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Xiil

ONSOz

Bu yuksek lisans tez galismasi ile model etkin madde difteri toksoidinin
intranazal yoldan uygulanmasi ve olusturacadi hem lokal hem de sistemik
bagisik yanitin artirilmasi amaciyla in-situ jel formualasyonlari geligtirilmistir.
Arastirmalar; formdllerin hazirlanmasi, in vitro testler ve in vivo hayvan
deneylerini icermektedir.

Tez galismami yoneten, bilgi ve tecriibesiyle her zaman bana destek olan
danigsmanim Prof. Dr. Sayin Asuman Bozkir'a sonsuz tesekkurlerimi sunarim.
Calismalarim esnasinda bana her imkani saglayan A.U. Eczacilik Fakiltesi
Teknoloji Boluml ve Farmasotik Teknoloji Anabilim Dali Bagkani Prof. Dr.
Sayin Nurten Ozdemir basta olmak lzere tim égretim Uye ve yardimcilarina,
arastirma gorevlilerine tesekkur ederim.

Calismalarimizda kullandigimiz difteri toksoidini Ureten Refik Saydam
Hifzissihha Merkezi Baskanligi, Asi Serum Uretim Arastirma Midiri Sayin
Mustafa Hacidmeroglu'na tesekkuru bir borg bilirim.

In vivo deneyler esnasindaki ¢alismalari ve tecriibeleriyle bana yardimci olan
Refik Saydam Hifzissihha Merkezi Bagkanligi, Biyolojik Kontrol ve Aragstirma
Laboratuvari Sefi Sayin Filiz Kog’a, Sayin Nivide Dogan’a ve Sayin ilhan
Bozyigit'e ¢ok tesekklr ederim.

Calismalarimda bilgi ve destegini benden esirgemeyen Dr. Ecz. Ongun
Saka’ya ¢ok tesekkur ederim.

Tez calismam suresince anlayis ve tecrubeleriyle bana destek olan basta
Prof. Dr. Sayin Atilla Hincal ve Ecz. Sayin Necla ince Koca olmak tizere tiim
IDE mensuplarina tesekkiiri bir borg bilirim.

Sagladiklari burs imkani ile ylksek lisans ¢alismama buyuk katkisi bulunan
TUBITAK Bilim insani Destekleme Daire Baskanhdi'na tesekkiir ederim.

Bu tez calismasinin basindan sonuna kadar her aninda yanimda olan, sabri
ve ilgisiyle bana gli¢ veren Ecz. Serkan Ozbilgin’e minnettarim.

Destegini her an hissettigim, zor anlarimda beni yalniz birakmayan degerli

arkadasim Ecz. Selin Coban’a,



Xiv

Deneylerim ve tez yazim agsamamda verdikleri destekten dolayr Uzm. Ecz.
Burcu Devrim’e ve Uzm. Ecz. Berrin Basaran’a,

Calismam suresince destekleriyle yanimda olan arkadaslarim Uzm. Ecz.
Berna Turkmen’e, Uzm. Ecz. Gulin Amasya’ya, Uzm. Ecz. Gunseli Yiksel'e
tesekklr ederim.

Sevgi ve guvenleriyle bana destek olan, sikintt ve sevincimi benimle

paylasan aileme tum kalbimle sonsuz tesekkur ederim.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Antijen sunucu hiicre
Bronslara bagl lenfoid doku
Bagil Nem

Kritik jel konsantrasyonu
Kritik misel konsantrasyonu
Difteri Toksoidi

Food and Drug Administration
Bagirsaga bagli lenfoid doku
Hidroksipropil seliloz
Hidroksipropil metil seliiloz
immiinoglobulin A
immiinoglobulin E
Intranazal

Kolera toksini

Dusuk molekdl agirlikli
Flokulasyon Degeri

Istya dayaniksiz enterotoksin
Mukozaya bagl lenfoid doku
MikroBikinoninik Asit
Mikrofold hicreler

Orta molekul agirlikli

Burna bagdli lenfoid doku
Oligodeoksinikleotit
o-Fenildiamin Dihidroklorir
Fosfat tampon tuzu
Poli-laktik-ko-glikolik asitleri
Subkitan
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1. GIRIS

1.1. Giris ve Amag¢

Asilarin gelistiriimesi, bagisiklamanin tip ve halk sagligina kazandirdigi en
onemli katkilardan birisidir. Asilama, gerek enfeksiyonel hastaliklarin
Oonlenmesi gerek o6lumlerin azaltimasinda en etkili ve en guvenilir yoldur.
Asllarin bagisiklamada kullaniimasiyla her yil yaklasik G¢ milyon yasam
kurtarilmaktadir (Bellamy ve Freedman, 2005; Matthias ve ark., 2007).

Modern biyoteknoloji, guinumuzdeki asi ¢alismalari Uzerinde oldukga etkilidir.
Patojenlerin molekuler yapilarinin aydinlatimasi ve immunolojide son
yillardaki ilerlemeler koruyucu antijenlerin taninmasini saglamigtir. Asi
dretimindeki modern gelismelere ragmen her yeni asinin maliyeti yuksek
olmakta ve yan etkileri gérulmektedir. Bu nedenle asilamanin temel amaci,
yuksek oranda koruyuculuk saglayan ve en dusuk oranda yan etki gosteren

ideal asiya ulasmaktir (Jiskoot ve ark., 1997).

Gunumuzdeki agilarin buyldk bir ¢gogunlugu intramuskuler ya da subkutan
yolla uygulanmaktadir. Parenteral asilama ile serumda antijene spesifik
antikor ve lenfoid hdcreler olusmakta, guclu sistemik bagisik yanitlar elde
edilmektedir. Buna karsilik parenteral agilama uygulama agisindan riskler
icermekte, rahatsizliklara yol agabilmekte ve parenteral agilama sonucu
Uretilen antikorlar, bircok enfeksiyon yapici maddenin konaga giris yeri olan
mukozal yuzeylere yeterince ulasamamakta ve mukozal ylzeylerdeki
enfeksiyonlara karsi daha az etkili olmaktadir. Bu nedenle son yillarda hasta
guvenliligini ve uyumunu artirmak igin farkli agi verilis yollari Uzerinde
calismalar surdurdlmektedir (Giudice ve Campbell, 2006; Neutra ve
Kozlowski, 2006).



Mukozal yolla agilama, hem sistemik hem de mukozal bagisiklik sistemini
uyarmasi, hem de humoral (antikora dayal) ve hucresel tipte (sitotoksik
lenfositler) yanitlar olusturmasi nedeniyle parenteral yola alternatif olarak

dusundlmektedir (Illum ve Davis, 2001).

Mukozal yuzeyler, patojen ve konakgi arasindaki birincil etkilesim yerleridir.
insan patojenlerinden, 6zellikle bakteri ve virusler viicuda ilk olarak mukozal
membranlardan giris yapar ve mukozal bdlgede c¢ogalirlar. Cogalmanin
ardindan enfeksiyonel ajanlar, dokulara ve kan dolasimina gecgerek hastalgi
uzak sistemik bolgelere tagiyabilirler (Kaul ve Ogra, 1998). Bu nedenle, bu
patojenlere kargi aktif bir bagisiklama saglamak i¢in basarili bir mukozal

bagisik yanit olusturulmalidir.

Asilarin mukozal yolla verilisi, enjeksiyonla uygulamaya kiyasla birgok
avantaji beraberinde getirmektedir. Bu avantajlar arasinda; hem sistemik
hem de mukozal bagisik vyanitt uyarmalari, uygulama Kkolaylgi,
enjeksiyonlarin neden oldugu agri ve rahatsizliklarin énlenmesi, ignelerin
tekrar tekrar kullanilmasi veya iyi sterilize edilmemesinden kaynaklanan
enfeksiyon bulagsma riskinin ortadan kaldiriimasi, uygulama esnasinda
egitiimis personele ihtiya¢ duyulmamasi ve uretimlerinin parenteral agilara

goOre daha ucuz olmasi yer almaktadir (O’'Hagan, 1998).

Son yillardaki gelismeler, mukozal yolla agi verilisinde nazal yolla agilamayi
ilgi ¢gekici hale getirmistir. Nazal yolla asilamada istenilen bagigik yaniti elde
etmek icin uygun farmasotik dozaj seklinin kullanilmasi gerekmektedir. Burun
icine uygulanan klasik sivi formulasyonlar mukosiliyer klerens nedeniyle hizla
ortamdan uzaklastirimakta ve distUk bagisik yanit olusturmaktadirlar. Bu
nedenle hem antijenlerin burun icine kolay uygulanmalarini saglamak hem de
asilarin mukozal bolgeyle temas suresini uzatmak amaciyla in-situ jellesen
sistemler gelistirilmistir. Bu sistemler oda sicakhidinda sivi iken, burun

sicakligina bagli olarak jel durumuna gegen sistemlerdir.



Calismamizda model etkin madde olarak difteri toksoidi kullaniimigtir. Dinya
Saghk Orgata, difteri  igin iyilestiriimis  bagisiklama  stratejilerinin
geligtiriimesinin 6ncelikli oldugunu bildirmistir (World Health Organization
(WHO) World Health Report, 1999).

Mukoadezif in-situ jellesen formulasyonlar tercih edilerek hem difteri
toksoidinin stabilitesinin artirimasi hem de asinin mukozal bodlgede kalis
suresinin uzatilmasi amaglanmistir. Bu sekilde nazal yolla verilen difteri

toksoidinin olusturacagi bagisik yaniti artirmak mimkun olacaktir.

Bu calismada, difteri toksoidi iceren, Poloxamer 407, Poloxamer 188,
kitosan, karbopol 934, HPMC ve HPC polimerleri kullanilarak hazirlanan in-

sitU jel sistemleri ile in vitro ve in vivo arastirmalar yaruttlmuastar.

1.2. Aslilar

Asllar; canli veya 0l0 antijenik mikroorganizmalari, bakteri toksinlerini,
toksoidleri, bakteri ve viruslerin belirli bdlgelerinden alinmisg antijenik
materyalleri iceren, uygulandiklari organizmada belirli bir enfeksiyon veya
intoksikasyon etkenine karsi bagisiklik saglayan farmasotik preparatlardir
(Klegerman, 1992; Oner ve Eratalay, 2001).

Asllama kavrami ilk kez Cin’de sadlikli insanlarin, c¢icek hastaligini
gegirmekte olan hastalarin yara kabuklariyla agilanmasiyla ortaya ¢ikmistir.
Dr. Edward Jenner'in 1796 yilinda ¢icek hastaligini dnlemedeki basarili
uygulamalariyla ise bagisiklamanin temel ilkesi bulunmustur (Plotkin, 2005;
Riedel, 2005).

Teknolojik ilerlemelerle birlikte, biyoteknolojik gelismelerin 6nculugunde,

deneysel asi calismalarindan daha akilci yaklasimlarla asi gelistiriimesine



gecis gerceklesmistir. Modern asi teknolojisinin en buyUuk hedefi; antijen
epitoplarini (bagisiklik sisteminin taniyabildigi en kuguk yapilar) aciklayarak,
etkili bagisik yanit sunan antijenleri izole ederek ve sagliga zararl etkilere
neden olan yapilari ortadan kaldirarak ideal asiya ulagsmaktir (Jiskoot ve ark.,
1997).

ideal asinin sahip olmasi gereken 6zellikler asagida siralanmistir:

¢ Antijen saf ve tanimlanabilir olmali,

e Antijene 06zgu immin yanit geligtirerek notralize edici antikorlar
olusturmali, yani ayni patojen ile tekrar karsilastiginda konagi
enfeksiyondan korumali,

e Uzun sureli koruma saglamali, bellek hucrelerini uyarmali, tekrarlanan
as! dozu (rapel) gerektirmemeli,

e Bagisiklik sistemi baskilanmis hastalarda bile glvenilir olmali,

e Erken ve ge¢ donemde yan etkisi olmamall,

e Uygulamasi basit ve kolay olmali,

e Ucuz olmali,

e Aile, yasal bakici ve konak tarafindan kabul edilebilir olmali,

e Mukozal yolla antijen verilisini mimkdn kilmahdir (Ada, 1991;
Camcioglu, 2008).

1.2.1. Asilarin Siniflandiriimasi

Asilarin  hazirlanmasinda kullanilan  antijenler degisik yontemlerle
hazirlanmaktadir. Hazirlanma yodntemlerine goére asilar Cizelge 1.1'de

gOsterilmisgtir.



Cizelge 1.1. Asilarin siniflandirilmasi (Abbas ve ark, 2000)

Asi Tipleri Ornekler
Canli attenuie veya BCG (Bacille Calmette-Guérin), kolera (Dukoral®),
ol bakteriler menenjit (ACWY Vax®)
Canli atteniie Polio virus (Polio Sabin™), kuduz (Pasteur HDCV
virusler Rabies), kizamik-kabakulak-kizamikgik (Priorix®)
Alt birim agilar Tetanoz toksoidi, difteri toksoidi (Tetraxim)

Rekombinant asilar | Hepatit B (Engerix-B®), influenza (Fluarix®), HIV, HPV

(Gardasil®, Cervarix®)

DNA agilari Klinik calismalar devam etmektedir

1.2.1.1. Canli Attenle (Zayiflatilmig) Asilar

Bakteri ya da viruslerin anormal kultir kosullarinda Uretilerek virilans ve
toksisitelerinin azaltilmasi; ancak verildikleri organizmada c¢ogalabilme
yeteneklerinin sakli tutulmasi yoluyla hazirlanirlar. Uzun sireli antikora dayali
ve hicresel bagisik yanitt uyarabilirler. Olumsuz vyanlari canh
mikroorganizmanin yeniden virulans kazanma olasihgidir. Bu nedenle
badisiklik sistemi baskilanmis bireylerde kullanimlari énerilmez (Jiskoot ve
ark., 1997).

1.2.1.2. Ol ve inaktif Tum Hiicre Asilar

Ureme yetenegi isitilarak ya da formaldehit gibi kimyasal maddelerle yok
edilmig; ancak antijenik Ozellikleri korunmus mikroorganizmalari igeren
asllardir. Stabil, canli asidan daha guvenilir ve buzdolabinda saklanmalari
gerekmeyen asilardir. Avantajlarina karsilik bu tar asilar zayif bagisik yanit
olusturur ve tekrarlanan asi dozlarina ihtiyag duyarlar. inaktivasyon
islemlerinin gereginden fazla yapilmasi immunojen 6zelligin kaybolmasina,

yetersiz inaktivasyon ise patojenin enfeksiyon yapici 6zelliginin devamina ve




sonugta hastaliga yol acabilir (Beyazova ve Aktas, 2007; Keser ve Hatipoglu,
2008).

1.2.1.3. Alt Birim Asilar

Klinik belirtilerini ekzotoksinleri ile olusturan difteri ve tetanoz basillerinin
formaldehitle inaktive edilmis toksinleridir. Bu asilar toksine baglanan ve onu
notralize eden antitoksik antikorlarin  yapimini  harekete gegirir,
mikroorganizmanin canli ya da Olu olarak kullaniimasindaki olumsuz
Ozellikleri  tasimazlar. Alt birim asilar tim  mikroorganizmalarla
kiyaslandiklarinda ise immunojenisiteleri dusuktar ve etkili bagisik yanit
olusturmalari i¢in adjuvan kullanimina ihtiya¢ vardir (Jiskoot ve ark., 1997;
Aguilar ve Rodriguez, 2007).

1.2.1.4. Rekombinant Asilar

Bir virus, bakteri ya da protozoanin immunojenik Ozelligini belirleyen bir
geninin ayrilip, sonra bir bakteri, maya ya da memeli hicresine rekombinant
DNA teknigi ile klonlanmasi temeline dayanir. Bu yontemle kullanima giren ilk
agl hepatit B asisidir. Bu yolla elde edilen antijenler yeterli antikor yapimini
saglayabilmektedirler; ancak ekzojen antijenler olarak hazirlandiklarindan
antijeni taniyabilen sitotoksik T hucrelerini uyaramamaktadirlar. Dolayisiyla

hicresel bagisiklik yanitlari zayiftir (Beyazova ve Aktas, 2007).

1.2.1.5. DNA Asilari

Rekombinant DNA teknolojisinin agi alanindaki en yeni ve dnemli uygulamasi
nikleik asit agilaridir. Bu asilar, hem antikora dayali hem de hucresel tipte

bagisik yanitlarin uyariimasinda kullanilacak proteini kodlayan plasmid



DNA'y1 icermektedirler. DNA asilari proteinlerin kendisini kullanmayip
patojenlerin veya tumorlerin  proteinlerini  kodlayan genleri kullanirlar
(Donnelly ve ark., 1997).

1.2.2. Adjuvanlar

Asllamanin hedefi, enfeksiyona karsi uzun sureli koruma saglayarak guglu bir
bagisik yanit olusturabilmektir. Zayiflatiimis canli asilardan farkli olarak, 6lu
tum mikroorganizma ya da alt birim asilarin (6rn., toksoidler) etkinligini
artirmak icin formuilasyonlara adjuvanlar ilave edilmektedir (Aguilar ve
Rodriguez, 2007).

“‘Adjuvan” terimi ilk kez 1926 yilinda Ramon tarafindan kullaniimistir.
Adjuvan; spesifik bir antijen ile kullanilan ve antijenin kendisine karsi olusan

bagisik yaniti artirabilen materyale denir (Edelman, 2000).

Adjuvanlar; (i) asilar icin uygun bagisik yanitlari yonlendirmek veya optimize
etmek (ii) asilarin mukozal verilisini saglamak (iii) hlcresel tipte bagisik
yanitlari uyarmak (iv) yuksek derecede saflastirimis veya rekombinant
antijenlerin immunojenisitesini artirmak (v) koruyucu bagisiklik icin gerekli
antijen miktarini ya da badisiklama sayisini azaltmak (vi) asilarin yeni
doganlarda, erigkinlerde veya bagisiklik sistemi baskilanmis kisilerde

etkinligini artirmak icin kullanilirlar (Vogel, 2000).

ideal bir adjuvan su ézelliklere sahip olmalidir:

e Toksik olmamali veya etkili adjuvan 6zellik gosterdigi doz arahgdinda
ihmal edilebilir toksisitede olmali,
e Giucli humoral (antikora dayali) ve/veya hucresel tipte bagisik yaniti

uyarabilmeli,



e lyi birimmiinolojik hafiza veya uzun sireli bagisiklik saglamali,

e Otoimmuniteyi uyarmamall,

e Mutajenik, karsinojenik veya teratojenik olmamali,

e Pirojenik olmamal,

e Genis bir saklama suresi, sicakhgl ve pH araliginda stabil olmalidir
(Marciani, 2003).

Gunumuzde en ¢ok kullanilan agi adjuvanlari Cizelge 1.2’de gosterilmektedir.

Geleneksel adjuvanlar arasindan “Alum” olarak bilinen ve aliminyum tuzlari
ile hazirlanan suspansiyon, Amerika Birlesik Devletlerinde FDA (Food and
Drug Administration) tarafindan insanlarda kullanimina izin verilmis tek
adjuvandir (Marciani, 2003; Oner, 2006). Alum igeren adjuvanlarin
dezavantajlan ise; enjeksiyon bolgesinde lokal doku irritasyonuna neden
olmalari, bazi antijenlerle verildiklerinde etkinlik gostermemeleri, hicresel
tipte bagisikligi dugsuk duzeyde uyarmalari, artmig immunoglobulin E (IgE)
uretimi nedeniyle alerjiye sebep olmalari ve norotoksik olabilmeleridir. Bu
nedenlerden dolayl zayif antijenlere karsi bagisikhgl artirmak icin yeni
adjuvanlarin gelistiriimesi Uzerinde galigsiimaktadir (Qing ve ark., 2000; Bozkir
ve Hayta, 2004; Aguilar ve Rodriguez, 2007).



Cizelge 1.2. Asi adjuvanlari (Edelman, 2000; Bozkir ve Hayta, 2004)

Asi1 Adjuvanlari

Ornekler

inorganik tuzlar

Aliminyum (Aliminyum hidroksit,
Aliminyum fosfat)

Kalsiyum fosfat

Yuzey etkin maddeler ve

mikropartikiller

Noniyonik blok polimer surfaktanlari
Virozomlar
Saponin (QS-21)

Bakteriyel trunler

Muramil dipeptidler ve tripeptidler
Monofosforil lipit A
CpG oligodeoksinukleotidler

Sitokinler ve hormonlar

interlokin-2
interlokin-a

insan bliylime hormonu

Polianyonlar Dekstran

Poliakrilikler Polimetakrilat

Miseller insan dendritik hiicreler
Tripalmitoil pentapeptid

Tastyicilar Difteri toksoidi

Kolera toksin B alt birim
CpG dinikleotidler

Canli vektorler

Adenovirus
Zayiflatimis Salmonella typhi

Herpes simplex virusu

Verilis sistemleri

Su/yagd emdulsiyonlari
Lipozomlar

Biyoparcalanabilir mikrokureler
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1.3. Mukozal Asilama

Patojenlerin blUyuk bir ¢ogunlugu enfeksiyonu, konakg¢l mukozasi ile
etkileserek baslatmaktadir. Kolonizasyondan sonra, bazi mikroorganizmalar
toksik maddeleri ortama salarak hastaligi meydana getirmekte, geri kalan
kisim ise konakgl dokulara penetre olmakta ve sistemik ya da organa spesifik
hastaliklara neden olmaktadir (Aggerbeck ve ark., 1997; Magistris, 2006). Bu
nedenle enfeksiyon yapici maddelere kargi aktif bir bagisiklama saglamak
basarili bir mukozal bagisik yanitin olusturulmasina baglidir (Saatgi ve
Bozkir, 2003).

Asllarin mukozal ylzeyler Uzerine uygulanmasiyla, sistemik bagisik yanitlarin
yani sira mukozal bagisik yanitlarin uyariimasi da saglanmaktadir. Buna
karsilik parenteral asilarin genelde mukozal bagisikhk Uzerindeki etkileri
sinirhidir ve mukozal ylzeylerdeki enfeksiyonlara karsi daha az etkilidirler
(Neutra ve Kozlowski, 2006).

Basarili mukozal bagisiklamanin kriterleri asadida 6zet seklinde verilmistir:

1. Antijenin, mukozal bagisikhdin olustugu bolgeye etkili bir sekilde
verilmesi (6rn., Peyer plaklarinin zarimsi epitel hicresi),

2. Canli  zayiflatilmig asi suslarinin, gelistiriimis  antijen  verilis
sistemlerinin ya da bakteriyel enterotoksinler ve sitokinler gibi mukozal
immuanomodulatorlerin -~ kullanilmasiyla mukozal bagisik yanitlarin
artirilmasi,

3. Hem hedeflenen mukozal bdlgede hem de sistemik olarak koruyucu
badisik yanitlar olusturabilecek bagisiklama programi ve yolunun

secilmesidir (Cripps ve ark., 2001; Dietrich ve ark., 2003).



11

Mukozal asilamanin parenteral yolla asillamaya kiyasla sahip oldugu

avantajlar asagida siralanmigtir:

e Mukozal agilama enfeksiyon bdlgesinde antijene spesifik lokal IgA
antikorlarinin olusumunu saglamaktadir.

e Mukozal asilama ile lokal IgA yanitlarina ek olarak, sistemik IgG
yanitlari da olusturulmaktadir. Hem lokal hem de sistemik bagisik
yanitlarin uyarilmasi mukozal asilamanin en énemli avantajidir.

e Son yillarda yapilan pek ¢ok arastirma ile “ortak mukozal bagisiklik
sistemi’nin varligi ortaya konulmustur. Bu sistem sayesinde tek bir
mukozal boélgede yapilan asi uygulamasi, bu boélgeden daha uzak
mukozal bolgelerde dahi bagisik yaniti uyarabilmektedir. Bu durum
Ozellikle oral veya nazal bagisiklama gibi pratik yollarla, cinsel yoldan
bulagan hastaliklara kargi koruyucu bagisiklik kazanilmasinda
onemlidir.

e Serum IgG ve mukozal IgA antikorlarinin yani sira yardimci CD4™ T
hicrelerini ve CD8" sitotoksik T lenfositlerini iceren hiicresel tipte
yanitlari da uyarabilmektedir.

e Mukozal aglI uygulamasinda igne kullanilmamakta, hasta uyumu
artmaktadir.

e Geligmekte olan ulkelerde ignelerin tekrar tekrar kullanimi sonucu
ortaya ¢ikan kanla enfeksiyon bulagsma riski bu yol ile 6nlenmektedir.

e Mukozal yolla agilama parenteral yola kiyasla daha kolaydir ve
uygulama esnasinda egitimli personele ihtiya¢ duyulmamaktadir.

o Steriliteye ek olarak yuksek standartta saflik da gerektiren parenteral
asllara kiyasla mukozal asilarin Uretimi daha ucuzdur (Mestecky,
1997; Vajdy ve O’Hagan, 2001; Magistris, 2006).

Yukarida bahsedilen nedenlerden dolayr mevcut sosyoekonomik durum ve
saglik cergevesi altinda mukozal asilamanin, var olan asilama stratejilerine

birgcok avantaj getirecedi dusunulmektedir (Csaba ve ark., 2009).
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1.3.1. Mukozal Bagisiklik Sistemi

Antijenlere, mikroorganizmalara ve asilara kargi mukozal bagisik yanitin
uyariimasi i¢in mukozada ya da lenf dugumlerinde organize haldeki lenfoid
dokularin varligina ihtiyag vardir (Sekil 1.1) (Neutra ve Kozlowski, 2006).

Oral bosluk ve vajina Burun ve hava yollari ince bagirsak, kolon, rektum,
tonsiller ve adenoidler

v aﬂ; bl
Ec LD GD*’ @F‘_:L]
- il it & L Tm"
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E - E‘ﬂ m‘ .
T-hiicre HE o
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Oraanize miukozal kentold dokoy

Lenf difomine gecis L

ne aecis

Sekil 1.1. Mukozal ylizeylerde antijen érnekleme: epitel ve dendritik hiicrelerin (DH)
isbirligi (Neutra ve Kozlowski, 2006)

Antijen alimi, mukozal ylzeyleri kaplayan cesitli epitel bariyerler ve dendritik
hicrelerin ortakhgiyla gergeklesmektedir. Dendritik hicreler, epitel altinda
toplanabilir, epitel tabakasinin igcine go¢ edebilir ve dendritlerini limene dogru
uzatarak antijeni yakalayabilirler. Dendritik hiicreler yakaladiklari antijeni T
hicrelerine sunmak icin en yakindaki lenf digumlerine dogru yol alabilirler.
Lenfoid foliklle bagli epitelde bulunan oOzellesmis mikrofold (M) hucreler,
antijenleri epitel bariyerden alip epitelin altindaki dendritik hucrelere
goturdrler. Buradan da antijenler, mukozal T hucre alanlarina sunulurlar
(Neutra ve Kozlowski, 2006).

Mukozal bagisik yanitlar, mukozaya bagh lenfoid dokuda (MALT)
olusmaktadir. Mukozaya bagl lenfoid doku (MALT); bagirsaga bagh lenfoid
doku (GALT), bronslara bagh lenfoid doku (BALT), burna bagl lenfoid doku
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(NALT) ve larinkse bagh lenfoid dokuyu (LALT) icermektedir. GALT ve
NALT’taki organize haldeki lenfoid folikuller, mukozal bagigik yanitin baglica
uyarici yerleridir (Ogra ve ark., 2001).

1.3.1.1. M Hucreleri

Burun ve bagirsak mukozasinin polarize epitel hicreleri boyunca “Mikrofold
(M) hucreler” konumlanmistir. M hucreleri, partikul yapisindaki antijenler igin
mukozal bagisiklik sisteminin “giris kapilar1” olarak kabul edilirler. M hucreleri
partiktler antijenleri limenden lenfoid dokuya ulastirmak igin vezikiler

tasimayi kullanirlar (Magistris, 2006).

1.3.1.2. Makrofajlar

Fagositik makrofajlar, organizmada bulunan ve temizlenmesi gereken
madde, mikroorganizma ve tumor hicrelerini ortadan kaldirarak vicudun

0zgul olmayan savunmasinda énemli bir rol alirlar (Abbas ve ark., 2000).

Antijen sunucu hucreler (ASH) ise antijen ile ilk karsilasan ve onlar
lenfositlere sunan hulcreler olarak bagisik yanitta ilk adimi baslatan
hicrelerdir (Abbas ve ark., 2000).

1.3.1.3. B ve T Lenfositler

T lenfositleri hlicresel tipte bagisik yanittan sorumludur. Kemik iliginde olusan
T Oncia hicreler, timusta olgun T lenfositlerine dénasurler. Bu olgunlasma

sirasinda T lenfosit yuzeyine pek ¢ok reseptor yerlesir (Altag, 1998).
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T hucrelerinin; yardimcli, sitotoksik ve bellek T hicreleri olmak tzere ¢ ana
alt grubu vardir. Yardimci T hucreleri (Ty), B hicrelerinin antikor tretmesini
ve sitotoksik T hucrelerinin aktiflestiriimesini saglar. Sitotoksik T htcreleri
(STL), yabanci ve virus ile enfekte hicrelere karsi iki yolla savasirlar.
Birincisinde perforin adi verilen proteinler Ureterek hedef hicre zarinda
delikler olustururlar ve hedef hiicrenin pargalanmasina yol acarlar. ikincisinde
ise, programlanmis hlcre 6lUuminU ya da apoptozisi baslatan bazi genleri
uyararak hedef hicreyi 6ldurirler. Bellek T hucreleri, yeniden karsilasilan
antijenlere hizli yanit vererek sitotoksik T hucrelerinin olusumunu uyarirlar

(Junqueira ve Carneiro, 2006).

B lenfositleri antikora dayali bagisik yanittan sorumlu hdcrelerdir. B
lenfositler, antijene karsi 6zgul reseptdr olan immunoglobulin molekillerini
sentezler ve hicre ylzeylerindeki zarda tasirlar. Antijenle temas eden B
lenfositleri, ya antijene 06zgiu c¢ok miktarda antikor sentezleyen plazma
hiicrelerine ya da uzun émurlu bellek B hucrelerine donusurler (Junqueira ve
Carneiro, 2006).

1.3.1.4. Antikorlar

Salgisal immunoglobulin A (IgA), mukozal bagisiklik sisteminde en c¢ok
uretilen antikor sinifidir (Bastirk ve Boyacioglu, 2005). IgA’lar mikroplari ve
mikrobiyal 0OrUnleri noétralize ederek mukozadaki kolonizasyonu ve
patojenlerin yayilmasini Onlerler. Ayni zamanda transseliler (hicre igi)
tasinmalari sirasinda epitel hucrelerdeki bakteriyel Urunleri veya virusleri
notralize edebilirler. Bag dokuda bulunan IgA ise toksinler ve virusler gibi
antijenleri yakalayabilir ve bu antijenleri intraseliler dolasim ile mukozal
dokudan uzaklastirabilirler (McNeela ve Mills, 2001; Magistris, 2006).

IgG ise, serum immunoglobulinlerinin %75’ini olusturan bir siniftir. Hem

sistemik enfeksiyonlardan korunma saglamakta, hem de serumdan mukozal
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ylzeylere sizarak mukozada gorev yapabilmektedir (McNeela ve Mills,
2001).

1.3.2. Mukozal Adjuvanlar

Cozundr antijenlerin adjuvan kullanilmadan, tek baslarina mukozal verilisi
genellikle zayif bagisik yanit olusturur. insanlarda en yaygin kullanilan
adjuvan olan aliminyum tuzu mukozal agilama igin yeterince etkili degildir
(Jung ve ark., 2001). Parenteral olarak verildiklerinde etkili olan adjuvanlarin
genelde mukozal yoldan verildiklerinde toksik olduklari veya stabil olmadiklari
bildirilmistir (Nagler-Anderson, 2001).

Bagisik yanitin artirlmasinda Umit verici mukozal adjuvanlar; partikuler
sistemler ve bagisikhdr uyaran adjuvanlar olarak iki ana grup altinda

toplanabilir.

1.3.2.1. Partikller Sistemler

1.3.2.1.1. Mikro- ve Nano- partikiller

Antijenler, mikro- ve nanopartikiler taslyici sistemlere yiklenmekte ve
hedeflenen antijen sunucu hucrelere ulastirimaktadirlar. Antijenlerin
enkapsulasyonunda kullanilan baglica sentetik polimer PLGA (poli-laktik-ko-
glikolik asitleri)’dir. Bu polimerler biyolojik olarak parcalanabilir ve biyolojik
olarak gecimlidir. Antijeni parcalanmaktan korur ve mukozal epitel ile

etkilesimini artirirlar (Peek ve ark., 2008).

Partikiler antijenler, yaygin olarak emulsiyon ¢6zucu buharlastirma
yontemiyle hazirlanirlar (Spiers ve ark., 1999). Bozkir ve ark., etkin madde
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olarak influenza virus yiizey antijeni olan hemaglutinini kullandiklar bir
calismada c¢oklu emdulsiyon yapisindaki formullerin, emdilsiyon ¢6zlcu
buharlastirma yontemi ile hazirlanmis nanopartikillere kiyasla daha etkili
badisik yanit olusturduklarini gdstermislerdir (Bozkir ve ark., 2004). Sentetik
polimerlerin kullanildigi enkapsuilasyon sureci sirasinda antijenler yiksek
kayma gerilimine, organik c¢oOzuculere, kavitasyona ve yuksek sicakliga
maruz kalmakta ve denatire olmaktadir (Sharma ve ark., 2009).
Enkapsulasyonun antijen moleklline zarar verdigi bu tir durumlarda,
antijenin mikro- ve nanopartikillerin ylzeyine adsorbe edildigi yontemden

yararlanilmaktadir (Jung ve ark., 2001).

PartikUler verilis sistemlerinin mukoadezif polimerlerle kaplanmasi, bu tir
asllarin mukoza tarafindan alikonma siresini artirabilir. Mukosiliyer klerensi
yavaglatabilecek polimerlere 6rnek olarak hidroksipropil sellloz, kitosan,
karbopol, hiyaluronik asit ve poliakrilik asit verilebilir (Alpar ve ark., 2005;
Devrim ve ark., 2007).

Sayin ve ark., kitosan ve tiurevlerinden (polikatyonik kitosan tirevi TMC,
amfifilik kitosan ttrevi MCC) hareketle partiktl boyutlari 40-400 nm arasinda
degisen nanopartikiller hazirlamiglar ve nanopartikiler verilis sistemlerinin
mukozal bagigiklamada etkili olduklarini gostermislerdir (Sayin ve ark.,
2007).

1.3.2.1.2. Lipozomlar

Lipozomlarin cift tabakali kesecik seklindeki yapilari amfifilik molektllerden
olusur. Hidrofilik uclari lipozomun ortasina gelecek sekilde duzenlenmistir.
Sulu tabakanin etrafl ise fosfolipitler ve kolesterolu igeren lipit tabakasiyla
cevrilidir. Hem suda hem de yagda ¢6zinen maddeler sirasiyla lipozomlarin

icine veya ylUzeyine adsorbe olabilirler (Jain ve ark., 2003). Lipozomlarin
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partiktl boyutu 50 nm ile birka¢g mikrometre arasinda degismektedir (Kersten
ve Crommelin, 2003).

Lipozomlarin etkinlikleri, immunolojik adjuvan ve verilis sistemi olarak
yuksektir; ancak verildikleri organizmadaki enzimlere duyarli olmalari,
saklanma suresince stabil olmamalar ve yuksek uretim maliyetleri nedeniyle

kullanimlari sinirhdir (Sharma ve ark., 2009).

