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OZET

Pulmoner ilag uygulamasi, farmasoétik formiilasyon, hasta ve aerosol cihazi arasinda basarili
bir etkilesim gerektirir. Son on yilda nebiilizorler, basingli dozlama inhalatorler ve kuru tozlu
inhalerler gibi klinik uygulamalarda kullanilan olagan cihazlara kiyasla daha kiigiik havadaki
partikuller Ureten aerosol yontemleri gelistirmek igin g¢esitli yenilikler yapilmistir.
Glintimiizde oldukca gelistirilen ve tibbi iirlinden ziyade kisisel amagclarla tiiketici iirlinleri
olarak kullanilan elektronik atomizerler (Elektronik madde iletim sistemleri: EMIS) ilag
verilis amaci ile kullanilabilir. Pirfenidon, anti-fibrotik ve antiinflamatuvar etkilere sahip
oral olarak kullanilan bir ajandir. Bleomisin kaynakli pulmoner fibrozis modellerinde,
antifibrotik etkinligi gosterilmistir. Pirfenidonun biyoyararlaniminin diisiik ve hepatik
metabolizasyonun hizli olmasi nedeniyle oral dozu yiiksektir. Ilacin direk olarak akcigere
verilmesi ile kullanilan ila¢ dozu azaltilarak olas1 yan etkiler hafifletilebilir. Bu ¢alismada
pirfenidonun yeni bir yontemle aerosol haline getirilerek ratlara farkli dozlarda olmak tizere
inhalasyon yolu ile uygulabilirligi ve oral olarak kullanima kiyasla etkinligi
degerlendirilmistir. In vivo deneyler dncesi n-Vitro deneyler ile pirfenidon etkin maddesinin
elektronik cihaz diizeneginde siiriiklenebilirligi ve tek pufta taginabilinen ilag miktarlart
belirlenmistir. Yanma {irtinii kontrolii ve termostabilite degerlendirmesi yapilmistir. Partikiil
boyutu oOlgiimii gergeklestirilmistir. Elde edilen verilere gbére hayvan deneylerinde
kullanilacak ilag¢ konsantrasyonlar1 hazirlanmistir. Deney protokolimizde; tedavi ve kontrol
gruplarinda bleomisin ile pulmoner fibrozis olusturulmus ve bir hafta sonra baslamak {izere
7 gun boyunca tedavi gruplarmna inhaler ya da oral pirfenidon tedavisi ve ¢6ziicu kontrol
grubuna tek basina ¢oziicii inhalasyonu uygulanmistir. Kontrol grubuna ise bu 7 gun
stiresince miidahale edilmemistir. Tedavi sonunda ELISA ve patolojik incelemeler igin
akciger dokular1 toplanmistir. Calismalarimiz sonucunda EMIS aracili iletimin fibrozis
Uzerinde ayni etkiye sahip oldugu ve 6ngoriildiigii gibi gereken dozun yaklasik olarak 20 kat
az oldugu gosterilmistir. Bu nedenle pirfenidonun EMIS aracili inhalasyon yolu ile
uygulanmasinin fibrozis tedavisinde etkin olacagi ve oral yol ile uygulamada karsilagilan
yan etkilerin daha diislik siddette goriilecegi veya hi¢ goriilmeyecegi ileri siiriilebilir.

Bilim Kodu 10103.03
Anahtar Kelimeler:  pulmoner, fibrozis, pirfenidon, inhaler
Sayfa Adedi 95
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EFFICACY ASSESSMENT OF INHALED PIRFENIDON AEROSOLIZED WITH A
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Serkan UNLU
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ABSTRACT

Pulmonary drug administration requires a successful interaction between the pharmaceutical
formulation, the patient and the aerosol device. In the last decade, various innovations have
been made to develop aerosol technologies that produce smaller airborne particles than
conventional devices used in clinical applications such as nebulizers, pressure dosing
inhalers, and dry powder inhalers. Electronic substance delivery systems (ESDS), which are
mainly used as consumer products for personal purposes can be used for the purpose of drug
administration. Pirfenidone is an orally used agent with anti-fibrotic and anti-inflammatory
effects. Antifibrotic efficacy has been demonstrated in bleomycin-induced pulmonary
fibrosis models. Due to high hepatic elimination of pirfenidone, oral dose is high. Direct
administration of the drug to the lung may reduce the dose of the drug used and alleviate
possible side effects. In this study, the applicability of pirfenidone into aerosol by a new
method in different doses and its efficacy compared to oral use were evaluated. Preparations
and experiments were carried out for the detailed evaluation of the systems to be used in the
experiments.. In the In Vitro experiments, the draggability of the active substance
pirfenidone in the electronic device and the amount of drug that can be transported to a single
puff were determined. According to the data obtained, drug concentrations to be used in
animal experiments were prepared. In our experiment protocol; pulmonary fibrosis was
induced in the treatment and control groups with bleomycin and inhaler or oral pirfenidone
treatment was administered to the treatment groups for 7 days and solvent inhalation alone
was applied to the solvent control group for 7 days. The control group was not intervened
during these 7 days. At the end of the treatment, rats were euthanized and lung tissues were
collected for ELISA and pathological examinations. Result of the experiments showed that
ESDS-mediated delivery has the same effect on fibrosis with oral administration with an
approximately 20 fold less required dose. Therefore, it is considered that the administration
of pirfenidone by ESDS-mediated inhalation will be effective in the treatment of fibrosis and
that the side effects encountered in oral administration would probably be seen with less
severity or not at all.

Science Code : 10103.03
Key Words pulmonary, fibrosis, pirfenidon, inhaler.
Page Number : 95
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu c¢alismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, aciklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler Aciklamalar

Q Ohm

°C Celcius

h Hacim

S Saniye

Kisaltmalar Aciklamalar

AN Numune pikinin alani

As Standart pikinin alan1

ATS Amerikan Toraks Cemiyeti
EMIS Elektronik madde iletim sistemleri
ERS Avrupa Solunum Cemiyeti

GFR Glomertiler filtrasyon hizi

GSS Goreceli standart sapma

Hv Yuksek vakumlu

IL Interlokin

IPF Idiopatik pulmoner fibrozis

LPO Lipid peroksidasyonu

MMP-2 Matriks metalloproteinaz

P Pirfenidon standardinin potensi
PDGF Platelet kaynakl1 biiylime faktorii
SOD Sulperoksit dismutaz

TGF-p Timor blyime faktori-p

TIMP Doku metaloproteinaz inhibit6r
TNF-a Tumor nekrozis faktor-o

TONA Tituine 6zgl nitrozamin

\ Volt

Wh Numune tartimi (mg)

Ws Standart tartimi (mg)



1. GIRIS

Ilaglar gesitli yollarla (oral, parenteral, inhalasyon vb.) insan viicuduna verilebilir. Pulmoner
yolun, pulmoner hastaliklar1 tedavi etmek icin kullanilan ¢esitli ilaglarin lokal ve sistemik
olarak verilmesinde etkili oldugu kanitlanmistir. Pulmoner ilag uygulamasi, farmasotik
formiilasyon, hasta ve aerosol cihazi arasinda basarili bir etkilesim gerektirir. Son on yilda
nebiilizorler, basingli dozlama inhalatorler ve kuru tozlu inhalerler gibi klinik uygulamalarda
kullanilan olagan cihazlara kiyasla daha kiiglik partikiiller iireten aerosol teknolojileri
gelistirmek icin c¢esitli yenilikler yapilmistir. Bu teknolojik atilimlar, astim, kistik fibroz,
kronik obstriikktif akciger hastaligt gibi akciger hastaliklarinda ilaglarin  derin
penetrasyonunun saglanmasinda etkili olmustur. Ancak, diisiik maliyetli, hasta i¢in rahat ve
kullanim1 kolay ve aerodinamik ¢ap1 yaklagik 1 pm arasinda olan kiigiik boyutlu aerosol
partikiillerini tiiretebilen alternatif bir araca ihtiyag duyulmaktadir [1-6]. Gunumuzde
elektronik atomizerler oldukca gelistirilmistir. Bu cihazlar genel tibbi iiriinler olarak degil,
genel tlketici Grlnleri olarak diizenlenmistir. Heniiz ilag verilis amaci ile kullanilmasa da bu
konuda ©nemli mesafe almistir. Temel olarak bu cihazlar, pille c¢alisan kisisel
buharlastiricilardir. Bu cihazlarda kullanilan dolum sivisini (gliserol ve/veya propilen
glikol), etken maddeyi ve diger katki maddelerini (su, etanol, tatlandiricilar, vb.) igerir.
Gunumuzde yeni nesil gucli cihazlarin, ¢ok yiksek aerosol etken madde seviyeleri
saglayabildikleri gosterilmistir. Kii¢iik boyutlu aerosol partikiilleri iiretebilmesi, etkinligi,

kullanici dostu ve miisteri odakli olmasi klinik amaglar i¢in umut verici yonleridir [7-10].

Pirfenidon, anti-fibrotik ve antiinflamatuvar etkilere sahip oral olarak kullanilan bir piridon
tirevidir. Pirfenidon, bleomisin kaynakli pulmoner fibrozisin hamster modelinde,
antifibrotik etkinligi gosterildikten sonra, idiyopatik pulmoner fibroz, multipl skleroz,
primer sklerozan kolanjit, kronik hepatit C gibi birgok bozuklugun tedavisinde klinik olarak
degerlendirilmistir [11, 12]. Elde edilen en genis klinik veriler pirfenidonun pulmoner
fonksiyonu stabilize etmeye yardimei olabilecegi ile iligkilidir. Pirfenidon etki mekanizmasi
tam olarak anlasilamamasina ragmen, hem anti-inflamatuvar hem de anti-fibrotik etkiler
sergiler. Ilacin antifibrotik etkisi iizerinde oldukga fazla ¢alisma yapilmistir. Pirfenidonun
antifibrotik mekanizmasinin 6nemli bir yonii, hem timor biyume faktoru-p (TGF-B)
uretimini hem de aktivitesini inhibe etmesiyle iliskilidir [13-18]. Pirfenidon tedavisinin,
TGF-B geni transkripsiyonunda % 33 oraninda azalma sagladigi anlasilmistir [18].

Prokollajen I ve 111 genlerinin asir1 ekspresyonunu inhibe ettigi de gosterilmistir. Ek olarak
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pirfenidon, hiicre dis1 matriks sentezinde ve yeniden modellemede 6nemli bir rol oynadigi
diistiniilen bir kollajen 6zgiil molekuler koruyucu olan 1s1 sok proteininin pulmoner
fibroblast ekspresyonunu inhibe eder. Pirfenidonun etki mekanizmasi tumér nekrozis faktor-
a (TNF-o) ve interlokin-1 (IL-1) salinnminda azalma ile yakindan iliskilidir [19-22].

Antioksidan ozellikleri halen aragtirilmaktadir.

Pirfenidon baslica hepatik mikrozomlar ile metabolize edilir. CYP1A2 metabolizmanin
yaklasik yarisindan sorumludur. Pirfendion, 5-karboksipirfendion metaboliti olarak atilir.
Cok az kismi degismeden idrarla atilir. Dahasi, pirfenidonun farmakokinetigi ve
metabolizmasi, glomeriiler filtrasyon hizindaki (GFR) azalmig veya son donem bdbrek
yetmezligi olan hastalarda tam olarak degerlendirilmemistir. Bu nedenle diisiik GFR'ye
sahip hastalarda uzun sureli etkinligi ve gtvenligi bilinmemektedir. Pirfenidon, oral yoldan
verildikten sonra 1-2 saat i¢inde hizla absorbe edilir ve 2.1 £ 0.4 saatlik yarilanma 6mrii ile
plazmadan temizlenir. Kararli doz durumu, giinde ii¢ kez 400 mg ile {igiincii giin elde

edilebilir. Cinsiyetin farmakokinetik tzerine higbir etkisi yoktur [11, 23-25].

Bu ¢aligsma, pirfenidonun ¢cok daha diisiik dozlarda ve lokal olarak uygulanmasini saglayacak
yeni nesil yiiksek giiclii elektronik madde aktarim sistemlerinin (EMIS) inhaler terapi igin
aerosol olusturma cihazi olarak kullanilmasini ve terapotik potansiyelini degerlendirmeyi
onermektedir. Bu smif cihazlarin temel avantaj ve dezavantajlarini vurgulamak i¢in, bu
caligma sistemik kullanimi bulunan, biyoyararlaniminin diisiik, hepatik metabolizasyonu
hizl1 ve hedef organi akciger olan pirfenidonun lokal uygulanabilirligine odaklanmaktadir.
Bu c¢ergevede, yeni nesil yiiksek giiclii elektronik cihazlarin inhale terapi i¢in aerosol

olusturma cihazi olarak potansiyelini degerlendirmeyi 6nermektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Elektronik Madde Aktarma Sistemleri

2.1.1. Tamim

Elektronik madde iletim sistemleri kisaca kisisel buharlastiricilar olarak adlandirilabilir. Bu
cihazlar, icerisinde etken maddeler bulunan bir ¢6zeltiyi 1s1 enerjisi ile buhara doniistiiren
cihazlardir [26]. COzeltinin 1sitilmasi i¢in batarya ve enerjinin aktarilmasi igin uygun
donanim kullanilir. Etken madde, gliserin, propilen glikol ve su gibi ¢ozUciler igerisinde
bulunur [27]. Olusturulan ¢o6zelti, degistirilebilir kartuslarda paketlenebilir ve yeniden
doldurabilir, bazi cihazlar i¢in tek kullanimlik da olabilir [28]. Genellikle kiigiik bir sarj
edilebilir lityum-iyon batarya ile ¢aligtirilir. Cogu modelde bir diigmeye basilarak ve ug
tarafindan teneffiis edilerek calistirilir. Mikroislemci ile cihazin etkinlesmesi, ¢alisma siiresi,
tiiketilen enerji miktar1 ve ¢alisma siiresi hesaplanip, kaydedilebilir. Cihazlar giinimiizde
genellikle paslanmaz malzemeden ve camdan olusmaktadir. Sekilleri de oldukga farklilik
gostermektedir [29]. Bu metinde elektronik madde iletim sistemleri EMIS olarak
kisaltilmigtir. EMIS’lerin titiin Griinlerinden daha az katran ve kanserojen iirettigi ve sigara
birakma konusunda topluma yararli olabilecegi belirtilmistir [30-42]. Ilerleyen yillarda
prospektif calismalarin ve gézlemsel gergek hayat verilerinin artmasiyla bu cihazlarin halk
saglig1 lizerine olan etkisi daha agik bir sekilde ortaya konacaktir. Ayrica, bu cihazlarin artan
kullanim oraniyla nikotin bagimlili§i olmayan kisilerde, nikotin bagimliligi gelistirme
riskini dogurabilecegi diisiiniilmektedir [43-47]. Piyasaya siiriilebilen ilk EMIS cihazi 2004
yilinda gelistirilmistir ancak yanma prensibine dayanan tiitiin {irinlerini ortadan kaldirmak i¢in
gerceklestirilen bu ugrasi son 50 yili kapsayan bir sirectir. Glintimiizde EMIS endustrisi, 2500

farkli marka ve cihaz tiirii mevcut olan biiyiik bir endiistri alan1 olarak dikkat ¢cekmektedir.

2.1.2. Calisma prensibi

EMIS, genellikle kaleme veya tanka benzer sekillerde iiretilse de, bircok degisik cesidi
bulunmaktadir. EMIS bilesenleri arasinda bir agizlik, bir kartus/tank (sivi depolama alani),
bir 1sitma elemani/atomizer, bir mikroislemci, bir batarya ve bazilarinin ucunda bir gosterge
15181 bulunmaktadir. Elektronik devre ve mikroislemci i¢cermeyen mekanik tirleri de

mevcuttur ve bu cihazlarda devre mekanik anahtar ile kontrol edilir [9, 10, 27, 28, 48-51].
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EMIS’ler tek kullanimlik olabilir ancak genellikle yeniden kullanilabilir cihazlar olarak
iretilir. Yeniden kullanilabilen EMIS’lerin tank1 kullanici tarafindan doldurulabilir, kartus
ile calisan cihazlarda kartus degisimi yapilabilir ve cihaz temizliginin yapilmasi 6nem tagir.
Bazi EMIS’ler, yanan tiitiine benzer goriiniim yaratmak amaciyla u¢ kisminda 1s13a sahiptir.
Bu 151k aym1 zamanda pil durumunu da gosterebilir. ilk iiretilen EMIS’ler, genellikle tutiin
tiriinlerinin goriiniimlerine benzer yapiya sahiptir [9, 28, 50]. Daha sonra iiretilen ve kisisel
buharlastiric1 olarak da adlandirilan cihazlar ile nikotin aktarim performansi da artmistir
[35]. Bu cihazlar daha yiiksek kapasiteli piller barindirir ve sekilleri 6nceki cihazlara kiyasla
farklilik gosterir. Bircok EMIS giiniimiizde ¢esitli standartlar altinda birbirine uyumlu olan
degistirlebilir parcalardan olusmaktadir. Cok ¢esitli bilesen kombinasyonlart mevcuttur.
Cihaz1 belli etmeden kullanmak isteyenlerin tercih edebilecegi kalem veya bellek
cubuklarina benzeyen cihazlar da iiretilmistir. Cesitliligi ve kullanim oran1 arttik¢a kisiye
ozellismis EMIS’ler ortaya ¢ikmustir [50, 52-54]. Gliniimiizde teneffiis kapasitelerine ve
nikotin ihtiyaclarina gore hava giris Ozellikleri ayarlanabilen cihazlarin kullanimi
artmaktadir. Yine teknolojinin de gelisimi ile EMIS’lere kullanim sikligini, puf siiresini ve
sikligini, kullanilan sivi miktarin1 kaydedebilen, otomatik agma-kapama, batarya koruma
fonksiyonlart bulunan, belirli sicaklik limitlerine sahip olan, sifre korumali cihazlar
iiretilmistir. Oyle ki giiniimiizde cep telefonu seklinde EMIS’ler iiretilmis olup bunlara
hiicresel buharlastirict adi verilmistir. EMIS endiistrisi gelismeye devam ettikge, yeni

trtinler hizl bir sekilde gelistirilmekte ve pazara sunulmaktadir [7, 27, 55, 56].

EMIS jenerasyonlari

[lk cihazlar, kullanicinin teneffiis etmesiyle ¢alisan, genellikle u¢ kisminda bir 151k bulunan,
sigaraya benzeyen, biiyiik aerosol partikiilleri nedeniyle etkileri kisitli cihazlardir. Yeni
cihazlar da ise daha kiigiik partikiil boyutlar1 yaratabilen daha verimli madde iletimi saglayan
degistirilebilir 1sitict sistemleri ve yeniden doldurulabilir rezervuarlar ve sarj edilebilir piller
bulunmaktadir. Bircok Ulkede EMIS’ler hakkinda yasal diizenleme yapilmadigindan

cihazlarin 6zellikleri degiskenlik gosterebilir.

Birinci nesil EMIS

Birinci nesil EMIS’ler tutiin driinleri gibi goriinmektedir. Bu cihazlarda sistem bir Kartus,

atomizer ve bataryadan olusmaktaydi. Cihazlarin ¢ogu birbirine benzemesine ragmen
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boyutlarinda farkliliklar mevcuttu. Cihazlar tek kullanimlik olabildigi gibi, buhar iireten
kism1 batarya kismindan ayrilabilen ve kartuslar1 degistirilebilen tipleri de piyasaya sunuldu.
Tiitlin Uriinlerine benzeyen bu cihazlarda elektronik bir sensor ile hava akimi algilanip
batarya boliimii aktive edilebilir ya da bu islem i¢in sensor yerine bir gii¢ diigmesi kullanilir.
Gli¢ diigmesi tizerinde veya cihazin ucunda bulunan bir 151k, cihazin ¢alistigin1 gdsterir.
Bataryanin sarj edilmesi icin batarya direkt sarj cihazina baglanabilir ya da sarj edilebilir
pilleri disaridan sarj eden bir elektronik kutu ile yapilabilir. Bu cihazlarda kullanilabilen
degisik nikotin konsantrasyonlari mevcuttur. Kullanici kendi se¢imi ile nikotin miktarini ve
aromayi belirleyebilir. Cihazlarin bu farkliliklar1 herhangi bir ¢ozelti i¢in kullaniciya ve
cevresindeki havaya verilen aerosol icerik seviyelerini etkiler. Birinci nesil EMIS’ler

genellikle 3,7 V’ u agsmayan diisiik voltaj ile ¢alisan cihazlardir [35, 48, 57].
Ikinci nesil EMIS

Ikinci nesil EMIS’ler, bu cihazlar hakkinda daha fazla deneyime sahip kisiler tarafindan
kullanilma egilimindedir. Birinci nesil ile kiyaslandiginda genel olarak daha blyukturler ve
tltdn drinlerine daha az benzerler. Bu cihazlar bir tank ve ayr1 bir batarya olmak {izere iki
boliimden olusur. Pillerin kapasitesi daha yiiksektir ve genellikle ¢ikartilamazlar. Sarj
edilebilir olmalar i¢in, pili disli bir konnektdre baglanan bir USB sarj cihazi kullanirlar. Bazi
piller "gecme" &zelligine sahiptir, bu nedenle sarj olurken bile kullanilabilirler. Ikinci nesil
EMIS’ler genellikle bir "klearomizer" kullanir. Klearomizer tanklar1 ¢ozelti ile tekrarlayan
seferler doldurulabilir. Bu nedenle maliyetleri daha diisiiktiir. Ikinci nesil cihazlarda
kartuslar da kullanilabilir ancak tek kullanimlik olduklarindan maliyetleri daha yiiksektir.
Pil durumunu gosterebilen tasarimlari vardir ve giic diigmesi ayn1 zamanda pili de kapatir,
boylece yanlishikla ¢alistirilmaz. ikinci nesil EMIS’ler de 3.7 V civarinda voltajlara sahip
olabilir. Baz1 modellerde voltaj 3 V ile 6 V arasinda ayarlanabilir [47, 58, 59].

Uclinctl nesil EMIS

Uclincii nesil cihazlar degisken voltajli aygitlari igerir. Bataryalar genellikle entegre devreler
icermez ve biiyiik ve birden fazla pilin sigabildigi silindir ya da dikdortgenler prizmasi
seklindedir. Paslanmaz celik, piring veya aliminyum gévde igerirler. Bataryalar1 ¢ikarilabilir
ve degistirilebilir. Uclincii nesil cihazlar, watt, voltaj veya her ikisinin ayarlanmasima izin

verir. Gii¢ (batarya) bélimii, farkli atomizer tiirleriyle uyumluluk gésterebilir. Ugtincii nesil
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cihazlarin atomizerleri degistirilebilen direnglere sahip olabilir. Buhar iiretimini arttirmak
icin atomizer igine el yapimi bobinler yerlestirilebilir. Bu bobinler bazen glicl veya tadi
artirmak i¢in degistirilebilir. Kullanilan daha biiyiik batarya boliimleri, daha fazla ¢ozelti
tutabilen biiyiik tanklarin takilmasina da izin verir. Bu cihazlar 8 V'a kadar ¢ikabilir ve

cozeltiyi Onceki nesillere gore ¢cok daha fazla isitabilir [7, 47, 51, 58].

Dordinci nesil EMIS

Dérdiincii kusak EMIS’ler paslanmaz gelikten ve camdan yapilir ve ¢ok az plastik igerirler.
Dérdiincii kusak i¢inde gelismis tanklar, atomizerler ve sicaklik kontrol cihazlari bulunur.
Tek inhalasyon ile yiiksek hacimlerde buhar {iretimi saglarlar. Yiiksek voltajlarda
calisabilirler. Isitma giicii oldukca fazladir. Genellikle deneyimli EMIS kullanicilar:
tarafindan tercih edilirler [7, 47, 51, 58].

Atomizer, kartomizer, clearomizer ve tank

Bir atomizer, ¢Ozeltiyi buharlastiran kiigiik bir isitma elemanindan (bobin) ve bobinin
Uzerine ¢eken esnek bir malzemeden olusur. Atomizer, batarya ve ¢ozelti her kisisel
buharlastiricinin ana bilesenleridir. Cozeltiyi ceken ve tutan fitil malzemesinin etrafina
kiciik bir direng teli sarilmasi ile olusturulur ve devreye baglanarak caligmasi saglanir.
Calistirildiginda direng teli 1sinir ve ¢ozeltiyi buharlastirir. Bobinin elektrik direnci, cihazin
voltaj ¢ikisi, atomizerin hava akimi ve fitilin etkinligi, atomizerden gelen buhar miktarini ve
yogunlugunu etkiler. Atomizer bobinleri genellikle 0,4Q ila 2,8Q arasinda degisen
direnclere sahiptir. Diisiik direngli bobinler buhar {iretimini arttirmistir ancak yangin ve
tehlikeli pil arizalar riskini dogurabilir. Fitil malzemeleri atomizerler arasinda farklilik
gosterebilir. Kisilerin kendi tasarladiklar1 atomizorler, silika, pamuk, suni ipek, gézenekli

seramik, kenevir ve bambu ipligi ierebilir [26, 28, 49, 58-60].

Kartomizerler sivi haznesi igerisine yerlestirilmis 1sitma birimlerinin oldugu ve ¢dzeltinin
poli-kopiik yapida malzeme ile tutuldugu atomizer tipidir. Kartomizerler genellikle yanma

basladiginda atilir, tekrar doldurulabilir olsalar da bu iireticiler tarafindan énerilmez.

Klearomizerler, icerisi gorilebilen bir tank icerisinde, fitil sistemi, bobin ve atomizerin

bulunmasi ile olusur. Bu 6zellik kullanicinin cihazdaki sivi seviyesini izlemesini saglar.
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Klearomizer i¢inde kullanilan farkli fitilleme sistemleri vardir. Bazilari, ¢ozeltiyi fitil ve
bobin diizenegine getirmek icin yergekimini kullanir. Digerleri, kilcal harekete veya
kullanicinin ¢ozeltiyi hareket ettirmesine ihtiyag duyar. Bobin ve fitiller tipik olarak,
kullanici tarafindan degistirilebilen ©Onceden hazirlanmis bir diizenek igerisindedir.
Klearomizerler ile hava akis ayarlamasi yapilabilir. Hazneler plastikten veya borosilikat
camdan yapilabilir. Ozel atomizerler kisilerin kendi ayarlamalari ile olusturduklar
klearomizerler gibi ¢alisan yapilardir. Kullanicinin istenen herhangi bir elektrik direncinde
atomizor olusturmasina izin verir. Tank atomizerleri veya damlama atomizerleri olarak
smiflandirilir.  Tank atomizorlerinde fitil tarafindan emilen siviy1 tutmak igin bir hazne

bulunur. Hazne, plastik, cam veya metal olabilir [60].

