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ONsOz

Bu c¢alismada, akciger enfeksiyonlarinin tedavisi igin kullanilan antibiyotiklerden
levofloksasin hemihidrat'in pulmoner yolla uygulamaya yonelik mikropartikiler kuru toz
formiulasyonlari gelistirilmis ve degerlendirilmistir.

Bu tez ¢alismam boyunca ilgi ve destegini esirgemeyen, bilgi ve tecribesiyle bana destek
olan, deneysel calismalarim igin her tirli imkani saglayan danismanim Prof. Dr. Asuman
BOZKIR'a sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Bu tez calismamda bana yardimci olan, destek ve katkilarini esirgemeyen, sorunlarin
asilmasi icin bilgi ve tecriibesiyle yol gdsteren Yrd. Do¢. Dr. Sayin Burcu DEVRIM’e
tesekkirlerimi sunarim.

Bu calismay! yapabilmem icin bana her tirlii imkani saglayan A.U. Eczacilik Fakiiltesi
Eczacilik Teknolojisi Bolumi{ ve Farmasoétik Teknoloji Anabilim Dali Baskani Prof. Dr. Sayin
Nilifer TARIMCl’'ya, ve 6nceki anabilim dal baskanimiz Prof.Dr. Sayin Asuman BOZKIR'a
tesekkdrlerimi sunarim.

Calismamizda kullandigim levofloksasin hemihidrat'in teminini saglayan Kocak Farma ilag
firmasina tesekkir ederim.

SEM analizlerinin yapilmasinda yardimci olan Enver KAHVECIi'ye, DSC analizlerinde yardimci
olan Yrd. Dog. Dr. Burcu DEVRIM’e, FTIR analizlerinde yardimci olan Dog.Dr.Mehmet ALP'e,
antimikrobiyal aktivite testlerinin yapilmasinda yardimci olan Yrd.Dog¢.Dr. Mijde
ERYILMAZ a tesekkiri borg bilirim.

Calismalarim sirasinda dostluk ve yardimlarini esirgemeyen degerli arkadaslarim Uzm. Ecz.
Rilya CAMCA, Ecz. Tugba EREN BONCU ve Uzm. Ecz. Umut Can OZ'e ¢ok tesekkiir ederim.

Tim hayatim boyunca oldugu gibi, tez galismalarim siiresince de sevgi ve desteklerini
sonuna kadar hissettigim, sevgili babam Sahabeddin IMAMOGLU'na, sevgili annem Naciye
IMAMOGLU'na ve sevgili kardesim Tayfun IMAMOGLU'na sonsuz tesekkiir ve
minnettarligimi sunarim.
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goruntileri
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Tayin siniri (LOQ) bulgulari

Levofloksasinin distile su ve pH 7,4 fosfat tamponu igin dogrusallik
parametreleri

Farkh miktarlarda PLGA ile hazirlanan énformilasyonlarin enkapsilasyon
etkinligi bulgular

On formiilasyonlara ait iretim verimi bulgular

Hazirlanan mikropartiklllere ait partikil bayiklGgl, span ve standart
sapma bulgulari

ic fazda farkli Tween tipleri ve konsantrasyonlari kullanilan
mikropartikiillerde enkapsiilasyon etkinligi bulgulari

Dig fazda farkh Span tipleri ve konsantrasyonlari kullanilan
mikropartikiillerde enkapsiilasyon etkinligi bulgulari

ic fazda farkl Tween tipleri ve konsantrasyonlari kullanilan
mikropartikillerde triin verimi bulgularn

Dis fazda farkli Span tipleri ve konsantrasyonlari kullanilan
mikropartiklllerde triin verimi bulgular

F4 ve F6 formilasyonlarina ait ¢éziinme hizi kinetikleri bulgulari

F4 ve F6 formilasyonlarina ait sikistirilmis dansite bulgulari

F4 ve F6 formiilasyonlarinin inhalac 70, inhalac 120 ve inhalac 230 ile 1:5
oraninda hazirlanmig karisimlarina ait sikistirilmis dansite bulgulari
Mikropartikiillerin tek basina ve inhalac karisimlarina ait KOACt bulgulari
F4 ve F6 formilasyonlarina ait antimikrobiyal etkinlik testi sonuglari

Xi



1. GIiRIS

Akciger hastaliklari, oldukca yaygin ve tim vyas gruplarini etkileyen 6nemli bir saglk
problemidir. Ginidmizde bu hastaliklarin tedavisi, genellikle antibiyotiklerin oral ve
parenteral uygulanmasi yoluyla yapilmaktadir. Ancak antibiyotiklerin yliksek dozda sistemik
uygulanmasi gesitli yan etkilere oldugundan, akcigeri direkt hedef alan ve béylece sistemik
etkiyi minimum diizeye g¢ekebilecek bir tedavi yontemine ihtiya¢ dogmustur. Akcigerlerin,
genis ylzey alani, ince epitel tabakasi, yliksek damarlanma agi ve ilk gecis etkisini elimine
edilebilmesi gibi, hem lokal hem sistemik tedaviler acisindan avantajlara sahip oldugu
bilinmektedir. Akcigerler ayni zamanda astim, kistik fibrozis, akciger kanseri, tliberkiiloz gibi
hastaliklarda, sistemik tedavideki istenmeyen etkiler olmaksizin, hastalikli bolgeye direk
ulasimi saglamaktadir (Labiris ve ark., 2006). Mikropartikuller, biyuklikleri 0.1 pm-200 pm
arasinda degisen kii¢lik kati partiklller veya etrafi gesitli sentetik veya dogal polimerlerle
cevrili damlaciklardir (Komatsu ve ark., 1983). Son yillarda ilag tasiyici olarak sik¢a kullanilan
mikropartikiller, biyolojik olarak parcalanabilen ve biyolojik olarak uyumlu
biyomateryallerden hazirlanabilmektedir. Mikropartikiller, tedavide hedef bolgelere etkin
madde tasiyabilme, etkin maddeyi enzimatik pargalanmadan koruma, uzun sireli salim
saglayabilme, suda ¢6zlinmeyen/az ¢ozliinen maddelerin tasinabilmesi ve biyoyararlanimin
artirilmasi gibi avantajlar saglamaktadir. Levofloksasin hemihidrat, florokinolon grubu bir
antibiyotik olup, akciger enfeksiyonlari basta olmak lizere gesitli bakteriyel enfeksiyonlarin
tedavisinde etkili oldugu bilinmektedir. Birgok akciger hastaliginin tedavisinde inhalasyon
yoluyla yapilan tedavinin yararini destekleyen calismalar glinden giline artmaktadir.
Calismamizda, levofloksasin  hemihidrat’in, pulmoner yolla uygulamaya ydnelik
mikropartikiiler sistemlerini iceren kuru toz inhaler formilasyonlarinin gelistirilmesi

amaclanmistir.

1.1. Solunum Sisteminin Yapisi

ilacin akcigerlerdeki dagilimi, akciger anatomisi ile son derece baglantilidir. Pulmoner sistem
agac benzeri bir dallanmaya sahip olup, Ust ve alt bélge olarak iki kisimda incelenebilir. Ust
bolgede agiz, nazal bolge, farenks, larenks, trake ve bronslar, alt bolgede bronsioller ve
alveoller bulunur. Alt bolgenin ilk dallanmalari daha ¢ok havayr nemlendirme, 1sitma ve

transfer gorevini gormektedir.



Respiratuvar boélge denilen son dallanmalar ise gaz degisiminden sorumludur.

arttik¢a ylzey alani genislemektedir (Zeng ve ark., 2001).
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Sekil 1.1. Pulmoner sistemin yapisi (Zeng ve ark., 2001)

1.2. Pulmoner Epitelin Yapisi

Dallanma

Pulmoner sistem 40'tan fazla hiicre tipine sahiptir. Bronslarda bulunan hiicreler, aralarinda

salgl hicrelerinin de bulundugu, ¢ogunlukla goblet hiicreleri ve siliali hiicrelerdir.

Siliali

epitel hiicrelerinin her birinde yaklasik 5 um uzunluk ve 0,25 um ¢apinda ortalama 200 adet

silia bulunmaktadir. Bronsiol bolgedeki epitellerde ise siliali kiibik hiicreler agirlikta olup diiz

kas hiicreleri de bulunmaktadir. icerisinde mukus salgilayan graniiller bulunan Goblet

hiicreleri ve salgl hiicreleri alt solunum yollarina gittikce azalmakta, bronsial sekresyon ve

yliksek metabolik aktiviteye sahip Clara hiicreleri ise artmaktadir. Alveoler boélge epiteli

daha diz bir ylizeye sahiptir ve 0.1-0.5 um kalinhgindadir. Bu kisimda iki tip epitel hiicre

bulunmaktadir. Tip-1 pndémositler, hava-kan bariyerinin ¢cok yakin oldugu ince yapidaki

hicrelerdir.



Alveol keseleri cevreleyen epitelin neredeyse tamamini Tip-1 hicreler olusturmakta, az
miktarda Tip-2 hiicreleri de bulunmaktadir. Tip-2 pndémositler ise temel olarak pulmoner
surfaktan salgilanmasindan sorumludur (Courrier ve ark., 2002). Alveollerin sahip oldugu
genis ylzey alani, yliksek damarlanmaya sahip bir ag seklinde sistemik dolasima erisim

saglamaktadir (Stone ve ark., 1992).

Siliali hucre

Bazal hucre Brony

Goblet hucresi
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Sekil 1.2. Pulmoner epitelin yapisi (Karhale ve ark., 2012)

1.3. Respiratuvar Bolgede Partikiillerin Tutulmasina Etki Eden Faktorler

ilacin pulmoner sistemde bélgesel tutulumunu etkileyen faktérlerin basinda partikiiliin
aerodinamik davranisi gelmektedir. Bununla beraber hastanin nefes alma sekli (hiz, hacim
ve kalis siiresi) ve solunum yolu morfolojisi, inhalasyon cihazinin bir seferde akcigere verdigi
ilag miktari ve uygulama siiresi de partikullerin bolgesel tutulumunu etkiler. Pulmoner yolla
uygulama icin partikillerin optimal aerodinamik capi ortalama 1-5 mikron arasinda

olmalidir.



Daha buyidk partikiller Gst solunum yolu bdlgelerinde tutularak respiratuvar bolgeye
gecememekte, daha kiiglik partikiller ise gaz benzeri davranis gostererek nefesle birlikte

disari verilebilmektedir.

inhalasyon esnasinda partikiiller respiratuvar bélgede farkl mekanizmalarla tutuluma ugrar.

Bu mekanizmalardan en 6nemlileri: carpma (impaction), sedimantasyon ve diflizyondur.

Carpma

Sedimantasyon

Difiizyon

Sekil 1.3. Partikillerin respiratuvar bolgede tutulma mekanizmalari (Lohrmann, 2005)

- Carpma (Impaction): Partikiller inhale edildikten sonra, hava solunum yollar boyunca
ilerlerken, akimin yon degistirdigi bolgelerde yeterli momentuma sahip partikdllerin, hava
akimi  dogrultusu disinda davranarak Onlerine c¢ikan bariyerlere carpip tutuluma
ugramasidir. 5 mikron capindan blylk partikiller bu mekanizmayla st akciger
bolgelerinde tutulmaktadir. Carpma yontemiyle tutulum, partikidl buydklGgindn,

dansitesinin ve hava akim hizinin artisiyla artmaktadir.

- Sedimantasyon: inhale edilen partikiillerin yercekimi etkisiyle tutulmasidir. Bu mekanizma

hava akim hizinin 6nemsiz oldugu alt solunum bolgelerinde gerceklesmektedir. Havanin



akcigerlerde kalma siiresi sedimantasyon ile tutulmayi etkilemektedir. Bu mekanizma 1-5

mikron arasindaki partikiller icin gegerlidir.

- Diftizyon: Capi 1 mikrondan kigik partikillerin hava akisi icerisinde gaz molekiillerinin
carpisma etkisiyle Brownian hareketi gostererek akcigerde tutulmasidir. Partikll bayiklGgu
azaldik¢a Brownian diflizyon hareketi artmaktadir. Diflizyon yoluyla tutulma, akcigerin derin
bolgelerinde gerceklesen bir mekanizmadir ve partikillerin bu bolgelerde kals siresi de

tutulmayi etkileyen faktorlerdendir. (Zeng ve ark., 2001)

ilag-cihaz kombinasyonunun dogru olmasi ve uygun partikiil biyikligi saglama, ilaci
akcigerde istenen bolgeye ulastirma konularinda olduk¢a 6nemlidir. Buna ek olarak,
hastanin nefes alma sekli de partikiil tutulumunu etkilemektedir. Hizli inhalasyonla
partikiiller larinks ve burun ylizeyine carpmakta, akcigere ilerleyememektedir. Yavas bir
inhalasyon ise 10 um’ye kadar olan partikillerin akcigere girmesine izin verebilmektedir.
Bireyler arasindaki degiskenlik, oldukca yavas inhale ederek ve/veya kiicuk partikiller (1-3
um) kullanilarak azaltilabilmektedir. Bunlara ek olarak, hastaliga bagli olarak akcigerlerde
gelisen bronkokonstriiksiyon ve inflamasyon gibi durumlar, partikillerin solunum yollarinda

ulasabildigi bolgeyi degistirebilmektedir (Scheuch ve ark., 2007).

1.4.Pulmoner Yolla ilag Uygulamasinin Avantajlari ve Dezavantajlari

Akcigerler, daha 6once bahsedilen yapisal avantajlari, sistemik tedavinin neden oldugu yan
etki riskini minimum dizeye c¢ekmesi, ilk gecis eliminasyonunu elimine etmesi gibi
avantajlarinin yaninda, non-invaziv uygulama saglamasiyla hasta uyuncunu artirmaktadir
(Mansour ve ark., 2009). Pulmoner vyolla ila¢g uygulamasinin avantajlari yaninda
dezavantajlari da bulunmaktadir. inhalasyon cihazlarinin gesitliligi ve aparatlarinin kullanimi,
cocuk ve yasl hastalarda uyuncu azaltabilmektedir. ilag dozunun tekrarlanabilirligi ve
akcigerdeki dagihmi, hastanin kullanimindan ve nefes alma profilinden etkilenebilmektedir.
Lokal etkili ilaglarda oro-farenks bolgesinde birikme, lokal yan etkiler ortaya ¢ikmasina

neden olabilmektedir (Taylor ve Kelleway, 2001).



1.5. Aerodinamik Partikiil Davranisi ve Mikropartikiillerin Aerodinamik Ozelliklerinin
Belirlenmesi

Partikillerin aerodinamik davranisi, partikl blyuklGgl, sekli, dansitesi, yer degistirme hizini
ifade eden bir terimdir. Bir partikller sistemin kiitlesel ortalama ¢api (KOC), partikillerin
agirhkga %50’sinin altinda, %50’sinin de lzerinde bulundugu ¢ap olarak tanimlanmaktadir.
Kimdilatif dagihm egrisinde %50 noktasina tekabill eder. Ancak partikiiller genellikle
diizensiz sekillere ve farklh dansitelere sahip oldugundan, davranislarini belirleyebilmek icin
aerodinamik caplari dikkate alinmaktadir. Kiitlesel ortalama aerodinamik ¢ap (KOAC) ise,
partikiil cékelme hizi ile ayni ¢cdkelme hizina sahip olan birim yogunluktaki (1g/cm3) bir

kiirenin ¢capidir (Labiris ve Dolovich, 2003).
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dgeo: Geometrik cap

v: Sekil faktorl (Bu faktor kiire igin 1’dir)

p: Partikiillerin ortalama sikistiriimis dansitesi

prer: Referans dansite (Suyun dansitesidir, 1g/cm* e esittir)

Cascade impactor’lar aerodinamik partikiil 6zelliklerinin testi igin farmakopelerde yer alan
sistemlerdir. Bu yontem; hem aerodinamik capin, hem icerikteki aktif farmasotik
bilesenlerin, hem de icerikteki dozun ol¢gimiine imkan vermektedir. Cascade impactor’lar
partikilleri, yogunluk ve sekillerini bilmeye gerek olmaksizin, partikil eylemsizliklerine gore
ayiracak hassasiyete sahip olarak gelistirilmislerdir. Partikil eylemsizligi ise hiz ve
aerodinamik partikiil ¢apinin bir fonksiyonu olarak tanimlanmaktadir. Test cihazi igin;
partikiiller “kuru” bir ylizey veya kapta toplaniyorsa 'impactor', partiklllerin carptig ylizey

sivi ise 'impinger' terimleri kullanilmaktadir.
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Sekil 1.4. Anderson Cascade Impactor cihazinin genel gériinim{ (Copley Scientific, 2015)

islemin prensibine gore, partikiller hava ile birlikte caplarina goére alt alta siralanmis elek
tabakalarindan gecirilir ve aerodinamik caplarina gore tabakalara carparak birikirler. En
kiigiik partikiiller ise hava ile birlikte alt katmanlara dogru harekete devam ederler. islem

sonunda her plakadaki partiktller uygun bir ¢oziciye alinarak HPLC ile miktar analizi yapilir.
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Sekil 1.5. Anderson Cascade impactor'da partikil hareketinin sematik gosterimi (Copley ve Lewis,

2011)



1.6. inhalasyon Cihazlari

Etkin maddenin akcigerin derin bdlgelerine ulasabilmesi igin inhalasyon cihazinin, 1-5
mikron buyudklGginde partikiller iceren formilasyonu disari verebilmesi gerekmektedir.
Cihaz ayrica dozlarin tekrarlanabilirligini ve saklama siresinde formilasyonun fiziko-
kimyasal stabilitesini de saglamalidir. Glinimiizde inhalasyon cihazlari olarak, 6lglli doz

inhalerler (ODI), nebulizérler ve kuru toz inhalerler (KTi) gelistirilmistir.

1.6.1. Olgiilii Doz inhalerler

Olgiilii doz inhalerler, kompakt olmalari, kullanim kolayhgi saglamalari ve kullanima hazir
yapilari nedeniyle glinimizde yaygin kullanima sahiptir. Bu cihazlar "itici gaz" icermekte
olup, gerekli puskirtme ozelligi ve buhar basinci bu gaz araciligiyla saglanmaktadir.
Kloroflourokarbonlar (CFC) uzun sire itici gaz olarak kullaniimistir ancak cevresel zararlari
ortaya ciktiktan sonra kullanimi yasaklanmistir. Klorofluorokarbonlara alternatif olarak
gelistirilen hidroflouroalkanlar ise daha az zararli olsa da stipheleri ortadan kaldirmamistir.
Ancak bir formilasyonda itici gazin degistirilmesi bircok calisma gerektirmektedir. Bunun
nedeni, 6lcili doz inhalerlerde kullanilan itici gazlarin polaritelerinin, buhar basinglarinin,
dansitelerinin birbirlerinden farkh olmasi, bunun da etkin maddenin ¢ozUnarlGgina ve
dolayisiyla akcigerdeki tutunma 6zelligini etkilemesidir. Bazi hastalarda bogazdaki yarattig
soguk etki 6ksirme refleksine neden olmakta, bu da mikropartikillerin solunum vyollarina
gecisine engel olmaktadir. Ayni zamanda 6l¢tli doz inhaler kullanimi, hastanin nefes
almasiyla inhalerden ilag cikisinin senkronize olmasini gerektirmektedir. Bu durum ise hasta
uyumsuzluguna neden olmaktadir. Bu problemleri ¢dzebilmek adina inhalasyon cihazinin
agiz kismina takilan "spacer" isminde ara cihazlar gelistirilmistir. Bu ara cihazlarla
partikillerin inhalerden ¢ikis hizi dismekte, iglerinde partikiil bulutu olusturuldugu igin
nefes koordinasyonu ihtiyaci ortadan kalkmaktadir (Podzceck, 1997, Zeng ve ark., 2001).
Ayni zamanda biyuk partikiller bu kissmda ayrildigi icin agiz/bogaz kisminda kalan partikiil

sayisi azaltihp, akcigere gecis yapan partikdllerin sayisi artirilabilmektedir (Steckel, 2003).

Bronsiyal astim ve kronik solunum yolu hastaliklarinda inhalasyon yolu ile tedavide ODI ilk
olarak disiiniilen aerosol ila¢ seklidir. ODI sistem yiizlerce kez piiskiirtme yapabilmekte ve

her plskirtmede 25 - 100 ul ¢bzicl icinde 10 -100 pg disperse edilmis etkin madde



tasiyabilmektedir. Genellikle ODIi formiilasyonlari siispansiyon veya c¢ozelti seklinde

hazirlanmaktadir.

Siispansiyon
bicimindeki ilag

ﬂ . Doz odacig

Sekil 1.6. Ornek 6lciili doz inhaler kesiti (Erk., 2002)

1.6.2. Nebulizorler

Nebulizorler daha ¢ok hastanede tedavi géren, hareketlerinde kisitlama olan veya diger
cihazlarn kullanmakta gliclik c¢eken hastalarda (6zellikle 4 wvyas alti ¢ocuklarda)
kullanilmaktadir. Bu yolla inhalasyon hastaya genelde maske yardimiyla yaptirilmaktadir.
Olgiilii doz inhalerler veya kuru toz inhalerlerle verilemeyecek kadar biiyiik dozlarin hastaya
verilebilmesine de olanak saglamaktadir. Herhangi bir nefes koordinasyonu
gerektirmemekte ve sirekli inhalasyon saglanmaktadir. Nebulizérler etkin madde iceren
¢Ozelti veya slspansiyonlari sprey haline donistlirerek kiicliik boyutta damlaciklar haline
getirmekte, bu da etkin maddenin akcigerlerin derin kisimlarina penetrasyonuna imkan
vermektedir. Jet nebulizor ve ultrasonik nebulizor olarak farkh tiplerde, farkli yontemlerle
damlacik olusturmaktadir. Jet nebulizorler, basingli bir gaz yardimiyla ¢ozelti kapiller
icerisinden gecirerek, ultrasonik nebulizorler ise ylksek frekansta ses dalgalarinin meydana
getirdigi vibrasyon yoluyla ¢6zelti veya slispansiyonu nebulize etmektedir. Diger inhalasyon
cihazlariyla karsilastirildiginda nebulizorler biylk boyutta ve pahali olmalari, kullaniminin

zaman gerektirmesi yoniyle dezavantajlara sahiptir. 2004 yilinda Boehringer firmasinin



tanittigl Respimat® SMI (Soft Mist™ Inhaler) nebulizor tasinabilir olup daha yumusak, yavas
hareket eden bir partikiil boyutu olusturmayl basarmis ve daha iyi bir akciger

penetrasyonuna olanak saglamistir.

