlesel ortalama aerodinamik
cap (KOAQ) ve degerleri hesaplanmustir. Ince partikiil dozu (IPD), 5 pm ya da 5
um’den kiigiik partikiillerin kiitlesi olarak tanimlanmaktadir ve her bir katin sinir
capina kars1 kiimiilatif kiitlenin grafige gecirilmesi ile edilen egriden interpolasyonla
hesaplanmustir. Ince partikiil fraksiyonu (IPF) ise IPD’nun her bir kapsiildeki toplam
partikiil miktarina oranlanmasi ile hesaplanmis ve % olarak ifade edilmistir (Jalalipour
ve ark., 2008; Minne ve ark., 2008; Sivadas ve ark, 2008). Partikiillerin kiimiilatif
fraksiyonunun sinir ¢apina karsi log-olasilik grafigi ¢izilmis ve % 50’e karsilik gelen

cap KOAC olarak tanimlanmistir (TF, 2017).
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3. BULGULAR

3.1. Etkin Maddenin MikroBCA Analiz Yontemiyle Kalibrasyonuna Ait

Bulgular

Etkin maddenin Bo6liim 2.2.1.’de anlatilan sekilde distile su ve pH 7,4 fosfat

tamponu igerisinde yapilan dl¢timlerle elde edilen kalibrasyon dogrulart Sekil 3.1 ve

Sekil 3.2°de, bu dogrulara ait parameteler ise Cizelge 3.1 ve Cizelge 3.2°de verilmistir.

DlStl]e Su y=0.0393x +0,0774
R2=0.999
2.5
2.0 e
o
2 1.5
[+ .
= -
2
2 10 .
L
0.5 .
..
.
0.0
0 10 20 30 40 50 60
Lizozim konsantrasyonu (pg/ml)
Sekil 3.1. Lizozimin distile sudaki kalibrasyon dogrusu
Cizelge 3.1. Lizozimin distile sudaki kalibrasyon dogrusuna ait parametreler
Ortam Egim+SS Kesisim+SS r
Distile su 0,0393+0,00158 0,0774+0,0295 0,999
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pH 7,4 Fosfat Tamponu v =0.028% + 0,054
R2=0,999
1.6

14 ..

1.2

0.8

Absorbans

0.6

0.4

0.2

0 10 20 30 40 50 60

Lizozim konsantrasyonu (pg/ml)

Sekil 3.2. Lizozimin pH 7,4 fosfat tamponundaki kalibrasyon dogrusu

Cizelge 3.2. Lizozimin pH 7,4 fosfat tamponundaki kalibrasyon dogrusuna ait parametreler

Ortam Egim+SS Kesisim+SS r

pH 7,4 fosfat

tamponu

0,028+0,00363 0,054+0,007238 0,999

3.2. Etkin Maddenin MikroBCA Analiz Yontemiyle Kalibrasyonunun

Validasyonuna Ait Bulgular

3.2.1. Dogrusallik ve Arahgi

Lizozimin distile sudaki ve pH 7,4 fosfat tamponundaki miktar tayininin
dogrusallik ve araligi Boliim 2.2.2.1°de agiklandigi sekilde belirlenmistir. Elde edilen
dogrular Sekil 3.3 ve Sekil 3.4’de, dogrulara ait parametreler ise Cizelge 3.3 ve Cizelge

3.4’de verilmistir.
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—— Linear Regression

fffff 95% Confidence Interval
Distile su kalibrasyonu icin dogrusallik ve araligi sonuclari

Absorbans

3% 38 40 42 44 46 48

1 16 18 20 2 24 2 28 30 32 34
Konsantrayon

Sekil 3.3. Lizozimin distile su igindeki miktar tayini yontemine ait dogrusallik grafigi

—— Linear Regression
””” 95% Confidence Interval
pH 7.4 PBS kalibrasyonu icin dogrusallik ve araligi sonuglan

Absorbans

32 34 3 3B 40 42 M 46 48

2 14 16 18 20 22 24 26 28 30
KDI'\SEI“[EYDH

Sekil 3.4. Lizozimin pH 7,4 fosfat tamponu i¢indeki miktar tayini yontemine ait dogrusallik grafigi
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Cizelge 3.3. Lizozimin distile su i¢indeki miktar tayini yontemine ait dogrusallik parametreleri

Egim 0,0393

Egimin standart hatasi 0,0005532
Gtiven sinirlart (%95) 0,03786-0,04070
Kesisim (n) 0,0774
Kesisimin standart hatasi 0,01598
Kesigimin giiven aralig (%95) 0,03629-0,1184
Korelasyon katsayisi (r) 0,9995
Determinasyon katsayisi (r%) 0,9990
Regresyon dogrusundan sapmalarin | 0,02222
standart hatasi (Sy.x)

Lineer regresyon kareler toplami1 2,490
Dogrusalliktan ~ sapmalarin  kareler | 0,002469
toplami

Ortalamanin artik kareler toplam1 4,938x10™

Cizelge 3.4. Lizozimin pH 7,4 fosfat tamponu igcindeki miktar tayini yontemine ait dogrusallik

parametreleri

Egim 0,02804

Egimin standart hatasi 0,0004042
Giiven sinirlar (%95) 0,02700-0,02908
Kesigim (n) 0,05398
Kesisimin standart hatasi 0,01168
Kesisimin giiven araligi (%95) 0,02396-0,08400
Korelasyon katsayisi (1) 0,9995
Determinasyon katsayis1 (r%) 0,999

Regresyon dogrusundan sapmalarin 0,01624

standart hatasi (Sy.x)

Lineer regresyon kareler toplami1 1,269
Dogrusalliktan sapmalarin kareler 0,001318
toplami

Ortalamanin artik kareler toplami1 2,637x10*
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3.2.2. Dogruluk ve Geri Elde

Lizozimin distile sudaki ve pH 7,4 fosfat tamponundaki miktar tayininin
dogruluk ve geri eldesi Boliim 2.2.2.2°de agiklandig1 sekilde belirlenmistir. Elde
edilen bulgular Cizelge 3.5 ve Cizelge 3.6’da verilmistir.

Cizelge 3.5. Lizozimin distile su i¢indeki miktar tayini yontemine ait dogruluk ve geri elde bulgular1

Teorik Konsantrasyon (pg/ml)
8 24 40
Pratik % Geri Pratik % Geri Pratik % Geri
Konsantrasyon Elde Konsantrasyon Elde Konsantrasyon | Elde
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)

1. Olgiim

7,88 97,52 24,29 101,21 40,22 100,55
2. Olgiim

7,95 99,43 24,57 102,37 39,61 99,02
3. Olgiim

7,80 97,52 24,54 102,27 39,84 99,59
4. Olgiim

7,95 99,43 24,24 100,99 39,68 99,21
5. Olgiim

7,80 97,52 24,49 102,05 40,07 100,16
6. Olgiim

7,95 99,43 24,67 102,79 39,28 98,19
Ortalama
0 .
% Gerl 98,64 101,95 99,45
Elde
SS 0,94 0,70 0,84
BSS (%) 0,95 0,40 0,85
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Cizelge 3.6. Lizozimin pH 7,4 fosfat tamponu i¢indeki miktar tayini yontemine ait dogruluk ve geri

elde bulgular1
Teorik Konsantrasyon (pg/ml)
8 24 40
Pratik % Geri Pratik % Geri Pratik % Geri
Konsantrasyon Elde Konsantrasyon Elde Konsantrasyon Elde
(ng/m) (ng/ml) (pg/m)
1. Olgiim
8,25 103,12 23,25 96,87 39,53 98,84
2. Olgiim
8,28 103,57 23,28 97,02 39,57 98,93
3. Olgiim
8,36 104,46 23,28 97,02 39,89 99,73
4. Olciim
8,36 104,46 23,28 97,02 40,03 100,09
5. Olgiim
8,43 105,36 23,57 98,21 40,03 100,09
6. Olgiim
8,64 108,03 23,61 98,36 40,18 100,45
Ortalama
0 .
o Gerl 104,84 97,42 99,69
Elde
SS 1,75 0,68 0,66
BSS (%) 1,67 0,69 0,66

3.2.3. Ara Kesinlik

Lizozimin distile sudaki ve pH 7,4 fosfat tamponundaki miktar tayininin ara
kesinligi Boliim 2.2.2.3 de agiklandig1 sekilde belirlenmistir. iki farkli giinde yapilan
Olclimlere ait ortalama, SS ve BSS degerleri Cizelge 3.7 ve Cizelge 3.8’de

gosterilmistir.
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Cizelge 3.7. Lizozimin distile sudaki kalibrasyonu i¢in elde edilen ara kesinlik bulgular1

Teorik Konsantrasyon (pg/ml)

20 40
1. Giin 2. Giin 1. Giin 2. Giin 1. Giin 2. Giin
1. Olgiim 7,88 7,83 24,29 23,70 40,22 39,86
2. Olgiim 7,95 8,06 24,57 24,42 39,61 40,14
3. Olgiim 7,80 7,83 24,54 24,26 39,84 39,94
4. Olgiim 7,95 8,06 24,24 24,60 39,68 39,48
5. Olgiim 7,80 7,83 24,49 24,34 40,07 40,28
6. Olgiim 7,95 8,06 24,67 24,09 39,28 40,35
Ortalama 7,89 7,94 24,47 24,24 39,78 40,01
SS 0,07 0,13 0,17 0,31 0,34 0,32
BSS (%) 0,93 1,58 0,69 1,27 0,85 0,80

Cizelge 3.8. Lizozimin pH 7,4 fosfat tamponu kalibrasyonu i¢in elde edilen ara kesinlik bulgular1

Teorik Konsantrasyon (pg/ml)

20 40
1. Giin 2. Giin 1. Giin 2. Giin 1. Gilin 2. Giin
1. Olgiim 8,25 8,71 23,25 23,68 39,53 39,50
2. Olgiim 8,28 8,75 23,28 23,71 39,57 39,46
3. Olgiim 8,36 8,75 23,28 23,75 39,89 39,46
4. Olgiim 8,36 8,82 23,28 23,79 40,03 39,43
5. Olgiim 8,43 8,79 23,57 23,82 40,03 39,32
6. Olgiim 8,64 8,93 23,61 23,86 40,18 39,07
Ortalama 8,39 8,79 23,38 23,77 39,88 39,38
SS 0,14 0,08 0,16 0,067 0,27 0,16
BSS (%) 1,67 0,87 0,69 0,28 0,66 0,41
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3.2.4. Teshis ve Tayin Simirlar:

Lizozimin distile sudaki ve pH 7,4 fosfat tamponundaki miktar tayini
yonteminin teshis ve tayin sinirlart Bolim 2.2.2.4°de belirtildigi gibi belirlenmistir.
Cizelge 3.9’da hesaplanan teshis ve tayin sinirlar1 yer almaktadir.