Glc kaynaklarn

Cihazlar degisken watt, degisken voltaj veya her ikisini saglayabilecek sekilde giig
kaynaklarina sahiplerdir. Bobine uygulanan gii¢ miktar iiretilen 1s1y1 etkiler, boylece buhar
cikisin1 degistirir. Degisken gii¢ cihazlari, bobinin direncini izler ve bobine kullanici
tarafindan belirlenen gii¢ seviyesini uygulamak i¢in voltaji otomatik olarak ayarlar. Cihazlar
genellikle voltaj, giic ve bobinin direnci gibi bilgileri bir ekranda gosterir. Bu cihazlardan
bazilar1, menii sistemi araciligiyla atomizer direncini 0lcer, kalan pil voltajin1 gosterir, nefes
sayaclt ve kapanma veya kilitlenme gibi ek ayarlarin yapilmasini saglar. Gii¢ kaynagi,
siklikla sarj edilebilir bir lityum-iyon bataryadir ve bir cihazin en biiyiik bilesenidir. K¢k
cihazlarda daha kii¢lik piller bulunur ve tasinmasi daha kolaydir ancak daha siklikla sarj
edilmesi gerekir. Bazi EMIS’lerde uzun &miirlii, sarj edilebilir bataryalar veya sarj
edilemeyen degistirilebilir bataryalar kullanilir. Gl¢ kaynagi i¢in nikel-kadmiyum, nikel
metal-hidrid, lityum iyon, alkalin ve lityum polimer ve lityum manganez pilleri denenmistir.
Gelismis cihazlarda sicaklik kontrol sistemi mevcuttur ve bu sistem kullanicinin istenilen en
yuksek sicakligi ayarlamasini saglar. Isitildiginda bobinin direncinde Ongorilebilir bir
degisiklik meydana gelir. Direng degisiklikleri, bobin tipleri arasinda farklilik gosterir.
Sicaklik kontrolii, bu diren¢ degisikliginin tespit edilmesi ve mevcut voltajin birbirine
eslestirilmesi ile saglanir. Nikel, titanyum, nikel alasimlari ve bazi paslanmaz celikler,
sicaklik kontroliinde tel i¢in kullanilan yaygin malzemelerdir. Bobin Uretiminde en sik
kullanilan khalhal adli tel, bobin sicakligindan bagimsiz olarak sabit bir dirence sahiptir ve
bu nedenle sicaklik kontrolii i¢in kullanilamaz. Sicaklik kontrolii kuru fitillerin yanmasini

veya ¢0Ozeltinin asir1 1ssnmasini engeller [26-28, 59].
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Cozelti

Cozelti (e-s1v1), tipik olarak toplam % 95 propilen glikol ve gliserinden olusur ve geri kalan
% 5, aromalar, etken madde (nikotin) ve diger katki maddeleridir. Bir¢ok iilkede yasal
diizenleme yapilmadigindan sivinin bilesimi farklilik gosterebilir. Farkli etken madde
konsanstrasyonlari, degisik tat, aroma ve kokularin, degisik ¢06ziicii oranlarinda
karistirilmasiyla ¢ok degisik ve yiiksek sayida ¢ozelti hazirlanabilir. En sik kullanilan
cozlculer propilen glikol ve gliserindir. Tetrahidrokannabinol veya diger kannabinoidleri
iceren ¢ozeltiler de mevcuttur. Cozeltiler aslinda sistemin giivenlik a¢isindan en 6nemli
kismin1 olusturmaktadir. Bu ¢ozeltilerin saf olmamasi ya da kontamine olmasi, uygunsuz

kosullarda saklanmasi istenmeyen tiriinlerin teneffls edilmesine yol acabilir [51, 60—63].

2.1.3. Guvenlilik

EMIS’lerin giivenlik ve risk profili hakkindaki giincel galigmalar kimyasal, toksikolojik ve
klinik ¢alismalar olarak degerlendirilebilir. Klinik arastirmalar kanit dlizeyi en yuksek, en
cok bilgi saglayan calismalar olsa da metodolojik, lojistik, etik ve finansal zorluklar
nedeniyle gergeklestirilmeleri zordur. Ozellikle, gelecekte ortaya ¢ikabilecek potansiyel
hastalik gelisimini degerlendirmek i¢in uygun planlanmis kohortlarinin uzun vadeli
guvenlik/risk profilini incelemek gereklidir. Ancak bu galismalarda sonuglara ulasilmadan
once yiizlerce kullanictyr ¢ok uzun sureler takip etmek gerekir. Bu nedenle, guniimizde
yapilan ¢ogu c¢alisma in vitro etkilere odaklanmaktadir veya sigaraya bagli kisa siirede
gelisen hastaliklarla iligkisini veya patofizyolojik mekanizmalarmi degerlendirmek icin

sinirh galismalar mevcuttur [56, 61].

Kimyasal analiz igeren arastirmalar, sonuglari hizli bir sekilde elde etmek ve sunmak igin
nispeten basit ve ucuzdur. Ancak bu yaklasimin bazi dezavantajlar1 vardir. Aragtirmalar
genellikle bilinen 6zgll kimyasallar1 hedefler ancak ¢ozeltide veya yayilan aerosolde tespit
edilebilecek potansiyel toksik Kirleticileri kapsayamaz. Cozelti igerisinde kullanilan
aromalardaki kimyasal maddelerin tespitinde de sorunlar ortaya ¢ikabilir. Her ne kadar bu
maddeler gida endiistrisinde kullanim i¢in onaylanmis olsalar da, 1sitma, buharlastirma ve
soluma uzerinde bilinmeyen etkileri olabilir. Kimyasal analiz calismalar1 aslinda EMIS
kullaniminin etkileri hakkinda nesnel bilgi saglamaz; sadece teorik modellere ve saglik

otoriteleri tarafindan belirlenen 6nceden belirlenmis giivenlik seviyelerine dayanarak riski
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hesaplamak i¢in kullanilabilirler. Aerosollerinin kimyasal bilesimini degerlendirmek i¢in
yapilan c¢alismalarda cihaz calisirken tespit edilen direng sicaklifi, tiitiin sigarasinin
sicakliginin yaklasik % 5 ila 10'u kadardir [46, 61, 64, 65]. Agir metaller, kanserojen
polisiklik aromatik hidrokarbonlar ve fenoller gibi toksik kimyasallar, az miktarda civa ve
formaldehit ve asetaldehit gibi maddelerin de sadece izleri tespit edilmistir. TUtln
sigaralarindan elde edilen toksik emisyon skoru temelinde degerlendirildiginde ise EMIS 0
puan ile degerlendirilmistir. Normal bir tiitiin sigarasi i¢in bu deger 100-134 puan
arasindadir. EMIS cihazlar1 ile ABD Gida ve ilag idaresi dahil birgok arastirmaci ¢alismalar
yapmustir. Bu ¢aligmalarda, tiitine 6zgil nitrozaminlerin (TONA), dietilen glikol, amino-
tandalafil ve rimonambant gibi maddelerin eser miktarda izlerini tespit etmislerdir [66].
Ancak, yapilan calismalarda TONA seviyelerinin farmasotik nikotin replasman tedavileri ile
benzer oldugu saptanmistir. 105 degisik ¢6zeltinin degerlendirildigi ¢alismada arastiricilar
her bir ml ¢ozelti icin 12,99 ng TONA saptamislardir ve bu deger nikotin replasman tedavisi
alan grup ile benzerdir. Tiitiin sigaralar1 ile nitrozaminlere gunlik tahmini maruziyetin,
EMIS kullanimma kiyasla en az 1800 kat daha yiiksek oldugu tahmin edilmektedir. EMIS
cihazlarinda nikotin seviyelerinin, etiketlenenin % 85-121'i oldugu ve nikotin bozunma
urtinlerinin ise % 0-4,4 seviyelerinde oldugu daha sonra yapilan calismalarda ortaya
konmustur [67]. Bu duzeylerin ise kullanicilara Olgiilebilir bir zarar vermesi
beklenmemektedir [68]. Ayrica, karbonil bilesiklerinin tespiti i¢in analizler yapilmustir.
Propilen glikol ve gliseroliin termal bozunmasinin, aldehitler gibi toksik bilesiklerin
saliverilmesine yol agabilecegi bilinmektedir [69, 70]. Cogunlukla birinci nesil ¢ozeltilerin
kullanildig1 ve gergekei bir sigara igme modeli olusturmayan bir ¢alismada 15 karbonil
saliverilmesi degerlendirilmis ve sadece 3 karbonil (formaldehit, asetaldehit ve akrolein)
tespit edilmistir [42]. Bu tespit edilen karbonil seviyeleri ise tiitiin i¢imi ile olusan seviyelere
kiyasla olduk¢a azdir. Bu calismada kullanilan yontem, puflar arasi uygun zaman araligi
verilmemesi ve farkli 6zelliklere sahip cihazlarda ayni sayida puf kullanilmasi nedeniyle
verilerin degerlendirilmesinde giigliik yaratmaktadir. EMIS’lerde ¢ozelti ile dogrudan temas
halinde olan birka¢ metal pargasi oldugu goz Oniine alindiginda, buhardaki metallerle
kirlenmenin beklendigi aciktir. Bu nedenle metal varligi i¢in deneyler yapilmis ve nikel,
kadmiyum ve kursun salinabilecegi bulunmustur ancak, nikel seviyeleri, farmasotik nikotin
inhalatoriinde mevcut olanlara benzerken, kursun ve kadmiyum, inhalatore kiyasla 2-3 kat
daha yuksek saptanmistir [71]. Yine de, mutlak seviyeler ¢ok diisiiktiir ve tespit edilen
seviyelerin kullanicilarin sagligi igin ciddi bir tehdit olusturmasinin muhtemel olmadig

belirtilmistir [42]. Tiim aerosol, tiiketici tarafindan absorbe edilse dahi, ki aerosoliin ¢ogu
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gozle goriliir sekilde nefesle disar1 verildigi i¢in bu varsayim gegerli degildir, ortalama bir
kullanicinin, ¢ogu metal ig¢in yabanci maddelerden elde edilen maksimum gunlik doz
limitinden 4 ila 40 kat daha diisiik miktarlara maruz kalacagi saptanmistir [61]. Aerosolde
ayrica eser miktarda silikat partikulleri de bulunmustur. Bu tiir pargaciklar fitili olusturan
malzemeden kaynaklabilir ancak solunum yolu hastaliklarindan sorumlu olan kristalin yani
silika oksit parcaciklarinin bulunup bulunmadigi netlestirilememistir. Bu sonuglar tdtiin
riinleri ile karsilastirildiginda yaklasik 1000 kat daha az mikropartikiil saptanmistir [61,
72]. Bu ozgiil molekiillerin yanisira tiitiin dumaninda mevcut 4000 iizerinde kimyasalin
EMIS buharinda bulunmadiginin farkina varilmasi gerekmektedir. Calismalarin standardize
edilmemis cihazlarda yapildigi ve degisik bilesenlere sahip sivilarin kullanildig:

unutulmamalidir.

Toksikolojik ¢alismalar glinumiize kadar genellikle hiicre serileri tizerinde yapilmistir ve
sayilari kisithidir. Sitotoksisite ¢alismalarinin belirli kisitliliklart mevcuttur. Bu ¢alismalarda
elde edilen veriler dogrudan in-vivo duruma uygulanamaz ve bu arastirma modellerinde
toksik etkilerin yorumlanmasinda asiriya kagma riski vardir. Sonuglarda ortaya ¢ikabilecek
potansiyel farkliliklarin engellenmesi i¢in buhar Uretimi ve maruz kalma protokol
standartlar agik¢a tanimlanmalidir [61]. Insan embriyonik kok hiicrelerinde, fare sinir kok
hiicrelerinde ve insan pulmoner fibroblastlarinda yapilan sitotoksisite c¢alismalarinda
propilen glikol ve gliserol sitotoksik bulunmamasina ragmen, aroma vermek icin kullanilan
maddelerin sitotoksisite ve yogunluklari arasinda bir korelasyon saptanmistir [73]. Cogu
arastirmalarda sadece EMIS sivilarmin buharlar1 degil, stvilarin kendisi kullaniimistir ve bu
Ozellikleri nedeniyle calisma bulgularinin 6nemini siirlanmistir. Bu {irlinlerin kullanim
amacinin sadece soluma yoluyla oldugu ve EMIS sivilarindaki aroma maddelerinin
buharlagma sicakligindan dolay1 ayn1 miktarda aerosolde bulunmasinin muhtemel olmadig:
g6z oniine alinmalidir. Hiicrelerin EMIS igin kullanilan siviya siirekli maruz birakilmasi ki
bazi calismalarda hiicreler bu siv1 icerisinde 48 saat siireyle kiiltiirlenmistir, olas1 etkilerin
degerlendirmesini kisitlamistir. Akcigerler EMIS kullanimi sirasinda aerosolle temas
ettiginde, temas nefes basina 1-2 saniye sirmektedir ve aerosoliin gogu gozle gorilebilir
sekilde soluk ile disar1 verilmektedir. Bu ¢aligmalarda ¢ogunlukla tar¢in aromasi sitotoksik
bulunmustur ancak tar¢in aromasi % 3-5'e seyreltilmedigi siirece EMIS'lerde kullanilmayan

yogun bir tatdir [61].
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EMiS’ler ile iiretilen buharmmn ilk sitotoksisite calismasi fibroblast hiicreleri (izerinde
gerceklestirilmistr [74]. Piyasada sikca satilan bir EMIS cihazi tarafindan iiretilen, aym
miktarda nikotin (9 mg / ml) iceren 21 sivi numunenin buhari test edilmis, ve hiicre serileri
bu buharlarin her birinde ve bir titin sigarasindan ¢ikan dumanla 24 saat slreyle inklbe
edilmistir. Yalnizca bir numunenin marjinal olarak sitotoksik oldugu bulunmus, buna karsin
sigara dumani yaklagik % 795 daha fazla sitotoksik olarak saptanmustir [74]. Ayn1 grup, 20
EMIS sivi numunesinin kardiyomiyoblastlarda sitotoksik etkisini ticari olarak temin
edilebilen bir cihaz kullanilarak test etmistir. Sivi Ornekleri ¢ok ¢esitli nikotin
konsantrasyonlarina sahip ve tiitlin yapraklarinin direk propilen glikol ve gliserol igine
birakilmasiyla elde edilen bir sivi da kullanilmistir. Ozellikle targin aromasi ve ¢oziicii
icerisine dogrudan yerlestirilen tiitiin yapraklarindan hazirlanan ¢ozeltiler sitotoksik olarak
bulunmustur. Tiitiin sigarasindan ¢ikan dumanin ise 8 kat seyreltildiginde bile sitotoksik
oldugu gozlenmistir [75]. EMIS ¢oziiciilerinin olas1 zararlari1 degerlendirmek icin ¢ok az
hayvan caligmasi yapilmistir. Robertson ve meslektaglari, birkag ay boyunca solunan
propilen glikol buharlarinin primatlar iizerindeki etkileri test etmis ve hayvanlarin 6lim
sonrasi incelemesinden sonra herhangi bir organda toksisite kanitt bulunamamustir [76].
Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada da sican ve kopeklerde benzer gozlemler yapilmistir
[77]. Tiyatro sahne sisine ve havacilik endiistrisinde kullanilan propilen glikole maruz kalan
insanlar iizerinde yapilan ¢alismalarin sonuglar, EMIS ¢dzeltilerinin insan kullaniminda yer
almasi agisindan endiseler dogurmustur [78, 79]. Yapilan ¢alismalarda solunum yollarinda
hafif tahrig saptanmasina ragmen ciddi ve geri doniislimsiiz bir solunum sistemi hastalig1 ya
da uzun donem komplikasyonlar1 saptanmamistir. Bu calismalarda saf propilen glikol
kullanilmadigr ve bazi yaglarin siviya eklendigi bunlarin da c¢alisma sonuglarini
etkileyebilecegi ve EMIS kullanimina denk tutulamayacaginim goz dniinde bulundurulmasi
gereklidir. Solunan gliseroliin potansiyel zarari i¢in kanitlar azdir. Sprague-Dawley
sicanlarini kullanan bir calismada, akcigerlerde veya diger organlarda herhangi bir degisiklik
gOzlenmeden, sadece yuksek doz buhara maruz kalan grupta epiglot epitelinin etkilendigi
bulunmustur [80]. Sonug olarak, toksikolojik ¢aligmalarm c¢ogunlugu EMIS buharinin
hemen hemen zararsiz olabilecegini gdstermektedir. Akciger epitel hiicreleri gibi farkli
hiicre hatlar1 iizerinde yapilan ¢alismalar dahil olmak iizere daha fazla arastirmaya ihtiyag

vardir.

Klinik ¢caligmalar ve arastirma anketleri ¢cok bilgilendirici olabilir ancak arastirilan iiriinlerin

giivenlik / risk profilini yeterince arastirmak i¢in yiizlerce kullanicinin izlenmesini gerektirir.
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Ote yandan, EMIS kullanicilarinin arastirma anketleri bu iiriinlerin potansiyel zararlari
hakkinda hizli bir sekilde bilgi saglayabilir ve c¢ok daha az maliyetlidir. EMIS
kullanicilarinda bogaz tahrisi ve oksiiriik en sik bildirilen yan etkiler olarak bulunmustur [54,
71, 81, 82]. Randomize kontrollii galismalar da EMIS’lerin giivenlik analizini dogrulamistir.
ECLAT g¢alismasi, birinci nesil bir cihazin 7.2, 5.4 veya 0 mg nikotin kartuslari ile etkinligini
ve glivenligini arastirmak igin tasarlanmis ti¢ kollu, kontrollii, randomize, klinik bir
calismadir [83]. Ayni calisma siirekli EMIS kullanimin ikinci haftasinda klinik olarak
onemli pozitif gelismeler oldugunu bildirmistir. Calisma sirasinda ciddi olumsuz olayla
karsilasilmamigtir. ASCEND c¢alismasi, birinci nesil bir cihazin (nikotin bulunduran sivi ile
ya da nikotinsiz siv1 ile) etkinligini ve giivenligini nikotin yamalar1 ile karsilastirmak igin
tasarlanmis Ui¢ kollu, kontrollii, randomize, klinik bir ¢alismadir. Buradaki ii¢ ¢alisma
grubunun higbirinde ciddi bir olumsuz olay olmadig: bildirilmistir [84]. Kisa siireli in-vivo
etkileri degerlendiren ¢aligmalarda kisa siireli kullanimin solunum fonksiyonu Uzerindeki
akut etkileri degerlendirilmistir. Bu ¢alismalarda spirometri bulgular1 belirtilmese de hava
yolu direncinde artma ve nitrik oksit seviyelerinde ilimli bir artis saptanmistir [85, 86].
Sigara icimi sonrasinda solunum fonksiyon testlerinde bozulma oldugu ancak, EMIS
kullanim1 sonras1 solunum fonksiyonlarinda herhangi bir degisiklik izlenmedigi de
bildirilmistir [85, 86]. 11 mg/ml nikotin i¢eren ¢dzeltinin bulundugu EMIS kullanim1 sonrasi
hemodinami ve sol ventrikiil fonksiyonlarinin degerlendirildigi ¢alismalarda, diyastolik kan
basincinda hafif bir yiikselme saptanmistir ancak diyastolik disfonksiyon saptanmamistir
[87]. Koroner arter kan akimmin degerlendirildigi bir ¢aligmada ise EMIS kullaniminin
koroner arter akim rezervi {izerine herhangi bir etkisi bulunmamistir [88]. Karbonmonoksit
ve karboksihemoglobin diizeyleri hakkinda ise celisen yayinlar mevcuttur. Ancak giincel
veriler bu parametrelerin EMIS kullanimi sonrasi yiikselmedigini gostermektedir [88, 89].

Lipoid pndmoni gelisimi ile ilgili endiseler ortaya ¢iksa da, bu patolojiyi yaratacak yag bazli
stvilar EMIS’lerde ¢oziicii olarak kullanilmamaktadir. Ayrica EMIS kullanimiin beyaz kan
hiicresi saymm {izerinde etkisi bulunamamistir. Klinik calismalarin hicbirinde EMIS
kullanimi ile iligkili risk artisina kanit olabilecek bulgular saptanmamistir [61]. Pasif
maruziyetinde degerlendirildigi caligmalarda belirli organik ortam havasinda belirli zararl
molekiillere rastlansa da bu molekiillerdeki artisin EMIS ile akut artmadig1 ancak ortamda
zaten var olan seviyenin ventilasyon saglanmadig: i¢in artmakta oldugu belirtilmistir. EMIS
kullanimi sonrasi ortaya ¢ikan total organik karbon seviyeleri oldukga diisiiktiir. EMIS
kullanim1 ile ortaya ¢ikan aerosoliin ortalama havada kalma siresi 11 saniyedir ve pasif

maruziyete neden olmasi beklenmemektedir [61]. Insanlar {izerinde pilot galigmalar yakin



13

zamanda sonuglanmaya baslamistir. Insan akcigerleri iizerinde EMIS buharimin etkilerinin
incelendigi yakin zamanda sonuglanan c¢alismada inflamatuvar sitokinlerde minimal
yiikselme saptanmasina ragmen mRNA ve microRNA gen ekspresyonunda degisim
izlenmemistir [20]. EMIS cihazlarinda elektrik enerjisi, batarya kullanildigindan kazalar
meydana gelebilmektedir. Ancak bu kaza sikligi herhangi bir elektrikli aletten daha fazla
degildir [61].

Yapilan c¢alismalarin sonuglarimi bilim ve tip ¢evreleri farkli yorumlayabilmektedir.
EMIS’ler ile ilgili endiseler ana basliklar; nikotin alimi, pargaciklik maddeler, metal
emisyonlar ve diger toksinler olarak siralanabilir. Son yillarda yapilan c¢aligmalarda
kardiyovaskiiler hastaliklar ve EMIS kullanim1 arasindaki iliski degerlendirilmistir [90, 91].
Alzahrani ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada EMIS kullanimim miyokard enfarktiisi
yasama riski ile iligkili oldugunu bulsa da bu ¢alismanin dizayn1 ve bulgulari ile ilgili bircok
tartisma vardir [91]. EMIS kullaniminin kardiyovaskiiler hastalik riskinin artmasiyla iliskili
olduguna dair kaygilar1 artirmistir. Calismalarin ortak noktasi tiitiin sigaralarin yani sira
diger risk faktorlerinin de risk i¢in ayarlandigi analizlerde glnluk e-sigara kullaniminin,
miyokard enfarktiisii riskinin artmasiyla iliskili oldugudur. Ancak bir¢ok arastirici tarafindan
bu bulgular ve sonuglarin yorumlanmasi epidemiyolojik yanlis uygulama ve yanlis
bilgilendirme olarak degerlendirilmistir. Bu karsit goriislerin baglica dayandigi husus risk
artisinin, bireyin dncelikle EMIS kullanimina maruz kalmas: ve sonrasinda bu maruziyet
nedeniyle hastaligin gelismesi anlamina geldigi, ancak ¢alisma dizayninin bu bilgiyi
saglamadig: ile ilgilidir. Bahsi gecen ¢aligmalar kesitsel arastirmalardir ve EMIS
kullaniminin hastaligin gelismesinden 6nce mi veya sonra mi baslatildigina dair hicbir bilgi
saglamamaktadir. Kalifornia- Los Angeles Universitesi'nden iki bilim adami, yakin zamanda
yayinlanan aragtirmayla ilgili olarak, katilimcilarin sadece % 10'unun kalp krizi gegirmeden
once EMIS kullananlar olarak yanlis siiflandiriimalari durumunda, arastirmada belirtilen
sonuglarin belirgin sekilde degisecegine dair goriiste bulunmuslardir [92]. Cok yakin
zamanda Journal of American College of Cardiology' de yayinlanan bir arastirma, bireylerin
tiitiin sigarasini birakip EMIS kullanmaya basladiktan sonra vaskiiler fonksiyondaki
iyilesmelerin 1 ay kadar erken bir siirede gozlendigini belirtmistir [93]. Bu iyilesme hem
nikotin iceren hem de nikotin icermeyen EMIS kullananlar igin benzerdir. Bu bulgu da
nikotinin sigara ile iligkili kardiyovaskiiler risk gelisiminde ¢ok 6nemli olmadigini bir kez
daha ortaya koymaktadir. Bu bulgu daha 6nce agizda tutulan ancak yakilmadan tiiketilen

tiitlin iirtinleri ile yapilan ¢alismalarla benzerlik gostermektedir. Calismadaki bir diger bulgu
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ise, sigaray1 tamamen birakmayan, ancak sigara tiiketimini 6nemli dlgiide azaltanlarda bile
kardiyovaskdler fonksiyonlarinda iyilesmeler gézlenmesidir. Bu, 6zellikle ikili kullanimin
dahi faydasi oldugunu gostermektedir. Calismada 6nemli prognostik belirteclerden olan
arteriyel sertlik ve endotel fonksiyonu dl¢tilmistiir [93]. Arteriyel sertlikte artma ve endotel
disfonksiyonu, kardiyovaskiiler hastalik gelisimi i¢in ylksek risk olusturur. Ancak bu
bulgularla European Heart Journal’da yine ¢ok yakin zamanda ¢ikan bir ¢alismanin
sonuglarinin gelistigi sdylenebilir [94]. Bu ¢alismada arastiricilar EMIS kullaniminin artmis
arter sertligi ve endotel fonksiyon bozukluguna neden oldugunu belirmislerdir. Ancak bu
calisma, EMIS kullanimi sonrasinda birkag dakika icerisinde arteriyel sertlik ve endotel
fonksiyonundaki degisiklikleri degerlendiren birgok ¢alismadan biri olarak dikkat
cekmektedir. Yine de ¢alismayla ilgili olarak Avrupa Kalp Cemiyeti tarafindan etkileyici bir
basin aciklamasi yapilmistir. Ancak, metodolojileri ve bulgularinin prognostik degeri
tartismalidir. Akut bir miidahaleden sonra yani bu ¢alismada EMIS kullanimi sonrasinda
(6zellikle nikotin maruziyeti sonrasinda) ortaya cikan etkilerin prognostik gostergeler
kullanilmast en 6nemli noktadir. Akut etkiler uzun donem prognostik belirtecler olarak
kullanilmamis ve onaylanmamustir. ileriki yillarda kalp hastaligi riskini arttigna ait
yorumlar subjektif kalmaktadir. Aslinda, degerlendirilen belirteclerin 6lgulmesindeki
kullanilan ilkeler, kafein, nikotin ve alkol (hatta yiyecek) gibi uyaricilarin 6l¢iimlerden
birkag saat onceye kadar tiiketilmemesi gerektigini belirtir. Karakteristik olarak, nikotin
replasman tedavileri ve kafein, vaskuler fonksiyon tizerinde hemen hemen ayni etkiye sahip
olmasina karsin, gelecekte kalp hastalig1 gelisimi i¢in herhangi bir risk olugturmazlar [61].
Ozetle kanser riskinin azaltilmasindaki faydalarin yani sira, ¢ok kisa bir siire igerisinde
vaskiiler fonksiyondaki iyilesmeyi gosteren 6nemli bir ¢alisma ortaya ¢ikmustir. Ancak
giiniimiizde EMIS hakkinda her bilim adammin bir goriisii oldugu aciktir dnemli nokta ise
acik fikirli olarak ve Onyargi ve yanliliktan uzak durarak objektif olarak bulgularin

yorumlanmasidir.