Sekil 1.7. Ornek nebulizér cihazi (Tiirk Toraks Dernegi, 2014)

1.6.3. Kuru Toz inhalerler

Son yillarda kuru toz inhalerler (KTi), daha yiiksek miktarda etkin madde tasiyabilme ve
stabilite saglama yonlyle 6ne ¢ikmis, cevreye zararli gaz icermemeleri ve kompakt yapilari
sayesinde Ol¢lili doz inhalerlere ve nebulizorlere alternatif olmustur (Barclay ve Begg,
1994). Formilasyonun kuru toz formunda olmasi, saklama siresince yiksek bir fiziko-
kimyasal stabilite saglanmasina olanak vermektedir. En 6nemli 6zelliklerinden biri pasif
nefesle aktive olmasidir, yani hastanin nefes-el koordinasyonuna gerek yoktur. Ancak bu
durum, akcigere tasinan ilag miktarinin hasta nefes alma kuvveti ve siiresi ile beraber
degismesine neden olur. Tasinmasi kolay, nebulizérlere gére daha ucuz cihazlardir ve doz
tekrarlanabilirligine imkan vermektedir. Piyasada bircok tipte kuru toz inhaler
bulunmaktadir. Bazi KTi'ler, her dozun ayri ayri doldurulmus oldugu jelatin kapsiiller cihazin
icine yerlestirilerek kullanilmaktadir. inhalasyondan énce gerekli dozu iceren kapsiil, metal
ignelerden olusan bir mekanizmayla delinmekte ve inhalasyon sirasinda toz bu deliklerden
disari verilmektedir. Bunun disinda, kuru toz formilasyon blisterler halinde bdlinmis

olarak da bulunmaktadir. inhalasyondan énce inhaler icerisindeki blister delinmekte ve

10



tozu disari verebilmektedir. Bu cihazlarin avantaji, kuru toz formilasyonunun kullanim
anina dek havadaki nemle temasinin 6nlenmis olmasidir (Steckel, 1997). Tekli doz veren
cihazlara her seferinde yeni doz yerlestiriimesi gerekmektedir. Coklu doz igeren cihazlarda
ise kuru toz bir bolmede depolanmakta, her inhalasyondan 6nce gerekli doz cihaz icerisinde

bulunan dozlama Unitesiyle yapilmaktadir.

Ust bolum

Kuru toz bolmesini
ayiran kisim

Tozformulasyon

bolomd

Dozayarlama
cemberi

AZiz bolomi

Sekil 1.8. Ornek kuru toz inhaler (Easyhaler® , Juntunen-Backman ve ark., 2002)

1.7. Pulmoner Yolla Uygulanan ilag Tasiyici Sistemler

1.7.1. Lipozomlar

Lipozomlar, etkin madde tasiyici sistemlerden biri olup 20 nm- 10 mikrometre arasinda
degisen partikiil buytkligune sahiptirler. Yapilarinda su fazdan olusan cekirdegi saran en az
bir lipid cift-tabaka bulunmaktadir. Bu lipid tabakalar arasinda sulu faz icermektedirler.
Lipozomlar, yapilarindaki sulu faz nedeniyle hidrofilik molekdllerin, lipid cift-tabakalar
sayesinde hidrofobik molekillerin tasinabilmesine olanak vermektedir. Lipozomlarin,
akciger slrfaktaninda bulunan materyallerle hazirlanabilmesi, onlari akcigerlere uygulama
icin ozellikle uygun duruma getirmektedir. Akciger sirfaktanlari ise kompleks bir karigim
halinde salgilanmakta olup, yapisi %85 oraninda fosfolipidlerden olusmaktadir. Bunlar
arasinda en yiiksek miktara sahip olan dipalmitoilfosfatidilkolindir ve bunu fosfatidilgliserol
izlemektedir (King, 1984). Akciger sirfaktani ayni zamanda kolesterol ve serum disi

proteinler icermektedir ve bu proteinler sirfaktanin dagilma, absorbsiyon ve tekrar
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kullanimi bakimindan 6nem tasimaktadir (Wright ve Clements, 1987). Surfaktanin klirens
ve tekrar kullanim mekanizmalari, alveolde tutulan lipozom miktarini etkileyen en biyik
faktordir. Yapilan c¢alismalarda, radyoaktif olarak isaretlenmis lipozomlarin akcigere
uygulanmis, lipozomal fosfolipidlerin hizla akciger parankimasina baglandigi belirtilmistir.
Lipozomlarin yapisal kompozisyonu, pulmoner absorbsiyonunun hiz ve derecesini etkileyen
faktorlerden biridir. iceriginde fosfatidilgliserol tasiyan lipozomlarin daha hizli ve yiiksek
oranda absorbe edildigi arastirmacilar tarafindan tespit edilmistir (Oyarzun ve ark., 1980,

Morimoto ve Adachi., 1982).

Lipozomlar son vyillarda hayvanlarda ve insanlarda denenmistir. Bu calismalarda baslica
sitotoksik ajanlar, antiastmatik etkin maddeler, antimikrobiyal ve antiviral etkin maddeler
ve sistemik etkili antioksidanlar lipozomlara ylklenmistir. Bakteriyel, fungal ve viral
enfeksiyonlarin tedavisinde, asi ve immiinomodilatér olarak c¢alismalar yapilmistir
(McCullogh ve Juliano, 1979, Gilbert ve ark., 1988, Mihalko ve ark., 1988, McCalden ve ark.,
1989, Taylor ve ark., 1989).

1.7.2. Mikropartikiiller

Mikropartiklller biydklikleri 0.1 um-200 um arasinda degisen kiiglk kati partikiller veya

etrafi cesitli sentetik veya dogal polimerlerle cevrili damlaciklardir (Komatsu ve ark., 1983).

Mikropartikiller  biyolojik olarak pargalanabilen ve biyolojik olarak  uyumlu
biyomateryallerden hazirlanabilmektedir.  Mikropartikillerin  avantajlarindan bazilari,
tedavide hedef bolgelere etkin madde tasiyabilme, etkin maddeyi enzimatik
parcalanmadan koruma, uzun slreli salim saglayabilme, suda ¢oziinmeyen/az ¢6ziinen
maddelerin tasinabilmesi ve biyoyararlanimin artirilmasidir. Mikropartikillerin pulmoner
sistemde hedef bolgeye penetrasyonu icin uygun partikil blyikliglu araliginda olmasi
gerekmektedir. Capi 30 pum’den biylk partikiller burun icinde 1-1,5 cm mesafede
tutulmaktadir. Capt 10 pum’den blyik partikiller agiz, burun ve nefes borusunda
tutulmaktadir. 10 pum’den kiiglk olanlar broslara ve akcigerin alt kisimlarina gecebilmekte,
5 - 10 mikron arahgindaki partikdller ise brons agacinin ilk 6 dallanmasinda tutulmaktadir
(Gerrity, 1990). 5 mikrondan daha kiiglik partikiller ise son 6 dallanmada birikirler (Effros ve
Mason., 1983, Folkesson ve ark., 1990, Tena ve Clara, 2012).
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1.7.3. Nanopartikiiller

Nanopartikiller, boyutlari 10-1000 nm arasinda degisen kolloidal polimerik partikillerdir.
Etkin maddelere adsorbsiyon, absorbsiyon, birlesme veya kimyasal baglama vyoluyla
baglanarak tasimaktadirlar. Nanopartikiiller 6zellikle viicut sivilarinda, diger koloidal ilag
tastyici formlara gére daha stabildirler. Nanopartikiiller kanserden tiiberkiloza kadar bir ¢cok
hastalik icin ilag tasiyici sistemler olarak gelistirilmistir (Pandey ve Khuller, 2005, Gelperina
ve ark., 2005). Partikillerin ylizey ve boyutunda degisiklik yapilarak, partikillerin dolasimda
kahs stliresini artirilabilmektedir. Bu sekilde partikiller klirensten korunarak fiziksel
bariyerler (6r. kan-beyin yada mukozal bariyerler) lzerinden tasinmasi saglanabilmekte ya
da absorbsiyon yerinde kalma siiresi uzatilabilmektedir. Nanopartikillerin hedeflendirilmesi
ile, duslik ilag konsantrasyonu ile terapétik doz saglanabilmekte ve ilacin neden oldugu

sistemik toksisitenin dniine gegilebilmektedir.

1.8. Mikropartikiil Hazirlama Yontemleri

Mikropartikiller, giinimuzde cesitli yontemlerle Uretilmektedir. Bu yontemler birbirinin
yerine veya birbirini tamamlayici 6zelliklere sahiptir. Cogu hazirlama yolu 3 temel teknikten

olusmaktadir. Bunlar:

1. Cozucl Ekstraksiyon/Buharlastirma yontemi

a- Su icine Yag (Y / S) Tipi Emdilsiyon ile Cdziicii Ekstraksiyon/Buharlastirma Yéntemi
b-Yag icinde Su (S/Y) Tipi Emiilsiyon ile Coéziici Ekstraksiyon/Buharlastirma
YOontemi

c- Modifiye (S/ Y/ S) Emulsiyon ile Cozlcu Ekstraksiyon/Buharlastirma Yontemi

d- Modifiye (S / Y/ Y) Emulsiyon ile Cozlcu Ekstraksiyon/Buharlastirma Yontemi

2. Fazayrnistirma (Koaservasyon) Yontemi
a- Basit Koaservasyon,
b- Kompleks Koaservasyon

3. Puskirterek Kurutma Yontemi (Aftabrouchad ve Doelker, 1992, Das ve Rao, 2006).
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Bu yontemlere ek olarak, polimerizasyon yoéntemi (emilsiyon, slspansiyon, misel
polimerizasyonu), polikondensasyon yontemi (slispansiyon polikondensasyonu, emdlsiyon
polikondensasyonu), puskirterek dondurma yontemi, sicakta eritme yodntemi, kuasi-
emdiilsiyon ¢oziict diflizyon yontemi, delik (orifice) yontemi, in-sitli yontem, dispers fazda
jellesme ve c¢apraz baglanma yodntemi gibi yontemler de mikropartikil olusturmada
kullanilmaktadir. (Li ve ark., 1988; Arshady, 1990; Aftabrouchad ve Doelker, 1992, Glirsoy
ve ark., 2002).

Plskirterek kurutma diger yontemlere gore basit ve yiksek verimlilige sahip bir yontemdir
ancak yulksek sicakliga hassas etkin maddeler icin kullanilmasi uygun degildir ve partikdl

blylikliginu kontrol etmek zordur (Johansen ve ark., 2000).

Koaservasyon yontemi ise mikropartikillerde ¢oziicii ve koaservasyon ajani kalintisi
birakma riski tasimaktadir. Ayrica bu yontem kiglik partikil buyuklGgh aralginda

mikropartikdl Gretimi icin uygun degildir. (Thomasin ve ark., 1996).

Cozuclt ekstraksiyon/buharlastirma yonteminde ise yiksek sicakliklara ve faz ayristirma
ajanlarina gereksinim duyulmamaktadir. Nano boyutlardan mikro boyutlara kadar partikiil
biyukligu kontrol edilebilmektedir. Ancak enkapsiilasyon kosullari ve materyalleri, yiksek
enkapsiilasyon ve disik c¢ozlch kalintisi birakma kriterlerini saglayacak bicimde

ayarlanmalidir.

Gozicu ekstraksiyon/buharlastirma yontemiyle mikropartikil hazirlanmasi, temel olarak 4

asamadan olusmaktadir:

1-Etkin maddenin polimer materyali ve -genellikle- organik ¢ozlici bulunan faz igerisinde

¢Ozulmesi veya disperse edilmesi

2-Hazirlanan organik fazin, kendisiyle karismayan ikinci bir -siklikla sulu- faz ile emiilsifiye

edilmesi

3- Cozlcuniln buharlastiriimasiyla birlikte mikropartikil damlaciklarinin katilastiriimasi

4- Olusan mikropartikillerin ayristirihp kurutulmasi
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Sekil 1.9. Cozuicl buharlagtirma yontemiyle mikropartikil olugturulmasi

1.9. Mikropartikiillerin Hazirlanmasinda Kullanilan Polimerler

Mikropartikil hazirlanmasinda dogal, vyari-sentetik veya sentetik, biyolojik olarak

parcalanabilen veya parcalanamayan tipte polimerler kullanilmaktadir.

1.9.1. Poli-e-kaprolakton (g-PCL)

Biyolojik olarak geg¢imli bir polimer olan poli-e-kaprolakton, hakkinda in-vivo incelemeler
yapilan ilk ilag tasiyici polimerler arasindadir. Yavas parc¢alanan, kismen kristal yapiya ve
yliksek molekil agirligina sahip, hidrofobik bir polimerdir. 2 - oksipanon homopolimeridir.
Poli-kaprolakton beyaz kati parcaciklar halinde bulunur ve erime sicakhgr 58°C — 63°C
arasinda ve camsi gegis sicakhgl -65°C ile -60°C arasindadir. Kloroformda, diklorometanda,
etil asetatta, asetonda, dimetil formamidde, tetrahidrofuranda ve hegzafloroizopropanolde
¢Oziinebilmektedir (Handbook of Pharmaceutical Excipients, Sixth Edition, 2009). Poli-

e-kaprolaktonlarin bozulmasi esnasinda zincirler koparak molekil agirligi azalmakta, buna
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karsihk kristal yapi artmaktadir. Bunun nedeni, zincir kopmasinin polimerin amorf
bolgesinde gerceklesmesi ve polimer zincirlerin hareketlilik kazanmasina yol agmasidir. Bu
zincirler tekrar tekrar yonlenip sekillenerek kristallenmekte, bdylece kristal yapida artis
meydana gelmektedir.  Poli-e-kaprolaktonun diger laktonlarla, 6rnegin D-L-laktat ile
kopolimerleri ilag salim sistemlerinde kullaniimaktadir. Bu kopolimerlerin pargalanma hizi

her iki polimerin ayri ayri pargalanma hizindan daha yiiksektir (Glrsoy ve ark., 2002).

O ~o

Sekil 1.10. Poli(e-kaprolakton)’un kimyasal formili (Handbook of Pharmaceutical Excipients, Sixth Edition,
2009).

1.9.2. Polilaktik-ko-glikolik asit (PLGA)

PLGA, fizyolojik ortamda inert olmasi, biyolojik olarak parcalanabilmesi, biyolojik olarak
uyumlu olmasi ve toksik olmayan metabolitlere parcalanabilmesi nedeniyle ilag tasiyic
sistemlerde yaygin olarak kullanilan ve FDA tarafindan da onayh bir biyopolimerdir.
Polilaktid-ko-glikolidler, laktik asit ve glikolik asit monomerlerinin farkli oranlarda bir araya
getirilmesiyle elde edilen kopolimerlerdir. Ornegin PLGA 75:25 ifadesi, kopolimerin % 75
oraninda laktik asit, %25 oraninda glikolik asitten olustugunu belirtmektedir. Kopolimeri
olusturan bu monomerlerin oranlari, elde edilen PLGA’nin oldukg¢a farkl fiziko-kimyasal
ozelliklere sahip olmasina neden olmaktadir. ilag tasiyici sistemlerde kullanilan PLGA’larin
bu 6zelliklerine gore ilag saliminin uzatilmasi ve kontroli mimkiin olmaktadir. PLGA’nin
biyodagilim ve farmakokinetik profili non-lineer ve doz bagimlidir (Yang ve ark., 2001). 120
°C’de susuz ortamda laktik asit ve glikolik asit polikondensasyonu ile distik molektlli PLGA
sentezlenebilmektedir (Zhou ve ark., 2004, Wang ve ark., 2006). Baska arastirmacilar ise,
kaynama sicakligi yliksek azaetropik bir ¢oziicii olan difenil eter kullanilarak basit ve tek
asamall bir polikondensasyon metodu gelistirmislerdir. Ancak bu yontemin kontrol
parametrelerinin ¢oklugu ve yontemde kullanilan ¢6ziicliniin elde edilen (riinden
temizlenmesinin zorlugu yontemin dezavantajlarini olusturmaktadir (Ajioka ve ark., 1995,

Ajioka ve ark., 1998).
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Sekil 1.11. Poli-(laktik-ko-glikolik asit) ve monomerlerinin Kimyasal Yapisi (Gentile ve ark., 2014)

PLGA, birgok ¢oziiclide ¢ozlinebilme 6zelligine, farkl molekil agirliklarina sahip etkin madde
ve biyomolekilleri enkapsiile etme yetenegine sahip bir polimerdir. PLGA'nin fiziksel

ozellikleri monomerlerin molekdiler agirliklari ve oranlari gibi birgok faktére baglidir.

Cizelge 1.1. Bazi biyopargalanir polimerlerin 6zellikleri (Sabir ve ark., 2009)

Kristal Biyopargcalanma
Polimer oziicu ..
¢ Orani (%) Suresi (Hafta)
Benzen,
Poli (L-laktik) asit tetrahidrofuran, 37 12-18
dioksan
Metanol,

Poli (D,L-laktik)asit Amorf 11-15

Dimetilformamid

Etil asetat, kloroform,
Poli (D,L-laktik-ko-glikolik)asit 85/15 aseton, Amorf 5-6
tetrahidrofuran
Etil asetat, kloroform,
aseton,

Poli (D,L-laktik-ko-glikolik)asit 75/25 Dimetilformamid, Amorf 4-5
tetrahidrofuran
Etil asetat, kloroform,
Poli (D,L-laktik-ko-glikolik)asit 50/50 aseton, Amorf 1-2

Dimetilformamid,
tetrahidrofuran
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Yapisinda % 70’den az glikolik asit iceren PLGA kopolimerleri amorf yapiya sahiptir ve
diklorometan, etil asetat gibi organik ¢oziicllerde iyi ¢cozlinmektedirler. Yiksek glikolik asit
icerigi ve dlsuk molekil agirhigi, parcalanma oranini artirmaktadir. PLGA kopolimerleri hem
vagda, hem suda c¢oziinen etkin maddeler kullanilarak mikropartikiler sistemlerin
hazirlanmasina imkan vermektedirler. Farkh terapotik etkinlige sahip dislik veya yiksek
molekdl  agirhkli  birgok  etkin  madde PLGA  mikropartikiillerine  enkapsiile
edilebilmektedirler. PLGA mikropartikiilleri oral, intraven6z, intra-arteriyal, nazal ve
inhalasyon yoluyla ilag tasinmasinda uygulanabilmektedir. PLGA vicutta laktik asit ve
glikolik asit monomerlerine pargalanmaktadir. Bu monomerler ise sitrik asit déngiisiinde
metabolize olup CO; ve H,0 olarak atilmakta, glikolik asit ise bébrekler tarafindan elimine

edilmektedir (Jalil ve Nixon, 1990, Okada ve Toguchi, 1995, Tuncay ve Calis, 1999).

®
® H
HO o]L
O

Sekil 1.12. PLGA’nin Kimyasal Formlu (Makadia ve Siegel, 2011)
1.10. Mikropartikiillerde Yapilan Kontroller

1.10.1. Etkin Madde-Polimer Etkilesimine iligkin Kontroller

1.10.1.2. Fourier Doniisiimlii infrared Spektroskopisi (FTIR)

FTIR (Fourier Donilsimli infrared Spektroskopisi) i1sigin infrared yogunluguna karsi dalga
sayisi dlcme prensibine dayanan kimyasal analitik bir yontemdir. islem temel olarak
kizil6tesi 1s1g1n incelenen madde tarafindan absorbsiyonu ile gerceklesir. Absorbsiyon, cihaz
tarafindan  elektromanyetik  spektrumun  kizilétesi  bolgesinden,  molekildeki
baglarin  titresim ve donusleri icin gereken miktarda dalga enerjisinin gonderilmesiyle
meydana gelir. Bu yontem organik bilesiklerin tanimlanmasinda kullanilir. Maddenin
yapisindaki fonksiyonel gruplarin belirlenmesi, iki organik bilesigin ayni olup olmadiginin

anlasiimasi gibi ayirt edici bilgiler saglamaktadir. Az miktarda 6rnekle galisilabilmesi, birden
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fazla dalga boyunu tarayabilmesi ve hizli 6l¢ciim yapabilmesi gibi avantajlara sahiptir (Skoog

ve ark., 1998).

1.10.1.3. Diferansiyel Taramali Kalorimetri (DSC) Yontemi

Diferansiyel taramali kalorimetri yéntemi (DSC), madde isitilirken, sogutulurken veya sabit
bir sicakhkta tutulurken absorbe edilen veya disari verilen enerji miktarini 6lgen
termoanalitik bir yontemdir. Test edilen maddenin ve referansin sicakligini arttirmak igin
gerekli olan 1s1 miktari, sicakhgin zamana bagh fonksiyonu olarak ol¢lilmektedir. Bu yontem
maddenin, erime, kristallesme, siliblimlesme gibi degisimlerinin, polimerlerin amorf
durumdaki zincirlerinin camsi gecis sicakliginin (Tg), polimerin kristal yapi oraninin, iki ya da
daha fazla polimerden olusan polimer karisimlarinin faz durumunun tespit edilmesi gibi

bilgiler saglamaktadir.

1.10.2. Partikiil Biiyikliigii ve Dagiliminin Saptanmasi

Partikillerin buyudklik ve dagilimi formuilasyon ozelliklerini, bitmis Grin o6zelliklerini ve
Griiniin biyoyararlanimini etkileyen parametreler arasindadir. Ornegin tozlarin partikiil
blylkligu degistiginde spesifik ylizey alanlari da degismekte, buna bagli olarak ilacin viicut
sivilarinda ¢6ziinme hizi ve emilimi de etkilenmektedir. Partikil blyukligu ve dagiliminin
belirlenmesi, hazirlanan formiilasyonun amaca uygun hale getirilmesi, dozlamanin dogru
yapilmasi, karistirma gibi islemler kullanilan yontemin standardize edilmesi agisindan
o6nemlidir. Partikdl blyuklGga ve dagihminin tespit edilmesi igin, lazer difraksiyonu (LD)
(Solanki, 2007), coulter counter (Fang, 2001), optik mikroskop yéntemi (Gupta, 2007) ve

dinamik isik sacilimi (DLS) yontemi (Varshosaz, 2005) gibi yontemler sik¢a kullanilmaktadir.

- Lazer Difraksiyonu (LD) Yontemi

Calhismamizda kullanilan lazer difraksiyonu yontemi, partikil buydklGgh o6l¢iiminde
kullanilan hizli ve tekrarlanabilir bir yontemdir. Bu yontem inhalasyon formiilasyonlari igin,
nebulizoérlerden (Clark, 1995), basingh 6l¢ili doz inhalerlerden (Moren, 1981), ve kuru toz
inhalerlerden (Olsson ve ark.,1988, Everard ve ark., 1995) elde edilen partikillerin

blykliklerinin tespitinde kullanilmaktadir. Lazer difraksiyon yontemi pratikte hizli 6lglim
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saglamasi nedeniyle, inhaler formilasyonlarinin partikll blyliklGglu 6lcimU icin cascade
impactor'lara alternatif olarak disinilmustir. Lazer difraksiyonu yontemiyle elde edilen
sonuglarin, Anderson cascade impactor'la elde edilenlerle iyi bir korelasyon gosterdigi

belirtilmistir (Ziegler ve Wachtel, 2001, Smyth ve Hickey, 2003).

