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ONSOZ VE TESEKKUR
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Birimi hemsireleri Banu TUREMEN ve Nursen ALKAYA’ya ve tim klinik
arastirmalar birimi c¢alisan1 mesai arkadaslarima, artik kiz kardeslerim olarak
gordiigiim AYPERISTLER e,
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PNOMONI ETKENI MiKROORGANIZMALARA KARSI
ANTIBIYOTIKLERLE YUKLU KITOSAN MIKROPARTIKULLERININ
GELISTIRILMESI VE HUCRE TOKSISITESININ ARASTIRILMASI

OZET

Pnomoni ciddi komplikasyonlar1 olan hayati tehdit edici bir hastaliktir.
Siprofloksasin ve Amfoterisin B (AmB) ise pnomoni tedavisinde kullanilan
antibiyotiklerdendir. ~Siprofloksasin ve AmB yiikli olan ve saf kitosan
mikropartikiiller (KM) iyonik jelasyon yontemiyle tripolifosfat (TPP) kullanilarak
hazirlandi. Mikropartikiillerin ~ biiyiiklik ve zeta potansiyelleri belirlendi.
Siprofloksasin yiiklii KM’lerin Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus ve Streptococcus pneumoniae suglarina karst in vitro
antibakteriyel aktiviteleri minimum inhibitér konsantrasyonlarinim (MiK) ve
minimum bakterisidal konsantrasyonlarinin hesaplanmasi ile degerlendirildi. AmB
yiiklii KM’lerin Candida albicans’a karsi in vitro antifungal aktivitesi MIK ve
minimum fungisidal konsantrasyonunun hesaplanmasi ile degerlendirildi. Sonuglar
siprofloksasin yiiklii KM’lerin bakteri tliremesini inhibe ettigini, AmB yiikli
KM’lerin maya biiyiimesini inhibe ettigini ancak test edilen konsantrasyonlarda saf
KM'’lerin inhibe etmedigini gosterdi. Siprofloksasin yiikli ve AmB yiiklii KM’lerin
sitotoksik etkisi, saglikli insan akciger epitel hiicresi (BEAS-2B) kiiltiirlinde MTT
testi ile degerlendirildi. MTT test sonuglar1 bu partikiillerin sitotoksisiteye neden
olmadigini gdsterdi. Gegirimli elektron mikroskobu (TEM), bakteri, maya ve epitel
hiicreleri ile mikropartikiil etkilesimini ve hiicre i¢i lokalizasyonunu belirlemek i¢in
kullanildi. TEM analizleri, 200 nm’den kii¢iik olan mikropartikiillerin, BEAS-2B
hiicreleri tarafindan hiicre icine alindigim1 ortaya koydu. Mikropartikiillerin,
mikroorganizmalarin hiicre duvarma ve zarina zarar verdigi ve sitoplazmalarina
girebildigi gbézlemlendi. Bu mikropartikiiller, 6zellikle 200 nm’den biiyiik olanlar,
akcigerlere lokal ila¢g uygulamasi i¢in mikro tasiyicilar olarak kullanilma
potansiyeline sahiptir.

Anahtar Kelimeler: Amfoterisin B, BEAS-2B Hiicre Hatti, Kitosan Mikropartikiil,
Pnoémoni, Siprofloksasin.
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DEVELOPMENT OF ANTIBIOTIC LOADED CHITOSAN
MICROPARTICLES AGAINST PNEUMONIA CAUSING
MICROORGANISMS AND INVESTIGATION OF THEIR CYTOTOXICITY

ABSTRACT

Pneumoniae can be associated with severe complications and is a life threatening
disease. Ciprofloxacin and amphotericin B (AmB) are antibiotics used in the
treatment of pneumoniae. Ciprofloxacin and AmB loaded chitosan microparticles
(CM) and pristine CM were prepared by ionic gelation method using
tripolyphosphate (TPP). The microparticle size and zeta potential were determined.
The in vitro antibacterial activities of ciprofloxacin loaded CM against Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus and Streptococcus
pneumoniae were evaluated by calculation of minimum inhibitory concentration
(MIC) and minimum bactericidal concentration. The in vitro antifungal activity of
AmB loaded CM against Candida albicans was evaluated by calculation of MIC and
minimum fungicidal concentration. The results showed that ciprofloxacin loaded CM
inhibit bacterial growth, AmB loaded CM inhibit yeast growth but not the pristine
CM. The cytotoxic effect of ciprofloxacin loaded and AmB loaded CM was
evaluated with MTT assay in healthy human lung epithelial cell (BEAS-2B) culture.
MTT results showed that these particles did not cause any cytotoxicity. Transmission
electron microscopy (TEM) was used to determine the microparticle association with
the bacteria, yeast and epithelial cells and their intracellular localization. TEM
analyses revealed that microparticles < 200 nm in size were internalized by the
BEAS-2B cells. The microparticles were able to damage the cell wall and membrane
of the microorganisms and to enter their cytoplasm. These particles, especially the
ones being > 200 nm in size, have the potential to be used as microcarriers for local
drug administration to the lungs.

Keywords: Amphotericin B, BEAS-2B Cell Line, Chitosan Microparticle,
Pneumonia,Ciprofloxacin.



GIRIS

Pnomoni global anlamda ge¢misteki salginlar sonucu gergeklesen Oliimlerle
karsilastirildiginda say1 ve 6liim orani olarak azalmis olmakla birlikte, 6zellikle bazi
risk gruplarinda hala 6nemli bir saglik sorunu olarak kabul edilmektedir. Pndmoni,
mikroorganizmalarin neden oldugu bir akciger enfeksiyonudur ve yiliksek morbidite
oranima sahiptir (Di Franco ve dig., 2017). Tiiberkiiloz, kronik obstriiktif akciger
hastaligi (KOAH) ve akciger kanseri sonrasi sik goriilen bir 6liim nedenidir
(Niederman ve dig., 1993). Cok sayida mikroorganizma pndomoniye neden olabilir.
Inflamasyon bakteri, viriis ve mantar gibi mikroorganizmalar tarafindan olusturulur.
Ancak bunlarin baginda bakteriler gelir (Vallés ve Mariscal, 2005) Daha hizl teshis
yontemleri gelistirilinceye kadar cogu hasta ampirik tedavi edilmektedir ve

antimikrobiyaller tedavinin temeli olmaya devam etmektedir (File, 2003).

Talha ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir calismada, Escherichia coli ve
Pseudomonas aeruginosa'nmin pndémoni ajanlari arasinda oldugu bulunmustur (Talha
ve dig., 2009). Staphylococcus aureus, 6zellikle kronik hastaliklar1 olan bireylerde ve
yash hastalarda pndémoni nedeni olarak sik goriilmektedir (Gleeson ve Reynolds,
1994). Streptococcus pneumoniae toplum kokenli pnomonide en Onemli patojen
olmaya devam etmektedir (File, 2003). Candida albicans, en yaygin mantar insan
patojenidir (Tan ve dig., 2016). Yapilan bir ¢alismada C. albicans ventilator iligkili
pndémoni tanis1 alan hastalarda en sik saptanan mikroorganizma olarak bulunmustur
(Souza, 2017). Meersseman ve arkadaslart solunum orneklerinde en sik iireyen

Candida tirtiniin C. albicans oldugunu belirtmislerdir (Meersseman ve dig., 2009).

Etken mikroorganizma sayisindaki artis ve degisen antibiyotik direnci, immiin
sistemin  baskilanmasina neden olan tedavilerin uygulanmasi, organ

transplantasyonlar1 gibi nedenlerle pulmoner enfeksiyon sikligi artmistir. Tan1 ve


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vall%C3%A9s%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16854339
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tedavideki onemli gelismelere karsin pndmoniler énemli bir saglik sorunu olmay1

stirdiirmektedir (Seving ve Ugan, 2000).

Pndmoni, Ingiltere ve Amerika Birlesik Devletleri'nde &liim nedenleri arasinda
altinci sirada, enfeksiyonlara bagli 6liimler arasinda ise birinci sirada yer almaktadir
(Batista ve dig., 2019). Ulkemizde alt solunum yolu enfeksiyonlar1, 6liim nedenleri
arasinda %4,2 ile 5. sirada yer almaktadir. Ulkemizde yapilan calismalarda
pnomoniden 6liim oraninin hastaligin agirligr ile iliskili olarak %1 ile %60 arasinda

degistigi ve hastanede tedavi edilen pndmonilerde oranin ¢ok daha yiiksek oldugu

(%10,3-60) gosterilmistir (Ozlii ve dig., 2007).

Antibiyotikler sistemik olarak uygulandiginda istenmeyen toksik etkilerin goriilme
riski yiiksektir. Lokal ila¢ uygulamasi, oral veya parenteral enjeksiyonla sistemik

uygulamaya kiyasla, daha az doz uygulamaya olanak saglar (Pastoriza ve dig., 2014).

Kitosan genis kullanilabilirlik, stirdiiriilebilirlik, fonksiyonellik ve biyobozunurluk
gibi kendine 6zgii 6zellikler gosteren essiz bir dogal katyonik polisakkarittir (Gokge,
2008). Cesitli c¢aligmalarda kullanilan kitosan biyouyumlu, toksik olmayan,
antihipertansif, antienflamatuar ve antimikrobiyal 6zellikler dahil olmak iizere cesitli
biyolojik aktivitelere sahip oldugunu gostermistir (Batista ve dig., 2019). Kitosan
nano ve mikropartikiilleri ilag dagitim uygulamalarinda kullanilabilen ¢ok popiiler

malzemelerdir (Kumar ve dig., 2004).

Caligmada oncelikle iyonik jelasyon teknigi kullanilarak sigir serum albiimin (BSA)
yiiklii kitosan mikropartikiiller hazirland1 ve bu mikropartikiillerin karakterizasyonu
(taramal1 elektron mikroskobu ile), ylikleme verimliligi ve in vitro salim gibi
ozellikleri arastirildi. Elde ettigimiz sonuglar neticesinde pnomoni etkeni
mikroorganizmalara karsi etkili olabilecek ilag yiiklii kitosan mikropartikiillerin
yapimma  karar  verildi. Calismada deneylerimizde kullanacagimiz
mikroorganizmalar siklikla pnémoni etkeni olarak karsimiza c¢ikan E. coli, P.
Aeruginosa, S. aureus, S. pneumoniae ve C. albicans olarak belirlendi. Ilag
seciminde ise bu mikroorganizmalara karsi kullanilan antibiyotikler denendi ve

mikropartikiil olusumu ile en uyumlu iki ilag olan



siprofloksasin ve AmB yiiklii kitosan mikropartikiillerin yapimina karar verildi.
llaclarin belirlenmesinde siklikla kullanilma, kolay erisim ve deney sartlarinda

Olctilebilme kriterleri géz oniinde bulunduruldu.