1.3.2.1.3. Virozomlar ve Virus-Benzeri Partikiller

Virozomlar; fonksiyonel viral membran glikoproteinlerini (hemaglutinin
ve/veya néroamidaz) iceren ve o virusun partikil boyutuna (yaklasik 80-120
nm) sahip lipozomlardir. Virozomlar, hepatit A ve influenzaya karsi sistemik
asllamada Avrupa’da onaylanmis ve ayrica intranazal asilama igin formule
edilmislerdir (Kensil ve ark., 2004).

Virus benzeri partikiller, viruslerin inert, bos kapsidleri (viruslerin
cevresindeki koruyucu Kkilif) olup, virusin kendi DNA’sini veya RNA’sini
icermezler. Buna kargilik virusun yapisini korurlar ve antijenlerin eklenmesi
icin Uzerlerinde galisilabilir. Parenteral, mukozal ve transkutan bagisiklamada
virus benzeri partikiullerle sunulan antijenler dendritik hlcreler tarafindan

alinir ve aktif bagisik yanitlar olustururlar (Aguilar ve Rodriguez, 2007).

1.3.2.1.4. Bagisiklhigi Uyaran Kompleksler (ISCOM’lar)

ISCOM’lar; Quillaja saponinler, kolesterol, fosfolipit ve antijen karisimindan
olusan yaklasik 40 nm boyutunda kafes benzeri yapilardir. ISCOM’larin
badisiklik sistemi Uzerindeki etkilerini dizenleyen ve artiran asil bilesenleri

Quillaja saponinleridir (Hu ve ark., 2001).
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ISCOM'lar viral, bakteriyel ve parazit kaynakli antijenlerle sistemik agilamada
degerlendiriimis ve antiviral sitotoksik T lenfositlerinin uyariimasinda, ASH
aktivasyonunda etkili olduklari go6sterilmigtir. Bunun yani sira mukozal
asllamada etkili adjuvan ve verilis sistemi olarak gorev almaktadirlar (Kersten

ve Crommelin, 2003).

1.3.2.2. Bagisikhigi Uyaran Adjuvanlar

1.3.2.2.1. Bakteriyel Toksinler ve Tirevleri

Vibrio cholerae’den elde edilen kolera toksini (KT) ve Escherichia coli’den
elde edilen 1siya dayaniksiz enterotoksin (LT) en aktif mukozal adjuvanlar
olarak tanimlanmis iki bakteriyel toksindir. Buna kargilik her iki toksin de
insanlarda kullanim igin oldukga toksik olarak kabul edilirler. Gunumuzde
toksik aktiviteden, adjuvan aktiviteyi ayirmanin mumkun olup olmadigi
Uzerinde calismalar yuratilmektedir. Bu amagla son yillarda bu toksinlerin
toksisiteleri azaltiimig ya da tamamen ortadan kaldirilmis gesgitli mutantlar
Uzerinde ¢alismalar surdurdlmektedir (Holmgren ve ark., 2003; Vajdy ve ark.,
2004).

1.3.2.2.2. CpG Motifleri

Memeli DNA’sindan farkli olarak, bakteriyel DNA'lar metillenmemistir ve CpG
dintkleotidlerince zengindir. CpG terimi, bagisiklik sistemini uyarma
Ozellikleri olan CpG motiflerini iceren sentetik oligodeoksinikleotidlerden
(ODN’ler) olugsan bir sinif molekull ifade etmektedir. CpG ODN'’ler gesitli
hayvan modellerinde ve insanlarda sistemik ve mukozal adjuvanlar olarak
kullaniimiglardir. Oral, intranazal, intrarektal ve intravajinal verilisten sonra
lokal IgA ve sistemik bagisik yanitlari uyarmiglardir (Ryan ve ark., 2001;
Magistris, 2006).
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1.3.2.2.3. Monofosforil Lipit A

Monofosforil lipit A, gram negatif bir bakteri olan Salmonella minnesota
R595’in  lipopolisakkaritinden izole edilir. Toksik etki gbstermeden
lipopolisakkaritin bagisiklik sistemini uyarabilme 6zelligini korur (Baldridge ve
ark., 2000).

Baldridge ve ark., monofosforil lipit A’'nin mukozal adjuvan 6zelligini tGg farkl
antijeni (tetanoz toksoidi, hepatit B ylzey antijeni, influenza) intranazal
yoldan disi farelere vererek degerlendirmiglerdir. Monofosforil lipit A, sistemik
bagisik yanit olusturmanin yani sira antijene spesifik lokal IgA antikorlarinin
sayisini, hem lokal hem de uzak mukozal bélgelerde artirmigtir (Baldridge ve
ark., 2000).

1.3.2.2.4. Saponinler

Saponinler, triterpenoid glikozitler olup, Quillaja saponaria agacinin
kabugundan elde edilirler. Quil A, saponinin bagisikhdr uyaran fraksiyonunu
temsil etmektedir. Saponinler, kolesterol ile etkilesir ve hlicre membranlarina
eklenerek porlu yapilar olustururlar. Saponinlerin adjuvan etkilerinin bu
Ozelliklerinden ileri gelip gelmedigi bilinmemektedir. QS21, Quil A’nin yliksek
derecede saflastiriimig fraksiyonu olup diger saponinlerden daha az toksiktir.
imminolojik adjuvan olarak parenteral yoldan verilen alt birim asilarla
kullaniminin yani sira, son yillarda tetanoz toksoidi ile oral yoldan veriligi

Uzerinde ¢alismalar surdurtulmektedir (Kensil ve ark., 2004).

1.3.2.2.5. Endojen Molekuller: Sitokinler ve Kemokinler

Sitokinler, bagisik yanitlar suresince salgilanir ve antijen verilisi sirasinda
bagisik yaniti tesvik etmek, modifiye etmek ve yeniden yonlendirmek icin



20

kullanilirlar. Mukozal agilamada kullanilan sitokinler; IL-1, IL-12 ve tip |
interferondur (Magistris, 2006).

Kemokinler ise adjuvan olarak daha az c¢alisiimis olup aralarindan,
lenfotaktin, RANTES, MIP1a ve MIP1B8’'nin mukozal adjuvan olarak
davrandiklar saptanmigtir (Magistris, 2006).

1.3.2.2.6. Canhi Vektorler

Canli zayiflatiimig mikroorganizmalar, adjuvan aktivitesine ve konakgi
dokulara gegebilme yetenegine sahiptirler. Genellikle heterolog asilama igin
kullanilan bakteriyel ve viral zayiflatimis vektorler Salmonella, BCG ve

adenoviruslerdir (Magistris, 2006).

Viral vektor agilarin avantajlari; dretimlerinin kolayhgi, guvenlilik profillerinin
iyi olmasi, gugli bagisik yanitlari uyarmalari, nazal yolla verilis ve mukozal

asilama i¢in uygun olmalaridir (Peek ve ark., 2008).

Mielcarek ve ark., bakteriyel vektorlerin viral vektorlere kiyasla ek avantajlar
icerdigini ifade etmektedir. Bakterilerin genomlarinin, ¢ok sayida yabanci
geni muhafaza edebilmesine karsilik viruslerin yabanci DNA’y1 enkapsule
etme yeteneklerinin sinirli dizeyde oldugu belirtiimektedir (Mielcarek ve ark.,
2001).

1.3.2.2.7. Noniyonik Blok Kopolimerler

Mukozal agilamada, antijen dozunun uygun ve tam verilebilmesi icin fosfat

tampon tuzu (PBS) kullaniimaktadir. Buna karsilik asilarin intranazal ve

intravajinal yolla PBS icinde verilisinde immunojenisite sinirhidir. Antijenlerin
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uygulama bolgesine verilis kolayligi ve uygulama bolgesinde uzun sire
tutulabilmeleri igin in-siti jellesen mukozal verilis sistemleri Uzerinde

cahsilmaktadir (Han ve ark., 2006).

Bu amacla noniyonik blok kopolimerlerden yararlaniimaktadir. Poloksamer
407 (Pluronik F127), non-iyonik polioksietilen-polioksipropilen kopolimeri olup
farmasotik formilasyonlarda surfaktan ve proteinleri stabilize edici

Ozelliklerinden dolayi kullaniimaktadir (Escobar-Chavez ve ark., 2006).

1.3.3. Mukozal Asi Uygulama Yollar

Lokal asilama icin mukozal yollar; oral, pulmoner, genital, rektal ve nazal
yoldur (Sharma ve ark., 2009). intranazal ve oral yolla verilis, mukozal
asgilama icin en pratik yollar olarak gosterilmelerine ragmen diger mukozal

bdlgeler Gizerinde de ¢alismalar devam etmektedir.

1.3.3.1. Oral Yol

Oral yol, hasta uyumu ve verilis kolaylgi nedeniyle ilgi ¢ekicidir. Oral yoldan
asllamada hem sistemik hem de mukozal bagisik yanit elde edilebilmektedir.
COzunur antijenlerin hacreler tarafindan yetersiz miktarda alinmasi ve
mukozal tolerans oral yolun dezavantajlari arasinda yer alir (Slutter ve ark.,
2008). Ayni zamanda gastrointestinal sistemin genis yuzey alanindan dolayi
antijenlerin seyrelmesi ve dolayisiyla ylksek miktarda antijen/adjuvan
formulasyonuna ihtiya¢g duyulmasi, yuksek maliyeti beraberinde getirmektedir
(Magistris, 2006).

1961 yilinda uygulanan oral polio (¢ocuk felci) asisi mukozal asilamanin ilk
ornegidir. Bu asi halen uygulanmakta olup canlh attentie Sabin polio virustini

icermektedir (Giudice ve Campbell, 2006). Ginumuzde oral polio asisinin
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yani sira canli atteniie virusleri iceren oral tifiis, oral kolera (Dukoral®) ve oral

rotavirus asilarl (Rotateq®) piyasada mevcuttur (Slitter ve ark., 2008).

1.3.3.2. Genital ve Rektal Yol

Genital ve rektal yolun, nazal ve oral verilisten farkli olarak hasta uyumu ve
kabul edilebilirligi daha dusuktir. Bu dezavantaji ortadan kaldirmak igin farkl

farmasotik formlar Gizerinde galisiimaktadir.

Genital bolgenin fizyolojik kosullari ise formdullerin uygulandiklari bolgede
uzun slUre alikonmasini sinirlamakta ve istenilen terapdtik etkiye
ulasilamamaktadir. Bilensoy ve ark., sicakliga bagl olarak vajinada jel hale
gecen mukoadezif jel formdulleri hazirlamiglar ve formdallerin uygulama
bdlgesinde daha uzun sure kalacagini destekleyen veriler elde etmiglerdir
(Bilensoy ve ark., 2006b).

Nazal yol ile bagisiklama sonrasi “ortak mukozal bagisikhk sistemi”
sayesinde genital bdlgede etkili badisik yanitlar elde etmek mumkundir
(Vajdy ve O’Hagan, 2001). Rekombinant adenovirus ile intranazal
bagisiklamanin, mukozal bagisik yanitlari indukledigi ve farelerde uzun sureli
koruma sagladidi gosterilmistir. Ayni vektdr, nazal yoldan verildiginde genital
bdlgede de spesifik salgisal bagisik yanitlar Uretebilmisken, intravajinal
agilama ile vajinal sivilarda dusik duzeyde spesifik IgG ve IgA yanitlarini
uyarabilmistir (Davis, 2001).

Polio virus, SIV ve influenza virusu ile yuratilen ¢alismalar intrarektal verilen
antijenlerin bagirsakta ve ortak mukozal sistemdeki diger bdlgelerde spesifik

antikor yanitlarini uyardigini gostermigtir (Ogra ve ark., 2001).
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1.3.3.3. Pulmoner Yol

Pulmoner yolla asi verilisinde ignelere ihtiyac duyulmaz ve oral verilise
kiyasla antijenler daha az pargalanmaya ugrar (Slitter ve ark., 2008).
Asilarin, akcigerlerin alt loblarina ulastiriima zorlugu ve gelismis teknolojiye
ihtiyag duyulmasi ise bu uygulama yolunun olumsuz yonleridir (Vajdy ve
O’Hagan, 2001).

1.3.3.4. Nazal Yol

Nazal mukoza, mukozal bagisiklik sisteminin énemli bir parcgasidir.
inhalasyonla organizmaya alinan antijenler icin ilk temas noktasidir ve
boylelikle nazal asilama ile patojenler organizmaya ilk girdikleri noktada
ndtralizasyona ugramaktadir. Bunun sonucu olarak hem periferik hem de
mukozal bagisik yanit elde edilebilmektedir (Saatgi ve Bozkir, 2003; Vila ve
ark., 2004).

1.4. Nazal Yolla Asi Verilisi

Mukozal asi verilig yollari arasinda avantaj ve dezavantajlar yoninden
kiyaslama yapildiginda intranazal yol en ilgi gekici olanlarindandir. Nazal

yolla asilamanin avantajlari agagida liste seklinde verilmektedir.

e Burun mukozasi epiteli damar agi agisindan zengindir.

e Nazal epiteli kaplayan ¢ok sayida mikrovilus genis bir absorpsiyon
alani olusturmaktadir.

e Nazal gecitler lenfoid dokularca (NALT-Burna bagl lenfoid doku)
zengindir.

e Absorbe edilen maddeler direkt olarak sistemik dolagsima ge¢cmekte ve

asllarin karacigerde ilk gecis etkisine ugramasi 6nlenmektedir.
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e Nazal asilar Ozellikle adjuvanlarla birlikte uygulandiginda hem
mukozal (IgA) hem de sistemik (IgG) bagisik yaniti uyarabilmektedir.

e Ortak mukozal bagisiklik sistemi sayesinde uzak mukozal bélgelerde
dahi bagigik yanitlar olusturabilmektedir.

e Nazal yolla verilen antijenlerin oral yola kiyasla, dusik pH'ya maruz
kalmamalari ve nazal bdlgede enzimatik aktivitenin daha az olmasi
dusuk dozlan yeterli kilmaktadir.

e Uygulama kolayligi ve ignelere gerek duyulmamasi hasta uyumunu
artirmaktadir.

e Nazal agilarin Uretim ve kalite kontrolu parenteral agilara goére daha
ucuzdur (Davis, 2001; lllum, 2003; Turker ve ark., 2004; Somavarapu
ve ark., 2005).

Nazal yolun dezavantajlari arasinda ise mukosiliyer klerens, c¢ozunur
antijenlerin hucreler tarafindan yetersiz alinmasi ve uygulama aygitina gerek
duyulmasi sayilabilir (Slttter ve ark., 2008).

Guniimiizde soguga adapte trivalan canli atteniie influenza asisi (FluMist™,
Medimmune Inc., Gaithersburg, Maryland tarafindan dretilen) FDA tarafindan
2003 yilinda onay almis tek nazal asidir. Bu asi, 5-49 yas arasindaki saghkh
insanlara uygulanmaktadir. Kullanima hazir, dolu ve tek kullanimhk asi
puskdrtict kullanilarak, burun deliklerine uygulanmaktadir (Harper ve ark.,
2003).

1.4.1. Burun Anatomisi ve Fizyolojisi

Nazal yolla agi veriligini anlamak igin dncelikle burun anatomisi ve fizyolojisi

hakkinda bilgi sahibi olmak gerekmektedir.
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1.4.1.1. Burun Boslugu

Burnun goértnen dis yluzeyi, burun deliklerini ve burun boslugunun Ugte birini
cevrelemektedir. Burun boslugunun toplam yiizey alani yaklasik 150 cm? ve
toplam hacmi yaklagik 15 ml'dir (Mygind ve Dahl, 1998). Burun boglugu
“septum” adi verilen burnun orta kisminda bulunan ve dikey yonde uzanan

yapl ile iki ayri pargaya bolunmektedir (Ugwoke ve ark., 2005).

Her bir burun boslugunda bes farkh bdlge mevcuttur. Bunlar: (A) vestibul (B)
atriyum (C) solunum bdlgesi (D) koku bolgesi (E) nazofarinkstir. Vestibul,
burun boglugunun en 6nde bulunan ve en genis bolumudur. Atriyum, vestibul
ile solunum bdlgesi arasindaki ara bodlgedir. Burun boslugunun buylk bir
kismini olusturan solunum bdlgesinin yan duvarinda “konka” adi verilen raf
seklinde U¢ kemiksi ¢ikinti vardir. Bu konkalar tarafindan olusturulan dar serit
seklindeki yolaklar, solunum epiteli iceren yuzey alaninin artmasina ve hava
akiminda dalgalanmaya yol acgarak solunan havanin sitilarak ve
nemlendirilerek uygun hale getiriimesine katkida bulunurlar. Sonug¢ olarak,
hava akimi ile mukoz tabaka arasindaki temas artar. Nazofarinks ise yutagin
ilk bolumuduar ve asagiya dogru yutagin agza ait bolumune kadar devam eder
(Sekil 1.2) (Arora ve ark., 2002; Junqueira ve Carneiro, 2006).

(A) Nazal vestibul
(B) Atriyum

(C) Solunum bélgesi:
(C1) Alt konka

(C2) Orta konka

(C3) Ust konka

(D) Koku bolgesi
(E) Nazofarinks

Sekil 1.2. insan burnunun anatomik yapisi (Arora ve ark., 2002)
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1.4.1.2. Burundan Mukus Salgilanmasi ve Mukosiliyer Klerens

Burun vestibili cok kath yassi epitel ile kaphdir. ilerleyen bélimlerde yavas
yavas solunum epitelini kaplayan yalanci ¢ok katli prizmatik epitele dénagur.
Solunum epitel hacreleri, mikroviluslar ve buyuk bir kismi ayrica titrek tuyler
ile kaplidir (Sekil 1.3) (lllum, 2003).

Uzerinde en cok calisilan mukus salgi hiicresi ise goblet hiicresidir. Mukus
salgisi %95 su; %2 masin; %1 tuz; %1 albumin, immunoglobulinler, lizozim
ve laktoferin gibi diger proteinler ve %1’den az lipit igerir. Normal dinlenme
halindeki burundan her gun yaklasik 20-40 ml mukus Uretilir. Bu mukoza
ortisu, altta dusuk viskozitedeki sivi tabaka ve ustte daha ylksek
viskozitedeki jel tabakasindan meydana gelmektedir (Jones, 2001; Ugwoke
ve ark., 2005). Titrek tuyler bu jelimsi tabakayir surekli nazofarinkse
tasimaktadir. Mukus tagsinma hizi 8 mm/dak. olarak bulunmustur. Mukus
tabakasi ve tlylerin kombine bu hareketine “mukosiliyer klerens” adi verilir.
Mukosiliyer klerens, solunum vyoluyla vicuda giren bakteri, irritan ve
partiktllere  kargi  solunum sistemini koruyan etkili bir savunma
mekanizmasidir. insana nazal yolla uygulanan basit bir toz veya sivi bir
formulasyon vyaklasik 15 dakikalik bir yari omdrle burun boglugundan
temizlenmektedir (lllum, 2002; Saat¢i ve Bozkir, 2003).

Sekil 1.3. Nazal epiteldeki hicre tipleri A- titrek tOyli hicre, B- titrek tly
icermeyen htcre, C- goblet hiicreleri, D- jel mukus tabakasi, E- sivi tabaka, F-
bazal hiicre, G- basement zari (Arora ve ark., 2002)



27

1.4.1.3. Burundan Absorpsiyon

Nazal yol, ila¢ verilisinde gecirgenligi yuksek ve zengin damar agina sahip
bdlgelerden biri olup absorpsiyonun hizli olmasini ve terapdtik etkinin
baglamasini  saglamaktadir. Burun mukozasindan etkin maddenin
absorpsiyonunu etkileyen biyolojik faktorler ve formulasyona ait faktorler takip

eden sayfalarda siralanmistir.

1.4.1.3.1. Burun Mukus Membranin Alani

ilacin bir burun deligine uygulanmasiyla, her iki burun deligine uygulanmasi
arasinda absorpsiyon farkinin oldugu bilinmektedir. Bu durumun nedeni, ilaca
maruz kalan mukus membran alanindaki artig sonucu burnun gegirgenliginin

artmasidir (Arora ve ark., 2002).

1.4.1.3.2. Uygulama Hacmi

Burun bosluguna verilebilecek sivi hacmi 0.02 ml ile 0.15 ml arasindadir. Bu
hacmi etkili bir sekilde kullanmak icin ¢ozucdlerin, jellesen maddelerin ya da
viskozluk artirici maddelerin kullanimi Gzerinde durulmaktadir. Cozulculerin
kullanimi ¢ozinmeyen bilesiklerin sudaki ¢ozunurlGgunu artirmakta ve ilacin
absorpsiyonunu yukseltmektedir. Jellesen maddeler ise, formuilasyonun
burun boslugundan temizlenmesini yavaslatmakta ve ilacin mukus
membranda alikonma suresini uzatmaktadir (McNeela ve ark., 2001; Park ve
ark., 2001; Arora ve ark., 2002).
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1.4.1.3.3. Dozaj Formu

Nazal damlalar en basit ve en uygun dozaj formu olmalarina ragmen kisiye
verilecek ilag miktari tam ve kolay bir sekilde verilememekte, genelde asiri
doz uygulamasiyla sonuglanmaktadir. Damlalarin bir diger problemi burun
boslugundan hizla temizlenmeleridir. Jeller, postnazal ve anterior sizmayi
azaltmakta, formilasyonu mukozaya lokalize etmektedir (Arora ve ark.,
2002). Emdalsiyonlar (Mitra ve ark., 2000), mikropartiktller (Vajdy ve
O’Hagan, 2001), nanopartikiller (Amidi ve ark., 2006), lipozomlar (Baca-
Estrada ve ark., 2000) gibi farkli dozaj formlari Uzerinde de calismalar

surdurilmektedir.

1.4.1.3.4. Mukosiliyer Klerens

Mukosiliyer klerensin azaltiimasi, ilag ile mukus membran arasindaki temas
suresini uzatmakta, etkin madde gecirgenligini artirmaktadir. Bazi ilaglarin,
hormonal degisikliklerin, formulasyon faktdrlerinin, patolojik ve c¢evresel
kosullarin mukosiliyer klerensi etkiledigi ve ila¢ absorpsiyonunu artirdigi
bildirilmistir (Schipper ve ark., 1991).

1.4.1.3.5. Etkin Maddeye Bagh Faktorler

Etkin maddenin lipofilikligi, ¢ézinurligu, molekdl agirhigi, partikial boyutu,
partisyon katsayisi ve iyonlasma derecesi gibi fizikokimyasal 6zellikleri
burundan gegis hizini ve yolunu etkilemektedir (Arora ve ark., 2002).
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1.4.1.3.6. pH

insan burun boslugunun pH’si ortalama 6,3 olup 5,2 ile 8,1 arasinda
degiskenlik géstermektedir (Washington ve ark., 2000). Bir baska literatur de
bu veriyi destekler niteliktedir. Burun sivilarinin normal pH’larinin erigkinlerde
5,5-6,5 arasinda, bebek ve cocuklarda ise 5,0-6,7 arasinda degistigi
belirtiimektedir. Buna karsilik burun salgisinin pH’si; hava sicakligi,
enfeksiyon ve uyku gibi faktorlere bagl olarak degisebilmektedir. Soguk hava
alkali, sicak hava asidik pH’a neden olmaktadir. Akut alerjik rinit ve akut
sinuzit suresince isa nazal sivilarin pH’st alkali iken, klinik iyilesme
gerceklestiginde pH asidik olmaktadir. ideal bir formilasyonun pH’si 4,5-6,5
arasinda degismelidir (Chien ve ark., 1989; Arora ve ark., 2002).

1.4.1.3.7. Tonisite

Tonisite, sulu c¢ozeltilerin icindeki tuzlar tarafindan olusturulan ozmotik
basinci tanimlar. Genellikle izotonik c¢ozeltiler nazal yolla verilis igin tercih
edilmektedir (Arora ve ark., 2002).

1.4.1.3.8. Viskozite

Viskozluk; bir sivinin akmaya kargi godsterdigi direnctir. Diren¢ ne kadar

blyUk ise viskozluk o denli yuksektir. Sivilarin akis 6zellikleri kantitatif olarak

ilk kez Newton tarafindan incelenmistir.

Yuksek viskozluktaki formulasyon etkin madde ile nazal mukoza arasindaki

temas siresini uzatmakta, boylelikle absorpsiyon igin sureyi artirmaktadir.
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Denklem 1.1. F/A = n (dv/dx)

dv/dx: Birbiri Gzerinde kaymakta olan iki sivi tabakasi arasindaki kayma hizi
F/A: Kayma hizi olusturmak igin birim alana disen kuvvet veya kayma
gerilimi

n: Dinamik viskozluk katsayisi veya dinamik viskozluk

Newton akis yasasina uyan sivilar Newtonian, uymayanlar ise non-
Newtonian sivilar olarak adlandinimistir. Su, gliserin, sivi parafin gibi yalin
sivilarin viskozluklari sayisal bir deger ile ifade edilebilirken sispansiyon,
emulsiyon, krem, merhem gibi non-Newtonian sistemlerin viskoziteleri akis
egrileri (reogram) ile ifade edilebilmektedir. Kinematik viskozluk, dinamik
viskozlugun yogunluga boélinmesiyle elde edilen bir degerdir. Farkli birim
sistemlerine gore dinamik viskozluk birimleri: Pa.s, dyn.cm™.s, poise,
centipoise, kinematik viskozluk birimleri ise; m?.s™, stoke, centistoke'tur.

Viskozluk tayininde kullanilan aletler baslica iki grupta toplanir.

1. Tek noktada 6lcim yapan aletler
e Kilcal viskozimetreler: Ostwald viskozimetresi, Ostwald Cannon-
Fenske viskozimetresi, Ubbelohde tipi

e Ddusen bilye viskozimetresi: Hoeppler disen bilye viskozimetresi

2. Cok noktada 6lcuim yapan aletler
e Rotasyonel Cup and Bob viskozimetresi esasina dayanan Coute tipi
MacMichael viskozimetresi, Searle tipi Rotovisco viskozimetre,
Stormer viskozimetresi,
¢ Rotasyonel koni ve tabak viskozimetresi esasina dayanan Ferranti-
Shirley viskozimetresi, Brookfield viskozimetresi ve penetrometreler
(Bozkir ve ark., 2007, s.: 77-78).
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1.4.2. Nazal Bagisiklik Sistemi

1.4.2.1. Burna Bagh Lenfoid Doku (NALT)

Siganlardaki burna badli lenfoid doku (NALT), B ve T hicre alanlari ile M
hlcrelerini iceren epitel tabakayla kapli ¢ok iyi organize olmus bir yapidir
(Davis, 2001). NALT, morfolojik ve iglevsel yonden GALT ve BALT gibi diger
merkezi lenfoid dokulara benzerlik gosterir. NALT'ta bulunan M hucreleri,
hem Peyer plaklari hem de BALT'ta yer alan M hicreleriyle ayni olup benzer
immunolojik fonksiyonlara sahiptirler. Antijenin yakalanmasi ve ardindan
antijene spesifik mukozal bagisik yanitlarin ortaya gikmasi NALT’in gorevleri
arasindadir (Ogra ve ark., 2001).

insanlarda NALT a esdeger dokular Waldeyer halkasi olarak bilinir. Waldeyer
halkasi; bir ¢ift tubal tonsil, bir cift palatin tonsil, lingual tonsil ve adenoidten
olugsmaktadir. insan tonsilleri ve adenoidal dokular mukozal bagigikligin
onemli bilesenleridir. Tonsiller epiteli, cok sayida dendritik hiicre, M hucreleri,
B ve T hicrelerini icermektedir. Bu hucreler antijenlerin alinmasindan ve
bagisikhdin olusturulmasindan sorumludur (lllum, 2007; Sharma ve ark.,
20009).

1.4.2.2. Intranazal Bagisiklama Sonrasi Bagisik Yanitin Olugmasi

Intranazal bagisiklamadan sonra hem antikora dayali hem de hucresel tipte
bagisik yanit olusabilir. Antijen organizma tarafindan alindiktan sonra
submukozadaki lenfoid hiicrelere gecer. Bdylelikle plazma hicrelerinde IgA
olusturulmasinda gorevli B hucrelerine yardimci T hicrelerinin aktivasyonu

gerceklesmis olur (Davis, 2001).
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Lokal bagisik yanit olusturabilen nazal mukoza ve NALTtaki yolaklar Sekil
1.4’te gosterilmektedir. Partikiler haldeki antijenler, M hucreleri tarafindan
alinir ve salgisal bagisik yanitlarin (IgA) uyarildigi posterior servikal lenf
digumlerine tasinirlar. Kiguk molekdl agirlikh ¢ézinlr antijenler ise, nazal
mukozanin tamamindan penetre olabilir ve asil sistemik bagisik yanitlarin
olustugu yuzeyel servikal lenf dugumlerine ulagirlar. Cozinmus haldeki

antijenler salgisal tipte bagisikligi da uyarabilirler (lllum ve ark., 2001).

Limen
Partikiiler Antijen
Mukozal yanit Siindr Antii
salgisal IgA ﬂ Coziiniir Antijen
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Sekil 1.4. NALT ve nazal mukoza yolu ile lokal mukozal yanit ve sistemik yanit ya
da tolerans olusturan yolaklarin semasi

ASH: Antijen Sunucu Hucre (makrofajlar, dendritik hicreler); M: Mikrofold epitel
hiicre; NALT: Burna bagh lenfoid doku; LD: lenf digima (Davis, 2001)

1.5. Nazal Yolla Bagigiklamayi Artirmak Uzere Formiilasyon Yaklagimlari

Nazal mukoza, genis absorpsiyon yuzeyi, dusuk proteolitik aktivitesi ve hem
mukozal hem de sistemik bagisik yanitlari uyarabilmesi nedeniyle asi

verilisinde ilgi ¢ekici bir bolgedir. Buna karsilik peptit ve protein yapisindaki
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etkin maddelerin buyuk bir cogunlugu basit coOzeltiler seklinde burna
verildiklerinde  burun boslugundan biyoyararlanimlari  %1’in  altinda
olmaktadir. Nazal yolla verilen proteinlerin absorpsiyonunu etkileyen majér
faktorler: (i) antijenlerin nazal membranlardan gegis yeteneklerinin zayif
olmasi (ii) protein ¢ozeltilerini absorpsiyon bdlgesinden hizlica uzaklastiran
mukosiliyer klerens mekanizmasidir (Soane ve ark., 1999; Amidi ve ark.,
2006; Bertram ve Bodmeier, 2006).

Nazal aslilarin etkinligi antijenin fiziksel dogasina ve segilen verilis sistemine
baghdir (Davis, 2001). Ozellikle rekombinant proteinler ve DNA igeren yeni
asllar geleneksel agilara gore daha guvenilir; fakat daha az immunojeniktir.
Bu nedenle aktif ve guvenilir adjuvanlarin ve vyeni nesil asilarla
kullanilabilecek verilis sistemlerinin gelistiriimesine gereksinim duyulmaktadir
(Shahiwala ve ark., 2007).

ideal bir formilasyon ve verilis sistemi, antijenin nazal mukozadaki
stabilitesini ve kalma suresini artirmali, NALT tarafindan alinmasini saglamal
ve toksik etki olusturmadan adjuvan etki gostermelidir (Sharma ve ark.,
2009).

1.5.1. Jel Yapisindaki Formulasyonlar

Mukozal bagisiklamada genellikle antijenin uygun ve tam dozda verilebilmesi
icin fosfat tampon tuzu (PBS) kullaniimaktadir. Buna karsilik asilarin
intranazal ve intravajinal yoldan PBS iginde verilisinde immunojenisite sinirli
olmaktadir. Bu durumun nedeni serbest akis c¢oOzeltisi tipindeki asilarin
uygulama bolgesinden hizla uzaklagsmasi ve korunmasiz kalan antijenlerin
mukozal salgilardaki enzimler tarafindan pargalanmaya ugramasidir (Oh ve
ark., 2003; Han ve ark., 2006). Bu sebeplerden dolayl nazal dozaj formlari
hazirlaniyorken burun mukozasinin anatomik ve fizyolojik oOzellikleri ve

mukosiliyer klerens dikkate alinmalidir (Zaki ve ark., 2007).
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Jeller, kuguk inorganik partiktllerden olugsmus suspansiyonlari veya sivi
tarafindan penetre edilmis buyuk organik molekulleri iceren yari kati
sistemlerdir. Jel kitlesi, klglk farklh partikil agini iceriyorsa iki fazli sistem
olarak siniflandirilir (6rn., aliminyum hidroksit jeli). iki fazli sistemde,
disperse fazin partikal boyutu blyuk ise, jel kutlesi bazen “magma” olarak
adlandirihir (6rn., bentonit magma). Tek fazli jeller organik makromolekulleri
icerirler. Bunlar sivi boyunca tekdiuze bir sekilde dagilmis olup disperse
makromolekullerle sivi arasinda goérinen sinirlar bulunmamaktadir. Tek fazli
jeller sentetik makromolekullerden (6rn., karbomer) veya dogal zamklardan
(6rn., tragacantha) olugabilirler (USP, 2009).

Hidrojeller ise u¢ boyutlu, hidrofilik capraz bagli polimerik aglar olup, suyu
veya biyolojik sivilari absorbe ederek sisme yetenegine sahiptirler (Gupta ve
ark., 2002). Hidrojellerden etkin madde saliminin; dusuk molekul agirligina
sahip proteinler i¢in diftizyon, buyuk molekul agirhdina sahip proteinler igin
polimerin parcalanmasi ile gergeklestigi belirlenmistir (Packhaeuser ve ark.,
2004; Algin ve Baykara, 2005). Son yillarda hidrojeller, kullanima hazir
hidrojeller ve in-sitl olusan jeller olarak iki gruba ayriimistir (Nanjawade ve
ark., 2007).

Mukozal veriliste jel yapisindaki formulasyonlara ait 6rnekler Cizelge 1.3’te

sunulmaktadir.



Cizelge 1.3. Mukozal yoldan veriliste formulasyon 6rnekleri

Etkin Madde Uygulama insan/Hayvan Sonug Kaynak
Yolu Modeli

Tetanoz toksoidi Nazal Fare Poloksamer 407/kitosan yeni bir mukozal Westerink ve ark.,
ags! verilis sistemi olup bagisik yanita aditif 2002
ve sinerjik etki kazandirmigtir.

Plazmid DNA Nazal Fare In-situ jellesen ve mukoadezif polimer Park ve ark., 2001
iceren sistemlerin kullanimi plazmid
DNA'nin burunda alikonmasini ve
absorpsiyonunu etkili ve gtvenilir bir sekilde
artirmigtir.

Sumatriptan suksinat | Nazal Koyun %0,3 Karbopol iceren Poloksamer 407 jel Majithiya ve ark.,

formilasyonu sumatriptan suksinat etkin
maddesi i¢in tmit vericidir. Etkin maddenin
burunda alikonma suresini ve

absorpsiyonunu artirmistir.