1.10.3. Mikropartikiillerin Morfolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi

Mikropartikillerin morfolojik 6zeliklerinin belirlenmesinde optik mikroskop veya taramal
elektron mikroskobu (SEM) gibi yontemler kullaniimaktadir. Calismamizda optik mikroskop

ve SEM kullanilarak mikropartikillerin kiiresel sekilleri incelenmistir.

1.10.4. G6ziinme Hizi Tayini

In-vitro ¢6ziinme hizi, formilasyon gelistirmede en énemli faktorlerdendir. Coziinme hizini
ifade edebilmek igin cesitli kinetik modeller gelistirilmistir. Dozaj formu, polimorfik 6zelligi,
kristal oOzelligi, partikiil buyakligl, c¢ozinilrligl, dozaj formunun icerdigi etkin madde
miktari salim kinetigini etkileyen faktorlerdendir (El-Arini ve Leuenberger, 1995).
Mikropartikillerde in-vitro salim c¢alismalari diyaliz membran diflizyon teknigi, difiizyon
hicre, ters diyaliz, ultrasantriflij gibi cesitli yontemlerle yapilabilmektedir. Calismamizda
kullanilan diyaliz membran yonteminde, mikropartikil slispansiyonu diyaliz membran
icerisine eklenmekte ve bu membranlar ¢éziinme ortamina inkiibe edilmektedir (Soppimath

ve ark., 2001).

1.10.4.1. Coziinme Hizi Verilerinin Kinetik Degerlendirilmesi

Suda ¢ozindrligu yiksek bir etkin maddenin matriks yapisindan salimi buyik o6lctde
difiizyonla olurken, suda c¢o6zlnlrlGgh distk bir etkin maddenin salimi  matriksin
erozyonuna bagh bir kinetik gostermektedir. Coziinme hizi ¢alismalarini yaparken,
¢O6zinmis etkin maddenin kiimiilatif profili sikca kullaniimaktadir. C6ziinme hizi profillerinin
karsilastirilmasinda, modele bagh (egrinin uygunlugu-curve fitting), istatistik analizler ve

modelden bagimsiz metodlar kullanilabilmektedir (Costa ve Lobo, 2001).
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1.10.4.1.1. Sifir Derece Kinetik

Parcalanmayan, etkin maddeyi yavas yavas saliveren dozaj formlarinin gosterdigi ¢6ziinme
kinetigi modelidir. Bu kinetik modelinde dozaj formunun diizey alaninin ve denge
kosullarinin degismedigi varsayilmaktadir.  Sifir derece kinetik asagidaki denklemle

aciklanmaktadir:

Wo-W:=Kt (Denklem 1.2)

W o : Baslangigta dozaj formunda bulunan etkin madde miktari
W:: Dozaj formunda t zamaninda bulunan etkin madde miktari
K: Oran sabiti

Bu denklem, zamanin bir fonksiyonu halinde ifade edilirse;

fi=Kot (Denklem 1.3)

fi.t sresinde ¢ozlinen etkin maddenin orani
Ko . Gorlinen ¢oziinme hizi sabiti (Sifir derece salim sabiti)
Bu sekilde sabit kosullar korundugunda, cizilen ‘¢c6ziinmis etkin madde orani — zaman’

grafigi lineer olacaktir.

Sifir derece salim kinetigi denklemi, transdermal sistemler, suda disik ¢ozinirlige sahip
etkin maddelerin matriks preparatlari gibi, kontrolli salim gerceklestiren dozaj
formlarindan etkin madde salim hizi profillerinin aciklanmasinda yararli olmaktadir (Varelas

ve ark., 1995).

Uzatilmis salim preparatlarinin ideal davranisi olan birim zamanda her zaman ayni etkin

madde miktarinin salinmasi, bu kinetige uymaktadir.

Q1= Qo+Ko't (Denklem 1.4)

Qt : t sliresi icerisinde salinmis etkin madde miktari
Qo . Baslangigta sollisyonda bulunan etkin madde miktari (Genellikle Q=0)
Ko: Sifir derece salim sabiti
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1.10.4.1.2. Birinci Derece Kinetik

Bu tip c¢ozinme hizi profili yizeyden hareketle gerceklesmektedir. Noyes-Whitney

denklemine gore:

dC/dt=K(Cs- () (Denklem 1.5)

C: t zamaninda ¢6zlinenin konsantrasyonu
C; : Dengede olan pratik sicakliktaki ¢ozindrlik
K : Birinci derece denge sabiti

Brunner ve arkadaslar tarafindan 1900 yilinda bu denklem degistirilerek, disollisyona
elverisli olan kati ytizey alani (S) dahil edilmis ve asagidaki denklem olusturulmustur (Costa

ve Lobo, 2001).

dC/dt=K;S (Cs- () (Denklem 1.6)

1.10.4.1.3. Hixon-Crowell Modeli

Hixson ve Crowell, 1931’de partikiillerin yiizey alanlarinin, hacimlerinin kip kokiyle orantili

oldugunu gostermislerdir. Bunu agiklayan formiil asagidaki gibidir:

Wot/3 -Wa/3=Kst (Denklem 1.7)

W, . Baslangicta dozaj formunun icerdigi etkin madde miktari

W:: t zamaninda dozaj formunda kalan etkin madde miktari

Ks : Ylizey-hacim iligkisine ait sabit
Bu esitlik, tabletler gibi dissollisyonun yiizeye paralel tabakalardan gergeklestigi dozaj
formlarinda gecerli olup, tablet boyutlarinin orantili bicimde azaldigi ve geometrik

formunun sabit kaldig1 varsayillmaktadir. Esitlik asagidaki gibi yazilabilir:

Wol/3 - Wi/3= K NY3DCst / & (Denklem 1.8)

N: Partikillerin sayisi

K’: Ylzey, sekil ve dansite sabiti

D: Diflizyon katsayisi

Cs: Denge sicakhgindaki ¢ozindrlik
6 : Difizyon katmaninin kalinlig
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Klp veya kire seklindeki partikiller eger her yonden esit bicimde ¢ozlinliyorlar ise sekil
faktorleri sabit tutulmalidir. Bu durumun meydana gelmesi zor oldugundan esitligin

uygulanmasi miimkiin olmamaktadir. Esitlik asagidaki bicimde degistirilmistir:

(1-f)3=1-Ket (Denklem 1.9)

fr=1—(W:/ W) (Denklem 1.10)

ft:t zamaninda ¢ozlinen etkin maddenin baslangictaki miktara orani
Ks: Salhim sabiti

Goziinmemis etkin madde miktarinin baslangigtaki miktara oraninin kiip kéki, zamana karsi
grafige gecirildiginde lineer bir grafik olusmaktadir. Bu durum, denge durumuna heniz
ulasiimadigl ve dozaj formunun geometik seklinin orantili bicimde kiglldugia kosullarda
gecerlidir. Bu model kullanildiginda, salim hizinin diflizyonla degil partikillerin ¢éziinme
hiziyla sinirli oldugu varsayllmaktadir ve partikillerin ylizeyden dogru ¢éziinme gosterdigi
salim profillerini aciklayan bir modeldir (Niebergall ve ark., 1995, Varelas ve ark., 1995,

Prista ve ark., 1995) .

1.10.4.1.4. Higuchi Modeli

Salimi modifiye edilmis dozaj formlarinin ¢ogu bir matris seklindedir ve bu model etkin
maddenin matristen salimini tanimlamak Uzere kullanilan en yaygin modeldir. Denkleme
gore bir t aninda salinan etkin madde miktari zamanin karekoki ile dogru orantilidir (Costa

ve Lobo, 2001).

Q=kht1/2 (Denklem 1.11)

Q: t zamaninda salinan etkin madde miktari
kh: Higuchi salim hiz sabiti
t: zaman

1.11. Akciger Enfeksiyonlari

Akciger enfeksiyonlarinin tedavisi, oral ve parenteral tedavi yontemleriyle ulasmanin kisith

oldugu derin pulmoner bodlgelere yerlesmis bakteriler nedeniyle zor olmaktadir.
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Enfeksiyonun  vyerlestigi  bolgelerde  minimum inhibitér konsantrasyonu (MIC)
olusturabilecek sistemik doz c¢ok yiliksek olmaktadir. Bununla ilgili olarak ‘kolistin’
kullanilarak yapilmis bir calismada, akcigerde enfekte olmus bodlgeyi tedavi etmek icin
verilen sistemik dozun, hastalarin %60’Inda norotoksisite ve nefrotoksisiteye neden
olabilecegi belirtilmistir (Garonzik ve ark.,2011). Bu nedenle etkin maddeyi Ozellikle alt
solunum yollarindaki enfekte bdlgelere direkt tasima fikri son zamanlarda arastirmacilarin
ilgisini ¢cekmistir. Yine kolistinin kullanildigi bir ¢alismada, etkin madde kistik fibrozis
hastalarina nebulizasyon yoluyla (2 milyon IU) uygulanmis, daha sonra hastalarin mukus
salgisinda yiksek konsantrasyonda (Cmax 6 mg/I ) kolistin tespit edilmis ve etkin maddenin
sistemik dolasima yalnizca ihmal edilebilir bir dizeyde (Cmax<0,3mg/l) gectigi belirtilmistir
(Yapa ve ark.,2014). Cogu inhaler antibiyotik preparati, kistik fibrozis gibi kronik otozomal
resesif multisistemik bir hastalik olup tekrarlayan akciger enfeksiyonlarina yol acan akciger
hastaliklarina odaklanmaktadir (Jones ve Helm., 2009). Klinik in-vivo ¢alismalar sonucunda
inhalasyon vyoluyla uygulanan antibiyotikler Gram-negatif bakteri kolonizasyonunu

azaltmakta ve enfeksiyon olusumunu engellemektedir (Hoiby, 2011).

Ozellikle kistik fibrozis veya kronik obstruktif akciger hastaligi (KOAH) gibi mukosiliyer
klirens hizini distren hastalklar, ciddi enfeksiyonlarla sonuclanmaktadir. Devaminda alt
solunum yolu enfeksiyonlari, kistik fibrozisin eslik ettigi veya etmedigi tim bronsektazi
hastalari arasinda morbidite ve mortalitenin en 6nemli nedeni haline gelmektedir (Trucksis

ve Swarts, 1991, Nicotra,1994).

inhaler antibiyotikler, solunum vyollarindaki bakteriyel yogunlugu disiirerek semptomlari
azaltabilmekte, boylece enfeksiyonun énlenmesi veya kronik kolonizasyonun dnlenmesine
olanak vermektedirler. Cogu hasta uzun sireli sistematik antibiyotik tedavisine devam
etmektedir. Bu tedavi fiziksel iyilesmeyi saglamakla beraber, bir miktar ila¢ hipersensivitesi,
bakteriyel direng artisina veya fungal siiperenfeksiyonlara neden olmustur. (Hodson ve ark.,
1981, Stead ve ark., 1987, Ramsey ve ark., 1993, Mukhopadhyay ve ark., 1996, Ramsey ve
ark., 1999)

GuUnlUmiuzde antibiyotiklerin inhalasyon yontemiyle verilisi nebulizasyon ile sinirli olup, bu
yontem distk verimli, pahali, rutin bakim gerektiren bir yontem olmasi gibi dezavantajlara
sahiptir.  Son vyillarda kuru toz inhalerler (KTi), daha yiiksek miktarda etkin madde

tasiyabilme ve stabilite saglama yoniyle 6ne ¢ikmistir. Tedavi oral veya parenteral
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uygulandigi taktirde ylksek doz gerektirdiginden sistemik toksisite riski tasimaktadir.
(Barclay ve Begg, 1994). 2014 yili itibariyle Amerika’da nebulizasyon yoluyla uygulanmaya
yonelik olarak yalnizca tobramisin ve aztreonam preparatlari onaylanmistir. 2010 yilinda
onay almis olan Cayston®, kistik fibrozis ve Pseudomonas Aeruginosa enfeksiyonlarinin
tedavisi i¢cin aztreonam’in nebulizasyonla uygulanmasi igin gelistirilmistir. Nebulizasyon
yoluyla kullanmak (izere gelistirilen levofloksasin preparati Aeroquin®’in ise Faz 3 ¢alismalari
devam etmektedir. Bazi Avrupa Ulkelerinde ise yalnizca kolistin metansilfonat preparatlari
(kolistimetan sodyum, CMS) onay alabilmistir. Nebulizore yonelik amikasin, vankomisin ve
siprofloksasin formilasyonlari Uzerinde calismalar devam etmektedir (Cipolla ve Chan.,
2013). Kuru toz inhaler formiilasyonu olarak ise, yalnizca tobramisin (TOBI®podhaler®) ve

kolistin metasiilfonat (Colobreathe®) adl preparatlar Amerika ve Avrupa’da onay almistir.

1.12. Florokinolonlar

Florokinolonlar, sinirli bir antibakteriyel aktivite ve hizli gelisen bir dirence sahip olan
nalidiksik asit calismalari esnasinda ortaya ¢cikmistir. Nalidiksik asit asit ilk kez 1962 yilinda
tanimlanmis olup, sonraki yillarda temel molekilin 6. konumuna flor atomunun eklenmesi
ve 1,5,7 ve 8. konumlara da diger molekiler substitlisyonlar yapilmasi ile 10 binden fazla
nalidiksik asit analogu sentezlenmistir (Lesher ve ark., 1962). Florokinolonlar, Gram-negatif,
Gram-pozitif ve atipik organizmalara karsi genis bir aktiviteye sahiptir. Son zamanlarda
levofloksasin, ofloksasin, siprofloksasin, perfloksasin, norfloksasin gibi yeni tiirevleri

giindeme gelmekte ve lizerinde yogun olarak ¢alisiimaktadir.

1.12.1. Levofloksasin

Levofloksasin, duyarli patojenlerin neden oldugu komplike ve komplike olmayan
enfeksiyonlarin tedavisinde kullaniimaktadir. Florokinolonlar grubundan olan ofloksasinin S-
(-) izomeridir. S-(-) enansiyomerinin R-(+) enansiyomerinden 8-128 kez, rasemik
ofloksasinden ise 2 kez daha fazla potense sahip oldugu bilinmektedir (Fujimoto ve

Mitsuhashi, 1990).
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Sekil 1.13. Levofloksasin hemihidrat'in agik formili  (Hurst ve ark., 2002)

Levofloksasin, bakteri hicresindeki DNA replikasyonu, transkripsiyon, onarim ve
rekombinasyon gibi kritik sirecleri Tip-Il topoizomerleri inhibe ederek etkilemektedir.
Levofloksasin, Gram-pozitif bakterilerden penisiline duyarli ve direncli Streptococcus
pneumoniae, Gram-negatif bakterilerden Enterobacter cloacae, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Haemophilus influenzae,
Haemophilus  parainfluenzae, Moraxella catarrhalis ve diger organizmalardan
Chlamydophila pneumoniae, Legionella pneumophila ve Mycoplasma pneumoniae

bakterilerine karsi etkindir (Dunbar ve ark., 2003).

Cizelge 1.2. Piyasada bu etkin maddeyi iceren farmasotik formlar ve dozlari (Rx Media Pharma, 2015)

Farmasotik Form Piyasada Bulunan Dozlari
Film kapli tablet 250 mg, 500 mg, 750 mg
intravendz inflizyon Coézeltisi 500 mg/100 ml, 750 mg/150 ml
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2. GEREG VE YONTEM

2.1. Materyaller

2.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

- Antimikrobiyal aktivite testi icin : Agar

- Asetonitril : Sigma, Almanya

- Escherichia coli : ATCC 25922

- Diklorometan : Sigma, Almanya

- Klebsiella pneumoniae :RSKK 574

- Levofloksasin hemihidrat :Kogak Farma, Turkiye
- Monobazik potasyum fosfat : Sigma, Almanya

- n-Hegzan : Sigma, Almanya

- Poli(laktik-co-glikolik asit) (PLGA) : Sigma, Almanya

(MA: 24000-38000) 50:50

- Poli(e-kaprolakton) (PCL) (MA: 14000) : Sigma, Almanya
- Polivinil alkol (PVA)(MA: 30000-70000) : Sigma, Almanya
- Pseudomonas aeruginosa : ATCC 27853

- Sodyum hidroksit (NaOH) : Sigma, Almanya
- Span 80 :Merck, Almanya
- Span 60 :MayChem, Malezya
- Span 40 :Merck, Almanya
- Span 20 :Merck, Almanya
- Tween 80 : Merck, Almanya
- Tween 60 :Sigma, Almanya
- Tween 40 :Merck, Almanya
- Tween 20 :Merck, Almanya
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2.1.2. Kullanilan Cihazlar

- Cam malzemeler

- Calkalayici su banyosu
- DSC cihazi

- Elektronik terazi

- FTIR Cihazi

- Homojenizatoér

- Liyofilizator

- Manyetik karistiric

- Mikropipet (100-1000 ul)
- Optik mikroskop

- Parafilm

- pH metre

- Partikdl blyukIGgu olciim cihazi

- Santrifdj tupleri

- Santrifiij cihaz

-Taramali elektron mikroskobu (SEM)

- UV spektrofotometre

- Vorteks karistirici

:ildam, Turkiye

:GFL 1083, Almanya

: Shimadzu DSC 60

:Mettler Toledo, isvigre

: Agilent Technologies

:T25 Basic lka Labortechnik,
Almanya

:Christ Alpha 1-2 Ld Plus, Almanya
:Ika-Werke, Almanya

:Biohit, Almanya

: Leica, Almanya

:Bemis Flexible Packaging
:Mettler Toledo, Cin
:Sympatec laser diffraction
particle sizer, Almanya

: Sigma, Almanya

: Sigma, Almanya

: FEl Quanta 200 FEG
:Thermo Scientific, Almanya

:Heidolph Reax, Almanya

2.2. Etkin Madde Salim Hizi Deneylerinde Kullanilan Ortamlar

Etkin maddenin Uretilen formtlasyonlardan cikisinin incelenmesinde kullanilan pH 7,4 fosfat

tamponu Amerikan Farmakopesi 36’ya (USP 36) gore hazirlanmistir.

pH 7,4 Fosfat Tamponu:

0,2 M Sodyum hidroksit ¢ozeltisi.......c.cccorvrrvernnnen.
Monobazik potasyum fosfat ¢ozeltisi

Distile SU..ccevececeeecee e, ym
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0,2 M Sodyum hidroksit ¢6zeltisi

Sodyum hidroKsit........cceeeeeiieieiiciiie e 8¢g
Distile SU....eevviveeeeicieeeeeeeeeeeiiiees VMot 1000,0 ml

Monobazik potasyum fosfat ¢ozeltisi

Monobazik potasyum fosfat........ccccceeeveininininnnenn. 27,22 g
Distile SU....eevvieeeeeiciieeeeeeeeeeveiees VMot 1000,0 ml

Hazirlanisi:

8 g sodyum hidroksit distile su icerisinde ¢ozllmuistlr. Cozelti 1000 ml’lik balon jojeye
konarak distile su ile 1000 ml'ye tamamlanmistir. Ayri bir yerde 27,22 g monobazik
potasyum fosfat distile suda ¢6zllmis ve bir balon jojede distile su ile 1000 ml'ye
tamamlanmistir. Hazirlanan ¢ozeltiden alinan 195,5 ml 0,2 M sodyum hidroksit ¢ozeltisi ve
250 ml monobazik potasyum fosfat cozeltisi balonjojeye alinarak distile su ile 1000 ml'ye
tamamlanmistir. Elde edilen ¢ézeltinin pH’si pH-metre ile 6lglilerek 1 M NaOH yardimiyla

7,4’e ayarlanmistir.

2.3. Etkin Maddenin Fizikokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi

2.3.1. Diferansiyel Tarama Kalorimetrisi (DSC) Analizi

Etkin maddenin, termal davranisini incelemek ve kristal formunu belirlemek amaciyla
aliminyum pan igine konulan levofloksasin hemihidrat preslenerek cihaza yerlestirilmistir.

25-30092C sicakhk araliginda 5 2C/dk. hizinda termogrami alinmistir.

2.3.2. FTIR Analizi

Levofloksasin hemihidrat’in FTIR spektroskopisi ile tanimlanmasinda Agilent FTIR cihazi
kullanilmistir. Cihaza toz halinde vyerlestirilen 6rnegin 4000 - 650 cm™ dalga boylari

arasindaki spektrumlari alinmistir.
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2.3.3. Etkin Maddenin Ultra Viole (UV) Spektrofotometrisi ile Analizi

Etkin maddenin, distile su ve pH 7,4 fosfat tamponu icerisinde farkli konsantrasyonlarda bir
seri ¢Ozeltisi hazirlanmistir. Bu ¢ozeltilerin UV spektrofotometresinde 200 - 400 nm arasinda

spektrumlari alinmis ve maksimum absorbans gosterdigi dalga boylari (Amax) belirlenmistir.

2.3.3.1. Etkin Maddenin UV Spektrofotometrik Yontem Kullanilarak Kalibrasyon
Dogrularinin Hazirlanmasi

Etkin maddenin, distile su ve pH 7,4 fosfat tamponu icinde 1 mg/mL konsantrasyonda stok
¢Ozeltisi hazirlanmis, bu stoktan hareketle gerekli seyreltmeler vyapilarak farkl

konsantrasyonlarda (3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 pg/mL) ¢ozeltiler hazirlanmistir.

Hazirlanan ¢ozeltilerin absorbans degerleri belirlenen Amax dalga boyu olan 288 nm’ de
okunmustur. Okunan ¢ozeltinin konsantrasyon degeri (x) ve buna karsilik gelen absorbans
degeri (y) kullanilarak kalibrasyon dogrusu denklemi olusturulmus ve grafigi cizilmistir. Daha
sonra yapilan analizlerde ve ¢6ziinme hizi testlerinde etkin maddenin miktar tayinleri icin bu

dogru denklemi kullanilmistir.

2.3.3.2. Kalibrasyon Dogrularinin istatistiksel Verileri ve Analitik Validasyonu

Analitik yontem validasyonu, analizler icin istenen sartlari saglayan metodun performans
ozelliklerinin deneysel ¢alismalarla belirlenmesidir. Miktar tayini metodlarinda performans
ozellikleri su analitik parametrelerle aciklanmaktadir (ICH Q2(R1)):

1. Dogruluk

2. Kesinlik

3. Secicilik

4. Teshis ve Tayin Siniri

5. Dogrusallk

6. Uygulama Aralig
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2.3.3.2.1. Dogruluk

Kullanilacak yontemle elde edilen sonuglarin gergek verilere yakinhgi, o analitik yontemin
dogrulugudur. Gercgeklik olarak da adlandirilir. Analiz edilen maddenin bilinen miktar tayini
yontemi ile % geri elde degerleri bulunarak hesaplanir. Dogruluk, belirli araligl kapsayan en
az li¢ konsantrasyon noktasinda en az licer kez hazirlanan numune miktarlarinin ylizde geri

eldelerinin belirlenmesiyle tayin edilmektedir (ICH Q2(R1)).