Cizelge 3.9. Lizozimin distile sudaki ve pH 7,4 fosfat tamponundaki miktar tayini yontemine ait teshis
(LOD) ve tayin (LOQ) smuir1 bulgular1

Teshis sinir1 (LOD) Tayin sinir1 (LOQ)
(ng/ml) (ng/ml)
Distile su 0,814 2,466
pH 7,4 fosfat tamponu 0,427 2,582

3.2.5. Secicilik

Lizozimin distile sudaki ve pH 7,4 fosfat tamponundaki miktar tayini
yonteminde, lizozim yiiklii mikropartikiillerin hazirlanmasinda kullanilan PCL ve
PVA’nin lizozim ile girisim yapip yapmadigini belirlemek i¢cin Bolim 2.2.2.5°de
belirtildigi sekilde gergeklestirilen secicilik tayininde yardimec1 maddelere ait
cozeltilerin 562 nm’de absorbans vermemesi yontemin lizozim i¢in segici oldugunu

gostermistir.

3.3. 2% Full Faktoriyel Deney Tasarinm Kullamlarak Hazirlanan

Mikropartikiil Formiilasyonlari

Calismamizda lizozim i¢eren mikropartikiil formiilasyonlari su i¢inde yag i¢cinde
su (s/y/s) coklu emiilsiyon ¢oziici buharlastirma yontemi ile hazirlanmistir.

Hazirlanan mikropartikiil formiilasyonlari 2* full faktoriyel deney tasarimi kullanilarak
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gelistirilmigtir. Kullanilan deney tasariminda lizozim konsantrasyonu, DCM hacmi,
PVA hacmi ve homojenizasyon hizi bagimsiz degisken olarak se¢ilmistir. Bagimsiz
degiskenler icin diisiik ve yiiksek olmak iizere iki seviye belirlenmistir. Kullanilan 24
full faktoriyel deney tasarimindaki bagimsiz degiskenler ve diizeyleri Cizelge 3.10°da
verilmistir. Faktoriyel deney tasarimi kullanilarak gelistirilen mikropartikdil

formiilasyonlarinin bilesenleri ise Cizelge 3.11°de verilmistir.

Cizelge 3.10. Kullamilan 2* full faktoriyel deney tasarimindaki bagimsiz degiskenler ve diizeyleri

Bagimsiz Degiskenler Diizeyleri

Diisiik Yiiksek
Lizozim konsantrasyonu (mg) 5 10
DCM hacmi (ml) 3 5
PVA hacmi (ml) 20 30
Homojenizasyon hizi (rpm) 8000 13500

DCM:Diklorometan
PVA:Polivinil alkol

Cizelge 3.11. 2* full faktdriyel deney tasarimi kullanilarak gelistirilen mikropartikiil formiilasyonlarmm
bilesenleri

Formiilasyon Lizozim DCM hacmi PVA hacmi Homojenizasyon
Kodu konsantrasyonu (ml) (ml) hiz1 (rpm)
(mg)
F1 10 3 30 13500
F2 10 5 20 8000
F3 5 5 30 8000
F4 10 5 30 8000
F5 5 5 30 13500
F6 10 3 30 8000
F7 7,5 4 25 9500
F8 10 5 30 13500
F9 5 3 30 8000
F10 7,5 4 25 9500
F11 5 3 20 8000
F12 10 3 20 8000
F13 5 3 20 13500
F14 7,5 4 25 9500
F15 5 3 30 13500
F16 10 5 20 13500
F17 7,5 4 25 9500
F18 5 5 20 8000
F19 10 3 20 13500
F20 5 5 20 13500

DCM:Diklorometan
PVA:Polivinil alkol
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3.4. Mikropartikiil Formiilasyonlarina Ait Bulgular

3.4.1. Mikropartikiill Formiilasyonlarmma Ait Partikill Biiyiikligii ve

Partikiil Bityikliigii Dagilimi Bulgular:

2% full faktoriyel deney tasarimi kullamlarak hazirlanan mikropartikiil

formiilasyonlarina ait ortalama partikiil biiylikliigii ve span degerleri Cizelge 3.12°de

sunulmustur.

Cizelge 3.12. 2* full faktoriyel tasarima gore hazirlanan mikropartikiil formiilasyonlarma ait partikiil

biyiikliigii ve span bulgulari (n=6)

Formiilasyon Kodu Partikiil Biylkligi (um=SS) Span (£SS)
F1 29,38+0,59 1,90+0,17
F2 22,42+0,09 1,66+0,012
F3 31,02+0,04 1,43+0,004
F4 20,80+0,29 1,62+0,06
F5 48,05+1,20 2,36+0,067
F6 41,72+0,83 1,40+0,003
F7 21,32+0,09 1,49+ 0,006
F8 8,03+0,05 1,98+0,004
F9 31,90+0,49 1,37+0,08

F10 17,95+0,10 1,92+0,016
F11 41,07+0,83 1,47+0,125
F12 34,23+0,18 1,3940,01
F13 7,99+0,01 1,75+0,01
F14 18,42+0,11 1,66+0,015
F15 8,69+0,07 1,52+0,03
F16 8,75+0,04 2,69+0,03
F17 18,87+0,15 1,5240,0018
F18 21,83+0,30 1,68+0,009
F19 28,82+0,04 1,32+0,005
F20 9,99+0,06 2,41+0,022
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3.4.2. Mikropartikiil Formiilasyonlarina Ait Enkapsiilasyon Etkinligi ve

flac Yiikleme Kapasitesi Bulgulari

2% full faktoriyel deney tasarimi kullamlarak hazirlanan mikropartikiil
formiilasyonlarina ait enkapsiilasyon etkinligi ve ilag yilikleme kapasitesi degerleri

Cizelge 3.13’te sunulmugtur.

Cizelge 3.13. 2* full faktoriyel tasarrma gore hazirlanan mikropartikiil formiilasyonlarma ait
enkapsiilasyon etkinligi ve ilag yiikleme kapasitesi bulgular1 (n=3)

Formiilasyon Kodu Enkapstilasyon Etkinligi Ilag Yiikleme Kapasitesi
(%=SS) (%=+SS)
F1 69,86+0,15 5,13+0,02
F2 79,94+1,37 2,84+0,07
F3 39,71£2,02 1,08+0,06
F4 69,65+1,08 3,60+0,05
F5 41,77+0,40 2,08+0,00
F6 69,70+1,44 4,31+0,01
F7 69,78+0,29 3,04+0,02
F8 62,50+0,00 1,8140,00
F9 30,18+0,00 1,7240,00
F10 68,58+0,54 2,67+0,01
F11 58,27+0,21 2,02+0,02
F12 75,43+0,00 3,03+0,00
F13 48,69+0,61 1,7240,00
F14 62,14+0,00 2,81+0,01
F15 35,33+0,83 1,15+0,01
F16 65,15+0,00 3,91+0,00
F17 66,16+0,22 3,43+0,06
F18 53,46+0,00 2,00+0,03
F19 65,84+0,58 3,27+0,09
F20 59,49+1,70 2,11+0,04
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3.4.3. Mikropartikiillere Ait imalat Verimi Bulgulari

Lizozim igeren mikropartikiil formiilasyonlarina ait imalat verimi Bolim

2.2.5.3°de belirtildigi sekilde belirlenmis ve elde edilen bulgular Cizelge 3.14’te

sunulmustur.

Cizelge 3.14. 2* full faktdriyel deney tasarima gore hazirlanan mikropartikiil formiilasyonlarina ait

imalat verimi bulgular1

Formiilasyon Kodu

Imalat Verimi (%)

F1 77,18
F2 83,27
F3 89,34
F4 82,95
=5 88,33
F6 78,71
F7 65,55
F8 86,55
F9 81,52
F10 81,51
F11 79,77
F12 86,52
F13 65,89
F14 86,95
F15 60,77
F16 79,35
F17 85,02
F18 86,01
F19 77,58
F20 88,72
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3.5. Mikropartikiil Formiilasyonlarina Ait Bulgularin Istatistiksel Analizi

2% full faktoriyel deney tasarimina gore hazirlanan mikropartikiillere ait partikiil
biiyiikliigii degerlerinin istatistiksel analizi Minitab Statistical Software 17 analiz

programi kullanilarak yapilmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 3.5 ve Sekil 3.6’da

sunulmustur.
Pareto Chart of the Standardized Effects
(response is partikiil biiyliklugl; o = 0,05)
Term 3.18
AB : Factor Name

A A

> B B

ABD c C

ABC D D
B
BD
BC
ACD
c
AC
o))
BCD
ABCD
AD
A

2 4 6 8 10 2 % 16
Standardized Effect

Sekil 3.5. Uretim parametrelerinin (A:lizozim konsantrasyonu, B:DCM hacmi, C:PVA hacmi ve
D:homojenizasyon hizi) mikropartikiillerin partikiil biiytikliigii tizerine etkisini gdsteren Pareto etki
grafigi
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Sekil 3.6. Mikropartikiil formiilasyonlarnin yilizey-yanit grafigi (Bagimlh degisken: Partikiil

bilyiikligii).
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Sekil 3.6. Devam Mikropartikiil formiilasyonlarinin yiizey-yanit grafigi (Bagiml degisken: Partikiil

bilyiikligii).
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Béliim 2.2.4’te anlatilan 2* full faktériyel deney tasarimu ile elde edilen lizozim
miktari (A), DCM hacmi (B), PVA hacmi (C) ve homojenizasyon hizinin (D) ortalama
partikiil biiytikliigti degerleri tizerine etkisine iliskin sonug¢larin grafiksel gosterimi ise

Sekil 3.7°de verilmistir.

a) Main Effects Plot for Partikil Biiyiikliigii
Fitted Means

30,0 A Point Type
' —a— Comer
— m — Center

Partikil Biiytkliga

20,0

15,0
-1 0 1

All displayed terms are in the model

A:Lizozim miktar1

b) Main Effects Plot for Partikiil Biyikligi

Fitted Means

30,0 B Point Type
" — & Comer
— m — Center

N
&
=]

Partikiil Blytikligi

™~
o
[=]

17,5

15,0
-1 0 1

All displayed terms are in the model

B:DCM hacmi

Sekil 3.7. 24 full faktdriyel deney tasarimu ile elde edilen lizozim miktar1 (a), DCM hacmi (b), PVA
hacmi (c) ve karigtirma hizinin (d) miropartikiillerin partikiil biiylikliigii izerine etkisi.
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c) Main Effects Plot for Partikiil Biiyiikliigii
Fitted Means

300 C Point Type
! —g— Corner
— m — Center

]
L
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Partikal Blytikltgu
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1
[=}
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All displayed terms are in the model

C:PVA hacmi

d) Main Effects Plot for Partikiil Biytikligi
Fitted Means

D Point Type
—a— Corner
— m — Center
30,0

275

Partikdl Blytkltga

N
i
[}

20,0

-1 0

All displayed terms are in the model.