Bu ¢alismada amacimiz, daha diisiik nanotoksisite ve makrofajlar tarafindan diisiik
lokal uzaklastirilma avantajlar1 saglayabilen, 0,1-1,0 um araliginda siprofloksasin ve
AmB yiklii kitosan mikropartikiillerinin hazirlanmas1 ve bu mikropartikiillerin
onemli pndmoni nedenlerinden olan E. coli, P. aeruginosa, S. aureus, S. pneumoniae
ve C. albicans’a kars1 in vitro antimikrobiyal aktivitesini ve bununla birlikte insan
akciger epitel hiicreleri (BEAS-2B) tlizerindeki sitotoksik etkilerini degerlendirmekti.
Calismamizda bakteriler ve BEAS-2B hiicreleri ile kitosan mikropartikiillerin

etkilesimi gecirimli elektron mikroskobu ile degerlendirildi.



1. GENEL BIiLGILER
1.1. Pnomoni Tarihcgesi

Harrison’1n dahili tip kitab1 pndmoniyi ¢esitli organizmalarin neden oldugu pulmoner
parankimin bir enfeksiyonu olarak tanimlar. Pndmoni tek bir hastalik degil, her
birinin farkli epidemiyoloji, patogenez ve klinik seyri olan bir grup spesifik

enfeksiyon oldugunu belirtir.

Pnémoni Yunanca nefes anlamina gelen ‘pneuma’ kelimesinden tiiretilmistir (Sattar
ve Sharma, 2019). Tarihte ilk olarak Hipokrat (MO 460-370) tarafindan tarif
edilmistir (Mackenzie, 2016). Kariyeri boyunca pndémoni iizerine c¢alisgan modern
tibbin kurucusu olan Dr. William Osler, insanlik {izerine yaptig1 biiyiik zararlardan
dolay1 pnémoniye “6liim adamlarinin kaptani” adin1 verdi (Sattar ve Sharma, 2019).
Birinci Diinya Savasi sirasinda, 1918-1919 yillarinda Yaklasik 20-40 milyon geng
insanmn 6liimiine neden olan “Ispanyol Gribi” olarak adlandirilan Influenza
epidemisinde dliimlerin tamamina yakini pndmoni nedeniyle gerceklesmistir (Akgay
ve dig., 2017). 1930’larda, antibiyotiklerin ortaya ¢ikmasindan once, pndomoni
ABD’deki iigiincii onde gelen oliim sebebiydi. 2006 yilinda, yaklagik 55.000
Olimden sorumlu olarak sekizinci sirada yer aldi. Pndmoni diinyada hastaneye yatis
ve Olimiin 6nde gelen bulasic1 hastalik sebebidir ve ekonomik ve insani agidan
muazzam bir maliyeti vardir. Diinya Saglik Orgiitii verileri, bu baglamda pnémoni ile
neredeyse esanlamli bir terim olan solunum yolu enfeksiyonlarmin, diinyadaki
cocuklar arasinda herhangi baska bir nedenden -kanser ve kardiyovaskiiler hastalik
dahil olmak iizere- daha fazla 6liime neden oldugunu gostermektedir (Sattar ve

Sharma, 2019).

T.C. Saghik Bakanlig1 ve Devlet Istatistik Enstitiisii verileri, pndmonilerin {ilkemiz
icin de onemli oldugunu gostermektedir. T.C. Saglik Bakanligi, Refik Saydam
Hifzissthha Merkezi Bagkanligi Hifzissthha Mektebi Mudiirliigli ve Baskent
Universitesi tarafindan son yillarda gergeklestirilen ulusal hastalik yiikii ve maliyet

etkinlik projesi sonuglarini agiklayan ve Aralik 2004 tarihinde yayinlanan final
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rapora gore; hane halki aragtirmasinda son iki ay icerisinde hekim tanis1 konulmus
ilk 20 akut ve kronik hastalik arasinda pnémoniler %1,15 siklik ile 15. sirada yer
almistir. Saglik Bakanligi verilerine gore, 2002 yilinda pndmoni tanisiyla hastanede
yatirilarak tedavi edilen 119.330 olgunun (7372 viral, 111.958 diger pndmoniler)
%2,2’si (144 viral, 2341 diger) 6liimle sonuglanmistir (Ozlii ve dig., 2007).

1.2. Pnomoni Risk Gruplari, Pnémoni Cesitleri ve Pnomoniye Neden Olan

Mikroorganizmalar

Saglikli bireyler pnomoni olabilir, ancak duyarlilik cesitli kisisel 6zelliklere gore
biiyiik Olclide artar. Pndmoni olma riski 6zellikle bebeklerde ve yaslilarda (65 yas
tistii) ylksektir. Zayiflamig bir bagisiklik sistemi, 6rnegin diyabet, bobrek sorunlari
veya kanser gibi durumlarda riskin daha yiiksek oldugu anlamina gelmektedir. Astim
ve KOAH gibi akciger hastaliklari, kalp hastaliklari, sigara icmek ve grip gibi bazi
viral enfeksiyonlar da insanlari pnomoniye daha yatkin hale getirebilir. Pnoémoni
ozellikle yoksul iilkelerde yaygindir. Yoksul iilkelerde bebekler ve cocuklar en ¢ok

etkilenenler arasindadir (Sattar ve Sharma, 2019).

Bazi arastirmalarda pndmoninin tanimlanmasi ve smiflandirilmasinda netlik
olmadig1 diistiniilmektedir. Pndmoni farkli 6zelliklere gore siniflandirilabilmektedir
(Tablo 1.1.) Radyolojik bulgulara gore siniflandirmanin hastaligin seyrini ve etkeni
tahmin etmede ¢ok fazla yarar1 yoktur. Ornegin; lober pnémoni en sik pnémokok
tarafindan olusturulmasina ragmen Klebsiella, Pseudomonas da dahil olmak tizere
birgok organizma bu pndmoniyi olusturabilmektedir. Her tiirlii invaziv veya non-
invaziv girisime ragmen hastalarin sadece yarisinda etken izolasyonu saglanabilir.
Bu nedenle etken izolasyonuna gore siniflamada pratik bir yontem degildir. Giincel
pnoémoni siniflamas: hastaligin olugsma sekline ve ampirik tedavi yaklasimina gore
yapilmaktadir (Akcay ve dig., 2017). Ampirik tedavi yaklagimina gore siniflama
yaptigimizda pnomoni; toplum kokenli pnomoni, hastane kokenli pnémoni ve
bagisiklig1 baskilanmis hastalardaki pndmoni olarak ¢ ana baghk altinda

toplanmaktadir (Seving ve Ugan, 2000).



Tablo 1.1. Pnémoni siniflamasi (Akcay ve dig., 2017)

Pnomoni nedenleri Pnomoni cesitleri
Etyolojik nedene gore Infeksiydz
Noninfeksiyoz
Anatomik yerlesime gore Lober
Bronkopnoémoni (16biiler)
Interstisiyel
Klinik tabloya gore Tipik pndmoni
Atipik pnémoni
Agirlik durumuna gore Hafif pndmoniler

Agir pndmoniler

Ampirik tedavi yaklasimina gore | Toplum kdkenli pndmoniler

Hastane kokenli pndmoniler

Saglik bakimu iliskili pnémoni

Ventilator iliskili pndmoni

Immiin sistemi baskilanmis hastada pnémoni
Aspirasyon pndmonisi

Hastane kaynakli pndmoni hastaneye herhangi bir sebeple yatistan en az 48 saat
sonra ya da hastaneden ¢iktiktan sonraki ilk 48 saatte gelisen pnomonilere denir.
Hastane kaynakli pnomoniler diinyanin 06nde gelen hastane kaynakl
enfeksiyonlarindan biridir ve 6nemli bir etkiye sahiptir (Passaro ve dig., 2016).
Hastane kaynakli pndmoni (HAP) tiim hastane enfeksiyonlarinin %15’ini olusturur
ve hastanede yatan hastalarin %0,5 ila 20’11 etkiler. HAP i¢in mortalite oran1 %30’u
gecmektedir. HAP sonucunu optimize etmek i¢in uygun antibiyotiklerin kullanimi
esastir. Diren¢ olusumunu 6nleyen ve maliyetleri kontrol altina alan en olas1 etken
organizmalar1 kapsayan antimikrobiyal stratejilere ihtiya¢ vardir. Ne yazik ki,
antimikrobiyal diren¢ son on yilda ¢arpict bicimde artmistir ve etkili antibiyotik
secimlerinin Oniinde engeller yaratmistir. HAP’tan sorumlu olan etiyolojik ajanlar
sayisiz ¢alismada agiklanmistir. HAP vakalarimin %55 ila 85’inde Pseudomonas
aeruginosa, Enterobacter, Acinetobacter ve enterik Gram negatif ¢ubuklar dahil
olmak tizere Gram negatif bakteriler; Gram-pozitif kok (6zellikle Staphylococcus
aureus) %20 ila 30°dur ve vakalarim %40 ila 60’1 polimikrobiyaldir. Hastaligin
keskinligi ve siddeti, hastanede kalis siiresi ve Onceki antibiyotik maruziyeti olasi
patojenlerin ana belirleyicileridir. Ilgili patojenlerin farkindaligt HAP i¢in ampirik ve
patojene yoOnelik basarili tasarim antibiyotik tedavisine yonelmistir. HAP ve

antimikrobiyal diren¢ gelisimi icin goze c¢arpan risk faktorlerini anlamak, HAP
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nedeniyle mortalite ve morbiditeyi azaltmak igin stratejilerin gelistirilmesini
kolaylagtirabilir. Bu da saglik sistemi iizerindeki toplam maliyeti ve yiikii azaltacaktir

(Lynch, 2001).