Son aylarda ortaya ¢ikan diger bir endise ise Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’nde izlenen
akut akciger hasar1 vakalaridir. ABD Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi tarafindan
yiiriitiilen arastirma ve yayinlanan son raporda ortaya cikan bu salginin EMIS ile
tetrahidrokannabinol kullanimi ve ¢6zelti icerisinde bulunan E vitamini ile ilgili oldugu
belirtilmistir. Ik olarak, hastaligin klinik belirtisi lipoid pndmonidir ya da yaglarin
solunmasina da atfedilen eozinofilik pndmonidir. Bu hastalik muhtemelen eksojen lipitlerin

ya da diger hidrokarbonlarin solunmas: ile gelisir. Geleneksel EMIS sivilar1 (yani, aromali
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nikotin ya da nikotin olmayan sivilar) suda ¢oziiniirdiir. Bu nedenle, yaglara ihtiya¢ yoktur
ve ¢oziicli olarak kullanilamaz; bunun yerine propilen glikol ve gliserol (alkol, poliol)
¢oziicii olarak kullanilir. Buna karsilik, tetrahidrokannabinol lipidlerde ¢ézlnulr ve ortak
coziiciiler ile ¢oziinmesi zordur. Yasadisi tetrahidrokannabinol ¢ozeltilerini hazirlamak
amaciyla yiiksek miktarda lipid ¢Oziiclilerin kullanilmasi en goriiniir agiklamadir. E
Vitamini, biitiin vitamin takviyelerinde (sindirilen, solunmayan) yaglarda ¢oziinen bir katki
maddesidir. EMIS sivilar1 ise 10 yili askin siiredir diinyanin bir¢ok iilkesinde milyonlarca
kisi tarafindan kullanilmaktadir ve ABD’ de izlenen salgina benzer bir vaka serisi
izlenmemistir. Sadece bir iilkeye sinirli olan bu vakalarin altinda tetrahidrokannabinol
yaglarinin yasadigi satis1 ve tiiketimi yatmaktadir [95]. Tetrahidrokannabinol yaglarinin
inhalasyonunu saglayan ancak ¢oziiclisii farkli olan bu iiriinlerin tim EMIS ‘lere

genellenmesi baslica yanlisliga yol agmaktadir.

Propilen glikol ve gliserol inhalasyonunun yakin zamanda fareler iizerinde yapilan
caligmalarda uzun vadede ciddi kronik akciger iltihabi veya amfizem gelisimine neden
olmadig1 gosterilmistir [96]. Ek olarak, 1930'larda ve 1940'larda, propilen glikol inhalasyonu
Uzerine genis arastirmalar yapilmistir bu aragtirmalarin baslica yapilma nedeni propilen
glikoliin hem hayvanlarda hem de insanlarda antibakteriyel ve antiviral dzelliklere sahip

oldugunun bulunmasidir [97, 98].

EMIS’ler tiitiin zararmi azaltmada devrim niteliginde bir iiriindiir. Dumani andiran buhar
yaysalar da, yanma gerceklesmemektedir. Hastalik sebebi olabilecegine dair siipheler veya
kanitlar yoktur. Bahsi gecen 6zellikleri nedeniyle, EMiS'ler milyonlarca insanin bagimlilik
nedeniyle olusabilecek hastaliklarini engellemek ve mortaliteyi azaltmakta kullanilacak

faydal1 bir arag olabilir.
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Resim 2.1. Elektronik madde aktarma sistemlerinin basit semasi
2.1.4. Tlac verilis yolu olarak kullanimi

Temel olarak, EMIiS’ler pille ¢alisan kisisel buharlastiricilardir. Bu cihazlar arasinda
farkliliklar olsa da ortak fiziki prensip, bir ¢ozeltinin 1sitilarak buharlastirilip, aerosol
tretilmesi ve bunun kullanici tarafindan solunmasidir. Kisaca EMIS’ler termal aerosol
iireten cihazlardir. Giiniimiizde yeni nesil EMIS’lerin, ¢ok yiiksek seviyede aerosol
tiretebildigi ve ¢oziicli igerisindeki nikotini tasiyabilecekleri gosterilmistir [7]. Kiglk
boyutlu aerosol partikiilleri sayesinde sistemik uygulama i¢in bir ilaci (yani nikotin)
saglamadaki etkinlikleri, kullanic1 dostu ve miisteri odakli teknoloji gelistirme kapasiteleri

EMIS cihazlarini klinik amaglar i¢in umut verici bir aerosol cihaz1 haline getirmektedir.
2.2. Pulmoner Fibrozis

Idiyopatik pulmoner fibrosis (IPF) terimi, 1900'lerin ortalarinda tibbi literatiirde yer almaya

baslamustir.
2.2.1. Tanim

Ik basta klinisyenler ve radyologlar tarafindan bilinmeyen nedenlerden kaynaklanan
fibrozis ile ilerleyen pnémoniye atifta bulunmak igin kullanilmistir. Bununla birlikte, su anda
idiyopatik interstisyel pnémoniler olarak tanidigimiz ve bag dokusu bozukluklar1 veya
fibrotik asir1 duyarlilik pndmonisi ile iliskili interstisyel akciger hastalig1 gibi benzer klinik
tablolar1 olan diger benzer klinik sunu ve radyografik goriinimleri olan farkli patolojiler de

IPF vakalar1 olarak tanimlanmistir [99-102]. Glinimuzde tanim daha belirgin olarak
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yapilmigtir. IPF; esasen yash eriskinlerde ortaya ¢ikan, akcigerlerle sinirli ve belirli
histopatolojik ve/veya radyolojik patern ile iliskili olan, bilinmeyen bir nedenden
kaynaklanan, kronik, progresif fibrozis ile ilerleyen interstisyel pnémonilerin 6zel bir formu
olarak tanimlanmaktadir. IPF tanimi, diger idiyopatik interstisyel pnémonilerin ve ¢evresel
maruziyetin, ila¢ tedavisi veya sistemik hastaliklarla iligkili interstisyel akciger
hastaliklarmin tanilarmin  dislanmasmi  gerektirir. Interstisyel —akciger hastaliklari,
akcigerlerde yaygm, farkli derecelerde inflamasyon, fibrozis ile birlikte akciger
parankiminin yapisal bozulmasina neden olan akut veya kronik formlari bulunan bir hastalik
grubudur [99]. Interstisyel akciger hastaliklar1 tanimi bircok hastaligi kapsar. Genel

siniflamas1 dort ana baslik altinda toplanabilir;

a) Bilinen bir nedene (ilag, mesleki maruziyet, cevresel maruziyet, kollajen doku
hastaliklar1 vb.) bagli olan interstisyel akciger hastaliklari,

b) Graniilomat6z interstisyel akciger hastaliklari (hipersensitivite pnomonisi, sarkoidoz
vb.),

c) Idiyopatik interstisyel pnémoniler,

d) Diger interstisyel akciger hastaliklari

bu ana gruplari olusturur [101, 103, 104].

Idiyopatik interstisyel pnomoni siniflamasi ile ilgili calismalar 1969°da baglamistir [105].
Idiyopatik interstisyel pndmoniler, respiratuar bronsiyolit iliskili interstisyel akciger
hastaligi, nonspesifik interstisyel pndmoni, deskuamatif interstisyel pnémoni, kriptojenik
organize pnomoni, akut interstisyel pnomoni, lenfositik interstisyel pndmoni, olagan
interstisyel pnémoni, IPF olmak izere yedi alt bashiga ayrilabilir. IPF, idiyopatik interstisyel

pnoémoniler arasinda en sik izlenendir [99].

2.2.2. Epidemiyoloji

IPF; idiyopatik interstisyel pndmoniler icinde en sik olamdir, ancak insidans ve prevelansi
halen net olarak tanimlanamamistir. Amerika Birlesik Devletleri’nde prevelansi ortalama
olarak 35/100.000, Avrupa’da yaklasik 20/100.000 dir. Hastaligin ortalama tan1 konma yasi
65 olup, erkek cinsiyette daha sik goriilmektedir. Hastaligin tanisindaki zorluklar, yapilan
tetkiklerdeki tanimlamalarin farkliligi, hekimlerin farkli yaklagimlar: tan1 koyma sikligim

etkiyelebilir. Asya ve Giiney Amerika’da insidans1 daha diisiik saptanmistir, bunun nedeni
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cografi farkliliklar olabilecegi gibi bu bolgelerde hastalik hakkinda yeterli bilgi diizeyinin
bulunmamasi olabilir. Hastaligin nadir goriildiigii diisiiniilse de ¢ogu solid organ kanseri ile
benzer insidansa sahiptir [106-108]. Tiirkiye’de IPF sarkoidozdan sonra en sik ikinci
interstistel akciger hastaligidir. Insidans1 4.6/100.000 dir [109]. Cinsiyet ve yas dagilimi
degerlendirildiginde, 50 yas Ustl erkeklerde en sik izlenen intersitisyel akciger hastaligi IPF
iken, 50 yas Ustl kadinlarda ise ikinci siklikta saptanan intersitisyel akciger hastaligi oldugu
bulunmustur. IPF, mortalitesi ve morbiditesi yiiksek bir hastaliktir. Ortalama yasama siiresi
tan1 konduktan sonra 2 ila 5 y1l arasinda degisir. 5 yillik mortalite oran1 % 80°dir. IPF nedenli
oliimlerin %60°1 solunum yetmezligi nedeni ile gerceklesir [99]. Ulkemizde ise intersitisyel

akciger hastaliklari arasinda sikligi % 20 saptanmistir [109].

2.2.3. Etiyoloji

IPF nedeni bilinmeyen hastaliklar arasinda yer alsa da bazi muhtemel risk faktorleri

arastirilmis ve tanimlanmustir.

Tutlin kullanimi

Birgok hastada sigara dykiisiiniin IPF gelisimi ile iliskili oldugu bilinmektedir, sigara i¢imi
ailesel ve sporadik IPF hastalar1 igin major risk faktoriidiir. IPF hastalarinin ¢ogunda nikotin
bagimlilig 6ykiisii mevcuttur. 20 paket/yil {istii sigara i¢imi hastalifin sikligini belirgin bir
sekilde artirir. Deneysel pulmoner fibrozis modellerinde sigara ve bleomisin uygulanan
deneklerin sadece bleomisin uygulanan deneklere gore daha yiiksek miyofibroblast sayisina
ve yaygin fibrotik lezyonlara sahip oldugu gosterilmistir. Sigara dumani alveolar epitel
hlcrelerinde belirli profibrotik genlerin aktivasyonuna ve TGF-f1 salinimina yol agar [110—
112].

Cevresel maruziyet

Cok cesitli cevresel ve mesleksel etkenler IPF ile iliskili bulunmustur. Kursuna, gelige, piring
tozlarina, talasa maruz kalanlarda, hayvancilik ile ugrasanlarda, kimyasal boya ve
¢oziiciilere maruz kalanlarda IPF gelisme riski normal topluma gore yiiksektir. IPF

hastalarinin otopsilerinde lenf nodlarinda inorganik partikiiller saptanmistir [111, 113-115].
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Mikrobiyal ajanlar

Mikrobik ajanlarin IPF etiyolojisindeki rolii oldukga fazla arastirilmis ancak tutarli sonuglar
elde edilememistir. Baslica herpes viriislerin hastaligin baslamasinda ve ilerlemesinde etkili
oldugu diisiiniilmiis ancak birbiri ile ¢elisen bulgular ortaya ¢ikmistir [116-118]. Ayrica
Epstein-Barr viriis proteinleri ve DNA’si, IPF hastalarinin akciger endotellerinde
saptanmuistir. Epstein-Barr viriis enfeksiyonlarinin solunum fonksiyonlarinda bozulmaya yol
acarak IPF hastalariin takiplerinde énemli yer tutabilecegi belirtilmistir [119]. Hepatit C
viriisii de IPF ile iliskisi gosterilen baska bir mikrobik ajandir [120, 121]. Enfeksiyon
etkenlerinin bakteriyel yiki (respiratuar mikrobiyom olarak da adlandirilan) i¢eren daha

karmasik bir etkilesim ile IPF hastalarinda kotii prognozu éngérebilecegi bildirilmistir [122].

Gastrotzefageal refli

Hastalik ciddiyeti ile asit veya alkalen reflii yogunlugu arasinda anlamli bir korelasyon
bulunamasa da IPF hastalarmin  ¢ogunda gastrodzefageal reflii  saptanmustir.
Miroaspirasyonlar ile asit veya alkalen igerigin hastaligin gelisimi igin bir risk faktorii
oldugundan siiphenilmektedir [123-126].

Genetik faktorler

Hem sporadik hem de ailesel IPF gelisiminde genetik yatkinlik énemlidir. Olgularmin
yaklasik %351 aileseldir. Ailesel IPF’de otozomal dominant gegis gosterdigi diisiintilen
mutasyonlar saptanmistir [127]. Toplam 11 lokusta DNA metilasyonu ve trankripsiyonunda
degisikliklerin oldugu karmagik bir genetik hastaliktir [128, 129]. Ayni ¢evresel etkenlere
maruz kalmis bireylerin hepsinde IPF gelismemesi, farkli gevresel ortamlarda yetisen tek
yumurta ikizlerinin IPF tanisi almasi ve ailesel olgularin olmasi IPF nin genetik bir hastalik
oldugunu gosteren bulgulardir. Ailesel IPF daha erken yaslarda ortaya ¢ikar, aile bireyleri
arasinda histopatolojik tiplendirme farklilk gosterebilir [130, 131]. Sporadik IPF
olgularinda ise endoplazmik retikulum fonksiyonlarmin bozuldugu [132, 133] ve akciger
dokusunun planl hiicre 6liimiine daha yatkin ve duyarl olabilecegi diisiintilmiistiir. Yeterli
kanit sunulamasa da telomerlerin ve telomeraz aktivitesinin de hastalik gelisiminde etkili
olabilecegi vurgulanmistir [134-138]. Mevcut verilerin 15181 altinda, genetik faktorlerin tek

basma IPF gelisimi igin yeterli olmadigi, ikincil bir etkenin de patofizyoloji de gerekli
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oldugu goriilmektedir. Ancak hangi g¢evresel faktorlerin, ne zaman ve hangi yolaklarla

fibrotik siireci baslattiginin aydinlatilmasi gerekmektedir [139, 140].
2.2.4. Tam

IPF'nin semptomlar1 ve belirtileri genellikle hastalik ilerlemeden saptanamaz ve yavas
geligir. Akut baslangi¢c nadirdir. En sik izlenen bulgular, nefes darligi, kuru oksiirik,
bibaziler raller ve comak parmaktir. Genellikle yash popiilasyonu etkiler ve 50 yas altinda
goriilme siklig1 azdir. Dispne en belirgin bulgudur ve ilk olarak efor dispnesi izlenir. Hastalik
ilerledik¢e dinlenme sirasinda da dispne ortaya ¢ikar. Dispne yakinmasinin yani sira non-
prodiiktif 6ksiiriik de dnemli bulgulardan bir tanesidir. IPF tanisinin konulmasr i¢in hastanin
klinigi ve yakinmalaria ek olarak hastalikla uyumlu histopatolojik ve radyolojik bulgular da
gereklidir. Amerikan Toraks Cemiyeti ve Avrupa Solunum Cemiyeti ortakligi ile 2011
yilinda IPF tam ve tedavisi i¢in bir kilavuz yaymlanmis [100], 2018 yilinda bu kilavuzda
glincelleme yapilmistir [99].

Bu kilavuza gore IPF tanisi;

- Interstisyel akciger hastaligina sebep olabilecek nedenlerin diglanmasi (bag doku
hastalig1, mesleksel ve gevresel maruziyet, ilag toksisitesi vb.)

- Yiiksek ¢oziiniirliiklii bilgisayarli tomografide de IPF/olagan instersisyel pndmoni
bulgular1 (cerrahi biyopsi uygulanmayan olgularda)

- Yiksek c¢Oziiniirliikli bilgisayarli tomografi ve akciger biyopsisi bulgularmin 6zgil

birlikteligi ile konmaktadir.

IPF tanis1 klinik, histopatolojik ve radyolojik incelemeler gerektirir. Elde edilen bulgularda
uyumluluk olmasi gerekir. Birgok bolimiin (gogiis hastaliklari, patoloji, radyoloji)
uzmanlarinin birlikte ¢alismasi ile tan1 konulabilir. Radyolojik olarak dn-arka akciger grafisi
hastaligin ilk evrelerinde normal olabilir. Ek olarak periferik ve alt zonlarda yerlesen
dizensiz cizgisel ve retikuler opasiteler ve buzlu cam opasiteleri gorulebilir. Hastaligin ileri
evrelerinde ise periferik ve alt zonlarda kaba retikuler ve retikilonodiler opasiteler
izlenebilir. Son evre olan fibrozis gelismesinde ise, azalmig akciger voliimleri, bal petegi

gorundmli Kkistler ve nadiren plevral efftizyonlar izlenebilir [99].
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Olagan interstisyel pnomoni, IPF icin &zgiil bir terim degildir. IPF disinda bag dokusu
hastaliklari, ilag toksisitesi ve asbestozis gibi patolojilerde de izlenebilir. Haliyle radyolojik
bulgular da bu hastalik grubunda benzer olabilir. Yiiksek ¢Oziiniirlikli bilgisayarli
tomografinin olagan interstisyel pnomoni tanisindaki basarisi yiiksektir ve direk 6n-arka
akciger grafilerine {istiindiir. Ancak yuksek ¢ozintrliiklii bilgisayarli tomografide normal
bulgular izlenmesi IPF tanmisini dislamaz. Radyolojik bulgular genellikle klinik semptom
ciddiyeti ile uyumlu degildir. Hastaligin ilerlemesi ile birlikte radyolojik bulgularda
degisimler olur, oncelikle periferik ve alt zonlarda belirgin diizensiz cizgisel ve retikiler
opasiteler, buzlu cam opasiteleri goriiliir. Ileri evrede ise yine periferik ve alt zonlarda
belirginlesen kaba retikiiler ve retikiilonodiiler opasiteler izlenir. Son evrede, bal petegi
goriinimli kistler, azalmis akciger voliimleri ve plevral efflizyon izlenir. Periferik ve
subplevral akciger alanlarinda diizensiz ¢izgisel opasiteler; traksiyon bronsektazileri ve bal
petegi goriiniimleri yuksek ¢ozundrlukli bilgisayarli tomografinin tipik bulgusudur [99, 102,
103, 141].

Histopatolojik inceleme ile 6n planda fibrozis degerlendirilir. IPF patogenizinde fibrozisle
sonlanan yara iyilesmesi teorisi kabul edilmistir. Yaralanmalara verilen artmis ve anormal
yanit nedeniyle hiicre dis1 matriks, fibroblast, miyofibroblast, makrofaj proliferasyonu
artmistir. Siire¢ sonucunda alveolar ¢okme ve fibrozis gelisir. Yogun fibrozis ile akciger
yapisini yikict skar veya bal petegi gortiniimii, tim alanlarda baskin subplevral paraseptal
fibrozis, fibrozis ile akciger parankiminin diizensiz-yama tarzi tutulumu tipik bulgulardandir
[142, 143].

IPF hastalarinda vital kapasite azalmustir. Rezidii hacim normal ya da diisiik saptanabilir.
Total akciger kapasitesi azalmistir. FEV1 diiser, FEV1/FVC normal ya da hafif artmustir.

Karbonmonoksit diflizyon kapasitesi de azalmistir. Hastaligin erken donemlerinde ilk ve tek

gozlenen degisiklik karbonmonoksit diflizyon kapasitesinde azalma olabilir [144-146].

2.2.5. Prognoz

IPF, en sik rastlanan fibrozis ile ilerleyen interstisyel pndmonidir ve bu hastalik grubu
icerisinde en oliimciil olanidir. Cogu malignite tiiriinden daha mortal seyreder. Tan1 sonrasi
hastalarin cogu 2.4 ile 4,2 yil arasinda hayatini kaybeder. 5 yilin {izerinde sagkalim ancak %

20 vakada goriiliir. Klinik 6zellikler farklilik gosterebilir, kronik progresif ilerleyecegi gibi
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ataklar halinde gelisen ve ataklar arasi dengede seyreden vakalar gozlenebilir. Tani
kondugunda hastaligin hangi sekilde ilerleyecegini dnceden tahmin etmek zordur. Hizli veya
yavas progresyon gosteren hastalarin tedavi yaklasimlar farklilik géstermez. Ancak hastalik
ile bilgi toplamak hastanin hayat kalitesini diizenleyek ipuglar1 saglayabilir ya da akciger
nakli i¢in hazirlik yapilmasina onciiliik edebilir. Prognoz iizerinde etkili tanimlanmis bazi
faktorler vardir. Hastalifin yaslh popiilasyonda daha mortal seyrettigini vurgulayan
caligmalar olsa da gen¢ yasta tani almis hastalarin prognozlarinin da kotii oldugu
bilinmektedir. Cinsiyetin ve irkin prognoz lizerine belirgin etkisi gosterilememistir. Sigara
icimi ve amfizem varlig1 sagkalimi azaltan faktorlerdendir. Pulmoner hipertansiyon gelisimi
prognozu oldukga etkiler. Bu durum hem semptomlari kotiilestirir hem de sag kalimi azaltan
en 6nemli faktdrlerdendir. Diisiik viicut kitle indeksi ve gomak parmaklar da kotii prognozla
iliskili bulunmustur. Bunun disinda solunum fonksiyon testleri ve 6 dakika ytrime

testlerinde saptanan ileri bozukluklar kotl prognoz gostergesidir [99, 147-149].

2.2.6. Tedavi

IPF tedavi edilemeyen ancak kontrol altinda tutulabilen bir hastaliktir. Tedavi de kullanilan
ilaglar sinirlidir. Akciger nakli tedavi segeneklerinin son basamagini olusturur. Hastaligin
siddeti tedavi planlamasinda onemli yer tutar. Hastaligin seyri ¢ogu zaman 6ngdriilemez,
tedavi kararlar1 hastalarin tercihleri ve takip eden hekimlerin kararlari dogrultusunda

planlanmas gerekir.

Oksijen tedavisi hastalar igin giinliik fonksiyonlarini siirdiirmek, egzersiz toleransini
artirmak ve pulmoner hipertansiyon gelisimini geciktirmek amaciyla kullanilir. Yasam

kalitesinde artig saglar. Influenza ve pndmokok asilarmin hastalara uygulanmasi dnerilir
[99].

Hastaligin ileri evrelerinde Oksurik ve dispne siddeti arttigi icin opiatlar ve solunum
sikintisindan ~ kaynaklanan anksiyete icin  anksiyolitikler ~ onerilebilir.  Akciger
transplantasyonu [150, 151] gen¢ ve ek hastaligi olmayan klinigi agir ilerleyen hastalarda
planlanmalidir. Pulmoner rehabilitasyon IPF hastalarinda yasam kalitesini artiran ve

Onerilen bir tedavidir [152-157].
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IPF igin kullanilabilecek ilaclar da sinirhdir. Hastaligin patogenizinde otoimmiin ve
inflamatuvar bir siirecin oldugu diisiiniildiigiinden baslarda steroid ve immiinsupresifler ve
hatta sitotoksik ajanlar kullanilmistir. Giiniimiizde hastalifin fibrozis ile ilerleyen bir
patogeneze sahip oldugu gosterildiginden bahsi gegen tedaviler artik kullanilmamaktadir.
Fibrozis neden olan bu patogenezin durdurulmasi amaciyla fibroblastlarin
miyelofibroblaslara doniisiim basamagini ve dokuda birikimini hedefleyen pirfenidon ve
nintedanib IPF hastalarida kullanilabilir [18, 158-165].

2.3. Bleomisin ile Pulmoner Fibrozis Modeli

Hayvan modelleri uzun yillardir kullanilmaktadir ve glinlimiizde translasyonel tip ve bilimin

vazgecilmez agamasi olmuslardir.
2.3.1. Tanim

Fare ve siganlar, ucuz ve bakimi kolay olduklarindan, insan organizmasina yuksek benzerlik
gosterdiklerinden hayvan modellemelerinde en yaygin olarak kullanilan hayvanlardir [166].
IPF s6z konusu oldugunda hastaligin modellenmesinde birkag zorlukla karsilasiimaktadir:
IPF'nin kronik olan patofizyolojisinin, hayvan modelinde tiretilmesi ve ¢ogaltiimasi zordur
ve hastaligin nedeni hala bilinmedigi i¢in, heniiz tam uygunluk gdsteren bir akciger hasari
tetikleyicisi yoktur. Buna ragmen, pulmoner fibroz i¢in birgok hayvan modeli gelistirilmistir
ve bu modeller IPF'de yer alan siireglerde kilit aracilarin tanimlanmasinda hayati dneme
sahiptir. Pulmoner fibrozisin modellenmesinde standart olarak kabul edilen en yaygin
kullanilan ajan bleomisindir [18, 166-171]. Bleomisin silfat, streptomyces verticillustan
izole edilen ve ¢esitli kanserleri tedavi etmek i¢in kullanilan bir antineoplastik / antibiyotik
sitotoksik bir ilagtir. DNA kirilmalarina neden olarak apoptozisis tetikler. Bununla birlikte,
bleomisin tedavisinin, akciger gibi dokular iizerinde olumsuz etkileri oldugu goézlenmistir.
Bu etkiler pulmoner yatakta fibrozis ile ilerlemektedir. Bahsi gegen yan etki fark edildikten
sonra, IPF'in hayvan modeli i¢in bleomisin kullanilmaya baglanmistir. Bleomisin ile
olusturulan pulmoner fibrozis modelinde uygulamalar agisindan cesitli farkliliklar
mevcuttur. Bleomisin bir kez ya da tekrarlayan dozlarda verilebilir. Ilacin verilis yolu
intravendz, intraperitoneal, intratrakeal veya subkutan olabilir. En sik rastlanan uygulama
yolu intratrakealdir ve inflamatuvar bir yanita yol acar [172]. 1k gunlerde gin artmus

epitelyal apoptozis, akut akciger hasar1 goriiliir. Bunu, iltihaplanmanin diizeldigi ve fibrozun
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tespit edildigi bir ge¢is donemi izler. Fibrotik evre bleomisin uygulamasindan ii¢ hafta
sonrasina kadar devam edebilir. 3 haftadan sonra genellikle iyilesme siireci baglamis olur.
Bleomisin etkisi ile hiicre dis1 matriksin artmasi ve fibrozis bolgelerinin olusmasi
gerceklesir. Bu siireden sonra, fibrozisin kendiliginden diizelmesi ve minimal fibrozis ile

neredeyse normal fizyolojik duruma geri doniis izlenir [172].