D: Karigtirma hizi

Sekil 3.7. Devam 2* full faktdriyel deney tasarimu ile elde edilen lizozim miktar1 (a), DCM hacmi (b),

PVA hacmi (c) ve karistirma hizinin (d) miropartikiillerin partikiil biyiikliigii tizerine etkisi.

2% full faktoriyel deney tasarimmna gore hazirlanan mikropartikiillere ait
enkapstilasyon etkinligi degerlerinin istatistiksel analizi Minitab Statistical Software
17 analiz programi kullanilarak yapilmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 3.8 ve Sekil

3.9°da sunulmustur.
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Pareto Chart of the Standardized Effects
(response is EE; o = 0,05)

Term 3,18

A Factor Name
A A

B B
AC C C
D D

ABD

ABCD
ACD

BD

0 2 4 6 8 10 12 “ 16
Standardized Effect

Sekil 3.8. Uretim parametrelerinin (A:lizozim konsantrasyonu, B:DCM hacmi, C:PVA hacmi ve
D:karistirma hizi) mikropartikiillerin enkapsiilasyon etkinligi tlizerine etkisini gosteren Pareto etki
grafigi
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Enkapsiilasyon Etkinlifizq

" - Lizozim Konsantrasyonu

Sekil 3.9. Mikropartikiil formiilasyonlarmin yiizey-yanit grafigi (Bagimli degisken: Enkapsiilasyon
etkinligi).
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Boliim 2.2.4°te anlatilan 2* faktoriyel deney tasarimi ile elde edilen lizozim
miktari (A), DCM hacmi (B), PVA hacmi (C) ve karistirma hizinin (D) enkapstilasyon
etkinligi degerleri iizerine etkisine iliskin sonuglarin grafiksel gésterimi ise Sekil

3.10°da verilmistir.

a) Main Effects Plot for Enkapsilasyon Etkinligi
Fitted Means

A Point Type
70 —a— Comner
— m — Center

v a o
v o (]

Enkapstilasyon Etkinligi

u
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45
-1 0 1

All displayed terms are in the model
A:Lizozim miktar1

b
) Main Effects Plot for Enkapsiilasyon Etkinligi
Fitted Means

70 B Point Type

—a— Comer
— m — Center

65
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R
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Enkapstlasyon Etkinligi
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45
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All displayed terms are in the model.

B:DCM hacmi

Sekil 3.10. 2 faktoriyel deney tasarimui ile elde edilen lizozim miktar1 (a), DCM hacmi (b), PVA hacmi
(c) ve karigtirma hizinm (d) mikropartikiillerin enkapsiilasyon etkinligi iizerine etkisi.
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c) Main Effects Plot for Enkapsiilasyon Etkinligi
Fitted Means
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All displayed terms are in the model

C: PVA hacmi
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) Main Effects Plot for Enkapsiilasyon Etkinligi
Fitted Means

20 D Point Type
—ua— Corner
— m — Center
u
65

=]
o

Enkapstlasyon Etkinligi

(]
u

v
o

45
-1 0 1

All displayed terms are in the model

D: Homojenizasyon hizi

Sekil 3.10. Devam 2* faktoriyel deney tasarimu ile elde edilen lizozim miktar1 (a), DCM hacmi (b),

PVA hacmi (c) ve karistirma hizinin (d) mikropartikiillerin enkapsiilasyon etkinligi iizerine etkisi
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3.6. Optimum Mikropartikiil Formiilasyonunun Belirlenmesi

Optimum mikropartikiil formiilasyonunun belirlenmesi igin, 2 full faktériyel
deney tasarimina gore hazirlanan mikropartikiillere ait partikiil biiytkligi ve
enkapsiilasyon etkinligi degerlerinin Minitab Statistical Software 17 analiz programi
kullanilarak yapilan istatistiksel analizi sonucu elde edilen sonuglar Sekil 3.11°de

verilmistir.

Optimal . A B c D
i ig 10 10 10 10
RACLELS (e 1,0 1.0 1,0 10 |
Predict Tow 10 1,0 1.0 1,0

Composite
Desirability
D: 0,8304

Enkapsiilasyon
etkinligi
Maximum
y = 65,150

d=070277 —————————— e === ——— = —+

Partikil bayikliga
Minimum . * Py Py

y = 8,740
d =098128

—————————— - ———————— —_—————

Sekil 3.11. 2* full faktdriyel deney tasarimina gére hazirlanan mikropartikiillere ait partikiil bilyiikligii
ve enkapsiilasyon etkinligi degerlerinin istatistiksel degerlendirmesi

3.7. Optimum Mikropartikiil Formiilasyonuna Ait Bulgular

2% full faktoriyel deney tasartmi  sonuglarmin  istatistiksel olarak
degerlendirilmesi sonucunda belirlenen optimum formiilasyona ait partikiil
biiyiikliigii, span degeri, zeta potansiyeli ve enkapsiilasyon etkinligi degerleri Cizelge

3.15’te sunulmustur.
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Cizelge 3.15. Optimum mikropartikiil formiilasyonuna ait partikiil biiyiikligii, span, zeta potansiyeli ve

enkapsiilasyon etkinligi degerleri (n=3)

Partikiil L
Biiyiikligii SpanSS Zet?ﬁ?@fgg')ye" EE (%<SS)
(um=+SS)
Optimum 9,82+0,34 2,80+0,56 -17,20+0,75 75,70+1,50
Formiilasyon

EE:Enkapsiilasyon etkinligi

SS:Standart sapma

3.8. FTIR Analizine Ait Bulgular

Lizozime, PCL’a ve optimum mikropartikiil formiilasyonuna ait FTIR

spektrumlart Bolim 2.2.7.5’te agiklandigr gibi alinmistir. Elde edilen FTIR

spektrumlart Sekil 3.12’de goésterilmistir.

a)
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(= [
- _r zfom 376
T, /,w/
o
o
= /\;"K;?z.zca
2
= -~ 079.1; 85439
£ 1240/0; 60.264
?9:' 278 2. 56.138 29hd 54 paz
= 1257 2 §z 892
1 1235.6; 54.770
o
==
. 522.8; 21388
] 1638.2; 28.267
[ N B R — T 1 1T T T 1 1 71 1 7 1 T T 1T
3500 2000 2500 2000 1500 1000

Wavenumber (cm-1)

Sekil 3.12. (a) Lizozime, (b) PCL’a, (c) optimum mikropartikiil formiilasyonuna ait FTIR spektrumlar1
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Sekil 3.12. a) Lizozime, (b) PCL’a, (c) optimum mikropartikiil formiilasyonuna ait FTIR spektrumlar1

3.9. DSC Analizine Ait Bulgular

Lizozim, PCL ve optimum mikropartikiil formiilasyonunun termal 6zellikleri
Boliim 2.2.7.6°da anlatildig: sekilde belirlenmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 3.13°te

yer almaktadir.
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Sekil 3.13. (a) Lizozime, (b) PCL’a ve (c) optimum mikropartikiil formiilasyonuna ait DSC
termogramlari

3.10. Mikropartikiillerin SEM Analizine Ait Bulgular

Optimum mikropartikiil formiilasyonunun morfolojisini belirlemek amaciyla
Boliim 2.2.7.7°de belirtildigi sekilde gerceklestirilen SEM analizine ait goriintiiler
Sekil 3.14’te yer almaktadir.

€
9 |det| F ag | VD u 9 v WD ——5um
M |ETD|20.0 000 = M |ETD V[118 0.10.9m METU CENTRAL LAB

Sekil 3.14. Optimum mikropartikiil formiilasyonuna ait SEM goriintiisii

3.11. Coziinme Hiz1

Optimum mikropartikiil formiilasyonuna ait etkin madde salim profili Boliim
2.2.7.8’de anlatildig1 sekilde belirlenmistir. Elde edilen ¢oziinme hizi grafigi Sekil

3.15te verilmistir.
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Sekil 3.15. Optimum mikropartikiil formiilasyonuna ait ¢6ziinme hiz1 grafigi (n=3).

3.12. Coziinme Hizi Kinetikleri

Optimum mikropartikiil formiilasyonuna ait elde edilen salim profili i¢in B6lim

2.2.5.10’da belirtildigi sekilde gergeklestirilen kinetik degerlendirme sonuglar

Cizelge 3.16°da verilmistir.

Cizelge 3.16. Optimum mikropartikiil formiilasyonuna ait in vitro salim kinetikleri

0° r? 0,735
ko 1,351
SH 0,331
RMS 116,814

1° r? 0,821
k1 0,021
SH 0,004
RMS 0,018

Higuchi r? 0,914
kh 9,332
SH 1,168
RMS 37,842
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Cizelge 3.16. Devam Optimum mikropartikiil formiilasyonuna ait in vitro salim kinetikleri

Peppas r? 0,948
n 0.349
SH 0,037
RMS 0,003
Weibull r? 0,950
B 0,432
SH 0,044
Td 0,978
RMS 0,004
Hixson-Crowell r? 0,381
kh 0,062
SH 0,032
RMS 1,110

3.13. SDS-PAGE Analizine Ait Bulgular

Lizozimin yapisal biitiinliigiinii belirlemek amaciyla Bolim 2.2.5.11°de
belirtilen sekilde gergeklestirilen SDS-PAGE analizine ait jel goriintiisii Sekil 3.16’da

yer almaktadir.

Sekil 3.16. Lizozimin SDS-PAGE ile elektroforetik analiz sonuglari. 1,10:Molekiil agirhig: belirteci;
2,3:mikropartikiillerden ekstrakte edilen lizozim; 4,5:mikropartikiillerden salman lizozim; 6,7: 6,25
pg/ml lizozim ¢ozeltisi; 8,9: 12.5 pg/ml lizozim ¢dzeltisi
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3.14. Mikropartikiillerin Stabilitelerinin Belirlenmesi

Optimum mikropartikiil formiilasyonuna ait stabilite ¢aligmalar1 Bolim
2.2.5.13’de anlatildig1 gibi yapilmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge 3.17°de yer

almaktadir.

Cizelge 3.17. +4°C’de bekletilen mikropartikiillere ait partikiil biiyiikligii, span ve zeta potansiyeli
degerleri (n=3)

Partikiil Biytukligi Zeta Potansiyeli
Zaman SpantSS
(um=SS) (mV=£SS)
0. ay 9,72+0,34 2,80+0,56 -17,2+0,75
6. ay 8,88+0,12 2,33+0,13 -15,540,82

3.15. Mikropartikiillerin Aerodinamik Ozelliklerine Ait Bulgular

Optimum mikropartikiil formiilasyonunun aerodinamik 6zelliklerininin
belirlenmesi i¢in Bolim 2.2.8’de belirtildigi gibi Andersen cihazi kullanilmustir.
Mikropartikiillere ait iPF ve KOAC degerleri Cizelge 3.18’de verilmistir.