Hastane kokenli pnomonilerin 6nemli bir alt grubu da ventilator iligkili pndmonidir.
Ventilator iligkili pndmoni ise endotrakeal entiibasyondan 48-72 saat sonra ortaya
¢ikan pnomoni c¢esididir. Ventilator iligkili pndmoni i¢in Onleyici tedbirler iyi
bilinmesine ragmen, hastane kokenli pnomoninin onlenmesi i¢in uygun Onlemler
hakkinda daha az sey bilinmektedir (Passaro ve dig., 2016). Ventilatore baglh
pnémoni (VAP), mekanik ventilasyon alan hastalarin %8 ila 28’inin seyrini
zorlastirmaya devam etmektedir. Oliim orani diisiik %1 ila 4 arasinda degisen daha
sik ilgili olan (6rnegin idrar yolu ve cilt) enfeksiyonlarinin aksine, VAP icin 6liim
orani %24 ila %50 arasinda degisebilir ve baz1 6zel ortamlarda %76’ya ulasabilir ve
¢ogu zaman akciger enfeksiyonu yiikksek riskli patojenlerden kaynaklanir.
Enfeksiyondan sorumlu baskin organizmalar Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa ve Enterobacteriaceae’dir, ancak etiyolojik ajanlar yogun bakim
initesindeki hasta popiilasyonuna, hastanede kalis siiresine ve dnceki antimikrobiyal
tedaviye gore bliyiik olclide farklilik gosterir. Clinkii hastalarin uygun antimikrobiyal
tedavisi VAP sonuglarini 6nemli olgiide iyilestirir, enfekte olmus hastalarin daha
hizli tanimlanmasi ve antimikrobiyal ajanlarin dogru seg¢ilmesi Onemli klinik

hedefleri temsil eder (Chastre ve Fagon, 2002).

Toplum kokenli pndmoni (TKP) diinya ¢apinda bulasici 6liim nedeni olarak birinci
siradadir. Mortalitesi ve uzun siireli morbiditesi nedeniyle maliyetli bir hastaliktir
(Villafuerte ve dig., 2019). Toplum kokenli pndmoni toplumda giinlilk yasam
sirasinda ortaya ¢ikan pndmonidir. Immiin sistemi baskilanmis hastalarda &nemli
morbidite ve mortalite ile iliskili ciddi bir alt solunum yolu enfeksiyonudur. Klinik
tablo, olas1 etkenler ve ampirik tedavi yaklasimi agisindan tipik ve atipik olmak iizere
iki farkli kategoride degerlendirilebilir. Toplum kdkenli pnomoni, 6zellikle yash
eriskinlerde ve eslik eden hastalig1 olanlarda hayati tehdit eden yaygin bir hastaliktir
(File 2003; Sousa ve dig., 2013; Serra ve dig., 2008).

Diinya ¢apindaki ¢esitli epidemiyolojik calismalar, yashh hastalarda artan oranda

TKP’nin yillik insidansin1 1000 kisi basma 511 olarak bildirmistir. TKP ile ilgili



tahmini y1llik maliyet 12 milyar ABD dolarindan fazladir. En iyi TKP y6netimindeki
ana konular, bir akciger infiltratinin pndmoniye bagli olup olmadigi, sorumlu
patojenin tanimlanmasi ve uygun tedaviye karar vermesi durumunda kesin teshistir.
Diinyanin dort bir yanindaki bazi solunum yolu ve bulasict hastalik topluluklari,
yerel terapotik faktorleri hesaba katarak, TKP’yi yoOnetmek i¢in kilavuzlar
olusturmustur. TKP’ye neden olan potansiyel organizmalar Streptococcus
pneumoniae, Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis ve Staphylococcus
aureus, atipik organizmalar (yani, Mycoplasma pneumoniae, Chlamydophila

pneumoniae, Legionella spp.) ve virtslerdir (Brar ve Niederman, 2011).

Streptococcus pneumoniae, TKP hastalarinda tespit edilen en yaygin bakteriyel
patojen olmaya devam etmektedir. Bununla birlikte, TKP’li hastalarda hastane
ortamlariyla sinirli oldugu diisiiniilen birka¢ patojen daha sik izole edilmistir. Bu
patojenlerden Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter spp. gibi Gram-negatif
cubuklar ve Enterobacteriaceae spp. alt solunum yolu enfeksiyonlarinin 6nemli
nedenleri haline gelmistir. Daha da onemlisi, bu Gram negatif bakteriler siklikla
yiiksek mortalite ile iliskili ilaca diren¢li mikroorganizmalardir ve kronik olarak
hasta, saglik bakimina maruz kalmis ve bagisikligi baskilanmig hastalarda
enfeksiyonlara baglanmistir. Birkag calisma Enferobacteriaceae spp. prevalansini
degerlendirmistir. TKP hastalarinda siklikla goriilenler Klebsiella pneumoniae,
Escherichia coli, Enterobacter spp., Proteus spp. ve Serratia spp. dir. Bu nedenle
enterik Gram negatif c¢ubuklar ile iligkili risk faktorleri, Ozellikle direngli

Enterobacteriaceae spp. olan patojenler ¢ok dnemlidir (Villafuerte ve dig., 2019).

Bagisikligin baskilanmasi, konagin yabanci bir antijeni normalden daha az algilamasi
veya hi¢ algilamamasi olarak tanimlanabilir. Konak bazen kendi antijenlerini yabanci
olarak da algilayabilir, “otoimmiin hastaliklar” olarak genellenen bu tiir hastaliklar da
bagisiklig1 baskilayan nedenler arasindadir. Bagisiklik baskilanmasi terimi genellikle
sistemik savunma mekanizmalarinda gelisen defektler icin kullanilmaktadir.
Dogustan veya sonradan kazanilan sistemik savunma mekanizmalarinda hasarlanma
(bagisiklik baskilanmasi) nedenlerinin giincel listesi giderek genislemektedir (Akgay
ve dig., 2017).



Solunum yolu enfeksiyonlart ve sonraki komplikasyonlar, immiin sistemi
baskilanmis hastalarda yliksek mortalitenin 6nde gelen nedenlerinden biridir.
Bagisiklik sistemi baskilanmis olgularin sayisi son yillarda hizla artmaktadir. Bu
grupta kemoterapi alan kanser hastalari, organ transplantasyonu yapilmis hastalar
veya romatalajik bozuklugu olup immiinsiipresif tedavi alan hastalar, ya da AIDS
gibi edinilmis immiin yetmezlik hastalar1 yer almaktadir. Bagisiklik sistemi
baskilanmis hastalarda c¢esitli neden ve olusum mekanizmalar1 olan pulmoner
komplikasyonlarin %75 gibi biiylik bir kismini enfeksiyonlar olusturur. Bu
hastalarda hastane kokenli enfeksiyon etkenleri olarak Gram negatif basiller, P.
aeruginosa, Acinetobacter basta olmak iizere, kalic1 intravendz kateteri olanlarda S.
aureus ve koagiilaz negtaif stafilokoklar goriilmektedir. Legionella ve cok ilaca
direngli M. tuberculosis’e bagl hastane epidemileri bildirilmistir. Bu olgularda S.
pneumoniae ve H. influenza gibi etkenlerle toplum kokenli pnomoni gelisebilme

durumu s6z konusudur (Ugan ve dig., 1998; Bajaj ve Tombach, 2017).
1.3. Pnomoni Tani ve Tedavi Yontemleri

Rutin kan ve balgam kiiltiirii testleri pahali ve genellikle verimleri diisiiktiir. Rontgen
goriintiileme pndmoni tanisinda onemli bir gereklilik olmasina ragmen, tedaviye
karar verirken tiim klinik tablo g6z 6niinde bulundurulmalidir (Grief ve Loza, 2018).
Klinik pratikte, akciger enfeksiyonu belirtileri ve bulgulart olan, gdgiiste
infiltrasyonu olan ancak etyolojisi dogru olarak tespit edilemeyen hastalarla
karsilagmak miimkiindiir. Bu hastalarin klinik 6rneklerinde spesifik mikroorganizma
tespit edilemez ve klinik ve epidemiyolojik verilere dayanarak tedaviye ampirik
olarak baslanir (Scholte ve dig., 2015). Tiim tanisal zorluklara ragmen, pnémonide
dogru antibiyotigin erken ampirik olarak baglatilmas1 hayat kurtaricidir (Kallander ve

dig., 2016).

Amerikan Torasik Dernegi kilavuzlar1 TKP hastalarinda monoterapi olarak bir
solunum florokinolonu veya beta-laktam antibiyotik (genellikle ii¢lincii kusak
sefalosporin) ilk tedavi olarak bir makrolid kullanilmasin1 6nermektedir. Bununla
birlikte, bu kilavuzlar 10 yil 6nce yayinlandiktan sonra, TKP’ye neden oldugu

bilinen yaygin bakteriyel patojenlerde bu birinci basamak antibiyotiklere karsi
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antimikrobiyal diren¢te endige verici bir artis ortaya ¢ikmistir (Villafuerte ve dig.,

2019).
1.4.  Akcigerlerde Siirekli ilac Sahmn I¢in Dagitim Stratejileri
1.4.1. ilac dagitim sistemleri

Pulmoner ila¢ uygulamasi non-invaziv potansiyeli vardir ve kolay uygulanan bir
yontemdir. Akciger dokusunun spesifik yapisi ve fonksiyonu nedeniyle, akciger ve
akciger dis1 hastaliklar alaninda onlarca yildir ¢ok fazla ilgi ¢ekmistir; Akcigerler
genis yiizey alanina, ince mukozal hiicre zar1 ve kan damarlarina sahiptir. Oksijen ve
karbondioksit degisim bolgesi olan alveol yliksek yogunlukta kan kilcallar1 igerir. Ek
olarak, ilaclar alveoler endotel hiicrelerinin ince katmanina kolayca niifuz edebilir ve
kana girebilir. Bu nedenle, akcigerleri hedef alan ¢esitli inhale formiilasyonlar ve ilag
dagitim sistemleri gelistirilmistir. Bu formiilasyonlar bakteriyel enfeksiyondan
kaynaklanan pnonmoni, kistik fibrozis, astim, KOAH vb. hastaliklar1 hedef almigtir
(Ozeki ve Tagami, 2014).

Klinik in vivo veriler, inhale antibiyotiklerin P. aeruginosa gibi Gram negatif
bakterilerin  kolonizasyonunu  azalttigint  ve  enfeksiyonun  baslamasin

geciktirebildigini géstermistir (Zhou ve dig., 2015).

Solunum yoluyla akcigerlere ila¢ verilmesi, solunum yolu hastaliklar1 i¢in hedefe
yonelik bir ila¢ tedavisi sunar. Ancak, inhale edilen ilaglarin terapotik etkinligi,
akcigerlerdeki hizli klirensleri ile sinirlidir. Akcigerlerde siirekli ilag salimi saglayan
tasiyicilar, inhale edilen ilaglarin terapétik sonuclarini iyilestirebilir, ¢linkii ilag
yiikiinii akcigerler iginde tutabilirler ve ilaci, giderek lokal olarak terapdtik

seviyelerde birakabilirler.