Levofloksasin hemihidrat’in pH 7,4 fosfat tamponu icerisindeki 1 mg/ml konsantrasyondaki
stok cozeltisi kullanilarak, 3 pg/ml, 6 pg/ml ve 9ug/ml konsantrasyonda uc farkl ¢ozeltisi
hazirlanmigtir. Bu ¢ozeltilerle UV spektrofotometre kullanilarak 3’er kere okuma yapilmistir.
Elde edilen veriler yardimiyla pratik konsantrasyon ve % geri elde degerleri hesaplanmistir.
Ortalama % geri elde, standart sapma (SS) ve % bagil sapma verileri hesaplanarak yontemin

dogrulugu kanitlanmustir.

2.3.3.2.2. Kesinlik

Bir analitik islemin kesinligi, ayni 6rnekten alinan numuneler icin birbirini takip eden 6lgiim
sonuglarinin  birbirine yakinligi anlamina gelmektedir. Tekrarlanabilirlik, tekrar elde

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

- Tekrarlanabilirlik

Tekrarlanabilirlik, kisa zaman aralig§inda ayni islem kosullari altinda kesinligi ifade
etmektedir. Belirli araligi kapsayan en az ¢ konsantrasyonda en az Ulger kez ya da test
konsantrasyonunun %100’(inde en az alti 6lglimle belirlenmektedir. Bu konsantrasyonlarin

ortalamasi, standart sapmasi (SS) ve bagil standart sapmasi hesaplanmaktadir (ICH Q2(R1)).

Levofloksasin hemihidrat’in pH 7,4 fosfat tamponu icesisindeki 1 mg/ml konsantrasyondaki
stok cozeltisi kullanilarak, 3 ug/ml, 6 ug/ml ve 9ug/ml konsantrasyonda g farkh ¢ozeltisi
hazirlanmistir.  Cozeltilerin UV spektrofotometre yardimiyla pratik konsantrasyonlari
okunmustur. Ortalama konsantrasyon, standart sapma (SS) ve % bagil sapma verileri

kullanilarak yontemin tekrarlanabilirligi ve kesinligi kanitlanmistir.
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2.3.3.2.3. Segcicilik

Secilik, analizi yapilan maddeyiortamda baska bilesenler varliginda dogru tayin edebilme

anlaminina gelmektedir(ICH Q2(R1)).

2.3.3.2.4. Teshis Siniri (LOD)

Bir numune icerisinde, analiz edilen maddenin teshis edilebilen ancak tayin edilemeyen en

disiik konsantrasyonu, o analitik yontemin teshis siniri anlamina gelmektedir (ICH Q2(R1)).

Levofloksasin hemihidrat’in distile su ve pH 7,4 fosfat tamponundaki miktar tayini
yonteminin teshis sinirini belirlemek amaciyla, 0,1 mg/ml konsantrasyondaki stok
¢cOzeltisiden hareketle 6 farkli konsantrasyonda c¢ozeltisi hazirlanmis ve 3 paralel olacak
sekilde 6lciimleri yapilarak, konsantrasyonlara karsi elde edilen absorbans degerleri grafige
gecirilmistir. Elde edilen kalibrasyon dogrularinin egim ve kesisim degerlerinin ortalama ve
standart sapma degerleri bulunduktan sonra asagidaki denklem kullanilarak teshis sinirlari

hesaplanmistir.

LOD=3,3 /s (Denklem 2.1)

o : Regresyon dogrularinin y kesisim degerlerinin standart sapmasi
s : Kalibrasyon egrisinin egimi

2.3.3.2.5. Tayin Sinir1 (LOQ)

Bir analitik yontemin tayin siniri, analiz edilen maddenin kabul edilebilir dogruluk ve kesinlik
Ozelliklerini saglayan, kantitatif olarak tayin edilebilen en disiik miktari olarak

tanimlanmistir (ICH Q2(R1)).

Levofloksasin hemihidrat’in distile su ve pH 7,4 fosfat tamponundaki miktar tayini
yonteminin tayin sinirini belirlemek amaciyla, 0,1 mg/ml konsantrasyondaki stok
¢Ozeltisiden hareketle 6 farkli konsantrasyonda ¢ozeltisi hazirlanmis ve 3 paralel olacak
sekilde olcuimleri yapilarak, konsantrasyonlara karsi elde edilen absorbans degerleri grafige

gecirilmistir. Elde edilen kalibrasyon dogrularinin egim ve kesisim degerlerinin ortalama ve
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standart sapma degerleri bulunduktan sonra asagidaki denklem kullanilarak tayin sinirlari

hesaplanmistir.
LOQ=100/s (Denklem 2.2)

o : Regresyon dogrularinin y kesisim degerlerinin standart sapmasi

s : Kalibrasyon egrisinin egimi

2.3.3.2.6. Dogrusallik

Dogrusallik, verilen araliklarda, 6rnekteki madde konsantrasyonu ile test sonuclarinin dogru
orantili sonuclar saglayabilmesidir. Dogrusalligin saptanmasinda en az 5 konsantrasyon
gereklidir. Eger dogrusal bir iliski mevcutsa, analiz sonuglari, en kiiclik kareler yontemiyle
regresyon dogrusunun hesaplanmasi gibi uygun istatistiksel metodlarla
degerlendirilebilmektedir. Korelasyon katsayisi, y-kesisim, regresyon dogrusunun egimi ve
artik kareler toplami hesaplanmahdir (ICH Q2(R1)). Parametrelerin hesaplanmasinda

Graphpad Prism programindan yararlanilmistir.

Distile su ve pH 7,4 fosfat tamponu icinde ayri ayri 10mg/100ml konsantrasyonda
hazirlanmig etkin maddenin stok gozeltilerinden seyreltmeler yapilarak her bir ortam icin 8
farkli konsantrasyonda ¢ozelti elde edilmistir. Bu ¢ozeltilerin 288 nm'deki absorbanslari
okunmus ve bundan hareketle dogrusallik ve dogrusallik araligina ait dogrular ve bu

dogrulara ait parametreler hesaplanmistir.

2.4. Mikropartikiillerin Hazirlanmasi

2.4.1. On Formiilasyon Calismalari

Levofloksasin hemihidrat iceren mikropartikiller emdiilsiyon ¢Ozici
ekstraksiyon/buharlastirma yéntemiyle hazirlanmistir. Polimer olarak polikaprolakton (PCL)

ve polilaktik-ko-glikolik asit (PLGA) kullanilmistir.
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2.4.1.1. Polikaprolakton (PCL) Kullanilarak Hazirlanan Onformiilasyonlar

Levofloksasin hemihidrat iceren mikropartikiller 6nce s/y/s, k/y/s veya s/y/y emdlsiyon
¢6zlicli buharlastirma yontemi ile hazirlanmistir. Polimer olarak PCL kullaniimistir (Ogawa ve

ark.,1988, Meng ve ark.,2003, Jelvehgari ve ark., 2010).

Hazirlanan formilasyonlarda polimer miktari, organik ¢ozlcl tipi ve orani, dis su fazin
hacmi, dis su fazda kullanilan PVA konsantrasyonu gibi faktorler degistiriimis ve

formilasyonlar etkin madde enkapsilasyon etkinligi agisindan degerlendirilmistir.

2.4.1.2. Polilaktik-ko-glikolik asit (PLGA) Kullanilarak Hazirlanan Onformiilasyonlar

Levofloksasin  hemihidrat iceren  mikropartikiiller, s/y/y emdllsiyon ¢Ozlcl
ekstraksiyon/buharlastirma yontemi ile hazirlanmistir. Polimer olarak PLGA kullaniimistir

(Cizelge 2.1) (Lee ve ark., 2000, Maravajhala ve ark.,2009).

10 mg levofloksasin hemihidrat 1 ml distile suda ¢6zlilmustir. Organik ¢oziici olarak 5 ml
asetonitril  kullanilmistir. Etkin  madde ¢Ozeltisi organik faz Gzerine eklenerek
homojenizatérde 8000 rpm hizinda 2 dakika boyunca homojenize edilmis ve s/y tipi primer
emdulsiyon hazirlanmistir. Dis faz olarak % 1 a/h konsantrasyonda Span 80 igeren 50 ml sivi
parafin kullanilmistir. Olusturulan primer emdlsiyon sivi parafin icerisine eklenerek 8000
rpm’de 5 dakika homojenize edilmistir. Olusturulan s/y/y tipi emiuilsiyon, organik ¢6zticiniin
buharlagsmasini saglamak lizere mekanik karistiricida 450 rpm hizinda 24 saat sireyle

kanistiriimistir.

Hazirlanan formilasyonlar 9000 rpm’de 24 dk boyunca santrifiij edilmis ve mikropartikller
hegzan ile 3 defa yikanmistir. Coken partiklller distile su icinde disperse edilerek
dondurulmus ve 24 saat siireyle liyofilize edilmistir. Elde edilen toz mikropartikiller agzi

kapali kavanozlarda desikator icerisinde saklanmistir.

Olusturulan formilasyonun polimer miktari 100 mg’'dan 200 mg’a artirilmis ve

enkapsilasyon etkinligi acisindan degerlendirilmistir.
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Cizelge 2.1. PLGA kullanilarak hazirlanan 6nformilasyon ¢alismalari

ONF1 ONF2

Primer Emiilsiyon Birim
Levofloksasin miktari mg 10 10
ic su faz hacmi ml 1,0 1,0
Polimer Tipi PLGA PLGA
Polimer Miktari mg 100 200
ic faza eklenen Tween 80

% a/h % 5 % 5
konsanstrasyonu
Organik Cozlicl Tipi ACN ACN
Organik Cozlci Hacmi ml 5 5
Homojenizasyon Hizi rpm 8000 8000
Homojenizasyon Siresi dk 2 2
Ortam Sicakligi °C 25 25
Sekonder Emiilsiyon
Dis yag faz tipi Sivi parafin Sivi parafin
Dis yag faz hacmi ml 50 50
Dis faza eklenen Span 80 % a/h % 1 % 1
konsantrasyonu
Homojenizasyon Hizi rpm 8000 8000
Homojenizasyon Siiresi dk 5 5
Ortam Sicakhgi °C 25 25
Final Karistirma Hizi rpm 450 450
Final Karistirma Siiresi Saat 24 24

ACN: Asetonitril
DCM: Diklorometan

2.4.2. Mikropartikiil Uretiminde Kullanilacak Olan Yéntemin Segimi

Mikropartikil hazirlamak icin uygun dretim yonteminin segiminde, 6n formilasyon

surecinde hazirlanan mikropartikillerin partikil bly{klikleri ve etkin madde enkapsiilasyon

etkinlikleri dikkate alinmistir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda, ¢alismamizin devaminda

mikropartikillerin s/y/y emiilsiyon ¢dzlicii buharlastirma yontemi ile hazirlanmasina karar

verilmistir.
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2.4.3. PLGA Kullanilarak s/y/y Emiilsiyon Coziicli Buharlagtirma Yontemi ile Hazirlanan
Mikropartikiil Formiilasyonlari

2.4.3.1. Farkh Tween Tipleri ile Hazirlanan Formiilasyonlar

ic faz olarak kullanilmak lizere, farkli Tween tipleri (Tween 80, Tween 60, Tween 40, Tween
20) distile su icerisinde ¢6zilerek farkl konsantrasyonlarda (%0,5 a/h , %1 a/h ve %3 a/h)
Tween iceren stok c¢ozeltiler hazirlanmistir. Her bir stok ¢ozeltiden 1 ml alinmis ve 10 mg
levofloksasin hemihidrat, hazirlanan bu sulu faz icerisinde ¢ozilmuistlr. Ayri bir yerde
polimer (PLGA), 5 ml organik ¢6ziiclide (asetonitril) ¢oztlmustlr. Primer su/yag (s/y) tipi
emilsiyon olusturulmak Gzere levofloksasin hemihidrat’in sulu c¢ozeltisi ve polimerin
organik ¢ozliclideki ¢ozeltisinden olusan organik faz yiksek hizli homojenizatér ile 8000
rom’de 2 dakika stireyle homojenize edilmistir. Olusan primer emdilsiyon %1 (a/h)
konsantrasyonda Span 80 iceren sivi parafinden olusan dis faza eklenerek homojenizatérde
8000 rpm'de 5 dk homojenize edilmis ve s/y/y tipi emiilsiyon olusturulmustur. Olusan
emdlsiyon, organik ¢oziicinilin buharlasmasi icin 24 saat boyunca manyetik karistiricida 450

rpm hizda karismaya birakilmistir.

Hazirlanan formulasyonlar 9000 rpm'de 24 dk siireyle santriflij edilmistir. Yikama ¢ozeltisi
olarak 6nce n-hegzan, sonra distile su kullanilmigtir. Santrifiijden sonra yaklasik 4 ml distile
su igerisine alinip dondurulan mikropartikiller 2 giin stireyle liyofilize edilmistir. Elde edilen
mikropartikiiller agzi kapal kavanozlarda, nem c¢ekici madde igceren desikator igerisinde
saklanmistir. Hazirlanan formilasyonlar Cizelge 2.3'de gosterilmistir. Mikropartikillerin

imalat semasi Sekil 2.1'de verilmistir.
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Cizelge 2.3. Farkli Tween tipleri kullanilarak hazirlanan formilasyonlar

F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 F11 F12
Primer Emiilsiyon Birim
Levofloksasin miktari [ mg 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
i¢c su faz hacmi ml 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Polimer Tipi PLGA PLGA PLGA PLGA PLGA PLGA PLGA PLGA PLGA PLGA PLGA PLGA
Polimer Miktari mg 200 200 200 200 200 200 200 200 200 200 200 200
. Tween 80 | Tween 80 | Tween 80 Tween 40 | Tween 40 | Tween 40
I¢ fazdaki Tween tipi % a/h % 0,5 % 1 % 3 % 0,5 % 1 % 3
ve konsantrasyonu Tween 60 | Tween 60 | Tween 60 Tween 20 | Tween 20 | Tween 20

% 0,5 % 1 % 3 % 0,5 % 1 % 3

Organik Coziicu Tipi ACN ACN ACN ACN ACN ACN ACN ACN ACN ACN ACN ACN
Organik Cozucl Hacmi [ ml 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
Karistirma Hizi rpm 8000 8000 8000 8000 8000 8000 8000 8000 8000 8000 8000 8000
Karistirma Siresi dk 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Karistirma Sicakhgi °C 25 25 25 25 25 25 25 25 25 25 25 25
Sekonder Emiilsiyon

Sivi Sivi Sivi Sivi Sivi Sivi Sivi Sivi Sivi Sivi Sivi Sivi
Dis faz tipi parafin | parafin | parafin | parafin | parafin | parafin | Parafin | Parafin | Parafin | Parafin | Parafin | Parafin
Dis faz hacmi ml 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50
Dis faza eklenen Span |,/ | 1% 1% 1% 1% 1% 1% 1% 1% 1% 1% 1% 1%
80 konsantrasyonu
Karigtirma Hizi rpm 8000 8000 8000 8000 8000 8000 8000 8000 8000 8000 8000 8000
Karistirma Siresi dk 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
Karistirma Sicakhgi °C 25 25 25 25 25 25 25 25 25 25 25 25
Final Karistirma Hizi rpm 450 450 450 450 450 450 450 450 450 450 450 450
Final Karistirma Siiresi | Saat 24 24 24 24 24 24 24 24 24 24 24 24

ACN: Asetonitril
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2.4.3.2. Farkli Span Tipleri ile Hazirlanan Formiilasyonlar

i¢ su fazin icerdigi Tween tipi ve miktari (Tween 60, %3 a/h) sabit tutulmus, dis faz olarak
farkli Span tiplerini (Span 80, Span 60, Span 40, Span 20) farkh konsantrasyonlarda (%0,5
a/h , %1 a/h, %3 a/h) iceren 50’ser ml sivi parafin hazirlanmistir. 10 mg levofloksasin
hemihidrat %3 konsantrasyonda Tween 60 iceren 1 ml sulu fazda ¢ozllmustir. Polimer
(PLGA) 5 ml asetonitrilde ¢ozildikten sonra levofloksasinin sulu ¢ozeltisine yavas yavas
eklenerek homojenizatérde 8000 rpm hizinda 2 dk siireyle homojenize edilmistir ve primer
emilsiyon olusturulmustur. Olusan primer emilsiyon farkli Span tiplerini ve miktarlarini
iceren dis fazlara ayri ayri eklenerek homojenizatorde 8000 rpm'de 5 dk boyunca
homojenize edilmis ve organik ¢ozlicinin buharlasmasi icin 24 saat boyunca manyetik
karistiricida 450 rpm hizinda karistiriimaya birakilmistir.

Hazirlanan formilasyonlar icin 9000 rpm'de 24 dk sireyle santriflij edilmistir. Yikama
¢Ozeltisi olarak 6nce n-Hegzan, sonra distile su kullanilmistir. Santrifijden sonra yaklasik 4
ml distile su icerisine alinip dondurulan mikropartikiller 2 giin siireyle liyofilize edilmistir.
Elde edilen mikropartikiller agzi kapali kavanozlarda, nem ¢ekici madde iceren desikator
icerisinde  saklanmistir. Hazirlanan formilasyonlar Cizelge 2.4'de gOsterilmistir.

Mikropartikullerin imalat semasi Sekil 2.1'de verilmistir.

= i
. L -
Polimer/Organik faz Homojenizasyon - - o Homa|enizasyon
000 rpm — aee \\:—:mtpm‘/

2 dk sfy tipl primer 5dk

/1 emilsiyon

S parafin/Span

Levofloksasin
hemihidrat
gozeltisif Tweean

sfyfy tipi emilsiyon

Manyetik kargtinc

Gozicl buharlagtirma
450 rpm

Liyefilizasyen =— Dondurma (-407T) =— Santrifi] =— °° "= "=

w b o

- -

Mikropartikdl

sUspansiyonu

Sekil 2.1. Mikropartikil imalat semasi
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Cizelge 2.4. Farkh Span tipleri ile hazirlanan formilasyonlar

F13 F14 F15 F16 F17 F18 F19 F20 F21 F22 F23
Primer Emiilsiyon Birim
Levofloksasin miktari mg 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
i¢c su faz hacmi ml 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Polimer Tipi PLGA PLGA PLGA PLGA PLGA PLGA PLGA PLGA PLGA PLGA PLGA
Polimer Miktari mg 200 200 200 200 200 200 200 200 200 200 200
Ic faza eklenen Tween 60 | o/ | 39 3% 3% 3% 3% 3% 3% 3% 3% 3% 3%
konsantrasyonu
Organik Cozici Tipi ACN ACN ACN ACN ACN ACN ACN ACN ACN ACN ACN
Organik Cozlcli Hacmi ml 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
Karistirma Hiz rpm 8000 8000 8000 8000 8000 8000 8000 8000 8000 8000 8000
Karistirma Siresi dk 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Karistirma Sicakhgi °C 25 25 25 25 25 25 25 25 25 25 25
Sekonder Emiilsiyon
Dis faz tipi Sivi parafin | Sivi parafin | Sivi parafin | Sivi parafin | Sivi parafin | Sivi parafin | Sivi parafin | Sivi parafin | Sivi parafin | Sivi parafin | Sivi parafin
Dis faz hacmi mi 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50

Span 80 % | Span 80 Span 40 | Span 40 | Span 40
Dis faza eklenen Span tipi % a/h 0,5 % 3 i i i % 0,5 % 1 % 3 i i i
ve konsantrasyonu Span 60 | Span 60 | Span 60 Span 20 | Span 20 | Span 20
] ] % 0,5 % 1 % 3 ] ] ] % 0,5 % 1 % 3

Karigtirma Hizi rpm 8000 8000 8000 8000 8000 8000 8000 8000 8000 8000 8000
Karistirma Siresi dk 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
Karistirma Sicakhgi °C 25 25 25 25 25 25 25 25 25 25 25
Final Karistirma Hizi rpm 450 450 450 450 450 450 450 450 450 450 450
Final Karistirma Siresi Saat 24 24 24 24 24 24 24 24 24 24 24

ACN:Asetonitril
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2.5. Mikropartikiillerde Yapilan Kontroller

2.5.1. DSC Analizi

Etkin maddenin, polimerin ve secilen mikropartikiil formilasyonlarinin termal davranisini
incelemek ve kristal formunu belirlemek amaciyla aliiminyum pan icine konulan
levofloksasin hemihidrat, polimer ve mikropartikiil formuilasyonu preslenerek cihaza

yerlestirilmistir. 25-4002C sicaklik araliginda 5 2C/dk. hizinda termogrami alinmistir.

2.5.2. FTIR (Fourier Transform Infrared) Spektrumu

Levofloksasin hemihidrat ve mikropartikillerin FTIR spektroskopisi ile tanimlanmasinda
Agilent FTIR cihazi kullaniimistir. Cihaza toz halinde yerlestirilen 6rneklerin 4000 - 650 cm-1

dalga boylari arasindaki spektrumlari alinmistir.

2.5.3. Partikiil Biiyiikligiiniin Saptanmasi

Hazirlananmikropartikillerin partikil buytkligi ve dagilimi analizi optik mikroskop ve lazer
kirinimi yéntemleri kullanilarak yapilmistir (Kostanski ve Deluca., 2000, Meinel ve ark.,

2001, Bouissou ve ark., 2006, Lane ve ark., 2006, Wang ve ark., 2009).

Elde edilen mikropartikillerinpartikil baylkliklerinin  tespiti  icin  lazer  kirinimi
graniilometresi (Sympatec Laser Diffraction particle sizer) kullanilmigtir. Mikropartikillerin
formilasyonunda kullanilan polimer suda ¢6ziinmediginden, toz haldeki mikropartikiller
ependorf tipe alinip distile suda vortekslenerek disperse edilmis, sonra olglimler

yapilmistir.

Elde edilen veriler kullanilarak, mikropartikillerin partikiil baydklGgh dagiliminin  bir

gostergesi olan span degerleri hesaplanmistir.
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Sp(],ﬂ. - [DQ[}% o DlU%VDm% (Denklem 2.3)

D1o% : Mikropartikillerin 10% kiimulatif hacim yiizde degeri
Dso% : Mikropartikdllerin 50% kiimulatif hacim ylizde degeri
Dgo% : Mikropartikullerin 90% kiimulatif hacim ylizde degeri

2.5.4. Mikropartikiillerin Morfolojik Ozelliklerinin incelenmesi

Hazirlanan tim mikropartikil formilasyonlarindan alinan 6rnekler distile su ile disperse
edilmis ve optik mikroskop kullanilarak incelenmistir. Segilen uygun formiiller (F4 ve F6) ise
buna ek olarak, FEI Quanta 200 FEG taramali elektron mikroskobu (SEM) ile

gorintilenmistir.