Calismalarin ¢ogunda, bleomisin tek bir intratrakeal uygulama ile verilmistir. Fibrozis
yaratmak i¢in verilen doz da ¢alismalar arasi farklilik gostermektedir. 1 mg/kg -10 mg/kg
aras1 dozlarda uygulama yapilmistir [18, 22, 162, 166, 167, 169, 170, 172-175]. Doz
yiikseldik¢e akut akciger hasarmna bagli mortalite oran1 artmaktadir. Bleomisin hayvan
modeli, IPF patogenezini incelemek icin mevcut en iyi deneysel ara¢c olmaya devam
etmektedir. IPF'nin patofizyolojisi hakkinda bilgiler saglamaya devam etmekte ve yeni

farmasotik bilesiklerin test edilmesini saglamaktadir.

2.4. Pirfenidon

Pirfenidon, anti-fibrotik ve antiinflamatuvar etkilere sahip bir piridon turevidir ve idiyopatik
pulmoner fibrozisin tedavisinde kullanilan bir ilagtir. 2008'de Japonya’da daha sonra Mart
2011'de Avrupa’da kullanimi onaylandi. Bu iilkeleri 2012'de Kanada ve 2014 yilinda ABD
izledi [12, 158, 159, 176].

Pirfenidon veya kimyasal isimlendirme ile 5-metil-1-fenil-2- (1 H) -piridon, kollajen
ekspresyonunu, sentezini ve / veya birikimini hafifleterek ve inhibe ederek antifibrotik etki
gosteren ve oral olarak kullanilan bir kimyasal molekiildiir. Hiicre dist matriks
proliferasyonu ve biiyiime faktorlerinin ve prokollajens I ve II {iretimini saglayan hucreleri
inhiber eder. Ek olarak, pirfenidonun bazi anti-enflamatuvar etkileri vardir ve oksidatif strese
kars1 korur. Pirfenidon, bleomisin kaynakli pulmoner fibrozisin sigan modelinde, antifibrotik
etkinligi gosterildikten sonra, idiyopatik pulmoner fibroz, multipl skleroz, primer sklerozan
kolanjit, kronik hepatit C gibi birgok bozuklugun tedavisinde klinik olarak
degerlendirilmistir [177-179]. Elde edilen en genis klinik veriler pirfenidonun pulmoner
fonksiyonu stabilize etmeye yardimci olabilecegi ile iliskindir. Pirfenidonun etki
mekanizmasi tam olarak anlagilamamasina ragmen, hem anti-inflamatuvar hem de anti-
fibrotik etkiler sergiler. ilacin antifibrotik etkisi {izerinde oldukga fazla calisma yapilmustir.

Pirfenidonun antifibrotik mekanizmasinin 6nemli bir yonii, hem TGF-B {iretimini hem de
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aktivitesini inhibe etmesiyle iligkilidir. Pirfenidon tedavisinin, TGF-f geni
transkripsiyonunu % 33 oraninda azalttig1 belirtilmistir [14]. Prokollajen I ve 111 genlerinin
asir1 ekspresyonunu inhibe eder [22, 175, 180]. Ek olarak, pirfenidon, hiicre dis1 matriks
sentezinde ve yeniden sekillenmede 6nemli rol oynadigi diisiiniilen 1s1 sok proteinini
pulmoner fibroblast tarafindan ekspresyonunu inhibe eder. TNF-o ve interlokin-1
saliniminda azalma ile yakindan iligkilidir [11, 19, 23, 181]. Antioksidan 6zellikleri halen
arastirtlmaktadir. Pirfenidon oncelikle karaciger vasitasiyla metabolize edilir. CYP1A2
eliminasyonun yarisindan sorumludur. CYP2C9, CYP2C19, CYP2El, CYP2D6 ise
metabolizmada sinirli rol oynar. Dahasi, pirfenidonun farmakokinetigi ve metabolizmasi
glomeriiler filtrasyon hizindaki azalmis veya son donem bobrek yetmezligi olan hastalarda
tam olarak degerlendirilmemistir [24, 177, 182-186]. Bu nedenle azalan veya minimum
GFR'li hastalarda uzun sireli etkinlik ve glvenlik bilinmemektedir. Pirfenidon, oral yoldan
verildikten sonra 1-2 saat iginde hizla absorbe edilir ve 2.1 + 0.4 saatlik yarilanma 6mrii ile
plazmadan temizlenir. Ilag, plazma proteinlerine, 6zellikle de albiimine yaklasik % 60
oraninda baglanir [177-179]. Ilag hepatik CYP1A2 enzim sistemi tarafindan metabolize
edilir. Uygulanan dozun hemen hemen% 80'1 24 saat i¢inde idrarla atilir. Kararli doz
durumu, glinde ¢ kez 400 mg ile tglncu gin elde edilebilir. Cinsiyetin farmakokinetik
uzerine hicbir etkisi yoktur. Meksika'da hipertrofik skar ve fibrotik dokunun tedavisi igin bir

jel formu da onaylanmistir ve cilt iilserlerinin tedavisinde etkili oldugu kanitlanmistir [187].

Pirfenidon, siklikla dispepsi, bulanti, gastrit, gastrodzofageal reflii hastalig1 ve kusma gibi
gastrointestinal yan etkiler ile iligkilidir. Bu reaksiyonlarin ciddiyetini azaltmak igin,
pirfenidon, yemeklerden sonra alinmalidir. Isiga duyarlilik reaksiyonlarina, dokiintii, kasinti
ve kuru cilde neden oldugu bilinmektedir. Hastalara genellikle giines lambalar1 dahil giines
1s181na dogrudan maruz kalmamalar1 ve koruyucu kiyafetler ve glines koruyucu maddeler
kullanmalari 6nerilir [177-179]. Devam eden 1s18a duyarlilik reaksiyonlar1 genellikle lokal
semptomatik tedavi ile birlikte gerektiginde doz ayarlamasi ve gerekirse tedavinin gegici
olarak kesilmesi ile yonetilir. Pirfenidon, hepatik enzim seviyelerini, ozellikle aspartat
transaminaz, alanin transaminaz ve gama-glutamil transpeptidaz seviyelerini artirabilir,
tedavi suresince hepatik enzim seviyelerinin periyodik olarak izlenmesi gereklidir [24, 25,
177,182, 183, 185, 186, 188].

Karaciger yetmezIligi olan hastalarda ve bir CYP1AZ2 inhibit6ru etkiye sahip ajan kullanan

kisilerde ilac1 recete ederken ekstra onlem alinmasi gerekir. ilag, siddetli karaciger
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yetmezligi olan hastalarda kontrendikedir. Pirfenidon tedavisi alan hastalarda bas donmesi
ve yorgunluk da bildirilmistir. Genellikle hafif seyreder, siddetli ise doz ayarlamasi veya
tedavinin kesilmesi gerekebilir. Ilag etkilesimlerinin coguna gesitli sitokrom P450 enzimleri
aracilik eder. Pirfenidon, CYP1A2 yolag ile metabolize edildiginden, bu enzimi inhibe eden
herhangi bir ilacin, pirfenidonun toksisitesini artirmast muhtemeldir: Fluvoxamine,
pirfenidon tedavisi alan hastalarda kontrendikedir. Siprofloksasin, amiodaron ve propafenon
gibi diger CYP1A2 inhibitorleri dikkatli kullanilmalidir. Sigara icilmesi, CYP1A2'yi
indukleyerek pirfenidonun metabolizmasimi hizlandirir ve etkisini azaltir. Hastalara
pirfenidon tedavisi sirasinda sigara igmekten kaginmalar1 6nerilmelidir [18, 182, 183, 188,

189].
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. In-vitro Deneyler

EMIS’ler ile pirfenidon siiriiklenebilirliginin incelenmesi, tasmabilirlik oranmin tespiti,
stiriiklenen pirfenidon miktarinin belirlenmesi, yanma Uriinii olusmadiginin gosterilmesi
amaci ile in-vitro testler gergeklestirilmistir. Deneylerde Joyetech Cubis Atomizer ve eVic

batarya kullanilmistir.
3.1.1. Validasyonu Yapilan Analitik Metot

Bu validasyonun amaci; pirfenidon inhaler bitmis tiriinii miktar tayini analiz metodunun
Uluslararasi insani ila¢ Kullanimina Iliskin Teknik Gereklilikleri Uyumlastirma Konseyi
(ICH) kilavuzu ve farmakopelere gore dogru ve giivenilir sonuglar verdiginin belirlenmesi
ve metodun uygulanabilirliginin kanitlanmasi1 amaciyla analitik metot validasyonun
yapilmasini saglamaktir. Pirfenidon Inhaler bitmis iiriinii Miktar Tayini Analitik Metot
Validasyonu igin Ali Raif Ilag Sanayi Ar-Ge Laboratuvarinda ICH kilavuzu ve

farmakopelere gore detayli bir analitik metot validasyon ¢aligmas1 yapilmistir.

Metodun; 6zgullik, dogrusallik, aralik, dogruluk, kesinlik, saglamlik ve ¢ozelti stabilitesi
parametrelerinin  kontrolleri yapilmistir. Elde edilen biitiin veriler kabul kriterleri
dahilindedir. Bu da, metodun Pirfenidon Inhaler bitmis iiriinii miktar tayini analizinde basar1

ile uygulanabilecegini gostermektedir.

Analitik metot tanim1 ve prensibi

Pirfenidon Inhaler bitmis Urtininin yiiksek basingli s1vi kromatografisi ile gergeklestirilen

miktar tayini analizinin metot validasyonu gergeklestirilmistir.

Analitik metot sartlari

Yiiksek performansl sivi kromotografisi ekipman parametreleri Cizelge 3.1°de verilmistir.
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Cizelge 3.1. Yiiksek performansl sivi kromotografisi ekipman parametreleri

Kullanilan Standart

Pirfenidon Calisma Standardi

Kullanilan Reaktifler Trietilamin
Orto-fosforik asit (%85°1ik)
Metanol
Asetonitril
Cihaz Yiiksek Basingli S1vi Kromatografisi (YBSK)
Dedektor UV-VIS
Kolon PurospherSTAR RP-8 endcapped endcapped
250 x 4.6mm 5.0p veya esdegeri
Dalga Boyu 220 nm
Akis Hizi 1.0 ml/dk.
Enjeksiyon Hacmi 50 pl
Kolon Sicakligi 40 °C
Otoodrnekleyici Sicakligi 25°C
Enjeksiyon Siresi 20 dakika (izokritik sistem)
Filtre 0.45 um PET

Cozeltilerin hazirlanist

Seyreltik orto-fosforik asit ¢ozeltisinin hazirlamisi: 20 ml %85’lik orto-fosforik asit 100

ml’lik balon jojeye alinip, hacmine distile su ile tamamlanmustir.

Tampon ¢ozeltisinin hazirlanigi: 0.9 ml trietilamin 650 ml distile su tizerine eklenip, iyice

karistirilmistir. Seyreltik orto-fosforik asit ile pH’1 3.040.05 olarak ayarlanmustir.

Hareketli faz ¢ozeltisinin hazirlanisi: Tampon ¢ozeltisi, metanol ve asetonitril 650:130:220

(h/h/h) oranlarinda karistirilip yiiksek vakumlu membran fitreden siiziilmiistiir.

Seyreltme ¢ozeltisi-1: Hareketli faz ¢ozeltisi seyreltme ¢ozeltisi olarak kullanilmistir.

Seyreltme ¢ozeltisi-2: Saf propilenglikol kullanilmistir.

Standart ¢ozeltisinin hazirlanisi: 50.0 mg Pirfenidon ¢aligsma standardi 25 ml’lik balon jojeye

alinip, seyreltme cozeltisi-1 ile ¢6zullp hacmine tamamlanmistir. 30 dakika manyetik
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karigtiricida  karistirilmis ve bu ¢ozeltiden 1 ml alinarak 20 ml’lik balon jojeye
orneklenmistir. Hacmine seyreltme ¢ozeltisi-1 ile tamamlanip 0.45 pm polietilen tereftalat

filtreden stzullrek viallenmistir (Cpirfenidon: 0.1 mg/ml).

Numune ¢ozeltisinin hazirlanisi: 100 mg/ml konsantrasyonda ¢6zelti hazirlamak i¢in 1000
mg Pirfenidon 10 mI’lik balon jojeye tartilmistir. Uzerine bir miktar seyreltme ¢ozeltisi-2
ilave edilmistir. Ultrasonik banyoda 5 dakika bekletilip ¢oziilmesi saglanmistir. Hacmine
seyreltme c¢oOzeltisi-2 ile tamamlanmis ve bu ¢Ozeltiden aliman Ornekler Cizelge 3.2°de
belirtilen konsantrasyondaki c¢ozeltiler Cizelge 3.3’te verilen atomizer parametrelerinde
EMIS ile siiriiklenmistir. 3 saniye icerisinde (Cizelge 3.4 ve Cizelge 3.5) 60 ml buhar
(Cizelge 3.6) cekilip ve yogunlastirilmigtir. 5 ml seyreltme ¢ozeltisi-1 ile seyreltilip, 0.45

pum polietilen tereftalat filtreden suzilup, viallenmistir.

Cizelge 3.2. Pirfenidon ¢ozelti konsantrasyonlart

Cozelti Adi Cozelti Konsantrasyonu
Cozelti A 2mg/ml

Cozelti B 4mg/mi

Cozelti C 8mg/ml

Cozelti D 25mg/mi

Cozelti E 50mg/ml

Cozelti F 100mg/ml

Cizelge 3.3. Atomizer parametreleri

Cozelti Adi Parametreler

Cozelti A 8-10-12 Watt (3s)
Cozelti B 8-10-12 Watt (3s)
Cozelti C 8-10-12 Watt (3s)
Cozelti D 8-10-12 Watt (3s)
Cozelti E 8-10-12 Watt (3s)
Cozelti F 8-10-12 Watt (3s)
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Cizelge 3.4. Toplanan ¢ozelti miktari

60 ml aeresol ¢ekilerek, yogunlagtirma sonrasi 0.5
Puf Sayisi
ml i¢in yeterli say1
Puf Suresi 3sn
Toplam Sivi Miktar1 (ml) 0.5ml
2 Puf Arasinda Gegen Siire (sn) 30

Cizelge 3.5. Toplanan kor ¢ozelti miktarlari

Puf Sayisi 60 ml aeresol ¢ekilerek, yogunlastirma sonras1 0.5

ml i¢in yeterli say1

Puf Suresi 3sn
Toplam Sivi Miktar1 (ml) 0.5ml
2 Puf Arasinda Gegen Siire (sn) 30

Cizelge 3.6. Cekilen buhar hacmi

Cozelti A 60ml
Cozelti B 60ml
Cozelti C 60ml
Cozelti D 60ml
Cozelti E 60ml
Cozelti F 60ml
Kor Cozeltisi 60ml

60 ml’lik aerosol i¢in en yiiksek konsantrasyon 100 mg/ml 12 Watt (3s) kosullarinda elde
edildiginden ve farmakolojik deneylerde kullanilmasina karar verilen 100 mg/ml ¢ozelti

iizerinden analitik metot validasyon c¢aligmas1 gergeklestirilmistir.
Prosedur

Seyreltme ¢ozeltisi enjeksiyonu ile baslangi¢ seviyesi ve basing dengelenmeye calisiimistir.
Sistem dengeye geldikten sonra seyreltme ¢ozeltisinden 1 enjeksiyon yapilmustir. 1ki adet
standart ¢ozeltisi hazirlanip standart-1 ¢ozeltisinden 6 enjeksiyon yapilmistir. Standart-2

¢Ozeltisinden 2 enjeksiyon yapilmistir. 3 adet numune ¢6zeltisi hazirlanmis ve her birinden
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2 enjeksiyon yapilmistir. Yapilan enjeksiyonlarin kromatogramlari kaydedilmistir. 6 adet
numune ¢ozeltisi enjeksiyonlar1 ardindan standart-1 ¢Ozeltisinden 1’er kez kontrol
enjeksiyon yapilmistir. Analiz sonuglarinin ortalamasi, standart sapmasi ve goreceli standart

sapmas1 hesaplanmustir.

Kabul kriterleri

e Standart ¢Ozeltisinin 6 enjeksiyonundan elde edilen kromatogramlardaki Pirfenidon
pikine ait alanlarin % goreceli standart saptma (GSS) degeri 1.5’den biiyiik olmamalidir.

e Standart-1 ve standart-2 ¢6zeltilerinden elde edilen Pirfenidon pik alanlari ortalamalari
arasindaki uyum % 98.0 - % 102.0 araliginda olmalidir.

e Standart ¢ozeltisi kromatogramindaki Pirfenidon pikinin teorik plaka sayist 5000°den

kiigiik olmamalidir.

Standart ve numune ¢ozeltilerinin ¢dzelti stabilitesi agsagida belirtildigi gibidir:

e Pirfenidon standart ¢6zeltisi, oda sicakligi (25°C) kosulunda 48 saat boyunca stabildir.

e Numune ¢ozeltisi, oda sicakligr (25°C) kosulunda 48 saat boyunca stabildir.

Hesaplama

60 ml Buharda Bulunan Miktar (mg)= [(Cs x An X P)/ As]x5

(An: Numune kromatogramindaki pirfenidon pikinin alani, As: Standart kromatogramindaki
pirfenidon pikinin alani, Cs: Standardin tartim1 (mg), P: Standardin potensi (as-is), 5:

Yogunlasan buharin seyreltildigi hacim (ml))

Sabit Hacimdeki Pirfenidon Yuzdesi (%)= (An X Cs x P)/(Asx Cn) x100

(An: Numune kromatogramindaki pirfenidon pikinin alani, As: Standart kromatogramindaki
pirfenidon pikinin alani, Cs: Standardin tartimi (mg), P: Standardin potensi (as-is)).

Analizler sirasinda bulunan biitlin sonuglar mg ve % sonug cinsinden ifade edilmistir.
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3.1.2. Validasyon Cahsmasinda Kullanilan Ekipman, Uriin, Standart ve Reaktifler

Validasyon c¢alismasinda kullanilan ekipmanlar Cizelge 3.7°de, yiiksek basingli sivi
kromatografisi kolon bilgileri Cizelge 3.8’de, standartlar Cizelge 3.9°da ve reaktifler Cizelge
3.10°da verilmistir. Pirfenidon Inhaler bitmis iiriinii miktar tayini analitik metot validasyon

calismasinda PAIN2-Y-01 seri numarali iiriin kullanilmastir.

Cizelge 3.7. Kullanilan ekipmanlar

Mettler Toledo MT Analitik Terazi 17.03.2018 17.09.2018
Waters Acquity Arc Sivi Kromatografi 26.08.2018 26.08.2019
Sistemi

Heidolph MR 3001 K Standart Isiticilt

Manyetik Karistirict Kalibrasyon dis1 | Kalibrasyon dist
Bandelin Sonorex RK 510 Ultrasonik Banyo | Kalibrasyon dig1 | Kalibrasyon dis1

Cizelge 3.8. Yiiksek basingli sivi kromatografisi kolon bilgileri

Uretici )
Kolon Adi ) Seri No. Lot No. Kolon Boyutlar
Firma
PurospherSTAR RP-8
PurospherSTAR
Merck 552565 HX58040654 | endcapped 250 x
RP-8 endcapped
4.6mm 5.0
PurospherSTAR RP-8
PurospherSTAR
Merck 621926 HX68985254 | endcapped 250 x
RP-8 endcapped
4.6mm 5.0u




Cizelge 3.9. Standartlar
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Standart Adi Uretici | Lot No. Saflik (%) | Son Kullanma | Saklama
(as is) Tarihi Kosulu
Pirfenidon Honour | PF0010316 | 99.5 06/2019 25°C-ODA
Calisma SARTI
Standardi
Cizelge 3.10. Reaktifler
Reaktif ad1 | Uretici Reaktif kodu | Lot No. Son Saklama
Kullanma | Kosulu
Tarihi
Trietilamin | Merck 8.08352.2500 | S7047452525 | 30.04.2020 | Oda kosulu
Metanol Merck 1.06035.2500 | 1616110009 08.2018 Oda kosulu
%385’lik
Fosforik Merck 1.00284.2500 | K45327063407 | 01.2019 Oda kosulu
Asit
Asetonitril | J.T Baker | 9017 1427608002 11.2019 Oda kosulu

3.1.3. Valide Edilen Parametreler

Ozqullik

Ozgiilliik, safsizlik ve/veya yardime1 madde igeren karisimdan test edilen maddenin 6zgiil

olarak tayin edilebilmesidir. Bir analitik metodun 6zgiilliigii, etken madde veya bitmis {iriin

icerisindeki analiz edilecek maddenin sinyalinin; safsizlik, yardimc1 madde ve kullanilan

cozelti sinyalleri ile girisim yapip/yapmadiginin kontrolii ile belirlenmistir.

Deneysel a¢iklamalar

Seyreltik orto-fosforik asit ¢Ozeltisinin hazirlanisi: 20 ml %85°lik orto-fosforik asit 100

ml’lik balon jojeye alinip, hacmine distile su ile tamamlanmistir.

Tampon ¢ozeltisinin hazirlanigi: 0.9 ml trietilamin 650 ml distile su tizerine eklenip, iyice

karistirilmistir. Seyreltik orto-fosforik asit ile pH’1 3.0+0.05 olarak ayarlanmustir.
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Hareketli faz ¢ozeltisinin hazirlanigi: Tampon ¢ozeltisi, metanol ve asetonitril 650:130:220

(h/h/n) oranlarinda karigtirilip yliksek vakumlu membran fitreden stiziilmiistiir.

Seyreltme ¢ozeltisi-1: Hareketli faz ¢6zeltisi seyreltme ¢6zeltisi olarak kullanilmustir.

Seyreltme ¢ozeltisi-2: Saf propilenglikol kullanilmistir.

Standart ¢ozeltisinin hazirlanisi: 50.0 mg Pirfenidon ¢aligma standardi 25 ml’lik balon jojeye
alinip, seyreltme ¢ozeltisi-1 ile ¢oziiliip hacmine tamamlanmistir. 30 dakika manyetik
karigtiricidda  karistirilmis ve bu cozeltiden 1 ml alimarak 20 ml’lik balon jojeye
orneklenmistir. Hacmine seyreltme ¢ozeltisi-1 ile tamamlanip 0.45 pm polietilen tereftalat

filtreden siiziiliirek viallenmistir (Crirfenidon: 0.1 mg/ml).

Numune ¢ozeltisinin hazirlanisi: 100 mg/ml konsantrasyonda ¢ozelti hazirlamak i¢in 1000
mg Pirfenidon 10 ml’lik balon jojeye tartilmistir. Uzerine bir miktar seyreltme ¢dzeltisi-2
ilave edilmistir. Ultrasonik banyoda 5 dakika bekletilip ¢ozlilmesi saglanmistir. Hacmine
seyreltme ¢ozeltisi-2 ile tamamlanmis ve bu ¢ozeltiden alinan ornekler Cizelge 3.2°de
belirtilen konsantrasyondaki cozeltiler Cizelge 3.3’te verilen atomizer parametrelerinde
EMIS ile siiriiklenmistir. 3 saniye icerisinde (Cizelge 3.4 ve Cizelge 3.5) 60 ml buhar
(Cizelge 3.6) gekilip ve yogunlastirilmistir. 5 ml seyreltme ¢ozeltisi-1 ile seyreltilip, 0.45

um polietilen tereftalat filtreden siiziiliip, viallenmistir.

KOr ¢ozeltisinin hazirlanisi: Seyreltme ¢ozeltisi-2 Elektronik Device de suruklenir. 3 saniye
icerisinde 60 ml buhar gekilir ve yogunlastirilir. 5 ml seyreltme ¢ozeltisi-1 ile seyreltilir. 0.45

pum PET filtreden stizallr, viallenir.

Prosedir olarak seyreltme ¢ozeltisi enjeksiyonu ile baglangic seviyesi ve basing
dengelenmeye calisilmistir. Sistem dengeye geldikten sonra seyreltme c¢ozeltisinden 1
enjeksiyon yapilmistir. Sistem dengeye geldikten sonra seyreltme c¢ozeltisi-2’den 1
enjeksiyon yapilmistir. Daha sonra kor ¢Ozeltisinden 1 enjeksiyon yapilmistir. Standart
cozeltisinden 1 enjeksiyon yapilmistir. Numune ¢Ozeltisinden 1 enjeksiyon yapilmistir.
Kromatogramlardaki etken maddenin alikonma zamani, alani, saflik agis1 ve saflik esik

degerleri raporlanmustir.
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Kabul kriterleri asagida verilmistir;

e Hareketli faz ¢ozeltisi ve seyreltme ¢ozeltisi kromatogramlarindan elde edilen pikler ile
Pirfenidon piki arasinda bir girisim olmamalidir.

e Pirfenidon piki icin pik safligi acis1 pik safligr esiginden kicuk olmalidirKabul
kriterlerinin saglanip saglanmadigimin degerlendirildigi pirfenidon 6zgiilliikk c¢alismasi

sonuglar1 Cizelge 3.11°de verilmistir.

Cizelge 3.11. Pirfenidon 6zgiilliik ¢alismasi sonuglari

Goreceli
Alikonma
Alikonma Saflik | Saflik Esik
Bilesenler Zamani Alan
Zamani Agist Degeri
(RT)
(RRT)
Seyreltme Cozeltisi-1 - - - - -
Seyreltme Cozeltisi-2 - - - - -
Kor Cozeltisi - - - - -
Standart Cozeltisi 10.256 1.00 17724968 | 0.219 0.412
Numune Cozeltisi
10.460 1.02 2452417 | 0.073 0.270
(100 mg/ml)-12 watt

Pirfenidon piki, hareketli faz ¢ozeltisi ve seyreltme ¢dzeltisinden gelen herhangi bir pik ile
girisim yapmadigi, pirfenidon pik saflig1 acis1 pik saflig1 esiginden kii¢iik olarak oldugu

saptanmistir. Sonuclar kabul kriterlerini saglamistir.

Dogrusallik

Dogrusallik; belirlenmis olan konsantrasyon araliginda, ¢dzelti konsantrasyonu ile 6l¢giilen

cevaplar arasindaki lineerlik iligkisidir.
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Deneysel aciklamalar

Dogrusallik stok ¢ozeltisinin hazirlanisi: 20.0 mg Pirfenidon ¢alisma standardi 20 ml’lik
balon jojeye alinip, seyreltme ¢ozeltisi ile ¢oziiliip hacmine tamamlanmistir. 30 dakika

manyetik karistiricida karistirtlmistir (Cpirfenidon: 1 mg/ml).

%150 Dogrusallik ¢ozeltisinin hazirlanisi: Hazirlanan standart stok ¢ozeltisinden 7.5 ml
alinip 50 ml’lik balon joje igerisine aktarilmistir. Hareketli faz cozeltisi ile hacmine
tamamlanip 30 sn. karigtinlmistir. Hazirlanan ¢ozelti 0.45um polietilen tereftalat filtreden

stzalip, viallenmistir (Cpirfenidon=0.15 mg/ml).

%120 Dogrusallik ¢ozeltisinin hazirlanisi: Hazirlanan standart stok ¢ozeltisinden 12.0 ml
alimip 100 ml’lik balon joje igerisine aktarilmigtir. Hareketli faz ¢ozeltisi ile hacmine
tamamlanip 30 sn. karigtirilmistir. Hazirlanan ¢ozelti 0.45um 45um polietilen tereftalat

filtreden stiziliip, viallenmistir (Cpirfenidgon=0.12 mg/ml).