Lokal ila¢ uygulamasi daha az doz uygulamas: demektir. Lokal olarak uygulanan
diisiik doz ilaca olan sistemik maruziyeti ve boylece sistemik yan etkileri azaltir ve
ilag terapotik indeksini arttirir. Akcigerlere verilen kiiclik partikiiller, akciger
epiteline hizla yayilir ve birkag¢ dakika icinde kan dolagimina niifuz eder. Peptitler de
hizli bir sekilde sistemik sirkiilasyona tasimir ancak onemli Ol¢lide lokal olarak

metabolize edilir. Biiylik partikiiller birkag¢ saat boyunca sistemik sirkiilasyonda
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emilebilse de alveoler makrofajlar tarafindan hizla alinabilir, mukosiliyer temizleme
mekanizmasi tarafindan ¢ikarilabilir ve lokal olarak da metabolize edilebilirler. Hizli
temizlenme sik sik doz uygulamasi anlamina gelebilir bu da hastanin uyumunu

tehlikeye atabilir.

Akcigerlerde stirekli ilag salim1 saglayan tasiyicilar, inhale edilen ilaglarin terapdtik
sonuclarint iyilestirebilir. Amagclari, ila¢ yiikiinii uzun siire akcigerler iginde tutmak
ve ilac1 lokal olarak terapotik seviyelerde lokal olarak salivermektir. Siirdiriilebilir
terapotik ila¢c konsantrasyonlari, lokal terapdtik etkinligi arttirmali ve sistemik
dolasim boyunca biyolojik dagilimin en aza indirilmesiyle sistemik yan etkileri
azaltmalidir. Ek olarak, stirekli salimli bir inhale formiilasyon, lokal ilag¢
konsantrasyonlarinda pulmoner doku i¢in toksik olabilecek zirvelerden kacginabilir.
Bu 6zellikle kemoterapétik ajanlarla ilgilidir. Akcigerlerde siirekli ila¢ salimi, ilacin
salinim hizim1 ve sistemik dolasim igine tasinmasini kontrol ederek sistemik etkili
ilaglara da faydali olabilir. Akcigerlerde siirekli ilag salimi, inhale edilen ilaglarin
terapotik etkinligini ve giivenligini arttirma potansiyeli yiliksek olmasina ragmen,
pazarda mevcut herhangi bir siirekli salim formiilasyonu yoktur. Sadece birkag
stirekli salimli formiilasyonu klinik olarak gelistirilmektedir ve hepsi lipozomlar
seklindedir. Son yillarda muazzam c¢abalar, pulmoner biriktirmeyi ve
tekrarlanabilirligini  artirmak amaciyla yeni inhaler cihazlarin ve yeni
formiilasyonlarin gelistirilmesine odaklanmistir. Bununla birlikte, kontrollii salinimli
formiilasyonlarin gelistirilmesi yoluyla inhalasyon aerosollerinde daha ileri derecede

bir gelismislige ulasilabilir (Pastoriza ve dig., 2014).
1.4.2. Inhale bilesiklerin lokal uygunlugunu etkileyen faktérler

Akcigerlere dagitimdan sonra ilacin lokal uygunlugunu etkileyen birgok faktor
vardir. Ik olarak, bir aerosol partikiiliiniin solunum yolunun bir veya baska bir
bolgesine yerlesme kabiliyeti aerodinamik ¢apma baghdir. Ikincisi ilacin
akcigerlerden temizlenme hizi ve oram fizikokimyasal ve biyolojik Ozellikleri ile
belirlenir. Ugiinciisii, eger ilag formiilasyonu sadece ilag molekiilii degilse, fakat bir
tagiyiciyr igeriyorsa, akcigerler icinde kendi temizlenme yollarindan mutlaka

kaginmalidir.
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Akcigerlerde partikiil birikmesini etkileyen mekanizmalar vardir. Bir aerosol
partikiiliiniin akcigerlere biriktirme bolgesi, aerodinamik ¢apina ve hastanin nefes
alma sekline baghdir. 1 ila 5 um aerodinamik ¢apindaki partikiiller, merkezi ve distal
kanallara yer ¢ekimsel ¢okelme ile birikir. Aerodinamik ¢ap1 0,1 ile 1 um arasinda
olan partikiiller ¢cogunlukla disar1 verilir. Yavas soluma genellikle iist solunum
yollarindaki eylemsizlik etkisini en aza indirmek ve biiyilk parcaciklarin
akcigerlerine penetrasyonunu arttirmak i¢in tercih edilirken, kiiclik parcaciklar
hizli/yavas soluma manevralarina kars1 daha az hassastir. Nefes tutma akcigerlere
derinlemesine niifuz etmis partikiillere zaman verir. Ultra ince (<100 nm) partikiiller,
solunum yolundaki rasgele Brownian hareketi ile etkili bir sekilde biriktirilir ve <100
nm partikiiller alveoler bolgeye ulasirken, <10 nm partikiiller, yiiksek difiizyon
katsayilar1 nedeniyle zaten trakeo-bronsiyal bolgede birikmektedir. Buna gore, biiyiik
(< 5 um) partikiiller, yogunlugu diisiik oldugu siirece akcigerlere derin bir sekilde
solunabilir. Partikiil sekli, solunum sisteminin farkli bolgelerini hedeflemek igin
tasarlanabilir. Ornegin, lifler uzunluklarindan birkac kat daha kiigiik aerodinamik bir

capa sahiptir ve bu da derin akciger birikmesine izin verir.

Akcigerlerde ila¢ emilinini arttiran mekanizmalar vardir. Akciger epitelinin ¢ok
cesitli ilag tiplerine yiiksek derecede gecirgen oldugu bildirilmistir. Lipofilik ve
iyonlagtirilmamis  bilesikler, solunum epitelinden kan dolagimina hidrofilik
bilesiklerden daha hizli ve daha biiylik miktarlarda tasimir. Genel olarak, kiiciik
hidrofilik bilesikler yaklasik 1 saatlik bir emilim i¢in ortalama yar1 dmre sahiptirler,
buna karsin lipofilik kiigiik molekiiller yaklasik 1 dakika i¢cinde emilir. Ayrica, hava
yolu liimeninden sistemik dolasima makro molekiil tagimalarinin orani, molekiil
agirhg ile ters orantilidir. 40 kDa’nin iizerinde bir molekiiler agirliga sahip olan
makromolekiiller, solumadan birka¢ dakika i¢inde kan dolagimina ulasan peptidlere
veya daha kii¢iik proteinlere zit olarak birkag¢ saat boyunca emilir. Peptitler ve kiiciik
proteinler lokal proteolize maruz kalabilir ve biiyilkk makromolekiiller alveolar
makrofajlarla temizlenebilir. Solunum epitelinde tasinma mekanizmalar1 ilacin
fiziko-kimyasal ve biyolojik 6zelliklerine baghdir. Lipofilik ilaglar esasen hiicreler
igerisindeki pasif difiizyonla emilirken, hidrofilik ilaglar siki baglantilar yoluyla
difiizyonla emilir. Bazi bilesiklerin aktif emilim mekanizmasi olarak ilag¢ tasiyicilari

kullandiklar1 gosterilmistir. ila¢ tasiyicilart akcigerde yiiksek seviyede eksprese
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edilir. Bagirsakta, karacigerde, bobrek ya da beyinde eksprese edilen pek ¢ok tasiyici
da akcigerlerde bulunur. Ornegin, antikolinerjik bir ilag olan ipratropium bromid,
organik katyon tasiyict Octn2’nin bir substratidir ve trakeal doku i¢indeki bu tasiyici
tarafindan aktif olarak emilir. Solunum epiteli, bilesiklerin kan dolasimina dogru

taginmasi i¢in kapiler endotelden daha siki bir bariyer sunar (Pastoriza ve dig., 2014).

Akcigerlerde tastyici partikiillerin temizlenmesinde iki ana mekanizma vardir. Her ne
kadar bu mekanizmalar havayollarin1 yabanci maddelere maruz kalmaktan
koruyabilseler de, pulmoner ilag dagitimina engel teskil eder. Akciger yiizeyi
makrofajlar1 ile fagositoz, akcigerlerdeki mikropartikiillerin ana temizleme
mekanizmasidir. Semmler-Behnke ve digerleri siganlarda inhalasyondan sonra 18 nm
iridyum-192-radyoaktif isaretli partikiillerin ve 2,1 pm polistiren partikiillerin
makrofaj alimlarin1  karsilastirdi.  Geri  kazanilan radyoaktivitenin =~ %20’si,
nanopartikiil verilmesinden sonraki 3 hafta boyunca alveolar makrofajlarla
iligkiliyken, geri kazanilmis mikro partikiillerin %80'i, ayn1 siire zarfinda alveolar
makrofajlar i¢inde tutuldu (Semmler-Behnke ve dig., 2007). Geiser ve digerleri
yaptiklar1 ¢alismada inhale 20 nm titanyum dioksit partikiillerinin si¢an
akcigerlerinden temizlemesinde akciger yiizeyi makrofajlarinin roliinii arastirdi. 24
saat boyunca akciger yiizey makrofajlari ile inhale edilen dozun yaklasik %0,1'ini

aldigin1 buldular (Geiser ve dig., 2008).

Mukosilier temizleme mekanizmalar1 partikiilleri ve solunum yollarinda biriken
cozeltileri ortadan kaldirir. Moller ve digerleri yaptiklar1 bir ¢aligmada saglikli
gontilliilerde bolus inhalasyon teknigi kullanilarak hava yolu ve akciger cevresine
100 nm technetium 99 m etiketli karbon partikiilleri hedeflenmistir. Hava yollarini ve
akciger cevresini hedef alan nanopartikiillerin akciger tutulumu 24 saat sonra
sirastyla %75 ve %96 idi. Mukosiliyer temizleme nano partikiillerin solunum
yollarina tatbik edilmesinin ardindan diisiik tutulumun olas1t nedeni idi. Solunum
mukusunun bilesimi ve klerensi, solunum hastaliklar1 ¢eken hastalarda siklikla

degisir ve bu inhale ilag tasiyicilarinin kaderini etkileyebilir (Moller ve dig., 2008).
1.4.3. Akcigerlerde ila¢ salimini kontrol etmek icin uygulanan stratejiler

Akcigerlere ilag vermek, diger viicut bolgelerine gore bir¢ok avantaja sahiptir, ¢iinkii

akcigerler genis bir alveoler ylizey alanina, ince epitel bariyerine, genis
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vaskiilarizasyona ve nispeten diisiik enzimatik metabolik aktiviteye sahiptir.
Intravendz mikro kiirecik enjeksiyonu ve soluma, ilaglar1 akcigerlere hedeflemede
olas1 uygulama yollaridir. Bununla birlikte, baz1 ¢alismalar, partikiil ¢cap1 5 um’den
bliylik olan mikro kiirelerin kan kilcal damarlarimi tikayabildigini ve kronik
obstriiktif akciger amfizemini indiikleyebilecegini gdstermistir. Ote yandan, sik
soluma akciger fibrozunu tetikleyebilir. Bu nedenle, ilacin akcigere basarili bir
sekilde verilmesi i¢in uygun bir tasiyici sistem tasarlamak ¢ok Oonemlidir (Park ve

dig., 2010).