2.5.5. Etkin Madde Miktar Tayini

Etkin madde igerigini tespit etmek amaciyla 5 mg mikropartikil tartilarak 5 ml asetonitrilde
¢Ozllmis ve 5 ml distile su eklenerek organik ¢6zlicii tamamen buharlasana kadar manyetik
karistiricida karistirilmistir. Elde edilen sulu ¢6zeltinin 288 nm'de UV spektrofotometresinde

absorbans degeri 6l¢lilmstir.

2.5.6. Enkapsiilasyon Etkinligi Tayini

Bolim 2.5.3’de anlatilan miktar tayini metotuna gore olglim yapilmis ve asagidaki formiile
gbre enkapsulasyon etkinligi hesaplanmistir (Mao ve ark.,2007, Parikh ve ark., 2003, Yuan
ve ark., 2009).

Yuklenen etkin madde miktari

% Enkapsilasyon etkinligi = x 100 (Denklem 2.4)

Teorik etkin madde miktari
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2.5.7. Uriin Verimi Tayini

Mikropartiklllerin Gretim verimi, Gretim tamamlandiktan sonra elde edilen mikropartikdl
miktarinin  Gretim icine kullanilan toplam kati madde miktarina oranlanmasi ile

hesaplanmakta ve ylizde olarak ifade edilmektedir.

Uretilen mikropartikiil miktar:

% Uriin verimi = x 100 (Denklem 2.5)

Uretim i¢in kullanilan toplam kat1 madde miktar1

2.5.8. Coziinme Hizi Deneyi

Cozinme hizi tayininde statik yontem kullaniimistir (Yan ve ark., 1994). Deneylerde
¢O6ziinme hizi ortami olarak pH 7,4 fosfat tamponu kullanilmistir. Mikropartikiillerden 25 mg
tartilarak 1 ml pH 7,4 fosfat tamponu icerisinde disperse edilip membran icerisine
alinmistir. Membranlar cam kaplara yerlestirildikten sonra, lizerlerine 37+0,5°C'de 100 ml
pH 7,4 fosfat tamponu eklenmis ve 100 rpm'de calkalanmaya birakilmistir. Belli zaman
araliklarinda (15 dk, 30 dk, 45 dk, 60 dk, 2 sa, 3 sa, 4 sa, 5 sa, 6 sa, 7 sa, 8 sa, 24 sa)
ortamdan 3 ml 6rnek alinmis ve yerine her seferinde taze tampon eklenmistir. Co6zlinme
ortamindaki etkin madde miktarinin tespiti icin 6rneklerin UV spektrofotometresinde 288
nm’de verdigi absorbanslar 6l¢tilmustiir. Absorbans verilerinden ¢ikan madde miktarlari

hesaplanarak ¢6ztinme hizi grafikleri hazirlanmistir.

In vitro salim profillerinin karsilastiriimasi icin fi (fark faktéri) ve f, (benzerlik faktorii)
degerleri kullanilmistir. f1 degeri 0-15 arasinda oldugunda ve f, degeri 50-100 arasinda
oldugunda FDA ve EMEA tarafindan iki in vitro salim profili benzer kabul edilmektedir.

Asagida formiller verilmistir. (Costa ve Lobo, 2001).

n n
f1={Z|R¢Ty/ X R:}x100
= it (Denklem 2.6)

72 =50 x log{[1+(1/n Z(R-TAI">.100}
=1 (Denklem 2.7)

Ri: Referans formuliin n adet 6rnekleme zamaninin herbirinde ¢6zlinen kiimilatif etkin madde
ylizdesi
Te: Test edilen formiliin n adet 6rnekleme zamaninin herbirinde ¢6zlinen kiimilatif etkin madde
ylizdesi
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2.5.9. Mikropartikiillerin Aerodinamik Ozelliklerinin incelenmesi

2.5.9.1. Sikistirllmis Dansite Tayini

Hazirlanan  mikropartikil  formdlasyonlarindan  secilen  formilasyonlar ve bu
formiilasyonlarin inhalac 70, inhalac 120 ve inhalac 230 ile 1:5 (a/a) oraninda hazirlanmis
karisimlari igin sikistirilmis dansite élglimleri yapilmistir (USP 30). 100 mg toz mikropartikdl
tartilarak 0,05 ml duyarhliga sahip 5 ml’lik pipet icerisinde 1250 defa tapping islemi
uygulanmustir. Tartilan toz mikropartikil agirhg! (g) tapping sonrasi okunan hacme (ml)
orani hesaplanarak mikropartikil formdilasyonlarinin sikistirilmis  dansite degerleri

hesaplanmistir (Ungaro ve ark., 2006).

Mikropartikil agirlig: (g)

Sikistirllmis dansite (g/ml) = (Denklem

Tapping sonrasi okunan mikropartikil hacmi (ml)

2.8)

2.5.9.2. Teorik Kiitlesel Ortalama Aerodinamik Cap (KOACt) Tayini

Mikropartikillerin ve mikropartikiil-inhalac karisimlarinin sikistirilmis dansiteleri ayri ayri
belirlendikten sonra KOAGCt degerlerinin hesaplanmistir. Mikropartikil-inhalac karigimlarinin
geometrik ortalama caplarinin belirlenmesi igin elek analizi yapilmistir. Bu islem igin 1,00;
0,50; 0,25 ve 0,125 mm gozenek ¢apina sahip elekler iceren mikroelek takimi kullaniimistir.
Elek analizi, elekler en blylk gdzenek capina sahip elek en Ustte olmak Ulzere gdzenek
caplarina gore biyulkten kiiclige dogru st Uste dizilerek ve belirli bir titresim uygulanarak
gerceklestirilmistir. Her elek Gzerindeki toz miktari belirlendikten sonra, % elek Gistlii miktar
ve % yigilmali miktarlar hesaplanarak grafikler olusturulmustur. X eksenine gdzenek ¢aplari
aritmetik ortalamasi, y eksenine ise % yigilmali miktarlar girilerek, yigilmah partikil dagihm
egrisi cizilmistir. Bu grafikte dmedyan, %50 yigilmali degere karsilik gelen partikdl
blyiklagudir. % yigilmal miktar olasilik skalasinda, partikiil ¢aplari logaritmik skalada
olacak sekilde grafik gizilerek, geometrik ortalama ¢ap ve standart sapma hesaplanmistir.
Daha sonra teorik kitlesel ortalama aerodinamik ¢ap degerleri asagidaki formile gore

hesaplanmistir (Ungaro ve ark., 2006, Bashoff ve Beaser, 1995).
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KOAGt = d(p/p0X)/? (Denklem 2.9)

d: Geometrik ortalama cap
p: Partikillerin ortalama sikistiriimis dansitesi
p0: Referans dansite (1 g/ml)

X: Dinamik sekil faktorli (Kiresel sekildeki partikiller igin, 1 olarak
alinacaktir)

2.5.10. Antimikrobiyal Aktivite Testi

Secilen formillerin antimikrobiyal etkinliginin belirlenmesi igin kuyucuk diflizyon testi
uygulanmistir (European Pharmacopoeia — 6.0). Levofloksasinin distile su icerisinde 1 mg/ml
konsantrasyondaki standart cozeltisi hazirlanmistir. Daha sonra bu cozeltiden gerekli
seyreltmeler vyapilarak 2, 5, 20, 40 ve 80 pg/ml’lik bir dizi etkin madde c¢dzeltisi
hazirlanmistir. F4 ve F6 kodlu formuillerden, 1 mg/ml konsantrasyonda levofloksasin
hemihidrat’a esdeger miktarda mikropartikil tartilarak steril su icerisinde disperse
edilmistir. Mikropartikiil dispersiyonlarinin bir kismi, petrilere ekilmis test organizmalarinin
(Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli) bulundugu steril agar
besiyeri ortamina cukurlar agilarak hemen uygulanmistir. Mikropartikil dispersiyonunun bir
bolimi ise 48 saat bekletildikten sonra besiyerine uygulanmistir. Petrilerin 37°C'de 24 saat

inkiibasyonundan sonra érneklerin inhibisyon caplari 6l¢iiimustur.

2.5.11. Organik Coziicii Kalintisi Tayini

Formilasyonlarin hazirlanmasinda kullanilan organik ¢oziiciilerin belli bir konsantrasyona
kadar bulunmasina izin verilmektedir (USP 30, 2007). Formilasyonlarimizda kullanilan n-
hegzan'in, hazirlanan mikropartikiillerde kalintisi olup olmadiginin belirlenmesi icin gaz
kromatografisi kullanilmistir. Bunun i¢in mikropartikiiller, polimerin ¢oziinemedigi ancak
organik ¢oziici ile karisabilen ¢ozilicilerle muamele edilmistir. 20 mg mikropartikil Gzerine
2 ml 2-propanol eklenip 2 saat vorteksle karistirildiktan sonra siiziilerek kati kalintilardan

ayrilan 6rnek gaz kromatografisinde analiz edilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Etkin Maddenin Fizikokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi ile ilgili Bulgular

3.1.1. Diferansiyel Tarama Kalorimetrisi (DSC) Analizi Bulgulari

Levofloksasin hemihidrat’in DSC analizi Bolim 2.3.1. de anlatildig1 gibi yapilmis ve Sekil

3.1’deki termogram elde edilmisgtir.

DSC
mW_

}

0.00

Tt

-10.00

lSE.S?C

-20.00

-30.00

100.00 200.00 300.00
Temp [C]

Sekil 3.1. Levofloksasin hemihidrat’a ait DSC termogrami

3.1.2. FTIR Analizine ait Bulgular

Levofloksasin hemihidrat’'in FTIR spektrumu Bélim 2.3.2. de anlatildigi gibi elde edilmistir
Levofloksasin hemihidrat'in referans kaynaktaki FTIR spektrumu ve fonksiyonel gruplarin
absorbsiyon bantlari  Sekil 3.2a'da, ¢alismamizda elde edilen FTIR spektrumu ise Sekil

3.2b'de gosterilmektedir.
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Sekil 3.2b. Levofloksasin hemihidrat’in galismamizda elde edilen FTIR spektrumu
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3.1.3. Etkin Maddenin Ultra Viole Spektrofotometrisi ile Analizi Bulgulari

Levofloksasin hemihidrat’in UV spektrumu Bolim 2.3.3’de anlatildigi sekilde alinmis ve elde

edilen spektrumlar Sekil 3.3-3.4'te verilmistir.

20 ]
288 nm
1.5 1
o
"3
2
0.5 4
0.0 4
200 260 300 3\
Wavelength (nm)

Sekil 3.3. Levofloksasin hemihidrat’in distile su igin UV spektrumu
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Sekil 3.4. Levofloksasin hemihidrat’in pH 7,4 fosfat tamponu icin UV spektrumu
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3.1.4. UV Spektrofotometrik Yontem Kullanilarak Etkin Maddenin Kalibrasyon

Dogrularina ait Bulgular

Bolim 2.3.3.1’de anlatildigi sekilde distile su ve pH 7,4 fosfat tamponu icerisinde yapilan
Olclimler sonucu elde edilen kalibrasyon grafikleri ve kalibrasyon parametreleri Sekil 3.5-3.6

ve Cizelge 3.1’de gosterilmigtir.

Levofloksasin - Distile su  |y=72,26455x+0,01831
R?z=0,99826

0,800
0,700 A

0,600 /
0,500

0,400 /

0,300 //

0,200

0,100

0,000 T T T T T
0 0,002 0,004 0,008 0,008 0,01 0,012

Absorbans

Levofloksasin Konsantrasyonu

Sekil 3.5. Levofloksasinin distile sudaki kalibrasyon grafigi

y =72,20238x - 0,00158

Levofloksasin - pH 7,4 Fosfat Tamponu R? = 0.99997

0,800
0,700 Al

0,600 /./
0,500 /
0,400

0,300
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0,200

0,100

0,000 T T T T
0 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01 0,012

Levofloksasin Konsantrasyonu (mg/ml)

Sekil 3.6.Levofloksasinin pH 7,4 Fosfat tamponundaki kalibrasyon grafigi

Cizelge 3.1. Levofloksasinin kalibrasyon dogrularina ait parametreler
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Ortam Egim * SH Kesisim * SH r?
pH 7,4 Fosfat Tamponu 72,2024 £ 0,05895 0,0016 £ 0,000198 0,9999
Distile su 72,2646 +0,05282 | 0,01831+0,000154 0,9983

SH: Standart Hata = SS/VN

3.1.5. Kalibrasyon Dogrularinin istatistiksel Verileri ve Analitik Validasyonu ile ilgili

Bulgular

3.1.5.1. Dogruluk

Cizelge 3.2-3.3'de distile su ve pH 7,4 fosfat tamponu ile yapilan dogruluk testi icin 3 farkli
konsantrasyon icin altisar kez okunan numunelerin hesaplanan ve bulunan konsantrasyon,
% geri elde degerleri ve % geri elde degerlerinin ortalama, standart sapma ve bagil standart

sapma degerleri gortlmektedir.

Cizelge 3.2. pH 7,4 fosfat tamponu igin yapilan dogruluk bulgular

Teorik Konsantrasyon: 3 Teorik Konsantrasyon: 6 Teorik Konsantrasyon: 9
ug/ml ug/ml ug/ml
Pratik %Geri Pratik %Geri Pratik %Geri
Abs. Abs. Abs.
Kons. Elde Kons. Elde Kons. Elde
0,218 3,04 101,38 0,438 6,09 101,47 | 0,651 9,04 100,43
0,217 3,03 100,92 0,435 6,05 100,78 | 0,651 9,04 100,43
0,218 3,04 101,38 0,434 6,03 100,55 | 0,652 9,05 100,58
0,217 3,03 100,92 0,438 6,09 101,47 | 0,648 9,00 99,97
0,219 3,06 101,84 0,435 6,05 100,78 | 0,650 9,02 100,27
0,219 3,06 101,84 0,432 6,01 100,09 | 0,651 9,04 100,43
ORTALAMA %GERi ORTALAMA ORTALAMA %GERi
% 101,38 . 100,86 % 100,35
ELDE %GERI ELDE ELDE
D
STANDART SAPMA 0,413 STANDART 0,539 STANDART SAPMA 0,212
SAPMA
BAGIL ST. SAPMA BAGIL STANDART BAGIL STANDART
0,407 0,535 0,211
(SS*100/Xort) SAPMA SAPMA

49




Cizelge 3.3. Distile su igin yapilan dogruluk bulgulari

Teorik Konsantrasyon: 3

Teorik Konsantrasyon : 6

Teorik Konsantrasyon: 9

ug/ml ug/ml ug/ml

Pratik %Geri Pratik %Geri Pratik | % Geri
Abs. Abs. Abs.

Kons. Elde Kons. Elde Kons. Elde
0,201 3,03 101,13 0,415 5,99 99,91 | 0,634 9,02 100,27
0,200 3,02 100,67 0,414 5,98 99,67 | 0,634 9,02 100,27
0,199 3,01 100,21 0,416 6,01 100,14 | 0,630 8,97 99,65
0,199 3,01 100,21 0,417 6,02 100,37 | 0,629 8,95 99,50
0,198 2,99 99,74 0,415 5,99 99,91 0,631 8,98 99,81
0,198 2,99 99,74 0,414 5,98 99,67 | 0,631 8,76 97,35
ORTALAMA %GERI 100,28 ORTA!.AMA 99,94 ORTALAMA %GERI 99,47

ELDE %GERI ELDE ELDE
STANDART SAPMA 0,539 STANDART 0,269 STANDART SAPMA | 1,087
SAPMA
. BAGIL .
BAGIL STANDART BAGIL STANDART
0,538 STANDART 0,269 1,093
SAPMA SAPMA
SAPMA
3.1.5.2. Kesinlik

Levofloksasinin distile su ve pH 7,4 fosfat tamponu icerisindeki kalibrasyonunun kesinliginin

saptanmasinda tekrarlanabilirlik parametreleri incelenmistir.

-Tekrarlanabilirlik

Cizelge 3.4-3.5’de distile su ve pH 7,4 fosfat tamponu ile 3 farkli konsantrasyon igin 6 kez

yapilan 6l¢limlere ait ortalama, standart sapma ve bagil sapma degerleri verilmistir.
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Cizelge 3.4. pH 7,4 fosfat tamponu igin yapilan tekrarlanabilirlik bulgulari

Teorik Konsantrasyon : 3 pg/ml

Teorik Konsantrasyon : 6

Teorik Konsantrasyon : 9 pg/mi

pg/ml
Absorbans Pratik Absorbans Pratik Absorbans Pratik
Konsantrasyon Konsantrasyon Konsantrasyon
0,222 3,10 0,438 6,09 0,653 9,07
0,219 3,06 0,437 6,07 0,650 9,02
0,218 3,04 0,434 6,03 0,651 9,04
0,217 3,03 0,438 6,09 0,648 9,00
0,218 3,04 0,436 6,06 0,650 9,02
0,219 3,06 0,432 6,01 0,652 9,05
ORTALAMA 3,05 ORTALAMA 6,06 ORTALAMA 9,03
STANDART STANDART STANDART
SAPMA 0,02 SAPMA 0,03 SAPMA 0,02
BAGIL ST. BAGIL ST. BAGIL ST.
SAPMA 0,781 SAPMA 0,543 SAPMA 0,268

Cizelge 3.5. Distile su igin yapilan tekrarlanabilirlik bulgular

Teorik Konsantrasyon: 3 ug/ml

Teorik Konsantrasyon: 6 pg/ml

Teorik Konsantrasyon: 9 pg/ml

Absorbans Pratik Absorbans Pratik Absorbans Pratik
Konsantrasyon Konsantrasyon Konsantrasyon
0,216 3,24 0,435 6,27 0,646 9,19
0,215 3,23 0,432 6,23 0,641 9,12
0,218 3,27 0,431 6,22 0,647 9,21
0,217 3,26 0,433 6,25 0,641 9,12
0,219 3,28 0,437 6,30 0,641 9,12
0,219 3,28 0,430 6,20 0,646 9,19
ORTALAMA 3,26 ORT':LAM 6,25 ORTALAMA 9,16
STANDART STANDART STANDART
SAPMA 0,02 SAPMA 0,04 SAPMA 0,04
BAGIL ST. BAGIL ST. BAGIL ST.
SAPMA 0,693 SAPMA 0,578 SAPMA 0,445

3.1.5.4. Teshis Sinir1 (LOD)

Bolim 2.3.3.2.4'de anlatildigi gibi hesaplanan veriler Cizelge 3.6’da gosterilmistir.

51




Cizelge 3.6. Teshis siniri (LOD) bulgulari

Teghis Sinir1 (LOD) (mg/ml)

Distile su 1,216 x 104

pH 7,4 fosfat tamponu 1,568 x 10°

3.1.5.5. Tayin Sinirt (LOQ)

Bolim 2.3.3.2.5'de anlatildigi gibi hesaplanan veriler Cizelge 3.7’de gosterilmistir.

Cizelge 3.7. Tayin siniri (LOQ) bulgular

Tayin Sinin (LOQ) (mg/ml)

Distile su 3,684 x 10*

pH 7,4 fosfat tamponu 4,753 x10°

3.1.5.6. Dogrusallik

Distile su ve pH 7,4 fosfat tamponu icinde ayri ayri 10mg/100ml konsantrasyonda

hazirlanmis etkin maddenin stok cozeltilerinden seyreltmeler yapilarak her bir ortam icin 8

farkli konsantrasyonda ¢ozelti elde edilmistir. Bu ¢ozeltilerin 288 nm'deki absorbanslari

okunmus ve bundan hareketle dogrusallik ve dogrusallik araligina ait dogrular ve bu

dogrulara ait parametreler hesaplanmistir.

Sekil 3.7. Distile su icin dogrusallik grafigi
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Sekil 3.8. pH 7,4 fosfat tamponuna ait dogrusallik grafigi

Cizelge 3.8. Levofloksasinin distile su ve pH 7,4 fosfat tamponu igin dogrusallik parametreleri

pH 7,4 fosfat tamponu Distile su

Egim 71,01 71,68
Egimin standart hatasi 0,839 0,02
Guven araligi (%95) 69,02 - 72,99 69,82 > 73,54
Korelasyon Katsayisi (r) 0,9996 0,9995
Regresyon Katsayisi (r? 0,9990 0,9992
Kesisim (n) 0,0023 0,0197
Kesisimin standart hatasi 0,0055 0,0051

Kesisimin gliven aralig

-0,0106 - 0,0152

0,0076 - 0,03178

Regresyon dogrusundan sapmanin
standart hatasi

0,0075

0,00699

Artik kareler toplami

0,3702

0,3244

3.2. Formiilasyon Galismalari ile ilgili Bulgular

3.2.1. On Formiilasyonlar Uzerinde Yapilan Kontrollere Ait Bulgular

3.2.1.1. Partikul BuyiiklGgii Bulgular

Elde edilen mikropartikillerin blylklik incelemesi optik mikroskop ile yapiimistir. Partikdl

blykliklerinin 10 pm’dan kiiglik oldugu tespit edilmistir.
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3.2.1.2.Enkapsiilasyon Etkinligi Bulgular

Polimer olarak PCL kullanilarak hazirlanan mikropartikil formdilasyonlarina ait

enkapsiilasyon etkinligi sonuglari %0,09 - %5,08 araliginda bulunmustur.

Polimer olarak PLGA kullanilarak s/y/y emdlsiyon ¢6zlicti buharlasma yéntemi ile hazirlanan

onformilasyonlara ait enkapstlasyon etkinligi verileri Cizelge 3.9’da verilmistir.

Cizelge 3.9. Farkli miktarlarda PLGA ile hazirlanan dnformiilasyonlarin enkapsilasyon etkinligi bulgulari

Dis faza eklenen
Formiilasyon | Polimer Polimer Organik Span 80 % Enkapstilasyon
Kodu Tipi | Miktari (mg) | Cozlicli Tipi | konsantrasyonu Etkinligi
%a/h
ONF1 PLGA 100 ACN 1 31,719
ONF2 PLGA 200 ACN 1 59,910

3.2.1.3. Uriin Verimi Bulgulan

On formiilasyon olarak Bolim 2.4.1.2'de anlatildigi gibi hazirlanan mikropartikiillerde

Uretim verimi sonuclari Cizelge 3.10'da verilmistir.