2006

GE



Cizelge 1.3. Devam Mukozal yoldan veriliste formulasyon ornekleri

Etkin Madde Uygulama | insan/Hayvan Sonug Kaynak
Yolu Modeli
Insdlin Nazal Sigan Absorpsiyon artiricit EDTA ile verilen kitosan | Varshosaz ve ark.,
jeli insulinin nazal verilisi i¢in ilgi cekicidir ve | 2006
parenteral yolun yerini alabilecegi
dusunulmektedir.
Bovin serum albidmini | Nazal - Karbopol jelleri proteinlerin solunum Witschi ve Mrsny,
mukozasina veriligi igin umut verici 1999
biyoadezif yapilardir.
Kisa zincirli yag Rektal - Poloksamer 407 suda %18’lik Charreaue ve ark.,
asitleri konsantrasyonda oda sicaklhginda sivi, 2001
37°C’de jellesebilen bir ¢ozeltidir. Adezif
Ozellikleri nedeniyle kisa zincirli yag
asitlerinin kontrolli salimini saglar.
Hepatit B ylizey Vajinal Fare Sicakliga duyarli ve mukoadezif polimer Oh ve ark., 2003

antijeni

bazli vajinal agi verilis sisteminin, Hepatit B
ylzey antijenine kargi bagisik yanitlarin
artirlmasinda faydali olabilecegi

belirlenmistir.

9€
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1.5.2. In-situ Aktivasyonla Jel Olusturan Sistemler

insan nazal mukozasinda, mukosiliyer klerens siresinin 10-15 dakika
araliginda oldugu belirlenmistir (Zhou ve Donovan, 1996). Biyoadezif jel
formulasyonlari kullanilarak mukosiliyer klerensin yavaglatilmasi, boylece
formulasyonun nazal absorpsiyon bolgesinde alikonma suresinin uzatiimasi
ve biyoyararlaniminin artiriimasi planlanmaktadir. Bu durumda nazal yolla
uygulanan, in-siti jellesen mukozal verilis sistemleri ilgi ¢cekici gézikmektedir
(Majithiya ve ark., 2006).

Avantajlar::

e In-sitl olusan sistem nazal ¢ozeltiye benzer uygulama kolayligina
sahiptir.

e In-sit jellerin, jel formulasyonlarina ustunlukleri tam ve tekrarlanabilir
uygulamanin mumkudn olmasidir.

e In-siti olusan depo sistemler, sabit “inflzyona benzer” plazma
seviyesi-zaman  profilleri  olusturmalari nedeniyle yan etKkileri
azaltabilirler. Bu Ozellik dar terap6tik indekse sahip etkin maddeler icin
onemlidir.

e Antijenlerin burun mukozasinda kalig surelerini uzatirlar.

e In-sitl jel sistemlerinin hasta uyumu iyidir.

e Kontrolll ilag salimi saglarlar.

e In-siti olusan jellerin uzun sure burunda kalmalari sonucu ilaglarin
biyoyararlanimi ve terapotik etki suresi artar.

e Hazirlandiktan sonra yikanmalari ve izole edilmeleri gerekli
mikrokurelere kiyasla yatirim ve uretim maliyetleri dusuktur (Kumar ve
Himmelstein, 1995; Lang ve ark., 2002; Pakhaeuser ve ark., 2004;
Zaki ve ark., 2007).
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In-situ  aktivasyonla jel olusturan sistemler ¢ozelti, kolloidal sol ya da
suspansiyon olarak uygulanan, fizyolojik kogullara maruz kaldiginda jel hale

gecen viskoz sivilar olarak tanimlanirlar (Nanjawade ve ark., 2007).

1.5.2.1. In-situ Jel Olusum Mekanizmalari

Terapotik aktif bilesiklerin verilisinde; prensipte polimerik ¢ézelti olup fizyolojik
kosula yakin sicaklikta in-situ jellegsebilen tasiyici sistemlerin kullaniimasi ilgi
cekicidir. Polimerik c¢ozeltilerin jel faza gegiglerinde etkili mekanizmalar,

kullanilan polimere gore degisiklik géstermektedir (Mayol ve ark., 2008).

1.5.2.1.1. Sicakhk Degisimi ile Jellesen Sistemler

Nazal yolla verilen in-sitl jellesen sistemlerde, sicaklik degisimiyle jellesen
formulasyonlar Uzerinde c¢alismalar yurutilmektedir. Bu amacla kullanilan
polimerler arasinda poloksamerler, tetronikler, etil (hidroksi etil) sellloz,
hidroksipropil metil seliloz ve metil seluloz yer alir (Lin ve Sung, 2000;
Srividya ve ark., 2001; Nanjawade ve ark., 2007).

Sicaklik degisimiyle faz gecis mekanizmasina Poloksamer ¢ozeltisi 6rnek
verilebilir. Poloksamer ¢ozeltisinin fizyolojik kosullarda jel faza gegcisi
Poloksamer’in yapisal 0Ozellikleri vasitasiyla aciklanabilir. Poloksamer,
poli(oksietilen) ve poli(oksipropilen) birimlerinden olusan blok kopolimerlerin
bir sinifidir (Sekil 1.5). Genel formull poli(oksi-etilen)y-poli(oksi-propilen)y-

poli(oksi-etilen),'dir (Escobar-Chavez ve ark., 2006).

H (O-CH2-CH3)a(O-CH-CH3),(O-CH2-CH;),OH
I
CHs

Sekil 1.5. Poloksamer 407’nin kimyasal yapisi
(a: etilen oksit bolumu, b: propilen oksit bolimu) (Escobar-Chavez ve ark., 2006)
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Poloksamer’in sulu ¢ozeltilerde misel olugsumu sicakliga baglidir. Dusuk
sicakliklarda, propilen oksit ve etilen oksit bloklarinin etrafini su tabakasi
cevreler. Sicaklik ylkseldikge polimer zincirlerinin hidrofobik bdlgelerinin
(propilen oksit blogu) cevresindeki su molekilleri dizensiz hale gelir. Karsi
kargiya gelen hidrofobik bdlgeler bag olusturmak Uzere birbirini gekerken,
ayni zamanda hidrofilik bolgeler sulu ortamla temaslarini artirmak Uzere
tekrar duzene girerler. Polimer konsantrasyonu ve sicaklik kritik noktanin
Uzerindeyse, tri-blok kopolimer miseller olusur (Sekil 1.6). Misellerin olustugu

sicaklik “kritik misel sicakligi
Escobar-Chavez ve ark., 2006).

olarak tanimlanir (Kabanov ve ark., 2002;

. s [®@
o
- -~

Sekil 1.6. Blok kopolimer ¢ozeltisindeki kritik misel konsantrasyonu (cmc) ve kritik jel
konsantrasyonunun (cgc) sematik gorinimu (Escobar-Chavez ve ark., 2006)

Jelin miseller yapida oldugu dusunular. Sivi miseller faz, dusik sicakliklarda
stabildir; fakat sicakhgin artmasi ile kubik yapiya déndsurler. Daha yUksek
sicakliklarda silindirik yap1 olusur (Sekil 1.7) (Escobar-Chavez ve ark., 2006).

Sekil 1.7. Sicakhgin artmasiyla Poloksamerler tarafindan olusturulan miseller
fazlarin sematik gérinumu (Escobar-Chavez ve ark., 2006)
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1.5.2.1.2. pH’ya Bagh Olarak Jellesen Sistemler

pH'ya bagh olarak jellesen polimerlere 6rnek olarak seliiloz asetatfitalat

lateks ve karbopol verilebilir (Srividya ve ark., 2001).

Karbopol ¢ozeltisinin jel faza gegisi pH degdisimiyle olur ve bu gegis polimerin
iyonizasyonuna baglidir. pH 7,4’te iyonize karboksil gruplarinin karsilikli
birbirini itmesi daha gergin karbopol yapisi olustururken ayni karboksil
gruplan hidrofobik etkilesimler araciligiyla stabil hidrojen baglari olusturabilir.
Diger taraftan, karbopol yapisinin hidrofobik 6zelligi, hidrofobik baglar
arasinda birlesme olusturabilir. Bu ¢apraz baglanma olayi pH 7,4 ortaminda

daha viskoz jel olusumuyla sonuglanir (Lin ve Sung, 2000).

1.5.2.1.3. iyon Etkisiyle Jellesen Sistemler

lyon etkisiyle jellesen polimerlere ©érnek olarak gellan zamki ve aljinat
verilebilir (Srividya ve ark., 2001; Mayol ve ark., 2008).

Gellan zamki, Pseudomonas elodea tarafindan salgilanmaktadir ve anyonik
polisakkarit yapisindadir. insan burun mukozasi 0,1 ml mukusla kaph olup
sodyum, potasyum ve kalsiyum iyonlarini icermektedir. Bu katyonlar, gellan

zamkinin jelasyonunun baglamasini saglamaktadir (Cao ve ark., 2009).

Aljinat polimeri, iki tip monomer igeren dogrusal, dallanmamis bir
polisakkarittir. Monomerleri; beta-D-mannuronik asit ve alfa-L-glukuronik
asittir. Divalan katyonlarla (6rn., Ca*?) capraz baglanarak suda ¢dziinmeyen

jelleri olusturur (Moebus ve ark., 2009).
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1.5.2.2. Galismamizda Formilasyonlarin Hazirlanmasinda Kullanilan
Polimerler

1.5.2.2.1. Poloksamerler (Pluronik F127 ve Pluronik F68)

Poloksamer; noniyonik, hidrofilik ABA-tipi kopolimer olup poli(oksietilen) ve
poli(oksipropilen) Unitelerinden meydana gelmektedir (Matschke ve ark.,
2002; Kang ve ark., 2007).

Tum poloksamerlerin kompozisyonlari kimyasal agidan benzerdir; ancak
farkhh molekdl agirliklari ve polimerde bulunan oksietilen oranlarina goére
polimer siniflari mevcuttur. Bu nedenle poloksamerlerin farkh tipleri ticari
olarak piyasada bulunmaktadir. Poloksamerler; toksik ve irritan degildirler.
Kopek ve tavsanlar Uzerinde vydritilen calismalarda, %5 ve %10
konsantrasyonlarda g6z, diseti ve cilde uygulanan poloksamerlerin
irritasyona ve hassasiyete neden olmadiklari gorialmustiur (Pharmaceutical
Excipients, 2009). Roques ve ark., DNA iceren poloksamer jelini perikardiyal
kese icine enjekte etmisler ve morfolojik analizlerle kalp boélimlerinde toksik

etki gorilmedigini dogrulamislardir (Roques ve ark., 2007).

ilag sanayisinde en sik kullanilan poloksamerler, Poloksamer 407 (Pluronik
F127) ve Poloksamer 188 (Pluronik F68)'dir. Poloksamer 407’nin ortalama
molekul agirligi 9840 ile 14,600; Poloksamer 188’in ise 7680 ile 9510

arasinda degismektedir (European Pharmacopoeia Online, 2009).

Poloksamer 407, %70 hidrofilik etilenoksit birimlerini ve %30 hidrofobik
propilenoksit birimlerini igerir. Bu noniyonik polimerin konsantre sulu
cOzeltileri (%20-30 a/a) 4°C’den, oda sicakligina veya vicut sicakligina
isitildiginda  viskozitelerinde artis gdézlenmistir. Poloksamer’in  konsantre

cozeltileri sicakhk artigiyla jel olusumu gostermektedir ve olusan bu jeller
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sicakhda bagl olarak geri donusumludur (Cho ve ark., 1997; Pisal ve ark.,
2004).

Poloksamer 407, surfaktan ve proteinin stabilitesini artirici 6zelliklerinden
dolay1 tercih edilmektedir. Poloksamer 407, farelerde intraperitonal
enjeksiyonla interlokin-2 ve Ureaz proteinlerinin jel matriksinden surekli
salimlarini saglamak igin kullaniimistir. Poloksamer jellerin ayni zamanda
Ureaz ve interlokin-2’nin stabilitelerini artirdigi  bilinmektedir (Katakam ve
Banga, 1997).

1.5.2.2.2. Karbopol

Karbopol (karbomer), akrilik asitin sentetik yuksek molekul agirhkl
polimeridir. Bu polimer %56 ile %68 arasinda karboksilik asit gruplarini
(-COOH) icerir. Polimerin monomeri akrilik asit olup polimer zincirleri alil
sukroz ve alil pentaeritrol ile ¢apraz baghdir (Sekil 1.8) (The Handbook of

Pharmaceutical Excipients, 2009).

I
I

H;C ‘ CH,

Sekil 1.8. Karbomer resindeki akrilik asit monomer birimi

Karbomerler dusuk viskoziteli asidik koloidal dispersiyonlari olusturmak igin
suda disperse edilirler. Noétralize olduklarinda ise ylksek viskozluktaki jelleri
olustururlar. Nétralize sulu jelleri pH 6-11 arasinda daha viskozken, 3’ten
daha dusuk veya 12’den buyuk pH’da viskozitesi azalir. Karbopolun, farkl
viskozitedeki siniflari (6rn., C940, C941) mevcuttur. Karbomerlerin genellikle
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toksik ve irritan olmadiklari kabul edilir (Pharmaceutical Excipients, 2009).
Karbopoller, mukoadezif polimerler olup formulasyonlarin mukozal bodlgeyle

temasini artirirlar (Han ve ark., 2006).

1.5.2.2.3. Hidroksipropil Selilloz ve Hidroksipropil Metil Seltloz

Talasaz ve ark., seliiloz ailesinden hidroksipropil metil seliloz (HPMC) ve
hidroksipropil selilozun (HPC) poloksamer 407'nin sulu ¢oOzeltilerine ilave
edildiginde sicaklikla jellesebilen jeller olusturduklarini gostermiglerdir. HPC
ve HPMC’nin kullanimiyla in-sitl jellesen sistemlerin hazirlanmasinda gerekli
poloksamer konsantrasyonu dusurtlmuistar. Bu durum oOzellikle yuksek

molekul agirlikh etkin maddeler icin ilgi ¢ekicidir (Talasaz ve ark., 2008).

HPC ve HPMC, viskoziteyi artirici etkilerinden dolayr in-siti jellesen
sistemlerin mukozayla temas surelerini uzatmaktadirlar (Bilensoy ve ark.,
2006a; Zaki ve ark., 2007). Hascicek ve ark., mukoadezif polimer olarak
HPMC’nin  kullanildi§i  mikrokUreler hazirlamislar ve  mikrokurelerin
mukoadezif Ozelliklerinden dolayr nazal mukozaya mukoadezyonlarinin

yuksek oldugunu gostermislerdir (Hasgicek ve ark., 2003).

1.5.2.2.4. Kitosan

Kitosan, glukozamin ve N-asetilglukozamin kopolimerlerinden olusan
katyonik bir polisakkarittir (Sekil 1.9). Kitosan, kabuklu hayvanlarda cok
miktarda bulunan bir polimer olan kitinin deasetilasyonuyla elde edilir. Alkali
deasetilasyon kitosanin yuksek sicakliklarda sodyum hidroksit ile muamele
edilmesiyle gerceklesmektedir. Deasetilasyon derecesi, artan sicaklik veya
sodyum hidroksit konsantrasyonuyla artmaktadir. Kitosan, ayni zamanda
bazi mikroorganizmalarda ve maya mantarlarinda dogal olarak bulunur (Felt
ve ark., 1998; lllum, 1998; Senel ve McClure, 2004).



44

Kitin on R T ...
S Ll HO iy (] UJ{."”—. -runa--’
5 N L i, ) oK
”m} - 0 HO - =T
NH MH 5
OH J OH

L
O\ N-asetil grubu

OH E | B
; . (\,,u oHOT—i7~ S0 o HOT—Lg—o—
Kitosan um}\ﬂ.‘ir J?“, “””W x.%-.ﬂ
.\ OH OH
Amin grubu

Sekil 1.9. Kitin ve kitosanin yapisi (Illum ve ark., 2001)

Kitosan; biyogecgimli, biyoparcalanabilir, duslk toksisiteli, Uretim maliyeti
duguk ve bagisiklik sistemi Uzerinde adjuvan 6zellikler gosterebilen dogal bir
polimerdir. Kitosanin kimyasal modifikasyonlara agik olmasi bu polimeri ilgi
¢ekici kilmaktadir (van der Lubben ve ark., 2001; Issa ve ark., 2005).

Kitosan alkali ve noétral pH’larda ¢6zlinmez; fakat inorganik ve organik
asitlerle (hidroklorik asit, laktik asit, asetik asit ve glutamik asit) tuzlari
olusturur. Cozeltide kitosanin amino gruplari protonlanir ve meydana gelen
¢Ozunur kitosan pozitif yukludur. Kitosanin ¢ozunurlugu serbest amino ve N-
asetil gruplarinin dagilimina bagldir. Genellikle %1-3 arasindaki sivi asidik
cOzeltiler kitosani ¢ozunur hale getirmek icin kullaniimaktadir. Kitosan
piyasada farkl molekil agirliklarinda (10,000 ile 20 milyon Dalton arasi) ve
asetilasyon derecelerinde mevcuttur (lllum ve ark., 2001; Agnihotri ve ark.,
2004; Senel ve McClure, 2004).

Gunumuizde kitosan ve tdrevlerinin kullanildigi farkli antijenleri igeren
mukozal asilar gelistirilmistir. Bu sistemlerin hayvan modelleri ve insanlar
uzerindeki etkileri halen test edilmektedir. Kitosan mukoadezif ozelligi
sayesinde formulasyonlarin nazal bogsluktan klerenslerini yavaslatmakta ve
boylelikle mukozal ylzeylerde alikonma surelerini uzatmaktadir. Kitosanin bir

diger onemli Ozelligi absorpsiyon artirici etkisidir. Kitosanin pozitif yukli
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amino gruplar, negatif yukli hicre membranlari ve mukozal htcreler
arasindaki siki baglantilarla (tight junctionlar) etkilesmekte, siki baglantilarin
batinltgu bozularak  bilesiklerin paraselliler yoldan  tasinmasi
saglanmaktadir. Kitosan bilindigi kadariyla toksik ve immunojenik degildir ve
kitosanin siki baglantilar Gzerindeki etkisi gegicidir (Kotze ve ark., 1998;
Davis, 2006; Andrews ve ark., 2009).

Fare ve kobaylarda (guinea pig) yapilan g¢alismalar kitosanin, nazal yoldan
verilen influenza, bogmaca ve difteri asilarinin hem humoral hem de hicresel
tipte bagisik yanitlarini anlamli délgude artirdigini ortaya koymustur (Read ve
ark., 2005). Bacon ve ark., kitosan ¢ozeltilerinin influenza virusiine karsi hem
mukozal hem de sistemik bagisik yanitlari uyardiklarini gdstermigtir.
Intranazal yoldan verilen kitosan iceren asi formulasyonu farelerin nazal
sivilarinda yuksek IgA titreleri olusturmustur. Bu antikorlar antijeni subkutan
enjeksiyonla alan farelerde ise gorulmemigtir (Bacon ve ark., 2000).

1.6. Difteri

Difteri, gram pozitif Corynebacterium diphtheriae basilinin neden oldugu akut
bulasici bakteriyel bir Gst solunum yolu enfeksiyonudur (Wharton ve Vitek,
2004). Bu hastalik, enfeksiyon boélgesinde bakterinin tipik kolonizasyonu ve
pseudomembran olusturmasi yaninda urettigi potent bir toksin, difteri toksini
ile tipik sistemik toksemi karakterindedir (Ozcengiz ve ark., 1998). Difteriye
kargi tam bagisiklama igcin ¢oklu asilama programinin uygulanmasi

gerekmektedir (Diwan ve ark., 1997).

1.6.1. Difteri Toksini

Corynebacterium diphtheriae basili 1883 yilinda Klebs ve 1884 yilinda
Loeffler tarafindan tanimlanmigtir. Bu pleomorfik basil spor olusturmaz,
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aerobiktir ve hareketsizdir (Nandi ve ark., 2003; Weisberg, 2007). Basil
tarafindan Uretilen karakteristik ekzotoksin, hem basilin inokllasyon yerinde
hem de kan dolasiminda absorbe edilir ve hicresel hasar ile normal protein
sentezine engel olarak olime yol acar (Nandi ve ark., 2003). Bu nedenle
difteriden korunma, toksini nétralize eden antikorlarla (antitoksin) saglanabilir.
Bu antikorlar, toksinin toksik olmayan formlari ile yapilan aktif bagisiklamayla

uyarilabilir (Isaka ve ark., 2000).

Difteri toksini iki yapisal formda bulunur. Bu formlar; tek zincir (58,3 kDa)
veya birbirlerine disulfit baglariyla bagh A (21,0 kDa) ve B (37,3 kDa)
fragmanlari seklindedir (Johansen ve ark., 1998; Metz ve ark., 2007).

1.6.2. Difteri Toksoidinin Hazirlanmasi

Toksoid; antitoksin olusturabilme 06zelligi olup, toksik olmayan bir yapiya
sahip, modifiye bakteri toksinleridir (Tabak, 1998). Difteri toksininin
formaldehit ile muamelesi sonucu toksik olmayan; fakat immunojenik difteri
toksoidi (DT) elde edilmektedir. Difteri toksoidinin kalitesi esas olarak
detoksifikasyon prosesine baglidir. Formaldehit konsantrasyonu, reaksiyon
suresi, reaksiyon sicakligi ve matriksin kompozisyonu en énemli reaksiyon
kosullaridir. Toksoidin kalitesi rutin olarak aktivite ve guvenlilik testleriyle
tayin edilmelidir (Metz ve ark., 2003).

1.6.3. Difteri Toksoidi ile Asilama ve Beraberindeki Sorunlar

Difteri toksoidi asisi, Bati Avrupa’da rutin agilama programlarina 1940 ve
1950’lerde dahil edilmigtir (Cameron ve ark., 2007). Gelismis ulkelerde bu
hastaligin tamamen ortadan kaldirilmasi ise 1970’lerde gergeklesmistir. Buna
karsilik Avrupa populasyonunun buylk oraninda, difteri antitoksini titresi
Onerilen koruma duzeyinin (0.01 1U/ml) altindadir (McNeela ve ark., 2001).
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Ozellikle son on yil iginde, bazi Ulkelerde difteri epidemisiyle ilgili raporlarin
yeniden ortaya ¢ikmasi endise yaratmigtir. Ek olarak, son yillarda difterinin
siklik pikinde g¢ocuklardan daha ileri yas gruplarina gegis s6z konusudur.
Ayni zamanda bu hastalikta antikorlarla uzun suareli hafiza olusumu dusuktur.
Bu nedenle difteri igcin destek dozunun (asilarin guglendiriimesi ve
korunmanin devami igin aralikli olarak verilen doz, booster doz) her on yilda
bir uygulanmasi onerilmektedir. Difteri asisinda Alum adjuvaninin kullanimi
ise IgE ile iligkili advers etkilere neden olmakta ve bu durum alternatif
adjuvanlarin arastiriimasi ihtiyacini dogurmaktadir (Aguila ve ark., 2006;
Kara, 2008).

Difteri toksoidini iceren preparatlar 2-8°C arasi sicakliklarda (buzdolabinda)
saklanmali, dondurulmamalidir (Wharton ve Vitek, 2004; Sensoy ve Belet,
2008). Difteri gibi donmaya duyarh asilarin dondurulmasi aktivite kaybina yol
acabilmektedir (Matthias ve ark., 2007).

Difteri hastaligini geciren bireylerde dolasan antitoksin dizeyleri hakkinda
g6zlemler ve birtakim arastirmalar takip eden sayfalarda verilen, difteriye
kargi antitoksin duzeyleri Uzerine yaygin olarak kabul edilmis yorumlar ile

sonuglanmigtir (Cizelge 1.4).
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Cizelge 1.4. Difteriye karsi antitoksin dizeyleri ve bagisikhk (WHO The
Immunological Basis for Immunization Series/Module 2: Diphtheria, 2003; WHO
Weekly epidemiological record, 2006)

Antitoksin duzeyi Yorum

<0.01 IU/ml Birey DUYARLI

0.01 IU/ml En dusik dizey dolagsan antitoksin;
KISMEN koruma saglar.

0.01-0.09 IU/ml Bu dizeyde antitoksin KISMEN
koruma saglar.

0.1 IU/ml KORUYUCU antitoksin dizeyi

=1.0 IU/ml UZUN DONEM KORUYUCU

antitoksin duzeyi

1.6.4. Difteri Toksoidinin Mevcut Preparatlari ve Gelecekteki Yaklagimlar

Difteri ve tetanoz toksoidi ile tim hticre ya da aselller bogmaca iceren Uglu
karma agilar, bebeklere ve 7 yasin altindaki cocuklara belirli araliklarla
intramuskuler enjeksiyonla uygulanmaktadir. Son yillarda difteri toksoidinin
mukozal yoldan verilmesiyle ilgili c¢alismalar surdurilmektedir. Mukozal
asllama, geleneksel parenteral asilamaya kiyasla hem sistemik hem de
mukozal bagisikhgdr uyarabilmektedir. Asilarin mukozal veriligi advers etkileri
en aza indirgemekte ve daha kolay bir verilis yolu saglamaktadir. Bu nedenle
mukozal asilama, difteri gibi sikli asilamalarin gerekli oldugu durumlarda

dikkate deger 6neme sahiptir (McNeela ve ark., 2001).
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gerecgler

2.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

2-merkapto etanol

Akrilamid

Amonyum sulfat

Amonyum persilfat

Anti-guinea pig 1gG peroksidaz konjugat
Asetik asit

Asetik asit (glasiyel)

Aljinik asit

Bakir (1) sulfat pentahidrat

Bikinoninik asit

Bromfenol mavisi (pH 3-4,6)
Coomassie Brilliant Blue G (CBBG-250)
D(-) Mannitol

Difteri toksini (9230 CDs5p/ml)

Difteri toksoidi

(2000 pg/ml, 675 Lf/ml)

Disodyum hidrojen fosfat

Etanol (Absolut)

Gliserol

Glisin

Hidroklorik asit

Hidroksipropil seltiloz

(M.A.: 80,000; Viskozite: ~150-700 cP)
Hidroksipropil metil seltloz

(Viskozite: ~4,000 mPa.s)

Sigma

Sigma

Merck

Sigma

Sigma

Merck

Merck

Sigma
Riedel-de Haén
Fluka

Merck

Sigma Aldrich
Merck

Lot 2000 Japon
Refik Saydam Hifzisihha
Merkezi Bagkanligi
Merck
Riedel-de Haén
Aklar Kimya
Sigma

Analar

Aldrich

Fluka
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izopropanol

Karbopol 934

Kitosan, disuk molekdl agirhgi

(M.A.: 150,000; Viskozite: ~100 mPa.s)
Kitosan, orta molekul agirhgi

(M.A.: 400,000; Viskozite: ~200 mPa.s)
Metanol

N,N’ metil-bis-akrilamid

N-N-N’-N’ tetrametil etilendiamin (TEMED)
o-Fenildiamin Dihidroklortr (OPD)
Pluronik F68 (Ort. M.A.: 8400)

Pluronik F127 (Ort. M.A.: 12500)
Potasyum dihidrojen fosfat

Skim milk, dry

Sodyum asetat-3H,O

Sodyum azid

Sodyum dodesil silfat

Sodyum hidrojen karbonat

Sodyum hidroksit

Sodyum karbonat monohidrat

Sodyum klortr

Sodyum tartarat dihidrat

Standart serum (1060 Unite/vial)

Trizma base (Tris)

Hlcre

Merck
B.F. Goodrich Chem. Co.
Fluka

Fluka

Lab-Scan
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Merck
Oxoid
Merck
Merck
Merck
Merck
Kimetsan
Merck
Merck
Sigma
Lot 9 Japon
Sigma

Vero Hucresi (Afrika yesil maymun bobrek hicresi)

Hiucre Kulturda Ortami

Eagle MEM (Minimum Essential Medium)



2.1.2. Kullanilan Cihazlar

Calkalayici su banyosu
Coklu manyetik karistirici
ELISA okuyucu

ELISA plaklarn

Filtre

Filtre

Hassas terazi

Isiticili su banyosu
Karbondioksitli inktibator
Karistiric

Laminar Air Flow Kabin
Manyetik karistirici
Mikropipet (10 pl'ye kadar)
Mikropipet (100 pl'ye kadar)

Mikropipet (1000 ul'ye kadar)

Mikroskop
pHmMetre
Santriftij aleti
Santrifuj aleti
Santrifuj aleti
Sonikator

Su banyosu
Viskozimetre
Vorteks
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Memmert

IKA Werke RT10 power
Molecular Devices Spectra
Max190

Biofil

Sartorius 0,2 um
Sartorius 0,45 pym
Sartorius BL 210S
Hake E 12

Sanyo

Stirpac

Holten LaminAir
Cimarec

Rainin

Rainin

Kartell

Olympus Invert CK-2
SenTix 82

Hitachi Himac CT5DL
Kubota 3500

Mikro 12-24

Bandelin

Heto HMT 200
Brookfield DV-II

IKA Vortex Genius 3



52

2.2. YOntemler

2.2.1. Difteri Toksoidi Ozelliklerinin Belirlenmesi

2.2.1.1. Difteri Toksoidinin Lf Degerinin Kontrol Edilmesi

Difteri toksoidinin, érnekteki toksoid (ve toksin) iceriginin yani sira antijenik
gucu ve safligi flokilasyon degeri (Lf birimler) olarak ifade edilir. 1 Lf,
standart referans difteri antitoksininin 1 dnitesini flokile eden toksoid
miktaridir. TUm agi Ureticileri, toksoidlerin Lf degerlerini belirlemede, orijinal
Ramon flokllasyon testini kullanir (Wharton ve Vitek, 2004; Preneta-Blanc ve
ark., 2008).

Difteri toksoidinin Lf degerinin kontrol edilmesinde 6ncelikle difteri toksoidi ile
serum fizyolojik 1:2 oraninda karistirlmigtir. Difteri toksoidinin dnceden
bilinen Lf degeri 675 Lf/ml oldugundan seyreltme ile degerin 225 Lf/ml olmasi
beklenmistir. Bu nedenle 225 Lf/ml'yi icine alan bir cizelge olusturulmustur
(Cizelge 2.1). Difteri toksodinin Lf degerinin belirlenmesinde, farmakope
gereklilikleri uyarinca ml’sinde 100 Lf antitoksin iceren standart kullaniimistir.
Bu galisma standarti gittikge artan konsantrasyonlarda flokllasyon tiplerine
(7 cm x 1 cm) konulmus ve sabit hacme ulasmak amaciyla 1 ml'ye serum
fizyolojik ile tamamlanmigtir. Ardindan 1 ml seyreltiimis antijen her bir tipe
ilave edilmigtir. Tupler 50°C’lik su banyosuna yerlestiriimis ve belirli araliklarla
flokllasyonun olusup olusmadigi gozlenmistir. Flokulasyonun gozlendigi ilk
tlp, 6rnekteki antijen miktarina en yakin antitoksin miktarini iceren tuptar.
Bircok durumda bu tldpun Lf igerigi, 6rnedin Lf degeri olarak kabul
edilmektedir.  Calismamizda  difteri  toksoidi serum fizyolojik ile
seyreltildiginden ilk flokilasyonun gozlendigi tupun Lf degeri 3 ile ¢arpiimigtir
(WHO, 1997).
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Cizelge 2.1. Difteri toksoidine ait Lf degerinin kontrol edilmesi

Tap Antitoksin  1/5 oraninda  Antitoksin Serum Difteri

numarasi miktari cahlisildi miktari fizyolojik toksoidi
(Lf/ml) (Lf/ml) (ml) miktar (ml) (ml)
1 100 20 0,20 0,80 1,0
2 125 25 0,25 0,75 1,0
3 150 30 0,30 0,70 1,0
4 175 35 0,35 0,65 1,0
5 200 40 0,40 0,60 1,0
6 225 45 0,45 0,55 1,0
7 250 50 0,50 0,50 1,0
8 275 55 0,55 0,45 1,0
9 300 60 0,60 0,40 1,0
10 325 65 0,65 0,35 1,0
11 350 70 0,70 0,30 1,0
12 375 75 0,75 0,25 1,0

2.2.1.2. Difteri Toksoidinin Spektrumu

Difteri toksoidinin pH 7,4 PBS ve pH 4,5 asetat tamponu iginde hazirlanmis,
konsantrasyonu bilinen co6zeltilerinin - 350-750 nm araliginda ELISA
okuyucusunda spektrumlari alinmis ve maksimum absorbans gdsterdikleri

dalga boylari (Amax) belirlenmigtir.

2.2.1.3. Difteri Toksoidinin  MikroBikinoninik  Asit (MikroBCA)
Yontemiyle Kalibrasyonu

Bikinoninik asit yontemi, peptid ve protein yapisindaki maddelerin miktar
tayininde siklikla kullanilan bir yontemdir. Cok dusuk miktarlarin tayininde gok
daha hassas olan mikrobikinoninik asit yontemi tercih edilmektedir. BCA
yontemi ile 100-1200 pg/ml’ye kadar hassaslikta dlgum yapilirken, mikroBCA
yontemi ile 5-250 pg/ml'ye kadar duyarlilikta toplam protein miktar tayini
yapilabilmektedir (Smith ve ark., 1985).
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Reajan A+B:

Sodyum karbonat monohidrat -------------------- 49
Sodyum tartarat -----------==-===m=mmmmmmmmmmemm oo 0,89
Bikinoninik asit -----------==-==m-mmmmmmo oo 29

Sodyum karbonat monohidrat ve sodyum tartarat 60-80 ml distile suda
cozulir. Uzerine bikinoninik asit ilave edilir ve 40°C’de ¢o6zinene kadar

karigtirilir. Distile su ile 100 ml'ye tamamlanir ve oda sicakliginda saklanir.

Reajan C:
Bakir sulfat (5xH20) ----------=-=-m-mmmm oo 49

Distile su ile 100 mI'ye tamamlanir.

Difteri toksoidinin, PBS (fosfat tampon tuzu, pH 7,4) ve asetat tamponunda
(pH 4,5) hazirlanan ve konsantrasyonlari bilinen g¢ozeltilerinin mikroBCA
yontemi ile absorbanslari Olgliimuagstur. Difteri toksoidinin stok antijen
¢ozeltisinden (200 ug/ml) seyreltmeler yapilarak 6-42 pg/ml arasinda yedi
dilisyonu hazirlanmigtir. Hazirlanan bu dilisyonlardan, ELISA plagi
kuyucuklarina t¢ paralel seklinde 150’ser yl ilave edilmistir. Ardindan Reajan
A+B ile Reajan C (50:1) karnistirlmis ve her bir kuyucuga bu karigimdan da
150’ser ul eklenmigstir. ELISA plag 60°C’'de 1 saat 20 dakika inkibasyona
birakilmistir. Bu slre sonunda plak oda sicakhgina kadar sodutulmus ve
ELISA okuyucusunda (Molecular Devices, Spectra Max 190) 560 nm’'de

dilisyonlarin absorbanslari élgulmustar.

Konsantrasyonlari bilinen dilusyonlarin okunan absorbans degerleri ile
kalibrasyon denklemleri hesaplanmistir. Bu denklemlerden faydalanarak

orneklerin toplam protein konsantrasyonlari hesaplanmigtir.
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2.2.1.4. Difteri Toksoidinin  MikroBikinoninik  Asit (MikroBCA)
Yontemiyle Kalibrasyonunun Validasyonu

Validasyon, analitik yontemin, planlanan (amaglanan) kullanima uygun
olmasi igin, o sistemin kullanimini onaylama iglemidir. Performans
karakteristikleri analitik parametrelere dayanarak aciklanir. Miktar tayinlerinin
validasyonunda kullanilan analitik parametreler dogruluk, kesinlik, 6zgunlik,

gOzlenebilme siniri, alt tayin siniri, dogrusallik ve araliktir (ICH Q2(R1)).

2.2.1.4.1. Dogruluk

Bir analitik yontemin dogrulugu, o yontem ile elde edilen sonuglarin gergcek
degere yakinligidir. Dogruluk, belirli miktarda analitin bilinen miktar tayini
yontemi ile % geri kazanim degerleri bulunarak hesaplanir. Dogruluk, belirli
araligi kapsayan en az u¢ konsantrasyon noktasinda en az Uger kez
hazirlanan numune miktarlarinin % geri kazanim degerlerinin belirlenmesiyle
tayin edilmektedir (ICH Q2(R1)).