%100 Dogrusallik ¢ozeltisinin hazirlanisi: Hazirlanan standart stok ¢ozeltisinden 5,0 ml
alinip 50 ml’lik balon joje igerisine aktarilmistir. Hareketli faz cozeltisi ile hacmine
tamamlanip 30 sn. karigtirllmistir. Hazirlanan ¢ozelti 0.45um polietilen tereftalat filtreden

stiziliip, viallenmistir (Cpirfeniaon=0.10 mg/ml).

%380 Dogrusallik ¢0zeltisinin hazirlanisi: Hazirlanan standart stok ¢ozeltisinden 8 ml alinip
100 ml’lik balon joje igerisine aktarilmistir. Hareketli faz ¢6zeltisi ile hacmine tamamlanip
30 sn. kanistirilmustir. Hazirlanan ¢ozelti 0.45um polietilen tereftalat filtreden stzilip,

viallenmistir (Cpirfenidon=0.08 mg/ml).

%60 Dogrusallik ¢ozeltisinin hazirlanisi: Hazirlanan standart stok ¢ozeltisinden 6 ml alinip
100 ml’lik balon joje igerisine aktarilmistir. Hareketli faz ¢6zeltisi ile hacmine tamamlanip
30 sn. kanistirilmistir. Hazirlanan ¢ozelti 0.45um polietilen tereftalat filtreden stzilip,

viallenmistir (Cpirfenidon=0.06 mg/ml).

%350 Dogrusallik ¢ozeltisinin hazirlanisi: Hazirlanan standart stok ¢ozeltisinden 2,5 ml alinip
50 ml’lik balon joje igerisine aktarilmistir. Hareketli faz ¢ozeltisi ile hacmine tamamlanip
30 sn. kanistirilmustir. Hazirlanan ¢ozelti 0.45um polietilen tereftalat filtreden stzilip,

viallenmistir (Cpirfenidon=0.05 mg/ml).
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%30 Dogrusallik ¢dzeltisinin hazirlanisi: Hazirlanan standart stok ¢ozeltisinden 3 ml alinip
100 mI’lik balon joje icerisine aktarilmigtir. Hareketli faz ¢ozeltisi ile hacmine tamamlanip
30 sn. kanistirilmustir. Hazirlanan ¢ozelti 0.45um polietilen tereftalat filtreden stzilip,

viallenmistir (Cpirfenidon=0.03 mg/ml).

%10 Dogrusallik ¢dzeltisinin hazirlanisi: Hazirlanan standart stok ¢ozeltisinden 1 ml alinip
100 mI’lik balon joje icerisine aktarilmigtir. Hareketli faz ¢ozeltisi ile hacmine tamamlanip
30 sn. kanstirilmustir. Hazirlanan ¢ozelti 0.45um polietilen tereftalat filtreden stzilip,

viallenmistir (Cpirfenidon=0.010 mg/ml).

%35 Dogrusallik ¢ozeltisinin hazirlanisi: Hazirlanan standart stok ¢ozeltisinden 1 ml alinip
200 mI’lik balon joje igerisine aktarilmistir. Hareketli faz ¢ozeltisi ile hacmine tamamlanip
30 sn. kanstirilmustir. Hazirlanan ¢ozelti 0.45um polietilen tereftalat filtreden stzilip,

viallenmistir (Cpirfenidon=0.005 mg/ml).

%1 Dogrusallik ¢6zeltisinin hazirlanisi: Hazirlanan standart stok ¢ozeltisinden 2 ml alinip
ve 100 mI’lik balon joje igerisine aktarilmistir. Daha sonra bu ¢6zeltiden 1 ml alinip 10 ml’ye
seyreltme cozeltisi ile tamamlanmistir. Hareketli faz ¢6zeltisi ile hacmine tamamlanip 30 sn.
Karistirilmistir.  Hazirlanan ¢ozelti 0.45um  polietilen tereftalat filtreden suzallp,

viallenmistir (Cpirfenidon=0.0010 mg/ml).

Enjeksiyon Hacmi Dogrusalligi: Enjeksiyon hacmi dogrusalligi igin % 150 dogrusallik

cozeltisinden sirasiyla 5 ul, 10 pl, 20 pl, 40 ul ve 50 pl olacak sekilde enjeksiyonlar
yapilmistir.

Calismanin prosediirii agagida verilmistir.

o Seyreltme ¢ozeltisi enjeksiyonu ile baseline ve basing dengelenmeye calisilir.
e Sistem dengeye geldikten sonra seyreltme ¢ozeltisinden 1 enjeksiyon yapilir.
e %150 Dogrusallik Cozeltisinden 3 enjeksiyon yapilir.

e %120 Dogrusallik Cozeltisinden 3 enjeksiyon yapilir.

e %100 Dogrusallik Cozeltisinden 3 enjeksiyon yapilir.

e %380 Dogrusallik Cozeltisinden 3 enjeksiyon yapilir.

e %060 Dogrusallik Cozeltisinden 3 enjeksiyon yapilir.
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e %50 Dogrusallik Cozeltisinden 3 enjeksiyon yapilir.

e %30 Dogrusallik Cozeltisinden 3 enjeksiyon yapilir.

e %10 Dogrusallik Cozeltisinden 3 enjeksiyon yapilir.

® %5 Dogrusallik Cozeltisinden 3 enjeksiyon yapilir.

e %] Dogrusallik Cozeltisinden 3 enjeksiyon yapilir.

e Enjeksiyon hacmi dogrusallik ¢calismasi i¢in her hacimden 1 enjeksiyon yapilir.

e Her bir standardin kendi i¢inde konsantrasyonlara karsi sinyallerin grafigi ¢izilir ve
olusan dogrunun denklemi tayin edilir.

e Egim, y-kesim noktasi, korelasyon katsayisi raporlanir.

Hesaplamalar icin % Y-kesim noktast: [Ykesim noktasi / (%100 seviyesindeki alan)] x100

formiili kullanilmuastir.
Deneyler igin kabul kriterleri asagida verilmistir;

e Korelasyon katsayis1t R>> 0.998 olmalidir.

e 9% Y-kesim noktasi kriteri % 3.0°den az olmalidir.

Pirfenidon miktar tayini dogrusallik ¢alismasi sonuglar1 Cizelge 3.12°de, enjeksiyon hacmi

dogrusallik ¢alismasi sonuglar1 Cizelge 3.13’te verilmistir.



Cizelge 3.12. Pirfenidon dogrusallik ¢alismasi sonuglari
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Standart Standart Kesim
Ortalama | Hesaplanan Std. %
Konsantrasyonu | Konsantrasyonu Noktas1
Alan Alan Sapma | GSS o
(%) (mg/ml) Kriteri
% 1 0.001 204578 604952 601 0.29
% 5 0.005 1031527 1451617 5859 | 0.57
% 10 0.010 2057116 2261049 18769 | 0.91
% 30 0.033 5942999 5738355 66576 | 1.12
% 50 0.055 9258916 9081134 55831 | 0.60
% 60 0.068 10945379 | 11005329 | 123703 | 1.13
% 80 0.088 13999646 | 14005744 | 183883 | 1.31
% 100 0.105 16658482 | 16653969 | 58077 | 0.35 | 2.69
% 120 0.122 18897676 | 19190339 | 217021 | 1.15
% 150 0.144 22705799 | 22530095 | 339156 | 1.49
4 N
ALAN MIKTAR TAYINI DOGRUSALLIK CALISMASI
25000000
20000000 -
15000000 -
y = 154142940,185959x + 448497,371429155
10000000 - R2 =0,9992
5000000 -
0 T T T T T
0.00 0.04 0.08 0.10 0.12 0.14 0.16
KONSANTRASYON (mg/ml)
\ y

Sekil 3.1. Pirfenidon miktar tayini dogrusallik ¢aligmas grafigi
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Cizelge 3.13. Enjeksiyon hacmi dogrusallik ¢aligmasi sonuglari

Standart
) ) Ortalama | Hesaplanan Std.
Enj. Hacmi (ul) | Konsantrasyonu % GSS
Alan Alan Sapma
(mg/ml)
5 0.144 685605 651524 95.03 685605
10 0.144 2805203 498925 17.79 2805203
20 0.144 8760164 112314 1.28 8760164
40 0.144 19231122 156178 0.81 19231122
50 0.144 25143974 241805 0.96 25143974
4 D
ALAN ENJEKSIYON HACMi DOGRUSALLIK CALISMASI
30000000
25000000 -
20000000 -
15000000 -
y = 54498347.1111x - 2299373.3778
10000000 - R?=0.9993
5000000 -
0 T T T T ‘
0.00 0.10 0.20 0.30 0.40 0.50 0.60
Enjeksiyon hacmi
\ J

Sekil 3.2. Enjeksiyon hacmi dogrusallik ¢caligmasi grafigi

Sonuglar degerlendirildiginde, pirfenidon dogrusallik korelasyon katsayisinin R?=0.9992

oldugu, pirfenidon dogrusallik % Y-kesim noktasi kriterinin % 2.69 oldugu, enjeksiyon

hacmi dogrusallik korelasyon katsayisinin R?=0.9993 oldugu saptanmistir ve sonuglar kabul

kriterlerini saglamaktadir.

Aralik

Analitik test metodunun dogru, kesin ve lineer sonug verdigi alt ve {ist konsantrasyon

araligidir. Bir analitik yontemin aralifi dogrusallik calismalarinda olusturulur. Uygun
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dogrusallik, dogruluk ve kesinlige sahip bir metotla tayin edilen bilesenin alt ve iist

konsantrasyonlari arasindaki aralik olarak tarif edilir.

Kabul kriterleri, dogrusallik ve dogruluk calismasinda belirlenen aralik degeri kabul
edilmistir. Miktar tayini analizi dogrusallik parametresinde % 1 - % 150 konsantrasyon

caligma aralig1 uygun bulunmustur.

Dogruluk

Analitik metodun dogrulugu, bu metot ile test edilen analiz sonuglarinin gergek sonuglara

yakilhigidir.

Deneysel aciklamalar

Standart ¢ozeltisinin hazirlanigi: 50.0 mg pirfenidon ¢alisma standardi 25 ml’lik balon jojeye
alinip, seyreltme cozeltisi-1 ile ¢6zullp hacmine tamamlanmistir. 30 dakika manyetik
karistiricida  karistirilmis ve bu cozeltiden 1 ml alinarak 20 ml’lik balon jojeye
orneklenmistir. Hacmine seyreltme ¢Ozeltisi-1 ile tamamlanip 0.45 pm polietilen filtreden

filtreden stiztlup, viallenmistir (Cpirfenidon: 0.1 mg/ml).

Geri kazanim ¢6zeltisinin hazirlanigi (% 1): Hassas bir sekilde tartimi alinan 5 mg pirfenidon
etken maddesi 50 ml’lik balon joje icerisine aktarilip seyreltme cozeltisi-2 ile ¢ozilup
hacmine tamamlanmustir. 30 dakika manyetik karistiricida karistiritlmis ve bu ¢ozeltiden 1
ml alinarak 100 ml’lik balon jojeye alinir. Hacmine seyreltme ¢ozeltisi ile tamamlanip 0.45

pm polietilen tereftalat filtreden filtreden stzulip, viallenmistir (Cpirfenidon: 0.001 mg/ml).

Geri kazanim ¢dzeltisinin hazirlanis1 (% 100): Hassas bir sekilde tartimi alinan 20.0 mg
pirfenidon etken madde 2 ml’lik balon joje icerisine aktarilip seyreltme ¢Ozeltisi-2 ile
¢oz0lup hacmine tamamlanmistir. 30 dakika manyetik karigtiricida karistirilmis ve bu
¢ozeltiden 1 ml alinarak 100 ml’lik balon jojeye 6rneklenmistir. Hacmine seyreltme ¢ozeltisi
ile tamamlanip 0.45 pm polietilen tereftalat filtreden suzilup, viallenmistir (Cpirfenidon: 0.1

mg/ml).

Geri kazanim ¢ozeltisinin hazirlanis1 (% 150): Hassas bir sekilde tartimi alinan 30.0 mg

pirfenidon etken madde 2 ml’lik balon joje igerisine aktarilip seyreltme ¢ozeltisi-2 ile
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¢ozUlup hacmine tamamlanmistir. 30 dakika manyetik karigtiricida karistirilmis ve bu
¢ozeltiden 1 ml alinarak 100 ml’lik balon jojeye 6rneklenmistir. Hacmine seyreltme ¢ozeltisi
ile tamamlanip, 0.45 um polietilen tereftalat filtreden siiziilmiis ve viallenmistir (Cpirfenidon:
0.15 mg/ml).

Calismanin prosediirii asagida verilmistir.

e Seyreltme ¢ozeltisi enjeksiyonu ile baseline ve basing dengelenmeye c¢alisilir.
e Sistem dengeye geldikten sonra seyreltme ¢ozeltisinden 1 enjeksiyon yapilir.
e ki adet standart ¢dzelti hazirlanar.

e Standart-1 ¢ozeltisinden 6 enjeksiyon yapilir.

e Standart-2 ¢ozeltisinden 2 enjeksiyon yapilir.

¢ Pirfenidon geri kazanim (%1, %100 ve %150) ¢ozeltilerinden 3’er adet hazirlanir ve her

birinden 3 enjeksiyon yapilir.

e Tek tek ve ortalama geri kazanim yiizdeleri, standart sapma, goreceli standart sapma ve

% 95 gliven aralig1 hesaplanir.
Hesaplamalar i¢in agsagidaki formiiller kullanilmistir.

% Geri kazanilan miktar= (Tespit edilen miktar / Teorik miktar) x 100

S S

Giiven aralig1: f—t(ﬁ> <,u<9?+t(ﬁ>

(u: olglilmeye ¢alisilan gergek deger, s: standart sapma, n: 6l¢iim sayisi, t: serbestlik

derecesindeki t dagilim degeri (n-1), X: analiz sonuglarinin ortalamasi)

Giliven aralifi gergek degeri kapsamiyor ise analizde sistematik bir hatanin oldugu
degerlendirilmistir. Serbestlik derecesi (n-1) ve%95 giiven araliginda t-dagilim degerleri

Cizelge 3.14°te verilmistir.



Cizelge 3.14. t- Dagilim gizelgesi
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Serbestlik | %95 Giiven araliginda | Serbestlik %95 Giliven araliginda
derecesi (n-1) | t-dagilim degeri derecesi (n-1) t-dagilim degeri
1 12.706 6 2.447
2 4.303 7 2.365
3 3.182 8 2.306
4 2.776 9 2.262
5 2.571 10 2.228

Kabul kriteri olarak her bir geri kazanim degerinin, % 98.0 ile % 102.0 araliginda bulunmasi

alinmistir. Pirfenidon dogruluk ¢alismasi sonuglar1 Cizelge 3.15’te verilmistir.

Cizelge 3.15. Pirfenidon dogruluk ¢alismasi sonuglari

Konulan Kons. Bulunan Kons.

Seviye (%) (mg/ml) (mg/ml) Geri Kazanim (%)
%1-1 0.001 0.001 101.8
%1-2 0.001 0.001 100.8
%1-3 0.001 0.001 98.6
%100-1 0.100 0.100 100.7
%100-2 0.100 0.101 101.3
%100-3 0.101 0.099 98.8
%150-1 0.151 0.151 100.2
%150-2 0.150 0.152 101.5
%150-3 0.151 0.150 99.9

Ortalama 100.42
Std. Sapma 1.13
Goreceli Std. Sapma 1.13
(%)
Giiven Sinir1 0.87
Giliven Araligi 995
101.3
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Sonuglar degerlendirildiginde pirfenidon i¢in her bir geri kazanim degeri % 98 - % 102

arasinda bulunmustur.

Pirfenidon i¢in ortalama geri kazanim degeri % 100.42, standart sapma 1.13, GSS % 1.13
olarak saptanmistir. % 95 giiven araligt % 99.5 - % 101.3, giiven smir1 0.87 olarak

bulunmustur. Sonuclarin kabul kriterleri igerisinde oldugu tespit edilmistir.

Kesinlik

Tekrarlanabilirlik

Tekrarlanabilirlik parametresi, kullanilan ekipmanin performansinin 6l¢iisiidiir.

Deneysel agiklamalar

Standart ¢ozeltisinin hazirlanisi: 20.0 mg pirfenidon ¢aligsma standardi 20 ml’lik balon jojeye
alinip, seyreltme c¢ozeltisi ile ¢6zulip hacmine tamamlanmistir. 30 dakika manyetik
karistiricida karistirthp, bu ¢ozeltiden 5 ml alinarak 50 ml’lik balon jojeye 6rneklenmistir.
Hacmine seyreltme ¢6zeltisi ile tamamlanip, 0.45 pm polietilen tereftalat filtreden stzulp,

viallenmistir (Cpirfenigon: 0.1 mg/ml).

Kabul Kriteri olarak standart ¢ozeltilerinin 6 ardisik enjeksiyonundan elde edilen standart
pik alanlar1 arasindaki % GSS 2.0’dan kii¢lik olmasi, ve alikonma zamanlari arasindaki %

GSS 2.0°dan kii¢iik olmas1 alinmistir.

Pirfenidon tekrarlanabilirlik ¢alismasi sonuglart Cizelge 3.16’da verilmistir.
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Cizelge 3.16. Pirfenidon tekrarlanabilirlik ¢aligsmasi sonuglari

Enj. Sirasi Pirfenidon Pik Alani Alikonma Zamani
1 17189739 10.55
2 17245378 10.54
3 17156386 10.54
4 17223867 10.55
5 17289456 10.55
6 17156345 10.55
Ortalama 17210195 10.55
Std. Sapma 52765 0.01
% GSS 0.31 0.05

Pirfenidon standart ¢ozeltisinin 6 enjeksiyonundan elde edilen pirfenidon pik alanlar1 GSS
% 0.05, alikonma zamanlar1 GSS % 0.02 olarak bulunmustur. Sonuglarin kabul kriterlerini

sagladig gorilmistiir.

Tekrar elde edilebilirlik (metot kesinligi)

Tekrar elde edilebilirlik parametresi, ayni islem kosullari altinda kisa bir zaman araligindaki

kesinligi ifade eder.

Deneysel agiklamalar

Standart ¢6zeltisinin hazirlanigi: 50.0 mg pirfenidon ¢alisma standardi 25 m1’lik balon jojeye
alimip, seyreltme ¢ozeltisi-1 ile ¢ozulip hacmine tamamlanmistir. 30 dakika manyetik
karigtiricida karistirilip, bu ¢ozeltiden 1 ml alinarak 20 ml’lik balon jojeye 6rneklenmistir.
Hacmine seyreltme ¢6zeltisi ile tamamlanip, 0.45 pm polietilen tereftalat filtreden stzilip,

viallenmistir (Cpirfenidon: 0.1 mg/ml).

Numune ¢ozeltisinin hazirlanisi: 100 mg/ml konsantrasyonda ¢ozelti hazirlamak i¢in 1000
mg pirfenidon 10 mI’lik balon jojeye tartilip, izerine bir miktar seyreltme ¢ozeltisi-2 ilave
edilmistir. Ultrasonik banyoda 5 dakika bekletilip ve ¢Ozulmiistiir. Hacmine seyreltme
gozeltisi-2 ile tamamlanmistir. Bu ¢Ozelti Cizelge 3.2°de belirtilen atomizer

parametrelerinde EMIS ile suriklenmistir. 3 saniye icerisinde 60 ml buhar cekilip,
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yogunlastirilmis ve 5 ml seyreltme ¢ozeltisi-1 ile seyreltilmistir. 0.45 pm polietilen tereftalat

filtreden stzilup, viallenmistir.

% 100 Metot kesinligi ¢ozeltisinin hazirlanisi: 100 mg/ml konsantrasyonda ¢ozelti
hazirlamak i¢in 1000 mg pirfenidon 10 ml’lik balon jojeye tartilip, tizerine bir miktar
seyreltme cozeltisi-2 ilave edilmistir. Ultrasonik banyoda 5 dakika bekletilip ¢ozUlmustiir.
Hacmine seyreltme ¢ozeltisi-2 ile tamamlanip bu ¢6zeltiden 1 ml alinarak 100 m1’lik balon
joje’ye aktarilmistir. Hacmine seyreltme c¢ozeltisi-1 ile seyreltilip bu ¢6zeltiden 1 ml alinarak
10 mI’lik balon joje’ye aktarilmis ve hacmine seyreltme c¢ozeltisi-1 ile seyreltilmistir. 0.45

pum polietilen tereftalat filtreden stizllip, viallenmistir (Cpirfenigon: 0.1 mg/ml).

Calismanin prosediirii asagida verilmistir;

e Seyreltme ¢6zeltisi enjeksiyonu ile baseline ve basing dengelenmeye ¢alisilir.

¢ Sistem dengeye geldikten sonra seyreltme ¢ozeltisinden-1’den 1 enjeksiyon yapilir.
e ki adet standart ¢dzeltisi hazirlanir.

e Standart-1 ¢6zeltisinden 6 enjeksiyon yapilir.

e Standart-2 ¢ozeltisinden 2 enjeksiyon yapilir.

e 6 adet numune ¢ozeltisi hazirlanir ve her birinden 3 enjeksiyon yapilir.

e 6 adet % 100 Metot Kesinligi ¢ozeltisi hazirlanir ve her birinden 3 enjeksiyon yapilir.

Kabul kriteri olarak birbirinden bagimsiz hazirlanan 6 adet numunenin ve % 100 metot
kesinligi ¢ozeltisinin ortalama yizdesel sonuglari arasindaki GSS % 2.0’dan kiigiik olmasi

alimmustir.

Pirfenidon metot kesinligi ¢alismas1t numune ¢ozeltisi sonuglari ve pirfenidon % 100 metot

kesinligi calismasi sonuglari sirasiyla Cizelge 3.17 ve Cizelge 3.18’de verilmistir.



47

Cizelge 3.17. Pirfenidon tekrar elde edilebilirlilik metot kesinligi ¢aligmasi numune ¢ozeltisi

sonuglar1 (buharlastirma sonrast yogunlagtirilan sividaki pirfenidon miktari

(standart ¢ozeltiye gore)

Numune Numune Kons.

Cozeltisi Ortalama Alan (mgmi) Sonug (mg)
N-1 2568008 0.002 0.92
N-2 2472075 0.002 0.96
N-3 2568175 0.002 0.92
N-4 2596916 0.002 0.93
N-5 2670114 0.002 0.96
N-6 2450491 0.002 0.95

Ortalama 0.94

Std. Sapma (SD) 0.02

% GSS 1.94

Cizelge 3.18. Pirfenidon % 100 metot kesinligi calismasi sonuglari
% 100 Metot
Kesinligi Ortalama Alan Numune ons. Sonug (%)
. (mg/ml)
Cozeltisi

N-1 17696506 0.10414 102.2

N-2 17948584 0.10509 102.7

N-3 18290836 0.10558 104.2

N-4 18211420 0.10508 104.2

N-5 18543127 0.10704 104.2

N-6 18502319 0.10831 102.7

Ortalama 103.4

StdSapma 0.92

GSS (%) 0.89

Buharlastirma sonrasi yogunlastirilan stvidaki pirfenidon miktari i¢in hazirlanan birbirinden

bagimsiz olan 6 adet pirfenidon numune ¢ozeltisinden elde edilen % sonuglar1 arasindaki

GSS % 1.94 olarak bulunmustur. Birbirinden bagimsiz hazirlanan 6 adet pirfenidon % 100
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metot kesinligi c¢ozeltisinden elde edilen % sonuglart arasindaki GSS % 0.89 olarak

bulunmustur. Sonuglarin kabul kriterlerini sagladig1 gortilmustiir.

Tekrar uygulanabilirlik

Tekrar uygulanabilirlik parametresi, farkli laboratuvarlarda rastgele degisimlerin (cihaz,

analist vb.) analitik metoda etkisi ifade edilir.

Deneysel aciklamalar

Standart ¢6zeltisinin hazirlanigi: 50.0 mg Pirfenidon ¢alisma standardi 25 ml’lik balon jojeye
alinip, seyreltme cozeltisi-1 ile ¢6zullp hacmine tamamlanmistir. 30 dakika manyetik
karistiricida karigtirilip, bu ¢ozeltiden 1 ml alinarak 20 ml’lik balon jojeye 6rneklenmistir.
Hacmine seyreltme c¢ozeltisi-1 ile tamamlanip 0.45 pm polietilen tereftalat filtreden

stzaltrek viallenmistir (Cpirfenidon: 0.1 mg/ml).

Numune ¢ozeltisinin hazirlanisi: 100 mg/ml konsantrasyonda ¢ozelti hazirlamak i¢cin 1000
mg pirfenidon 10 ml’lik balon jojeye tartilmistir. Uzerine bir miktar seyreltme ¢ozeltisi-2
ilave edilip ultrasonik banyoda 5 dakika bekletilip ¢ozilmistir. Hacmine seyreltme
cozeltisi-2 ile tamamlanip, bu ¢Ozeltiden alinan 6rnekler Cizelge 3.2°de belirtilen atomizer
parametrelerinde EMIS ile siiriiklenmistir. 3 saniye icerisinde 60 ml buhar cekilip
yogunlastirilmistir. 5 ml seyreltme ¢ozeltisi-1 ile seyreltilip 0.45 pm polietilen tereftalat

filtreden stzillp, viallenmistir.

% 100 Tekrar uygulanabilirlik ¢ozeltisinin hazirlanisi: 100 mg/ml konsantrasyonda ¢ozelti
hazirlamak igin 1000 mg pirfenidon 10 ml’lik balon jojeye tartilmustir. Uzerine bir miktar
seyreltme ¢Ozeltisi-2 ilave edilip ultrasonik banyoda 5 dakika bekletilip ¢ozllmustiir.
Hacmine seyreltme ¢ozeltisi-2 ile tamamlanip bu ¢6zeltiden 1 ml alinarak 100 m1’lik balon
joje’ye aktarilmistir. Hacmine seyreltme ¢ozeltisi-1 ile seyreltilip bu ¢6zeltiden 1 ml alinarak
10 mI’lik balon joje’ye 6rneklenmis ve hacmine seyreltme ¢ozeltisi-1 ile seyreltilmistir. 0.45

um polietilen tereftalat filtreden siizllip, viallenmistir (Cpirfenigon: 0.1 mg/ml).