Cizelge 3.10. On formiilasyonlara ait Giretim verimi bulgulari

Formiilasyon Kodu | %Verim

ONF1 70,19

ONF2 84,65

3.2.2. Gelistirilen Formiilasyonlar Uzerinde Yapilan Kontrollere ait Bulgular

3.2.2.1. Mikropartikiillerin Partikil Buyiikligii ve Dagilimi Bulgulari

s/y/y tipi emdlsiyon ¢6zlct buharlastirma yontemiyle hazirlanan mikropartikillere ait

partikiil blyikliglu bulgulari Bolim 2.5.3'deki gibi analiz edilmis ve Cizelge 3.11'de
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verilmistir. Formdlasyonlarin partikdil

gosterilmistir.

blayuklugli dagihmi grafikleri ise Sekil

Cizelge 3.11. Hazirlanan mikropartikiillere ait partikdl blytikligi, span ve standart sapma bulgular

Formiilasyon
Partikul Buiyuklugii (um) = SS Span* degerleri £ SS
kodu
F1 50,47 +0,83 1,739+0,20
F2 29,21 +0,30 1,712 +£0,28
F3 10,59 +0,12 0,713 +0,04
F4 13,0 +£0,54 1,685 £ 0,05
F5 10,69 +0,99 0,830+0,13
F6 5,59 +0,54 2,783 0,23
F7 36,26 +£0,52 1,859+0,18
F8 33,65+1,55 1,816 +£0,14
F9 10,40+1,89 4,077 +£0,49
F10 29,57 +1,39 1,729+ 0,22
F11 29,40 + 2,06 1,669 + 0,04
F12 7,03+1,47 3,054 +0,43
F13 29,18 + 2,97 1,668 £ 0,15
F14 15,99+0,61 1,844 +0,34
F15 11,86+1,18 3,471+0,29
F16 45,58 + 4,57 2,342 +0,10
F17 52,63 +3,58 1,988 £ 0,16
F18 20,84 +2,83 3,011+0,34
F19 58,10+ 1,30 2,766 + 0,59
F20 76,19+ 2,20 1,785+ 0,04
F21 9,57 +1,87 3,270 £ 0,06
F22 7,01+1,49 8,423 +2,78
F23 9,31+0,50 5,728 £1,24

*Span degeri: Bolim 2.5.3’de agiklanmigtir.

3.9'da
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3.2.2.2. Mikropartikiillere ait Enkapsiilasyon Etkinligi Bulgulari

Hazirlanan mikropartikillere ait enkapsiilasyon etkinligi bulgulari B6lim 2.5.6‘da anlatildigl

gibi hesaplanmis ve Cizelge 3.12 ve Cizelge 3.13'da gosterilmistir.

Cizelge 3.12. i¢ fazda farkl Tween tipleri ve konsantrasyonlari kullanilan mikropartikiillerde enkapsiilasyon

etkinligi bulgular

Formiilasyon

i¢ faza eklenen Tween tipi

Dis faza eklenen Span 80

% Enkapsiilasyon

kodu ve konsantrasyonu konsantrasyonu Etkinligi + SS
Tween 80
F1 %1 57,81+ 0,011
%0,5
Tween 80
F2 %1 63,44 + 0,013
% 1
Tween 80
F3 %1 68,61 + 0,012
%3
Tween 60
Fa %1 89,47 + 0,014
%0,5
Tween 60
F5 %1 87,62+ 0,012
% 1
Tween 60
F6 %1 82,51+ 0,024
%3
Tween 40
F7 %1 71,41 + 0,024
%0,5
Tween 40
F8 %1 73,36 + 0,013
% 1
Tween 40
F9 %1 80,67 £ 0,011
%3
Tween 20
F10 %1 58,47 + 0,024
%0,5
Tween 20
F11 %1 70,71 + 0,031
% 1
Tween 20
F12 %1 75,42 0,014
%3
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Cizelge 3.13. Dis fazda farkh Span tipleri ve konsantrasyonlari kullanilan mikropartikiillerde enkapsilasyon

etkinligi bulgular

Formiilasyon

i¢ faza eklenen Tween 60

Dis faza eklenen Span tipi

% Enkapsiilasyon

kodu konsantrasyonu ve konsantrasyonu Etkinligi + SS
Span 80
F13 %3 78,43 0,018
%0,5
Span 80
F6 * %3 82,51+ 0,024
%1
Span 80
F14 %3 52,78 + 0,021
%3
Span 60
F15 %3 82,89+ 0,013
% 0,5
Span 60
F16 %3 64,59 + 0,017
%1
Span 60
F17 %3 29,72 0,028
%3
Span 40
F18 %3 66,43 + 0,017
% 0,5
Span 40
F19 %3 54,46 + 0,013
%1
Span 40
F20 %3 27,90 + 0,011
%3
Span 20
F21 %3 67,87 + 0,014
% 0,5
Span 20
F22 %3 45,26 + 0,014
%1
Span 20
F23 %3 37,54 0,018
%3
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3.2.2.3. Mikropartikiillerin Morfolojik Ozelliklerinin incelenmesi

Hazirlanan mikropartikiillerden alinan 6rnekler distile suda disperse edildikten sonra, 100x

blylitme orani ile alinan optik mikroskop goriintileri Sekil 3.10'da verilmistir.

a) b)

Sekil 3.10. Mikropartikillere ait optik mikroskop gorintileri. a)F1 b)F2 c)F3 ¢)F4 d)F5 e)F6 f)F7 g)F8 h)F9 1)F10
i)F11 j)F12 k)F13 1)F14 m)F15 n)F16 0)F17 6)F18 p)F19 r)F20 s)F21 s)F22 t)F23
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Sekil 3.10.Devam.
f) g
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Sekil 3.10 Devam.
k) 1)
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Sekil 3.10 Devam.

p)

<

%aoo

r)
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3.2.2.4. Mikropartikiillere ait Uretim Verimi Bulgulari

Hazirlanan mikropartikil formilasyonlarina ait Gretim verimi bulgulari Bolim 2.5.7'de

anlatildigi gibi hesaplanmis ve Cizelge 3.14 ve Cizelge 3.15’de gosterilmistir.

Cizelge 3.14. i¢ fazda farkli Tween tipleri ve konsantrasyonlari kullanilan mikropartikiillerde iriin verimi bulgulari

Formiilasyon i¢ faza eklenen Tween tipi Dis faza eklenen Span 80 % Verim
kodu ve konsantrasyonu konsantrasyonu
Tween 80
F1 %1 95,57
% 0,5
Tween 80
F2 %1 98,73
% 1
Tween 80
F3 %1 88,71
% 3
Tween 60
Fa %1 64,81
% 0,5
Tween 60
F5 %1 73,90
% 1
Tween 60
F6 %1 81,71
% 3
Tween 40
F7 %1 72,29
% 0,5
Tween 40
F8 %1 71,19
% 1
Tween 40
F9 %1 76,14
% 3
Tween 20
F10 %1 82,86
% 0,5
Tween 20
F11 %1 72,56
% 1
Tween 20
F12 %1 68,91
% 3
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Cizelge 3.15. Dis fazda farkh Span tipleri ve konsantrasyonlari kullanilan mikropartikillerde Griin verimi bulgulari

Formiilasyon

i¢ faza eklenen Tween 60

Dis faza eklenen Span tipi

kodu konsantrasyonu ve konsantrasyonu P
Span 80
F13 % 3 83.80
% 0,5
Span 80
F14 % 3 73.45
% 3
Span 60
F15 % 3 7487
% 0,5
Span 60
F16 % 3 7557
% 1
Span 60
F17 % 3 85,51
% 3
Span 40
F18 % 3 82 61
% 0,5
Span 40
F19 % 3 78.65
% 1
Span 40
F20 % 3 7067
% 3
Span 20
F21 % 3 7481
% 0,5
Span 20
F22 % 3 73.55
% 1
Span 20
F23 % 3 7175
% 3

3.2.2.5. Mikropartikiillere ait C6ziinme Hizi Bulgulari

Mikropartiklllerde ¢6ziinme hizi bélim 2.5.6’da anlatilan yontem ile 37 + 0,5 2C'de pH 7,4

fosfat tamponunda incelenmistir. Hazirlanan formilasyonlara ait ¢éziinme hizi grafikleri

Sekil 3.11-3.12-3.13-3.14-3.15-3.16-3.17’de verilmistir.
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Tween 80

90%

80%
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50%

40%

30%
20% -
10%
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% Kiumiilatif Agiga Cikan

10 12 14 16 18 20 22 24

Zaman (saat)

Sekil 3.11. Farkli konsantrasyonlarda Tween 80 ile hazirlanan mikropartikil formilasyonlarina ait ¢6ziinme hizi

grafikleri (n=3).

100%

Tween 60

90%

80%

70%

apu—F 4

60%

@il F5

50%

el F6

40%

30%

% Kumiilatif Agiga Cikan

20%
10%
0%

10 12 14 16 18 20 22 24

Zaman (saat)

Sekil 3.12. Farkli konsantrasyonlarda Tween 60 ile hazirlanan mikropartikil formalasyonlarina ait ¢éziinme hizi

grafikleri (n=3).
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Tween 40
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Sekil 3.13. Farkli konsantrasyonlarda Tween 40 ile hazirlanan mikropartikil formilasyonlarina ait ¢éziinme hizi

grafikleri (n=3).
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Zaman (saat)

Sekil 3.14. Farkh konsantrasyonlarda Tween 20 ile hazirlanan mikropartikil formiilasyonlarina ait ¢éziinme hizi

grafikleri (n=3).
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Sekil 3.15. Farkli konsantrasyonda Span 80 ile hazirlanan mikropartikll formilasyonlarina ait ¢6ziinme hizi

grafikleri (n=3).
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Sekil 3.16. Farkli konsantrasyonda Span 60 ile hazirlanan mikropartikll formilasyonlarina ait ¢éztinme hizi

grafikleri (n=3).
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Sekil 3.17. Farkli konsantrasyonda Span 40 ile hazirlanan mikropartikil formilasyonlarina ait ¢éziinme hizi

grafikleri (n=3).
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Sekil 3.18. Farkli konsantrasyonda Span 20 ile hazirlanan mikropartikiil formilasyonlarina ait ¢éziinme hizi

grafikleri (n=3).
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3.2.3. Segilen Formiilasyonlara Ait Bulgular

Uretilen mikropartikiil formiilasyonlari arasindan, partikiil biyikligi ve enkapsiilasyon
etkinligi bulgulari bakimindan en uygun formilasyonlar olan F4 ve F6 formilasyonlari ile

calismaya devam edilmistir.

3.2.3.1. SEM Analizi Bulgular

Taramali elektron mikroskobu (SEM) ile goriintilenen F4 ve F6 formulasyonlarina ait

gorintiler Sekil 3.19a ve 3.19b’de verilmistir.

mag O | det
000 x |ETD

Sekil 3.19a. F4 formdiliine ait taramali elektron mikroskobu (SEM) goriintlsi
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Sekil 3.19b. F6 formuliine ait taramali elektron mikroskobu (SEM) gorintls

HFW | |
85.3

m|2.00kV |25 [3000x|ETD|O°

3.2.3.2. Coziinme Hizi Kinetikleri

16.9 mm|

36Fm

UNAM

F4 ve F6 formiilasyonlarinin ¢éziinme hizi kinetikleri bulgulari Cizelge 3.19'da verilmistir.

Cizelge 3.19. F4 ve F6 formulasyonlarina ait ¢6ziinme hizi kinetikleri bulgular

KINETIKLER
SIFIR DERECE BiRiINCi DERECE HiXON-CROWEL HiGUCHI
i . ) ke kn
ormu 0 2 2 2 2
Kodu | (me/sa) r SH ) r SH ka r SH (sa- r SH
(sa™) 172)
Fa -0,040 | 0,762 | 0,016 | -0,057 | 0,774 | 0,015 | -0,017 | 0,77 |0,006 | 0,067 | 0,957 | 0,0027
F6 0,078 | 0,834 | 0,029 ] -0,122 | 0,867 | 0,382 | -0,035 | 0,856 | 0,116 | 0,127 | 0,993 | 0,0025

3.2.3.3. Etkin madde-polimer etkilesimi tayini bulgulari

3.2.3.3.1. DSC Termogramlari

F4 ve F6 kodlu formilasyonlara ve PLGA'ya ait DSC termogramlari Sekil 3.20'da verilmistir.
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oo
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Temp [C]

Sekil 3.20. F4 ve F6 formdlleri ve PLGA'nin DSC termogrami

3.2.3.3.2. FTIR Spektrumlari

Secilmis formidller olan F4 ve F6 formiilasyonlarina ait FTIR spektrumlari Bolim 2.5.2'deki

gibi alinmis ve sonuglar Sekil 3.21-3.22 ‘de gosterilmistir.

<] A
= H_\“-d"_'*_"'_"_‘\q ,_\‘,f s --1\I .
i W " " f
1 | / A A
w%j J | [ f
§ b \ { V\J; H ' f} \'\f
£ /|
Za) \ / .
= E ‘ \ I’
(I
] iy
_ \J/
]
l I 35[00 rrr 3DIl'JU trr ESIDD o IZDIt'JIJ trr 15[00 o I‘IDIt'JD I

Wavenumber (cm-1)

Sekil 3.20. F4 formiline ait FTIR spektrumu
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Sekil 3.21. F6 formiline ait FTIR spektrumu

Wavenumber (cm-1)

3.2.3.4. Partikiillerin Aerodinamik Ozelliklerine ait Bulgulan

3.2.3.4.1. Sikistirllmis Dansite Tayinine Ait Bulgular

Secilmis mikropartikiil formulasyonlarinin  sikistirlmis  dansiteleri Bolim 2.5.9.1'de

belirtildigi sekilde belirlenmistir. Ayrica bu formiilasyonlarin inhalac 70, inhalac 120 ve

inhalac 230 ile 1:5 oraninda ayri ayri karisimlari hazirlanmis ve bu karigimlarin sikistirilmig

dansite tayinleri yapilmistir ve sonuglar Cizelge 3.17-3.18’de verilmistir.

Cizelge 3.17. F4 ve F6 formilasyonlarina ait sikistiriimis dansite bulgulari

Formiilasyon Kodu

Sikistirilmis Dansite (mg/ml) £ SS

F4

0,509 + 0,015

F6

0,514 + 0,023
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Cizelge 3.18. F4 ve F6 formiilasyonlarinin inhalac 70, inhalac 120 ve inhalac 230 ile 1:5 oraninda hazirlanmis

karisimlarina ait sikistirilmis dansite bulgulari

Formiilasyon Kodu Sikistirllmis Dansite (mg/ml) £ SS
F4 : inhalac 70 0,75+0,10
F4: inhalac 120 0,80+ 0,00
F4 : inhalac 230 0,81+0,01
F6 : inhalac 70 0,75 + 0,00
F6: inhalac 120 0,77 £0,03
F6 : inhalac 230 0,77 £ 0,01
3.2.3.4.2. Teorik Kiitlesel Aerodinamik Ortalama Cap (KAOCt) Tayini Bulgulan

F4 ve F6 formiilasyonlarinin inhalac 70, inhalac 120 ve inhalac 230 ile 1:5 oraninda
hazirlanmis karisimlarina ait elek analizi sonuglari Sekil 3.23-3.23-3.24-3.25-3.26-3.27-3.28-
3.29-3.30-3.31-3.33'de verilmistir. Mikropartikiil formdilasyonlarinin ve inhalac ile

hazirlanan karisimlarinin KOACt verileri ise Cizelge 3.19'da yer almaktadir.

Cizelge 3.19. Mikropartikiillerin tek basina ve inhalac karisimlarina ait KOAGt bulgulari

Formiilasyon Geometrik Ortalama Cap KOACt (1tm)
(pm)

FA 13,000 9,273

F6 5,590 4,006
F4 : inhalac 70 0,202 0,175
F4: inhalac 120 0,199 0,178
F4 : inhalac 230 0,188 0,169
F6 : inhalac 70 0,241 0,208
F6: inhalac 120 0,300 0,264
F6 : inhalac 230 0,278 0,244
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Sekil 3.23. F4 + inhalac 70 (1:5 a/a) karisimi icin yigilmal partikiil dagilim egrisi

% vigilmali miktar
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Elek Gozenek Capi (um)

Data Display

=
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Sekil 3.24. F4 + inhalac 70 (1:5 a/a) karisimi icin olasilik skalasinda % yigilmali miktar, logaritmik skalada partikiil

-r

1E-1 ME-101E-5 1E-8 1E-T 1EG 1E-5 1E-4 1E-2 001 D1
Gozenek capi aritm etik ortalamasi

¢aplari bulunan grafik ve geometrik ortalama ¢ap degeri
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Sekil 3.25. F4 + inhalac 120 (1:5 a/a) karisimi icin yigilmali partikiil dagilim egrisi
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Sekil 3.26. F4 + inhalac 120 (1:5 a/a) karisimi igin olasilik skalasinda % yigiimali miktar, logaritmik skalada
partikil caplari bulunan grafik ve geometrik ortalama ¢ap degeri
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Sekil 3.27. F4 + inhalac 230 (1:5 a/a) karisimi icin yigilmali partikiil dagilim egrisi
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1

1E-14

L N —

iE-111E-10 1E-5 1E-& 1E-7 1E-G 1E-5 1E-4 1E-3 0,01 0.1 1
Gozenek capi aritmetik ortalamasi

Sekil 3.28. F4 + inhalac 230 (1:5 a/a) karisimi karigimi igin olasilik skalasinda % yigilmali miktar, logaritmik
skalada partikil ¢aplari bulunan grafik ve geometrik ortalama ¢ap degeri
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Sekil 3.29. F6 + inhalac 70 (1:5 a/a) karisimi icin yigilmali partikiil dagilim egrisi
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Sekil 3.30. F6 + inhalac 70 (1:5 a/a) karisimi karigimi icin olasilik skalasinda % yigilmali miktar, logaritmik skalada
partikil ¢aplari bulunan grafik ve geometrik ortalama ¢ap degeri
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Sekil 3.31. F6 + inhalac 120 (1:5 a/a) karisimi igin yigilmali partikiil dagihm egrisi
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Sekil 3.32. F6 + inhalac 120 (1:5 a/a) karisimi karisimi icin olasilik skalasinda % yigilmal miktar, logaritmik
skalada partikil caplari bulunan grafik ve geometrik ortalama ¢ap degeri
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Sekil 3.33. F6 + inhalac 230 (1:5 a/a) karisimi igin yigiimali partikiil dagilim egrisi
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Gozenek capi aritmetik otalamasi

Sekil 3.34. F6 + inhalac 230 (1:5 a/a) karisimi icin olasilik skalasinda % yigiimali miktar, logaritmik skalada
partikil ¢aplari bulunan grafik ve geometrik ortalama ¢ap degeri
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[ HFW | HV [spot/mag 1] det |tit] WD —— 100 pm ——

2.00kv]| 25 | 600x |ETD|0°[16.8 mm UNAM

HFW HV spot| mag O | det | tilt WD | —5 pym ——
256 um|2.00kV| 2.5 /10000 x| ETD|0 °|16.8 mm| UNAM

Sekil 3.36. F4 ve inhalac 230 karisimina ait elek alti toza ait SEM gériintiisii
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nagj:l det | tilt
51 3000x |ETD|0°/16.8 mm

WD | [e— ym ——
25.6 ym | 2.00kV | 2.5 16.6 mm UNAM

Sekil 3.38. F6 ve inhalac 230 karisimina ait elek alti toza ait SEM goriintiisii

3.2.3.5. Mikropartikiillere ait Antimikrobiyal Aktivite Tayini Bulgulan

F4 ve F6 formiillerine ait antimikrobiyal aktivite tayini Bolim 2.5.10'da anlatilan yéntemle

yapilmis, sonuglar Cizelge 3.20’de verilmistir.
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Cizelge 3.20. F4 ve F6 formulasyonlarina ait antimikrobiyal etkinlik testi sonuglari

F4 F6
Standart ¢ozelti* F4 (Taze o F6 (Taze o .
¢ (Taze) | pekietiimis) |7 (73%¢) | (Bekietilmis)
Etkin madde | inhibisyon | inhibisyon inhibisyon inhibisyon inhibisyon
konsantrasyonu zonu zonu zonu zonu zonu
2 ml 19 mm - - - -
Escherichia ue/
coli 5 pg/ml 22 mm - 12 mm - 12 mm
20 pg/ml 24 mm 16 mm 19 mm 16 mm 18 mm
40 pg/ml 25 mm 17 mm 20 mm 19 mm 21 mm
80 pg/ml 27 mm 20 mm 23 mm 20 mm 24 mm
Etkin madde | inhibisyon | inhibisyon inhibisyon inhibisyon inhibisyon
konsantrasyonu zonu zonu zonu zonu zonu
2 pg/ml 19 mm - - - -
Klebsiell
ebsie .a 5 ug/ml 20 mm - 12 mm - 13 mm
pneumoniae
20 ug/ml 24 mm 14 mm 18 mm 15 mm 18 mm
40 ug/ml 26 mm 16 mm 19 mm 16 mm 21 mm
80 pg/ml 28 mm 20 mm 22 mm 19 mm 23 mm
Etkin madde | inhibisyon | inhibisyon inhibisyon inhibisyon inhibisyon
konsantrasyonu zonu zonu zonu zonu zonu
2 pug/ml - - - - -
Pseudomonas ue/
aeruginosa 5 pg/ml 11 mm - - - -
20 pg/ml 15 mm - - - -
40 pg/ml 21 mm - - - 10 mm
80 ug/ml 24 mm - 10 mm - 12 mm

*Levofloksasin hemihidrat ¢ozeltisi

3.2.2.9. Mikropartikiillere ait Organik Coziicii Kalintisi Tayini Bulgulan

F4 ve F6 formiilasyonlarinda ¢6ziict kalintisi Bolim 2.5.11'de anlatildigi gibi yapiimistir. Gaz

kromatografisi sonuglarina bakildiginda mikropartikiillerde n-hegzan kalintisi bulunmadigi

tespit edilmistir.
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4. TARTISMA

Akciger enfeksiyonlarinin oral veya paranteral tedavisindeki en buylik zorluk terapotik
dozlarin yiksek olmasi ve bu nedenle yan etkilerinin artmasidir. Bu nedenle galismamizda
levofloksasin hemihidrat'i inhalasyon yoluyla hedef bolgeye ulastirmaya yonelik, polimerik

mikropartikiiler formda kuru toz formulasyonlarinin hazirlanmasi amaglanmistir.

4.1. Etkin Maddeye ait Bulgularin Degerlendirilmesi

Calismamizda etkin madde olarak, florokinolon tiirevi antibakteriyel etkili bir madde olan
levofloksasin hemihidrat kullanilmistir. Miktar tayini islemlerinde kullaniimak (zere, distile
su ve pH 7,4 fosfat tamponu icin kalibrasyon dogrularina ait r? degerlerinin 1'e yakin,
standart hata degerlerinin disik olmasi, okunan absorbans degerlerinden hareketle elde
edilen konsantrasyonlarin glvenilir oldugu anlamina gelmektedir (Cizelge 3.1). UV analizi ile
elde edilen verilerle olusturulan kalibrasyon dogrularinin validasyonu yapilmis, dogruluk,
kesinlik (tekrarlanabilirlik), teshis ve tayin siniri, dogrusallik parametreleri incelenmistir.
Miktar tayini yontemi icin yapilan dogruluk testinde elde edilen sonuclara gore, % bagil
standart sapma degerleri % 2’den kiiclik olmalidir. Buna gore veriler degerlendirilmis ve
dogruluk tespit edilmistir (Cizelge 3.2-3.3). Kesinlik testlerinden, tekrarlanabilirlik verileri
olan % bagil sapma degerleri % 2’den kiigliik olma sartina gére yorumlanmis ve uygun
bulunmustur (Cizelge 3.4-3.5). Teshis siniri ve tayin sinirlari, miktar tayini icin dogrusallik alt
sinirinin  altinda bulunmustur (Cizelge 3.6-3.7). Dogrusallik ve araligi hesaplamalari
sonucunda dogrulara ait r* degerlerinin yiksek, regresyondan sapmanin standart hatasinin

diistk olmasi, elde edilen bulgularin glivenilir oldugunu géstermektedir (Cizelge 3.8).