2.2.1.4.2. Kesinlik

Bir analitik yontemin kesinligi, ayni homojen o6rnekten ¢oklu érneklemeyle
elde edilen 6lgum serileri arasindaki yakinhgi ifade eder. Kesinlik, normal
islem kosullar altinda, yontemin tekrarlanabilirliginin, ara kesinliginin ve
tekrar Uretilebilirligin 6lcimuadir (ICH Q2(R1)).

1. Tekrarlanabilirlik

Tekrarlanabilirlik, kisa zaman araliklarinda ayni islem kosullari altindaki
kesinligi ifade eder. Belirli araliyi kapsayan en az ¢ konsantrasyon

noktasinda en az Uger kez ya da test konsantrasyonunun %100’Unde en az
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alti 6lgumle belirlenir. Sonugclar, hesaplanan konsantrasyonlarin ortalamasi,
standart sapmasi ve % bagil standart sapmasi olarak verilir (ICH Q2(R1)).
2. Ara Kesinlik

Ara kesinlik; farkh gunler, farkli analistler, farkli donanim gibi laboratuvar
varyasyonlarinin incelenmesini ifade eder. Bu etkilerin her birinin

incelenmesinin gerekli olmadidi belirtiimistir (ICH Q2(R1)).

3. Tekrar Uretilebilirlik

Tekrar Uretilebilirlik, laboratuvarlar arasindaki kesinligi ifade eder (isbirligi ile

yapilan calismalar, genelde yontemin standardizasyonu igin uygulanir) (ICH
Q2(R1)).

2.2.1.4.3. Ozgunliuk

Ozglinliik, numunedeki diger bilesenler varliginda, analitin miktar tayini igin
yontemin uygunlugudur (ICH Q2(R1)).

2.2.1.4.4. Gozlenebilme Sinin (LOD)

Bir analitik yontemin gozlenebilme siniri, belirli kosullar altinda 6rnek iginde

analiz edilen maddenin teghis edilebilen; fakat tayin edilemeyen en dusuk
konsantrasyonudur (ICH Q2(R1)).

Denklem 2.1. LOD=3,3-0/S

o: Regresyon dogrularinin y kesigim degerlerinin standart sapmasi
S: Kalibrasyon egrisinin egimi
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2.2.1.4.5. Alt Tayin Sinin (LOQ)

Bir analitik yontemin alt tayin siniri, érnekteki maddenin uygun dogruluk ve
kesinlikte kantitatif olarak tayin edilebilen en disik miktaridir (ICH Q2(R1)).

Denklem 2.2. LOQ=10-0/S

0: Regresyon dogrularinin y kesisim degerlerinin standart sapmasi

S: Kalibrasyon egrisinin egimi

2.2.1.4.6. Dogrusalhk ve Aralik

Bir analitik yontemin dogrusalligi, verilen bir aralikta 6rnek icindeki analitin
konsantrasyonuyla dogrudan orantih olan test sonuglarinin elde
edilebilmesidir. Eger dogrusal bir iligki varsa, test sonuglari en kiguk kareler
yontemiyle regresyon dogrusunun hesaplanmasi gibi uygun istatistiksel
metotlarla degerlendiriimelidir. Korelasyon katsayisi, kesisim, regresyon
dogrusunun eg@imi ve artik kareler toplami hesaplanmalidir. Ek olarak,
regresyon dogrusundan gergek veri noktalarinin sapma analizi dogrusalligi
hesaplamak icin yararli olabilir. Dogrusalligin saptanmasinda en az 5
konsantrasyon gereklidir (ICH Q2(R1)).

Bir analitik yontemin araligi, ornek i¢indeki analit icin analitik ydontemin uygun
kesinlik, dogruluk ve dogrusalliga sahip oldugunun gosterildigi en dusik ve

en yuksek konsantrasyonlari arasindaki araliktir (ICH Q2(R1)).

2.2.1.5. Difteri Toksoidinin Saflik Tayini

Sulu bir ¢ozelti icinde, stispande ya da ¢ozunmus kuguk elektrik ydkla
parcaciklarin, uygulanan elektrik alaninin etkisi ile go¢ etmesi surecine
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“elektroforez” denir (Kaya, 2002). Elektroforez, proteinlerin kompleks
karigimlarini ayirmak, alt birim bilesimlerini incelemek ve proteinlerin safligini
tayin etmek icin kullanilir. Poliakrilamid jel elektroforezlerinde, proteinler
poliakrilamid jel matriksindeki gézenekler arasinda elektriksel alanin etkisi ile
gOo¢ ederler. Gozenek buyuklugu, artan akrilamid konsantrasyonuyla
azalmaktadir. Gozenek buyuklagu, protein yuku, boyutu ve sekli proteinlerin

go6¢ hizini belirlemektedir (Chakavarti ve Chakavarti, 2008).

SDS-PAGE icin %10’luk ayirma jeli hazirlanmisg ve cam sandvigin arasina
dokulmustar. Ardindan jelin Gzerine izopropanol ilave edilmis ve havayla
temasi onlenmistir. Jelin bu sekilde yaklasik 15 dakika bekletilerek donmasi
saglanmis ve bu sire sonunda izopropanol ortamdan uzaklastiriimistir. Bir
sonraki asamada %5’lik yukleme jeli hazirlanmis ve plaklar arasina dokulup
taraklar yerlestirilmistir. Dokulen jel 10 dakika i¢cinde donmus ve taraklar
cikartiimistir.

Ornekler icin difteri toksoidinin farkli konsantrasyondaki ¢ozeltileri pH 7,4
PBS’te hazirlanmistir. Protein ¢ozeltilerine (20 pl) érnek tamponu (5 ul) ilave
edilmis ve 100°C’de 10 dakika bekletiimislerdir. Denatlrasyon igleminden
sonra her bir bant icin 20 pl 6rnek, mikropipet yardimiyla kuyucuklara
uygulanmigtir. Ornekler jele uygulandiktan sonra cam plaklar igindeki jel, mini
dikey jel sistemine yerlestirilmistir. ic ve dis rezervuarlar tampon ¢ézeltisi ile
gerekli yerlere kadar doldurulmustur. Bu islemlerin ardindan 60 voltluk sabit
gerilim uygulanarak elektroforez iglemi baslatilmigtir. SurUkleme islemi
yaklasik U¢ saat surdurilmis ve bromfenol mavisine ait bandin alt sinirin 1
cm Uzerinde durdugu goézlendiginde guc¢ kaynagi kapatiimistir. Jel, cam
plaklar arasindan dikkatlice g¢ikartilarak diger islemlere devam edilmigtir. Jel,
bir saat fiksasyon, iki saat sensitizasyon cozeltisiyle calkalandiktan sonra
boyama c¢ozeltisinde bir gece bekletilmigtir. Bir sonraki gun jel, bir saat
destaining | ¢ozeltisinde (boyayi geri alma ¢ozeltisi), arka plan temiz olana

kadar da destaining Il ¢ozeltisinde bekletiimistir. Boyanin uzaklastiriimasinin
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ardindan jelin fotografi ¢ekilmis ve %5 h/h’lik asetik asit ¢ozeltisinde aylarca
saklanmigtir.

Calismamizda denatire edici kosullar altinda kesintili sodyum dodesil sulfat-
poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE), difteri toksoidinin yapisini ve
fragmanlarini tayin etmek igin uygulanmigtir (Bollag ve ark., 1996). SDS-

PAGE calismasinda kullanilan ¢ozeltiler Cizelge 2.2’de listelenmistir.

Cizelge 2.2. SDS-PAGE calismasinda kullanilan ¢ozeltiler

Ayirma Jeli (%10’luk) 5mligin
%30 akrilamid karigimi 1,7 ml

1,5 M Tris-HCI (pH 8,8) 1,3 mi
Distile su 1,9 ml
%10 a/h’lik SDS 0,05 ml
%10 a/h’lik amonyum persulfat 0,05 ml
TEMED 0,003 ml
TEMED polimerizasyonu baslattigi icin en son ilave edilmelidir.

Yukleme Jeli (%5'lik) 5mlicgin
%30 akrilamid karigimi 0,83 ml
1,0 M Tris-HCI (pH 6,8) 0,63 ml
Distile su 3,4 ml
%10 a/h’lik SDS 0,05 ml
%10 a/h’lik amonyum persulfat 0,05 ml
TEMED 0,003 ml
TEMED polimerizasyonu basglattigi i¢in en son ilave edilmelidir.

Ornek Tamponu 10 ml icin
1,0 M Tris (pH 6,8) 0,6 ml
%50’lik gliserol 5,0 ml
%2’lik bromfenol mavisi 2,0 ml
2-merkapto etanol 0,5 ml
Distile su 0,9 ml
%30 Akrilamid Karigimi 100 mligin
Akrilamid 299
N,N’-metil-bis-akrilamid 19

100 ml'ye distile su ile tamamlanir.

1,5 M Tris-HCI (pH 8,8) 100 ml igin
Tris 18,2 g
Konsantre HCl ile pH’si 8,8’e ayarlanir. +4°C’de saklanir.
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Cizelge 2.2. Devam SDS-PAGE calismasinda kullanilan ¢ozeltiler

1,0 M Tris (pH 6,8) 100 ml igin
Tris 121g
Konsantre HCl ile pH’si 6,8’e ayarlanir. +4°C’de saklanir.

%10’'luk SDS 100 ml igin
Sodyum dodesil siilfat (SDS) 10g

10 gram SDS tartiir ve Gzerine 90 ml distile su eklenir.

68°C’ye isitilir ve karistirilir. 100 ml’'ye distile su ile tamamlanir.

%2’lik Bromfenol mavisi 5mligin
Bromfenol mavisi 0,05¢

0,05 gram bromfenol mavisi tartilir ve Gzerine 5 ml distile su

eklenir. Bir gece boyunca karigtirilir. Bir sonraki gun 0,45

um’den suzalir.

Elektroforez Tamponu 1000 ml
Tris 30

Glisin 144¢g
SDS 1lg

Distile su ile 1000 ml'ye tamamlanir.

Fiksasyon cozeltisi 100 ml igin
Etanol 40 ml
Metanol 10 mi
Distile su 40 ml
Asetik asit 10 ml
Sensitizasyon ¢ozeltisi 100 ml igin
Amonyum sulfat 10 mi
Distile su 89 ml
Asetik asit 1 ml
Boyama c¢ozeltisi 100 ml igin
Etanol 45 ml
Distile su 50 ml
CBBG-250 0,125¢g
Asetik asit 5ml
Destaining ¢ozeltisi-I 100 ml igin
Etanol 40 ml
Distile su 55 ml
Asetik asit 5ml
Destaining ¢ozeltisi-ll 100 ml igin
Etanol 30 ml
Distile su 67 ml
Asetik asit 3 ml
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2.2.1.6. Difteri Toksoidinin Stabilitesi

Difteri toksoidi buzdolabinda (2-8°C) lg¢ ay sureyle saklanmistir. 0., 1. ve 3.

aylarda alinan numunelerde miktar tayini parametreleri incelenmigtir.

2.2.2. In-sitii Jellesen On Formiilasyonlarin Hazirlanmasi

On formiilasyon caligmalarinda iyi bir in-sitii jel formiilii gelistirmek igin farkli
polimer ve g¢ézlcilerin degisen oran ve konsantrasyonlari denenmistir. On

formulasyon c¢alismalarinda difteri toksoidi kullaniimamisgtir.

2.2.2.1. Poloksamer 407/Poloksamer 188 igeren On Formiilasyonlarin
Hazirlanmasi

Poloksamer polimerlerinin istenilen sicakliklarda jel olugturma oranlarinin
tespiti icin, Poloksamer 407’nin tek basina ve Polokamer 188 ile distile su
veya PBS (pH 7,4) icinde degisen oranlarda ¢ozeltileri hazirlanmigtir (Cizelge
2.3).

Formullerin hazirlanmasinda soguk metot kullaniimistir (Bochot ve ark.,
1998; Han ve ark., 2006). Formulasyon hazirlanmasinda kullanilacak hesapli
miktardaki ¢ozici 4°C’ye sogutulmus ve 2 dakikalik surekli karigtirmayla
belirli miktarlardaki Poloksamer 407 ve Poloksamer 188 yavas yavas ilave
edilmistir. Hazirlanan dispersiyonlar berrak ve viskoz c¢ozelti elde edilene
kadar buzdolabinda bekletiimigtir. En son olarak ileriki galismalarda difteri
toksoidinin  formullere hesapli miktarda ilave edilebilmesi icin bos

formulasyonlarin hacimleri dlgulmustar.
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Cizelge 2.3. Poloksamer 407/Poloksamer 188 karisimini igeren in-sitl jellesen on
formulasyonlar

Formil Kodu Pololg;)a;rllae)r 407 P0|01<§§1mer (pIID—IB7S.4) D(ios/:itlae/as)u
(% ala) (% ala)
F1 20 80
F2 17,5 82,5
F3 16 84
F4 18 12 --- 70
F5 12 20 68
F6 17 83
F7 16,25 83,75
F8 12 20 68
F9 14 20 66
F10 14 18 68 ---
F11 16 14 70
F12 18 12 70
F13 18 10 72 ---
F14 18 10 72 -
F15 20 10 70

2.2.2.2. Farkh Mukoadezif Polimerlerin Kullanildigi Poloksamer
407/Poloksamer 188 On Formiilasyonlarinin Hazirlanmasi

Poloksamer 407 ve Poloksamer 188 ile hazirlanan in-siti jellesen ©6n
formulasyonlara, mukoadezif anyonik polimer karbopol 934, katyonik polimer
kitosan, notral polimerler HPC veya HPMC, %0,1 a/a ile %0,5 a/a arasinda
degisen oranlarda ilave edilmistir (Cizelge 2.4).




Cizelge 2.4. Difteri toksoidi icermeyen farkli mukoadezif polimerlerin kullanildigi Poloksamer 407/ Poloksamer 188 karigimini iceren in-
sitl jellesen 6n formulasyonlar

Formidl | PF 127 | PF 68 HPC HPMC | Karbopol | Kitosan | Kitosan | Mannitol | Distile PBS Asetat
Kodu | (% ala) | (ala) | (Y ala) | (% a/a) 934 MW) | (MMW) (Yoa/a) su (pH7,4) | Tamponu
(%oala) | (wa/a) | (% ala) (%oal/a) | (Yoal/a) | (pH 4,5)
(Y0ala)
F16 17,75 0,5 81,75
F17 18 10 0,2 19,9 51,9
F18 18 10 0,2 71,8
F19 18 10 0,2 71,8
F20 18 10 0,1 71,9
F21 18 10 0,2 71,8
F22 18 10 0,2 71,8
F23 18 10 0,5 715
F24 18 10 0,2 71,8
F25 20 10 0,2 69,8
F26 20 10 0,15 69,85
F27 20 10 0,2 69,8
F28 20 10 0,2 69,8
F29 17,75 0,5 81,75
F30 18 0,5 81,5
F31 18 0,2 81,8
F32 18 10 0,1 4 67,9
F33 18 10 0,1 71,9

€9
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Formdullerin  hazirlanmasinda Oncelikle mukoadezif polimerler, hesapli
miktarda ¢ozlicu icinde oda sicakliginda karistinimistir. HPC, HPMC ve
karbopol 934 polimerleri igin distile su veya PBS kullaniimistir. Kitosan iceren
formulasyonlar icin ise Bolim 2.2.2.3’te anlatilan stok kitosandan hesapl
miktarda alinmig ve PBS veya asetat tamponu (pH 4,5) ¢Ozicu olarak
kullanilmigtir. Dispersiyonlar 4°C’ye sogutulmus ve 2 dakikalk surekli
karistirmayla belirli miktarlardaki Poloksamer 407 ve Poloksamer 188 yavas
yavas ilave edilmistir. Hazirlanan dispersiyonlar berrak ve viskoz ¢ozelti elde
edilene kadar buzdolabinda (2-8°C) bekletilmigtir (Sekil 2.1). En son olarak
ileriki caligmalarda difteri toksoidinin formullere hesaph miktarda ilave

edilebilmesi i¢in bos formulasyonlarin hacimleri dlgulmustar.

Mukoadezif Pluronik F127
pollmer Pluronik F68 =

— — — | —
Magnetik
4°C karistirici 2-8°C
|
< |
e == i
Céziicii Géziicii+Mukoadezif S
(oda sicakhig) polimer =
w

Buzdolab

Sekil 2.1. Formilasyonlarin hazirlanmasi

2.2.2.3. Kitosan igeren On Formiilasyonlarin Hazirlanmasi

Suda c¢o6zunur olmayan dusuk molekul agirlikli ve orta molekul agirlikh
kitosanlarin kullanildigi formdlasyonlarin hazirlanmasinda dncelikli olarak
stok kitosan ¢ozeltisi hazirlanmistir. %3 kitosan, %0,1 h/h asetik asit iceren

%0,9’luk salinde hazirlanmaya c¢alisiimig; fakat ¢oziunmeyen pargaciklarin
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kaldigi gorulmus ve olusan ¢oOzelti gcok viskoz olmustur. Bu nedenle ¢o6zicu
ve kitosan konsantrasyonu degistirilerek galismalara devam edilmistir. Bir
bagska denemede 3 gram kitosan (orta molekdl agirlikl) 100 ml asetat
tamponunda (pH 4,5) ¢6zllmeye ¢alisiimig, ¢6zlinmenin saglanmasi icin ara
ara glasiyel asetik asit ilave edilmig; fakat ¢ozinme saglanamamigtir. Son
olarak 2,5 gram kitosan (orta molekul agirlikli ve dugtuk molekul agirlikl) 100
ml %2 asetik asit c¢ozeltisinde ¢6zlilmis ve hazirlanan stok kitosan
cOzeltisinden gerekli miktarda alinarak Cizelge 2.5'de anlatilan formduller

hazirlanmistir.

Yalnizca kitosan igeren formdullerin hazirlanmasi igin stok kitosan
cOzeltisinden hesapli miktarda alinmistir. Sonraki agsamalarda ilave edilecek
difteri toksoidi miktari (198 pl) gdéz énune alinarak 6n calismalarda difteri

toksoidi yerine asetat tamponu (pH 4,5) ilave edilmigtir.

Cizelge 2.5. Kitosan iceren 6n formilasyonlarin igerigi

Formul Kodu Kitosanin %2,5 stok kitosan | Asetat tamponu
molekul agirligi cozeltisi (pH 4,5)
F34 Dusuk (LMW) 0,802 ml 0,198 ml
F35 Orta (MMW) 0,802 ml 0,198 ml

2.2.3. In-sitii Jellesen On Formiilasyonlarin Karakterizasyonu

On formilasyonlarin  karakterizasyonu igin formilasyonlarin jellesme

sicakliklari, jellesme sureleri ve ozmolariteleri incelenmistir.

2.2.3.1. On Formiilasyonlarin Jellesme Sicakliklarinin Olgiilmesi

Jellesme sicakligi, sivi fazin jele gegis yaptidi sicaklik olarak tanimlanir (Han

ve ark., 2006). Jellesme sicakliginin tespiti icin 2 gram in-siti jel sistemi
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transparan bir flakona alinip igerisine magnet atilmistir ve alttan 1sitmal su
banyosunda 90 rpm hizda karistirilarak sicaklik 15°C’den 40°C’ye kademeli
olarak artinlmigtir. Magnet durdugunda termometrede okunan sicaklik
jellesme sicakligi olarak kaydedilmistir (Ryu ve ark., 1999; Yong ve ark.,
2004; El-Kamel ve El-Khatip, 2006).

2.2.3.2. On Formiilasyonlarin Jellesme Siirelerinin Olgiilmesi

Difteri toksoidi icermeyen 6n formulasyonlar, 100 rpom’de c¢alisan 37°C’deki
isiticill su banyosuna vyerlestirilmistir. Her bir dakikada formulasyonlar su
banyosundan c¢ikarilmis ve flakonlar bas asagi ¢evrildiklerinde akiskan olup
olmadiklari kontrol edilmigtir. Formdullerin baslangigtan ters cevrilip
akmadiklari ana kadar gegen sure jellesme suresi olarak kabul edilmistir.

2.2.3.3. Ozmolaritenin Belirlenmesi

On formdilasyonlarin ozmolariteleri agagidaki formdil kullanilarak teorik olarak

hesaplanmistir.

Denklem 2.3.

Madde miktari (gram/litre)
MOzZMOl/litre= —------=m e x 1000 x Cozeltideki mevcut iyon sayisi
Kati maddenin molekul agirhgi

(Bozkir ve ark., 2007, s.: 258)

Ayni zamanda formulasyonlarin yapisina giren polimer digindaki maddelerin,
formulasyonlardaki kullanim oranlari dikkate alinarak hazirlanan ¢ézeltilerinin
ozmotik basinglari Wescor model 5500 Vapor Pressure ozmometresi ile

OlcUlmasgtar.
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2.2.4. On Formulasyonlarin Degerlendirilmesi ve Uygun Formiillerin
Se¢imi

On formilasyonlarin jellesme sicakliklari, jellesme sureleri ve ozmolariteleri
intranazal uygulamalar agisindan degerlendiriimis ve F14, F17, F18, F19,
F20, F21 ve F32 kodlu formdaller ileriki calismalarda kullaniimak Uzere

secilmistir.

2.2.5. F14, F17, F18, F19, F20, F21, F32 Kodlu Difteri Toksoidi icermeyen
Formiller Uzerinde Yurutilen Galigmalar

Difteri toksoidi icermeyen uygun formdller tzerinde, organoleptik inceleme,
pH tayini, reolojik davranis ve viskozite dlcimleri ve mukoadezif giiciin 6lcim

caligmalar yuratalmastar.

Elimizde yeterli miktarda difteri toksoidi bulunmadigindan, difteri toksoidinin
formullere ilave edilmesinden 6nce yuksek hacimde calisiimasi gereken

testler uygun difteri toksoidi icermeyen bos formulasyonlarla yapiimigtir.

2.2.5.1. Difteri Toksoidi icermeyen Formiillerin Organoleptik Ozellikleri

F14, F17, F18, F19, F20, F21 ve F32 kodlu difteri toksoidi icermeyen

formullerin organoleptik 6zellikleri gorsel olarak incelenmistir.

2.2.5.2. Difteri Toksoidi igermeyen Formiillerin pH Tayini

Difteri toksoidi icermeyen formulasyonlarin pH’s1 SenTix 82 pH elektrodu ile

Olglilmastlr. Her oOlgcimden oOnce elektrot ucu distile su ile yikanmis ve

kurulanmistir. Olgiimler Ui¢ kez tekrarlanarak ortalamalari alinmistir.
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2.2.5.3. Difteri Toksoidi icermeyen Formiillerde Reolojik Degerlendirme
ve Viskozite Olgiimii

Difteri toksoidi icermeyen uygun formullerin viskoziteleri, Brookfield RVTDV-
Il viskozimetresi T-C ve T-F spindle’lar kullanilarak dlgulmuastur.

Sicakliga bagh olarak jellesen formdullerin viskozluklari baslangigta oda
sicakhginda (25°C) ¢ozelti, ardindan 34°C’de jel halindeyken olguimustir.
Olglimler 3 kez tekrarlanarak ortalamalari alinmistir.

2.2.5.4. Difteri Toksoidi icermeyen Formiillerde Mukoadezif Giiciin Tayin
Edilmesi

Difteri toksoidi icermeyen formulasyonlarin mukoadezif gugleri, iki tarafi da
musin kaph yuzeylerin ayrilmasi sirasinda olusan gerilim kuvveti olgulerek

saptanmigtir.

Calismada kullanilan alet Choi ve arkadaslarinin tanimladigi aletin
modifikasyonu ile tasarlanmistir (Choi ve ark., 1998). Alette, formulasyonlarin
Uzerine uygulandigi alt bolimu olusturan ve 1,1 cm c¢apli Gzeri aliminyum
folyoyla kapl igine agirlik konmus flakon kullaniimistir. Ust tarafinda ise yine
alt kisimla ayni sekilde aluminyum folyoyla kaph flakon kapagi ince bir tel

yardimi ile sag kefeye asiimistir.

Deneylerde miusin yerine, musin 6zelliklerine en yakin degerleri vermis olan
aljinik asitin sudaki %1’lik ¢ozeltisi kullaniimistir (Saettone ve ark., 1989;
Aydinh, 1995). 0,125 ml’lik aljinik asit ¢Ozeltisi hem tst hem de altta bulunan
flakon kapaklarina homojen bir sekilde yayilmistir. Formullerden 50 pl'lik
ornekler alinarak alt bélmenin Ustiine homojen bir sekilde yayilmistir. Bu
tabakalar 5 dakika boyunca sag¢ kurutma makinesinde soguk hava ile
kurutulmustur. Alt bolim hareketli bir platforma yerlesgtirilip, iki yuzey birbirine
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degene kadar yavasca yikseltilmistir. Ust bolimin kuvveti ile bir dakikalk
sure icinde yuzeylerin birbirine temasi saglanmigtir. Ardindan 10 mg/s olacak
sekilde agirliklar sol kefeye ilave edilmistir. iki yiizeyin birbirinden ayrildig
andaki kopmayi saglayan agirliklar “mg” olarak belirlenmistir. Deneyler sabit
sicaklikta (34°C) gergeklestiriimis ve Oolgimler Uc¢ kez tekrarlanarak
ortalamalari alinmigtir. Aletin sematik gérinima Sekil 2.2°de gorilmektedir.

Sekil 2.2. Mukoadeziflik dlgiminde kullanilan aletin fotografi

2.2.6. F14, F17, F18, F19, F20, F21, F32 Kodlu Formdullerin Difteri
Toksoidi ile Hazirlanmalari

Difteri toksoidi icermeyen uygun formdller tzerinde Bolum 2.2.5’te anlatilan
testler tamamlandiktan sonra formullerin optimizasyonu saglanmis ve

formullere difteri toksoidi ilave edilmistir.

2.2.6.1. Difteri Toksoidinin Formiillere ilave Edilmesi

Difteri toksoidinin formullere hesapli miktarda ilave edilebilmesi igin bos

formulasyonlarin  hacimleri Olgilmustir. Ardindan ilave edilecek difteri

toksoidi miktari ¢dzicu miktarindan dusulerek formulasyonlar hazirlanmistir.
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Kullanimdan hemen 6nce 396 pg/ml difteri toksodi (133,65 Lf/ml) 4°C’'de
surekli karigtirmayla yavas yavas ilave edilmistir.

2.2.6.2. Difteri Toksoidi ilavesinin Formiillerin Jellesme Sicakhg:
Uzerindeki Etkisinin Incelenmesi

Formullere hesapli miktarda difteri toksoidi ilave edildikten sonra, formdillerin
jellesme sicakliklarinin degisip degismedigi Bolum 2.2.3.1'de tarif edilen

yonteme gore tayin edilmistir.

2.2.6.3. Difteri Toksoidi igeren Formiillerin Organoleptik Ozellikleri

F14, F17, F18, F19, F20, F21 ve F32 kodlu difteri toksoidi iceren formullerin

organoleptik 6zellikleri gorsel olarak incelenmigtir.

2.2.7. F14, F17, F18, F19, F20, F21, F32 Kodlu Difteri Toksoidi iceren
Formullerde In vitro Testler

Difteri toksoidi iceren formullerde difteri toksoidi miktar tayini ve in vitro salim

calismalari yarataimastar.

2.2.7.1. Difteri Toksoidi Miktar Tayini

Formulasyonlarin difteri toksoidi icerigi mikroBCA yontemi kullanilarak tayin
edilmistir. Bu amagla her bir formulden alinan 26 ul 6rnek eppendorflara
konulmus ve hacim pH 7,4 PBS veya pH 4,5 asetat tamponu ile 1000 pl'ye
tamamlanmistir.  Difteri toksoidi iceren ve icermeyen numunelerin

absorbanslari 560 nm’de okunmus ve kalibrasyon denkleminden hareketle
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difteri toksoidi konsantrasyonu belirlenmistir. Difteri toksoidi miktar tayini her

formul igin Ug paralel yapilmis ve ortalamalari alinmigtir.

2.2.7.2. Difteri Toksoidi igeren Formiillerde In vitro Salim Calismalari

Difteri toksoidinin formullerden in vitro salimi, membran igermeyen bir

¢6zlinme yontemi kullanilarak incelenmigtir (Barichello ve ark., 1999).

Difteri toksoidi igeren ve icermeyen formulasyonlar (150°ser pl) eppendorflara
konulmus ve 37°C’ye ayarli calkalayici su banyosuna yerlegtiriimislerdir.
Formilasyonlarin 3 dakika i¢inde jellesmesinin ardindan, ¢alisma sicakhgdina
onceden ayarlanmis 1000’er pl ¢ézinme ortami (PBS, pH 7,4) jellerin
uzerine ilave edilmistir. In vitro salim ¢alismalari 100 rpm’de yurutalmustur.
Belirli zaman araliklarinda supernatant tamamen alinmig ve sink kosullarini
saglamak i¢in ayni miktar (1 ml) taze ortam ilave edilmistir. Alinan drneklerin
4000 rpm’de 15 dakika santrifijlenmesinden sonra mikroBCA miktar tayini
yontemiyle absorbanslari 560 nm’de okunmustur. Saptanan absorbans
degerleri, difteri toksoidinin pH 7,4 PBS’teki kalibrasyon grafigine konularak
her bir zaman araliginda aciga c¢ikan difteri toksoidi konsantrasyonlari
hesaplanmigtir. Her bir deney icin 3 paralel olarak yapilan okumalar
sonucunda difteri toksoidinin % aciga ¢ikan miktarlarina gére salim profilleri

cizilmistir.

2.2.8. Stabilite Caligmalari

Difteri toksoidi iceren ve icermeyen formuller Uzerinde sirasiyla Bolum 2.2.5,
Bolum 2.2.6 ve Bolim 2.2.7’de anlatilan testler yapildiktan sonra F14, F17,
F18, F19 ve F32 kodlu formiller ideal formuller olarak degerlendiriimis ve

stabilite galigmalarina baglanmistir.
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2.2.8.1. Difteri Toksoidi icermeyen F14, F17, F18, F19, F32 Kodlu
Formillerin Stabilite Galigmalari

Difteri toksoidi icermeyen F14, F17, F18, F19, F32 kodlu formuller 2-8°C
buzdolabinda ve 25+2°C, %60 bagil nemdeki iklim dolabinda alti ay sureyle
bekletilmistir. Stabilite ¢alismalarinda 0., 1., 3. ve 6. aylarda formdullerin
organoleptik 6zellik, pH, reolojik davranis ve jellesme sicakliklari

incelenmisgtir.

Elimizde yeterli miktarda difteri toksoidi bulunmadigindan ve Bolum 2.2.5’teki
deneylere paralel olmasi amaciyla ylUksek hacimde calisiimasi gereken

stabilite testleri difteri toksoidi ilave edilmeden yapilmigstir.

2.2.8.2. Difteri Toksoidi igeren F14, F17, F18, F19, F32 Kodlu Formillerin
Stabilite Caligmalan

Difteri toksoidi (DT) iceren F14, F17, F18, F19 ve F32 kodlu formiller 2-8°C
buzdolabinda ve 25+2°C, %60 bagdil nemdeki iklim dolabinda lc¢ ay sireyle
bekletilmistir. Stabilite ¢calismalarinda 0., 1. ve 3. aylarda formullerin difteri
toksoidi miktar tayini ve difteri toksoidinin formulasyon icindeki protein

batanligundan korunup korunmadigi incelenmigtir.

Difteri toksoidi iceren formullerde, difteri toksoidi icermeyenlere gore daha
kisa sureli stabilite galismasi yapilmasinin nedeni, difteri toksoidinin bog
formullerde optimizasyon tamamlandiktan sonra ilave edilmesi ve ilgili

formuller Gzerinde ¢alismalar yapildiktan sonra stabiliteye konmalaridir.
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2.2.9. In vivo Caligmalar

2.2.9.1. Deney Hayvanlarinin Se¢imi

In vivo asllama calismalarinda fare, kobay (guinea pig) ve siganlar yaygin
olarak kullaniimaktadir. Asilama programimizda her hayvandan toplam (¢
kez kan alinacag! ve hayvanlarin burun igine agilama yapilacagindan, difteri
toksoidine iyi yanit verdigi bilinen kobaylar ile ¢alisiimistir. Bu amacla Refik
Saydam Hifzisihha Merkezi Baskanligi Bilim Kurulu ve Etik Kurulu’'ndan onay
alinmis ve calismalar yerel etik kurul ilkeleri cercevesinde Refik Saydam
Hifzisihha Merkezi Baskanligi Biyolojik Kontrol Bolumu’'nde yurutulmastur
(24.03.2009/5510).

2.2.9.2. Deney Hayvanlarinin Ozellikleri

In vivo ¢alismalar igin agirliklari 300 gram ile 350 gram arasinda degisen 7-8
haftalik 45 adet disi Albino kobay (guinea pig) kullaniimistir. Kobaylarin
barindiriidiklari ortamda sicaklik 22 + 2°C (%50-60 nem) olup havalandirma
sistemi mevcuttur. Kobaylar 12 saat aydinlik, 12 saat karanlk peryodunda
saklanmigtir. Hayvanlarin kafes bakimlari yapilmig, gunluk olarak su
ihtiyaclari karsilanmig ve kobaylara ad libitum diyeti uygulanmistir.

2.2.9.3. Formiilasyonlarin Se¢imi ve Hazirlanmasi

F14, F17, F18, F19 ve F32 kodlu formullerin; organoleptik 6zellikleri, jellesme
sicakliklari ve sureleri, in vitro salim profilleri, pH’lari, viskozite degerleri,
mukoadezif gugleri ve stabilite sonuglar dikkate alindiginda F18 ve F32
kodlu formdllerin deney hayvanlarina uygulanmalarina karar verilmistir.

Kontrol grubu olarak ise PBS (pH 7,4) icinde difteri toksoidi tercih edilmigtir.



74

Intranazal verilecek formilasyonlar normal kosullarda, subkutan verilecek
formuller ise aseptik kosullar altinda laminar air flow kabininde hazirlanmigtir.
Sterilizasyon icin PBS, 0,22 um’lik filtreden, bos formulasyonlar ise
yogunluklarindan dolayr 0,45 pm’lik filtreden suzilerek filtrasyonla
sterilizasyon yapilmistir. Difteri toksoidi icermeyen bog formiiller ve saf difteri
toksoidi ayri kaplarda saklanmig, uygulama esnasinda birlestirilmigtir.

2.2.9.4. Uygulama Dozunun Belirlenmesi

Difteri toksoidi iceren formullerin birgogu pediyatrik populasyon igin 25-30 Lf,
erigkinler icin 2 Lf ve Uzeri difteri toksoidi icermektedir (Dittman, 2004;
Wharton ve Vitek, 2004).

Ornekler dogrultusunda intranazal agilama igin 4 Lf/20 pl (10 pl/burun deligi)
formulasyon anestezi yapilmadan disi kobaylarin burun deliklerine mikropipet
yardimiyla uygulanmistir (Sekil 2.3) (Alpar ve ark., 2005). Burun mukus
membran alani arttikga formillerin absorpsiyonlari artacagindan her iki burun
deligine de uygulama yapilmigtir. Asinin kobaylarin burun igine verilisinden
sonra kayiplarin olusmamasi i¢in hayvanlar yaklasik iki dakika sabit tutulmus
ve formullerin burun sicakliginda jellesmesi saglanmigtir. Subkutan asilama
icin ise 4 Lf/200 pl formulasyon anestezi yapilmadan disi kobaylara enjekte

edilmigtir.