Akcigerlerde ilag salimimi siirdiirmek i¢in g¢esitli formiilasyon stratejileri
gelistirilmistir ve en ¢ok incelenen yaklasim partikiil tasiyicilart olmustur. Partikiil
tastyicilart ilacin kontrollii bir sekilde terapotik olarak optimal oranda salimim
saglarlar. Bu sistemler, ¢oziinebilir ilaglara gore bircok avantaj sunar, bu avantajlar
1) akcigerlerde artan ilag kalma siiresi, 2) terapotik ajanin lokal bozulmaya karsi
korunmasi, 3) ilaglar1 spesifik hiicrelere hedefleme olasiligi ve 4) aerosol haline

getirme sirasinda tiretilen kuvvetlere kars bir stabilite (Pastoriza ve dig., 2014).
1.4.3.1. Nanotasiyicilar

Nanotastyicilar polimerik nanopartikiilleri, miselleri, lipozomlar1 ve kat1 lipid
nanopartikiillerini igeririr. Bu sistemlerin boyutlar1 birka¢ nanometre ile 1 um
arasinda degismektedir. Nanopartikiiller, akcigerlerde ila¢ salimimi siirdiirmek icin
ozellikle ilging tasiyicilardir, ¢linkii bunlar, akciger yiizeyi makrofajlarindan biiyiik
Ol¢iide kacarlar ve haftalarca akciger dokusunda kalabilirler. Nanopartikiilleri
formiile etmek icin kullanilan polimerler temel olarak PLGA, polikaprolakton,

kitosan ve aljinattir (Pastoriza ve dig., 2014).
1.4.3.2. Mikrotastyicilar

1 ila 3 um arasinda degisen geometrik boyutlara sahip ve 1 g/cm®’ye yakin kiitle
yogunluguna sahip olan geleneksel inhale partikiiller, kuru toz inhalatoriindeki
partikiil toplanmasina ve akciger liimenindeki makrofajlar tarafindan hizli bir sekilde
temizlenmeye egilimlidir. Biiyilk geometrik boyuta (>5 pm) ve disiik kiitle
yogunluguna (<0,4 g/cm?®) sahip partikiillerin hazirlanmasi bu smirlamalart

hafifletebilir. Biiylik gozenekli partikiillerin biliylik geometrik boyutu partikiil
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dagilimmin kolaylagsmasina yol agar. Diisiik partikiil yogunlugundan kaynaklanan
kiigiik aerodinamik boyutlari, biiyiik gozenekli partikiillerin iist solunum yollarindaki
etkiden etkili bir sekilde kagmasini ve akcigerlere derinlemesine niifuz etmesini
saglar. Miikemmel akis 6zelliklerinin yam sira, biliylik gézenekli partikiiller, biliyiik
geometrik boyutlardan dolay1 alveolar makrofajlar ile fagositozdan daha kolay
kacabilirler ve bu nedenle ilag salgilamasinin azalan temizlenmesi nedeniyle siirekli
salimli formiilasyonlarin pulmoner uygulanmasini saglayabilir. Poli (laktik-ko-
glikolik asit) (PLGA), pulmoner uygulama igin siirekli salimli mikropartikiillerin
hazirlanmasi icin en ¢ok arastirilan polimerdir. Akcigerlerde uzun siireli ilag salimi
icin mikropartikiiller hazirlamak i¢in PLGA’dan baska malzemeler de kullanilmstir.
Bunlar, aljinat, kitosan veya poli (gliserol adipate-ko-w-pentadecalakton) gibi diger

polimerlerdendir (Edwards ve dig., 1997; Ben-Jebria ve dig., 1999).
1.4.3.3. Kitin ve kitosanin o6zellikleri

Kitin en bol bulunan dogal amino polisakarittir ve yillik olarak neredeyse seliiloz
kadar iiretildigi tahmin edilmektedir. Sadece az kullanilan bir kaynak olarak degil,
ayn1 zamanda ¢esitli alanlarda yiiksek potansiyele sahip yeni bir islevsel malzeme
olarak bliylik ilgi gormeye baslamistir. Kitosan kitinin deasetillenmesiyle olusmus
dogal bir polimerdir. N-deasetilasyon derecesine gore keskin bir isimlendirme, kitin
ve kitosan arasinda tanimlanmamistir. Kitin ve kitosan, sentetik olarak seliilloza
(%1,25) kiyasla yiiksek oranda nitrojen orani (%6,89) nedeniyle ticari ilgi alanina
girer. Gilinlimiizdeki polimerlerin ¢ogu sentetik malzemeler oldugundan, biyolojik
uyumluluklar1 ve biyolojik bozunabilirlikleri, seliiloz, kitin, kitosan ve tiirevleri gibi
dogal polimerlerinkilerden ¢ok daha sinirhidir. Bununla birlikte, bu dogal olarak bol
miktarda bulunan materyaller reaktivite ve islenebilirliklerinde bir sinirlama
sergilerler. Bu baglamda, uygun fonksiyonel materyaller olarak kitin ve kitosan
onerilmektedir. Ciinkii bu dogal polimerler miikemmel 6zelliklere sahiptir. Toksik
olmayan, biyouyumlu, antibakteriyel ve biyobozunur 6zellikleri, ila¢ dagitimi, doku
miihendisligi, yara iyilestirici pansuman vb. onemli biyomedikal ve farmasdétik
uygulamalara yonelik 6nemli arastirmalara yol agmistir. Katyonik yapi, kontrollii ilag
salimi, muko-yapisma, yerinde jellesme, antimikrobiyal, ge¢irgenlik arttirma vb. gibi

cesitli 6zellikleri i¢in kitosandaki primer amin grubu sorumludur.
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Kitosan, ilk kez 1859’da Rouget tarafindan dogal bir polimer kitinin deasetil hale
getirilmig bir formu olarak kesfedilmis ve tartisilmistir. 1990’11 yillarin basinda
kitosan ilag alanina girerek arastirmacilarin ve sanayicinin ilgisini daha etkili ve yeni
bir tedavi sistemi olusturmaya tesvik etti. Sekil 1.1 de kitin ve kitosanin yapisi
gosterilmektedir. Kitin ve kitosan heteropolimer yapidadir. Kitosanin ¢ok yonliliigii
aktif amino gruplarindan kaynaklanmaktadir. Yapisal olarak, her bir tekrar eden
glikosidik biriminde bir amino (NHz) grubu ve iki hidroksil (OH) grubu olan
(kopolimer) N-asetil-d-glukosamin ve D-glukosamin iinitelerinden olusur. Diisiik
pH’da kitosan, amino grubunun protonasyonu nedeniyle ¢ozliniirlik o6zelligi
arttirllmis halde poli-katyonik bir tiir olarak kalir (Sekil 1.2). (Ali ve Ahmed, 2018;
Kumar, 2000).

_ CH>OH -
H H
\\I H H
OH H OH u N
H H

N H NHCOCH n

3 H NHCOCH3

Chitin

NH2

Chitosan

Sekil 1.1. Kitin ve kitosanin yapis1 (Kumar, 2000)

Kitosanin molekiil agirligt 50-2000 kiloDalton (kDa) arasinda degisebilmektedir.
Molekiil agirhigina gore diislik, orta ve yiiksek molekiil agirlikli kitosan diye
siniflandirilir.  Kitinin  deasetillenmesi sonucu elde edildigi icin kitosanin

deasetilasyon derecesinden de bahsedilir. Deasetillenme, %40-100 araliginda
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gerceklestirilebilir. Sekil 1.3’de kitinden deasetillenme ile olusan kitosanin yapisi

gosterilmektedir.
B CH,OH N B CH,0H
o_ o] o_ o,
o0 OH — W {0 OH
le” - e

— NH, " = NH;' - ?

pH —»High pH—»Low
Soluble

Insoluble

Sekil 1.2. Farkli pH’larda kitosanin yapist (Ali ve Ahmed, 2018)

Kitosan, zayif bazik gruplarindan dolay1, pozitif yiikli, hidrofilik bir polimerdir. Bu
ozelliklerden dolayi, negatif yiklii polimerler, makromolekiiller ve polianyonlarla
etkilesime girme yetenegine sahiptir. Kitosan zayif bir bazdir suda ve organik
¢oziiclilerde ¢oziinmez ancak seyreltik sulu asidik ¢6zelti icinde ¢ok iyi ¢oziiniir (pH
< 6,5) (Sinha ve dig., 2004). Fosforik, siilfiirik, sitrik ve sebasik asit gibi asidik
cozeltiler kitosan i¢in iyi ¢oziiciiler degillerdir, ancak kitosan; formik, sitrik ve asetik
asitin seyreltik ¢ozeltilerinde iy1 ¢oziinilir. Genellikle asetik asit ¢ozeltisi kullanilir.
Coziiniirlik deasetillenmeye, derisime, asitin cinsine ve pH’ye baghdir. Asit

derisiminin azalmasi ile ¢oziiniirliik azalmaktadir (Kumar ve dig., 2004).
1.4.3.4. Kitosan mikropartikiiller

Kitosan birgok amino ve hidroksil grubu igerir. Bu gruplar hem fiziksel hem de
kimyasal gapraz baglanma ile mikropartikiillerin olusumunda rol oynarlar. Iyonik
capraz baglanma kovalent olmayan bir etkilesimdir ve pozitif yiiklii kitosan
molekiilleri arasina tripolifosfat gibi negatif yiiklii iyonlarin dahil edilmesi ile

gerceklesir (Liu ve Gao, 2009).