Cizelge 3.18. Optimum mikropartikiil formiilasyonuna ait IPF ve KOAC degerleri

iPF (%) KOAC

Optimum Formiilasyon 50,99+2,89 5,44+0,18

IPF: Ince partikiil fraksiyonu
KOAC: Kiitlesel ortalama aerodinamik ¢ap
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4. TARTISMA

4.1. Etkin Maddenin MikroBCA Analiz Yontemiyle Kalibrasyonuna Ait

Bulgularin Degerlendirilmesi

4.1.1. Etkin Maddenin Cesitli Ortamlardaki MikroBCA ile Analizi

Lizozimin Sekil 3.1, Sekil 3.2 ve Cizelge 3.1, Cizelge 3.2°de yer alan distile su
ve pH 7,4 fosfat tamponu i¢ginde mikroBCA ydntemi ile yapilan kalibrasyon dogrusuna
ait r? degerlerinin 1’e yakin olmasi, okunan absorbanslardan bulunan konsantrasyon

degerlerinin giivenilir sonuglar verecegini gostermektedir.

4.1.2. Etkin Maddenin MikroBCA Analiz Yontemiyle Kalibrasyonunun

Validasyonuna Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

Lizozimin mikroBCA yontemi ile kalibrasyonunun validasyonu, kullanilan
analitik yontemin dogru, kesin ve tekrarlanabilir oldugunu gdstermek amaciyla

ICH’nin Q2 kilavuzuna gore gergeklestirilmistir.

4.1.2.1. Dogrusallik ve Arahg

Lizozimin distile su ve pH 7,4 fosfat tamponu i¢inde mikroBCA yontemi ile elde
edilen kalibrasyonunun validasyonu amaciyla incelenen dogrusallik ve araligi deneyi
sonucunda elde edilen dogrunun r?> degerinin yiiksek, regresyon dogrusundan
sapmalarin standart hatasinin diisiik olusu (Sekil 3.3, Sekil 3.4 ve Cizelge 3.3, Cizelge

3.4) elde edilen verilerin giivenilirligini gostermektedir.
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4.1.2.2. Dogruluk ve Geri Elde

Bolim 2.2.2.2°de anlatildigr sekilde incelenen analitik yontemin dogruluguna
iliskin sonuglar Cizelge 3.5 ve Cizelge 3.6’da verilmistir. Lizozimin distile su ve pH
7,4 fosfat tamponundaki hesaplanan BSS degerlerinin % 2’den kii¢iik olmas1 yontemin

dogrulugunu kanitlamistir.

4.1.2.3. Ara Kesinlik

Ara kesinlik i¢in farkli iki giinde yapilan dlgtimlere ait verilere (Cizelge 3.7 ve
Cizelge 3.8) SPSS 20 bilgisayar programi kullanilarak ortalamalar arasi farkin
onemlilik testi uygulanmis ve istatiksel olarak aralarinda anlaml bir farkin olmadig:

belirlenmistir (p>0,05).

4.1.2.4. Teshis ve Tayin Sinirlari

Lizozimin distile su ve pH 7,4 fosfat tamponu ic¢erisindeki mikroBCA yontemi
ile miktar tayinine iliskin hesaplanan teshis sinirlari (LOD) (0,814 ve 0,427 png/ml) ve
tayin sinirlar1 (LOQ) (2.466 ve 2,582 ng/ml) degerlerinin kalibrasyon dogrusunda yer
alan en kiiciik konsantrasyon degeri olan 4 pg/ml’den kiigiik olmasi kalibrasyon

araliklarimizin lizozimin tayin edilebildigi aralikta oldugunu gostermistir.

4.1.2.5. Segicilik

Secicilik parametresi incelendiginde formiilasyonda kullanilan yardimei
maddelerin mikroBCA analizi sonucunda lizozim ile girisim yapmamasi yontemin

lizozim i¢in se¢ici oldugunu dogrulamastir.
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4.2. Mikropartikiil Formiilasyonlarina Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

Calismamizda lizozim igeren mikropartikiil formiilasyonlar1 s/y/s emiilsiyon
¢Oziicii buharlastirma yontemi ile hazirlanmistir. Lizozim suda ¢oziiniirliigiiniin
yiiksek olmasi nedeniyle suda ¢6ziinen etkin maddelerin enkapsiilasyonu i¢in siklikla
kullanilan bu mikropartikiil hazirlama yonteminin kullanilmasina karar verilmistir.
Polimer olarak biyolojik olarak pargalanabilen ve biyolojik olarak uyumlu bir polimer

olmasi nedeniyle PCL kullanilmistir.

Lizozim yiikli mikropartikiiller Bolim 2.2.3’te anlatildign  sekilde
hazirlanmistir. S/y/s emiilsiyon ¢oziicii buharlastirma yonteminde dis sulu faza
dispersiyon ajaninin eklenmesi, birbirinden ayr: kiiresel mikropartikiillerin basaril
aretimi igin kritik bir parametredir. Dispersiyon ajaninin roli, sirekli fazin yiizey
gerilimini  distirerek  ¢ozictinin  uzaklasmas:  sirasinda  mikropartikiillerin
koagiilasyonunu 6nlemek ve emiilsiyonu stabilize etmektir. Bu amagla, 6ncelikle dis
sulu fazda kullanilacak dispersiyon ajaninin tipi ve konsantrasyonu belirlenmeye
calistlmistir. Dis sulu fazda dispersiyon ajani olarak Pluronic F68’in kullanildig
formiilasyonlarda agregat olustugu ve kiiresel mikropartikiillerin elde edilemedigi
gorilmiistiir. Bu nedenle dis sulu fazda dispersiyon ajani olarak Tween 60 kullanilarak
mikropartikiiller hazirlanmaya c¢alisilmistir.  Ancak bu formiilasyonda da
mikropartikiiller elde edilememistir. D1s sulu fazda dispersiyon ajani olarak PVA’nin
kullanildig1 formiilasyonda ise mikropartikiill olusumu gerceklestigi ve agregat
olusumu gozlenmedigi i¢in dis sulu faz olarak PVA ¢o6zeltisinin kullanilmasina karar

verilmigtir.

Mikropartikiillerin hazirlanmasinda uygulanan formiilasyon parametrelerinin
{iriin kalitesini nasil etkiledigini arastirmak igin 2* full faktdriyel deney tasarimi
kullanilmistir.  Yapilan literatiir incelemeleri ve daha oOnceki c¢alismalarimizda
edindigimiz bilgiler sonucunda lizozim igeren mikropartikiillerin fizikokimyasal
ozelliklerini etkileyebilecek formiilasyon ve proses parametrelerinin etkin madde
miktari, organik ¢oziicii hacmi, dig sulu faz hacmi ve karistirma hizi oldugu

belirlenmistir. Bu nedenle, kullanilan deney tasariminda bagimsiz degisken olarak
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lizozim miktar1 (mg), DCM hacmi (ml), PVA hacmi (ml) ve homojenizasyon hizi
(rpm) secilmistir. Bagimsiz degiskenler i¢in diisiik ve yiiksek olmak {izere iki seviye
belirlenmistir (Cizelge 3.10). 2* full faktoriyel deney tasarimi kullanilarak gelistirilen
mikropartikiil  formiilasyonlarinin ~ bilesenleri  Cizelge 3.11’de  verilmistir.
Optimizasyon islemi sonucunda, secilen bagimli degiskenler ile etkin madde igerigi
yiikksek ve akcigerlere hedeflenebilecek uygun partikiil biiytlikliigline sahip

mikropartikiil formiilasyonlarinin hazirlanmasi hedeflenmistir.

Deney tasariminda kullanilan bagimsiz degiskenlerin tasarlanan mikropartikiil
formiilasyonlarinin karakterizasyonunda ve 6zellikle akcigerlere hedeflendirilmesinde
onemli iki karakterizasyon olgiitii olan ortalama partikil biytikligi ve etkin madde
enkapsiilasyon etkinligi degerleri tizerindeki etkileri regresyon analizleri kullanilarak

istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

Bagimli degisken olarak ortalama partikiil bliylikliigli dikkate alinarak yapilan

regresyon analizi sonucunda elde edilen denklem asagida verilmistir.

Partikiil bilyikligi = 24,667 -0399A -3,307B +2,781C -5957D -
5,963 A*B -2,066 A*C +0,432 A*D+2,834 B*C +3,299 B*D +2,044 C*D -
4,132 A*B*C -4,387 A*B*D -2,797 A*C*D + 1,678 B*C*D - 0,698 A*B*C*D -
5,527 Ct Pt (R2=0,998)

Denklemde A, lizozim konsantrasyonuna (mg); B, DCM hacmine (ml); C, PVA
hacmine (ml) ve D, karigirma hizina (rpm) iliskin etkileri gostermektedir.
Denklemdeki katsayilara iligkin isaretlerin (+) veya (-) olmasi sirasiyla bagimsiz
degiskenlerin, bagimli degiskenler ile olan pozitif ve negatif yonde iligkisini
aciklamaktadir. Her bir terimin oniinde bulunan degerin biiyiikliigi ise bagimlh

degisken iizerine olan etkinin biiylikliiglinii ifade etmektedir.

Yapilan istatistiksel degerlendirme sonucunda bagimsiz degiskenlerden lizozim

konsantrasyonunun (A) bagimli degisken olan partikiil biyiikligi tizerine etkisi
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anlamsiz (p>0,05) bulunurken DCM hacmi (B), PVA hacmi (C) ve karistirma hizinin
(D) bagimli degisken olan partikiil biyiikligi tizerine etkisi anlamli (p<0,05)
bulunmustur. DCM hacmi (B) ve karistirma hizinin (D) partikiil biyikligi tizerine
etkisi negatif yondedir ve bu iki bagimsiz degiskenin diizeylerindeki artis partikiil
biiyiikliigiinde azalmaya yol agmistir. Organik ¢oziicti hacmi mikropartikiil boyutunda
kritik bir role sahiptir. Artan ¢oziicli hacmi, dispers faz viskozitesinin azalmasina ve
daha kiigiik damlaciklarin olusmasina neden olmaktadir (Yang ve ark., 2001). Bu
nedenle DCM hacmindeki artisin partikiil biiyiikliiglinde azalmaya neden oldugu
diistiniilmektedir. Karistirma hizinin mikropartikiilerin partikiil biiyiikligii {izerine
etkisi incelendiginde, daha 6nce yapilan ¢aligsmalarda da karistirma hizinin artmasi ile
mikropartikiillerin partikiil biyiikligiinde azalma oldugu gorilmistir (Diez ve
Ilarduya, 2006; Cui ve ark., 2007). Yiiksek karistirma hiz1 yiiksek kayma giicii ve artan
tiirbiilans etkisiyle kiiciik emiilsiyon damlaciklarinin olugsmasina ve buna bagl olarak
mikropartikiillerin ortalama biiyiikliigiinde azalmaya neden olmaktadir. PVA
hacminin (C) ise partikiil biiyiikliigii iizerine etkisi pozitif yondedir ve bu bagimsiz
degiskenin diizeylerindeki artis partikiil biiytkligiinde artis ile sonug¢lanmustir. Jeffery
ve arkadaslar1 yaptiklar1 calismada (1993) benzer sonuglar elde etmis, artan dis faz
hacminin partikiil bilyiikligiiniin artmasina neden oldugunu bildirmislerdir. Artan dig
faz hacmi nedeniyle goriilen karistirma etkinligindeki azalma partikiil biiyiikligiinde

artisa neden olmaktadir.