Etkin maddenin o6zelliklerinin belirlenebilmesi icin UV spektrumlarn (Sekil 3.3-3.4), FTIR
spektrumu (Sekil 3.2b), DSC termogrami (Sekil 3.1) elde edilmistir. Levofloksasin
hemidirat'in DSC termograminda 235 2C’de goriilen endotermik pik maddenin erime
noktasini ifade etmekte olup, bu deger literatiir bulgulariyla 6rtiismektedir (Gevariya ve
ark., 2011). FTIR analizinde 3500-3450 cm™ (-COOH grubuna ait -OH), 1750-1700 cm™ (C=0
grubu), 2800-3000 cm™ (aromatik C-H baglar), 1050-1000 cm™ (C-F grubu) pikleri
levofloksasin hemihidrat’a ait fonksiyonel grup pikleridir (Mouzam ve ark., 2011, Doodipala

ve ark., 2011, Sahoo ve ark., 2012). Levofloksasin hemihidrat’in ¢calismamizda elde ettigimiz
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FTIR spektrumunda 1718 cm™ civarinda karbonil (C=0) grubu, 3242 cm™ civari karboksilik
aside ait hidroksil (-OH) grubu, 1045 cm™ civari C-F baglari, 2801-2933 c¢cm? civarinda

aromatik C-H baglarina ait pikler gérilmektedir.

4.2. On Formiilasyon Calismalarinin Degerlendirilmesi

Hazirlanacak mikropartikiillere yonelik uygun Uretim yonteminin secgimi igin literatir
arastirmasi yapilmis, bunun i¢in formtlasyonlarin pulmoner yolla uygulanacagi, belli bir
partikdl buydkliga arahiginda olmasi gerektigi ve levofloksasin hemihidrat’in suda ¢6zlinen
bir etkin madde olmasi dikkate alinmistir. Mikropartikillerin Gretimi icin 6nce s/y/s ve k/y/s
emiilsiyon ¢6ziici buharlastirma yontemleri denenmistir (Perez ve ark., 2000). Literatiirde
levofloksasin ile yapilmis az sayida mikropartikiil ¢alismasinin bulunmasi nedeniyle polimer
olarak polikaprolakton (PCL) kullanilmistir. Hazirlanan formillerde polimer miktari, dis su
fazin hacmi, dis su fazda kullanilan PVA konsantrasyonu gibi faktorler degistirilmis ve
formilasyonlar partikil buydklGgli ve etkin madde enkapsilasyon etkinligi agisindan
degerlendirilmistir. Mikropartikillerde yapilan mikroskop incelemeleri sonucu pulmoner
yol ile uygulanabilecek uygun partikil biylklGigine sahip partikiller elde edilebilmekle
birlikte, s/y/s ve k/y/s emilsiyon yontemleriyle hazirlanan formulasyonlarda etkin
maddenin suda ¢6zlinlir olmasinin, sekonder emiilsiyon olusumu sirasinda etkin maddenin
polimerik matristen dis sulu faza diflizyon egilimi géstermesine neden oldugu, bu durum
sonucunda hazirlanan mikropartikiil formilasyonlarinda etkin madde enkapsilasyon
oraninin distk oldugu distintilmistir (Hombreiro ve ark., 2000, Jalil ve Nixon 1989). Bu
nedenle tekrar literatlir arastirmalari yapilarak, formilasyonun dis fazinin su yerine yag
fazindan olustugu s/y/y emiilsiyon tipiyle formilasyon calismalarina devam edilmistir (Lee
ve ark., 2000, Maravajhala ve ark., 2009). Bu formilasyonlarda da kullanilan polimer miktari
degistirilerek  enkapsilasyon etkinligi degerlendirilmistir. Ancak polimer olarak
polikaprolakton kullanilan tim formilasyonlarda, etkin maddenin enkapstlasyon oraninin

cok dusik (%0,09 - %5,08) oldugu gorilmustir.

Mikropartikll Gretiminde kullanilan polimer tipi enkapsilasyon etkinligini etkilemektedir.
Bu nedenle enkapsiilasyon etkinligini artirabilmek icin polimer degistirme yoluna gidilmistir.
Bu nedenle ONF1 kodlu formiilasyon, polimer olarak PCL yerine PLGA kullanilarak

hazirlanmistir. Organik ¢oziici olarak asetonitril kullanilmistir. Polimer olarak PLGA’nin
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kullanimi ile enkapsilasyon etkinligi %31,719’e yikselmistir. PLGA ile hazirlanan
formilasyonlarin enkapsilasyon etkinligi, dnformilasyonlarda PCL kullanilarak hazirlanan
formiilasyonlardan olduk¢a yliksek bulunmustur. Enkapsilasyon etkinligindeki bu artisin,
PLGA’nin PCL’a gore hidrofilisitesinin daha ylksek olmasi ve levofloksasin hemihidrat suda
iyi ¢6zlinen bir etkin madde oldugu igin polimerdeki ¢6zinirliginin de artmasina neden

oldugu dastnilmektedir.

PLGA kullanilan formilasyonlarda polimer miktari artisinin enkapstlasyon etkinligi tGzerine
etkisini gérmek amaciyla ONF2’de PLGA miktari 200 mg’a c¢ikariimistir. Polimerin artisi ile
organik fazin viskozitesini yikseltmek, boylece etkin maddenin enkapstilasyonunu artirmak
amaglanmistir (Song ve ark., 1997). Boylece levofloksasin hemihidrat’in enkapstilasyon

orani %59,91’e ylikselmistir (Cizelge 3.9).

Bu sonuglardan sonra mikropartikul formilasyonlarini olusturmak icin calismalara s/y/y tipi
emdlsiyon ile devam edilmesine, polimer olarak PLGA kullanilmasina karar verilmistir.
Polimer miktari 200 mg olarak secilmistir. Mikropartikillerin hazirlanmasinda kullanilan
sirfaktanlarin 6zellikleri enkapsiilasyon etkinligini etkilemektedir (Hans ve Lowman, 2002).
Bu nedenle hidrofilik ve lipofilik 6zellikleri gbz énline alinarak, i¢ su faz siirfaktani olarak
Tween, dis yag faz silrfaktani olarak Span eklenmesine karar verilmistir. Slrfaktan
konsantrasyonu ile birlikte enkapsiilasyon orani anlamli sekilde degistiginden, farkli

surfaktanlarin formuilasyon 6zelliklerine etkisinin incelenmesi amaclanmistir.

4.3. Formiilasyon Calismalarinin Degerlendirilmesi

Calismamizda levofloksasin iceren mikropartikiller, yiksek enkapsilasyon etkinligini
saglayabilmek amaciyla Bolim 2.4.3.1 ve Bolim 2.4.3.2'de anlatildigi sekilde, s/y/y tipi
emilsiyon c¢6zlici buharlastirma yontemiyle hazirlanmistir (Cizelge 2.3-2.4) (Mandal ve

Tenjarla, 1996, Das ve Rao, 2006, Ciombor ve ark., 2006).

4.3.1. Organik fazin segimi

Hazirladigimiz emdlsiyon tipinin olusturulabilmesi icin, dis yag fazinin kullanilan organik
fazda ¢o6ziinmemesi gerekmektedir (Badri ve ark., 1999). PLGA, aseton, asetonitril, etil

asetat, tetrahidrofuran gibi organik ¢oziiclilerde ¢6zlinebilmektedir. Kullandigimiz organik
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¢Ozlcl olan asetonitril, diger organik ¢ozicilerden farkh olarak; polar 6zellikte olup suyla
karisabilmekte, yag ile karismamaktadir. Etanol, metanol, etil asetat, aseton ve
dimetilsilfoksit gibi diger organik ¢oziicller ise yag ile karisabilme o0zelligine sahiptir

(Quintanar ve ark., 1996).

4.3.2. Dis faz ortaminin seg¢imi

Dispersiyon ortami olarak, etkin maddemizi ve kullanmayi amacgladigimiz polimerimizi
(PLGA) ¢bzmemesi, toksisitesinin dislik olmasi ve mikrokiire yizeyinden kolaylikla
temizlenebilmesi nedeniyle sivi parafinin kullanilmasina karar verilmistir (Donbrow, 1991,

Bogataj ve ark., 2000).

4.3.3. Siirfaktan konsantrasyonlarinin belirlenmesi

Mikropartikilleri hazirlarken kullanilan siirfaktanlarin mikropartikillerin enkapstlasyon
etkinligi, partiktl buyGklGgh gibi formiilasyon parametreleri (izerinde etkisi oldugu
bilinmektedir. Lee ve arkadaslarinin (2000) yaptiklari calismaya gore, i¢ sulu fazda strfaktan
kullanilmayan formilasyonlarda mikropartikiillerde agregasyon gozlenmis, Tween
konsantrasyonunun %5'in lizerine ¢iktigi formiilasyonlarda ise pargaciklar halinde
agregasyonla ve damlaciklarin seklinde bozulma olmustur. Calismada, dis fazda span
kullanilmadan hazirlanan formilasyonlarda biyik mikropartikillerde agregasyon gorilmds,
span kullanilan formilasyonlarda ise verim yiksek olup mikropartikiillerin kiiresel sekle
sahip oldugu belirtilmistir. Bu nedenle hazirlanan formiilasyonlarda, yiksek HLB degerlerine
sahip Tween 80, 60, 40, ve 20 i¢ su faza, disiik HLB degerlerine sahip Span 80, 60, 40 ve 20
ise dis yag faza eklenmistir. Kullanilan sirfaktanlarin her biri, %5'in altinda 3 farkh
konsantrasyonda (%0,5 , %1 ve %3 a/h) kullanilarak hazirlanmis ve siirfaktan oranlarinin

formilasyon 6zelliklerine etkileri incelenmistir.

4.3.4. Partikiil Bliyukliigii ve Dagilimi Verilerinin Degerlendirilmesi

Mikropartiklllerin partiktl baylklik ve dagilimi analizi Bélim 2.5.3'de anlatildigi sekilde
yapilmistir ve sonuglar Cizelge 3.11'te ve grafikler Sekil 3.9'da verilmistir. i¢ ve dis fazda
kullanilan slrfaktanin  tipi ve konsantrasyonu, partiktl bayGklGgt ve dagihmini

etkilemektedir (Mitchell ve ark.,1981).
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Calismamizda i¢ sulu fazda kullanilan Tween konsantrasyonu arttik¢a, mikropartikillerin
blylkliglinde azalma gorilmistiir. Khoee ve Yaghoobian (2009) isimli arastirmacilar,
kullanilan sirfaktan miktari arttikca genellikle partiktl  buyUklGglnin  azaldigini

belirtmislerdir.

Tween konsantrasyonu sabitken, dis yag fazdaki Span konsantrasyonlarinin artirildigi
formilasyonlarda, konsantrasyon arttikca partiktl blytkliginde artis gortlmistir. Yag
asidi zincirleri ile Span'larin etkilesim egilimleri s/y tipi emilsiyonlardaki damlacik
baykliklerini etkileyen bir parametredir (Palazolo ve Wagner, 2007). Emdiilsiyon
damlaciklari olusurken siirfaktan molekilleri damlaciklar arasi ylizeylere adsorbe olmakta
ve yeniden birlesmelerini 6nlemektedir. Span konsantrasyonunun artmasiyla birlikte dis yag
fazin viskozitesi artmakta ve buna bagli olarak sirfaktanin ara ylizeylere adsorbsiyonu
gecikmektedir (Jiao ve Burgess, 2003). Bu durum ise, carpisan damlaciklarin birlesmesine ve
damlacik biylklGgiiniin artmasina neden olmaktadir (Mohan ve Narsimhan, 1997, Shulz ve
Daniels, 2000, Kolb ve ark.,2001, Narsimhan ve Goel, 2001, Tesch ve Schubert, 2002, Jafari
ve Bhandari, 2007a, 2007b, 2007c).

ic ve dis fazda kullanilan Tween ve Span konsantrasyonlari sabit tutularak, kullanilan
siirfaktan tipinin partikiil biyikligiine etkisi incelenmistir. i¢c fazda Tween 80 kullanilarak
hazirlanan F1-F3 kodlu formdilasyonlar ile, Tween 60'in kullanildigi F4-F6 kodlu
formiulasyonlar karsilastirildiginda i¢c fazda Tween 80 yerine Tween 60’in kullaniimasi
partikil buyakligliinde azalmaya neden olmustur. Bunun nedeninin, Tween 60'in hidrofobik
zincirinin daha kisa olmasi oldugu dastinilmektedir (Khoee ve Yaghoobian, 2009, Azizi ve
ark., 2013). Bununla birlikte Tween 40 ve Tween 20 ile hazirlanan formilasyonlarda partikdl
blylkliginde belirgin bir azalma gozlenmemistir. Dis fazda kullanilan Span tiplerinin
partikil bayuklugine etkisi incelendiginde Span 40, 60 ve 80 ile hazirlanan
formiilasyonlarda, artan HLB degeriyle beraber partikiil buydklGga artmistir. Ancak Span 20

ile hazirlanan formilasyonlarda partikil buyiklGglinde bir miktar azalma gortlmistir.

Mikropartikillerin blyiklik dagiliminin bir gostergesi olarak span degerleri hesaplanmis ve

partikdl buyakligi dagihmi grafikleriyle uyumlu oldugu gorilmastr.
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4.4.4. Mikroskop goriintiilerinin degerlendirilmesi

Tim formulasyonlarin optik mikroskop goériintilerinde formulasyonlarin kiresel morfolojik

yaplya sahip olduklari gortilmektedir (Sekil 3.10).

4.4.5. Enkapsiilasyon Etkinligi Verilerinin Degerlendirilmesi

Kullanilan siirfaktanin tipi, enkapsilasyon etkinligini degistiren faktorlerden biridir. Cizelge
3.12'de Span konsantrasyonu sabitken i¢ fazdaki Tween konsantrasyonu artirilan
formilasyonlarda, Tween konsantrasyonundaki artisla birlikte enkapsilasyon oraninda artis
goralmastlr. Enkapstlasyonun artisi, etkin maddenin i¢ su fazda blylk oranda
hapsedilebildiginin gostergesidir. Tween’in i¢c fazda sirfaktan olarak kullaniimasiyla
hidrofilik bir ortam yaratilmis ve boylece etkin maddenin i¢ fazda kahsi artirilmistir. Bunun
muhtemel nedeni, sirfaktanin polar gruplarinin (hidroksil gruplarn) su-yag fazlan
araylzeyinde etkin maddenin fonksiyonel gruplariyla olusturdugu etkilesim olarak
aciklanabilir. Ayni parametreler dislintldiginde, bu durumun partikl buyakligiund azaltip

enkapstlasyon etkinligini artirmasi beklenen bir sonugtur (Khoee ve Yaghoobian, 2009).

Cizelge 3.13'da i¢ fazdaki Tween konsantrasyonu sabitken, dis fazdaki Span miktar arttikca
etkin madde enkapstilasyon orani dismustir. Hazirladigimiz formilasyonlarda yag fazinda
artan Span konsantrasyonu ile beraber enkapsiilasyonun diismesinin nedeni, asetonitril ve
sivi parafinin karisabilirliginin de artmasi, bunun da etkin maddenin dis faza sizma egilimini
artirmasi olabilir (Khoee ve Yaghoobian, 2009, Azizi ve ark., 2013). Ayrica Span
konsantrasyonunun artmasiyla ortamin lipofilisitesinin artmasi, hidrofilik etkin maddenin i¢
su fazda kalisinin azalmasina neden olabilir (Narang ve ark., 2007). Span konsantrasyonu ile
birlikte viskozitenin arttigi, bu nedenle emilsiyondaki damlaciklarin blyUkliginin arttigi ve
bu durumun  mikropartikillerin  katilasmasinin  yavaslamasina neden  oldugu
distnilmektedir. Bu slire icinde de mikropartikillerden disari etkin madde diflizyonu
olmus, buna bagl olarak etkin madde enkapsiilasyon orani dismistir (Jiao ve Burgess,

2003, Das ve Ramarao, 2007).

ic ve dis fazda kullanilan Tween ve Span konsantrasyonlari sabit tutularak, kullanilan
siirfaktan tipinin enkapsiilasyon etkinligine etkisi incelenmistir. i¢ fazda Tween 80
kullanilarak hazirlanan F1-F2-F3 kodlu formilasyonlar ile, Tween 60’in kullanildigi F4-F5-F6

kodlu formilasyonlar karsilastirildiginda i¢ fazda Tween 80 yerine Tween 60'in kullaniimasi
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enkapsiilasyon etkinliginde artisa neden olmustur. Bununla birlikte Tween 40 ve Tween 20
ile hazirlanan formilasyonlarda enkapsiilasyon etkinliginde bir miktar azalma gozlenmistir.
Dis fazda kullanilan Span tiplerinin enkapsiilasyon etkinligine etkisi incelendiginde,
aralarinda en yiksek yiikleme etkinliginin Span 60 ile hazirlanan F15 formiilasyonuna ait
oldugu belirlenmistir. Dis fazda kullanilan Span konsantrasyonu sabit tutularak
enkapsulasyon etkinlikleri karsilastirildiginda, Span tipi ile enkapstilasyon etkinligi arasinda

korelasyon belirlenememistir.

4.4.6. Uretim Verimi Sonuglarinin Degerlendirilmesi

Mikropartikullerin hazirlanmasinda kullanilan s/y/y tipi emiilsiyon ¢o6zlici buharlastirma

yontemiyle yiiksek imalat verimi (%71-85) elde edilmistir (Cizelge 3.14-3.15).

4.4.7. in-vitro Etkin Madde Gikis Deneylerinin Degerlendirilmesi

Formiilasyonlara ait in-vitro etkin madde c¢ikis deneyleri Boliim 2.5.8.'de anlatildigi gibi
gerceklestirilmistir. Formiilasyonlarda kullanilan farkli slirfaktan tipi ve
konsantrasyonlarinin, mikropartikillerden etkin madde cikis hizlarina etkisine ait grafikler
Sekil 3.11-3.12-3.13-3.14-3.15-3.16-3.17-3.18’de verilmistir. Kullanilan sirfaktan tipleri ve
konsantrasyonlarina gore etkin madde cikis hizlarinin incelenmesi, fi (fark faktord) ve f

(benzerlik faktori) degerleri hesaplanarak yapilmistir.

Kullanilan Tween konsantrasyonlarina bagh olarak, mikropartikillerden etkin madde ¢ikis
hizlarindaki degisim degerlendirilmistir. Tween 80 kullanilarak hazirlanan F1 (%0,5 a/h) ve
F2 (%1 a/h) formullerine ait etkin madde ¢ikis profilleri benzer bulunmus (fi: 11,57 ve fa:
99,93), ancak F3 (%3 a/h) formilasyonuna ait ¢ikis hizinin daha distk oldugu tespit
edilmistir. Tween 60 kullanilarak hazirlanan formullerden F4 (%0,5 a/h) ve F5 (%1 a/h)
formdillerine ait etkin madde ¢ikis profilleri benzer bulunmus (f1: 14,79 ve f.: 99,95), F6 (%3
a/h) formilasyonuna ait etkin madde ¢ikisinin daha fazla oldugu gorilmustiir. Tween 40
kullanilarak hazirlanan formillerden F7 (%0,5 a/h) ve F9 (%3 a/h) formillerine ait etkin
madde cikis profilleri benzer bulunmus (f1: 0,68 ve f>: 99,99), F8 (%1 a/h) formiilasyonunda
ise etkin madde c¢ikisi biraz daha fazla olmustur. Tween 20 kullanilan formilasyonlarda da
etkin madde ¢ikis hizlari ile stirfaktan konsantrasyonu arasinda bir korelasyon bulunmadigi
gorilmuistir. Ancak agiga cikan etkin madde oranina bakildiginda, Tween 20 kullanilan

formilasyonlarda en yilksek oldugu gorilmektedir.
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Tween 20'nin etkin madde ¢ikis oraninin en yiksek olmasinin nedeni, kullanilan siirfaktanlar
icerisinde en ylksek HLB degerine (16,7) sahip olmasi, bdylece ortam hidrofilitesini artirarak
etkin maddenin tampon ¢o6zeltiye diflizyonunu kolaylastirmasi olabilir (Nokhodchi, 2002,
Bolourtchian ve ark., 2010). Efentakis ve arkadaslarinin (1990) yaptig ¢calismada, Tween'in
mikropartikiillerle ¢bzlinme ortami arasindaki ylizey gerilimini azalttigl ve ortamin matrikse

penetrasyon miktarini ve hizini artirdigi belirtilmistir.

Tween konsantrasyonu sabit tutularak, tiplerine bagl olarak mikropartikillerden etkin
madde cikis profillerindeki degisim degerlendirilmistir. Bunun igin ayni konsantrasyonda
Tween 80, 60, 40 ve 20 kullanilan formdilasyonlarin etkin madde ¢ikis hizlari
karsilastirilmistir. %0,5 (a/h) konsantrasyonda Tween kullanilan formulasyonlarin salim
profilleri incelendiginde, Tween 60 ve 40 kullanilan formdllerin salim profilleri arasinda (fa:
12,98 ve fo: 98,77) ve Tween 20 ve 80 kullanilan formillerin salim profilleri arasinda
benzerlik (f1: 13,94 ve f,: 94.94) bulunmustur. %1 ve %3 (a/h) konsantrasyonlarda Tween
iceren formdilasyonlarin gikis profilleri incelendiginde de, %1 (a/h) konsantrasyonda en
yuksek ¢ikis F11 formiilasyonunda (Tween 20), %3 (a/h) konsantrasyonda ise en yiksek ¢ikis
hizi F6 (Tween 60) formiilasyonunda bulunmustur. Formulasyonlarda kullanilan farkh Span
konsantrasyonlarinin, mikropartikillerden etkin madde ¢ikis hizlarina etkisi incelenmistir.
Span 80 kullanilarak hazirlanan formilasyonlarda, etkin madde ¢ikis hizi F13 (%0,5 a/h)
formulasyonunda en yiiksek, F14 (%3 a/h) formiilasyonunda ise en dusliktir. Span 60
kullanilarak hazirlanan F16 (%1 a/h) ve F17 (%3 a/h) formiillerine ait etkin madde ¢ikis
profilleri benzer bulunmus (f1: 2,56 ve f2: 99,98), ancak F15 (%0,5 a/h) formilasyonuna ait
ctkis hizi daha dustk bulunmustur. Span 40 kullanilarak hazirlanan F18 (%0,5 a/h) ve F20
(%3 a/h) formulasyonlarina ait etkin madde salim profilleri benzer bulunmus (fi: 4.68 ve fa:
99,97), ancak F19 (%1 a/h) formilasyonunda cikis hizi daha yiiksek olmustur. Span 20
kullanilarak hazirlanan formiilasyonlarda ise etkin madde ¢ikis hizlarinin stirfaktan
konsantrasyonuyla birlikte degistigi tespit edilmis, ancak aralarinda konsantrasyona bagl bir
korelasyon bulunmadigi gorilmistir. Levofloksasinin suda ¢6zlinen bir etkin madde oldugu
gbzonine alindiginda, kullanilan Span konsantrasyonu arttik¢a, formilasyonun lipofilisite
Ozelliginin artmakta, dolayisiyla islanabilme o6zelliginin azalmaktadir. Bu nedenle etkin
maddenin sulu ortama diflizyonunu azalabilmektedir (Abd-Elbary ve ark., 2013). Span 80
(HLB = 4,3) kullanilan formiilasyonlarda bu durum goézlenmis olup, diger formilasyonlarda

¢6ziinme hizi ile Span konsantrasyonuna arasinda bir korelasyon goriilmemistir.
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Bolourtchian ve arkadaslarinin (2010) vyaptigi arastirmada, formulasyonlarda farkl
konsantrasyonlarda Span kullaniminin, fosfat tamponuna etkin madde cikis hizinda
genellikle etkili olmadigi belirtilmistir. Bunun nedeni suda ¢oOzlinlrlik ve islanabilme

ozelliginin disiik olmasidir.