Ozellikle kitosanin kolaylikla kimyasal modifikasyona izin veren polimerik omurga
tizerindeki aktif amino gruplarinin varligi polimerin hazirlanmasimi basit ve kolay
hale getirir. Bu 6zelliklerine dayanarak, kitosan ilag tasiyici sistemlerin gelistirilmesi

icin en popiiler biyopolimerlerden biri haline gelmistir (Gokge, 2008).

17



Sekil 1.3. Kitinin deasetillenmesiyle kitosan eldesi (Kumar, 2000)

Farkli teknikler kullanilarak kitosan mikropartikiiller hazirlanabilir. Bu tekniklerden
bazilari; iyonik jelesyon, solvent buharlastirma teknigi, ¢oklu emiisyon yontemi,
sprey kurutma yontemi vb. Calismamizda da kullandigimiz iyonik jellesme
tekniginde asetik asit i¢cinde kitosan ¢dzeltileri hazirlanir ve farkli konsantrasyonlarda
hazirlanmig tripolifosfat sulu ¢ozeltileri manyetik karistirict altinda bir igneyle damla
damla ekstriide edilir. Mikropartikiiller partikiil boyutuna gore ya filtre edilerek ya da
santrifiij edilerek ortamdan toplanabilir (Kas, 2009).

Kitosan, ila¢ verme uygulamalar1 i¢in gerekli olan biyouyumluluk ve diisiik toksisite
gibi iki zorunlu gereksinimi tagimaktadir (Grenha 2012). Ayrica, kitosan musin ile
pH bagiml etkilesimler yapabilme yetenegi sayesinde yiiksek muko adheziv 6zellik
gosterir (Lehr, 1992; Batista ve dig., 2019). Tiim bu vazgecilmez 6zelliklerden dolay:
kitosan biyoteknolojide (Mao, 2001), kozmetikte (Kumbigak ve dig., 2014) ve gida
biliminde yaygin olarak kullanilmaktadir (Arora ve dig., 2012).

Kitosan tasiyict uygulamalari ve fonksiyonlarina bagli olarak ¢esitli sekillerde
kullanilabilir. Tlag dagitim sistemlerinde kitosan farkli formiilasyonlarda
kullanilabilir. Biyo aktif maddelerin kimyasal ve termal stabilitesi, partikiil boyutlari,
nihai iirlinlerin kalint1 toksisitesi, salim kinetik profili ve dagitim sisteminin tipi gibi
faktorler g6z Oniinde bulundurularak hazirlama ydntemlerinin = secilmesi
gerekmektedir. Mikrokiire bazli dagitim sisteminin uygulanmasi, ¢esitli polimer ilag

kombinasyonlarinin formiilasyonunu dikkatlice diizenleyerek ila¢ salim profili ve
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spesifik hedef bolge tizerinde kontrol saglar. Bu tiir dagitim sistemi arttrilmig yagam
stiresi, kontrollii salim hiz1 ve dahasi bolge spesifik ila¢ uygulamasi saglar (Ali ve

Ahmed, 2018).

Nano ve mikropartikiiller, ilaglarin ve antijenlerin mukozal taginmasi i¢in yiiksek
potansiyel gosteren dagitim sistemleridir (Rampino ve dig., 2013). Kitosan nano-
mikropartikiillerinin antibakteriyel aktivitesi ve ila¢ dagitim Ozellikleri siklikla
arastiritlmistir (Sobhani ve dig., 2017; Du ve dig., 2008; Sezer ve Cevher 2012).
Akciger enfeksiyonlarinin tedavisi i¢in antibiyotiklerin pulmoner yolla uygulanmasi
parenteral ve oral gibi diger dagitim yollarina gore bir¢ok avantaj saglar (Zhang ve
dig., 2011). Akcigerlerden ila¢ dagitimi, solunum yolu hastaliklarinda hedefe yonelik
bir ilag¢ tedavisi saglar. Bir ilacin lokal diisiik doz uygulamasi, sistemik maruziyetini
ve sistemik yan etkilerini azaltir, boylece tedavi endeksini arttirir. Ek olarak, portatif
bir inhalasyon cihazi hastaya daha kullaniglt bir uygulama yolu saglar (Pastoriza ve

dig., 2014).
1.4.4. Nano/Mikrotoksikoloji

Nanoteknoloji 21. yiizyilin 6nemli teknolojilerinden biri olarak kabul edilir ve
diinyamizda devrim olusturmustur. Caligmalar nanopartikiilleri benzersiz kilan
ozelliklerinin potansiyel toksisitelerinden de sorumlu olabilecegini ortaya koymustur.
Nanoteknoloji hali hazirda piyasada 1000°den fazla nano {iriin ile hizla
ilerlemektedir. Nanomalzemelerin test edilmesinde ve degerlendirilmesinde agik bir
diizenleyici kilavuzun bulunmadigi géz oniine alindiginda toksikolojik caligmalar
son derece onemli hale gelir. Nanotoksikoloji nanomalzemelerin neden olabilecegi
olumsuz saglik etkilerini ele almak i¢in yeni bir toksikoloji dali olarak onerildi.
Nanotoksikoloji fizikokimyasal belirleyicileri, maruz kalma yollarini, biyolojik
dagilimini, molekiiler belirleyicileri, genotoksisiteyi ve diizenleyici yonleri kapsar.
Ek olarak, nanotoksikoloji, insan ve c¢evresel risk degerlendirmesinde
nanomalzemeler icin gilivenilir, saglam ve veri giidimli test protokolleri

Oonermektedir (Arora ve dig., 2013).

Inhale ilag molekiilleri, diger invaziv olmayan ilag dagitim yollarma gore
akcigerlerden daha verimli bir sekilde emilir. Inhale ilaglarin terapotik etkinligi,

akcigerlerde hizli temizlenmeleri nedeniyle sinirhidir. Akciger yiizey makrofajlar
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tarafindan yapilan fagositoz, akcigerlerdeki mikropartikiillerin temel temizleme
mekanizmasidir. Bununla birlikte, 200 nm’den kiiciik partikiilleri temizlemek i¢in de

yetersizdir (Pastoriza ve dig., 2014).

Ust solunum yolu mukosilier temizleme sistemi tarafindan biiyiik dlgiide tutulan ve
temizlenen mikron biiylikliigiindeki pargaciklardan farkli olarak 2,5 um’den kiiciik
olan partikiiller alveollere inebilmektedir. Inhale edilen ultra ince partikiillerin
(aerodinamik ¢ap <100 nm) birikimi esas olarak alveoler bolgede meydana gelir.
Alveoler bolgede, inhale ultra-ince partikiiller biriktirilir. Akciger epitelinden
emildikten sonra, nanomateryaller kemik iligine, lenf nodlarina, dalak ve kalp
hiicrelerine ulagsmak i¢in kan ve lenf hiicrelerine girebilir. Kardiyovaskiiler olaylar ve
ultra kiiciik partikiiller arasindaki iliski pithtilasma ve kardiyak ritim bozukluklarina

neden olmasi gibi problemlerle kanitlanmistir (Arora ve dig., 2012).

Nano/mikropartikiillerin ~ sekilleri  toksisiteyi  etkilemektedir. Uzun  sekilli
partikiillerde, kiiresel partikiillere kiyasla daha yiiksek bir akciger toksisitesi rapor
edilmistir. Yiikli partikiiller de, akcigerlerde notr partikiillerden daha kolayca
birikmektedir (Pastoriza ve dig., 2014).

Mikropartikiiller alveoler makrofajlar tarafindan hizli bir sekilde fagositozlanir ve
temizlenirken, 1 pm’den kiigiik partikiill boyutuna sahip olan mikropartikiiller

fagositozdan ve mukosilier temizlemeden kagabilirler (Kunda ve dig., 2015).

Hem kiitle bazli hem de yiizey alan1 bazli maruz kalma metrikleri kullanilarak nano
Ol¢ekli ve mikro olcekli malzemeler arasindaki toksisitenin akciger ve bagisiklik
sistemi  lizerindeki etkileri karsilastirilmast  icin  segilen maruz kalma
konsantrasyonlar1 ile test igin iki farkli C60 agrega boyutu (50 nm ve 1 um)
secilmigtir. Hem siganlarda hem de farelerde goriilen akciger histopatolojisi
degerlendirmelerinden  kaynaklanan insidans ve ortalama siddetin genel
karsilastirmasi, nano-C60 test maddesinin, her iki partikiil boyutu i¢in ayni kiitle
bazli maruz kalmada mikro-C60 test maddesine kiyasla daha biiyiik bir inflamatuar
tepki baslattigini gostermektedir. Bununla birlikte, maruz kalma ylizey alanina gore
degerlendirildiginde, bunun tersi gozlenmistir; mikro-C60 test maddesi nano ile
karsilastirlldiginda daha biiylik veya en azindan benzer bir enflamatuar tepki

baglatmistir. Bu veriler, nano ve mikropartikiiller arasindaki toksisiteyi
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degerlendirirken dozlamanin 6nemini vurgulamaktadir. Ancak mevcut paradigma
nanopartikiillerin ayni1 bilesiminin mikropartikiillerinden daha toksik olabilecegi

yoniindedir (Sayers ve dig., 2016).
1.4.4.1. Kitosan toksisitesi

Kitosan, toksik olmayan, biyolojik olarak uyumlu bir polimer olarak kabul edilir.
Japonya, Italya ve Finlandiya’daki diyet uygulamalar1 igin ve yara sargilarinda
kullanim i¢in FDA tarafindan onaylanmistir. Kitosan iizerinde yapilan degisiklikler
onu az ¢ok toksik hale getirebilir ve artik reaktiflerin dikkatlice ¢ikarilmasi gerekir.
Kitosanin bir ilagla formiilasyonunun farmakokinetik ve biyo-dagilim profillerini
degistirebilecegini diiginmek Onemlidir. Ayrica, hiicresel alim kinetigi, yiik
etkilesimi nedeniyle degisebilir. Kitosan molekiilii {lizerindeki pozitif yiiklerin
dengelenmesi veya azalmasi, kitosanin hiicreler ve mikro-ortam ile etkilesimi
tizerinde etkilidir ve genellikle bu hiicresel alimin ve toksisitenin azalmasina yol
acar. Kovalent bir ila¢ konjugati durumunda, polimerin fizikokimyasal 6zellikleri
(hidrofiliklik) ve konformasyonu, dagitim ve hiicre alimi iizerinde sonuglanan bir