S6z konusu bagimsiz degiskenlerin ikili etkilesimleri degerlendirildiginde
lizozim konsantrasyonu ile DCM hacminin (A*B), lizozim konsantrasyonu ile PVA
hacminin (A*C), DCM hacmi ile karistirma hizinin (B*D) ve PVA hacmi ile
karistirma hizinin (C*D) etkilesim etkisi de anlamli (p<0,05) olup lizozim
konsantrasyonu ile DCM hacminin (A*B) ve lizozim konsantrasyonu ile PVA
hacminin (A*C) etkilesimi partikiil biyiikliginde azalmaya, DCM hacmi ile
karistirma hizinin (B*D) ve PVA hacmi ile karigtirma hizinin (C*D) etkilesimi ise
partikiil biiylikliiglinde artisa neden olmustur. Bagimsiz degiskenlerin {iglii
etkilesimlerinin de bagimli degisken olarak ortalama partikiil biiyiikligi tizerine etkisi
incelendiginde lizozim konsantrasyonu, DCM hacmi ve PVA hacminin (A*B*C),

lizozim konsantrasyonu, DCM hacmi ve homojenizasyon hizinin (A*B*D) ve lizozim
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konsantrasyonu, PVA hacmi ve homojenizasyon hizinin (A*C*D) dgli
etkilesimlerinin de partikiil biiylikliigii izerine etkisi anlamli (p<0,05) bulunmustur.
Uclii etkilesimlerin partikiil biiyiikliigii {izerine etkisi negatif yonde olup partikiil

biiyiikliigiinde azalmaya neden olmustur.

Faktoriyel tasarimda regresyon analizi sonucunda elde edilen denklemlere ait
yiizey-yanit  grafikleri denklemin ifade ettigi iliskinin uzaydaki profilini

gostermektedir. Boylece gorsel olarak iliskinin yonii ve seviyesi goriilebilmektedir.

Bagimli degisken olarak ortalama partikiil bliylikliigli dikkate alinarak yapilan
regresyon analizi sonucunda elde edilen denklemin yilizey-yanit grafiginde de bu iliski
goriilmektedir (Sekil 3.6). Bagimsiz degiskenler olan lizozim konsantrasyonu, DCM
hacmi, PVA hacmi ve karistirma hizinin ortalama partikiil biiyiikliigii iizerine etkisine

iliskin sonuclarin grafiksel gosterimi ise Sekil 3.7°de verilmistir.

Bagimli degisken olarak enkapsiilasyon etkinligi dikkate alinarak yapilan

regresyon analizi sonucunda elde edilen denklem asagida verilmistir.

Enkapsiilasyon Etkinligi = 57,811 +11,948 A +1,148B -5,473C -1,732D -
1,597 A*B +3,642 A*C -2,189 A*D -0,078 B*C +0,001 B*D +1,759C*D -
1,326 A*B*C -1,564 A*B*D +0,414 A*C*D -1,301 B*C*D + 1,037 A*B*C*D

+ 8,85 Ct Pt (R2=0,991)

Bagimsiz degiskenlerin enkapsiilasyon etkinligi {izerine etkisi incelendiginde;
lizozim konsantrasyonu (A) ve PVA hacminin (C) enkapsiilasyon etkinligi iizerine
etkisi anlamli (p<0,05) bulunmustur. Lizozim konsantrasyonunun (A) enkapsiilasyon
etkinligi tizerine etkisi pozitif yondedir ve lizozim konsantrasyonundaki artis
enkapsiilasyon etkinliginin artmasimi saglamistir. Jeffery ve arkadaslari yaptiklar
caligmada (1993) benzer sekilde mikropartikiillere yiliklenen protein (ovalbiimin)
miktari ile enkapsiilasyon etkinligi arasinda dogrusal bir iliski oldugunu bildirmistir.

Benzer sonuclar Feczkd ve arkadaslar (2011) tarafindan da elde edilmis, protein
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konsantrasyonunun enkapsiilasyon etkinligi iizerindeki etkisi istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur. PVA hacminin (C) ise enkapsiilasyon etkinligi tizerine etkisi
negatif yondedir ve bu bagimsiz degiskenin diizeyindeki artis enkapsiilasyon
etkinliginin azalmasia neden olmustur. DCM hacmi (B) ve karistirma hizinin (D)
enkapsiilasyon etkinligi iizerine etkisinin ise istatistiksel olarak anlamli olmadigi
(p>0,05) goriilmiistiir. S6z konusu bagimsiz degiskenlerin ikili etkilesimleri
degerlendirildiginde sadece lizozim konsantrasyonu ve PVA hacminin etkilesimi
(A*C) istatistiksel olarak anlamli (p<0,05) bulunmus olup bu etkilesim enkapsiilasyon
etkinligini pozitif yonde etkilemistir. Bagimsiz degiskenlerin tglii etkilesimlerinin ise
enkapsiilasyon etkinligi lizerine anlamli bir etkisinin olmadig1 goriilmiistiir. Bagimli
degisken olarak enkapsiilasyon etkinligi dikkate alinarak yapilan regresyon analizi
sonucunda elde edilen denklemin ylizey-yanit grafiginde de bu iliski goriilmektedir
(Sekil 3.9). Bagimsiz degiskenler olan lizozim konsantrasyonu, DCM hacmi, PVA
hacmi ve karigtirma hizinin enkapstilasyon etkinligi {izerine etkisine iliskin sonug¢larin

grafiksel gosterimi ise Sekil 3.10°da verilmistir.

4.3. Optimum Mikropartikiill Formiilasyonuna Ait Bulgularin

Degerlendirilmesi

Optimum mikropartikiil formiilasyonunun belirlenmesi icin, 24 full faktoriyel
deney tasarimina gore hazirlanan mikropartikiillere ait partikiil biiylikligi ve
enkapstilasyon etkinligi degerlerinin Minitab Statistical Software 17 analiz programi
kullanilarak istatistiksel analizi yapilmistir. Sekil 3.11°de goriildiigii gibi, etkin madde
icerigi yiiksek ve akcigerlere hedeflenebilecek kadar kiigiik partikiil biiyiikliigiine
sahip optimum mikropartikiil formiilasyonlarinin hazirlanmasi igin lizozim
konsantrasyonu, DCM hacmi ve karistirma hizinin yiiksek seviyede (1), PVA
hacminin ise diisiik seviyede (-1) olmasi1 gerekmektedir. Bu sonuc¢lardan hareketle
optimum mikropartikiil formiilasyonunun lizozim konsantrasyonu 10 mg, DCM hacmi
5 ml, PVA hacmi 20 ml ve karistirma hiz1 13500 rpm oldugunda elde edilebilecegi

Ongoriilmiistiir.
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Belirlenen formiilasyon parametreleri ile hazirlanan optimum formiilasyona ait
partikiil biiylikligii, span, zeta potansiyeli ve enkapsiilasyon etkinligi degerleri
incelendiginde bu formiilasyon parametreleri ile 9,82 um partikiil biiyiikliigline, 2,80
span degerine, (-17,20) mV zeta potansiyeline ve %75,70 enkapsiilasyon etkinligine

sahip mikropartikiillerin elde edildigi goriilmektedir (Cizelge 3.15).

4.4. FTIR Analizine Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

Lizozim igeren mikropartikiillerin yapisal bilesimini belirlemek i¢in FTIR
analizi gerceklestirilmistir. Bu amagla lizozimin, PCL’un, PVA’lin ve lizozim ytklii
mikropartikiillerin FTIR spektrumlari almmustir (Sekil 3.12). Lizozimin FTIR
spektrumunda bulunan 1638.2 ve 1522.6 cm* pikler (Sekil 3.12a) amid I ve amid II
gruplarina aittir (Van de Weert ve ark., 2000). PCL’un 2942.7 cm™**deki piki hidroksil,
1720.2 cm Y’ deki keskin piki (Sekil 3.12b) ise ester grubuna aittir (Liverani ve ark.,
2014). Lizozim yiikli mikropartikiillerin FTIR spektrumuna (Sekil 3.12c)
bakildiginda ise serbest haldeki lizozimin amid I ve amid II gruplarina ait 1638.2 ve
1522.6 cm Y°deki bantlarin 1636.3 ve 1518.9 cm™’de oldugu goriilmektedir. Elde
edilen sonuglar mikropartikiillere yiiklenen lizozimin yapisini korudugunu ve

polimerle etkilesmedigini gostermektedir.

4.5. DSC Analizine Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

Lizozimin  mikropartikiillerin  hazirlanmasinda  kullanilan  polimerlerle
etkilesimini incelemek icin DSC analizi gerceklestirilmistir. Bu amacla lizozimin,
PCL’un ve lizozim yiiklii mikropartikiillerin DSC termogramlarinin karsilastirmasi
yapilmustir (Sekil 3.13). PCL’un DSC termogrami incelendiginde, 60,72 °C’de keskin
bir endotermik pike sahip oldugu gorilmektedir. DSC termogramindaki bu
endotermik pikin PCL’un erime noktasina ait oldugu diistiniilmektedir. Elde edilen
sonugclar literatiir verileri ile uyumlu bulunmustur (Kerman ve ark., 2005; Jana ve ark.,

2014). Lizozimin DSC termograminda 79,33 °C’de yer alan genis ekzotermik pik ve
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dekompozisyon baslangicint gosteren 203,90°C’deki ekzotermik pik literatiir
verileriyle uyumlu bulunmustur (Bye ve Falconer, 2013; Cao ve ark., 2016). Lizozim
yiiklii mikropartikiillerin termograminda goriilen 58,46°C’deki ekzotermik pikin
PCL’a ait oldugu diisliniilmektedir. Mikropartikiillere ait termogramda lizozime ait
herhangi bir pikin goriilmemesinin formiilasyon i¢indeki diisiik lizozim miktarindan

kaynaklandig: diistiniilmektedir.