Calismanin prosediirii asagida verilmistir;

e Seyreltme ¢ozeltisi enjeksiyonu ile baseline ve basing dengelenmeye ¢alisilir.
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e Sistem dengeye geldikten sonra seyreltme ¢ozeltisinden-1’den 1 enjeksiyon yapilir.
e Iki adet standart ¢dzeltisi hazirlanir.
e Standart-1 ¢ozeltisinden 6 enjeksiyon yapilir.
e Standart-2 ¢Ozeltisinden 2 enjeksiyon yapilir.
e 6 adet numune ¢dzeltisi hazirlanir ve her birinden 3 enjeksiyon yapilir.

e 6 adet % 100 tekrar uygulanabilirlik ¢ozeltisi hazirlanir ve her birinden 3 enjeksiyon

yapilir.

e Tekrar uygulanabilirlik ¢aligmasi farkli cihaz kullanilarak farkli iki kisi tarafindan

yuratalar,

Kabul kriterleri olarak, 6 numune ¢6zeltisinden elde edilen ortalama geri kazanim yiizdeleri
arasindaki % GSS 2.0’dan kiigciik olmast ve metot Kesinligi’nde elde edilen ortalama
sonuglarla, tekrar uygulanabilirlik ¢alismasindan elde edilen ortalama sonuglar arasindaki %

GSS 2.0°dan kii¢iik olmas1 alinmistir.

Buharlastirma sonrasi yogunlastirilan sividaki pirfenidon miktarinin standart ¢ozeltiye gore
degerlendirilmesi ile ilgili sonuglar Cizelge 3.19°da, metot Kkesinligi ve tekrar
uygulanabilirlik ¢caligmasi degerlendirmesi ile ilgili sonuglar Cizelge 3.20, Cizelge 3.21 ve

Cizelge 3.22°de verilmistir.
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Cizelge 3.19. Pirfenidon tekrar uygulanabilirlilik metot kesinligi ¢alismas1 numune ¢ozeltisi
sonuglar1 (buharlagtirma sonrasi yogunlastirilan sividaki pirfenidon miktar
(standart ¢Ozeltiye gore))

Numune Numune Kons.
o Ortalama Alan Sonug (mg)
Cozeltisi (mg/ml)

N-1 2528087 0.002 0.92
N-2 2471456 0.002 0.96
N-3 2569480 0.002 0.93
N-4 2599997 0.002 0.93
N-5 2671236 0.002 0.96
N-6 2450491 0.002 0.95
Ortalama 0.94
Std. Sapma (SD) 0.02
% GSS 1.64

Cizelge 3.20. Buharlastirma sonrasi yogunlastirilan sividaki pirfenidon miktart (standart

cozeltiye gore) metot kesinligi — tekrar uygulanabilirlik caligsmasi
degerlendirmesi

12 analiz sonucunun ortalamasi (%) 0.94

12 analiz sonucunun SD'si 0.02

12 analiz sonucunun GSS'si (%) 1.72

Gulven Sinir1 0.01

. ) 5 0.93

(%) Giiven Araligi o




Cizelge 3.21. Pirfenidon % 100 tekrar uygulanabilirlik ¢aligsmasi sonuglari
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% 100 Tekrar
o Numune Konsantrasyonu
Uygulanabilirlik | Ortalama Alan Sonug (%)
.. (mg/ml)
Cozeltisi
N-1 17704238 0.10473 101.6
N-2 17956946 0.10578 102.1
N-3 18307857 0.10703 102.8
N-4 18248112 0.10859 101.0
N-5 18573922 0.11001 101.5
N-6 18557732 0.10929 102.1
Ortalama 101.9
Standart sapma 0.62
Goreceli standart sapma (%) 0.61

Cizelge 3.22. Metot kesinligi — tekrar uygulanabilirlik ¢caligmasi degerlendirmesi

12 analiz sonucunun ORT (%) 102.61
12 analiz sonucunun SD'si 1.08
12 analiz sonucunun GSS'si (%) 1.05
Giiven Sinir1 0.68
101.93
(%) Giiven Araligi
103.29

Sonuglar degerlendirildiginde, buharlastirma sonrasi yogunlastirilan sividaki pirfenidon

miktar1 i¢in hazirlanan birbirinden bagimsiz 6 adet pirfenidon numune ¢6zeltisinden elde

edilen yuzdesel sonuglari arasindaki GSS % 1.64, metot Kesinligi’nden ve tekrar

uygulanabilirlik ¢aligmasindan elde edilen 12 numune ¢ozeltisinin ortalama Yuzdesel

sonuglari arasindaki GSS % 1.72, olarak bulunmustur. % 100 tekrar uygulanabilirlik icin

hazirlanan birbirinden bagimsiz 6 adet ¢ozeltiden elde edilen ylizdesel sonuglari arasindaki

GSS % 0.61, metot kesinligi’nden ve tekrar uygulanabilirlik ¢alismasindan elde edilen 12

numune ¢Ozeltisinin ortalama yuzdesel sonuglari arasindaki GSS % 1.05 olarak

bulunmustur. Sonuglar kabul kriterlerini saglamaktadir.
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Sistem uygunlugu

Sistem uygunluk testleri; analitik metodun, numunenin ve ekipmanin dogru ve kesin

sonuglar verdiginin degerlendirilmesi i¢in gerekli olan kavramlardir.

Deneysel A¢iklamalar

Standart ¢ozeltisinin hazirlanigi: 50.0 mg Pirfenidon ¢alisma standardi 25 m1’lik balon jojeye
alinip, seyreltme cozeltisi-1 ile ¢6zullp hacmine tamamlanmigtir. 30 dakika manyetik
karistiricida karistirihip, bu ¢ozeltiden 1 ml alinarak 20 ml’lik balon jojeye 6rneklenmistir.
Hacmine seyreltme c¢oOzeltisi-1 ile tamamlanip, 0.45 um polietilen tereftalat filtreden

stiziiliip, viallenmistir (Cpirfenigon: 0.1 mg/ml).

Calismanin prosediirii agagida verilmistir;

e Seyreltme ¢ozeltisi enjeksiyonu ile baseline ve basing dengelenmeye calisilir.
e Sistem dengeye geldikten sonra seyreltme ¢ozeltisinden 1 enjeksiyon yapilir.
e Standart ¢ozeltisinden 6 enjeksiyon yapilir.

e % GSS, kuyruklanma faktorti, teorik plaka sayis1 ve kapasite faktorii raporlanir.

Kolon etkinligi (Teorik plaka sayisi), simetri/kuyruklanma faktorl, kapasite faktord,

alikonma zamani kaydedilmistir.

Kabul kriterleri olarak standart ¢ozeltisinin 6 ardisik enjeksiyonundan elde edilen standart
pik alanlar1 arasindaki % GSS 2.0’dan kii¢iik olmasi ve alikonma zamanlar arasindaki %

GSS 2.0’dan kicuk olmasi alinmustir.

Pirfenidon standart ¢ozeltisi enjeksiyonu sonuglar1 Cizelge 3.23’te verilmistir.
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Cizelge 3.23. Pirfenidon standart ¢6zeltisi enjeksiyonu sonuglari

Sistem Uygunluk Cozeltisi
Teorik
Alikonma | Simetri Kapasite Plaka
Pirfenidon Pik Alan Zamani Faktord Faktord Sayisi
1 17189739 10.55 1.25 8.94 10862
2 17245378 10.54 1.25 8.94 10866
3 17156386 10.54 1.25 8.94 10874
4 17223867 10.55 1.25 8.94 10873
5 17289456 10.55 1.25 8.94 10864
6 17156345 10.55 1.25 8.94 10879
Ortalama 17210195 10.55 1.25 8.94 10869
Std. Sapma 52765 0.01 0.00 0.00 6.65
% GSS 0.31 0.05 0.00 0.00 0.06

Sonuglar degerlendirildiginde, standart ¢ozeltisinin 6 enjeksiyonundan elde edilen standart
alanlar1 arasindaki GSS % 0.31, alikonma zamanlar1 arasindaki GSS % 0.05 olarak

bulunmustur ve bu sonuglar kabul kriterlerini saglamaktadir.

Cozelti stabilitesi

Cozelti stabilitesi calismasinda, analitik metotta hazirlanan standart ve numune ¢ozeltilerinin

stabil oldugu kosullar ve siire belirlenir.
Deneysel A¢iklamalar

Standart ¢ozeltisinin hazirlanigi: 50.0 mg pirfenidon ¢alisma standardi 25 ml’lik balon jojeye
alimip, seyreltme cozeltisi-1 ile ¢6zullp hacmine tamamlanmistir. 30 dakika manyetik
karistiricida karigtirilip, bu ¢ozeltiden 1 ml alinarak 20 ml’lik balon jojeye 6rneklenmistir.
Hacmine seyreltme cozeltisi-1 ile tamamlanarak 0.45 pum polietilen tereftalat filtreden

stzultp viallenmistir (Cpirfenidon: 0.1 mg/ml).

Numune ¢ozeltisinin hazirlanisi: 100 mg/ml konsantrasyonda ¢ozelti hazirlamak i¢in 1000

mg pirfenidon 10 mI’lik balon jojeye tartilmistir. Uzerine bir miktar seyreltme ¢ozeltisi-2
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ilave edilip ultrasonik banyoda 5 dakika bekletilip c¢ozllmistir. Hacmine seyreltme
cozeltisi-2 ile tamamlanip, bu ¢ozeltiden alinan 6rnekler Cizelge 3.2°de belirtilen atomizer
parametrelerinde EMIS ile struklenmistir. 3 saniye icerisinde 60 ml buhar cekilip
yogunlastirtlmistir. 5 ml seyreltme cozeltisi-1 ile seyreltilip, 0.45 pum polietilen tereftalat

filtreden stzallp, viallenmistir.

Calismanin prosediirii asagida verilmistir;

e Seyreltme ¢ozeltisi enjeksiyonu ile baseline ve basing dengelenmeye calisilir.
e Sistem dengeye geldikten sonra seyreltme ¢ozeltisinden 1 enjeksiyon yapilir.
e 1 adet standart ¢Ozeltisi hazirlanir ve oda sicakliginda (25°C) saklanir.

e 1 adet numune-1 ¢ozeltisi hazirlanir ve oda sicakliginda (25°C) saklanir.

e (Qda sicakligindaki standart ve numune ¢ozeltilerinden 0., 6., 12., 24. ve 48. saatlerde 3’er

enjeksiyon yapilir.

e Analiz sonuglarinin ortalamasi, standart sapmasi ve goreceli standart sapmasi ve %

degisim hesaplanir.

Hesaplama % Degisim= |At — Aol / Ao x 100 formiilii ile yapilmistir.

(Ao: Baslangi¢ zamanindaki alan, At: t zamanindaki alan)

Kabul Kriteri olarak % Degisim baslangigta elde edilen sonuglarin % 2.0’sinden fazla

olmamasi alinmustir.

Pirfenidon standart ¢6zeltisi ve oda sicakligi (25 °c) stabilitesi sonuglar1 Cizelge 3.24’de

numune ¢ozeltisi oda sicakligi (25 °c) stabilitesi sonuglar1 Cizelge 3.25te verilmistir.
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Cizelge 3.24. Pirfenidon standart ¢ozeltisi ve oda sicakligi (25 °c) stabilitesi sonuglari

Standart Cozeltisi. Oda Sicaklig: (25°C)
Baglangig 6. saat Diiij)im 12. saat De(%/ijm 24. saat De(%/ij)im 48. saat De(%;im
Alan-1 17247635 17234567 17456343 17234561 17435626
Alan-2 17298734 17156345 17536082 17345624 17302345
Alan-3 17198734 17309456 17230451 17527845 17023456
Ortalama
Alan 17248368 17233456 -0.09 | 17407625 | 0.92 | 17369343 | 0.70 17253809 0.03
Std. Sapma 50004 76562 158533 148074 210328
GSS (%) 0.29 0.44 0.91 0.85 1.22
Cizelge 3.25. Numune Cozeltisi Oda sicakligr (25 °C) Stabilitesi Sonuglari
Numune Cozeltisi. Oda Sicakligi (25°C)
Baglangic | 6. saat Degisim 12. saat Degisim 24, saat Degisim 48. saat Degisim
(%) (%) (%) (%)
Alan-1 700463 | 698564 700675 699564 701234
Alan-2 699563 | 699096 700453 699453 701345
Alan-3 698234 | 701453 699875 700342 699342
Ortalama
Alan 699420 | 699704 0.04 700334 0.13 699786 0.05 700640 0.17
Std. Sapma 1121 1538 413 484 1126
GSS (%) 0.16 0.22 0.06 0.07 0.16

Sonuglar degerlendirildiginde standart ¢ozeltisinin oda sicakliginda 48 saat stabil oldugu,

pirfenidon numune c¢o6zeltisinin oda sicakliginda (25°C) 48 saat stabil oldugu ve bu

kosullarda baslangi¢ alanlarina gore elde edilen degerler arasindaki farkin % 2.0’nin altinda

oldugu saptanmis olup bu sonuglar kabul kriterlerini saglamaktadir.

Saglamlik

Analitik bir metodun saglamligi, metot parametrelerinde yapilan kasith ve kiigiik

degisiklikler ile normal kullanim siiresince metot giivenirliligini saglamay1 amaglayan,

metot kapasitesinin olglimudir. Saglamlik ¢alismasinda degistirilen metot parametreleri

Cizelge 3.26°da, saglamlik caligmasinda kullanilan farkli kolon bilgileri Cizelge 3.27°de

verilmistir.
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Cizelge 3.26. Saglamlik ¢aligmasinda degistirilen metot parametreleri

Gergek .
Parametre Alt Deger Ust Deger
Deger
Dalga Boyu 220 nm 219 nm 221 nm
Tampon pH 3.0 2.9 3.1
degisimi

Cizelge 3.27. Saglamlik ¢alismasinda Kullanilacak farkli kolon bilgileri

Yiiksek basingli sivi kromatografisi kolon bilgileri

Kolon bilgisi Uretici firma | Seri no.: Lot no.: Kolon boyutlar1
Validasyon PurospherSTAR RP-8
siiresince Merck 552565 | HX58040654 | endcapped 250 x
kullanilan kolon 4.6mm 5.0u
Saglamlik PurospherSTAR RP-8
calismasinda Merck 621926 | HX68985254 | endcapped 250 x
kullanilan kolon 4.6mm 5.0u

Deneysel a¢iklamalar

Standart ¢ozeltisinin hazirlanisi: 20.0 mg pirfenidon ¢aligsma standardi 20 ml’lik balon jojeye

alinip, seyreltme c¢ozeltisi ile ¢ozulip hacmine tamamlanmistir. 30 dakika manyetik

karistiricida karistirihp, bu ¢ozeltiden 5 ml alinarak 50 ml’lik balon jojeye 6rneklenmistir.

Hacmine seyreltme ¢ozeltisi ile tamamlanip, 0.45 um polietilen tereftalat filtreden stizalp,

viallenmistir (Cpirfenigon: 0.1 mg/ml).

Calismanin prosediirii asagida verilmistir;

e Seyreltme ¢ozeltisi enjeksiyonu ile baseline ve basing dengelenmeye ¢aligilir.

¢ Sistem dengeye geldikten sonra seyreltme ¢ozeltisinden 1 enjeksiyon yapilir.

e Her calismada Cizelge 25 ve Cizelge 26’daki parametreler ayri olarak test edilir.

e Her parametrede standart ¢ozeltisinden 6 enjeksiyon yapilir.

e Analiz sonuglarinin ortalamasi, standart sapmasi ve goreceli standart sapmasi hesaplanir.
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e Parametre degisikligi oncesi ve sonrasi alikonma zamani, simetri faktori, kapasite faktori

ve teorik plaka sayisi raporlanir.

Kabul kriterleri standart ¢ozeltisinin 6 ardigik enjeksiyonundan elde edilen pirfenidon pik
alanlar1 arasindaki % GSS 2.0’dan kiicuk olmasi ve alanlar arasindaki yuzdesel degisimin
baslangicta elde edilen sonuglarin % 2.0’sinden fazla olmamasi olarak alinmistir. Pirfenidon
standart ¢ozeltisi saglamlik parametreleri tizerinde dalga boyu degisimi etkisinin sonuglari
Cizelge 28’de, pirfenidon standart ¢ozeltisi saglamlik parametreleri tizerinde hareketli faz
tampon pH’1 degisimi etkisi Cizelge 29’da ve pirfenidon standart ¢ozeltisi saglamlik

parametreleri (izerinde kolon degisimi etkisi Cizelge 30’da verilmistir.

Cizelge 3.28. Pirfenidon standart ¢ozeltisi saglamlik parametresi sonuglari (dalga boyu
degisimi etkisi)

Dalga Boyu Dle.gisimi Etkisi- Dalga Boyu Baslangic sartr: Dalga Boyu D;gigimi Etkisi-
219 nm 220 nm 221 nm
Standart Alikonma Alikonma Alikonma
Cozeltisi Pikc Alans Zamani Pike Alams Zamani Pikc Alams Zamani
1 17498536 10.54 17245634 10.55 17209452 10.55
2 17434075 10.55 17494521 10.54 17323560 10.55
3 17256340 10.54 17134534 10.55 17267845 10.55
4 17190567 10.54 17245640 10.55 17267845 10.54
5 17245678 10.55 17178451 10.55 17439831 10.55
6 17189563 10.54 17423567 10.55 17493458 10.55
Ortalama 17302460 10.54 17287058 10.55 17333665 10.55
Std. Sapma 131442 0.01 141539 0.00 110454 0.00
% GSS 0.76 0.05 0.82 0.04 0.64 0.04
Degisim (%) 1.18 1.21
Standart Cozeltisi Alikonma o ]
(Ortalama) Zaman: (RT) Simetri Faktori Kapasite Faktorii | Teorik Plaka Sayisi
219 nm 10.54 1.25 2.98 10984
220 nm 10.54 1.25 2.98 10984
221 nm 10.54 1.25 2.98 10984
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Cizelge 3.29. Pirfenidon standart ¢ozeltisi saglamlik parametresi sonuglari (hareketli faz

tampon pH’1 degisimi etkisi)

Tampon pH Degisimi Etkisi-1: Tampon gzlifaslanglg Tampon pH Degisimi Etkisi-2:
pH: 2.9 pH : 3.0 pH:3.1
Standart Alikonma Alikonma Alikonma
o Pik Alam Pik Alam Pik Alam
Cozeltisi Zamani Zamani Zamani
1 17290563 10.55 17345671 10.55 17385645 10.55
2 17356734 10.55 17456734 10.54 17467435 10.54
3 17189731 10.55 17178456 10.55 17278945 10.54
4 17423768 10.54 17134526 10.54 17245638 10.55
S 17345623 10.55 17435679 10.54 17245298 10.55
6 17523478 10.54 17412345 10.54 17145234 10.55
Ortalama 17354983 10.55 17327235 10.54 17294699 10.55
Std. Sapma | 113728 0.01 138120 0.01 114494 0.01
% GSS 0.66 0.05 0.80 0.05 0.05
Degisim (%) 0.62
Standart Cozeltisi Alikonma ) ) ]
Simetri Faktorii Kapasite Faktorii Teorik Plaka Sayisi
(Ortalama) Zamani (RT)
pH:2.9 10.55 1.26 8.38 11082
pH: 3.0 10.55 1.25 8.94 10862
pH:3.1 10.54 1.25 8.38 11032
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Cizelge 3.30. Pirfenidon standart ¢ozeltisi saglamlik parametresi sonuglari (kolon degisimi

etkisi)
Kolon Baslangic sart: Kolon Degisimi Etkisi-1:
Seri No.: HX58040654 Seri No.: HX68985254
Standart Alikonma
Cozeltisi Pik Alani Zaman Pik Alam Alikonma Zamani
1 17290563 10.54 17234578 10.55
2 17356734 10.55 17445689 10.54
3 17189731 10.55 17423489 10.54
4 17423768 10.55 17345234 10.54
5 17345623 10.55 17145690 10.54
6 17523478 10.54 17423568 10.54
Ortalama 17354983 10.55 17336375 10.54
Std. Sapma 113728 0.01 121608 0.00
% GSS 0.66 0.05 0.70 0.04
Degigim (%) 0.11
Standart Cozeltisi Alikonma ) ) )
(Ortalama) Zaman (RT) Simetri Faktoru Kapasite Faktorii | Teorik Plaka Sayisi
Seri No.: HX58040654 10.54 1.25 8.94 10862
Seri No.: HX68985254 10.55 1.25 8.95 10873

Sonuglar degerlendirildiginde; dalga boyu degisimi sonucunda standart ¢ozeltisinin 6
enjeksiyonundan elde edilen pirfenidon pik alanlar1 arasindaki GSS degerleri % 0.76 ve %
0.64 olarak bulundugu ve alanlar arasindaki degisimin % 2.00’nin altinda oldugu
saptanmistir. Buna bagli olarak dalga boyu 219 nm-221 nm araliginda metodun saglam
oldugu belirlenmistir. Hareketli faz tampon pH’1 degisimi sonucunda standart ¢ézeltisinin 6
enjeksiyonundan elde edilen pirfenidon pik alanlar1 arasindaki GSS % 0.66 ve % 0.80 olarak
bulunmustur ve alanlar arasindaki % degisimin % 2.00’nin altinda oldugu saptanmistir. Buna
bagl olarak tampon pH’1 2.9 — 3.1 araliginda metodun saglam oldugu belirlenmistir. Kolon
degisimi sonucunda standart ¢ozeltisinin 6 enjeksiyonundan elde edilen pirfenidon pik
alanlar1 arasindaki GSS % 0.66 olarak bulunmustur. Alanlar arasindaki degisim % 2.00°nin
altinda bulunmustur. Buna baglh olarak kolon degisiminde metodun saglam oldugu
belirlenmistir. Dalga boyu degisimi, hareketli faz pH degisimi ve kolon degisimi
parametrelerinde elde edilen sonuglarin kabul kriterleri igerisinde oldugu ve sistem uygunluk

parametrelerini sagladigi goriilmustiir.
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3.1.4. Aerosol Partikiil Biiyiikliigiiniin Saptanmasi

Aerosol partikiil biiyiikliigliniin saptanmasi amaciyla Copley NGI (Next Generation
Impactor) ve Malvern Mastersizer 2000 cihazi kullanilmistir. Copley NGI ile yapilan
caligmalarda buharin tiim membranlar1 kolayca gectigi goriilmiis ve belirli seviyelerde
yapilmast planlanan deneylerin gerceklestirilimesi Copley NGI cihazi ile miimkiin
olmamistir. Deney sirasinda buharin tiim membranlardan kolayca gec¢isi Resim 3.1.°de

gosterilmistir.

Pirfenidon tasiyan aerosol pargaciklarinin partikiil biiytikligii dagilimi lazer kirinim yontemi
ile 6lgUlmiistiir. Lazer kirinim ydnteminin temeli, tanelerin biiytikliigii ile 1ginlarin kirilma

acis1 arasindaki ters orant1 iliskisine dayanmaktadir.

Lazer kirnim ydnteminde, tanelerin lizerine lazer 1s1nlar1 gonderilmekte ve tanelere carparak
kirilan ve ileri yonde yansiyan isinlar bir mercekten gegtikten sonra dedektoriin {izerine
diismektedir. Dedektoriin lizerine diisen 1s1nlar bir doniistiiriicli vasitastyla sayisallagtirilarak

bilgisayar araciliiyla tane biiylikligii ve yiizdesi hesaplanmaktadir.

Pirfenidon aerosoliindeki pargaciklarin boyutu Malvern Mastersizer 2000 cihazina dogrudan
EMIS’ ten vakum kullanilarak iiretilen aerosol gonderilerek olciilmiistiir. Etken madde
partikiillerinin bir dispersiyon ajani igerisinde diperse edilerek 6l¢tim yapildigi (25°C, 2000
rpm, 30 san.) yas metot tercih edilmistir. Resim 3.2.’de dl¢timii yapilan kiitlenin igerisindeki

partikiillerin boyut dagilimi yilizdesel olarak gosterilmistir.



Resim 3.1. Copley NGI cihazi ile yapilan deney sirasinda, buharin tiim membranlardan
kolayca gegisini gosteren bulgular
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Resim 3.2. Aerosol partikil biyiikligii ve dagilimi
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3.2. In-Vivo Deneyler

Deneylerde Kobay Deney Hayvanlar1 Laboratuar1 A.S. tarafindan iiretilen 220-260 ¢
agirligindaki erkek Wistar Albino siganlart kullanilmistir. Denekler 12-12 1sik-Karanlik

dongiisii altinda 21-24 °C'de normal laboratuvar kosullarinda muhafaza edilmistir.

Bu tez kapsaminda yapilacak hayvan deneyleri icin Gazi Universitesi Rektorliigii Deney
Hayvanlar1 Etik Kurul Baskanligi'ndan G.U.ET-18.006 kod numarali, 05.02.2018 tarih ve
E.21041 sayili etik kurul izni alinmistir. Pulmoner fibrozis si¢anlara anestezi altinda
(ketamin 80 mg/kg+ksilazin 10 mg/kg, ip), bleomisinin (5-10 mg/kg) tek doz intratrakeal

uygulanmasi ile indiiklenmistir.

Resim 3.3. Intratrakeal bleomisin uygulanmasi
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3.2.1. Deney gruplar

Pulmoner fibrozis indiiksiyonundan bir hafta sonra, hayvanlar rastgele 6 gruba ayrilarak her

gruba 6 hayvan alinmstir.

1. Grup (Kontrol): Bu grupta siganlarda pulmoner fibrosiz indiiklenmis ancak herhangi bir

tedavi verilmemistir.

2. Grup (GoOzucu inhalasyonu verilen kontrol grubu): Bu grupta pulmoner fibrosiz

indiiklenmis ancak etken madde igermeyen propilen glikol buhar1 verilmistir.

3. Grup (Oral pirfenidon tedavisi alan grup): Bu gruptaki hayvanlara 7 giin boyunca 200

mg/kg oral pirfenidon tedavisi gavaj ile uygulanmaistir.

4. Grup (10 mg/kg pirfenidon inhalasyon tedavisi alan grup): Bu gruptaki hayvanlara
pirfenidon aerosolii uygun doz ila¢ verilinceye kadar kapali bir alanda birakilarak

uygulanmistir.

5. Grup (20 mg/kg pirfenidon inhalasyon tedavisi alan grup): Bu gruptaki hayvanlara
pirfenidon aerosolii uygun doz ilag verilinceye kadar kapali bir alanda birakilarak

uygulanmistir.

6. Grup (40 mg/kg pirfenidon inhalasyon tedavisi alan grup): Bu gruptaki hayvanlara
pirfenidon aerosolii uygun doz ilag verilinceye kadar kapali bir alanda birakilarak

uygulanmistir.

Pirfenidon dozunun seg¢imi siganlarda daha 6nce yapilan galismalara dayanmaktadir. Oral
pirfenidon tedavisi (200 mg /kg/giin[21] gavaj ile, inhaler pirfenidon tedavisi (10-20-40
mg/kg /giin dozlarinda) kapali alana aeresol ile uygulanmigtir. C6z(icli inhalasyonu alan grup
icin sadece propilen glikol buhari kapali alana uygulanmistir. Oral yolla alinan pirfenidon
salin icinde ¢oziilerek gavaj ile ardistk 7 glin boyunca uygulanmistir. Kapali kutu 1 L

hacminde, normoksik ve normokapnik kosullar altinda olacak sekilde standardize edilmistir.