etki ile degistirilir (Kean ve Thanou, 2010).
1.4.5. Siprofloksasin

Kinolon ila¢ smifinin kurucu iiyesi, nalidiksik asit, ilk olarak George Lesher ve
arkadaslar1 tarafindan 1962°de klorokin sentezinin bir yan {irlinii olarak izole edilen
bir naftiridindir. Nalidiksik asit, 1960’larda enterik bakterilerin neden oldugu
komplike olmayan idrar yolu enfeksiyonlarinin tedavisi i¢in klinige sunuldu.
1970’lerde, en fazla dikkat ¢eken oksolinik asit olan bir¢ok birinci nesil kinolon
sentezlendi ve klinige sunuldu. Kinolonlar, ikinci nesil kinolonlarin gelistirildigi
1980’lerin baslarina kadar az kullanilmis bir ilag smnifiydi. Norfloksasin,
siprofloksasin ve ofloksasin ile vurgulanan bu ikinci nesil yeni ilaglar, giraza kars
onemli Olciide gelistirilmis aktivite, Gram-pozitif organizmalara daha fazla niifuz
etme ve arttirllmig farmakokinetik ve farmakodinamik o6zellikler gdstermislerdir.
Kinolon iskeletindeki en kritik degisiklikler, C6 pozisyonunda bir florin ve C7’de bir
ana halka yer degisikligidir (piperazin veya metil-piperazin) (sekil 1.4). Kinolonlar
yapilara florin dahil edilmesinden dolayr genellikle “florokinolonlar” olarak

adlandirilirlar.
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Siprofloksasin kinolon grubu bir antibiyotiktir. Idrar yolu disindaki &nemli
aktivitelerde gosterilen ilk kinolon siprofloksasindir. Klinik kullanimda 20 yildan
uzun bir siire sonra, siprofloksasin en ¢ok recete edilen antibakteriyel ilaglardan biri
olmaya devam etmektedir ve ¢esitli Gram-negatif ve daha az 6l¢iide Gram-pozitif
enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilir. Siprofloksasinin klinik basarisi, ozellikle
Gram-pozitif tiirlere kars1 daha genis bir aktivite yelpazesi sergileyen bir dizi yeni

nesil kinolon ortaya ¢ikarmistir (Aldred ve dig., 2014).

O O

OH

(\N N
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Sekil 1.4. Ikinci kusak bir kinolon olan siprofloksasinin yapisi
(Aldred ve dig., 2014)

Siprofloksasin, solunum yolu enfeksiyonlar1 ve atipik pndmoninin tedavisinde
kullanilabilir (Vardakas ve dig., 2008). Siprofloksasin, P. aeruginosa dahil olmak
tizere Gram-negatif bakteriler lizerinde genis bir etki spektrumuna sahiptir. Gram-
pozitif bakterilerin ¢ogu siprofloksasine orta derecede duyarlidir. Siprofloksasin,
bakterilerin DNA gyrase enzimini inhibe etme etkisine sahiptir (Aldred ve dig.,

2014).

Yeni gelistirilen kinolonlar pndmoni tedavisi i¢in uygun alternatiflerdir, ancak
bunlardan birini se¢gmeden Once antibakteriyel etkisi, maliyeti ve yan etkileri
degerlendirilmelidir. Hastalik yapici etkenin direngli bir mikroorganizma olmasi

muhtemel ise yeni kinolonlar kullanilmalidir (Vardakas ve dig., 2008).
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1.4.6. Amfoterisin B

AmB biiyiik, oldukca karmasik bir yapiya sahiptir. Bir polien makrolid antibiyotik
olarak smniflandirilir; 6zellikle, bir makrolid olarak bilinir, ¢iinkii bir mikosamin
sekeri ile baglantili bir poliketit igerir (Cuddihy ve dig., 2019). AmB’nin bir
deoksikolat ¢oziinen tuzu olan Fungizone 1953’ten beri intravendz infiizyon olarak
fungal enfeksiyonlarda kullanilmak iizere pazarlanmaktadir. Bu parenteral
formiilasyon genellikle, uygulama sirasinda ates, titreme, kusma, bas agris1 ve mide
bulantis1 (hastalarin%80°1) ve dozdan sonra nefrotoksisite (hastalarin %30’u) dahil
olmak iizere cesitli yan etkilerle iligkilidir. AmB, sekil 1.5’te gosterildigi gibi hem
hidrofobik (polien hidrokarbon zinciri) hem de hidrofilik (polihidroksil zinciri)
alanlara sahiptir (Bushra ve dig., 2014).

Sekil 1.5. Amfoterisin B nin yapis1 (Bushra ve dig., 2014)

AmB, hiicre zar1 gegirgenligini degistirerek mantar ve konakc¢i hiicrelere zarar
verebilir. Klinik kullanim i¢in mevcut olan ilk sistemik antifungal antibiyotiktir ve
yeni ajanlarin etkinligi ve toksisitesinin karsilastirildig:r standart antifungal tedavi

olarak da kullanilmaktadir (Ulozas, 2010).

Fungal pnomoni hemen hemen her zaman filamentli mantarlardan
kaynaklanmaktadir. Son yillarda pulmoner kiif enfeksiyonlar: riski olan insanlarin
sayist kanser ve otoimmiin bozukluklarin, transplantasyona giren hasta sayisinin

artmast ve poplilasyonun yaslanmasit nedeniyle artmaktadir. Fungal pndmoni
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hastanede yatan ve bagisiklik sistemi baskilanmis hastalarda karsilagilan yaygin
enfeksiyonlardandir (Maertens ve dig., 2009). AmB sistemik kandidiyazis,
histoplazmoz, mukomikoz, aspergilloz, blastomikoz, kossidioidomikoz, merkezi sinir
sisteminin mantar ve maya enfeksiyonlar1 ve fungal peritonit tedavisinde basarili bir
sekilde kullanilmaktadir (Ulozas, 2010). Lipozomal formiilasyonlar, AmB’nin
toksisitesini dnemli Ol¢lide azaltmistir (Wijnant et al., 2018). AmB uygulamasi
sirasinda AmB ile iligkili nefrotoksisiteyi ve diger yan etkileri azaltmak icin farkl

taktikler arastirilmaktadir (Bushra ve dig., 2014).
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2. MALZEME VE YONTEM
2.1. Malzemeler

Kitosan, tripolifosfat, asetik asit, AmB ve BSA Sigma Aldrich’ten satin alinmustir.
Calisma boyunca intravendz formda hazirlanan ticari olarak temin edilebilir bir
siprofloksasin (HAVER, Selfleks Ciprasel, 400 mg siprofloksasin/200 mL i.v.
inflizyon ¢o6zeltisi) kullanildi. Yiiksek glikozlu Dulbecco’nun Modifiye Eagle’in
Medium’u (DMEM) Thermo Fisher’dan satin alindi. Primocin, InvivoGen'den satin

alindi.
2.2. Yontem

2.2.1. Iyonik jellesme yéontemiyle BSA yiiklii kitosan mikropartikiillerin

hazirlanmasi

Mikropartikiiller negatif yiiklii tripolifosfat ve deasetilasyon derecesi %80 olan
kitosan kullanilarak iyonik jelasyon yontemi ile hazirlandi. %0,5'lik bir asetik asit
¢ozeltisinde 2,5 mg/mL kitosan ¢ozeltisi hazirlandi. TPP, 0,25 mg/mL olacak sekilde
distile su ile hazirlandi. 4 mg/mL olacak sekilde BSA stok ¢ozeltisi hazirlandi. BSA,
TPP ve kitosan ¢ozeltileri, 0,70 pm’lik bir membran ile filtre edildi.

Mikropartikiiller hazirlanirken oda sicakliginda once 4,5 mL kitosan ¢ozeltisi ile 0,5
mL BSA c¢ozeltisi (4 mg/mL) karistirildi sonra bu karisima 1 mL TPP ¢ozeltisi 0,3
mL/dak hizla 1000 rpm manyetik karistirma altinda damla damla eklendi. Nihai
cozelti, jellesme icin oda sicakliginda 30 dakika bekletildi. BSA yiiklii kitosan
mikropartikiilleri, 10000 g’de 30 dakika boyunca oda sicakliginda santrifiijlenerek
toplandu.

2.2.2. Iyonik jellesme yontemiyle sefoperazon sulbaktam yiiklii mikropartikiil

hazirlanmasi

Siprofloksasin ve AmB yiiklii mikropartikiiller hazirlanmadan 6nce pndmoni

tedavisinde ilk siralarda tercih edilebilecek ¢esitli antibiyotikler iyonik jellesme
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yontemi kullanilarak mikropartikiil yapimi i¢in denendi. Klaritromisin ve tetrasiklin
spektrofotometrede absorbans dl¢iimii yapamadigimiz i¢in kullanilamadi. Ampisilin
sulbaktam, piperasilin tazobaktam, sultamisilin, seftazidim, penbisin, sefotaksim
sodyum gibi bagka antibiyotikler de tek tek iyonik jelasyon teknigi kullanilarak
mikropartikiil yapimi i¢in denendi. Ancak bu antibiyotiklerin hepsi de mikropartikiil
yapimmi sirasinda % 0,5’lik bir asetik asit ¢ozeltisindeki 2,5 mg/mL olan kitosan
cozeltisi ile karistirlldiginda biiylik makropartikiiller seklinde agregatlar olusturdu
(Sekil 2.1.). Cozeltinin pH’st sodyum hidroksit ile pH 5,0’a ayarland1 ve tekrar

denendi ancak yine makropartikiillerin olugtugu goriildii.

Sekil 2.1. Sefoperazon sulbaktam
kullanilarak iyonik jelasyon ydntemi ile
hazirlanan kitosan makropartikiiller

2.2.3. lyonik jellesme yontemiyle siprofloksasin ve amfoterisin B yiiklii

mikropartikiillerin hazirlanmasi

Antibiyotik yiiklii mikropartikiiller negatif yiikli tripolifosfat ve deasetilasyon
derecesi %80 olan kitosan kullanilarak iyonik jelasyon metodu ile hazirlandi.
%0,5’lik, bir asetik asit ¢ozeltisinde 2,5 mg/mL kitosan ¢o6zeltisi hazirlandi.

Cozeltinin pH’s1 TPP eklenmeden 6nce sodyum hidroksit ile pH 5,0’a ayarlandi.
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TPP, 0,25 mg/mL olacak sekilde distile su ile hazirlandi. TPP ve kitosan ¢ozeltileri,
0,45 pm’lik bir membran ile filtre edildi.