4.6. Mikropartikiillerin SEM Analizine Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

Optimum mikropartikiil formiilasyonunun morfolojisini belirlemek amaciyla
Bolim 2.2.7.7°de belirtildigi sekilde gergeklestirilen SEM analizine ait goriintiiler
Sekil 3.14’te verilmistir. Lizozim yiiklii mikropartikiillerin SEM fotograflarina
bakildiginda kiiresel sekle sahip olduklar1 ve vyiizeylerinin diizgiin oldugu

gbzlenmistir.

4.7. Coziinme Hiz1 Verilerinin Degerlendirilmesi

Optimum mikropartikiil formiilasyonuna ait lizozim salim profili % 0,01 SDS
iceren pH 7,4 fosfat tamponunda incelenmistir. Elde edilen salim profili Sekil 3.15°te
sunulmustur. Elde edilen ¢6ziinme hizi grafigine bakildiginda, mikropartikiillerin
bifazik salim profiline sahip olduklar1 goriilmektedir. Hazirlanan mikropartikiil
formiilasyonlarinda, baslangigta (ilk 8 saatte) hizli bir etkin madde c¢ikisi elde
edilmistir (Sandor ve ark., 2001; Lagarce ve ark., 2006). Baslangigtaki bu hizli ¢ikisin
etkin maddenin mikropartikiil icinde heterojen dagilim gostermesinden kaynaklandigi
distiniilmektedir. Mikropartikiil yilizeyine zayifca tutunmus ya da yiizeye yakin
kisimlarda lokalize olmus proteinler bu hizli ¢ikisa neden olmaktadir (Rafati ve ark.,
1997; Barakat ve Radwan, 2006; Yin ve ark., 2006; Aragjo ve ark., 2009).
Baslangigtaki hizli salim asamasini etkin madde ¢ikisinin yavas oldugu salim fazi takip

etmektedir. Bu asamadaki etkin madde salim hizinin yavas olmasina polimer matrise
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giiclii bir sekilde baglanmis olan proteinlerin neden oldugu distiniilmektedir (Aubert-
Pouéssel ve ark., 2004; Giteau ve ark., 2008).

Coziinme hiz1 verilerinin kinetik degerlendirmesi sifir derece, birinci derece,
Higuchi, Korsmeyer-Peppas, Rosin-Rammler-Sperling-Bennet-Weibull (RRSBW) ve
Hixson-Crowell kinetiklerine gore gerceklestirilmis ve yapilan degerlendirmelere ait
sonuclar Cizelge 3.16’da verilmistir. Optimum formiil icin elde edilen verilere
bakildiginda en yiiksek 12 degerinin RRSBW ile (0,950) elde edildigi goriilmiistiir.
RRSBW i¢cin RMS degerinin de oldukga diisiik oldugu (0,004) gézlenmistir. Weibull
kinetiginde hesaplanan 3 degerinin 1’den kii¢iik olmasi baslangigtaki hizli etkin madde
saliminin ardindan birinci derece kinetige benzer sekilde platoya ulastigini, parabolik
bir ¢oziinme hizi profili elde edildigini gostermektedir (Costa ve ark., 2013).
Korsmeyer-Peppas denklemine gore hesaplanan n degerinin 1’den kii¢iik olmasi ise,
etkin maddenin mikropartikiillerden ¢ikisinin Fick yasasina uymayan (Non-Fickian)
bir difiizyon mekanizmasina sahip oldugunu géstermektedir (Ayhan ve Ayhan, 2014).

4.8. SDS-PAGE Analizine Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

Calismamizda, mikropartikiillerden ekstrakte edilen ve salinan lizozimin yapisal
bitlinliigiinii koruyup korumadigini belirlemek amaciyla SDS-PAGE yontemi
kullanilmigtir (Nikfarjam ve ark., 2020).

Calismamizda molekiil agirligi ~14 kDa olan lizozim kullanilmistir. Elde edilen
jel goriintiistine bakildiginda (Sekil 3.16) standart lizozim ¢ozeltilerine ait bantlarin
10-120 kDa molekiil agirligina sahip referans protein karistmina ait bantlardan 14.4
kDa molekiil agirligina sahip proteine ait bant ile ¢akistigi ve bant yogunluklarinin
lizozim konsantrasyonuna bagli oldugu goriilmiistiir. Standart lizozim ¢ozeltilerine ait
line’larda daha yiiksek protein agirligina sahip bantlarin goriilmesi SDS-PAGE islemi
sirasinda uygulanan 1sitma islemine bagli olarak agregat olusumundan kaynaklandigi
diistintilmektedir (Nikfarjam ve ark., 2020). Mikropartikiillerden ekstrakte edilen ve

salinan lizozime ait bantlarin ise standart lizozim ¢ozeltilerine ait bantlar ile ayni
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seviyede olmasi mikropartikiillerden ekstrakte edilen ve salinan lizozimin yapisal

biitiinltiglinti korudugunu goéstermistir.

4.9. Mikropartikiillerin Stabilitesinin Degerlendirilmesi

Optimum mikropartikiil formiilasyonunun kisa siireli stabilitesinin belirlenmesi
icin buzdolabinda (2-8 °C) 6 ay siireyle bekletilen mikropartikiillerin partikiil
biiyiikliigii, span ve zeta potansiyeli degerleri belirlenmistir. Buzdolabinda 6 ay
boyunca bekletilen mikropartikiillerin ortalama partikiil bityiikligii degerleri baslangi¢
partikiil blytkligi degerleri ile karsilastirildiginda anlamli bir farklilik olmadig
goriilmektedir. Benzer sekilde span degerlerinde de anlamli bir degisiklik
goriilmemistir. Zeta potansiyeli degerlerine bakildiginda da mikropartikiillerin zeta
potansiyelinde anlamli bir degisim goriilmemistir (Cizelge 3.17). Tiim bu sonuglar
mikropartikiillerin buzdolabinda 6 ay boyunca stabilitelerinin korundugunu

gostermistir.

4.10. Mikropartikiillerin Aerodinamik Ozelliklerinin Degerlendirilmesi

Inhale edilen partikiillerin aerodinamik 6zellikleri akcigerlerde basarili bir
sekilde tutulmalarinda 6nemli rol oynamaktadir (Devrim ve ark., 2011b). Genellikle
KOAC degeri 10 um'den yiiksek olan partikiiller orofarinkste, 5-10 um arasinda
olanlar merkezi solunum yollarinda ve 0,5-5 pum arasinda olanlar kiicik hava
yollarinda ve alveollerde birikirler. Bu nedenle lokal solunum yolu hastaliklarinin
tedavisi i¢in partikiillerin 5 pm ya da daha kiiciik KOAC degerine sahip olmasi
istenmektedir (Tena ve Clara, 2012). Sectigimiz mikropartikiil formiilasyonunun
pulmoner verilis i¢in uygun kriterlere sahip olup olmadiginin belirlenmesi igin sekiz
asamali Andersen cihazi kullanilarak KOAC degeri belirlenmistir. Yapilan
hesaplamalar sonucunda mikropartikiillerin KOAC degeri 5,44+0,18 um olarak
bulunmustur (Cizelge 3.18). Inhale edilen partikiillerin aerodinamik 6zelliklerinin

degerlendirilmesinde kullamlan bir diger énemli parametre ise IPF’dur. Bu deger 5
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um ve daha kiigiik partikiil biiyiikliigline sahip partikiillerin ylizdesini ifade etmektedir.
Secilen mikropartikiil formiilasyonunun IPF degeri ise %50,99+2,89 olarak
bulunmustur. Elde edilen sonuglar hazirlanan mikropartikiil formiilasyonlarmin

inhalasyon yolu ile etkin bir sekilde uygulanabilecegini gostermektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Kistik fibrozis tedavisinde inhalasyon yolu ile uygulanmak iizere lizozim igeren

mikropartikiillerin hazirlanmasini ve degerlendirilmesini hedefleyen bu ¢alismada;

- Lizozimin sudaki ¢oziiniirliigiiniin yiliksek olmasi nedeniyle mikropartikiil

formiilasyonlar1 s/y/s emiilsiyon ¢6ziicli buharlastirma yontemi ile hazirlanmistir.

-Mikropartikiiler sistemlerin hazirlanmasinda polimer olarak biyolojik olarak
parcalanabilen ve biyolojik olarak uyumlu bir polimer olmasi nedeniyle PCL
kullanilmistir. D1s sulu fazda dispersiyon ajani olarak Pluronic F68’in kullanildig:
formiilasyonlarda agregat olusmus ve kiiresel mikropartikiiller elde edilememistir. Bu
nedenle dis sulu fazda dispersiyon ajani olarak Tween 60 kullanilarak mikropartikiiller
hazirlanmaya calisgilmigtir. Ancak bu formiilasyonda da mikropartikiiller elde
edilememistir. Dis sulu fazda dispersiyon ajant olarak PVA’nin kullanildigi
formiilasyonda ise mikropartikiill olusumu gerceklestigi ve agregat olusumu
gozlenmedigi i¢in dis sulu faz olarak PVA ¢ozeltisinin kullanilmasina karar

verilmistir.

- Mikropartikiillerin hazirlanmasinda uygulanan formiilasyon parametrelerinin
{iriin kalitesini nasil etkiledigini belirlemek i¢in 2% full faktdriyel deney tasarimi
kullanilmistir. Kullanilan deney tasariminda bagimsiz degisken olarak lizozim miktari

(mg), DCM hacmi (ml), PVA hacmi (ml) ve homojenizasyon hizi (rpm) se¢ilmistir.

-Deney tasariminda kullanilan bagimsiz degiskenlerin tasarlanan mikropartikiil
formiilasyonlarinin karakterizasyonunda ve 6zellikle akcigerlere hedeflendirilmesinde
onemli iki karakterizasyon olgiitii olan ortalama partikil biyikligi ve etkin madde
enkapsiilasyon etkinligi degerleri {izerindeki etkileri regresyon analizleri kullanilarak
istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Yapilan istatistiksel degerlendirme sonucunda
bagimsiz degiskenlerden lizozim konsantrasyonunun bagimli degisken olan partikiil

biiyiikliigii tizerine etkisi anlamsiz (p>0,05) bulunurken DCM hacmi, PVA hacmi ve
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karistirma hizinin bagimli degisken olan partikiil biiyiikliigii tizerine etkisi anlamli
(p<0,05) bulunmustur. Bagimsiz degiskenlerin enkapsiilasyon etkinligi iizerine etkisi
incelendiginde; lizozim konsantrasyonu ve PVA hacminin enkapsiilasyon etkinligi
tizerine etkisi anlamli (p<0,05) bulunmustur. Lizozim konsantrasyonunun
enkapsiilasyon  etkinligi  iizerine etkisi  pozitif yondedir ve lizozim
konsantrasyonundaki artig enkapsiilasyon etkinliginin artmasim saglamistir. PVA
hacminin ise enkapsiilasyon etkinligi iizerine etkisi negatif yondedir ve bu bagimsiz
degiskenin diizeyindeki artis enkapsiilasyon etkinliginin azalmasina neden olmustur.
DCM hacmi ve karigtirma hizinin enkapsiilasyon etkinligi iizerine etkisinin ise
istatistiksel olarak anlamli olmadig (p>0,05) goriilmiistiir. S6z konusu bagimsiz
degiskenlerin ikili etkilesimleri degerlendirildiginde sadece lizozim konsantrasyonu
ve PVA hacminin etkilesimi istatistiksel olarak anlamli (p<0,05) bulunmus olup bu

etkilesim enkapsiilasyon etkinligini pozitif yonde etkilemistir.