Kafes igerisine alinan siganlara 7 gun sure ile 30 sn araliklarla 3 sn strecek puflar ile 60 ml

aerosol verilmistir (Resim3.4.). Kafes igerisine verilen toplam doz tedavi gruplar igin ayri
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ayr1 hesaplanmigstir. Verilen toplam doz miktar1 puf sayisinin degistirilmesi ile ayarlanmigtir.

Deney hayvanlari kapali kutu igerisinde benzer siire tutulmuslaridir.

Deney hayvanlari arastirma sonunda yiiksek doz anestezi altinda kanlar1 alinarak sakrifiye
edilmistir. Deney hayvanlarindan sol akciger dokular1 histopatolojik olarak fibrozis ve
inflasmasyon varligi ve degisik ilag gruplarinin bu parameteler {izerine etkileri
degerlendirmek icin kullanilmistir. Sag akciger dokular1 ise oksidatif stres, inflamasyon

belirtegleri ve hidroksiprolin miktarinin degerlendirilmesi i¢in biyokimyasal analizler i¢in

kullanilmastir.
o
;’/ ,f/ \,\‘
‘ ‘Enjekt&rPompam — Kafes .
Boru Boru

Resim 3.4. Inhalasyon ile pirfenidon uygulanmasi deney diizenegi

3.2.2. Biyokimyasal incelemeler, doku homojenizasyonu ve ELISA testleri

Toplanan sag akciger dokulari homojenizasyon tamponu eklenerek ultrasonik doku
pargalayict yardimiyla homojenize edildi. 800 g’da 10 dakika santriftijlendi. Supernatant
kisimlar1 alinarak protein ve ELISA analizleri icin -80 °C’de saklandi. ELISA yontemi ile
superoksit dismutaz (SOD), lipid peroksidayon aktiviteleri (LPO) degerlendirilecek,
hidroksi prolin, platelet kaynakli biiyiime faktorii (PDGF), tiimor biiytime faktorii f1 (TGF-
B1), timor nekrozis faktord-o (TNF-a), IL-6, doku metaloproteinaz inhibitora-1 (TIMP-1)
ve matriks metalloproteinaz (MMP-2) gibi fibrotik belirteclerin seviyeleri ¢aligiimistir.
ELISA kitleri “Mybiosource” firmasindan temin edilmis olup, iireticinin Onerileri

dogrultusunda analizler gergeklestirilmistir.
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3.2.3. Histopatolojik incelemeler

Akciger dokularini sivi parafin igine yerlestirilip, parafin bloklar olusturulduktan sonra 5 pm
kalinliginda doku kesitleri hazirlandi. Her akciger hematoksilen ve eozin ve Masson trikrom
boyama yontemleriyle boyandi. Inflamasyon ve fibrozis mevcudiyeti tedavi gruplarina kor
bir patolog tarafindan incelenmesi ile degerlendirilip derecelendirildi. Peribronsiyal ve
perivaskiiler inflamasyonun derecesi, sirasiyla normal (Yok), hafif, orta veya siddetli olarak
semisubjektif derecelendirildi. Fibrozis incelemesinde uzun siire 6nce Onerilen ancak
ginimize kadar hemen her calismada degerlendirme kriteri olarak kullanilan Ashcroft [190]

siniflamasindan yararlanildi.

Histopatolojik incelemede akciger fibrozisi; “Normal (Yok), Hafif siddette, Orta Siddette,
Yiiksek siddette” olmak {izere dort asamali olarak degerlendirildi. Alveoler veya bronsiyol
duvarlarinin minimal fibréz kalinlagmasi, hafif siddette fibrozis olarak tanimlandi. Akciger
doku iskeletine belirgin bir zarar vermeden duvarlarin orta derecede kalinlagmasi ve akciger
yapisinda kesin hasar ve fibroz bant veya kiigiik fibroz alanlarin olusumu ile birlikte izlenen
fibrozis orta siddette fibrozis olarak tanimlandi. Akciger yapisinin belirgin bozulmasi ve
genis fibrozis alanlarinin izlenmesi, ek olarak "bal-petegi goriinimii" saptanmasi yiiksek

siddette fibrozis kategorisine yerlestirildi [190].

3.3. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler IBM SPSS for Windows Version 23.0 paket programinda yapildi.
Sayisal degiskenler ortalama + standart sapma/hata ya da median [minimum — maksimum]
degerler ile oOzetlendi. Kategorik degiskenler ise say1 ve yiizde ile gosterildi. Sayisal
degiskenlerin normalligi Shapiro Wilks testi ile incelendi. Tedavi gruplar1 arasinda sayisal
degerler arasinda farklilik olup olmadigi parametrik test varsayimlarmin saglanmasi
durumunda bagimli gruplarda tek yonlii varyans analizi testi ile parametrik test
varsayimlarinin saglanmamasi durumunda ise Kruskal-Wallis testi ile incelendi. Parametrik
test varsayimlarinin saglanamadigi anazlizlerde post-hoc testi olarak Dunn ve Connerver
nonparametrik karsilastirma testi kullanildi. Hidroskiprolin seviyeleri ile fibrozis derecesi
arasindaki iligkinin degerlendirilmesinde Pearson korelasyon testi kullanildi. Anlamlilik

diizeyi p<0,05 olarak alindu.
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4. BULGULAR

4.1. in-Vitro Deney Sonugclari

4.1.1. Tasmabilirlik Oram

Pirfenidon’un EMIS ile siiriiklenebilirligi ve tasinabilirlik oram Slgiilmiistiir. 2 mg/ml, 4
mg/ml, 8 mg/ml, 25 mg/ml, 50 mg/ml ve 100 mg/ml konsantrasyonlarinda pirfenidon igeren
cozeltiler 8, 10 ve 12 Watt’lik gii¢ diizeyi test alinmustir. Her bir konsantrasyondaki ¢ozelti
8, 10 ve 12 Watt’lik bir enerji ile 3 ayr1 puf olarak ve her bir puf siiresi 3 saniye olacak
sekilde uygulanmistir. 2 puf arasindaki bekleme siiresi 30 saniye olarak belirlenmistir.
Toplamda her bir farkli konsantrasyon i¢in 60 ml aerosol toplanmistir. Daha sonra elde
edilen aerosol tekrar sivilastirilmis ve icerdigi pirfenidon miktar1 6l¢iilmiistiir. Karsilastirma
icin kullanilan ¢ozeltiler pirfenidon etken maddesini icermeyecek sekilde hazirlanmis olup,
tiim sartlar pirfenidon i¢ceren ¢ozeltilerin uygulama sartlari ile ayn1 tutulmustur. Pirfenidonun
cihaz igerisindeki stabilitesi ve yiizeylere tutunmasina bagli etkin madde kayiplari
olglilmistiir. Sonug olarak pirfenidonun cihaz igerisinden %100 siiriiklendigi kanitlanmustir.
EMIS sistemi ile pirfenidonun ¢ozeltisinden %100 oraninda siiriiklenebildigi bulunmustur.
Cizelge 4.1°de pirfenidonun degisik konsantrasyonlarda ve atomizer ayarlarinda

taginabilirlik oranlar1 gosterilmistir.

Cizelge 4.1. Siiriiklenebilirlik test sonuglart

Konsantrasyon | Cihaz Ayarlan

8 Watt 10 Watt 12 Watt

Konsantrasyon | Sonug Konsantrasyon Sonug Konsantrasyon Sonug

(mg/ml) (%) (mg/ml) (%) (mg/ml) (%)
2 mg/ml 0,0001 %100,2 | 0,0001 %100,0 | 0,0001 %99,9
4 mg/ml 0,0001 %100,3 | 0,0001 %99,8 | 0,0001 %99,6
8 mg/ml 0,0001 %101,1 | 0,0001 %99,9 | 0,0001 %100,0
25 mg/ml 0,0001 %100,3 | 0,0001 %99,7 | 0,0001 %100,0
50 mg/ml 0,0001 %100,4 | 0,0001 %99,8 | 0,0001 %101,2
100 mg/ml 0,0001 %100,0 | 0,0001 %99,5 | 0,0001 %100,6
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4.1.2. Yanma Uriini Tespiti

EMIS’de kullanilacak etken madde i¢eren ¢dzeltinin termal agidan stabil olmas1 6nemlidir.
Pirfenidonun termal olarak stabil oldugu, buharlastirma islemi sirasinda herhangi bir yanma

Urind olugsmadig1 veya etken madde bozulmasi gelismedigi saptanmustir.

1.20
1.00

0.80 1

=1

0.40

0.20

)

0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00
Minutes

0.00

Resim 4.1. Yanma {iriinlerinin olusmamasina iligskin kromatogram
4.1.3. Tek Pufta Verilen ilac Miktarinin Belirlenmesi

EMIS ile degisik yogunluga sahip ¢ozeltiler ile farkli atomizer ayarlarinda (watt) 3 saniye
stire igerisinde elde edilen 60 ml buhar i¢inde taginan {iriin miktari tespit edilmistir. Cizelge
4.1°de pirfenidonun degisik konsantrasyonlarda ve atomizer ayarlarinda tasinabilirlik

oranlar1 gosterilmistir.
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1.2 =@®=2mg/ml
4mg/ml
1 8mg/ml
25mg/ml
0.8 «=@=50mg/ml

=@==100mg/ml

Pirfenidon (mg)
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N
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Sekil 4.1. Farkli atomizer ayarlarinda ve degisik yogunluktaki ¢ozeltiler ile belirli siire (3s)

igerisinde elde edilen buharda (60ml) tasinan etken madde miktari.

4.1.4. Aerosol Partikiil Biiyiikliigiiniin Saptanmasi

EMIS ile olusturulan aerosollerin partikiil biiyiikliigii ve dagilimi Malvern Mastersizer 2000
cihaz1 ile lazer kirmim yontemi kullanilarak &l¢iilmiistiir. Olgiimler sonucunda elektronik
nikotin dagitim sistemleri aracilifiyla elde edilen aerosol partikiillerinin aerodinamik ¢apinin
500 nm ila 1 pm araliginda oldugu goriilmiistiir. Bu biiyiikliikteki partikiiller akciger
alveollerine kadar iletilebilmektedir.

Olciim sonuglarina gére D50 degeri ortalama olarak 1,2 um saptanmistir. Bu degerdeki
partikiil boyutu dagiliminin halihazirda teknigin bilinen durumunda yer alan tiim inhalasyon

yolu ile iletim yontemlerinde elde edilen partikiil boyutu dagilimindan kiiciik oldugu agiktir.

4.2. In-vivo deney sonuclar1

Siganlarin viicut agirliklar1 deney baslangicinda ve sonunda dlgiilerek kaydedilmistir.

Calisma protokoliiniin devaminda 15. giinde sicanlar intraperitoneal ketamin (100 mg/kg)
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ve ksilazin (10 mg/kg) enjeksiyonu ile uyusturulmus olup, sag ve sol akcigerleri rezekte
edilmistir. Akcigerin bir lobu histopatolojik inceleme igin % 10 tamponlu formalin ¢ozeltisi
icine alinmustir. Diger lob ise -80 °C’de dondurulmus ve ELISA (Enzyme-Linked

ImmunoSorbent Assay) ile sitokin analizi i¢gin homojenatlarin siipernatantlar1 hazirlanmustir.
4.2.1. Agirhk, Istah ve Genel iyilik Hali Takibi

Siganlarin baglangig viicut agirliklar1 tiim deney gruplarinda benzerdir (Cizelge 4.2.).
Kontrol grubunda viicut agirliklarinin tedavi alan gruplara kiyasla anlamli olarak diisiik
oldugu goézlenmistir. Kontrol grubunda yer alan hayvanlarda viicut agirliklart artiginin
engellendigi, tedavi alan hayvanlarda ise vicut agirliklarini anlamli olarak arttig:
bulunmustur (p<0,05). Cizelge 4.2. de deney hayvanlarinin viicut agirliklarinin gruplar arasi

karsilastirilmasi verilmistir.

Cizelge 4.2. Deney hayvanlarinin viicut agirliklarinin gruplar arasi karsilastiriimasi

Kontrol Gruplari Tedavi Gruplari
Propilen : . . Oral P
) Inhaler Inhaler Inhaler
Glikol- | Kontrol (20mgka) | (4omrka) (200mg/k
mg/kg mag/kg
Kontrol (10mg/kg) 9)
Islem
oncesi 244243 [2556+16,3| 242,3£134 236,3+ 26,1 250,4 +29,9 242,3+16,3 | 0.254
agirlik (g)
Islem
sonrasi 206,9+18,3(208,6 + 12,6 2935+ 104*# | 290,8+185* | 317,8+389*# | 298,8+9,7*# | 0.001
agirlik (g)

ANOVA, *Kontrolden farkli, #Propilen glikol inhalasyon grubundan farkli

Tedavi gruplarindaki, siganlarin aktif, istahli ve iyi bir ruh haline sahip oldugu izlenmistir.
Ayrica tiiylerinin pirtizsuz ve parlak oldugu goriilmiistr. Viicut agirliklarinda artig tespit

edilmistir. Ancak kontrol gruplarinda siganlarin hem aktivitesi hem de istah1 azalmistir.
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Tiyleri kararmig, sararmis ve viicut agirliklarinda azalma tespit edilmistir. EK olarak,
siganlarin  sirt kemerlerinde, bacaklarinda ve dudaklarmin dis kenarlarinda siyanoz

izlenmistir ve oksiiriik ve nefes darlig1 semptomlar1 saptanmaistir.

4.2.2. Enflamatuvar Yanit ve Fibrozis Biyobelirteclerinin Degerlendirilmesi

Akciger homojenatinda bakilan TNF-a seviyeleri tedavi gruplarinda diisiik iken, kontrol
gruplarinda anlamli olarak yiiksek saptanmustir (Sekil 4.2). Oral ve inhalasyon yolu ile
pirfenidon uygulanan gruplar arasinda hicbir fark bulunmamistir. Sonuglar, oral ve
inhalasyon yolu ile uygulanan pirfenidon tedavisinin inflamasyonun énemli bir belirteci olan

TNF-a seviyelerinde belirgin azalma sagladigini géstermektedir.

400
350 . S T S
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TNF-a (pg/ml)

150

100
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3 4 3] 6

Kontrol Coézicu- Inhaler Inhaler Inhaler Oral
Kontrol  (10mg/kg) (20mg/kg) (40mg/kg) (200mg/kg)

Sekil 4.2. Akciger dokusu homojenatt TNF-a derisimlerinin tedavi ve kontrol gruplari arasi
karsilagtirmasi. Yesil kutucuklar kutu-biyik grafigini, acik mavi ¢izgi medyan
degerler i¢in %95 giliven araligini belirtmektedir. *Kontrolden farkli, #Propilen

glikol inhalasyon grubundan farkli, (n=6, Kruskal-Wallis p<0,001)
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Akciger homojenatinda bakilan IL-6 seviyeleri tedavi alan gruplarda diisiik iken, kontrol
gruplarinda anlamli olarak yiiksek saptanmustir (Sekil 4.3). Oral ve inhalasyon yolu ile
pirfenidon uygulanan gruplar arasinda hi¢bir fark bulunmamustir. Sonuglar, oral ve
inhalasyon yolu ile uygulanan pirfenidon tedavisinin inflamasyonun énemli bir belirteci olan

IL-6 seviyelerinde belirgin azalma sagladigin1 gostermektedir.

b * T SR e At o
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IL-6 (pg/ml)

1 2

Kontrol Cozicu- Inhaler Inhaler Inhaler Oral
Kontrol  (10mg/kg) (20mg/kg) (40mg/kg) (200mg/kg)

Sekil 4.3. Akciger dokusu homojenatt IL-6 derisimlerinin tedavi ve kontrol gruplari arasi
karsilagtirmasi. Yesil kutucuklar kutu-biyik grafigini, acik mavi ¢izgi medyan
degerler i¢in %95 giliven araligini belirtmektedir. *Kontrolden farkli, #Propilen
glikol inhalasyon grubundan farkli, (n=6, Kruskal-Wallis p<0,001)

Akciger homojenatinda bakilan LPO seviyeleri tedavi gruplarinda diisiik iken, kontrol
gruplarinda anlamli olarak yiiksek saptanmustir (Sekil 4.4). Oral ve inhalasyon yolu ile
pirfenidon uygulanan gruplar arasinda higbir fark bulunmamustir. Sonuglar, oral ve
inhalasyon yolu ile uygulanan pirfenidon tedavisinin inflamasyonun 6nemli belirteclerinden

olan doku LPO seviyelerinde belirgin azalma sagladigin1 gostermektedir.
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LPO (ng/ml)

Kontrol Cozicu- Inhaler Inhaler Inhaler Oral
Kontrol  (10mg/kg) (20mg/kg) (40mg/kg) (200mg/kg)

Sekil 4.4 Akciger dokusu homojenati LPO derisimlerinin tedavi ve kontrol gruplar1 arasi
karsilastirmasi. Yesil kutucuklar kutu-biyik grafigini, agik mavi ¢izgi standart

hatay1 belirtmektedir. *Kontrolden farkli, #Propilen glikol inhalasyon grubundan
farkli, (n=6, ANOVA p<0,001)

Akciger homojenatinda bakilan SOD seviyeleri tedavi gruplarinda diisiik iken, kontrol
gruplarinda tedavi gruplarina kiyasla anlamli olarak yiiksek saptanmigtir (Sekil 4.5). Oral ve
inhalasyon yolu ile pirfenidon uygulanan gruplar arasinda higbir fark bulunmamistir.
Sonuglar, oral ve inhalasyon yolu ile uygulanan pirfenidon tedavisinin inflamasyonun

onemli belirteclerinden olan SOD aktivitesinde belirgin azalma sagladigini gostermektedir.
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Sekil 4.5. Akciger dokusu homojenatt SOD derisimlerinin tedavi ve kontrol gruplari arasi
karsilagtirmasi. Yesil kutucuklar kutu-biyik grafigini, acik mavi ¢izgi medyan
degerler i¢in %95 giiven araligin1 belirtmektedir. *Kontrolden farkli, #Propilen
glikol inhalasyon grubundan farkli, (n=6, Kruskal-Wallis p<0,001)

Akciger homojenatinda bakilan TGF-f seviyeleri tedavi gruplarinda diisiik iken, kontrol
gruplarinda anlamli olarak yiiksek saptanmustir (Sekil 4.6). Oral ve inhalasyon yolu ile
pirfenidon uygulanan gruplar arasinda higbir fark bulunmamistir. Sonuglar, oral ve
inhalasyon yolu ile uygulanan pirfenidon tedavisinin inflamasyonun ve akciger fibrozisin

onemli bir belirtegi olan TGF-p seviyelerinde belirgin azalma sagladigini géstermektedir.
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Sekil 4.6. Akciger dokusu homojenatt TGF-f derisimlerinin tedavi ve kontrol gruplar1 arasi
karsilastirmasi. Yesil kutucuklar kutu-biyik grafigini, agik mavi ¢izgi medyan
degerler i¢in %95 giiven aralifini belirtmektedir. *Kontrolden farkli, #Propilen
glikol inhalasyon grubundan farkli, (n=6, Kruskal-Wallis p<0,001)

Akciger homojenatinda bakilan TIMP seviyeleri tedavi gruplarinda diisiik iken, kontrol
gruplarinda anlamli olarak yiiksek saptanmistir (Sekil 4.7). Oral ve inhalasyon yolu ile
pirfenidon uygulanan gruplar arasinda higbir fark bulunmamistir. Sonuglar, oral ve
inhalasyon yolu ile uygulanan pirfenidon tedavisinin akciger fibrozisin 6nemli bir belirtegi

olan TIMP seviyelerinde belirgin azalma sagladigini gostermektedir.
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Sekil 4.7. Akciger dokusu homojenati TIMP derisimlerinin tedavi ve kontrol gruplar1 arasi
karsilastirmasi. Yesil kutucuklar kutu-biyik grafigini, agik mavi ¢izgi medyan
degerler i¢in %95 giliven araligini belirtmektedir. *Kontrolden farkli, #Propilen

glikol inhalasyon grubundan farkli, (n=6, Kruskal-Wallis p<0,001)

Akciger homojenatinda bakilan MMP-2 seviyeleri tedavi gruplarinda diistik iken, kontrol
gruplarinda anlamli olarak yiiksek saptanmistir (Sekil 4.8). Oral ve inhalasyon yolu ile
pirfenidon uygulanan gruplar arasinda higbir fark bulunmamistir. Sonuglar, oral ve
inhalasyon yolu ile uygulanan pirfenidon tedavisinin akciger fibrozisin 6nemli bir belirtegi

olan MMP-2 seviyelerinde belirgin azalma sagladigini géstermektedir.
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Sekil 4.8 Akciger dokusu homojenatt MMP-2 derisimlerinin tedavi ve kontrol gruplar: arasi
karsilagtirmasi. Yesil kutucuklar kutu-biyik grafigini, agik mavi ¢izgi medyan
degerler i¢in %95 giiven araligini belirtmektedir. *Kontrolden farkli, #Propilen
glikol inhalasyon grubundan farkli, (n=6, Kruskal-Wallis p<0,001)

Akciger homojenatinda bakilan hidroksiprolin seviyeleri tedavi gruplarinda diisiik iken,
kontrol gruplarinda anlamli olarak yiiksek saptanmustir (Sekil 4.9). Oral ve inhalasyon yolu
ile pirfenidon uygulanan gruplar arasinda higbir fark bulunmamuistir. Sonuclar, oral ve
inhalasyon yolu ile uygulanan pirfenidon tedavisinin akciger fibrozisin énemli bir belirteci

olan hidroksiprolin seviyelerinde belirgin azalma sagladigini gostermektedir.
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Sekil 4.9. Akciger dokusu homojenati hidroksiprolin derisimlerinin tedavi ve kontrol
gruplart arasi karsilastirmasi. Yesil kutucuklar kutu-biyik grafigini, agik mavi
¢izgi medyan degerler igin %95 giliven araligint belirtmektedir. *Kontrolden
farkli, #Propilen glikol inhalasyon grubundan farkli, (n=6, Kruskal-Wallis
p<0,001)

4.2.3. Histopatolojik Degerlendirme

Histopatolojik inceleme sonuglari, oral ve inhalasyon yolu ile uygulanan pirfenidon
tedavisinin inflamasyonu ve akciger fibrozisini azalttigini gostermektedir. Kontrol
gruplarinda bulunan siganlarin akciger dokularinin histopatolojik incelemesinde belirgin
alveoler hemoraji, alveoler makrofaj infiltrasyonu, enflamasyon ve interstisyel ve
peribronsiyal fibrozis izlenmektedir. Resim 4.2. kontrol grubuna ait, Resim 4.3. sadece
propilen glikol inhalasyonu alan gruba ait, Resim 4.4., oral tedavi grubuna ait, Resim 4.5.,
inhaler tedaviyi 10mg/kg dozunda alan, Resim 4.6., inhaler tedaviyi 20mg/kg dozunda alan,
Resim 4.7., inhaler tedaviyi 40mg/kg dozunda alan gruba ait 6rnek histopatolojik inceleme
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sonuclarint gostermektedir. Akciger fibrozisi derecesi ile hidroksiprolin degerleri arasinda

da anlamli iliski saptanmustir (Sekil 4.2.9.). Cizelge 4.3.’te histopatolojik inceleme sonuglari

Ozetlenmistir.

Cizelge 4.3. Tedavi gruplar1 ve kontrol gruplarinda histopatolojik inceleme sonuglari

Alveoler Hemosiderin Alveoler Interstisyel Mukozal |Peribronsiyal |interstisyel
Hemoraji Depolanmasti makrofaj enflamasyon  |Lenf Nodu fibrosis* fibrosis*
inhaler )
. Yok-Cok Hafif- orta .
Tedavi - Yok Yok ) Yok Yok Hafif
nadir siddette
(10mg/kg)
inhaler )
] Yok-Cok Hafif-orta ]
Tedavi ) Yok Yok . Yok Yok Hafif
nadir siddette
(20mg/kg)
Inhaler
Tedavi Yok Yok Yok Hafif siddette Yok Yok Y ok-Hafif
(40mg/kg)
Oral Tedavi ) ]
Yok Yok Yok Hafif siddette Yok Yok Hafif
(200mg/kg)
Propilen . Orta-yiiksek
. . . Orta-Yiksek Orta . Orta
Glikol- Fokal Nadir Nadir ] ) dereceli .
Siddette siddette dereceli
Kontrol
Orta
. . Yiksek Orta Yiksek i
Kontrol Fokal Nadir-Fokal Nadir ) ) . dereceli
Siddette siddette dereceli

* Ashcroft siniflamasi[190]
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Resim 4.2. Kontrol grubunda bulunan bir sicanin akciger dokusunun mikroskop altinda
histopatolojik incelemesi (Yaygin fibrozis izlenmektedir)
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Resim 4.3. Propilen glikol inhalasyon grubunda bulunan bir siganin akciger dokusunun

mikroskop altinda histopatolojik incelemesi (Belirgin fibrozis izlenmektedir)
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Resim 4.4. Oral tedavi grubunda bulunan bir siganin akciger dokusunun mikroskop altinda

histopatolojik incelemesi
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Resim 4.5. inhaler tedavi (10mg/kg) grubunda bulunan bir siganin akciger dokusunun

mikroskop altinda histopatolojik incelemesi
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Resim 4.6. inhaler tedavi (20mg/kg) grubunda bulunan bir siganin akciger dokusunun

mikroskop altinda histopatolojik incelemesi
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Resim 4.7. inhaler tedavi (40mg/kg) grubunda bulunan bir siganin akciger dokusunun

mikroskop altinda histopatolojik incelemesi
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Sekil 4.10. Akciger fibrozisi derecesi ile hidroksiprolin degerleri arasindaki iliskinin
degerlendirilmesi - Fibrozis siddeti arttik¢a hidroksiprolin diizeylerinin de
yiikseldigi izlenmektedir (p<0,001 ANOVA)
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5. TARTISMA

Bu tezde gergeklestirilen calismalar ile pirfenidonun EMIS ile yiiksek tasinirhiga sahip
oldugu, tasinma sirasinda yanma triinii olusmadigi ve pirfenidonun stabil kaldigi, fibrozis
tizerinde EMIS aracili iletimin oral kullanimla ayn1 etkiye sahip oldugu ancak gereken dozun
yaklasik olarak 20 kat az oldugu gosterilmistir. Bu nedenle pirfenidonun EMIS aracili
inhalasyon yolu ile uygulanmasmin fibrozis tedavisinde etkin olacagi ve oral yol ile
uygulamada karsilasilan yan etkilerin daha diisiik siddette goriilecegi veya hig

goriilmeyecegi diisliniilmektedir.

5.1. Pulmoner Fibrozis Tedavisinde Pirfenidonun Inhalasyon ile Ahnmas1 Neden

Gerekli?

Ideal olarak, viicutta tedavi edici etki gdsteren ilaglarin hastaya iletiminde dogrudan ve hizli
bir sekilde etki bolgesine ulasan ve buna bagli olarak daha diisiik dozlarda istenen etkiyi
gosteren, dolayisiyla yan etkilerin hafifletilmesini ve/veya ortadan kalkmasini saglayan

iletim metodlar tercih edilir [191-197].