Sekil 2.3. Kobaylarin intranazal yoldan asilanmasi
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2.2.9.5. In vivo Asilama Plani ve Deney Hayvanlarindan Kan Alma

In vivo ¢alismalarda difteri toksoidi iceren formuller, dokuz farkli grup (n=5)

disi kobaya belirli glinlerde ve belirli yollarla uygulanmistir (Cizelge 2.6).

Kobaylarin daha 6nce difteri toksoidi ile kargilagip karsilagsmadiklari hakkinda
bilgi sahibi olabilmek icin asilamadan bir hafta 6nce her birinden kan
ornekleri alinmigtir. Bu islem birinci asilamadan bir hafta énce yapilarak
kobaylarin stres kosullarina maruz kalmalari dnlenmis ve asilama sonrasi

optimum immun yanit elde edilmesi amacglanmistir.

Deney hayvanlarinin zamana karsi olugsan bagisik yanitlarindaki farkhliklari
tespit etmek icin sirasiyla IgA ve IgG antikor olusumunun tam olarak
gerceklestigi zamanlar olan 20. ve 42. gunlerde kobaylarin kalplerinden kan
ornekleri alinmistir (Sayin ve ark., 2008). Toplanan kan ornekleri steril kan
tuplerinde 1 saat oda sicakliginda, 1 saat buzdolabinda (2-8°C) bekletildikten
sonra 10,000 rpm’de 10 dakika santrifij edilmistir. Santriflij sonrasi Ust
kisimda toplanan serumlar eppendorflara alinarak analiz edilene kadar

-20°C’de saklanmistir.



Cizelge 2.6. In vivo ¢calisma gruplari, asilama zamanlari ve asilama yollari

I. bagisiklama
(Sifirinci glinde)

Il. bagigiklama
(Yedinci guinde)

lll. bagisiklama

(Yirmi birinci gunde)

l. grup: PBSicinde DT
(Kontrol grubu)

+

(i.n., 4 Lf/20 pl)

+

(i.n., 4 Lf/20 pl)

+

(i.n., 4 Lf/20 pl)

II. grup: DT iceren
PF 127/PF 68+HPMC (F18)

+

@i.n., 4 Lf/20 pl)

+

(i.n., 4 Lf/20 pl)

+

(i.n., 4 Lf/20 pl)

[ll. grup: DT igeren + + +

PF 127/PF 68+Kitosan (F32) (i.n., 4 Lf/20 pl) (i.n., 4 Lf/20 pl) (i.n., 4 Lf/20 pl)
IV. grup: PBS icinde + +
DT(Kontrol grubu) (s.c., 4 Lf/200 pl) ) (i.n., 4 Lf/20 pl)
V. grup: DT iceren + +

PF 127/PF 68+HPMC (F18) (s.c., 4 Lf/200 pl) ) (i.n., 4 Lf/20 pl)
VI. grup: DT iceren + +

PF 127/PF 68+Kitosan (F32) (s.c., 4 Lf/200 pl) ) (i.n., 4 Lf/20 pl)
VII. grup: PBS igcinde +

DT(Kontrol grubu) (s.c., 4 Lf/200 pl) ) )

VIII. grup: DT igceren +

PF 127/PF 68+HPMC (s.c., 4 Lf/200 pl) ) )

IX. grup: DT iceren +

PF 127/PF 68+Kitosan

(s.c., 4 Lf/200 pl)

9.
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2.2.9.6. Subkitan ve Intranazal Toksisite Testi

Bu test intranazal veya subkitan uygulanan asilar i¢in yapilmistir. Batin
kobaylarda, 42 giin boyunca enjeksiyon ve burun bélgesinde enflamasyon,

0dem ya da farkli yan etkiler olugup olusmadigi gozlemlenmistir.

2.2.10. ELISA (Enzime Linked Immunosorbent Assay)

Asilanan hayvanlardan elde edilen serumlardaki difteri toksoidine spesifik
IgG antikor titreleri, modifiye edilmis ELISA yontemi ile tespit edilmistir

(European Pharmacopoeia Online, 2009).

ELISA plaklarinin toplam 96 kuyucugu 100 pl'lik difteri toksoidi ¢ozeltisi (pH
9,6 karbonat kaplama tamponu ile 2 Lf/ml olacak sekilde seyreltiimis) ile
kaplanmis ve 4°C’de 16 saat inklbasyona birakilmistir. Bir sonraki glin her
bir kuyucuk yikama tamponu (0,5 g/l Tween 20 iceren PBS) ile lU¢ kez
yikanmis ve kuyucuklara 200 pl blokaj tamponu (%5,0’hk skim milk iceren
ylkama tamponu) ilave edildikten sonra 37°C'de 1 saat inkiubasyona
birakilmistir. inkiibasyonu takiben (i¢ kez yikanan kuyucuklara %2 skim milk
iceren yilkama tamponu eklenmistir. Serum 6rneklerinin iki katli dilisyonlari
son hacim 100 pl olacak sekilde kuyucuklara uygulanmistir. Plaklar 37°C’de
1,5 saat inkUibasyona birakilmig ve inkiibasyondan sonra yilkama tamponuyla
bes kez yikanmistir. 1:5000 oraninda %?2’lik skim milk iceren ¢ozelti ile
seyreltiimis anti-guinea pig IgG peroksidaz konjugattan her bir kuyucuga
100 pl ilave edilmis ve 37°C’de 1,5 saat inkUbasyona birakiimistir. Bu sirenin
sonunda baglanmamig konjugat, yikkama tamponuyla bes kez yikanarak
uzaklastiriimis ve enzim aktivitesi, o-Fenildiamin Dihidrokloriir (OPD) tablet
cOzeltisinden (%0,03 sodyum perborat iceren 0,05 M fosfat sitrat (pH 5,0) ile
hazirlanan ¢ozelti) her bir kuyucuga 100 pl ilave edilmesiyle tespit edilmigtir.

Plaklar karanlkta 30 dakika bekletilmis ve 100’er pl 1 N H,SO4 ¢ozeltisi ilave
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edilerek reaksiyon durdurulmustur. Absorbanslar 450 nm’de ELISA

okuyucusunda okunmustur.

2.2.11. Hucre Kultarinde Antikor Notralizasyon Testi

Asllanan hayvanlarin serumlarindaki antitoksin titrelerinin tayini icin ELISA’ya
kiyasla daha hassas bir yontem olan hicre kaltirinde antikor nétralizasyon
testi ile calisiimistir. Bu yontem, difteri toksininin Vero hucreleri (Afrika yesil
maymun bdbrek hucreleri) tGzerinde lizise neden olarak sitopatojenik etki
gOstermesi, olusan antikorlarin bu sitopatojenik etkiyi inhibe etmeleri esasina
dayanir. Antikor nétralizasyon testi ile bagdisiklanmis hayvanlarin farkli serum
dilisyonlari, sabit toksin konsantrasyonuyla kultlire edilerek indirekt olarak
difteri agisinin potensi tayin edilebilir (European Pharmacopoeia Online,
2009).

Vero hucreleri, yluzeylerindeki ¢ok sayida reseptor sayesinde difteri toksinine
yuksek duyarlihk godstermektedir. Hucre kuilturinde notralizasyon testi,
yuksek duyarlilikta (tayin edilebilen en kuguk duzey 0,005 1U/ml) olup, tekrar
uretilebilirdir ve bu testte minimum miktarda serum kullaniimaktadir (WHO,
1993).

Hucre kultird cahismalari laminar air flow kabininde aseptik kosullar altinda
yuratulmustar. Hacreleri difteri toksininin etkisinden koruyan en yuksek serum
dilisyonu olan endpoint tayini i¢in Unitesi bilinen standart serum (1060
Unite/vial) kullaniimistir. Asilanan hayvanlardan elde edilen serumlarin ve
Unitesi bilinen serumun %3’'luk fotal serum bovin iceren eagle MEM vasati
icinde iki kath dilusyonlari hazirlanmigtir. Bu amagla plagin A sirasina 50 pl
serum, B sirasindan itibaren tum kuyucuklara 25 pl vasat ilave edilmis, en
son siradan 25 pl disari atilmistir. Ardindan tim kuyucuklara 9230
CDso/ml'lik toksinden 25’er pl ilave edilmis, plaklar galkalanmis ve 37°C’de

yaklagik 1 saat notralizasyona birakilmistir. Notralizasyondan sonra her bir
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kuyucuga 100 pl vasat eklenmigtir. Bu islemi takiben tim kuyucuklara,
énceden cogdaltimis olan Vero hiicrelerinden (3x10° hiicre/ml) 50’ser pl ilave
edilmis ve plaklarin Uzeri transparan film ile kaplanmistir. Plaklar 37°C’lik
etlvde bes gln inklbasyona birakilmigs ve besinci gunin sonunda

mikroskopta canli hicreler sayilarak hesaplamalar yapilmistir.

2.2.12. istatistiksel Analizler

In vivo galisma sonuglari Kruskal-Wallis testi ile degerlendirilmis, gruplar
arasinda farkhlik olup olmadigi tespit edilmistir. Bu testten alinan sonuca
gore de Kruskal-Wallis Coklu Karsilastirma Testi (Dunn Testi) yapilarak
hangi gruplar arasinda fark oldugu incelenmistir. Bagimli gruplarin zamana
bagli degerlendiriimesi ise Wilcoxon testi ile yapilmigtir. p<0,05 anlamli
olarak kabul edilmistir (Alpar, 2006).
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3. BULGULAR

3.1. Difteri Toksoidi Ozelliklerinin Belirlenmesine Ait Bulgular

3.1.1. Difteri Toksoidinin Lf Degerinin Belirlenmesine Ait Bulgular

Bolum 2.2.1.1°de anlatildigi sekilde difteri toksoidinin Lf dederi belirlenmigtir.
Flokulasyonun ilk ve en c¢ok gozlendigi tup 6 numarali tip olmustur.
Calismamizda antitoksin iceren standart ile 1/5 oraninda calisildigindan 6
nolu tipun Lf de@eri ilk olarak 5 ile garpilmig, difteri toksoidi serum fizyolojik

ile 1:2 oraninda seyreltildiginden son degerin 3 kati alinmistir.

Sonu¢ olarak, Ramon floklilasyon testine go6re ileriki ¢alismalarda
kullanilacak olan difteri toksoidinin Lf degeri 675 Lf/ml olarak belirlenmistir.
Difteri toksoidinin protein miktari ise Lf degerinden hareketle hesaplanmis ve

2000 pg/ml bulunmustur.

3.1.2. Difteri Toksoidinin UV Spektrumuna Ait Bulgular

Bolum 2.2.1.2'de anlatildigi sekilde ELISA okuyucusundan alinan difteri
toksoidine ait spektrumlar Sekil 3.1 ve Sekil 3.2’de gosterilmisgtir.

Calismamizda, difteri toksoidinin gesitli 6zelliklerinin, formullerdeki miktarinin
ve formullerden in vitro saliminin incelenebilmesi icin pH 7,4 PBS; diger
polimerlerden farkh olarak kitosan igeren formullerdeki miktarinin
saptanabilmesi i¢cin pH 4,5 asetat tamponu kullaniimigtir. Difteri toksoidinin
bu ortamlar igcindeki nax de@eri, ELISA okuyucusundan alinan

spektrumlardan yararlanilarak 560 nm bulunmustur.
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Sekil 3.2. Difteri toksoidinin pH 4,5 asetat tamponu i¢indeki spektrumu
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3.1.3. Difteri Toksoidinin MikroBikinoninik Asit (MikroBCA) Yontemiyle
Kalibrasyonuna Ait Bulgular

Bolum 2.2.1.3'te anlatildigi sekilde difteri toksoidinin PBS (pH 7,4) ve asetat
tamponu (pH 4,5) icinde yapilan Olgumleri sonucu elde edilen kalibrasyon
dogrulari ve kalibrasyon parametreleri sirasiyla Sekil 3.3, Sekil 3.4 ve Cizelge

3.1’de verilmistir.

1,200 1~

y = 0,0244x + 0,0773
1,000 + r2 = 0,9996

0,800 A

0,600 -

Absorbans

0,400 -

0,200 -

0,000 . . . . .
0 10 20 30 40 50

Konsantrasyon (ug/ml)

Sekil 3.3. Difteri toksoidinin pH 7,4 PBS icinde kalibrasyon grafigi

1,200 -

y = 0,0251x + 0,0087
r2=0,9995

1,000 -

0,800 -

0,600 -

Absorbans

0,400 -

0,200 -

0,000 . . . . .

0 10 20 30 40 50
Konsantrasyon (ug/ml)

Sekil 3.4. Difteri toksoidinin pH 4,5 asetat tamponu iginde kalibrasyon grafigi
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Cizelge 3.1. Difteri toksoidinin kalibrasyon dogrularina ait parametreler

2

Ortam Egim + SH* Kesigim + SH* r
PBS (pH 7,4) 0,0244 +0,0002 | 0,0773 + 0,0052 0,9996
Asetat tamponu | 0,0251 + 0,0003 | 0,0087 + 0,0064 0,9995
(pH 4,5)

*SH: Standart Hata

Kalibrasyon dogrularina ait r*> degerlerinin 1’e yakin, standart hata
degerlerinin  duguk olmasi, okunan absorbanslardan  belirlenen
konsantrasyon degerlerinin guvenilir sonuglar olacagini gostermektedir
(Cizelge 3.1).

3.1.4. Difteri Toksoidinin MikroBikinoninik Asit (MikroBCA) Ydntemiyle
Kalibrasyonunun Validasyonuna Ait Bulgular

3.1.4.1. Dogruluk

Farkli ortamlarda yapilan dogruluk testi igin U¢ farklh konsantrasyon
noktasinda altisar kez okunan numunelerin hesaplanan ve bulunan
konsantrasyon, % geri kazanim ve % geri kazanim degerlerinin ortalama,
standart sapma ve % bagil standart sapma degerleri Cizelge 3.2 ve Cizelge
3.3’te verilmigtir.
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Cizelge 3.2. Difteri toksoidinin pH 7,4 PBS icindeki dogruluk bulgulari

C6zinme Ortami: pH 7,4 PBS

Teorik Konsantrasyon:

Teorik Konsantrasyon:

Teorik Konsantrasyon:

6 ug/ml 18 pg/ml 34 ug/ml

Pratik % Geri Pratik % Geri Pratik % Geri

Konsantrasyon | Kazanim | Konsantrasyon | Kazanim | Konsantrasyon | Kazanim
5,643 94,01 16,299 90,55 32,775 96,40
5,807 96,79 16,668 92,60 32,324 95,07
5,766 96,11 16,381 91,01 32,010 94,71
5,725 95,43 16,586 92,15 32,857 96,64
5,848 97,47 16,422 89,87 31,422 92,42
5,807 96,79 16,586 92,15 32,119 94,47

Ort. % Geri 96,10 Ort. % Geri 91,39 Ort. % Geri 94,95

Kazanim Kazanim Kazanim

+ SS* 1,237 | + SS* 1,075 | +SS* 1,527

% Bagil 1,287 | % Bagll 1,176 | % Bagll 1,608

Standart Standart Standart

Sapma Sapma Sapma

*SS: Standart Sapma

Cizelge 3.3. Difteri toksoidinin pH 4,5 asetat tamponu igindeki dogruluk bulgulari

Go6ztunme Ortami: pH 4,5 Asetat Tamponu

Teorik Konsantrasyon:

Teorik Konsantrasyon:

Teorik Konsantrasyon:

6 pg/ml 18 pg/ml 34 pg/ml

Pratik % Geri Pratik % Geri Pratik % Geri

Konsantrasyon | Kazanim | Konsantrasyon | Kazanim | Konsantrasyon | Kazanim
5,749 95,82 17,900 99,45 31,167 91,67
5,550 92,50 18,020 100,11 31,884 93,78
5,550 92,50 18,378 102,10 31,406 92,37
5,669 94,49 18,020 100,11 31,167 91,67
5,629 93,83 17,821 99,00 32,283 94,45
5,590 93,16 17,940 99,67 31,685 93,19

Ort. % Geri 93,72 Ort. % Geri 100,07 | Ort. % Geri 92,94

Kazanim Kazanim Kazanim

+ SS 1,289 + SS 1,078 +SS 1,293

% Bagll 1,375 % Bagll 1,077 % Bagil 1,391

Standart Standart Standart

Sapma Sapma Sapma

*SS: Standart Sapma
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Elde edilen veriler % bagil standart sapma degerlerinin %2’den kuguk olma
sartina gore yorumlanmis ve dogruluk tespit edilmigtir.

3.1.4.2. Kesinlik

Difteri toksoidinin PBS (pH 7,4) ve asetat tamponu (pH 4,5) icindeki
kalibrasyonunun kesinliginin tayin edilmesinde tekrarlanabilirlik ve ara
kesinlik parametreleri incelenmigtir.

3.1.4.2.1. Tekrarlanabilirlik

Ug farkli konsantrasyonda altigar kez yapilan dlgiimlere ait ortalama, standart

sapma ve % bagil standart sapma degerleri Cizelge 3.4 ve Cizelge 3.5te

gOsterilmisgtir.

Cizelge 3.4. Difteri toksoidinin pH 7,4 PBS ortamindaki tekrarlanabilirlik bulgular

C6zinme Ortami: pH 7,4 PBS

Teorik Konsantrasyon: Teorik Konsantrasyon: Teorik Konsantrasyon:

6 pg/ml 18 pg/ml 34 pg/ml

Absorbans Kons.* Absorbans Kons.* Absorbans Kons.*
0,216 5,684 0,495 17,119 0,840 31,258
0,212 5,520 0,489 16,873 0,857 31,955
0,215 5,643 0,488 16,832 0,860 32,078
0,217 5,725 0,495 17,119 0,852 31,750
0,218 5,766 0,500 17,324 0,845 31,463
0,215 5,643 0,506 17,570 0,857 31,955

Ortalama 5,664 Ortalama 17,140 Ortalama 31,743

+ SS** 0,085 + SG** 0,278 + SG** 0,321

% Bagil 1,501 % Bagil 1,622 % Bagil 1,011

Standart Standart Standart

Sapma Sapma Sapma

*Kons.: Konsantrasyon; **SS: Standart Sapma
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Cizelge 3.5. Difteri toksoidinin pH 4,5 asetat tamponu ortamindaki tekrarlanabilirlik
bulgulari

C6zinme Ortami: pH 4,5 Asetat Tamponu

Teorik Konsantrasyon: Teorik Konsantrasyon: Teorik Konsantrasyon:

6 ug/ml 18 pg/mi 34 ug/ml

Absorbans Kons.* Absorbans Kons.* Absorbans Kons.*
0,153 5,749 0,438 17,104 0,813 32,044
0,154 5,789 0,454 17,741 0,815 32,124
0,155 5,829 0,448 17,502 0,821 32,363
0,158 5,948 0,457 17,861 0,831 32,761
0,158 6,028 0,461 18,020 0,812 32,004
0,160 5,882 0,448 17,502 0,806 31,765

Ortalama 5,882 Ortalama 17,622 Ortalama 32,177

+ SS** 0,109 + SS** 0,325 + SS** 0,345

% Bagil 1,849 % Bagil 1,841 % Bagil 1,073

Standart Standart Standart

Sapma Sapma Sapma

*Kons.: Konsantrasyon; **SS: Standart Sapma

Tekrarlanabilirlik icin Cizelge 3.4 ve Cizelge 3.5'te gosterilen veriler % bagil
standart sapma degerlerinin %2’den kuglk olma sartina gore yorumlanmis

ve uygun olduklar tespit edilmistir.

3.1.4.2.2. Ara Kesinlik

Ug farkh konsantrasyonda birbirini takip eden iki farkh giinde altisar kez
yapilan dlgumlere ait ortalama, standart sapma ve % bagil standart sapma

degerleri Cizelge 3.6 ve Cizelge 3.7’de verilmistir.
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Cizelge 3.6. Difteri toksoidinin pH 7,4 PBS ortamindaki ara kesinlik bulgulari

Go6ztnme Ortami: pH 7,4 PBS

Teorik Konsantrasyon: Teorik Konsantrasyon: | Teorik Konsantrasyon:
6 pg/ml 18 pg/ml 34 pg/ml
l. Gln [l. GUn I. Gln II. Gln I. Gln [l. Gln
(pg/ml) (Hg/ml) (Hg/ml) (Hg/ml) (Hg/ml) (Hg/ml)
5,684 5,848 17,119 17,406 31,258 31,816
5,520 5,766 16,873 16,627 31,955 31,488
5,643 5,684 16,832 16,914 32,078 31,734
5,725 5,561 17,119 16,885 31,750 31,570
5,766 5,725 17,324 17,078 31,463 31,242
5,643 5,602 17,570 17,201 31,955 31,996
Ortalama 5,664 5,700 17,140 17,020 31,743 31,640
+ SS* 0,085 0,106 0,278 0,272 0,321 0,266
% Bagil 1,501 1,860 1,622 1,598 1,011 0,977
Standart
Sapma

*SS: Standart Sapma

Cizelge 3.7. Difteri toksoidinin pH 4,5 asetat tamponu ortamindaki ara kesinlik
bulgulari

Go6zinme Ortami: pH 4,5 Asetat Tamponu

Teorik Konsantrasyon: Teorik Konsantrasyon: | Teorik Konsantrasyon:
6 pg/ml 18 pg/ml 34 pg/ml
l. Gln [l. Gln l. Gln II. Gln I. Gln [l. Gln
(Hg/ml) (pg/ml) (Hg/ml) (pg/ml) (Hg/ml) (Mg/ml)
5,749 5,759 17,104 17,183 32,044 32,717
5,789 5,750 17,741 17,462 32,124 32,275
5,829 5,829 17,502 17,542 32,363 32,076
5,948 5,869 17,861 17,900 32,761 32,518
5,948 5,710 18,020 17,143 32,004 32,478
6,028 5,830 17,502 17,502 31,765 32,558
Ortalama 5,882 5,790 17,622 17,460 32,177 32,440
+ SS* 0,109 0,061 0,325 0,275 0,345 0,227
% Bagil 1,849 1,813 1,841 1,575 1,073 1,017
Standart
Sapma

*SS: Standart Sapma
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Ara kesinlik icin Cizelge 3.6 ve Cizelge 3.7’de gosterilen veriler % bagil
standart sapma degerlerinin %2’den kuguk olma sartina gore yorumlanmis
ve uygun olduklari tespit edilmigtir. Ara kesinlikte elde edilen bulgulara SPSS
istatistik programi kullanilarak ortalamalar arasi farkin 6nem testi
uygulandiginda, ortalamalar arasi farkin 6nemli olmadidi tespit edilmigtir
(p>0,05).

3.1.4.3. Ozgunluk

Ozgunluk testi icin formulasyonlarda yer alan tim maddelerin hem
formulasyonda kullanilan miktarlari Gzerinden ayri ayri ¢ozeltileri, hem de
difteri toksoidi icermeyen bosg in-situ jel formulasyonlari hazirlanmigtir. ELISA
plaklariyla yapmis oldugumuz rutin mikroBCA yontemi ile ¢ozeltilerin ve
formulasyonlarin 350-750 nm araliginda spektrumlari alinmis ve difteri
toksoidinin maksimum absorbans gosterdigi dalga boyu olan 560 nm’de pik
verip vermediklerine bakilmigtir. Kullanilan maddelerden higbiri bu aralikta
belirgin pik vermemis olup bdylece bu yontemin difteri toksoidi miktarini tam
olarak belirleyebildigi saptanmistir.

3.1.4.4. Gozlenebilme Sinin

Difteri toksoidinin Bélium 2.2.1.4.4’te gosterildigi sekilde hesaplanan LOD

degerleri Cizelge 3.8’de verilmigtir.

Cizelge 3.8. Difteri toksoidinin LOD degerleri

Gozlenebilme Siniri (LOD)
(Hg/ml)

pH 7.4 PBS 0,331

pH 4,5 Asetat Tamponu 0,330
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3.1.4.5. Alt Tayin Sinir

Difteri toksoidinin Bolim 2.2.1.4.5’te gosterildigi sekilde hesaplanan LOQ

degerleri Cizelge 3.9'da verilmigtir.

Cizelge 3.9. Difteri toksoidinin LOQ degerleri

Alt Tayin Siniri (LOQ)
(Hg/ml)
pH 7.4 PBS 1,004
pH 4,5 Asetat Tamponu 0,999

3.1.4.6. Dogrusallik ve Aralik

Difteri toksoidinin devaml okunabilecegi minimum ve maksimum
konsantrasyonlari arasindan yedi nokta segilmis, PBS (pH 7,4) ve asetat
tamponu (pH 4,5) iginde 200 pg/ml konsantrasyonda hazirlanan difteri
toksoidinin stok cozeltilerinden hareketle 6 pg/ml ve 42 ug/ml arasindaki
konsantrasyonlara seyreltmeler yapilmistir. Hazirlanan bu c¢b6zeltilerin
absorbans degerleri 560 nm dalga boyunda okunmustur. Bu verilerden
hesaplanmis dogrusallik ve dogrusallik araligina ait dogrular Sekil 3.5 ve

Sekil 3.6’da, bu dogrulara ait parametreler ise Cizelge 3.10°’da verilmigtir.
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—— Linea Regiession

=== 5% Confidence Interval

1,106
1,065
1,024
0,983
0,942
0.901
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0819
0778
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0.205

Sekil 3.5. Difteri toksoidinin pH 7,4 PBS icinde dogrusallik grafigi

—— Linear Regression

=== 95% Confidence Interval
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0.901
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0778
0.737
0.696
0,656
0.614
0,573
0,532
0492
0451

0.41
0.369
0,328
0.287
0.246
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0.164

6 8 10 12 14 16 18 20 2 24 26 28 30 32 ki) 6 38 40 42

Sekil 3.6. Difteri toksoidinin pH 4,5 asetat tamponu i¢inde dogrusallik grafigi
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Cizelge 3.10. Difteri toksoidinin pH 7,4 PBS ve pH 4,5 asetat tamponu icerisindeki

dogrusallik parametreleri

pH 7,4 PBS pH 4,5 Asetat Tamponu
Egim 0,0244 0,0251
Egimin Standart Hatasi 0,0002 0,0003
Giiven Araligi (%95) 0,0239—0,0249 | 0,0244 — 0,0257
Korelasyon Katsayisi (r) 0,9998 0,9997
Regresyon Katsayisi (r°) 0,9996 0,9995
Kesisim (n) 0,0773 0,0087
Kesisimin Standart Hatasi 0,0052 0,0064

Kesisimin Guven Araligi
(%95)

0,0641—>0,0906 |-0,0076— 0,0251

Regresyon Dogrusundan 0,0067 0,0083
Sapmanin Standart Hatasi

Dogrusalliktan sapmalarin | 2,267x10™ 3,446 x10™
kareler toplami

Artik Kareler Toplami (RMS) | 4,53x10” 6,891 x10°

Dogrusallik deneyi sonucunda her bir ortam icin elde edilen dogrulara ait r?
degerlerinin yuksek, regresyon dogrusundan sapmanin standart hatasinin

dUsuk olusu, elde edilen verilerin gtvenirliligini gdstermektedir.

3.1.5. Difteri Toksoidinin Saflik Tayinine Ait Bulgular

Bolum 2.2.1.5’te anlatildigi sekilde SDS-PAGE caligmalari denature edici
kosullar altinda yurutulmustur. Difteri toksoidi antijeninin tek zinciri 66 kDa, A
fragmani 29 kDa, B fragmani 45 kDa dolaylarinda gértlmustur (Sekil 3.7). Bu
bantlarin disinda safsizliklarin varligini goésteren ek bir bant bulunmadigi

belirlenmistir.
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~ 66 kDa——»

~45kDa___,

~29 kDa—

1 2 3 4 5 6 7
Sekil 3.7. Difteri toksoidinin safligini gosteren SDS-PAGE jeli

Yukleme sirasi: 1: 0,4 ug/ml (dondurulmus); 2: 0,3 pg/ml (2-8°C’de saklanan); 3: 0,4
pg/ml; 4: 0,2 pg/ml; 5: 0,1 pg/ml; 6: 0,05 pg/ml; 7: 1 pg/ml

3.1.6. Difteri Toksoidinin Stabilitesine Ait Bulgular

Stabilite c¢alismasi kapsaminda difteri toksoidinin miktar tayini Bolim
2.2.1.3'te anlatildigi sekilde mikroBCA ydntemiyle yurttilmagstir. Elde edilen
bulgular Cizelge 3.11'de gosterilmistir.

Cizelge 3.11. 2-8°C’de bekletilen difteri toksoidinin % kalan miktari (n=3, Ortalama
+ SH)

Kalan difteri toksoidi miktari (%)
Aylar 2-8°C (Buzdolabr) £ SH
Baslangi¢ 99,40 £ 0,19
l. ay 99,19 +0,25
. ay 99,26 + 0,27

*SH: Standart Hata
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3.2. In-sitii Jellesen On Formiilasyonlarin Hazirlanmasina Ait Bulgular

Bolum 2.2.2’de anlatildigi sekilde 6n formulasyonlar soguk metot kullanilarak
hazirlanmistir. Baglangigta Poloksamer 407/ Poloksamer 188 karisimini ve
farkh mukoadezif polimerleri distile su icinde iceren formulasyonlar tzerinde
calisiimigtir. Bu formuller izotonik olmadiklarindan ozmotik basinglarini
ayarlamada antijen Uzerinde olumsuz etkisinin olmadigi bilinen PBS (pH

7,4)’ten yararlanilimistir.

Mukoadezif polimer olarak karbopol 934’U iceren ve PBS icinde hazirlanan
formullerde bir sure sonra beyaz renkli ¢okeleklerin olustugu gozlenmistir.
Bu sorunu ortadan kaldirmak i¢in ¢ozucist hem distile su hem de PBS olan

formulasyonlar Gzerinde ¢aligiimigtir.

Poloksamer karigimina ek olarak mukoadezif polimerlerden dusik veya orta
molekul agirlikh stok kitosan ¢ozeltisinden iceren 6n formuller, PBS (pH 7,4)

veya asetat tamponu icinde (pH 4,5) hazirlanmistir.

Bolum 2.2.2.3'te anlatildi§i sekilde vyalnizca kitosan polimerini iceren
formiller Gzerinde de calisilmistir. Bu formdllerin hem viskozitelerinin
burundan verilis icin uygun olmamalari hem de 6n degerlendirme amaciyla
yurutulen in vitro salim galigmalarinda agiga ¢ikan difteri toksoidi miktarinin 9
saat sonunda %28 civarinda olmasindan dolay! bu formuller tGzerinde yeni

incelemeler yapilmamigtir.

3.3. In-sitii Jellesen On Formiilasyonlarin Karakterizasyonu

On formulasyonlarin karakterizasyonlarinda jellesme sicakliklari, jellesme

sureleri ve ozmolariteleri incelenmigtir. Bu parametrelere ait sonuglar

ilerleyen bélimlerde sunulmaktadir.
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3.3.1. On Formiilasyonlarin Jellesme Sicakliklarina Ait Bulgular

Bolim 2.2.3.1’de anlatildigi sekilde 6n formulasyonlarin jellesme sicakliklari
tayin edilmigtir. Cizelge 3.12’'de koyu renk ile gosterilen ve 29-33°C sicaklik
arahginda jellesen formullerin intranazal verilig igin uygun olduklarina karar

verilmis ve ¢alismalara bu formullerle devam edilmistir.



Cizelge 3.12. On formulasyonlarin jellesme sicakliklari

Formil | PF 127 | PF 68 HPC HPMC | Karbopol | Kitosan | Kitosan | Distile PBS Asetat | Jellesme
Kodu | (%al/a) | (%ala) | (% ala) | (% ala) 934 wMwW) | (MMW) su (pH 7,4) | tamponu | Sicakhgi
(Yoala) | (ala) | (Yala) | (%ala) | (%ala) | (pH4,5) (°C)
(% a/a)
F1 20 80 28
F2 17,5 82,5 28,5
F3 16 84 34
F4 18 12 70 34
F5 12 20 68 39
F6 17 83 24
F7 16,25 83,75 25
F8 12 20 68 37
F9 14 20 66 30
F10 14 18 68 37
F11 16 14 70 35,5

S6



Cizelge 3.12. Devam On formulasyonlarin jellesme sicakliklar

Formil | PF 127 | PF 68 HPC HPMC | Karbopol | Kitosan | Kitosan | Distile PBS Asetat | Jellesme
Kodu | (% al/a) | (% ala) | (% a/a) | (% a/a) 934 (LMW) | (MMW) su (pH 7,4) | tamponu | Sicakhgi
(% ala) (ala) | (ad) | (wala) | (Yad) | (pH4,5) (°C)
(% ala)
F12 18 12 70 32
F13 18 10 72 34
F14 18 10 72 33
F15 20 10 70 30
F16 17,75 0,5 81,75 30
F17 18 10 0,2 19,9 51,9 31,5
F18 18 10 0,2 71,8 30,5
F19 18 10 0,2 71,8 32
F20 18 10 0,1 71,9 31,5
F21 18 10 0,2 71,8 32,5
F22 18 10 0,2 71,8 33,5
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Cizelge 3.12. Devam On formulasyonlarin jellesme sicakliklari

Formil | PF 127 | PF 68 HPC HPMC | Karbopol | Kitosan | Kitosan | Distile PBS Asetat | Jellesme
Kodu | (%al/a) | (%al/a) | (%ala) | (% ala) 934 wMwW) | (MMW) su (pH 7,4) | tamponu | Sicakhgi
(Y%ala) | (%aa) | (waad) | waa) | (%ala) | (pH4,5) (°C)
(% a/a)
F23 18 10 0,5 71,5 34
F24 18 10 0,2 71,8 Cokme
mevcut
F25 20 10 0,2 69,8 30
F26 20 10 0,15 69,85 31
F27 20 10 0,2 69,8 30
F28 20 10 0,2 69,8 Cokme
mevcut
F29 17,75 0,5 81,75 40
F30 18 0,5 81,5 24
F31 18 0,2 81,8 26
F32 18 10 0,1 67,9 29
F33 18 10 0,1 71,9 30

L6
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3.3.2. On Formiilasyonlarin Jellesme Siirelerine Ait Bulgular

Bolim 2.2.3.2’de anlatildigi sekilde 6n formdilasyonlarin jellesme sulreleri

tespit edilmis ve Cizelge 3.13'te verildigi gibi gruplandiriimigtir.

Cizelge 3.13. Formulasyonlarin jellesme suresi sonuclarinin dagilimi

Jellesme Sicakliklar (°C) Jellesme Siireleri (dak.)
24°C ile 27°C arasinda jellesen formuller 1 dakikadan kisa surede
28°C ile 29°C arasinda jellesen formdiller 1-2 dakika icinde

30°C’de jellesen formuller 3 dakika icinde
31°C ile 32°C arasinda jellesen formuller 3-4 dakika icinde
33°C ile 34°C arasinda jellesen formdiller 5-6 dakika icinde

35°C ve Uzerinde jellesen formuller 10 dakika i¢inde jellesmedi

3.3.3. On Formiilasyonlarin Ozmolaritelerine Ait Bulgular

On formilasyonlarin ozmolariteleri Bolim 2.2.3.3'te anlatildiyi sekilde
belirlenmistir. Teorik olarak hesaplanan ve pratik olarak olgulen ozmolarite
degerlerinin birbirine yakin oldugu goérilmustir. Cozucl olarak yalnizca
distile su iceren formuller hipotonik iken, ¢6zlcusu pH 4,5 asetat tamponu
olan F32 kodlu formulin ozmolaritesinin 290 mOsmol/l; ¢ozict olarak PBS
veya distile su:PBS karisimini iceren formullerin ozmolaritelerinin 300-325
mOsmol/l de@erleri arasinda oldugu bulunmustur. Elde edilen degerlerin 280-
328 mOsmol/l olarak belirlenmis olan izotonisite sinirlari iginde oldugu

gosterilmistir (Wendorf ve ark., 2006).
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3.4. On Formiilasyonlarin Degerlendiriimesi ve Uygun Formiillerin
Secimi

On formilasyonlar arasindan gériinirde yabanci partikil icermeyen,
biyoyararlanimin yuksek olmasi i¢in izotonik hazirlanan ve 32-35°C’deki
burun sicakligina uygun olarak 29-33°C dolaylarinda jellesen F14, F17, F18,

F19, F20, F21 ve F32 kodlu formdller Gzerinde calisiimasina karar verilmistir.