Span konsantrasyonu sabitken, tiplerine bagli olarak mikropartikillerden etkin madde gikis
profillerindeki degisim degerlendirilmistir. Bunun icin ayni konsantrasyonda Span 80, 60, 40
ve 20 kullanilan formilasyonlarin etkin madde c¢ikis hizlar karsilastirilmistir. %0,5 (a/h)
konsantrasyonda Span kullanilan formilasyonlarin salim profilleri incelendiginde, Span 60
ve 80 kullanilan formdullerin salim profilleri arasinda (fi: 5,88 ve f.: 92,85), % 1 (a/h)
konsantrasyonda Span kullanilan formdilasyonlarin salim profilleri incelendiginde, Span 40
ve 60 kullanilan formillerin salim profilleri arasinda (fi: 11.96 ve f,: 90,75), % 3 (a/h)
konsantrasyonda Span kullanilan formdlasyonlarin salim profilleri incelendiginde, Span 40

ve 60 kullanilan formllerin salim profilleri (fi: 12,09 ve f>: 90,44) benzer bulunmustur.

Kullanilan surfaktanlarin hidrofilite veya lipofilitesi, etkin madde c¢ikis hizi ve miktar
Uzerinde etkili olup (Habib ve Mesue, 1995), formilasyonun HLB dengesinin saglanmasi,
optimum c¢6ziinme hizi profilinin saglanmasinda 6nemlidir (Mohammadi-Samani ve

Boostanian, 2010).

Tim formulasyonlarin 24 saatlik etkin madde ¢ikis profilleri incelenmistir. Yiiksek
enkapsiilasyon etkinligi ve ilk salim hizinin disiik olmasi, suda ¢6ziinen etkin maddelerin
slrekli salim preparatlarinin Uretilmesi icin en 6nemli parametrelerdir. Hazirladigimiz
mikropartiklllerin in-vitro ¢ikis deneylerinde etkin maddenin ilk gikis hizi (Burst effect)
yiiksek olmus, cikis hizi 8. saatten sonra ise azalmistir. ilk cikis etkisinin, hidrofilik 6zellikteki
etkin maddenin mikropartikilllerin ylizeyinde tutunmasinin yani sira, poréz kanallara sahip
mikropartikiiler yapidan hizla diflizyonuna baglh olarak gercgeklestigi disliniilmistir (Das ve
Ramarao, 2007, Maravajhala ve ark., 2009). Formiilasyonlarin ¢cogunda 8. saatten sonra
etkin madde c¢ikisi olmamis veya cok az olmustur. Habib ve Mesue'nin yaptigl calismada
(1995), hazirlanan formilasyonda Span kullanimi, etkin maddenin ¢ikis hizinda gecikmeye
neden olmustur. Bu durum, siirfaktanin ¢éziinme ortaminda az ¢6ziinmesi ve lipofilitesi
nedeniyle ortamin matrise penetrasyon hizi diismesi, boylece etkin madde cikisinin

azalmasi olarak agiklanmustir.
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4.4.8. Uygun Ozellige Sahip Formiilasyonlarin Segimi

Hazirlanan 23 adet mikropartikiil formilasyonu, partikil blyukligli ve etkin madde
enkapsiilasyon etkinligi kriterlerine gore degerlendirilerek uygun formuilasyonlar secilmistir.
Mikropartiklllerin, akcigerin alt boélgelerine ulasmasi hedeflendigi icin, F6 (5,59 + 0,54)
formilasyonu partikdl baylkligt bakimindan uygun bulunmustur (Cizelge 3.11).
Formilasyonlar arasinda en yilksek enkapsiilasyon etkinligini saglayan formulasyon ise F4
(%89,47 + 0,014) olarak belirlenmistir (Cizelge 3.12). Calismanin devaminda, secilen
formiilasyonlar Gzerinde SEM goriintiilemesi, etkin madde cikis kinetiklerinin hesaplanmasi,
laktozlarla (inhalac 70, 120, 230) fiziksel karisimlarinin hazirlanmasi, aerodinamik
Ozelliklerinin incelenmesi ve antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenmesi ¢alismalari yapilmis

ve elde edilen sonuclar degerlendirilmistir.

4.4.9. Polimer-Etkin Madde Etkilesimi Bulgularinin Degerlendirilmesi

4.4.9.1. DSC Analizi Bulgularinin Degerlendirilmesi

Etkin madde ve polimer etkilesiminin incelenmesi amaciyla F4 ve F6 formilasyonlari ile
PLGA'nin DSC termogramlari alinmis (Sekil 3.19) ve etkin maddenin termogrami ile (Sekil
3.1) karsilastirilmistir. Etkin madde 235 2C’de kristal formda endotermik pik vermistir. F4 ve
F6 formilasyonlarina ait termogramda 45 °C civarinda polimere ait pik gdzlenmekte ancak
etkin madde piki gérilmemektedir. Bunun nedeni etkin maddenin amorf yapiya déniismesi
veya kati dispersiyon seklinde polimer igerisine hapsolmasi olarak agiklanabilir (Dillen ve

ark., 2004, Sant ve ark., 2005, Salah, 2013).

4.4.9.2. FTIR Analizi Bulgularinin Degerlendirilmesi

Mikropartikillerin hazirlanma yonteminin etkin maddenin yapisinda herhangi bir degisiklige
neden olup olmadiginin tespit edilmesi icin F4 ve F6 formulasyonlarinin FTIR spektrumlari
alinmis (Sekil 3.21-3.22) ve etkin maddenin spektrumu ile (Sekil 3.2b) karsilastiriimistir. F4
ve F6 formilasyonlarinin FTIR spektrumlarina bakildiginda levofloksasin hemihidrat’a ait

1750 cm civarinda karbonil (C=0) grubu, 2800-3000 cm™ arasinda aromatik C-H baglari,
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1000-1100 cm™ (C-F grubu) pikleri goérulmektedir. Buna goére etkin maddenin

formilasyonlarda yapisal bir degisiklige ugramadigi séylenebilmektedir.

4.4.10. Coziinme Hizi Kinetikleri Bulgularinin Degerlendirilmesi

Secilmis F4 ve F6 formiilasyonlarina ait ¢oziinme hizi kinetikleri verileri ise Cizelge 3.16'de
verilmistir. Kinetiklere ait r? degerlerine bakildiginda, formiillerin en yiksek r? degerleriyle
(F4: 0,957, F6: 0,993) Higuchi kinetigine uyum gosterdigi gortlmistur. Higuchi, kontrolli
salim yapan kati matrisler icinde disperse edilmis etkin maddelerin salim modelini ifade

etmekte olup, etkin madde saliminin diflizyon kontrolli oldugu anlamina gelmektedir.

4.4.11. SEM goriintiilerinin degerlendirilmesi

Secilen F4 ve F6 formilasyonlarinin SEM gorintiilerinde dizgin kiresel yapidaki

mikropartikilleri gorilmektedir (Sekil 3.19a-3.19b).

4.4.12. Mikropartikiillerin Aerodinamik Ozelliklerinin Degerlendirilmesi

Calismamizda uygun partikiil blyuUklikleri ve enkapsilasyon oranlarina sahip
formilasyonlar olan F4 ve F6 lizerinde Bolim 2.5.9.2'de anlatildigi gibi teorik kitlesel

ortalama aerodinamik ¢ap (KOACt) tayini yapiimistir.

KOACt, partikillerin akcigerdeki dagilim ve tutulumunu etkileyen énemli bir parametredir.
Sikistirlmis  dansite, partikillerin inhalasyon cihazindan disari verilebilme 6zelligini
etkilemekte, poroziteleri, blylklik dagihmlari, dansiteleri ve partikillerarasi kohezif ve

adhezif kuvvetlerle ilgili bilgi vermektedir (Devrim ve ark., 2011).

Mikropartiklller kuru toz inhalerde tek basina kullanilmasinin aerolize olabilmesi igin yeterli
olmadigi, partikillerin zayif akis ve agregasyon gosterdigi belirtilmistir (Sivadas ve ark.,
2008). Bu nedenle mikropartiklllerin akis 6zelligini diizeltmek, inhalasyon igin uygun hale
getirmek icin uygun tasiyici yardimci maddeye ihtiya¢ oldugu dislntlmustir. Calismamizda
bunun icin, piyasada hazir bulunan, farkh partikiil biiyiikliiklerine sahip laktozlar (inhalac 70,

inhalac 120 ve inhalac 230) kullaniimistir.
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F4 ve F6 formiillerine ve formiillerin inhalac 70, inhalac 120 ve inhalac 230 ile yapilan
fiziksel karisimlarinin aerodinamik davranisi hakkinda fikir edinmek amacglanmistir. Bolim
3.2.2.7.2°de anlatildigi gibi yapilan KOACt hesaplamalari icin, toz karisimlarin elek analizi ile
hesaplanan geometrik ortalama c¢ap verileri (Sekil 3.24-3.26-3.28-3.30-3.32-3.34) ile
sikistiriimis dansite verilerinden (Cizelge 3.17-3.18) yararlaniimistir. Yapilan hesaplamalara
gore, F4 ve F6 formiilasyonlarinin, akcigerin alt bolgelerine ulasma acisindan uygun KOACt
degerlerine (F4: 9,273 um ve F6: 4,006 um) sahip oldugu goérialmustir. Bu degerler,
hazirlanan formdillerin akcigerin alt bélimlerinde tutulabilecegi fikrini vermektedir. F4 ve F6
formiilasyonlarinin inhalac'lar ile yapilan fiziksel karisimlarinin ise formiilasyonlardan daha
disik KOACt degerine sahip oldugu bulunmustur (Cizelge 3.19). 5 um'den daha disik
KOACt degerleri, akcigerin respiratuvar bolgesinde tutulum saglanabilecegini
gostermektedir. Buna goére, hazirlanan formiillerin laktoz yardimiyla akis ve aerodinamik

davranisin iyilestirildigi sonucuna varilmistir.

Kuru toz formiller inhale edildiginde, tasiyici maddenin (laktoz) daha buyilik partikillere
sahip oldugu icin agiz ve farenkste kalmasi, etkin maddeyi tasiyan mikropartikllerin ise
laktozdan ayrilarak alt pulmoner bolgelere ge¢mesi istenmektedir. Hazirladigimiz
formiillerin laktozdan ayrilabilme 6zelligini degerlendirebilmek igin, F4:inhalac 230 ve
F6:inhalac 230 karisimlarinin elek analizinde elde edilen elek iistii ve elek alti drnekleri SEM
aracihgi ile gorintilenmistir (Sekil 3.35-3.36-3.37-3.38). SEM goruntilerine bakildiginda,
inhalac 230'un c¢ogunlukla elek Gstiinde (Sekil 3.35-3.37), F4 ve F6 formiillerine ait
mikropartikillerin ise elek altinda (Sekil 3.36-3.38) yogun sekilde bulundugu gérilmektedir.

Buna gore, laktozun ve formiilasyonun birbirinden kolayca ayrilabildigi sonucuna varilimistir.

4.4.13. Antimikrobiyal Aktivite Bulgularinin Degerlendirilmesi

F4 ve F6 formiilasyonlarinin antimikrobiyal aktivite tayini Bolim 2.5.10'da belirtildigi gibi
yapilmis, sonuglar Cizelge 3.20’da verilmistir. Elde edilen sonuglara bakildiginda, hazirlanan
mikropartikiillerin akciger enfeksiyonuna neden olan bakterilerden Eschericha coli,
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumonie’ye karsi etkin oldugu gorilmastiir (Fu ve

ark., 1992).

F4 ve F6 formillerine ait orneklerden bir kismi bekletiimeden, bir kismi ise 48 saat

dispersiyon halinde bekletildikten sonra uygulanmistir. Escherichia coli ve Klebsiella
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pneumoniae i¢in bekletiimeden uygulanan F4 ve F6 kodlu formilasyonlar 20-80 ug/ml
konsantrasyonda antimikrobiyal aktivite gosterirken 48 saat bekletilen mikropartikl
dispersiyonlari uygulandiginda 5 pg/ml levofloksasin hemihidrat iceren mikropartikillerin
antimikrobiyal aktivite gosterdigi gorUlmustir. F4 ve F6 formdllerinin inhibisyon caplari
karsilastirildiginda aralarinda fark goérilmemektedir. Her iki formilasyonun da
antimikrobiyal etkinliklerinde 48 saat bekletildikten sonra artis gbzlenmistir. Pseudomonas
aeruginosa icin saf levofloksasin 5-80 pg/ml konsantrasyonda antimikrobiyal aktivite
gosterirken, F4 ve F6 kodlu mikropartikiller 48 saat bekletildikten sonra uygulandiginda
ancak 80 ug/ml konsantrasyonda antimikrobiyal aktivite gostermistir. Mikropartiktllerin
icerdigi etkin madde miktari arttikca inhibisyon capinin artmasi, antimikrobiyal aktivitenin
de arttigini gostermektedir. 48 saat bekletilen 6rneklerin inhibisyon caplarinin daha genis
olmasi, etkin maddenin o sire boyunca ortam sivisina ¢ikisinin devam etmesi ve ortamdaki
konsantrasyonunun artmasindan kaynaklanmaktadir. F4 ve F6 formillerine ait
antimikrobiyal aktivite gosterdikleri konsantrasyon, levofloksasin hemihidrat icin
literatlirlerde belirtilen minimum inhibisyon konsantrasyonu degerleriyle uyumlu

bulunmustur (Fu ve ark., 1992).

4.4.13. Organik Coziicii Kalintisi Tayini Bulgularinin Degerlendirilmesi

F4 ve F6 formilasyonlari igin organik ¢oziicli kalinti tayini Bolim 2.5.11'deki gibi yapilmistir.
Formilasyonlarimizda kullandigimiz n-hegzan gibi insan saghg icin toksik 6zellikte oldugu
bilinmektedir. Bu nedenle bu ¢ozicilerin, hazirlanan Grinlerde bulunabilecek miktarlari
sinirlandirilmistir. Bu sinir n-hegzan icin 290 ppm'dir (USP 30, 2007). Gaz kromatografisi
analizinde alinan sonuglara goére, hazirladigimiz mikropartikillerde n-hegzan kalintisina

rastlanmamistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu calismada solunum yolu enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilan florokinolonlar
grubundan bir antibiyotik olan Levofloksasin hemihidrat'in pulmoner yolla uygulanmak
Uzere kuru toz inhaler formilasyonlarinin gelistirilmesi amaglanmistir. Oral verilisin sistemik
yan etkilerini ve pulmoner yolla ilag verilisinin avantajlarini gézéniine alarak levofloksasinin
alt pulmoner bolgeye tasinmasi ve ilgili bolgede yeterli terapoétik konsantrasyonun

olusturulabilmesi hedeflenmisgtir.

Kullanilan yontem ve formiilasyon degiskenlerinin hazirlanan mikropartikillerin 6zelliklerine
etkileri incelenmistir. Degisen formilasyon parametrelerinin, partikil blyUkligu ve
enkapsiilasyon etkinligini etkiledigi tespit edilmistir. Formiilasyonlarin SEM goruntileri
alinmis ve dizgin kiiresel partikiller elde edildigi goriilmustir. Formilasyonlarin Giretim
verimi yiksek bulunmus, polimer olarak PLGA kullanilan formilasyonlarda yiksek
enkapsiilasyon etkinligi elde edilmistir. Coziinme hizi deneylerinde, ilk 8 saatten sonra

etkin madde gikisinin ¢cok yavas oldugu gozlenmistir.

Hazirlanan mikropartikillerin enkapsiilasyon etkinligi ve partiktl blyuklikleri goz 6nline
alinarak secilen F4 ve F6 kodlu formiilasyonlarin, hazir laktoz preparatlar (inhalac 70, 120,
230) ile karisimlari hazirlanmistir. Bu islemin amaci toz formilasyonlari inhalasyona uygun
hale getirmek amaciyla akis 6zelliklerini iyilestirmektir. Elde edilen karisimlarin sikistirilmis
dansite ve elek analizleri yapilmis, KOACt degerleri hesaplanmistir. Partikillerin KOACt
degerlerine bakilarak, akcigerin respiratuvar bolgesinde tutulumu igin uygun oldugu
sonucuna varilmistir. F4 ve F6 formilasyonlarinin antimikrobiyal aktivite tayini yapildiginda,
levofloksasin hemihidrat’in etkin oldugu mikroorganizmalara karsi aktivitesinin bulundugu

gbzlenmistir. Mikropartikillerde organik solvan kalintisi bulunmadigi tespit edilmistir.

Elde edilen bulgular degerlendirildiginde, levofloksasin hemihidrat’in pulmoner vyolla
uygulamaya uygun, kuru toz mikropartikiler formiilasyonlarnin basarili bir sekilde

gelistirildigi sonucuna varilmistir.

97



OZET

Levofloksasinin Pulmoner Yolla Uygulanmak Uzere Mikropartikiiler Kuru Toz inhaler
Formiilasyonlarinin Gelistirilmesi ve Degerlendirilmesi

Bu calismanin amaci, solunum yolu enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilan florokinolonlar
grubundan bir antibiyotik olan Levofloksasin hemihidrat'in pulmoner yolla uygulanmak
Uzere kuru toz inhaler formilasyonlarinin gelistirilmesidir.

Antibiyotiklerin yliksek dozda sistemik uygulanmasinin cesitli istenmeyen yan etkilere
olmasi, akcigeri direkt hedef alan ve boylece sistemik etkiyi minimum dizeye ¢ekebilecek
bir tedavi yontemine ihtiya¢ dogurmustur. Akcigerlerin, genis ylizey alani, ince epitel
tabakasi, yiksek damarlanma agi ve ilk gecis etkisini elimine edilebilmesi gibi, hem lokal
hem sistemik tedaviler acisindan avantajlara sahip oldugu bilinmektedir. Bu nedenle
calismamizda, levofloksasin hemihidrat’in, mikropartikiiler sistemlerini iceren kuru toz
inhaler formulasyonlarinin gelistirilmesi amaglanmustir.

Mikropartikller formilasyonlar ¢coklu emiilsiyon teknigi ile hazirlanmistir. Formilasyonlarda
kullanilmak Gzere secilmis olan polimerler biyouyumlu oldugu ve toksik olmadigi bilinen
PLGA (poli(laktik-ko-glikolik asit) ve PCL (polikaprolakton) kullanilmistir.

Mikropartikll formulasyonlarinda polimer tipi, oranlari ve miktari, organik ¢oziici hacmi,
dis su faz hacmi, organik faza ve dis faza eklenen yardimci maddelerin, partikil bayaklGg
ve dagilimi, enkapsilasyon etkinlikleri, Grin verimi, etkin madde salim profillleri
ozelliklerine etkisi incelenmistir. Bulgulara gore F4 ve F6 uygun bulunmus ve ¢alismalara bu
formiillerle devam edilmistir. Secilen formiilasyonlarin inhalasyonla tasinmasini saglamak
icin inhalac 70, inhalac 120 ve inhalac 230 ile belli oranlara fiziksel karisimlari hazirlanmis ve
mikropartikillerin aerodinamik &zelliklerine etkisi incelenmistir. Kullanilan yardimci
maddelerin mikropartikiillerin agregasyonunu onledigi ve aerodinamik ozelliklerini
iyilestirdigi tespit edilmistir.

Secilen mikropartikiler formiilasyonlar Gzerinde antimikrobiyal aktivite tayini yapiimis ve
formilasyonlarin mikroorganizmalara karsi aktif oldugu tespit edilmistir. Calismamizda

edilen sonuglar, Levofloksasin hemihidrat'in inhalasyona yoénelik uygun 06zelliklerde
mikropartikiiler formilasyonlarinin hazirlandigl sonucunu vermistir.

Anahtar Kelimeler: Kuru toz inhaler, levofloksasin hemihidrat, mikropartikuil
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SUMMARY

Development and Evaluation of Dry Powder Inhaler Formulations that Comprising
Microparticular Drug Delivery Systems for Administration by Pulmonary Route.

The aim of this work is to develop a dry powder inhaler formulations of lexofloxacin
hemihydrate, which is one of the fluoroquinolones used for the treatment of respiratory
tract infections.

High doses of antibiotics have various undesirable side effects of systemic administration,
so a need arised for treatments for targeting the lungs directly for reducing systemic side
effects. The lung has some advantages in both local and systemic therapies, like large
surface area, thin epithelial layer, high bioavailability, and high first-pass effect can be
eliminated. Therefore, in our study, levofloxacin hemihydrate dry powder inhaler
formulations had planned to be developed for pulmonary route.

Microparticle formulations were prepared by multiple emulsion technique. Polymers that
used for microparticle formulations are PLGA (poly (lactic-co-glycolic acid), and PCL
(polycaprolactone), which were known as biocompatible and non-toxic.

The effect of polymer type, ratio and amount of the organic solvent volume, external water
phase volume, excipients that added to the external phase and organic phase, particle size
and distribution, encapsulation efficiency, product yield, drug release profile, to
microparticle properties was investigated. According to the results, F4 and F6 has been
choosen as optimal formulations. In order to improve aerodynamic properties and prevent
aggregation of microparticles, a physical mixture of selected formulations was prepared
with Inhalac 70, Inhalac 120 and Inhalac 230.

Determination of antimicrobial activity on the selected microparticle formulations was
investigated. As result, the formulations have animicrobial effiency against tested

microorganisms.

The results obtained in our study showed that Levofloxacin hemihydrate microparticles
with appropriate specifications were prepared.

Keywords: Dry powder inhaler, levofloxacin hemihydrate, microparticles
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