-2* full faktériyel deney tasarimi sonucunda etkin madde icerigi yiiksek ve
akcigerlere hedeflenebilecek kadar kiiclik partikiil biiyiikliigline sahip optimum
mikropartikiil formiilasyonlariin lizozim konsantrasyonu 10 mg, DCM hacmi 5 ml,
PVA hacmi 20 ml ve kanistirma hizi 13500 rpm oldugunda elde edilebilecegi

Ongorilmiistiir.

- Lizozim igeren mikropartikiillerin yapisal bilesimini belirlemek i¢in FTIR
analizi gergeklestirilmistir. Elde edilen sonuglar mikropartikiillere yiiklenen lizozimin

yapisini1 korudugunu ve polimerlerle etkilesmedigini gostermistir.

- Lizozimin mikropartikiillerin hazirlanmasinda kullanilan polimerlerle
etkilesimini incelemek i¢in DSC analizi gerceklestirilmistir. Lizozimin DSC
termograminda 79,33 °C’de yer alan genis ekzotermik pik ve dekompozisyon
baslangicin1  gosteren 203,90°C’deki ekzotermik pikin mikropartikiillere ait
termogramda goriilmemesinin formiilasyon i¢indeki diisiik lizozim miktarindan

kaynaklandig: diistiniilmektedir.
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- Optimum mikropartikiil formiilasyonunun morfolojisini belirlemek amacryla
gerceklestirilen SEM analizine ait goriintiiler mikropartikiillerin kiiresel sekle sahip

olduklarini ve yiizeylerinin diizgiin oldugunu gostermistir.

- Optimum mikropartikiil formiilasyonu i¢in % 0,01 SDS iceren pH 7.4 fosfat
tamponunda incelenen salim profili mikropartikiillerin bifazik salim profiline sahip
olduklarini gostermistir. Mikropartikiil yiizeyine zayifca tutunmus ya da yiizeye yakin
kisimlarda lokalize olmus proteinler baslangigta hizli bir etkin madde ¢ikisina neden
olmustur. Baslangigtaki hizli salim asamasini etkin madde ¢ikisinin yavas oldugu
salim fazi takip etmistir. Bu asamadaki etkin madde salim hizinin yavas olmasinin
polimer matrise giiclii bir sekilde baglanmis olan proteinlerden kaynaklandigi

dasinilmustir.

- Coztinme hiz1 verilerinin kinetik degerlendirmesi sifir derece, birinci derece,
Higuchi, Korsmeyer-Peppas, Rosin-Rammler-Sperling-Bennet-Weibull (RRSBW) ve
Hixson-Crowell kinetiklerine gore gerceklestirilmistir. Yapilan degerlendirmeler
sonucunda en yiiksek r? degerinin RRSBW ile elde edildigi goriilmiistir. RRSBW
kinetiginde hesaplanan § degerinin 1°den kiigiik olmasi baslangigtaki hizli etkin madde
salimmin ardindan birinci derece kinetige benzer sekilde platoya ulastigini ve
parabolik bir ¢oziinme hiz1 profili elde edildigini gostermistir. Korsmeyer-Peppas
denklemine goére hesaplanan n degerinin 1’den kiiclik olmasi ise, etkin maddenin
mikropartikiillerden ¢ikisinin Fick yasasina uymayan (Non-Fickian) bir difiizyon

mekanizmasina sahip oldugunu gostermistir.

- Mikropartikiillerden ekstrakte edilen ve salinan lizozimin yapisal biitiinliigiini
koruyup korumadigini belirlemek amaciyla SDS-PAGE analizi yapilmistir.
Mikropartikiillerden ekstrakte edilen ve salinan lizozime ait bantlarin standart lizozim
cOzeltilerine ait bantlar ile aym1 seviyede olmasi mikropartikiillere yiiklenen ve

mikropartikiillerden salinan lizozimin yapisal biitiinliiglinii korudugunu gostermistir.

- Optimum mikropartikiil formiilasyonunun kisa siireli stabilitesinin belirlenmesi

icin buzdolabinda (2-8 °C) 6 ay siireyle bekletilen mikropartikiillerin partikiil
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biiyiikliigli, span ve zeta potansiyeli degerleri belirlenmistir. Elde edilen sonuglar

mikropartikiillerin buzdolabinda 6 ay boyunca stabilitelerini korudugunu géstermistir.

- Sectigimiz mikropartikiil formiilasyonunun pulmoner verilis i¢in uygun
kriterlere sahip olup olmadiginin belirlenmesi icin sekiz asamali Andersen cihazi
kullanilarak yapilan degerlendirmede mikropartikiillerin KOAC degeri 5,44+0,18 um,
IPF degeri ise %50,99+2,89 olarak bulunmustur. Elde edilen sonuclar hazirlanan
mikropartikiil formiilasyonlarinin inhalasyon yolu ile etkin bir sekilde

uygulanabilecegini gostermektedir.

- Sonug olarak; inhalasyon yolu ile uygulanan lizozim yiiklii mikropartikiillerin
akcigerlere ulasarak antimikrobiyal etkinliginden faydalanmayir ve hastalarin
antibiyotik yiikiiniin azaltilmasin1 hedefleyen bu ¢alismada elde edilen sonuglar
hazirlanan mikropartikiil formiilasyonlarinin inhalasyon yolu ile etkin bir sekilde

uygulanabilecegini gostermistir.

-Bu caligmanin devaminda optimum o&zelliklere sahip oldugu belirlenen
mikropartikiil formiilasyonlarinin kistik fibrozise neden olan mikroorganizmalar

tizerinde antimikrobiyal aktivitesinin incelenmesi planlanmaktadir.
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OZET

Lizozim Iceren Mikropartikiillerin Inhalasyon Formiilasyonlarimin Hazirlanmas1 ve
Degerlendirilmesi

Kistik fibrozis (KF) kalitsal bir hastaliktir. KF’e neden olan genetik degisiklik nedeni
ile KF’li hastalarda viicuttaki biitiin salgilar susuz, koyulagmis ve yogun kivamda olup akigkan
ozelligi kaybolmustur. Bu nedenle; akciger, karaciger, pankreas ve bagirsaklar gibi organlarin
kanallarinda salgilar birikerek tikanmaya, enfeksiyonlara ve hasara neden olmaktadir. KF’li
bireylerin akcigerlerinde erken yaglarda en sik stafilokok (Staphylococcus aures) ve
Haemophilus influenzae, ilerleyen yaslarda ise psddomonas (Pseudomonas aeruginosa) ile
enfeksiyonlar gelismektedir. Basta psodomonas ve stafilokoklar olmak iizere
mikroorganizmalarin  solunum yollarina yerlesmesi bu mikroorganizmalarin  kronik
kolonizasyonuna neden olmaktadir. Akcigerlerde baslangigtaki mukoid olmayan tiplerle
gecici psddomonas kolonizasyonunun yerini, tedavi edilmeyen bireylerde daha sonra aljinat
ortiisii ile kapli mukoid koloniler ile kalici, kronik psédomonas kolonizasyonu almaktadir.
Kronik psddomonas enfeksiyonlarinda, mikroorganizmalarin solunum sisteminden tam olarak
temizlenmesi miimkiin olmaz. Bu nedenle KF’li bireylerde psédomonasin solunum yollarinda
ilk kez saptandigi erken donemde, mukoid kolonilere dénmeden uzun siireli antibiyotik
tedavisi ile yok edilmesi ¢ok 6nemlidir. Bununla birlikte, uzun siireli antibiyotik kullanimina
bagli olarak pek ¢ok mikroorganizmada artan bir antibiyotik diren¢ sorunu ile
kargilagilmaktadir. Klasik antibiyotiklere karsi direng gelisimindeki artis, enfeksiyoz
patojenlere karsi etkili yeni antimikrobiyal ajanlarin gelistirilmesi gereklili§ini giindeme
getirmistir. Bagisiklik sisteminin temel bilesenleri olan antimikrobiyal peptitler ve proteinler
antibiyotiklere alternatif olarak diisiiniilmektedir.

Bu ¢alismanin amaci, inhalasyon yolu ile uygulanmak {izere KF’deki enfeksiyon
etkenlerine kars1 etkili lizozim igeren mikropartikiiler sistemler gelistirmek ve
degerlendirmektir. Antimikrobiyal etkili bir protein olan lizozim, klasik antibiyotiklere
alternatif olarak kullanilmistir. Lizozimin stabilitesini korumak, akcigerlere etkili bir sekilde
taginmasini saglamak ve salim hizim1 kontrol edebilmek amaciyla biyolojik olarak uyumlu ve
biyolojik olarak pargalanabilen bir polimer olan polikaprolakton (PCL) kullanilarak
mikropartikiilleri hazirlanmistir. Lizozim suda ¢ozlinen bir protein oldugu igin
mikropartikiillerinin hazirlanmasinda su i¢inde yag i¢inde su (s/y/s) tipi emiilsiyon ¢oziicii
buharlagtirma yontemi kullanilmistir. Hazirlanan mikropartikiillerde partikiil biiyiikligii ve
dagilimi, morfolojisi, yiikleme etkinligi, {iretim verimi ve ¢Oziinme hiz1 deneyleri
gergeklestirilmistir. Optimum 6zelliklere sahip mikropartikiillerin belirlenmesi igin 2 full
faktoriyel deney tasarimi kullamlmistir. Belirlenen optimum mikropartikiil formiilasyonunun
aerodinamik o&zellikleri degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglar lizozim igeren PCL
mikropartikiillerinin akcigerlerde etkin bir sekilde tutulabilecegini gdstermistir.

Sonug olarak; KF tedavisinde lizozim i¢eren PCL mikropartikiillerinin pulmoner verilis
icin etkin bir dozaj formu olarak degerlendirilebilecegi goriilmiistiir.