3.5. F14, F_‘!7, F18, F19, F20, F21, F32 Kodlu Difteri Toksoidi igermeyen
Formiiller Uzerinde Yurutiulen Caligmalara Ait Bulgular

Bolum 2.2.5'te anlatildigi sekilde difteri toksoidi icermeyen formdller tzerinde,
organoleptik inceleme, pH tayini, reolojik davranis ve viskozite 6lcumleri ile

mukoadezif gucun Olgim ¢alismalar yuratulmastur.

3.5.1. Difteri Toksoidi igermeyen Formiillerin Organoleptik Ozelliklerine
Ait Bulgular

Difteri toksoidi icermeyen F14, F18, F19, F20, F21 ve F32 kodlu formuller
berrak ve renksiz, F17 kodlu formdl ise bulanik olup gérinirde yabanci

partikil madde icermemektedir.

3.5.2. Difteri Toksoidi icermeyen Formiillerin pH Degerlerine Ait
Bulgular

Bolum 2.2.5.2’de anlatildigi sekilde formullerin pH o&lcimleri 25°C’de
yapilmistir. Sonuglar Cizelge 3.14'te gdsterilmektedir.
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Cizelge 3.14. Difteri toksoidi icermeyen formillerin pH 6lcim sonuglari (n=3)

Formul Kodu pH + SS* | £ SH** + Guven Araligi (%95)
F14 7,4 0,0 0,0 7,4+0,0
F17 5,1 0,0 0,0 51+0,0
F18 7,5 0,0 0,0 7,5+0,0
F19 7,5 0,0 0,0 7,5+0,0
F20 5,6 0,0 0,0 56+0,0
F21 5,5 0,0 0,0 5,5+0,0
F32 5,2 0,0 0,0 52+0,0

*SS: Standart Sapma, **SH: Standart Hata

3.5.3. Difteri Toksoidi icermeyen Formiillerde Reolojik Degerlendirme ve
Viskozite Olgumine Ait Bulgular

Bolim 2.2.5.3'de anlatildig1 sekilde difteri toksoidi icermeyen formdullerin
jellesmeden once ve jellestikten sonra 10 ve 20 rpm’de Olcllen viskozluk
degerleri sirasiyla Cizelge 3.15, Cizelge 3.16, Cizelge 3.17 ve Cizelge
3.18'de gosterilmisgtir.




Cizelge 3.15. Difteri toksoidi icermeyen formdillerin 10 rpm ve 25°C’de dlgulen

viskozite degerleri (n=3)
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Formulasyon Viskozite (cP) + SS* + SH**

Kodu

Fl14 283,3 28,9 16,7
F17 500,0 0,0 0,0
F18 400,0 0,0 0,0
F19 300,0 0,0 0,0
F20 510,0 10,0 5,8
F21 520,0 0,0 0.0
F32 500,0 0,0 0,0

*SS: Standart Sapma, **SH: Standart Hata

Cizelge 3.16. Difteri toksoidi icermeyen formdillerin 10 rpm ve 34°C’'de dlgulen

viskozite degerleri (n=3)

Formdilasyon Viskozite + SS* + SH**

Kodu (cPx10%)

F14 206,3 6,5 3,7
F17 250,0 2,0 1,1
F18 263,3 3,1 1,8
F19 222,3 5,7 3,3
F20 366,7 58 33
F21 376,0 4,0 2.3
F32 349,7 5,0 2,9

*SS: Standart Sapma, **SH: Standart Hata
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Cizelge 3.17. Difteri toksoidi icermeyen formdillerin 20 rpm ve 25°C’de dlgulen
viskozite degerleri (n=3)

Formulasyon Viskozite (cP) + SS* + SH**

Kodu

Fl14 250,0 0,0 0,0
F17 425,0 25,0 14,4
F18 350,0 0,0 0,0
F19 250,0 0,0 0.0
F20 450,0 0,0 0,0
F21 460,0 10,0 5,8
F32 441,7 14,4 8,3

*SS: Standart Sapma, **SH: Standart Hata

Cizelge 3.18. Difteri toksoidi icermeyen formdillerin 20 rpm ve 34°C’'de dlgulen
viskozite degerleri (n=3)

Formulasyon Viskozite + SS* + SH**

Kodu (cPx10%)

F14 107,7 2,5 1,4
F17 132,3 2,5 1,4
F18 147,7 2,5 1,4
F19 115,7 5,9 3,4
F20 196,0 4,0 2,3
F21 200,7 4,0 2,3
F32 181,0 4,6 2,6

*SS: Standart Sapma, **SH: Standart Hata

Formullerin viskozluk d&lguimleri sonucunda ¢izilen kayma hizina kargi

viskozluk grafikleri Sekil 3.8 ve Sekil 3.9'da gosterilmistir.
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Sekil 3.8. Difteri toksoidi icermeyen F14, F17, F18, F19, F20, F21 ve F32 kodlu
formullerin 25°C’de élgllen farkli kayma hizlarindaki viskoziteleri (Jellesmeden
once)
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Sekil 3.9. Difteri toksoidi icermeyen F14, F17, F18, F19, F20, F21 ve F32 kodlu
formullerin 34°C’de 6lgllen farkli kayma hizlarindaki viskoziteleri (Jellestikten sonra)

Yapilan dlgumler sonucunda in-sitd jel formulasyonlarinin psédoplastik akis

gOsterdikleri tespit edilmistir.
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3.5.4. Difteri Toksoidi igermeyen Formiillerin Mukoadezif Giiclerine Ait
Bulgular

Bolim 2.2.5.4'te anlatildigi sekilde difteri toksoidi icermeyen formdullerin
mukoadezif gugleri tayin edilmigtir. Sonuglar U¢ paralel deneyin ortalamasi

olup Cizelge 3.19'da gorulmektedir.

Cizelge 3.19. Difteri toksoidi icermeyen formdillerin mukoadezif gu¢ degerleri (n=3,
Ortalama = SH)

Formul Kopma icin gerekli Kuwvvet (dyn) Kuvvet/Alan
Kodu agirlik (mg) £ SH* + SH* (dyn/cm?) + SH*
F14 1856,7 + 23,3 1821,4 + 22,9 1917,3+24,1
F17 2666,7 + 14,5 2616,0 £ 14,3 2753,7£15,0
F18 2420,0 +£15,3 2374,0+£15,0 2499,0 £ 15,8
F19 2276,7 £ 26,7 2233,4 + 26,2 2351,0 £ 27,5
F20 3136,7 + 18,6 3077,1+18,2 3239,0 £19,2
F21 3186,7 £ 6,7 3126,1+6,5 3290,7+6,9
F32 3113,3+13,3 3057,5+11,8 3218,4+12,4

*SH: Standart Hata

3.6. F14, F17, F18, F19, F20, F21, F32 Kodlu Formullerin Difteri Toksoidi
ile Hazirlanmalarina Ait Bulgular

3.6.1. Difteri Toksoidinin Formiillere ilave Edilmesine Ait Bulgular

Formdullere 4°C’de surekli karigtirmayla teorik olarak 396 pg/ml (133,65 Lf/ml)
difteri toksoidi ilave edilmistir. Eklenen difteri toksoidinin formuldeki ¢ozicu
miktarindan diusulmemesi durumunda istenen sicakliklarda ve o6zelliklerde

jellesen formaller elde edilememigtir.
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3.6.2. Difteri Toksoidi ilavesinin Formillerin Jellesme Sicakhgi
Uzerindeki Etkisine Ait Bulgular

Bolim 2.2.6.2’de anlatildigi sekilde hesapli miktarda difteri toksoidi
formulasyonlara ilave edildikten sonra formdllerin jellesme sicakliklari
yeniden ol¢ulmustir. Difteri toksoidinin formulasyonlarin jellesme sicakligini
0,5-2°C dusurduagu, dolayisiyla jellesme sicakligi Gzerinde dnemli bir etkisinin

olmadigi belirlenmistir (Sekil 3.10).

40 - DT icermeyen
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35 | 33 32,5
5 32 31,5301530,59532 31 313, 31 30
< 30 A ’ 4
0
% 25 1
© 20 A
(72)
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£
& 10 -
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F14 F17 F18 F19 F20 F21 F32
Formulasyon kodu

Sekil 3.10. Difteri toksoidinin jellesme sicakligi Gzerindeki etkisi

3.6.3. Difteri Toksoidi igeren Formillerin Organoleptik Ozelliklerine Ait
Bulgular

Difteri toksoidi iceren F14, F17, F18, F19, F20, F21 ve F32 kodlu formuiller
berrak ile ¢ok acgik sarimsi renkte olup gorinurde yabanci partikil madde

icermemektedir.
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3.7. F14, F17, F18, F19, F20, F21, F32 Kodlu Difteri Toksoidi igeren
Formullerde In vitro Testlere Ait Bulgular

Difteri toksoidi iceren formullerde difteri toksoidi miktar tayini ve in vitro salim
caligmalar yuratalmastar.

3.7.1. Difteri Toksoidi Miktar Tayinine Ait Bulgular

Bolum 2.2.1.3’te anlatildigi sekilde formulasyonlardaki difteri toksoidi miktari

mikroBCA yontemiyle tayin edilmistir. Sonuclar Cizelge 3.20'de
gOsterilmektedir.

Cizelge 3.20. Formullerde ¢élculen difteri toksoidi miktarlari (n=3)

Formul Difteri Toksoidi + SS* + SH** + Guven Aralig
Kodu Miktari (%) (%95)
F14 97,83 0,46 0,26 97,83 +£1,13
F17 95,92 0,20 0,11 95,92 + 0,49
F18 100,45 0,73 0,42 100,45 + 1,82
F19 96,42 0,1,8 0,10 96,42 £ 0,43
F20 99,64 0,80 0,46 99,64 + 1,98
F21 101,82 0,39 0,22 101,82 + 0,96
F32 96,36 0,62 0,36 96,36 + 1,54

*SS: Standart Sapma,**SH: Standart Hata
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3.7.2. Difteri Toksoidi igeren Formiillerin In vitro Salim Galismalarina Ait
Bulgular

Bolim 2.2.7.2'de anlatildigi sekilde membran icermeyen yontemin
kullanildigi in vitro salim c¢alismalari sonucunda difteri toksoidinin

formulasyonlardan zamana karsi salim profili Sekil 3.11'de gorilmektedir.
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Sekil 3.11. F14, F17, F18, F19, F20, F21 ve F32 kodlu formillerden difteri
toksoidinin in vitro salim profilleri

F20 ve F21 kodlu formullerden, 780. dakikanin sonunda salinan difteri
toksoidi miktar1 %72-73 civarinda kalmistir. F20 ve F21’den istenilen surede
yeterli difteri toksoidi salimi gerceklesmediginden bu formdallerin ileriki

calismalarda kullaniimamalarina karar verilmistir.

3.8. Stabilite Caligmalarina Ait Bulgular

Stabilite ¢alismalari formullerin 2-8°C buzdolabinda ve 25+2°C, %60 bagil

nemdeki iklim dolabinda bekletilmesiyle yapiimigtir.
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F17, F18, F19 ve F32 kodlu formuller organoleptik 6zellikleri, pH degerleri,
viskozluklari  formulasyona yuklenen difteri toksoidi miktarlari ve difteri
toksoidinin formullerden in vitro salim sonuglari nedeniyle ideal formdiller

olarak degerlendirilmig ve stabilite galismalarina baslanmistir.

F14 kodlu formul ise mukoadezif polimer icermemesine ragmen diger
formuller icin karsilastirma yapmak amaciyla stabilite ¢alismalarina

alinmigtir.

3.8.1. Difteri Toksoidi igcermeyen F14, F17, F18, F19, F32 Kodlu
Formillerin Stabilite Galigmalarina Ait Bulgular

Bolum 2.2.8.1°de anlatildigi sekilde 2-8°C ve 25+2°C’de saklanan difteri
toksoidi icermeyen F14, F17, F18, F19 ve F32 kodlu formullerin organoleptik
Ozellikleri, pH’lari, reolojik davraniglari ve jellesme sicakliklarn alti ay

suresince incelenmigtir.

3.8.1.1. Stabilite Galismasinda Difteri Toksoidi icermeyen Formiillerin
Organoleptik Ozelliklerine Ait Bulgular

Difteri toksoidi icermeyen in-siti jel formulasyonlarinin stabilite galismasi
suresince belirlenen organoleptik 6zellikleri Cizelge 3.21 ve Cizelge 3.22'de

gOsterilmisgtir.
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Cizelge 3.21. Difteri toksoidi icermeyen ve 2-8°C'de saklanan formdullerin belirli
zaman araliklarinda incelenen organoleptik 6zellikleri

Gorinus
Formdal
Kodu Baslangi¢ l. ay . ay Vi ay

Berrak, renksiz, Berrak, renksiz, Berrak, renksiz, | Berrak, renksiz,
g6rindr yabanci | gorindr yabanci | goértnir yabanci | gérinir yabanci

Fl14 partikil madde partikil madde partikil madde | partikil madde
icermeyen icermeyen icermeyen icermeyen
Bulanik, gortindr | Bulanik, gérintr | Bulanik, Bulanik, goranar
yabanci partikil | yabanci partikil | gorunur yabanci | yabanci partikul

F17 madde madde partikil madde | madde
icermeyen icermeyen icermeyen icermeyen
Berrak, renksiz, Berrak, renksiz, Berrak, renksiz, | Berrak, renksiz,
gorunur yabanci | gorunur yabanci | gorunur yabanci | gorlntr yabanci

F18 partikil madde partikil madde partikil madde | partikil madde
icermeyen icermeyen icermeyen icermeyen
Berrak, renksiz, Berrak, renksiz, Berrak, renksiz, | Berrak, renksiz,
g6rindr yabanci | gorinir yabanci | goértnir yabanci | gérinir yabanci

F19 partiktl madde partikil madde partikil madde | partikil madde
icermeyen icermeyen icermeyen icermeyen
Berrak, renksiz, Berrak, renksiz, Berrak, renksiz, | Berrak, renksiz,
go6rindr yabanci | gérindr yabanci | gérinir yabanci | gérinir yabanci

F32 partikil madde partikil madde partikil madde | partikil madde

icermeyen

icermeyen

icermeyen

icermeyen
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Cizelge 3.22. Difteri toksoidi icermeyen ve 25+2°C'de saklanan formullerin belirli
zaman araliklarinda incelenen organoleptik 6zellikleri

Gorinus
Formdal
Kodu Baslangic l. ay . ay VI. ay

Berrak, renksiz, Berrak, renksiz, Berrak, renksiz, | Berrak, renksiz,
g6rindr yabanci | gorindr yabanci | goértnir yabanci | gérinir yabanci

Fl14 partikil madde partikil madde partikil madde | partikil madde
icermeyen icermeyen icermeyen icermeyen
Bulanik, gértinir | Bulanik, renksiz, | Bulanik,renksiz, | Bulanik, renksiz,
yabanci partikal | gérandr yabanci | gérindr yabanci | gérindr yabanci

F17 madde partikil madde partikil madde | partikil madde
icermeyen icermeyen icermeyen icermeyen
Berrak, renksiz, Berrak, renksiz, Berrak, renksiz, | Berrak, renksiz,
go6rindr yabanci | gorunur yabanci | gérinir yabanci | gérindr yabanci

F18 partikil madde partikil madde partikil madde | partikil madde
icermeyen icermeyen icermeyen icermeyen
Berrak, renksiz, Berrak, renksiz, Bulanik, Berrak, renksiz,
g6rindr yabanci | az miktarda g6rindr yabanci | az miktarda

F19 partiktil madde gorunir yabanci | partikil madde | gorliniir yabanci
icermeyen partikdl iceren icermeyen partikdl iceren
Berrak, renksiz, Berrak, renksiz, Berrak, renksiz, | Berrak, renksiz,
go6rindr yabanci | gorundr yabanci | gérinur yabanci | az miktarda

F32 partikil madde partikil madde partikil madde | gorlnlir yabanci

icermeyen

icermeyen

icermeyen

partikdl iceren

3.8.1.2. Stabilite Calismasinda Difteri Toksoidi icermeyen Formiillerin
pH Degerlerine Ait Bulgular

Difteri toksoidi icermeyen in-siti jel formulasyonlarinin stabilite galismasi

suresince ol¢ulen pH degerleri Cizelge 3.23 ve Cizelge 3.24’te gosterilmigtir.
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Cizelge 3.23. Difteri toksoidi icermeyen ve 2-8°C'de saklanan formdullerin belirli
zaman araliklarinda 6lgiilen pH degerleri (n=3, Ortalama + SH)

pH Degeri £ SH*
Formdil Kodu Baslangig l. ay . ay V1. ay
F14 7,4+0,0 7,4+0,0 7,4+0,0 7,4+0,0
F17 5,1+0,0 5,2+0,0 5,1+0,0 5,0+0,0
F18 7,5+0,0 7,5+0,0 7,5+0,0 7,4+0,0
F19 7,5+0,0 7,4+0,0 7,1+0,0 7,3+0,0
F32 52+0,0 51+0,0 52+0,0 51+0,0

*SH: Standart Hata

Cizelge 3.24. Difteri toksoidi icermeyen ve 25+2°C’de saklanan formdullerin belirli
zaman araliklarinda 6lgtilen pH degerleri (n=3, Ortalama + SH)

pH Degeri £ SH*
Formdil Kodu Baslangig l. ay . ay V1. ay
F14 7,5+0,0 7,4+0,0 7,4+0,0 7,3+0,0
F17 5,1+0,0 5,2+0,0 5,0+0,0 5,0+0,0
F18 7,4+0,0 7,5+0,0 7,4+0,0 7,4+0,0
F19 7,5+0,0 7,2+0,0 7,1+0,1 7,1+0,0
F32 49+0,0 50+0,0 49+0,0 50+0,0

*SH: Standart Hata

3.8.1.3. Stabilite Calismasinda Difteri Toksoidi icermeyen Formiillerin
Reolojik Davranig ve Viskozitelerine Ait Bulgular

In-sitt jel formulasyonlarinin stabilite galismasi suresince olgulen viskozite

degerleri Cizelge 3.25 ve Cizelge 3.26’da gosterilmigtir.
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Cizelge 3.25. Difteri toksoidi icermeyen ve 2-8°C'de saklanan formdullerin belirli
zaman araliklarinda 25°C ve 10 rpm’de dlgulen viskozite degerleri (n=3, Ortalama
+ SH)

Viskozite (cP) = SH*
Formdal
Kodu Baslangig l. ay ll. ay VI. ay
F14 283,3+16,7 316,7 + 8,3 300,0+0,0 300,0+0,0
F17 500,0 £ 0,0 533,3 + 16,7 341,7+22,1 300,0 £ 0,0
F18 400,0 £ 0,0 483,3 + 16,7 400,0 £ 0,0 396,8+2,9
F19 300,0+0,0 333,3+16,7 300,0 £ 0,0 333,3+16,7
F32 500,0 £ 0,0 466,7 + 33,3 473,3 + 23,3 490,0 £ 10,0

*SH: Standart Hata

Cizelge 3.26. Difteri toksoidi icermeyen ve 25+2°C’de saklanan formullerin belirli
zaman araliklarinda 25°C ve 10 rpm’de dlgilen viskozite degerleri (n=3, Ortalama
+ SH)

Viskozite (cP) £ SH*

Formdal

Kodu Baslangig l. ay ll. ay VI. ay
F14 250,0 £ 28,9 350,0 £ 28,9 300,0+£0,0 416,7 £ 16,7
F17 500,0 £ 0,0 600,0 + 16,7 666,7 + 8,3 666,7 £ 16,7
F18 383,3+16,7 400,0£0,0 400,0£0,0 466,7 £ 16,7
F19 300,0+0,0 366,7 £ 33,3 316,7 £ 16,7 333,3+16,7
F32 500,0 £0,0 483,3 £ 16,7 465,0+0,0 480,0 + 28,9

*SH: Standart Hata

3.8.1.4. Stabilite Calismasinda Difteri Toksoidi icermeyen Formiillerin
Jellesme Sicakliklarina Ait Bulgular

Difteri toksoidi icermeyen in-situ jel formulasyonlarinin stabilite galigmasi
suresince tayin edilen jellesme sicakliklarina ait cizelgeler Cizelge 3.27 ve
3.28'de gosterilmisgtir.
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Cizelge 3.27. Difteri toksoidi icermeyen ve 2-8°C'de saklanan formdullerin belirli
zaman araliklarinda 6lgilen jellesme sicakliklari (n=3, Ortalama = SH)

Jellesme Sicakhgi (°C) £ SH*
Formdil Kodu Baslangig l. ay . ay VI. ay
F14 33,0+0,0 32,5+0,3 32,7+0,3 32,0+0,0
F17 315+0,5 32,0+0,0 32,0+1,0 31,0+0,0
F18 30,3+0,2 30,0+0,0 30,0+0,0 30,0+0,0
F19 32,0+0,0 31,7+0,2 31,8+0,2 31,5+0,0
F32 30,0+0,0 29,2+0,3 30,3+0,6 30,7+0,3

*SH: Standart Hata

Cizelge 3.28. Difteri toksoidi icermeyen ve 25+2°C’de saklanan formullerin belirli
zaman araliklarinda oélgiilen jellesme sicakliklari (n=3, Ortalama + SH)

Jellesme Sicakhgi (°C) £ SH*
Formdil Kodu Baslangig l. ay . ay VI. ay
F14 32,7+0,3 31,5+0,0 31,2+0,2 31,3+0,3
F17 32,2+0,2 32,5+0,3 33,0+0,0 30,0+0,0
F18 30,0+0,0 30,5+0,3 31,0+0,6 29,7+0,2
F19 31,8+0,2 31,7+0,2 30,7+0,3 31,0+0,0
F32 30,3+0,3 29,2+0,2 29,2+0,3 28,0+ 0,0

*SH: Standart Hata

Difteri toksoidi icermeyen in-situ jel formulasyonlarinin stabilite galismasi
suresince tayin edilen jellesme sicakliklarina ait grafikler ise Sekil 3.12 ve
Sekil 3.13’te verilmigtir.
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Sekil 3.12. Difteri toksoidi icermeyen ve 2-8°C’de saklanan formiullerin belirli zaman
araliklarinda o6lgulen jellesme sicakliklari (n=3, Ortalama + SH)
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Sekil 3.13. Difteri toksoidi icermeyen ve 25+2°C’de saklanan formdllerin belirli
zaman araliklarinda oélgiilen jellesme sicakliklari (n=3, Ortalama + SH)

Sonuglardan anlasilacagi Uzere formulasyonlarin jellesme sicakliklarinda

stabilite sonrasi anlaml degisiklikler saptanmamigtir.
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3.8.2. Difteri Toksoidi igeren F14, F17, F18, F19, F32 Kodlu Formiillerin
Stabilite Caligmalarina Ait Bulgular

Bolum 2.2.8.2°de anlatildigi sekilde difteri toksoidi iceren F14, F17, F18, F19
ve F32 kodlu formullerin difteri toksoidi miktar tayinleri ve difteri toksoidinin
formulasyon igindeki protein butinliglinin korunup korunmadigr U¢ ay

boyunca incelenmisgtir.

3.8.2.1. Stabilite Calismasinda Difteri Toksoidi iceren Formiillerin Miktar
Tayinine Ait Bulgular

Stabilite calismasi stresince in-situ jel formulasyonlarinda kalan difteri

toksoidi miktarlari Cizelge 3.29 ve Cizelge 3.30’da gdsterilmistir.

Cizelge 3.29. Difteri toksoidi iceren ve 2-8°C’de saklanan formdullerin belirli zaman
araliklarinda olgilen difteri toksoidi miktarlari (n=3, Ortalama + SH)

Formul Kodu Kalan difteri toksoidi miktari (%) £ SH*
Baslangig l. ay ll. ay
F14 96,74 +£ 0,13 96,87 +£ 0,39 97,67 £ 0,47
F17 98,51 +1,54 92,57 +£ 0,69 40,75+ 1,69
F18 95,40 + 1,06 95,54 + 1,53 96,63 + 0,82
F19 96,33 £ 0,11 94,52 £ 0,15 91,34 £ 0,20
F32 98,71 +1,28 95,73 £ 0,86 91,82 + 0,22

*SH: Standart Hata
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Cizelge 3.30. Difteri toksoidi iceren ve 25+2°C’de saklanan formullerin belirli zaman
araliklarinda o6lgulen difteri toksoidi miktarlari (n=3, Ortalama + SH)

Formul Kodu Kalan difteri toksoidi miktari (%) £ SH*
Baslangig l. ay 1. ay
F14 98,25 + 1,90 95,39 £ 0,15 90,67 £ 0,03
F17 97,57 £0,12 48,62 + 0,14 42,03 +1,00
F18 95,38 £ 0,66 97,35+ 0,99 95,81 +1,15
F19 97,33 +0,43 90,73 £ 0,50 91,06 + 0,57
F32 97,74 £ 1,72 99,32 +£0,70 95,94 + 0,12

*SH: Standart Hata

3.8.2.2. Stabilite Calismasinda Difteri Toksoidi igeren Formiillerde
Protein Butunliigu Tayinine Ait Bulgular

Stabilite ¢alismasinda difteri toksoidi iceren formullerde protein batunlugu,
denatlre edici olmayan kosullar altinda SDS-PAGE yontemi ile tayin
edilmigtir. Bu ¢aligma literatur bilgileriyle desteklenmektedir (Spiers ve ark.,
1999).

in-sitil jel formiilasyonlarinin baslangigta ve Uglinci ayda uygulandig
jellerde egrilik olustugu gézlenmis, sonuglarin ayni jelde yer alan ve sadece
difteri toksoidini iceren ¢otzeltilerin bantlarini dahi etkiledigi tespit edilmistir
(Sekil 3.14; Sekil 3.15; Sekil 3.16).
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66 kDa

45 kDa

Sekil 3.14. Saf DT'nin ve DT igeren formulasyonlarin baslangigtaki SDS-PAGE jel
gorantisu

Yukleme sirasi: 1: molekll agirlik belirteci; 2: saf difteri toksoidi (0,4 pug/ml); 3: saf
difteri toksoidi (0,8 ug/ml); 4: bos; 5: F18; 6: F19; 7: bos; 8: F32; 9: F14; 10: molekl
agirlik belirteci

66 kDa

45 kDa

Sekil 3.15. 2-8°C’'de saklanan saf DT'nin ve DT iceren formulasyonlarin Ill. ay
sonundaki SDS-PAGE jel gorintisu

Yukleme sirasi: 1: molekil agirlik belirteci; 2: saf difteri toksoidi (0,4 pug/ml); 3: saf
difteri toksoidi (0,8 pg/ml); 4: F14; 5: F18; 6: F19; 7: F14; 8: F32; 9: F17
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66 kDa

Sekil 3.16. 25+2°C’de saklanan saf DT'nin ve DT iceren formulasyonlarin Ill. ay
sonundaki SDS-PAGE jel gorintusu

Yukleme sirasi: 1: molekll agirlik belirteci; 2: saf difteri toksoidi (0,4 pug/ml); 3: saf
difteri toksoidi (0,8 pg/ml); 4. F14; 5: F18; 6: F19; 7: F17; 8: F32; 9: molekul agirhk
belirteci

In-sitl jel formiulasyonu ve akrilamid arasindaki muhtemel iligkiyi kanitlamak
icin, denatlre edici olmayan kosullar altinda, sadece difteri toksoidini pH 7,4
PBS veya pH 4,5 asetat tamponunda igceren ¢ozeltiler Gglincu ayin sonunda,
jellere uygulanmis ve bantlarda egrilik olusumunun s6z konusu olmadigi
belirlenmistir (Sekil 3.17; Sekil 3.18).
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205 kDa
116 kDa
97 kDa
84 kDa

66 kDa
55 kDa
45 kDa

Sekil 3.17. 2-8°C’de saklanan saf DT’nin (pH 7,4 PBS icinde hazirlanip uygulanmig)
Ill. ay sonundaki SDS-PAGE jel goruntisu

Yukleme sirasi: 1: bos; 2: molekdl agirhk belirteci; 3: bos; 4: saf difteri toksoidi (0,4
pg/ml); 5: saf difteri toksoidi (0,8 pg/ml); 6: bos; 7: saf difteri toksoidi (0,1 pg/ml); 8:
saf difteri toksoidi (0,2 pug/ml); 9: bos; 10: molekdl agirlik belirteci

Sekil 3.18. 2-8°C’de saklanan saf DT’nin (pH 4.5 asetat tamponu icinde hazirlanip
uygulanmisg) Ill. ay sonundaki SDS-PAGE jel gérintisi

Yukleme sirasi: 1: molekil agirlik belirteci; 2: bos; 3: bos; 4: saf difteri toksoidi (0,4
pa/ml); 5: saf difteri toksoidi (0,8 pg/ml); 6: bos; 7: saf difteri toksoidi (0,1 pg/ml); 8:
saf difteri toksoidi (0,2 pg/ml); 9: bos; 10: molekll agirlik belirteci
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3.9. In vivo Caligmalara Ait Bulgular

3.9.1. Formilasyonlarin Se¢imi ve Hazirlanmasina Ait Bulgular

In vivo hayvan deneylerinde uygulanacak formdller, fiziksel 6zellikleri,
stabiliteleri, in vitro salim o6zellikleri ve mukoadezif gugleri dikkate alinarak
secilmistir. Degerlendirmeler sonucu F18 ve F32 kodlu formullerin kobaylara

uygulanmasina karar verilmigtir.

3.9.2. Subkltan ve Intranazal Toksisite Testine Ait Bulgular

Bu test icin kobaylarin enjeksiyon ve burun bolgeleri baslangictan itibaren 42
gin sureyle izlenmistir. Intranazal veya subkitan uygulama sonrasi
hayvanlarin agi uygulama bdlgelerinde enflamasyon, 6dem ya da farkh yan

etkiler olugsmamistir.

3.9.3. ELISA Testine Ait Bulgular

Deney hayvanlarina uygulanan formulasyonlarin sistemik bagigiklamada
olusturduklari 1gG titreleri Bolim 2.2.10’da anlatildigi sekilde ELISA ile
Olcllmastir. ELISA testi ¢calismalarinda, Unitesi bilinen uygun standart serum
temin edilemediginden okunan absorbanslar kendi aralarinda karsilastirilarak
degerlendirilmig, ardindan ELISA’ya gére daha hassas bir yontem olan hiicre

kltarinde antikor noétralizasyon testine gegilmigtir.

Kobaylardan 42. gin sonunda alinan kan ornekleri ELISA ile analiz
edildiginde intranazal yoldan uU¢ kez asilanan hayvan gruplarinda sistemik
bagisik yanitin yeterince uyarilamadigr goérulmustir. Bu gruplar kendi
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aralarinda deg@erlendirildiginde ise F18 ve F32 kodlu formullerin olugturduklar
sistemik bagisik yanitlar birbirine yakin ¢ikmistir.

F18 ve F32 kodlu formillerle baslangigta subkitan, 21. ginde intranazal
olmak Uzere toplam iki kez asilanan hayvanlarda (V. ve VI. gruplar), kontrol
grubu olan PBS icinde DT'ye (IV. grup) gore anlamh olgude yiksek IgG
yanitlar olugsmustur. V nolu gruba uygulanan F18 ile VI nolu gruba uygulanan
F32 kodlu formdllerin etkileri kendi aralarinda kiyaslandiginda, F32 ile
badisiklanan hayvanlarda daha yuksek bagisik yanit elde edildigi

gOrulmustar.

3.9.4. Hucre Kulturunde Antikor No6tralizasyon Testine Ait Bulgular

Bolim 2.2.11'de anlatildigi sekilde serumlardaki antitoksin titreleri ELISA’dan
daha hassas bir yéntem olan hiicre kiltiriinde antikor noétralizasyon testi ile

tayin edilmigtir.

Toplam dokuz hayvan grubunun (n=5) 20. ve 42. gunde olusturduklar
antitoksin titreleri Kruskal-Wallis testi ile degerlendirilmis ve her iki zaman
noktasinda, gruplar arasinda istatistiksel acidan farklihk bulunmustur
(p<0,05). Bu sonug dogrultusunda Kruskal-Wallis Coklu Kargilagtirma Testi
yapilarak hangi gruplar arasinda fark oldugu incelenmistir.

Her bir deney hayvanindan Ucer kez alinan serum &rnekleri Hicre
Kaltarinde Antikor Nétralizasyon Testi ile 6l¢liimus ve dokuz hayvan grubuna

ait toplu sonuglar Sekil 3.19'da gosterilmigtir.

Asillamadan bir hafta dnce kobaylardan alinan kan ornekleri incelendiginde,

hayvanlarin bu ¢alismadan 6nce difteriyle karsilagsmadiklari tespit edilmistir.
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Sekil 3.19'da goruldugu Uzere F18 ve F32 kodlu formuller ile toplam U¢ kez
intranazal yoldan asilanan kobaylarda, bagisik yanit olusumu yetersiz kalmig

ve kontrol grubuna kiyasla anlamlh yanitlar meydana gelmemistir (p>0,05).
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Formulasyonlar

Sekil 3.19. Dokuz farkli grubun belli zaman araliklarinda serumlarinda dlgulen
antikor notralizasyon titreleri (n=5, Ortalama + SH)
i.n.: intranazal, s.c.: subkitan

PBS icinde DT, F18 veya F32 kodlu formiller ile sadece bir kez subkitan
yoldan agilanan kobaylarda 42. gin sonunda olusan antitoksin titreleri
kargilastinimistir (Sekil 3.20). F32 kodlu formalin uygulandigi grupta kontrol
grubuna kiyasla anlamh farklihk goéralirken (p<0,05), F18 kodlu formulin
uygulandidi grup ile kontrol grubu arasinda anlamh farkhlik bulunmamistir
(p>0,05).
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Formulasyonlar

Sekil 3.20. Deney hayvanlarinin sadece baslangi¢ta subkitan yoldan asilanmalari
sonrasi 42. ginde olusan antikor nétralizasyon titreleri (n=5, Ortalama + SH)

F18 ve F32 kodlu formullerin deney hayvanlarina bagslangigta subkitan, 21.
ginde destek doz olarak intranazal verilmeleri sonucu 42. gunde
olusturduklari antitoksin titreleri kontrol grubu ile karsilastiriimigtir (Sekil
3.21). F32 kodlu formulan uygulandigi grupta kontrol grubuna kiyasla anlamli
farkhlik goérularken (p<0,05), F18 kodlu formul grubu ile kontrol grubu

arasinda anlaml farklik bulunmamistir (p>0,05).
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Formiulasyonlar

Sekil 3.21. Deney hayvanlarinin baslangigta subkutan + 21. gunde intranazal

yoldan asilanmalari sonrasi 42. giinde olusan antikor nétralizasyon titreleri (n=5,
Ortalama + SH)

F18 ve F32 kodlu formullerin hem subkutan hem de intranazal uygulanmalari
sonucu 42. gunde olusturduklarn antitoksin titreleri sadece subkitan
verildiklerinde olusturduklar yanitlarla karsilastiriimistir (Sekil 3.22). Bu test
ile F32 kodlu formulin kontrol gruplarina kiyasla antitoksin titrelerinde anlamli
artiglara neden oldugu gosterilmistir (p<0,05). Sekil 3.22’'de gérulduigu tzere
F32 kodlu formul en yuksek antitoksin titrelerini olusturuyorken (p<0,05); F18
kodlu formul kontrol gruplarina gore bagisik yaniti uyaramamistir (p>0,05).
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Formiulasyonlar

Sekil 3.22. Deney hayvanlarinin baslangigta subkiitan + 21. ginde intranazal ya da
sadece baslangicta subkitan yoldan asilanmalari sonrasi 42. glinde olusan antikor
notralizasyon titreleri (n=5, Ortalama + SH)

Wilcoxon testi ile ise her bir formulasyonun kendi grubu iginde asi dncesi, 20.
gun ve 42. ginde olusturduklari bagisik yanitlarin istatistiksel agidan farkllik

gOsterip gostermedikleri tayin edilmistir.