Pirfenidon tedavisi giinde ti¢ defa 1 kapsiil (toplam 801 mg/giin) oral yol uygulamasi ile
baslayip, 14 giinliik bir siirede giinde ii¢ defa 3 kapsiil (2403 mg/giin) uygulamasi ile devam
etmektedir. Higbir hasta icin 2,403 mg/gun tzerindeki dozlar 6nerilmemektedir. Yapilan
klinik ¢aligmalarda, pirfenidon plasebo ile kiyaslandiginda 1. yilda 6liim riskini % 48
azaltmigtir. Ancak pirfenidon kullanan hastalarda, bulant1 (% 36), ras (% 32), dispepsi (%
19), sersemlik (% 18), kusma (% 14), fotosensitivite (% 12), anoreksi (% 11), abdominal
agri, list solunum yolu enfeksiyonu, diyare, yorgunluk, bas agrisi, gastrodzefageal reflii,
siniizit, insomnia, kilo kaybi ve artralji yan etkileri goriilmiistiir. Ayrica, karaciger
enzimlerinde yiikselme, fotosensitivite reaksiyonlar1 ve gastrointestinal bozukluklar
bildirilmistir. Bu etkilerin doza bagli oldugu goriilmektedir. Pirfenidon tedavisi ile iliskili
olan bu vyan etkiler, pirfenidon oral yoldan yuksek dozlarda uygulandiginda
siddetlenmektedir [12, 158-160, 177, 182, 183].

Bireylerde bahsi gegen yan etkilerden biri veya birkacinin goriilmesi durumunda yakin takip
ve doz azaltilmasi veya ilacin kesilmesi onerilmektedir. Son donemde yapilan bir ¢calismada

2. derece veya daha koti olarak derecelendirilen yan etkiler igin uygulanan doz kademeli bir
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sekilde azaltilmistir. Ancak dozun minimum seviyeye diisiiriilmesine ragmen yan etkilerin
devam ettigi veya arttig1 durumda ilag kesilmistir. Uygulanan ilag dozunun azaltilmasi veya
tamamen kesilmesi hastalarin tedavi edilme ve/veya yasam siiresinin uzama ihtimalini

ortadan kaldirmaktadir [12, 159, 176, 184].

Inhalasyon yolu ile pirfenidon iletiminin oral yol ile iletime kiyasla bircok avantaji
bulunmaktadir. Soyle ki; pirfenidon diisiik potensli bir ilagtir. Bu sebeple oral yol ile
uygulamada yliksek doz uygulamasi gerekmektedir. Ancak inhalasyon yolu ile uygulamada
diisiik dozlarda istenen etkinin alinmas1 miimkiindiir. Oral uygulamada yiiksek doza bagl
yiiksek toksisite meydana gelirken, inhalasyon yolu ile uygulamada diisiik doza bagl
toksisite azalmistir. Oral yol ile uygulamada gastrointestinal yan etkiler ciddi boyuttayken,
inhalasyon yolu ile uygulamada gastrointestinal yan etkiler gériilmez veya azalmigtir. Oral
kullanimda hastanin a¢ veya tok olmasi pirfenidon emilimini ve yan etkilerin siddetini
degistirirken, inhalasyon yolu ile alim bu degiskenden etkilenmez. Inhalasyon yolu ile
alimda hasta toleransi oral uygulamaya gore daha yiiksektir, dolayisiyla tedavi baglangicinda

doz ayarlamasi gerekmez [21, 198].

Bazi galismalar pirfenidon formilasyonlarinin nebulizator, kuru toz ve basingli gaz igeren
inhalatorler araciligiyla uygulanmasini degerlendirmektedir. Nebulizatorler, ses dalgalari
veya basingli hava gibi yontemler ile sivi formdaki ilaglar1 buhar haline getiren ve solunum
yoluyla alinabilmesini saglayan cihazlardir. Ancak genel olarak nebulizatorlerin biiyiik
boyutta olmasi ve hastane ortamlarinda kullanilmasi sebebiyle bu tedavi yonteminde hasta
uyuncu zordur. Son yillarda gelisen teknolojiye bagli olarak portatif nebulizatorler
gelistirilmis olsa da bu cihazlarda etkin tedavi icin gerekli olan partikil boyutu elde
edilememektedir. Doz kararliligi da olduk¢a diisiiktiir. Basingli gaz igeren inhalatorler,
rahatlikla tagmabilir olmalarindan dolayr nebulizatorlerden daha avantajlidir ancak bu
cihazlarin kullanimi1 dikkat, el ve solunum koordinasyonu gerektirdiginden kullanim
rahatlig1 acisindan dezavantaji bulunmaktadir. Ayrica bu cihazlarda ilacin etkin ve yeterli
bir sekilde hedef alana iletilme ihtimali diisiiktiir. Bu cihazlarda partikiil biiyiikliiglintin
yeteri kadar kiicik olmamasi sebebiyle dozun cok biiyiik bir kismimin akcigerlere
ulasamadan sistemik dolasima katilacak sekilde farkli noktalarda toplandigi belirlenmistir.
Kuru toz inhalatorler ise kullanim rahatliklar1 agisindan 6n plana ¢ikmaktadir. Basingh gaz
iceren inhalatérlerin aksine el ve solunum koordinasyonuna ihtiya¢ duyulmaz ve bu sayede

hastalarin ilac1 etkili sekilde almasinda ¢ok biiyiik rol oynar. Ancak bu tip cihazlarda da etkin
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tedavi icin gerekli olan partikil boyutunun elde edilememesi ve buna baglh olarak ilacin
akcigerlerde istenilen bolgeye tam olarak iletilememesi bir sorun olarak devam etmektedir
[191, 193, 194, 197-202].

Gilndmizde inhalasyon yolu ile ilag iletimi i¢in kullanilan bu yontemlerin birtakim
eksiklikleri vardir. Bu nedenle bu yontemlerde bulunan eksikliklerin iistesinden gelen farkli
inhalasyon yolu ile ilag iletim yontemlerinin ve formiilasyonlarinin gelistirilmesine ihtiyag
vardir. Gelistirilecek yontemlerin ve formiilasyonlarin fiyat agisindan ekonomik, verimli ve
hasta uyumunun kolay olmasinin yan sira kii¢iik aerosol partikiilleri olusturmaya elverisli

olmasi gereklidir [21].

Bu calismada EMIS ile pirfenidon aerosolize formda uygulanmaktadir. Aerosol haline
getirilmis pirfenidon uygulamasinda kullanilan dozun daha diisiik olmas1 sebebiyle olumsuz
yan etkilerin daha az gorilebilecegi diisiiniilmektedir. Pirfenidonun bu yontem ile iletiminin

daha homojen ve optimize olmasi beklenmektedir.

EMIS, nebulizatér cihazlarinda iiretilen aerosol partikiillerine kiyasla daha kiigiik
partikiillerin elde edilmesi sayesinde akciger alveollerine ilag iletiminin daha etkin ve

homojen olmast saglanmistir.

Nebiilizatorlerde ¢oziicli olarak genellikle su kullanilmaktadir. Pirfenidonun su ile
uygulanmasi sirasinda etkin madde ¢oziiniirliigiin diisiik olmas1 sebebiyle istenilen dozda
etkin maddenin uygulanamamasi sorunu ile kars1 karsiya kalinmaktadir. Pirfenidonun sudaki
¢oziiniirliigii 10 mg/ml’dir. Bu ¢alismamizda EMIS ile aerosol olusturmak iizere kullanilan
propilen glikolde pirfenidon ¢6ziiniirliigii 300 mg/ml’dir. Bu nedenle istenilen dozda etkin

madde iletimi saglanmaktadir.

Bu acidan degerlendirildiginde EMIS araciligiyla pirfenidon iletimi hem oral hem de

teknigin bilinen durumunda yer alan diger inhalasyon metotlarindan daha avantajhdir.

EMiS’lerde, nebulizatorlerde Kkarsilasilan eksik/lii doz uygulamasi problemi ile
karsilasilmamaktadir. Nebulizatorlerde baslangigta uygulanan dozun sadece % 5-401

hastada etki alanina ulasirken elektronik nikotin dagitim sistemlerinde bu oran % 100°diir.
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Elektronik nikotin dagitim sistemlerinin farkli hasta gruplarinda kullanima olanak saglamasi
sistemin bir diger avantajidir. Hastalar igin gunlik ihtiya¢ duyulan doz, puflama stresi, puf

sayis1 veya uygulanan doz miktarinin degistirilmesiyle kolaylikla ayarlanabilir.

5.2. Inhalasyon Yolu ile Verilen Pirfenidonun Etkinligi

Pirfenidonun inhalasyon yolu ile uygulanmasi histolojik ve biyokimyasal olarak gosterildigi
uzere oral uygulama ile benzer etkiyi saglamaktadir. Ancak inhalasyon yolu ile uygulanan
doz oral yol ile verilen ila¢ dozuna kiyasla oldukga diisiiktiir ve 6zgiil olmayan etkileri ve
yan etkileri azaltmak icin guvenilir bir yontem olarak goérinmektedir. Ek olarak,
pirfenidonun inhalasyon yoluyla uygulanmasi, hidroksiprolin igerigi gibi bazi1 biyokimyasal
analizlerde oral verilis yolundan daha iyi sonuglar saglamistir. Calismamizda, intratrakeal
bleomisin uygulanmis ve tedavi almayan deney gruplarinda akciger dokularinda lipid
peroksidasyon seviyelerinde tedavi gruplarina kiyasla Onemli bir yikseklik dikkat
cekmektedir. Bu etki SOD ve katalaz enzimatik aktivitelerinde de izlenmektedir. inhalasyon
ile pirfenidon uygulanmasi, lipid peroksidasyonunun azaltilmasinda ve enzim aktivitelerinde
olumlu etki gostermis ve oral prifenidon tedavisi ile ayni etkinligi géstermistir. Pulmoner
fibrozis patolojisinde rol oynayan reaktif oksijen radikallerinin etkilerinin hem oral hem
inhaler pirfenidon tedavisi ile iyilestirilebilecegi de savunulabilir [203]. Lipid
peroksidasyonu ve enzim aktiviteleri bulgularina paralel olarak, akciger dokusu
histopatolojik incelemesi de hem oral hem de inhaler pirfenidonun antienflamatuvar ve
antifibrotik etkilerini dogrulayan bulgular gostermektedir. EMIS aracili inhalasyon yoluyla
verilen pirfenidonun dozu ise yaklasik 20 kat daha azdir. Bu nedenle 6zgiil olmayan etkileri
azaltan ve akcigerlere dogrudan ve homojen ilag verilmesini basarili bir yontem olarak
degerlendirilebilir. Ayrica akciger dokusunda bulunan hidroksiprolin igerigi ile
histopatolojoik incelemede izlenen fibrozis derecesi yiiksek iliski gostermektedir. Buda
hidroksiprolin analizinin fibrozis degerlendirilmesinde kullanilacabilecek bir belirteg
oldugunu kanitlamaktadir. Pirfenidonun inhalasyon yoluyla veya oral yol ile verildigi tedavi
gruplarinda akciger dokusundaki hidroksiprolin dizeyleri kontrol gruplarina kiyasla daha

diisiik saptanmustir.

Tedavi gruplarinda akciger dokusunda saptanan MMP-2, TIMP, TNF-a, TGF-B, PDGF
seviyeleri kontrol gruplarina kiyasla belirgin diistik saptanmistir. Bleomisin kaynakli akciger

hasarinin pirfenidon tedavisi ile geriletebilindigini gostermektedir. inhaler terapi ve oral
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tedavi gruplart arasinda ise farklilik saptanmamustir. Literatlirde pirfenidonun nebdlizer
araciliftyla inhalasyon yolu ile verilmesinin oral tedavi ile kiyaslanabilir oldugu
gosterilmistir. [21] Ancak EMIS ile pirfenidonun inhalasyon yolu ile uygulanmasinin
nebiilizerle ortaya cikabilecek dozlar arasi farkliligini ve kullanim zorlugunu ortadan
kaldiracag1 soylenbilir. TGF- Bl'in farkli organlarda fibrozisin gelismesinde oynadig: rol
daha Once literatiirde bir¢ok kez belirtilmistir [13, 16, 17]. Fibrozis gelisimini 6nlemek igin
TGF-Bletkilerini sinirlamanin uygun yaklasimlardan biri oldugu da gosterilmistir [204].
Conte ve arkadaslari, pirfenidonun, TGF- B1 ile indiiklenen sinyal yolaklarini bloke ederek,
insan akciger fibroblast proliferasyonunu ve myofibroblastlara farklilasmay1 engelledigini
belirtmistir [205]. Nakayama ve arkadaslari, TGF- B1 ile uyarilmis insan akciger
fibroblastlarinda pirfenidonun 1s1 sok proteinlerinin ekspresyonu iizerindeki inhibe edici
etkisini bildirmislerdir [181]. Choi ve arkadaslari, pirfenidonun, insan retinal pigment epitel
hicre dizisinde nlkleer translokasyonunu bloke ederek TGF- B1 ile indiiklenen fibrogenezi
inhibe ettigini belirtmislerdir [206]. Hisatomi ve arkadaslari ise, pirfenidonun TGF- B1 ile
indliklenen kollajen tip I ve 1s1 sok proteini 47'nin asir1 ekspresyonunu inhibe ettigini
gostermislerdir [207]. Ayrica, TNF-o ve TGF- 1 gibi bazi proinflamatuvar ve profibrojenik
sitokinlerin pulmoner inflamasyon ve fibroziste 6nemli rol oynadiklar1 da belirtilmektedir
[207]. Fibrozisin ilerleyisinde oksidatif stres ve TGF- B1 arasindaki etkilesim de
incelenmigtir. Fibrogenezin en oOnemli aracis1 olan TGF- 1, fibroblastlarin aktif
miyofibroblastlara farklilagmasinda, fibroblast apoptozunda, kollajen iiretimi ve
biriktirmesinde ¢ok dnemli rol oynamaktadir ve reaktif oksijen radikallerininin artmasina
neden olarak oksidatif stresi uyarmaktadir. Sonug olarak kisir bir profibrojenik dongiiyii
tetiklemektedir.  Fibroblastlarin  aktif —miyofibroblastlara farklilasmasi, fibroblast
apoptozunun olugsmamasi, kollajen iiretimi ve birikmesi fibrogenezin kritik belirleyicileri
oldugundan, TGF- B1 inhibisyonu, deneysel modellerde fibrozis gelisimini engelleyen bir
belirteg¢ olarak saptanmustir [15, 208]. Bu ¢alismada, TGF-f1 seviyelerinde bleomisinin
yaratti@1 pulmoner hasar kaynakli artisin, inhalasyon ve oral pirfenidon tedavisi ile kontrol
altina alinabilecegi gosterilmistir. Inhalasyon yolu ile uygulanan pirfenidonun oral yol ile
uygulamaya benzer sonuclar vermesi lokal tedavinin de pulmone fibrozis tedavisinde etkin

olarak kullanilabilecegini gostermektedir.

TNF-0, enflamatuvar fazin erken evrelerinde alveolar makrofajlardan salgilanan
sitokinlerden biridir ayrica akciger hasari sirasinda fibrotik fazlarin ge¢ evrelerinde de

ekspresyonu artmaktadir. Pulmoner fibrozisin hayvan modellerinde ¢alisilan bir sitokindir.
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TNF- a, fibroblastlarin ¢ogalmasini ve MMP'ler gibi hiicresel matriks birikimini saglayan
genlerinin ekspresyonunu saglamaktadir. Ek olarak bazi proinflamatuvar sitokinlerin
saliniminda da rol oynar [19, 21, 22]. MMP'lerin ve bunlarin fizyolojik inhibitorleri olan
TIMP'lerin asir1 ekspresyonu, fibrotik akciger hastaliklarinda gosterilmistir [209, 210].
MMP'ler, enflamasyon, doku yeniden sekillenmesi ve fibrogenez sirasinda salgilanan hiicre
dis1 maktriksin diizenlenmesini saglayan enzimler ailesi olarak degerlendirilebilir. TGF- 1
ile indiiklenen akciger fibrogenezinin patogenezinde TIMP ekspresyonunun artis1 énemli rol
oynamaktadir [211]. EK olarak, MMP-2'nin, fibrotik akcigerlerde yaygin sekilde eksprese
edildigi bildirilmistir. Pirfenidon fibroblastlardan TIMP salgilanmasini azaltabilir ve
pulmoner fibrozis tedavisinde bu nedenle giiclii bir etki yarattig1 ileri siiriilebilir.
Calismamizda kontrol gruplarinda MMP-2 ve TIMP seviyeleri tedavi gruplaria kiyasla
belirgin sekilde yiiksek bulunmustur. Oral tedavi alan grup ile inhaler tedavi alan gruplar
arasinda ise farklilik saptanmamistir ancak inhaler yolla tedavi verilmesi ila¢ dozunun 20
kat kadar diistiriilmesine olanak vermistir. Mevcut bulgular 1s1ginda pirfenidonun inhalasyon

tedavisnin daha verimli ve daha 6zgil olabilecegi s6ylenebilir.

5.3. Elektronik Madde iletim Sistemlerinin Sistemik Ila¢ Verilis Yolu Olarak

Kullanilma Potansiyeli

Inhaler tedaviler agisindan EMIS'in sagladag: ana faydalar bu alanda kullanilan diger
iirlinlere kiyasla, daha kii¢iik aerosol partikiilleri tiretmek ve dozun kararli olmasidir. Degisik
atomizer ayarlari ile belirli slirede tasinan ila¢ miktarinin kararli olmasi her soluk aligveris
sirasinda doz ayarlamasina olanak saglayarak yeni bir uygulama alani yaratabilir. Bu
nedenle glinlimiizde tizerinde oldukca yogunlasilan kisisellestirilmis tip kavramina uygun
olarak kullanic1 dostu aerosol cihazlar1 olarak kullanilabilecekleri sdylenebilir. EMIS’ler
ayrica degisken anatomik ozellikte ve farkli akciger fonksiyonlar: bulunan bir¢ok hastalik
grubu icin nefes basma dozun ayarlanabilmesi, ayni gligte soluk alinirken soluk siiresinin
uzun tutularak daha fazla doz verilmesi imkani sagladigindan olduk¢a kullanish olabilir.
Yine kii¢giik aerosol partikiilleri nedeniyle, patolojinin bulundugu alveoler alana gecisi daha

kolay saglanmaktadir. Ayrica EMIS ile ilag verilme asamasinda 6lii bosluk bulunmaz.

Ancak egitimsiz veya art niyetli kisiler tarafindan kotliye kullanilabilecegi de asikardir. Bu
nedenle hastalarin belirli bir egitimden gecirilmesi 6nem tasimaktadir. Yine medikal

kullanim uygunluk kriterlerinin belirlenmesi gereklidir. EMIS’lerin ila¢ verilme amaci ile
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kullanilmasinda verilecek etken maddenin termal kararliligi ¢ok onenmlidir. Gelistirilen
teknolojiler ile atomizerler belirli bir sicakligin {izerine ¢ikmasa da ¢oziiciiniin
buharlasabilecegi sicaklik derecesine ulastifinda etken maddede bozulma olmamalidir.
Cihaz tasariminin hastalifin tiirline ve hastaliklarin 6zelliklerine gore belirlenebilecegi
unutulmamalidir. Cozeltilerin ilag konsantrasyonu, cihazin gii¢ seviyesi, cihazin aktif kalma
stiresinin verilen ila¢ miktar1 {izerinde belirgin etkisi oldugu gosterilmistir. Bu 6zelliklerin
bir ya da birkaginin de§ismesi ilag dozunda biiylik degisimlere yol agabilir. Ayn1 zamanda
bu o6zellik solunum fonksiyonlar1 sinirli olan hasta popiilasyonunda daha diisiik siireli
inhalasyonla yiiksek miktarlarda ilag iletimini saglayabileceginden son derece kullanigh da
olabilir. Cihazlarin aktif kalma o&zellikleri de daha onceden belirlenerek kullanicinin
yanliglikla atomizerleri fazla 1sitmasina olanak vermeden kullanilmasini saglayabilir. Farkli
bir senaryo ise el kordinasyonunun kisitli oldugu hastalarda cihaz aktiflestirme diigmesine
uygun zaman araliginda basilamamasi olabilir. Bu durumda da daha 6nceden belirlenmis ve
tek basma ile belirli siire aktif kalan cihazlarin {iretilmesi bahsigecen hasta grubu icin

kullanici dostu bir 6zellik olacaktir.

Akcigerler sistemik ilag iletimi i¢in de hizli bir yol olarak kullanilabilir. Akciger yataginda
cok fazla kapiller bulundugundan ilag emilimi ¢ok hizli gergeklesir. Alveolar alana ulasan
bir etken maddenin emilmesi de gaz degisimi gibi hizli olacaktir. Uygulanan doz ile bazi
etken maddelerin sistemik dolasimda etkin konsantrasyona ¢ikmasi da muhtemel

g6zukmektedir.

EMIS’ler bircok ozellikleri ve kisiye 6zgii degistirilebilen ayarlari sayesinde termal olarak

kararl olan ilaglar1 uygulamak i¢in umut verici bir arag olarak nitelendirilebilir.

5.4. Elektronik Madde fletim Sistemlerinin fla¢ Verilis Yolu Olarak Kullamlmasmin

Giivenligi

Giiniimiizde EMIS piyasada oldukga yaygin kullanilmasina ragmen, bu cihazlarin giivenlik
degerlendirmesi halen bir sorun olmaya devam etmektedir. Sigara igmeyi azaltma veya
birakma araci olarak kullanildiginda, toksikolojik olarak degerlendirilmesi gereken hususlar,
solunan nikotin, solunan aroma katki maddeleri, ortaya ¢ikma ihtimali bulunan metalik
nanopargaciklar, ¢oziiciilerin yanmasiyla olusabilecek organik iriinlerdir [212-215].

EMIS’lerin ilag verilis yolu olarak kullanilmasinda etken maddenin viiciit iizerindeki etkileri
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on planda olacaktir. Bu amagla kullanilan EMiS’lerde nikotin olmayacagindan tartisma
konusu degildir. Ancak toksikolojik raporlarin ¢ogu olusabilecek yanma iiriinlerinin
genellikle ¢oziicii kaynakli degil, c¢ozeltiye eklenen aromalardan kaynaklandigini
belirtmektedir. Yine de TONA olusumu dikkatli degerlendirilmelidir. Yanma iiriinii
olusturabilecek her tiirli maddeden uzak durulmali, degisik sicakliklarda deneyler tekrar
edilmelidir. Deneylerimizde piyasada satisa sunulan bir iiriin kullanilmistir. Ancak
EMIS’lerin ilag verilis amaciyla kullanilmasi gergeklestiginde cihaz ozelliklerinin bu
konuya 6zgii olarak tasarlanacagi unutulmamalidir. Daha hassas ve sicaklik kontrolii daha
iyi olan cihazlarla yanma iiriinleri tamamen ortadan kaldirilabilir. Ek olarak yeni EMIS
sistemlerinde zaten sicaklik kontrol mekanizmasi bulundugundan yanma iirlinii olusma
ihtimali ortadan kalkmaktadir. Baska bir husus ise ila¢ verilis yolu olarak kullanildiginda
yiiksek standartlar1 olan saf ¢oziiciiler kullanilacagi gercegidir. Giiniimiizde ABD’de
yasanan salgin bu agidan ¢ok dnemlidir. Céziicii igerisine eklenen herhangi bir madde EMIS
araciligi ile akcigerlere kadar iletilebilmektedir [95]. Bu bulgular aslinda EMIS’lerin ne
kadar etkin oldugunu kanitlar niteliktedir. Icerisinde tedavi amacli etken madde ya da
herhangi bir toksin konulsa bile EMIS aracihigi ile hizli ve efektif bicimde akcigerlere
iletilmektedir. Basitce EMIS’leri enjektérlere benzetebiliriz, igerisine ne konulursa onu
basarili bir bigimde iletebilen yeni cihazlar olarak degerlendirmek yanlis olmayacaktir.
Ancak EMIS’lerin ilag verilis yolu olarak kullanilmasi i¢in medikal uygunluk kriterlerini
saglamas1 gerektiginden giliniimiizde kullanilan cihazlardan ¢ok daha giivenli olacagi
sOylenebilir. Metal parcalardan kaynaklanan naopartikiillerin miktar: bu limitler igerisinde
degerlendirilecektir. Giiniimiizde nebulizatérlerden ve diger inhaler sistemlerden de
parcacikli madde maruziyeti bulunmaktadir ve EMIS’lerle salman miktar bu ilag verilis
yollarma benzerdir. EMIS sistemlerinde ¢éziicii olarak kullanilan propilen glikol intravendz
ve inhalasyon yolu ile kullanilan birgok ila¢ i¢in ¢dziicii olarak kullanilmaktadir. Sistemik

dolasima girmesinin zarar1 gosterilememistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamiz, EMIS’lerin yiiksek ozgiilliikle pirfenidon iletimi i¢in kullanilabilecegini
gdstermistir.  Pirfenidon EMIS ile pirfenidon ¢ozeltisinden % 100 oraninda
stiriiklenebilmektedir ve termal olarak kararli kalmistir, herhangi bir yanma iriini
olusmadigr bulunmustur. Ek olarak pirfenidonun EMIS aracili inhalasyon yolu ile
uygulanmasinin fibrozis {izerinde oral uygulama ile ayni etkiye sahip oldugu saptanmustir.
Ancak ayni etkiyi elde etmek i¢in uygulanan doz miktar1 oral uygulamada inhalasyon yolu

ile uygulamaya kiyasla 20 kat fazladir.

Ortaya koydugumuz yontem pirfenidon etkin maddesine ilaveten steroidler (prednizolon),
kortikosteroidler, nintedanib, sitotoksik maddeler (azatiyoprin ve siklofosfamid); hem
endotelin reseptéri A hem de B'yi hedef alan inhibit6rler ve secici olarak endotelin reseptori
A'y1 hedefleyen inhibitorler (ambrisentan, bosentan vb.) platelet kaynakli biiylime faktorii
aktivitesini azaltan ajanlar (imatinib mesilat); fosfodiesteraz 4 inhibitorleri olan ajanlar
(Roflumilast); fosfodiesteraz 5 inhibitorleri (sildenafil sitrat, tadalafil vb.) ve
antibiyoterapide kullanilan molekiilleri ve bu etken maddelerin bir¢ok kombinasyonunu
icerebilir. Yakin gelecekte EMIS’lerin akciger patolojilerinin lokal tedavisinde etkili ve

glivenli bir yol olarak kullanilabilecegi degerlendirilebilir.

Sonug olarak pirfenidonun EMIS aracili inhale kullaniminin fibrozis tedavisinde etkin
olabilecegi ve oral yol ile uygulamada karsilagilan yan etkilerin daha disiik siddette

goriilecegi veya hi¢ goriilmeyecegi diisliniilmektedir.
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