Anahtar Sézciikler: Akcigerlere Hedefleme, Inhalasyon, Kistik Fibrozis, Lizozim,
Mikropartikiil
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SUMMARY

Preparation and Evaluation of Inhalation Formulations of Lysozyme Containing
Microparticles

Cystic fibrosis (CF) is an inherited disease. Due to the genetic change that causes CF,
all secretions in the body are dehydrated, darkened and have a dense consistency, and their
fluidity is lost in patients with CF. Because; secretions accumulate in the channels of organs
such as the lungs, liver, pancreas and intestines, causing obstruction, infections and damage.
In the lungs of individuals with CF, infections with staphylococci (Staphylococcus aures) and
Haemophilus influenzae most frequently develop in early ages, and with pseudomonas
(Pseudomonas aeruginosa) in later ages. The settlement of microorganisms, especially
pseudomonas and staphylococci, in the respiratory tract causes chronic colonization of these
microorganisms. Initial transient pseudomonas colonization of the lungs with non-mucoid
types is replaced by persistent, chronic pseudomonas colonization in untreated individuals,
with later mucoid colonies covered with an alginate mantle. In chronic pseudomonas
infections, it is not possible to completely clear the microorganisms from the respiratory
system. Therefore, in the early period when pseudomonas is detected in the respiratory tract
for the first time in individuals with CF, it is very important to eradicate it with long-term
antibiotic therapy before it returns to mucoid colonies. However, an increasing problem of
antibiotic resistance is encountered in many microorganisms due to long-term use of
antibiotics. The increase in the development of resistance against classical antibiotics has
brought up the necessity of developing new antimicrobial agents effective against infectious
pathogens. Antimicrobial peptides and proteins, which are essential components of the
immune system, are considered as alternatives to antibiotics.

The aim of this study is to develop and evaluate microparticular systems containing
lysozyme effective against infectious agents in CF for inhalation administration. Lysozyme,
an antimicrobial effective protein, has been used as an alternative to classical antibiotics.
Microparticles of lysozyme were prepared using polycaprolactone (PCL), a biocompatible and
biodegradable polymer, in order to maintain the stability of the lysozyme, ensure its efficient
transport to the lungs and control the release rate. Since lysozyme is a water-soluble protein,
water-in-oil (w/y/s) type emulsion solvent evaporation method was used in the preparation of
its microparticles. Particle size and distribution, morphology, loading efficiency, production
efficiency and dissolution rate experiments were carried out in the prepared microparticles. 24
full factorial experimental designs were used to determine microparticles with optimum
properties. The aerodynamic properties of the determined optimum microparticle formulation
were evaluated. The results showed that PCL microparticles containing lysozyme can be
effectively retained in the lungs.

As a result; It has been observed that PCL microparticles containing lysozyme can be
evaluated as an effective dosage form for pulmonary administration in the treatment of CF.

Keywords: Cystic Fibrosis, Inhalation, Lysozyme, Microparticle, Targeting to Lungs
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formed. In the second method, both
homogenization using Ultraturrax and high
pressure homogenization with different pressure
were applied and the organic phase was
evaporated (6 or 24 h) to form nanoparticles.
Filtration through cellulose acetate filters (0.20 pm)
was employed to some of the samples. Particle
size and PDI values of EC-NP were measured
using a Malvern Zetasizer ZS.

Results: As for EC-NP applied first preparation
method, the particle size were between 199.3-
248.4 nm while PDI values were below 0.2
depending on concentration of PVA used (Table 1).
Table 1. Particle size and PDI values of EC-NP
obtained by first preparation method (n=3).

PVA Santrifuge Evaporation Mean Particle

PDESD

(%) (rpm) Time (h) Size (nm)+SD
0.2% T0.000 7 73055136 01272002
% 10.000 4 248412.88 0.18020.04

For the EC-NP prepared by second method, the
particle sizes of the formulations were between
154.8-179.8 nm and PDI values were less than 0.3
(Table 2) depending on the different process
parameters used.

Table 2. Particle size and PDI values of EC-NP
obtained by using different process parameters
(n=3).

Evaporation il Mean Particle p—
time (h) Hration 1 gize (nmysp =

Pressure

e cycle

800 8 6 + 154.847.33 0.20740.01

1200 8 24 177.0+8.38 0.2480.01

1200 8 24 + 179.845.51 0.27140.01

Conclusions: It was concluded that process
parameters such as pressure, cycle, evaporation
time, filtration and PVA amount have critical effects
on the patrticle size distribution of EC-NP.
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Introduction: Hypertension is an important public
health problem because of its worldwide
prevalence and its potential for death when
combined with other diseases (1). The active
pharmaceutical ingredients irbesartan (IRB) and
hydrochlorothiazide (HCT) have been approved by
the U.S. Food and Drug Administration (FDA) for
the treatment of hypertension. In our study, we will
perform quality control (QC) tests on combined all
IRB/HCT tablets available in the Turkish market.

Materials and Methods: IRB/HCT (300/25 mg)
fixed dose combination drug product from the
Turkish pharmaceutical market were chosen for
the studies. IRB and HCT were quantified using
HPLC with photo-diode array detection at 230 nm
in the presence of avanafil (AVA) as an internal
standard. Cys core-shell column (SUPELCO®
Ascentis Express, 100 x 4.6 mm, 2.7 ym i.d.) was
used for separation. 30 mM sodium acetate buffer:
water: acetonitrile (40:40:20, v/v/v) was used as
the mobile phase in gradient separation mode. The
developed method was fully validated in
accordance with the ICH Q2 (R1) guidelines (2).

Results: The retention times of HCT, IRB and AVA
were 2.8, 46, and 53 min respectively. The
regression coefficients of the calibration lines were
found to be 0.9996 and 0.9980 for IRB and HCT.
The recovery values of one of the randomly
selected market preparations were 99.0% -
100.1% for IRB and 98.6%-100.9% for HCT. All
tablet data has been evaluated and interpreted in
accordance with USP standards.

Conclusions: The full validated method was
successfully applied to studies of content
uniformity and dissolution. It was discovered that
the method we developed can be used to
determine both IRB and HCT at the same time.
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Introduction: The growing problem of multidrug-
resistant bacteria has encouraged the search for
therapeutic alternatives to conventional antibiotics.
To this end, there is a growing interest in the use
of antimicrobial peptides (1). Lysozyme is a
monomeric protein that can be used in the
treatment of microbial infections due to its
antimicrobial activity, but the relatively narrow
antimicrobial spectrum, instability and easy
inactivation make the practical application of free
lysozyme quite limited (2). Considering these
reasons, poly-e-caprolactone (PCL) microparticles
of lysozyme were prepared using the full factorial
design in this study.

Materials and Methods: Lysozyme, egg white
was obtained from Vivantis (Oceanside, CA). Poly-
g-caprolactone (PCL), poly(vinyl alcohol) (PVA)
and dichloromethane (DCM) were from Sigma
(Germany). Lysozyme loaded microparticles were
prepared by wlofw double emulsion solvent
evaporation method. Based on a 2* full factorial
design, different lysozyme concentrations, DCM
volumes, PVA volumes and stirring rates were
used as independent variables. Particle size of
microparticles were measured with a laser
diffraction particle size analyzer (Mastersizer 3000,
Malvern Panalytical, UK). The encapsulation
efficiency (%) was calculated using following
equation. Encapsulation efficiency
(%)=(Calculated drug concentration)/(Theoretical
drug concentration)x100.

Results: The effects of DCM volume, PVA volume
and stirring rate on particle size were found to be
significant (p<0.05). Otherwise, the effects of
lysozyme concentration and PVA volume on
encapsulation efficiency is significant (p<0.05).

Conclusions: The PCL microparticles containing
lysozyme were prepared successfully by using
w/ofw double emulsion solvent evaporation
method. As a result, lysozyme loaded PCL
microparticles can be used in the treatment of
microbial infections.

References:

1.Tapan et al, (2011).
Research, 37:9, 536-541.
2. Wu et al,, (2017). Carbohydrate Polymers, 155,
192-200

P007: EVALUATION OF IN VITRO-IN VIVO
RELATIONSHIP: BOSENTAN-LOADED
LIPID BASED FORMULATION VERSUS
COMMERCIAL PRODUCT

12Timur, B, 'Yilmaz Usta, D., 'Teksin, ZS.

Experimental Lung

! Gazi University, Department of Pharmaceutical
Technology, Ankara, Turkey,
viimazduyquusta@qgaziedu.tr,
zsteksin@qgazi.edu.tr

2 Zonguldak Bilent Ecevit University, Department
of Pharmaceutical Technology, Zonguidak,
Turkey, burcu.timur2@gazi.edu.tr

Introduction: In the U.S. FDA guidance, In Vitro-
In Vivo Relationship (IVIVR) is defined as a
relationship between in vivo bioavailability and the
in vitro release profiles, which can be described by
a relationship other than that of a straight line (1).
A stronger relation provides a prediction of in vivo
results using in vitro data. Moreover, IVIVR allows
a decrease in the number of in vivo studies,
formulation optimization, enhance product quality,
reduce costs of drug development (2). The aim of
this study was to investigate IVIVR for Bosentan-
loaded SNEDDS, S-SNEDDS tablet, and
commercial product (Tracleer®).

Materials and Methods: Piecewise Cubic Hermite
Interpolating Polynomials (PCHIP) method was
used to develop point-to-point relation between in
vitro  dissolution data and in vivo plasma
concentration by MATLAB Version 9.10
(MathWorks, MA, USA). With this method, the
unknown intermediate values (the missing points)
were found at any unknown intermediate time
points (3). With this method, the data set was
generated by applying interpolation to 5, 10, 15, 20,
25, 30, 35, 45, 50, 55, and 60 minutes. The
relationship between in vitro and in vivo data at
these time points was evaluated.

Results: The relationship between fasted group
plasma concentration and FaSSIF, FaSSIF V2,
FDA-recommended media (a distilled water media
containing 1% SLS), and the relationship between
fed group plasma concentration and FeSSIF,
FeSSIF V2, FDA-recommended media were
evaluated. The correlation coefficient (R?) was
given in Table 1.

Table 1. The correlation coefficient for reference,
SNEDDS, and S-SNEDDS tablet in the fed and
fasted states

The biorelevant media simulate gastrointestinal
fluids better than FDA-recommended media.
Compared to 1% SLS, the stronger relation was
obtained in biorelevant media.

Conclusions: The positive relations were
successfully obtained between in vitro dissolution
data and in vivo plasma concentration. Since the
SNEDDS and S-SNEDDS tablet increased
solubility, dissolution, and lymphatic absorption of
bosentan, a higher relation was observed between
in vitro dissolution and plasma concentration. The
lower correlation coefficient was obtained in the
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