18 kodlu formulin kobaylara baslangicta subkdtan, 21. giunde intranazal
yoldan verilmesi sonucu ortaya ¢ikan antitoksin titreleri Sekil 3.23'de
gosterilmis olup zamana kargi olusan cevaplar arasinda anlamh fark

bulunmamaktadir (p>0,05).
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Sekil 3.23. Deney hayvanlarinin F18 ile baslangi¢ta subkitan + 21. gilnde
intranazal yoldan asilanmalari sonrasi zamana karsi olugsan antikor notralizasyon
titreleri (n=5, Ortalama + SH)

F32 kodlu formulin kobaylara baslangigta subkutan, 21. gunde intranazal
yoldan verilmesi sonucu ortaya cikan antitoksin titreleri Sekil 3.24'te
gOsterilmigtir. Bu grafik istatistiksel agidan degerlendirildiginde asilama
oncesi ile 20. gun arasinda anlamh fark bulunmazken (p>0,05), asilama
oncesi-42. gun ve 20. gun-42. gun arasinda anlamh farklar bulunmustur
(p<0,05).
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Sekil 3.24. Deney hayvanlarinin F32 ile baslangigta subkitan + 21. gilnde
intranazal yoldan asilanmalari sonrasi zamana karsi olugan antikor notralizasyon
titreleri (n=5, Ortalama + SH)

F32 kodlu formilin kobaylara yalnizca subkltan verilmesi sonucu ortaya
cikan antitoksin titreleri Sekil 3.25te goOsterilmistir. Bu grafige gore
baglangica kiyasla 20. gunde anlamh farkliik gostermeyen antitoksin
miktarlarinda (p>0,05), asilama 6ncesi-42. gun ve 20. gin-42. gun arasinda

anlaml farklar bulunmustur (p<0,05).
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Sekil 3.25. Deney hayvanlarinin F32 ile sadece baslangigta subkitan yoldan
asllanmalari sonrasi zamana karsi olusan antikor nétralizasyon titreleri (n=5,

Ortalama = SH)

In vivo galigmalarda kullanilan gruplar arasindaki test sonuglarinin ikili

gruplar halinde karsilastiriimasi Cizelge 3.31’de 6zetlenmistir.



Cizelge 3.31. In vivo sonuglarin Kruskal-Wallis ¢oklu karsilastirma testine (Dunn Testi) gore istatistiksel agcidan degerlendirilmesi

20. gun

Uygulama yolu

Kontrol
(3xi.n.)

F18
(3xi.n.)

F32
(3xi.n.)

Kontrol
(s.c.+i.n)

F18
(s.c.+i.n))

F32
(s.c.+i.n.)

Kontrol
(s.c.)

F18
(s.c.)

F32
(s.c.)

Kontrol (3xi.n.)

F18 (3xi.n.)

F32 (3xi.n.)

Kontrol (s.c.+i.n)

F18 (s.c.+i.n.)

F32 (s.c.+i.n.)

Kontrol (s.c.)

F18 (s.c.)

F32 (s.c.)

k9

simgesi iki grup arasinda anlamh farklilik (p<0,05) oldugunu gdstermektedir.

62T



Cizelge 3.31. Devam In vivo sonuglarin Kruskal-Wallis ¢oklu karsilastirma testine (Dunn Testi) gore istatistiksel agidan degerlendiriimesi

Uygulama yolu

42.gun Kontrol F18 F32 Kontrol F18 F32 Kontrol F18 F32
@xin) | (3xin) | (@xin) | (scHn) | (sc+in) | (sc+n) | (sc) (s.c) (s.c)
Kontrol (3xi.n.) * *
F18 (3xi.n.) * i
F32 (3xi.n.) * i
] *
Kontrol (s.c.+i.n) *
F18 (s.c.+i.n.) *
F32 (s.c.+i.n.) * * * * * *
*
Kontrol (s.c.) *
F18 (s.c.)
F32 (s.c.) * * * * *

Wk

simgesi iki grup arasinda anlamh farklilik (p<0,05) oldugunu gdstermektedir.

0€T
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4. TARTISMA

4.1. Difteri Toksoidinin Ozelliklerinin Belirlenmesi

Calismamizda model etkin madde olarak difteri toksininin formaldehit ile
muamelesi sonucu elde edilen, toksik olmayan; fakat immunojenik Ozellik
gOsteren difteri toksoidi kullaniimigtir. Difteri toksoidi, bulasici bakteriyel bir
Ust solunum vyolu enfeksiyonu olan difteriye karsi aktif bagisiklama
saglamaktadir (Metz ve ark., 2003).

Difteri toksoidinin antijenisitesi Ramon flokilasyon testine gore 675 Lf/ml
olarak olgulmustur. Difteri toksoidinin protein miktari ise Lf degerinden yola
cikilarak hesaplanmig olup 2000 pg/mldir. Bu Olcim ve hesaplamalar

literatlr yontemleriyle uyumlu olarak gergeklestirilmistir (WHO, 1997).

Difteri toksoidinin g¢esitli 6zelliklerinin belirlenebilmesi, formullerden difteri
toksoidi saliminin incelenebilmesi ve miktar tayininin yapilabilmesi i¢in fosfat
tampon tuzu (PBS; pH 7,4) kullaniimigtir. Diger polimerlerden farkh olarak
mukoadezif polimer olarak kitosan (stok kitosan ¢dzeltisinden hesapli
miktarda alinan) iceren formullerde ¢6zinmenin saglanabilmesi ve difteri
toksoidinin miktar tayini amaciyla pH 4,5 asetat tamponunun kullanimi tercih
edilmistir. Calismalar difteri toksoidinin maksimum absorbans gosterdigi
dalga boyu ve mikroBCA miktar tayin yonteminin esas 0Ozellikleri dikkate
alinarak yuratalmagtar. Difteri toksoidinin her iki ortamda da maksimum
absorbans verdigi dalga boyu 560 nm olarak belirlenmigtir (Sekil 3.1; Sekil
3.2).

Miktar tayini dlgimlerinin yapilacagi dalga boyunun belirlenmesinden sonra
difteri toksoidinin pH 7,4 PBS ve pH 4,5 asetat tamponunda belirli

konsantrasyonlarina kargi okunan absorbans degerleri grafige gecirilmistir.
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Elde edilen kalibrasyon dogrularina ait r* degerlerinin yiiksek, standart
hatalarin duguk olmasi, okunan absorbanslardan bulunan konsantrasyon

degerlerinin glvenilir sonuglar olacagini géstermistir (Cizelge 3.1).

Analitik yontemin validasyon c¢alismasinda; dogruluk, kesinlik, gézlenebilme
sinir, alt tayin sinin, 6zgunlik, dogrusallik ve arallk parametreleri

incelenmisgtir.

Yoéntemin validasyonuna iligskin olarak her iki ortam igin incelenen
parametrelerden dogruluk tayini i¢in Cizelge 3.2 ve Cizelge 3.3’te g0Osterilen
veriler, % bagil standart sapma degerlerinin %2’den kuguk olma sartina gore

yorumlanmig ve yontemin dogru sonuglar verdigi tespit edilmistir.

Kesinlik; tekrarlanabilirik ve ara kesinlik parametreleri Uzerinden
degerlendirilmigtir. Elde edilen veriler, % bagil standart sapma degerlerinin
%2'den kuguk olma sartina gbre yorumlanmig ve her iki ortam igin
tekrarlanabilirlik ve ara kesinlik kanitlanmigtir (Cizelge 3.4; Cizelge 3.5;
Cizelge  3.6; Cizelge  3.7). Gunler  arasi  tekrarlanabilirligin
degerlendiriimesinde ise SPSS istatistik programi kullanilarak ortalamalar
arasi farkin onemlilik testi yapiimistir. Elde edilen sonuglar G¢ sekilde
yorumlanmigtir. p>0,05 bulundugundan, thesap< tianio Oldugundan ve guven
sinirlarindan biri (+) iken digeri (-) bulundugundan ortalamalar arasi farkin

onemsiz oldugu kanitlanmigtir.

Yontemin difteri  toksoidine 6zgu oldugunun belirlenebilmesi igin
formulasyonda yer alan her bir yardimci maddenin formilasyonlarda
kullanildiklari oranlardaki ¢ozeltileri ve difteri toksoidini icermeyen bos in-situ
jel formulasyonlari hazirlanmistir. Rutin ELISA plaklariyla yapmis oldugumuz
mikroBCA yodntemi kullanilarak, hazirlanan ¢ozelti ve formullerin 350-750 nm
dalga boylar araliginda alinan spektrumlari difteri toksoidinin maksimum
absorbans verdigi 560 nm’deki spektrumla karsilastiriimis, herhangi bir



133

girisimin olmadigi, dolayisiyla yontemin difteri toksoidine 06zgu oldugu

belirlenmistir.

Difteri toksoidinin pH 7,4 PBS ve pH 4,5 asetat tamponu ¢dzeltisinde LOD
degerleri sirasiyla 0,331 ug/ml ve 0,330 pg/ml bulunmustur. LOQ degerleri
ise sirasiyla 1,004 pg/ml ve 0,999 pg/ml'dir (Cizelge 3.8; Cizelge 3.9).

Dogrusallik deneyi sonucunda iki ortama ait veriler Cizelge 3.10'da, lineer
regresyon grafikleri ise Sekil 3.3 ve Sekil 3.4’te verilmektedir. Her bir ortam
icin elde edilen dogrularin regresyon dogrusundan sapmalarina ait standart
hata, artik kareler toplami ve dogrusalliktan sapmalarin kareler toplaminin
kiigiik, regresyon katsayllarinin (r’) ise 1'e vyakin olmasi verilerin

guvenilirligini gostermektedir.

Bolum 2.2.1.5'te anlatildigi sekilde difteri toksoidinin saflik tayininde denature
edici kosullar altinda SDS-PAGE yontemi kullaniimigtir. Difteri toksoidi
antijeninin tek zinciri yaklasik 66 kDa, A fragmani 29 kDa, B fragmani 45 kDa
dolaylarinda gorulmustur (Sekil 3.7). Formaldehitle muamele sonucu,
akrilamid jel tGzerinde gdzlenen diflize haldeki protein bantlari literattr verileri

ile uyumludur (Metz ve ark., 2003).

Difteri toksoidi stabilitesinin incelenmesi amaciyla ¢ ay streyle 2-8°C’'de
buzdolabinda bekletilmigtir. Stabilite ¢galismalarinda difteri toksoidinin pH 7,4
PBS tamponu icinde belirli zaman araliklarinda tayin edilen protein
miktarlarinda anlamh bir degisim gbézlenmemistir (Cizelge 3.11). Difteri
toksoidinin 2-8°C’de saklandiginda yillarca stabil kaldigini gosteren literatur
verileri mevcuttur (World Health Organization (WHO) Temperature sensitivity

of vaccines, 2006).
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4.2. On Formilasyon Hazirlama Calismalarinin Degerlendirilmesi

Difteri toksoidinin terapdétik etkinliginin artirilmasi, uygun ve tam dozlamanin
yapilabilmesi ve kolay uygulanabilmesi amaciyla burun igine damla seklinde
uygulanabilen ve burun sicakligina bagh olarak jellesen bir dozaj formunun
geligtiriimesi hedeflenmigtir.

On formiilasyon calismalari difteri toksoidi icermeyen nihai dozaj formundaki
polimer cdzeltileri (zerinde ylrutilmistir. in-siti  jel sistemlerinin
geligtiriimesi i¢in sicaklik etkisiyle jellesebilen polimerler olan Poloksamer 407
ve Poloksamer 188den yararlaniimistir (Cizelge 2.3; Cizelge 2.4).
Mukozadezif polimerlerden ise karbopol 934, HPMC, HPC veya kitosan
(dusik ve orta molekul agirlikh) ile c¢ahsilmistir. Mukoadezif polimer
kullanilarak mukosiliyer klerensi yavaglatmak ve biyoyararlanimi artirmak
amaclanmistir (Majithiya ve ark., 2006; Sezgin ve ark., 2007).

Poloksamer 407/ Poloksamer 188 karisimini ve farkli mukoadezif polimerleri
iceren 6n formulasyonlar Han ve arkadaslarinin (2007) calismalari temel
alinarak baglangigta distile su iginde hazirlanmistir. Distile suda hazirlanan
formulasyonlar arasindan gorunusleri ve jellesme sicakliklari istenilen
Ozelliklere sahip formuller belirlenmistir. Buna karsilik intranazal veriliste
biyoyararlanimin artiriimasi ve deney hayvanlarinda hem intranazal hem de
subkitan veriliste agri, rahatsizlik olusturmamalari i¢in formullerin izotonik
hazirlanmalarina karar verilmistir. Bu amagla izotonisiteyi saglamada PBS
(pH 7,4)'ten yararlaniimigtir.

Mukoadezif polimerlerden dusik molekll agirlikh veya orta molekul agirlikli
kitosan iceren formdller icin dnce stok kitosan ¢dzeltisinden hesapli miktarda
alinmig, ardindan diger maddeler ve kitosan PBS (pH 7,4) icinde
¢ozllmustir. On galismalardan sonra kitosanin ¢dzinGrligini artirmak ve

sonraki asamalarda in vitro salim c¢alismalarindan daha iyi yanit almak
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dusuncesiyle kitosan igeren formulasyonlarin asetat tamponu igcinde (pH 4,5)
hazirlanmasina karar verilmistir (Cizelge 3.12).

On calismalar sonrasi gérilmistiir ki mukoadezif polimerlerin %0,2’den
yiuksek konsantrasyonlarda kullanildiklari formulasyonlar, yiiksek viskozlukta
olup, pipet ucundan veriligleri zor olmustur. Bu nedenle mukozal uygulama
icin mukoadezif polimerlerin %0,2’den ytksek konsantrasyonlarinin uygun
olmadigi sonucuna variimig ve calismalar bu esasa dayali olarak
yuratilmastar. Bu sonucu destekleyen literatur dérnekleri mevcuttur (Park ve
ark., 2001; Bilensoy ve ark., 2006a).

Calismamizda yalnizca kitosan polimerini igeren formuller de hazirlanmistir.
Bu formdullerin hem viskozitelerinin burundan verilis i¢in uygun olmamalari
hem de 6n degerlendirme amaciyla yurGtllen in vitro salim ¢alismalarinda
aciga cikan difteri toksoidi miktarinin 9 saat sonunda %28 civarinda
olmasindan dolayr bu formdller Uzerinde yeni incelemeler yapilmamistir.
Kitosan polimerinin kullanildigi jel yapisindaki bu sistemlerden istenilen
yanitin alinamamasinin ¢6zunur kitosanin kullanilmamis olmasina bagh

oldugu disunulmektedir.

4.3. In-sitii Jellesen On Formiilasyonlarin Karakterizasyonlarinin
Degerlendirilmesi

4.3.1. On Formiilasyonlarin Jellesme Sicakliklarinin Degerlendirilmesi

in-siti jeller icin ideal jellesme sicakhigi arah@inin 25°C ile 37°C arasinda
oldugu kabul edilmektedir. Jellesmenin 25°C’nin altinda gergeklesmesi oda
sicakhginda jel olusumuna, 37°C’nin Ustinde gergeklesmesi sivi dozaj
formunun vucut sicakliginda jel hale gecememesine ve nazal klerensle kisa

zamanda vucuttan atilmasina neden olacaktir (Majithiya ve ark., 2006).
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Burun boslugunun fizyolojik sicakligi 32-35°C arasinda degismektedir
(Mygind ve Dahl, 1998). Bu nedenle 34°C’den dusuk sicaklikta, 25°C’den

yuksek sicaklikta jellesen formdller bu ¢calismada esas alinmistir.

Tek basina Poloksamer 407 polimerini iceren formullerde istenilen jellesme
sicakliklarina ulagilamamigtir. Mukoadezif polimerlerin  kullaniimadigi
Poloksamer 407 ve Poloksamer 188 karigimlarinin jellesme sicakliklari ise
polimerlerin oranina ve ¢dzluclye bagh olarak 29-39°C arasinda degismistir.
Bu formillere mukoadezif polimerlerden karbopol 934, HPMC, HPC ya da
kitosanin (LMW) ilavesi jellesme sicakhdinda dugus meydana getirmistir.
Mukoadezif polimer konsantrasyonu arttikca jellesme sicakligi azalmaya
devam etmistir. Ornegin, %0,15 a/a karbopol 934 polimerini iceren F26 kodIlu
formul 31°C’de jellesiyorken, %0,2 a/a karbopol 934 polimerini iceren F27
kodlu formul 30°C’de jellesmistir (Cizelge 3.12). Jellesme sicakligindaki
azalmalar literatur verileriyle uyumludur (Zaki ve ark., 2007).

Mukoadezif polimerlerin jellesme sicakhdini dusurtict etkilerinin, bu
polimerlerin ¢dzlinmelerinden sonra viskozitedeki artistan ileri geldigi
belirtiimektedir (Park ve ark., 2001).

izotonisiteyi saglamak icin distile su yerine PBS (pH 7,4)in kullanilmasi (6rn.,
F4-F12, F5-F8) veya formullere mannitoliin ilave edilmesi (6rn., F32-F33)

jellesme sicakhgini 1-2°C dtusurmaustur (Cizelge 3.12).

Burun sicakligi, sicaklik degigimiyle jellesen polimerlerin kullanim orani
(Poloksamer 407/ Poloksamer 188), mukoadezif polimerlerin varhgi ve
miktarlari esas alindiginda, 29-30°C arasinda jellesen formuller uygun olarak

secilmis ve calismalara bu formullerle devam edilmistir.
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4.3.2. On Formiilasyonlarin Jellesme Siirelerinin Degerlendirilmesi

Poloksamer iceren formullerin burun icine verildikten sonra 5 dakika icinde
jellesmeleri ideal olarak kabul edilmektedir (Park ve ark., 2001).
Hazirladigimiz on formulasyonlardan jellesme sicakhgr 28-29°C aralidinda
olanlarin 1-2 dakika iginde, 30°C olanlarin 3 dakika i¢inde, 31-32°C olanlarin
3-4 dakika icinde jellestigi gortulmuastir. Bu formullerin jellesme surelerinin
uygulama esnasinda gegecek surenin de hesap edilmesiye uygun olduklari
kabul edilmistir. Buna karsilik 1 dakikadan kisa surede jellesen veya
10 dakika sonra dahi jellesmeyen formdullerin ya uygulama esnasinda
zorluklara neden olacagl ya da burun boslugundan hizla temizlenecekleri

sonucuna varilmigtir (Cizelge 3.13).

4.4. On Formiilasyonlarin ve Uygun Formiillerin Secimi

F14, F17, F18, F19, F20, F21 ve F32 kodlu formdller, gorinuslerinde yabanci
partiktl icermediklerinden, 32-35°C civarindaki burun sicakligina uygun
olarak 29-33°C dolaylarinda jellestiklerinden ve izotonik olduklarindan dolayi

uygun formuller olarak segilmigtir.

4.5. F14, F17, F18, F19, F20, F21, F32 Kodlu Difteri Toksoidi icermeyen
Formiiller Uzerinde Yurutulen Caligmalara Ait Bulgular

45.1. Difteri Toksoidi igermeyen Formiillerin pH Olgiimlerinin
Degerlendirilmesi

insan burun boslugunun pH’si ortalama 6,3 degerinde olup 5,2 ile 8,1
arasinda degigkenlik gosterebilmektedir (Washington ve ark., 2000). Burun
boslugunun pH’si formulasyonun pH’sini degigtirebileceginden veya tam tersi
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gerceklesebileceginden, muimkunse formulasyonun tamponlama kapasitesi

olmalidir.

pH 7,4 PBS icinde hazirlanan formullerden F14, F18 ve F19 kodlu formullerin
pH’lar 7,4-7,5; kitosan iceren ve PBS’te hazrlanan F20 ve F21’in pH’lari 5,6-
5,5; karbopol 934 iceren F17'nin pH’si 5,1 dolaylarindadir. pH 4,5 asetat
tamponunda hazirlanan F32 kodlu formilasyonun pH’si ise 5,2 civarindadir
(Cizelge 3.15).

Burunda irritasyon olugsmasini engellemek igin formulasyonun pH’sinin 4,5-
6,5’e ayarlanmasi gerektigi belirtiimigtir (Arora ve ark., 2002). Buna karsilik
gonullulere pH’si 7,4 olan ¢dzelti iginde intranazal verilen formullerin kisilerde
irritasyona neden olmadigini gosteren literatur verileri mevcuttur (Yates ve
ark., 2002). Sonug olarak, hazirladigimiz formulasyonlarin pH’larinin literatir

verileriyle uyumlu olduklari kararina variimistir.

4.5.2. Difteri Toksoidi icermeyen Formillerin Reolojik Deneyleri ve
Viskozitelerine Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

Difteri toksoidi icermeyen F14, F17, F18, F19, F20, F21 ve F32 kodlu
formullerin  kayma hizlarinin artigiyla viskozluklarinin  azaldigi, yani
psodoplastik akig 6zelligi gosterdikleri bulunmustur (Sekil 3.8; Sekil 3.9). Bu
durum literatur bilgisiyle paralellik géstermektedir (Ricci ve ark., 2005).

Hazirladigimiz formullerin 25°C’deki reolojik oOzellikleri Cizelge 3.15 ve
Cizelge 3.17'de gorulmektedir. 25°C, 10 rpm ve 20 rpm’de 6lcllen viskozite
degerlerine bakildiginda en dusuk viskoziteye sahip formulin mukoadezif
polimer icermeyen F14 oldugu tespit edilmigtir. Mukoadezif polimerlerden
dusuk molekul agirlikli kitosani iceren F20, F21, F32 ve karbopol 934’U

iceren F17 kodlu formdallerin viskozitelerinin, diger formullere oranla daha
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yuksek olduklari tespit edilmistir. HPMC iceren F18 kodlu formul ise F14 ve
F19'dan daha yuksek, F32 ve F17°den daha dusuk viskozlukta bulunmustur.

Ayni konsantrasyonda kitosani (%0,1 a/a) farkli ¢ézucullerde iceren F20 ve
F32'nin viskozluklari arasinda anlaml bir fark bulunmamaktadir. %0,2 a/a
kitosan iceren F21’in viskozlugu ise F20 ve F32'ye gbre daha yuksektir. Bu
verilerden anlasildigi Uzere mukoadezif polimer konsantrasyonunun

artmasiyla viskozluk artmaktadir.

Mukoadezif polimerlerin, viskozitede neden olduklari artisi sayisal olarak
ifade edecek olursak F17 ve F32'nin viskoziteleri F14’Un yaklagik 1,8 kati;
F18’in ise F14’Un yaklasik 1,4 katidir.

Formdilasyonlarin jellestikten sonraki viskozitelerini incelemek igin 34°C’de
Olcimler yapilmistir. Cizelge 3.16 ve Cizelge 3.18'deki 10 rpm ve 20 rpm
sonuglarina bakildiginda en dusuk viskozitenin jellesmeden 6nce oldugu gibi
jellestikten sonra da mukoadezif polimer icermeyen F14’e ait oldugu
belirlenmistir. Duguk molekdl agirlikli kitosan i¢ceren F20, F21 ve F32'nin
viskoziteleri diger formullerden belirgin bir sekilde ylksek olup viskoziteler
F21>F20 > F32 > F18 > F17 > F19 > F14 seklinde siralanmistir. Sekil 3.9’da
da goruldugu Uzere formullerin viskoziteleri arasindaki farkliliklar dusuk
kayma hizlarinda daha fazla olusmustur. Literattrlerde de belirtildigi Uzere
formulasyonlarin reolojik 6zellikleri, formullerin polimer iceriklerinden ve
formullerde kullanilan mukoadezif polimerlerin kalinlastirici davranislarindan

etkilenmektedir (Bilensoy ve ark., 2007).

4.5.3. Difteri Toksoidi icermeyen Formiillerin Mukoadezif Giiglerinin
Degerlendiriimesi

Bolum 2.2.5.4'te anlatildigi sekilde yapilan testler sonucu formdullerin

mukoadezif gugclerinin, viskozluklariyla paralellik gosterdigi belirlenmistir
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(Cizelge 3.19). Orn., mukoadezif polimer icermeyen F14 yalnizca
Poloksamer polimerlerini igerdiginden mukoadezif gucu en dusuktar.
Mukoadezif polimerler arasindan kitosan ise, diger polimerlere kiyasla daha
dusuk konsantrasyonda kullaniimasina ragmen mukoadezif gliclu en ¢ok

yukselten polimerdir.

Mukoadezif gu¢, mukosiliyer klerensi yavaslatan bir faktdr oldugundan
mukoadezif gu¢ arttikga formullerin nazal mukozada alikonma surelerinin ve
sistemik absorpsiyonlarinin artacagi distunulmektedir. Bu iddiayi destekleyen

literattr bilgileri mevcuttur (Han ve ark., 2006).

4.6. F14, F17, F18, F19, F20, F21, F32 Kodlu Formiilasyonlarin Difteri
Toksoidi ile Hazirlanmalarina Ait Bulgular

4.6.1. Difteri Toksoidi ilavesinin Formiilasyonlarin Jellesme Sicaklig
Uzerindeki Etkisinin Degerlendiriimesi

Hesapl miktarda difteri toksoidinin formulasyonlara ilavesi formulasyonlarin
jellesme sicakliklarinda 0,5-2°C azalmaya neden olmustur (Sekil 3.10).
Jellesme sicakligindaki bu azalmanin formallerin jellesmesi ve uygulanmasi
Uzerinde olumsuz bir etkisi bulunmamakta olup, bu degisim literatlr

verileriyle desteklenmektedir (Han ve ark., 2006).

4.7. F14, F17, F18, F19, F20, F21, F32 Kodlu Difteri Toksoidi igeren
Formiillerde In vitro Testlerin Degerlendirilmesi

4.7.1. Difteri Toksoidi Miktar Tayini Bulgularinin Degerlendirilmesi

Formdullere ilave edilen pratik difteri toksoidi miktarlari mikroBCA yéntemiyle
tayin edilmigtir. F14, F17, F18, F19, F20, F21 ve F32 kodlu formullerdeki
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difteri toksoidi miktarlari %95,92 ile %101,82 degerleri arasinda degismistir
(Cizelge 3.20). Formilasyonlardaki difteri toksoidi miktarlarinin % geri
kazanim degerlerinin, %95 guven sinirlari icinde bulundugu ve standart
hatalarinin  kiglk oldugu saptanmigtir. Bu verilere dayanarak difteri
toksoidinin formulasyon icinde homojen olarak dagildig1 ve istenilen dozun

tam olarak verilebilecegi sonucuna variimistir.

4.7.2. Difteri Toksoidi igeren Formiillerin In vitro Salim Galismalarina Ait
Bulgularin Degerlendirilmesi

Difteri toksoidinin, formullerden in vitro salim profilleri membran icermeyen
yontem kullanilarak tayin edilmigtir. Sekil 3.11’de goruldugu Uzere hazirlanan
tum formulasyonlardaki difteri toksoidlerinin %50’si, 300. dakikaya kadar

ortama salinmistir.

Formduller arasindaki en hizli salim, mukoadezif polimer icermeyen F14 kodlu
formulde gerceklesmigstir. 180. dakikada difteri toksoidinin %50’sinden fazlasi,
540. dakikada ise yaklasik %98’'i ortama salinmistir. Bu sonug¢ jellesme
oncesi ve jellestikten sonra saptanan viskozluk degerleriyle paralellik

gostermektedir.

Mukoadezif polimer iceren tum formdllerde (F17, F18, F19, F20, F21 ve F32)
difteri toksoidi salimi mukoadezif polimer icermeyen F14’e gore daha yavas
olmustur (Sekil 3.11). Bu etkinin, mukoadezif polimerlerin viskoziteyi
artirmalarindan ve bu polimerlerin poloksamer misellerindeki difteri
toksoidinin difuze oldugu su kanallarini sikigtirarak difteri toksoidi saliminda
gecikmeye neden olmalarindan ileri gelecegi dusunulmektedir. Bu
bulgularimiz Ryu ve arkadaglarinin yaptigi benzer bir ¢alismada da teyid
edilmistir (Ryu ve ark., 1999).
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F17 ve F18’in in vitro salim profilleri birbirine benzerdir. Buna karsilik 780.
dakika sonunda F17'den %94 oraninda salim gergeklesirken, F18’den difteri
toksoidinin tamami ortama salinmistir. F19 ise mukoadezif polimer igeren
formullere oranla en hizli salimin gergeklestigi formaldir. Bu bulgu viskozite

sonuglariyla uyumludur.

Sirasiyla %0,1 a/a ve %0,2 a/a kitosan iceren F20 ve F21 kodlu formullerde
difteri toksoidi salimi, diger formullere kiyasla daha yavas gerceklesmistir.
420. dakikaya kadar bu farklilik beklenen duzeylerde ortaya gikarken, sonraki
saatlerde difteri toksoidi saliminin gerceklesmedigi veya ¢ok az miktarda
difteri toksoidinin agiga ¢iktigi gorulmustur. 780. dakikanin sonunda her iki
formulden de salinan difteri toksoidi miktari %72-73 civarinda kalmistir (Sekil
3.11). Bu nedenle F20 ve F21 formdullerinin ileriki c¢alismalarda
kullaniimamalarina karar verilmistir. Difteri toksoidinin formullerden dusuk
salimina, ¢6zunme ortami pH’sinin yani sira formulin hazirlanmasinda
kullanilan pH 7,4 PBS iginde kitosanin yeterince ¢6zinmemesinin neden
oldugu dusunulmektedir. Jelin hazirlanmasinda kullanilan ¢éztcu tipinin ve
¢ozlinme ortami pH’sinin etkin madde salim oranini etkiledigini gosteren

literattrler mevcuttur (Oungbho ve Muller, 1997; Duman ve S$enel, 2004).

Hem jellesme Oncesi hem de jellesme sonrasi en yuksek viskozluga sahip
F32 formulasyonunda difteri toksoidi salimi viskozluk dederleriyle paralellik
gOstermigtir. Difteri toksoidinin salimi 6zellikle 300. dakikaya kadar diger
formullere kiyasla daha yavas gergeklesmistir. F20 ve F32 kodlu formuller
ayni miktarda kitosan (dusuk molekul agirlikli) icermektedir. Buna karsilik
780. dakika sonunda F20’den aciga c¢ikan miktar %70 dolaylarindayken,
F32’de bu deger %98 civarindadir (Sekil 3.11). Bu farkliligin,
formulasyonlarin hazirlanmasinda kullanilan farkli gozuculerden ileri geldigi

dusunulmektedir.
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Sonuglardan anlasildigi uUzere mukoadezif polimer igcermeyen F14
formulinde difteri toksoidi salimi en hizli olmustur. Nazal klerens dikkate
alindiginda hem formualin mukozada daha uzun sure kalmasi hem de difteri
toksoidi saliminin daha yavas olmasi nedeniyle mukoadezif polimer

kullaniminin gerekliligi ortaya konulmustur.

4.8. Stabilite Caligmalarina Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

F17, F18, F19 ve F32 kodlu formuller gorinirde yabanci partikul
icermemeleri, pH’larinin intranazal verilis igin uygun olmasi, oda
sicakhgindaki viskozluklarinin disuk, burna uygulandiktan kisa sure iginde
jelleserek burundan akmayacak kadar viskoz olmalari, formulasyona
yuklenen difteri toksoidi miktarinin yliksek olmasi ve difteri toksoidinin in vitro
saliminin  maksimum 12 saat iginde gergceklesmesi nedenleriyle ideal
formuller olarak kabul edilmistir. F14 kodlu formul ise mukoadezif polimer
icermemesine ragmen diger formuller ile karsilastirma yapmak amaciyla

stabilite galigmasina alinmigtir.

4.8.1. Difteri Toksoidi icermeyen F14, F17, F18, F19 ve F32 Kodlu
Formiillerin Stabilite Caligmalarinin Degerlendirilmesi

Difteri toksoidi icermeyen nihai dozaj formundaki polimer co6zeltilerinin
stabiliteleri alti ay sureyle incelenmistir. Difteri toksoidi icermeyen formduller ile
stabilite ¢alismasi yapilmasinin nedeni in-sitl jel formilasyonu icinde difteri
toksoidinin aktivite kaybina ugrayip ugramama olasiligidir. Boyle bir etkilesim
ile kargilasiimasi durumunda formulasyonlarimizin raf 6mrini uzatmak
amaciyla saf difteri toksoidinin ve difteri toksoidi icermeyen nihai dozaj
formundaki polimer c¢ozeltisinin ayri ayri saklanip, kullanilacaklari anda
birlestiriimeleri 6nerilebilir. in-sitil jel sistemlerinde polimer ¢ozeltisi ve etkin

maddenin ayri iki enjektdr icinde saklandidi piyasa preparati oldugu gibi
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(Eligard®), bu yéntemi destekleyen literatiirler de mevcuttur (Packhaeuser ve
ark., 2004).

4.8.1.1. Stabilite Calismasinda Difteri Toksoidi icermeyen Formiillerin
Organoleptik Ozelliklerinin Degerlendirilmesi

Difteri toksoidi icermeyen ve 2-8°C’de alti ay boyunca saklanan formullerin
organoleptik ozelliklerinde gozle gorulur bir degisiklik meydana gelmemigtir
(Cizelge 3.21).

Difteri toksoidi icermeyen ve 25+2°C’de alti ay boyunca saklanan
formillerden; F19 kodlu formulde I. aydan itibaren, F32 kodlu formtlde ise
altinci ayda az miktarda gorundr yabanci partikul olugsmustur. F14, F17 ve
F18 kodlu formdllerin organoleptik &zelliklerinde degisiklik meydana

gelmemistir (Cizelge 3.22).

4.8.1.2. Stabilite Calismasinda Difteri Toksoidi icermeyen Formiillerin
pH Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Difteri toksoidi icermeyen F14, F17, F18 ve F19 kodlu formiller pH 7,4 PBS;
F32 kodlu formdl ise pH 4,5 asetat tamponunda hazirlandiklarindan hem 2-
8°C’de hem de 25+2°C’de saklanan formdullerin pH’larindaki degisiklikler
+0,1-0,3 civarinda gergeklesmistir. (Cizelge 3.23; Cizelge 3.24). pH degerleri
zamana bagh bir miktar artma ya da azalma gostermesine ragmen burna
uygulamada uygun limitler igerisinde kalmistir (Arora ve ark., 2002; Yates ve
ark., 2002).
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4.8.1.3. Stabilite Calismasinda Difteri Toksoidi icermeyen Formiillerin
Reolojik Davranis ve Viskozite Bulgularinin Degerlendirilmesi

2-8°C'de veya 25+2°C’de alti ay saklanan difteri toksoidi icermeyen
formdllerin belirli zaman noktalarindaki viskozite degerleri degerlendirilmigtir
(Cizelge 3.25; Cizelge 3.26).

2-8°C’de saklanan F14, F18, F19 ve F32 kodlu difteri toksoidi icermeyen
formullerin belli zaman araliklarindaki viskozitelerinde anlamli bir degisiklik
olmazken, F17 kodlu formilun viskozitesinde uglnci aydan itibaren azalma

gOralmustar.

25+2°C’de saklanan F19 ve F32 kodlu difteri toksoidi icermeyen formullerin
viskozitelerinde anlamli bir degigiklik olmazken, F14, F17 ve F18 kodlu

formdllerin viskozitelerinde zamana bagl olarak artis meydana gelmistir.

4.8.1.4. Stabilite Calismasinda Difteri Toksoidi icermeyen Formiillerin
Jellesme Sicakliklarinin Degerlendirilmesi

Difteri toksoidi icermeyen formiullerin 2-8°C’de veya 25+2°C’de alti ay
suresince saklanmalari sonucu, oda sicakliginda jellesmelerine neden olacak
ya da burun igine uygulandiklarinda jellesme surelerini degistirecek bir
degisiklik tespit edilmemistir (Cizelge 3.27; Cizelge 3.28).
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4.8.2. Difteri Toksoidi iceren F14, F17, F18, F19, F32 Kodlu Formiillerin
Stabilite Caligmalarinin Degerlendirilmesi

4.8.2.1. Stabilite Calismasinda Difteri Toksoidi iceren Formiillerin Miktar
Tayini Bulgularinin Degerlendirilmesi

2-8°C ve 25+2°C’de saklanan difteri toksoidi iceren formillerde t¢ ay sonra
kalan antijen miktarlari mikroBCA yontemi ile tayin edilmis ve Cizelge 3.29 ile

Cizelge 3.30’da gosterilmistir.

Cizelge 3.29'da goruldugu Uzere 2-8°C’de U¢ ay boyunca saklanan F14 ve
F18 kodlu formdullerin DT miktarlar sirasiyla %96-97 ve %95-96 arasinda
degismistir. F19 kodlu formuldeki DT miktar baslangicta %96 iken, tglncu
ayin sonunda %91’e; F32 kodlu formuldeki DT miktari baslangi¢ta %98 iken,
uguncu ayin sonunda %91’e dusmaustur. Karbopol 934 iceren F17 kodlu
formuldeki DT miktari ise baslangicta %98 iken Gglncl ayin sonunda
%40’lara dusmaustur. Difteri toksoidi miktarindaki bu azalmanin karbopol 934
ile difteri toksoidi arasindaki muhtemel bir etkilesimden kaynaklanabilecegi

dusundlmektedir. Sonuglarin standart hatalari dusuk bulunmustur.

Cizelge 3.30°'da goruldugu uzere 25+2°C’de u¢ ay boyunca saklanan F14
kodlu formuldeki DT miktari baslangi¢ta %98 iken, Uglncu ayin sonunda
%90’a; F18 kodlu formuldeki DT miktari baglangi¢ta %97 iken, lGgunci ayin
sonunda %91’e; F32 kodlu formuldeki DT miktari baslangigta %97 iken,
uguncu ayin sonunda %95e dusmaustur. Karbopol 934 iceren F17 kodlu
formuldeki DT miktari ise baslangicta %97 iken Uglncl ayin sonunda

%42’lere dusmustar. Sonuglarin standart hatalari disik bulunmustur.

Yuksek sicakliklar antijenin denatlrasyonuna ve parcalanmasina neden
olabilir. Donmanin altindaki sicakliklar ise antijeni denattre edebilen buz

kristal formunun olusumuna yol acabilir ve ayrica agi-adjuvan komplekslerinin
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yapisini degistirebilir. Bu nedenle asilarin etkili olabilmeleri i¢in dar bir
sicaklik araliginda saklanmalari gerekir (Zweig, 2006).

Protein yapisindaki bir etkin maddenin, poloksamerlerin kullanildidi in-sitt jel
yapisindaki formul iginde 4°C’de U¢ aydan uzun slre saklandiginda
miktarinin anlamh degisiklige ugramadigini gosteren literatlr verileri

mevcuttur (Yun ve ark., 1999).

4.8.2.2. Stabilite Calismasinda Difteri Toksoidi igeren Formiillerde
Protein Butunliigu Tayini Sonucglarinin Degerlendirilmesi

Stabilite galismasinda difteri toksoidi iceren formullerdeki protein batunlugu,
denature edici olmayan kosullar altinda SDS-PAGE yoOntemi ile tayin

edilmistir.

Baslangigta ve Ugunclu ayda elde edilen jel goruntllerinden anlasilacagi
uzere formullerde bulunan difteri toksoidinin surtklenmis ve dagilmis sekilde
bant olusturdugu; fakat bant izlerinin yogunlastigi bolgelerin, beklenen
yerlere yakin oldugu gozlenmistir (Sekil 3.14; Sekil 3.15; Sekil 3.16).
Bantlarin olusumundaki farkliigin Poloksamerler ile jelin yapisini olusturan
akrilamid arasindaki muhtemel bir etkilesimden kaynaklanabilecegi
dusundlmektedir. Bu iddiay1 dogrulamak icin denature edici olmayan kosullar
altinda hem saf DT (pH 7,4 PBS veya pH 4,5 asetat tamponunda) hem de
formuller icindeki DT icin SDS-PAGE c¢alismasi yapiimis ve sonuclar
karsilastiriimistir (Sekil 3.14; Sekil 3.15; Sekil 3.16; Sekil 3.17; Sekil 3.18).

Saf difteri toksoidi Uguncu ayda tek basina uygulandiginda 66 kDa
dolaylarinda gorulmus olup literatur bulgulariyla uyumlu oldugu belirlenmigtir
(Ozcengiz ve ark., 1998; Singh ve ark., 2006). in-sitii jel formullerinin
uygulandigi SDS-PAGE jellerinde ise formullerin yani sira hem difteri toksoidi

hem de molekul belirtecinin olusturduklari bantlarda karigmalar meydana
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gelmigtir. Literattrlerde, in-sitd jel formalasyonlari igin SDS-PAGE y6nteminin
kullanildigi herhangi bir c¢alisma bulunmamaktadir. Bu nedenle in-siti
jellesen formulasyonlarimizdaki difteri toksoidi butinlugini SDS-PAGE ile

gOstermemiz orijinal bir bulgu niteligindedir.

SDS-PAGE sonuglari, Gguncu ay sonunda formullerde kalan difteri toksoidi
miktariyla karsilastirilarak da degerlendirilmigtir. Difteri toksoidi miktar1 %90-
98 civarinda olan formullerde bantlar koyu renkli géralirken, difteri toksoidi
miktarinin I. aydan itibaren %40’lara dustugu F17 formulindn bantlari ya hig
gorulmemis ya da soluk gorulmuastir. Bu sonuglar miktar tayini bulgulariyla

uyumludur.

4.9. In vivo Caligmalara Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

4.9.1. Formiilasyonlarin Se¢imi ve Hazirlanmasina Ait Bulgularin
Degerlendirilmesi

In vivo hayvan deneylerinde F18 ve F32 kodlu formduller ile kontrol amacli
PBS icinde DT kobaylara belirli zaman noktalarinda subkutan veya intranazal
uygulanmigtir (Cizelge 2.6). F18 ve F32 kodlu formullerin se¢ilme nedenleri;
fiziksel dzellikleri, stabiliteleri, in vitro salim profilleri, mukoadezif gugleri ve

hazirlanmalarinda kullanilan mukoadezif polimerleridir.

4.9.2. ELISA’ya Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

Belirli gtinlerde kobaylardan toplanan serum oOrneklerindeki difteriye spesifik
antikor titrelerinin tayininde ELISA testinden yararlaniimistir.
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42. gunun sonunda kobaylardan alinan kan ornekleri analiz edildiginde,
intranazal yoldan U¢ kez asilanan hayvan gruplarinda sistemik bagisik
yanitin yeterince uyarilamadigi gérilmustir. Bu nedenle sadece intranazal
asllamanin sistemik bagisik yaniti uyarmada vyetersiz kaldigi sonucuna

variimigtir.

F18 ve F32 ile baslangigta subklitan, 21. gunde intranazal olmak Uzere
toplam iki kez asilanan hayvanlarda, PBS icinde DT’nin uygulandid: kontrol
grubuna (IV. grup) kiyasla yuksek IgG yanitlari olugsmustur. V nolu gruba
uygulanan F18 ile VI nolu gruba uygulanan F32 kodlu formullerin etkileri
kendi aralarinda kiyaslandiginda, F32 ile bagisiklanan hayvanlarda daha
yuksek badisik yanit elde edildigi belirlenmistir. Bu yuksek yanita kitosanin
yuksek mukoadezif glicl, in vitro salim profili ve hlcreler arasi baglantilar

acgabilme yeteneginin neden oldugu dugunulmektedir.

Formdlleri kendi aralarinda degerlendirdigimizde, kontrol grubu olarak
kullanilan pH 7,4 PBS icinde difteri toksoidinin kisa bir slire sonra serbest
kaldigi ve enzimler tarafindan pargalandigi, bu nedenle hem subkitan hem
de intranazal veriliste dlsik bagisik yanit olusturdugu sonucuna variimistir.
Kitosan ve HPMC polimerini iceren formdillerin ise subkitan uygulandiktan
sonra intranazal yoldan destek dozlari verildiginde, olugturduklari sistemik

bagisik yanitlarin arttigi gésterilmistir.

4.9.3. Hiucre Kilturinde Antikor Notralizasyon Testine Ait Bulgularin
Degerlendirilmesi

Kruskal-Wallis Coklu Karsilastirma Testi (Dunn Testi) ile formulasyonlarin 20.
ve 42. gunde olusturduklarn bagisik yanitlarin istatistiksel agidan farklilik
gOsterip gostermedikleri tayin edilmistir. Bu amagla serumlarda oOlgllen
antitoksin miktarlari birbirleri ile karsilastirilarak farkhliklar tespit edilmis ve
formulasyonlarin etkinlikleri kendi aralarinda degerlendirilmistir.
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Kobaylara sadece nazal yolla toplam u¢ kez verilen F18, F32
formulasyonlarinin veya kontrol grubunun (PBS iginde DT) olusturdugu
antitoksin titreleri arasinda anlamli bir fark bulunmamaktadir (p>0,05). Bu
bilgilerden yola ¢ikilarak tek basina intranazal veriligin difteriye kargi koruma
saglayacak sistemik bagisik yaniti olusturmada yetersiz kaldigi sonucuna

ulasiimistir.

En yuksek antitoksin titresi baslangigta subkutan, 21. gunde intranazal
verilen F32 formulasyonu ile elde edilmistir. F32 formulasyonun subkitan ve
intranazal yoldan uygulandigi VI. gruptaki antitoksin miktari, F32'nin tek
basina intranazal verildigi Ill. gruba gore hem 20. ginde hem de 42. ginde
anlamli dlgtde yuksektir (p<0,05) (Sekil 3.19).

VI. gruptaki antitoksin titresindeki bu artisin, intranazal verilen destek asidan
mi ya da bagslangigtaki subkitan agilamadan mi ileri geldigi arastirilmigtir
(Sekil 3.20; Sekil 3.21; Sekil 3.22). Sonuglar gostermistir ki, antijenin in-sitt
jel formulasyonunda parenteral doz ile birincil asilamasinin yapilmasi,
ardindan asinin destek doz olarak intranazal verilmesi hem sistemik hem de
mukozal bdlgelerde gulcli yanitlarin eldesi igin gegerli bir stratejidir.
Intranazal asilamanin destek doz (booster) etkisi ile ilgili bu bulgu
literattrlerle paralellik gostermektedir (Westerink ve ark., 2002; Csaba ve
ark., 2009).

Wilcoxon testi ile ise her bir formilasyonun kendi grubu iginde asi dncesi, 20.
gun ve 42. gunde olusturduklari bagisik yanitlarin istatistiksel agidan farkhlik

gOsterip gostermedikleri tayin edilmistir.

F18 formulasyonunun tim verilis yollarinda asi 6éncesi-20. gln, asl éncesi-
42. gun ve 20. giin-42. gun verileri arasinda bu teste gore istatistiksel agidan
bir farklihk bulunmamistir (p>0,05) (Sekil 3.23).
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F32 kodlu formilasyonun baslangi¢ta subkutan, ardindan giglendirici olarak
intranazal veriligi sonrasi kobaylarda zamana kargi olusan bagisik yanitlarda
anlamli farklilik olup olmadigi istatistiksel agidan degerlendirilmistir. Sonuclar
gostermistir ki F32 formilasyonu asilama ©6ncesinden 42. gune kadar
kobaylarin antitoksin titrelerinde anlamh bir artis meydana getirmis (p<0,05)
ve hayvanlarin difteri toksoidine kargi 42. ginin sonunda kismi koruma
kazanmasini saglamistir. F32 formilasyonunun agi éncesi-20. gin antitoksin
titreleri arasinda ise anlamh fark bulunmamigken (p>0,05), 20. giin-42. gin
arasinda anlamli fark bulunmustur (p<0,05). Bu durumun nedeni ise sistemik
antikor (1IgG) olusumunun uzun donemde gergeklesmesi ve antikorlarin 20.

glnden itibaren toksin tzerinde etkili olup yanit olusturmasidir (Sekil 3.24).

F32 kodlu formilasyonun yalnizca subkitan verilisinde de asi 6ncesi-42. gin
ve 20. gun-42. gun verileri arasinda anlaml farkliliklar bulunmasi asilama
sonucu deney hayvanlarinin difteriye kargi olusan antikor titrelerinde degisim
oldugunu gostermektedir (p<0,05) (Sekil 3.25). Bu durumda olusan antitoksin
titresi, baslangigta subkutan, ardindan guglendirici olarak intranazal verilis
sonras! olusan yanita kiyasla diusuk olmakla beraber hayvanlarin difteri

toksoidine kargi 42. gunun sonunda kismi koruma kazanmasi saglanmigtir.

Hem Kruskal-Wallis hem de Wilcoxon testi degerlendirildiginde kitosan ile
Poloksamer jelinin kombine kullaniimasinin difteri toksoidi ile sistemik bagisik
yaniti artirdigi gorulmustir. %18 a/a Poloksamer 407 ile %10 a/a Poloksamer
188 karigimi, jellesme 6zelliklerinden dolayi antijen igin depo gorevi gormekte
ve antijeni polimer agindan difize olana kadar proteazlar tarafindan
parcalanmaktan korumaktadir. Kitosanin ise adjuvan o6zelliklerinden dolayi
parenteral asilamada yuksek yanitlar verdigini destekleyen literatur bilgileri
mevcuttur (Coeshott ve ark., 2004). Kitosanin intranazal veriligteki etkisinin
ise, HPMC’ye kiyasla daha iyi olan mukoadezif Ozellikleri sayesinde
mukosilier klerensi 6nlemesi ve hlcreler arasi baglantilari acarak
absorpsiyonu artirmasindan ileri geldigi dustnutlmektedir (Kotze ve ark.,
1998; Davis, 2006; Andrews ve ark., 2009).
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5. SONUG VE ONERILER

Bu tez calismasinda bulasici bir Ust solunum yolu enfeksiyonu olan difteriye
karg! aktif bagisiklama sadlamada difteri toksoidi igceren ve intranazal verilen

formulasyonlarin geligtiriimesi amacglanmigtir.

Difteri toksoidinin mukozada kalis suresinin uzatilmasi, terapétik etkinliginin
artirimasi, kolay uygulanabilmesi ve hem mukozal hem de sistemik bagisik
yanit olusturabilmesi amaciyla burun igine damlatilarak uygulanabilen in-siti
jel formulasyonlar gelistirilmistir. Poloksamer 407 ve Poloksamer 188
polimerlerinin  kullanilarak  formulasyonlarin  burun sicakhdina bagl
jellesmeleri saglanmig, mukoadezif polimerlerden karbopol 934, HPMC, HPC
veya kitosan ilavesi ile formillerin mukozada uzun slre alikonmalari

hedeflenmigtir.

On formilasyon galismalari sonucu segilen formiillerden F14, F17, F18, F19
ve F32 kodlu formdllerin difteri toksoidinin intranazal verilisi igin uygun
olduklari, yapilan testlerle desteklenmis ve bu formuller Gzerinde stabilite

caligmalari yuratalmastar.

In vivo ¢alismalarda, reolojik 6zellikleri, difteri toksoidi salimlari ve stabiliteleri
diger formullere kiyasla daha ustlin bulunan F18 ve F32 kodlu formullerin

olusturacaklari bagigik yanitin tespit edilmesine karar verilmistir.

Kobaylardan toplanan serumlardaki antitoksin titreleri, Vero hucrelerinin
kullanildig1 antikor notralizasyon testi ile tayin edilmistir. Analiz sonuglarina
gore F18 ve F32 kodlu formullerin tek baslarina intranazal uygulanmalarinin
sistemik bagisik yaniti olusturmada yetersiz kaldiklari gosterilmigstir. Diger bir

taraftan baslangigta subkuitan, 21. glnde intranazal verilen in-siti jel
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formulasyonlarinin antitoksin titrelerinin destek dozuyla anlamli dlgtude arttigi

belirlenmistir.

Poloksamer jelini ve kitosan (dustuk molekul agirlikli) mukoadezif polimerini
iceren in-sitd jel formulasyonlarinin subkitan uygulamadan sonra intranazal
verildiklerinde, olusturduklari antitoksin titrelerine bakildiginda Dinya Saglik
Orguti’nin belirledigi araliklara gére kismen koruma saglayacaklari ve belirli
donemlerde destek asilamalarin yapilmasi gerektigi goértulmuastir (Cizelge
1.4). Bu nedenle bu formilin olusturacagi bagisik yaniti artirma Uzerine
caligmalarin  surdurilmesine ve hazirlanan in-siti jellerin  kobaylarda
olusturduklari mukozal bagigik yanitlarin (salgisal Ig A antikor olusumu)

ELISA ile tespitine karar verilmistir.
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OZET

Difteri Toksoidi igeren In-sitii Jel Yapisindaki Adjuvan
Formiilasyonlarinin Gelistirilmesi, In vitro ve In vivo Degerlendirilmesi

Bu tez calismasinda model etkin madde olarak difteri toksoidini iceren in-sitl
jel formulasyonlarinin hazirlanmasi ve intranazal uygulanmalarina yonelik
calismalar yapilmistir. Mukozal agilama ile ama¢ hem sistemik hem de
mukozal bagisik yanitlar uyarabilmektir.

In-situ jel formulasyonlari, sicakliga bagli olarak jellesen Poloksamer 407 ile
Poloksamer 188 polimer karisimlarinin ve mukoadezif polimerlerden
karbopol 934, hidroksipropil metil seltloz, hidroksipropil seliloz veya
kitosanin farkh oranlarda kullaniimalariyla hazirlanmistir.

On formiilasyon calismalarinin ardindan burun sicakligina uygun sicaklikta
ve surede jellesen F14, F17, F18, F19, F20, F21 ve F32 formulleri Uzerinde
daha kapsamlh ¢alismalar yurutiimastir. Bu amacla formullerin organoleptik
Ozellikleri belirlenmis, pH’lari ve mukoadezif gugcleri olgiimus ve reolojik
davraniglari incelenmistir.

Formilasyonlarin  optimizasyonunun saglanmasinin ardindan hesapli
miktarda difteri toksoidi formllere ilave edilerek difteri toksoidi miktar tayini
ve in vitro salim ¢alismalari yapilmistir. Bu formullerden F20 ve F21’in difteri
toksoidi salim hizlar istenildigi gibi olmadigindan stabilite calismalarina
yalnizca F14, F17, F18, F19 ve F32 kodlu formuller Uzerinden devam
edilmistir.

In vitro test ve stabilite sonuclari dikkate alindiginda F18 ve F32 kodlu
formullerin diger formullere kiyasla daha Ustin olduklari bulunmustur. Bu
nedenle bu formdllerin intranazal ve subkdtan uygulama sonrasi
olusturacaklar bagisik yanit kobaylarda incelenmigtir. ELISA testi ile okunan
absorbans degerleri ve Vero hucrelerinin kullanildigi antikor nétralizasyon
testine gore F18 ve F32 kodlu formdllerin intranazal asilamayla yeterli
sistemik bagisik yaniti uyaramadiklari, buna karsilik subkitan uygulamadan
sonra destek doz olarak intranazal verilen F32’nin antikor nétralizasyon
titrelerini anlaml 6lgude yukselttigi goralmustar.

Anahtar Sozcukler: In-siti jel formulasyonlari, Poloksamer, Difteri toksoidi,
Intranazal, Bagisiklik
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SUMMARY

The Development and In vitro, In vivo Evaluation of the Adjuvant
Formulations in the In-situ Gel Structure Containing Diphtheria Toxoid

Studies on preparation of in situ gel formulations containing diphtheria toxoid
as the model active substance and their intranasal administration have been
conducted in this thesis study. The objective of mucosal vaccination is to
stimulate both systemic and mucosal immune responses.

In situ gel formulations were prepared by using, in different ratios, mixtures of
Poloxamer 407 and Poloxamer 188 polymers, which gelate in a temperature-
dependent manner, and mucoadhesive polymers carbopol 934,
hydroxypropyl methyl cellulose, hydroxypropyl cellulose or chitosan.

Following pre-formulation studies, F14, F17, F18, F19, F20, F21 and F32
formulations, which gelate at intervals and temperatures in accordance with
nasal temperatures, were subjected to more comprehensive studies. For this
purpose, organoleptic characteristics of the formulations were identified, their
pH and mucoadhesive potencies were measured and rheological behaviors
were characterized.

Calculated amounts of diphtheria toxoid were added to formulations after
optimization of formulations was achieved, and assay and in vitro release
studies were carried out. Because diphtheria toxoid release from formulations
F20 and F21 were not consistent with the intended rates, only formulations
coded F14, F17, F18, F19 and F32 were included in stability studies.

Formulations coded F18 and F32 were considered to be superior to other
formulations given the in vitro test and stability results. Therefore, these
formulations were tested in guinea pigs to determine immune responses they
would produce following intranasal and subcutaneous administration.
Absorbance values of ELISA tests and antibody neutralization test showed
that formulations coded F18 and F32 were unable to stimulate adequate
systemic immune response with intranasal vaccination, whereas F32 resulted
in significantly increased neutralizing antibody titers with intranasal
administration as a booster dose following subcutaneous administration.

Key Words: In situ gel formulations, Poloxamer, Diphtheria toxoid,
Intranasal, Immunity
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	Şekil 3.21. Deney hayvanlarının başlangıçta subkütan + 21. günde intranazal yoldan aşılanmaları sonrası 42. günde oluşan antikor nötralizasyon titreleri (n=5, Ortalama ± SH)
	F18 ve F32 kodlu formüllerin hem subkütan hem de intranazal uygulanmaları sonucu 42. günde oluşturdukları antitoksin titreleri sadece subkütan verildiklerinde oluşturdukları yanıtlarla karşılaştırılmıştır (Şekil 3.22). Bu test ile F32 kodlu formülün k...
	Şekil 3.22. Deney hayvanlarının başlangıçta subkütan + 21. günde intranazal ya da sadece başlangıçta subkütan yoldan aşılanmaları sonrası 42. günde oluşan antikor nötralizasyon titreleri (n=5, Ortalama ± SH)
	Wilcoxon testi ile ise her bir formülasyonun kendi grubu içinde aşı öncesi, 20. gün ve 42. günde oluşturdukları bağışık yanıtların istatistiksel açıdan farklılık gösterip göstermedikleri tayin edilmiştir.
	18 kodlu formülün kobaylara başlangıçta subkütan, 21. günde intranazal yoldan verilmesi sonucu ortaya çıkan antitoksin titreleri Şekil 3.23’de gösterilmiş olup zamana karşı oluşan cevaplar arasında anlamlı fark bulunmamaktadır (p>0,05).
	Şekil 3.23. Deney hayvanlarının F18 ile başlangıçta subkütan + 21. günde intranazal yoldan aşılanmaları sonrası zamana karşı oluşan antikor nötralizasyon titreleri (n=5, Ortalama ± SH)
	F32 kodlu formülün kobaylara başlangıçta subkütan, 21. günde intranazal yoldan verilmesi sonucu ortaya çıkan antitoksin titreleri Şekil 3.24’te gösterilmiştir. Bu grafik istatistiksel açıdan değerlendirildiğinde aşılama öncesi ile 20. gün arasında anl...
	Şekil 3.24. Deney hayvanlarının F32 ile başlangıçta subkütan + 21. günde intranazal yoldan aşılanmaları sonrası zamana karşı oluşan antikor nötralizasyon titreleri (n=5, Ortalama ± SH)
	F32 kodlu formülün kobaylara yalnızca subkütan verilmesi sonucu ortaya çıkan antitoksin titreleri Şekil 3.25’te gösterilmiştir. Bu grafiğe göre başlangıca kıyasla 20. günde anlamlı farklılık göstermeyen antitoksin miktarlarında (p>0,05), aşılama önces...
	Şekil 3.25. Deney hayvanlarının F32 ile sadece başlangıçta subkütan yoldan aşılanmaları sonrası zamana karşı oluşan antikor nötralizasyon titreleri (n=5, Ortalama ± SH)
	In vivo çalışmalarda kullanılan gruplar arasındaki test sonuçlarının ikili gruplar halinde karşılaştırılması Çizelge 3.31’de özetlenmiştir.
	Çizelge 3.31. In vivo sonuçların Kruskal-Wallis çoklu karşılaştırma testine (Dunn Testi) göre istatistiksel açıdan değerlendirilmesi
	“*” simgesi iki grup arasında anlamlı farklılık (p<0,05) olduğunu göstermektedir.
	Çizelge 3.31. Devam In vivo sonuçların Kruskal-Wallis çoklu karşılaştırma testine (Dunn Testi) göre istatistiksel açıdan değerlendirilmesi
	“*” simgesi iki grup arasında anlamlı farklılık (p<0,05) olduğunu göstermektedir.
	4. TARTIŞMA
	4.1. Difteri Toksoidinin Özelliklerinin Belirlenmesi
	Çalışmamızda model etkin madde olarak difteri toksininin formaldehit ile muamelesi sonucu elde edilen, toksik olmayan; fakat immünojenik özellik gösteren difteri toksoidi kullanılmıştır. Difteri toksoidi, bulaşıcı bakteriyel bir üst solunum yolu enfek...
	Difteri toksoidinin antijenisitesi Ramon flokülasyon testine göre 675 Lf/ml olarak ölçülmüştür. Difteri toksoidinin protein miktarı ise Lf değerinden yola çıkılarak hesaplanmış olup 2000 µg/ml’dir. Bu ölçüm ve hesaplamalar literatür yöntemleriyle uyum...
	Difteri toksoidinin çeşitli özelliklerinin belirlenebilmesi, formüllerden difteri toksoidi salımının incelenebilmesi ve miktar tayininin yapılabilmesi için fosfat tampon tuzu (PBS; pH 7,4) kullanılmıştır. Diğer polimerlerden farklı olarak mukoadezif p...
	Miktar tayini ölçümlerinin yapılacağı dalga boyunun belirlenmesinden sonra difteri toksoidinin pH 7,4 PBS ve pH 4,5 asetat tamponunda belirli konsantrasyonlarına karşı okunan absorbans değerleri grafiğe geçirilmiştir. Elde edilen kalibrasyon doğruları...
	Analitik yöntemin validasyon çalışmasında; doğruluk, kesinlik, gözlenebilme sınırı, alt tayin sınırı, özgünlük, doğrusallık ve aralık parametreleri incelenmiştir.
	Yöntemin validasyonuna ilişkin olarak her iki ortam için incelenen parametrelerden doğruluk tayini için Çizelge 3.2 ve Çizelge 3.3’te gösterilen veriler, % bağıl standart sapma değerlerinin %2’den küçük olma şartına göre yorumlanmış ve yöntemin doğru ...
	Yöntemin difteri toksoidine özgü olduğunun belirlenebilmesi için formülasyonda yer alan her bir yardımcı maddenin formülasyonlarda kullanıldıkları oranlardaki çözeltileri ve difteri toksoidini içermeyen boş in-sitü jel formülasyonları hazırlanmıştır. ...
	Difteri toksoidinin pH 7,4 PBS ve pH 4,5 asetat tamponu çözeltisinde LOD değerleri sırasıyla 0,331 µg/ml ve 0,330 µg/ml bulunmuştur. LOQ değerleri ise sırasıyla 1,004 µg/ml ve 0,999 µg/ml’dir (Çizelge 3.8; Çizelge 3.9).
	Doğrusallık deneyi sonucunda iki ortama ait veriler Çizelge 3.10’da,  lineer regresyon grafikleri ise Şekil 3.3 ve Şekil 3.4’te verilmektedir. Her bir ortam için elde edilen doğruların regresyon doğrusundan sapmalarına ait standart hata, artık kareler...
	Difteri toksoidi stabilitesinin incelenmesi amacıyla üç ay süreyle 2-8 C’de buzdolabında bekletilmiştir. Stabilite çalışmalarında difteri toksoidinin pH 7,4 PBS tamponu içinde belirli zaman aralıklarında tayin edilen protein miktarlarında anlamlı bir ...
	4.2. Ön Formülasyon Hazırlama Çalışmalarının Değerlendirilmesi
	Difteri toksoidinin terapötik etkinliğinin artırılması, uygun ve tam dozlamanın yapılabilmesi ve kolay uygulanabilmesi amacıyla burun içine damla şeklinde uygulanabilen ve burun sıcaklığına bağlı olarak jelleşen bir dozaj formunun geliştirilmesi hedef...
	4.3. In-sitü Jelleşen Ön Formülasyonların Karakterizasyonlarının Değerlendirilmesi
	4.3.1. Ön Formülasyonların Jelleşme Sıcaklıklarının Değerlendirilmesi
	İn-sitü jeller için ideal jelleşme sıcaklığı aralığının 25 C ile 37 C arasında olduğu kabul edilmektedir. Jelleşmenin 25 C’nin altında gerçekleşmesi oda sıcaklığında jel oluşumuna, 37 C’nin üstünde gerçekleşmesi sıvı dozaj formunun vücut sıcaklığında ...
	Tek başına Poloksamer 407 polimerini içeren formüllerde istenilen jelleşme sıcaklıklarına ulaşılamamıştır. Mukoadezif polimerlerin kullanılmadığı Poloksamer 407 ve Poloksamer 188 karışımlarının jelleşme sıcaklıkları ise polimerlerin oranına ve çözücüy...
	Mukoadezif polimerlerin jelleşme sıcaklığını düşürücü etkilerinin, bu polimerlerin çözünmelerinden sonra viskozitedeki artıştan ileri geldiği belirtilmektedir (Park ve ark., 2001).
	Kobaylara sadece nazal yolla toplam üç kez verilen F18, F32 formülasyonlarının veya kontrol grubunun (PBS içinde DT) oluşturduğu antitoksin titreleri arasında anlamlı bir fark bulunmamaktadır (p>0,05). Bu bilgilerden yola çıkılarak tek başına intranaz...
	En yüksek antitoksin titresi başlangıçta subkütan, 21. günde intranazal verilen F32 formülasyonu ile elde edilmiştir. F32 formülasyonun subkütan ve intranazal yoldan uygulandığı VI. gruptaki antitoksin miktarı, F32’nin tek başına intranazal verildiği ...
	VI. gruptaki antitoksin titresindeki bu artışın, intranazal verilen destek aşıdan mı ya da başlangıçtaki subkütan aşılamadan mı ileri geldiği araştırılmıştır (Şekil 3.20; Şekil 3.21; Şekil 3.22). Sonuçlar göstermiştir ki, antijenin in-sitü jel formüla...
	Wilcoxon testi ile ise her bir formülasyonun kendi grubu içinde aşı öncesi, 20. gün ve 42. günde oluşturdukları bağışık yanıtların istatistiksel açıdan farklılık gösterip göstermedikleri tayin edilmiştir.
	F18 formülasyonunun tüm veriliş yollarında aşı öncesi-20. gün, aşı öncesi-42. gün ve 20. gün-42. gün verileri arasında bu teste göre istatistiksel açıdan bir farklılık bulunmamıştır (p>0,05) (Şekil 3.23).
	F32 kodlu formülasyonun başlangıçta subkütan, ardından güçlendirici olarak intranazal verilişi sonrası kobaylarda zamana karşı oluşan bağışık yanıtlarda anlamlı farklılık olup olmadığı istatistiksel açıdan değerlendirilmiştir. Sonuçlar göstermiştir ki...
	F32 kodlu formülasyonun yalnızca subkütan verilişinde de aşı öncesi-42. gün ve 20. gün-42. gün verileri arasında anlamlı farklılıklar bulunması aşılama sonucu deney hayvanlarının difteriye karşı oluşan antikor titrelerinde değişim olduğunu göstermekte...
	Hem Kruskal-Wallis hem de Wilcoxon testi değerlendirildiğinde kitosan ile Poloksamer jelinin kombine kullanılmasının difteri toksoidi ile sistemik bağışık yanıtı artırdığı görülmüştür. %18 a/a Poloksamer 407 ile %10 a/a Poloksamer 188 karışımı, jelleş...
	5. SONUÇ VE ÖNERİLER
	Bu tez çalışmasında bulaşıcı bir üst solunum yolu enfeksiyonu olan difteriye karşı aktif bağışıklama sağlamada difteri toksoidi içeren ve intranazal verilen formülasyonların geliştirilmesi amaçlanmıştır.
	Difteri toksoidinin mukozada kalış süresinin uzatılması, terapötik etkinliğinin artırılması, kolay uygulanabilmesi ve hem mukozal hem de sistemik bağışık yanıt oluşturabilmesi amacıyla burun içine damlatılarak uygulanabilen in-sitü jel formülasyonları...
	Ön formülasyon çalışmaları sonucu seçilen formüllerden F14, F17, F18, F19 ve F32 kodlu formüllerin difteri toksoidinin intranazal verilişi için uygun oldukları, yapılan testlerle desteklenmiş ve bu formüller üzerinde stabilite çalışmaları yürütülmüştür.
	In vivo çalışmalarda, reolojik özellikleri, difteri toksoidi salımları ve stabiliteleri diğer formüllere kıyasla daha üstün bulunan F18 ve F32 kodlu formüllerin oluşturacakları bağışık yanıtın tespit edilmesine karar verilmiştir.
	Kobaylardan toplanan serumlardaki antitoksin titreleri, Vero hücrelerinin kullanıldığı antikor nötralizasyon testi ile tayin edilmiştir. Analiz sonuçlarına göre F18 ve F32 kodlu formüllerin tek başlarına intranazal uygulanmalarının sistemik bağışık ya...
	Poloksamer jelini ve kitosan (düşük molekül ağırlıklı) mukoadezif polimerini içeren in-sitü jel formülasyonlarının subkütan uygulamadan sonra intranazal verildiklerinde, oluşturdukları antitoksin titrelerine bakıldığında Dünya Sağlık Örgütü’nün belirl...
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