Siprofloksasin yiiklii kitosan mikropartikiiller hazirlanirken oda sicakliginda 6nce 5
mL kitosan ¢ozeltisi ve 4 mL siprofloksasin ¢ozeltisi (2 mg/mL) karistirildi sonra bu
karisima 1 mL TPP ¢ozeltisi 0,3 mL/dak hizla 1000 rpm manyetik karistirma altinda
damla damla eklendi. Nihai ¢ozelti, jellesme icin oda sicakliginda 30 dakika
bekletildi. Siprofloksasin yiiklii kitosan mikropartikiilleri, 10000 g’de 30 dakika
boyunca oda sicakliginda santrifiijlenerek  toplandi. Hazirliktan  sonra,
mikropartikiiller liyofilize edildi ve kullanilana kadar vakum altinda saklandi.
Kontrol kitosan mikropartikiilleri ise mikropartikiilleri hazirlarken siprofloksasin
yerine 4 mL distile su ilave edilerek diger tiim islemler aymi olacak sekilde

hazirlandi.

AmB yiikli kitosan mikropartikiiller hazirlanirken oda sicakliinda énce 50 pnL AmB
(20 mg/mL) ile 3950 pL distile su karistirildi. Daha sonra bu karisim 5 ml kitosana
eklendi. Elde edilen kitosan AmB karisimina 1 mL TPP ¢ozeltisi 0,3 mL/dak hizla
1000 rpm manyetik karistirma altinda damla damla eklendi. Yine jellesme i¢in oda
sicakliginda 30 dakika bekletildi. AmB yiiklii kitosan mikropartikiilleri, 10000 g’de
30 dakika boyunca oda sicakliginda santrifiijlenerek toplandi. Hazirliktan sonra,
mikropartikiiller liyofilize edildi ve kullanilana kadar vakum altinda saklandi.
Kontrol kitosan mikropartikiilleri ise mikropartikiilleri hazirlarken AmB yerine 50

uL distile su ilave edilerek diger tiim islemler ayn1 olacak sekilde hazirlandi.
2.2.4. Kitosan mikropartikiillerde trehaloz kullanimi

Dondurarak kurutulan nanopartikiiller i¢in en ¢ok karsimiza ¢ikan dondurucu
koruyucular trehaloz, sukroz, glukoz ve mannitol gibi sekerlerdir. Biyomolekiiller
icin en ¢ok tercih edileni ise trehalozdur. Bunun nedeni; diger sekerlere gore daha az
higroskopluk, i¢ hidrojen baglarinin yoklugu ile dondurarak kurutma sirasinda
nanoparcaciklarla daha esnek olusumlara izin verme, ¢ok diisiik kimyasal reaktivite

gibi birgok iistiin 6zelige sahip olmasidir (Gokge, 2008).

Yeni hazirlanmis nanopartikiiller ile artan konsantrasyonlarda kriyokoruyucular

kullanildiginda liyofilize edilmis nanopartikiillerin daha benzer 6zellikte oldugu
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bulunmustur. Sekerler veya PEG (polietilen glikol), en az %5 (w/v) oraninda bir
konsantrasyonda nanopartikiil siispansiyonuna ilave edildiginde bu gibi sonuglar elde

edilmistir (Rampino ve dig., 2013).

Calismamizda siprofloksasin yiiklii kitosan mikropartikiiller iyonik jelasyon
yontemiyle hazirlandiginda ilk santrifiigasyondan sonra 1 mg trehaloz ile muamele

edildi. Liyofilize edilip SEM goriintiisii alindi.
2.2.5. Mikropartikiil yapiminda kullamilan farkh Kkitosan-tpp oranlari

Farkli oranlarda kitosan ve TPP kullannominin kitosanla iiretilen nanopartikiillerin
olusumuna etki ettigi bir¢ok ¢alismada gosterilmistir. Calvo ve arkadaslarinin yaptigi
bir ¢alismada asetik asit derisimi, tiim deneylerde, kitosaninkinden 1,75 kat fazla
secilmigtir. TPP ¢ozeltisi ise kitosan ¢ozeltisi ile ayn1 derisimlerde hazirlanmistir
(%0,05, %0,1, %0,5 ve %1 (w/v)). Hazirlanan TPP ¢ozeltileri (0,25, 1,0, 2,0, 2,5 ve 3
ml) oda sicakliginda manyetik karistirma altinda 5 mL’lik kitosan ¢ozeltisine
eklenmistir. Elde edilen 6rneklerde ii¢ farkli sistemin olustugu gézlenmistir. Bunlar;
berrak ¢ozelti, bulanik siispansiyon ve kiimelesmelerdir. Berrak cozelti, bulanik
siispansiyon ve kiimelesmelerin olusum kosullar1 kitosan ve TPP derisimine bagl
olarak Sekil 2.2.’de gosterilmistir. Arastirmacilar en kiigiik parcacik biiyiikliigiinii en
diisiik derisimlerle calisarak elde etmislerdir (Calvo ve dig., 1997).

Calismamizda ilag salimini arttirmak icin farkli molekiiler agirliklarda PEG, jelatin,
L-glutamin gibi malzemeleri farkli oranlarda kullanarak kitosan mikropartikiiller
yapilmaya calisildi. Bu oranlar tablo 2.1 de gosterilmektedir. Tablo 2.1°de
goriildiigi iizere dort farkl kitosan/TPP oraninda mikropartikiil elde edildi. Ancak bu
dort farkli konsantrasyondan sadece 2,5 mg/mL kitosan ve 0,25 mg/mL TPP iceren
formulasyonda ilk santrifiigasyon sonrasi pellet homojen dagildi ve in vitro salim
degerlendirilebildi. Ancak diger li¢ konsantrasyonda mikropartikiil elde edilmesinden
sonraki santrifiigasyon sonrasinda homojen dagilmayan pellet varlig1 in vitro salim
caligmas1 yapmayi giiclestirdi. Bu konsantrasyonlarda ilk santrifiigasyon sonrasi 5

mg trehaloz kullanilmasina ragmen pelletin homojen dagilmadigr goriildii (Sekil 2.3).
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Sekil 2.2. Cesitli kitosan ve TPP derisimlerinde kitosan nanopartikiillerin
olusum bdlgesi a. genis derisim araliginda, b. Nanoparcaciklarin olustugu
derisimlerde (Calvo ve dig., 1997)

Sekil 2.3. Kitosan mikropartikiil elde edilmesinden sonra
ilk santrifiijleme sonrasinda homojen dagilmayan pellet
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Tablo: 2.1. Kitosan mikropartikiil yapiminda kullanilan kitosan/tpp oranlari

Kitosan Konsantrasyonu | TPP Konsantrasyonu Jelatin PEG (mw 200) | PEG (mw 4000) PEG (mw 8000) L-glutamin Mikropartikiil ya da agregat
(mg/mL) (mg/mL)

2,5 5 - - - - - agregat

2,5 2 - - - - - agregat

2,5 0,25 - - - - - Mikropartikiil
2.5 2,5 - - - - - Mikropartikiil
4 2 - - - - - Mikropartikiil
2,5 0,5 12,5 mg - - - - agregat

2,5 0,5 - 10 pl - - - agregat

2.5 0,8 12,5 mg - - - - agregat

2,5 0,8 6,25 mg - - - - agregat

1,5 2 I mg - - - - agregat

1,5 2 - 8,8 ul - - - agregat

2,5 2,5 - - - - 50 pl agregat

2,5 2,5 - - - - 25l agregat

2,5 2,5 - - - - Sul agregat

2,5 2,5 - - 00lg - - Mikropartikiil
2,5 2,5 - - - 0,01g - agregat




2.2.6. Kitosan mikropartikiillerin karakterizasyonu

Mikropartikiillerin partikiil biiylikliigli ve zeta potansiyeli hazirlandiktan sonraki bir
saat i¢inde fosfat tamponlu tuzlu suda (PBS, pH: 7,4) ZetaSizer Nano ZS90 (Malvern
Instruments, UK) kullanilarak dinamik 1s1k sagilimi (DLS) ile belirlendi. Taramali
elektron  mikroskobu (SEM) ile analiz edilmeden ©nce hazirlanan
mikropartikiillerden suyu uzaklastirmak icin Labconco FreeZone Plus Cascade
Freeze Dry System kullanildi. Numuneler daha sonra altin / paladyum (Sputter
Coater BAL-TEC, SCD 005) ile piiskiirtmeli kaplama ile kapland1 ve Jeol, JSM-6060
veya QUANTA 400F Alan Emisyon SEM ile analiz edildi.

2.2.7. BSA’nin konsantrasyonunun hesaplanmasi

BSA’nin absorbans Ol¢limlerini gerceklestirecegimiz en uygun dalga boyunu
belirleyebilmek i¢in OD 200-800 nm arasinda tarama yapildi. Tarama sonucunda OD
750 nm BSA i¢in absorbans 6l¢iimlerinde kullanilacak en uygun dalga boyu olarak

saptandi.

BSA yiiklii kitosan mikropartikiilleri hazirlandiginda elde edilen ilk siipernatanttaki
protein  konsantrasyonu BSA  standart egrisi  kullanilarak  hesaplandi.
Stipernatantlardaki protein miktar1 750 nm’de Olgildii. Standart egri kullanilarak

protein miktar1 hesaplandi.
2.2.8. Siprofloksasin ve amfoterisin B’nin konsantrasyonunun hesaplanmasi

Siprofloksasinin ve AmB nin absorbans ol¢iimlerini ger¢eklestirecegimiz en uygun
dalga boyunu belirleyebilmek i¢in her iki antibiyotige de OD 200-800 nm arasinda
tarama yapildi. Tarama sonucunda OD 350 nm hem siprofloksasin hem de AmB i¢in

absorbans Ol¢timlerinde kullanilacak en uygun deger olarak saptanda.

Siprofloksasin ve AmB yiiklii kitosan mikropartikiilleri hazirlandiginda elde edilen
ilk stlipernatanttaki antibiyotik konsantrasyonu siprofloksasin standart egrisi
kullanilarak hesaplandi. Siipernatantlardaki siprofloksasin ve AmB miktar1 350

nm’de 6l¢iildii. Standart egriler kullanilarak antibiyotik miktar1 hesaplandi.
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2.2.9. Mikropartikiillerin yiikleme verimliligi ve yiiklenen ila¢

Antibiyotik yiikli kitosan mikropartikiillerinin santrifiij edilmesinden sonra elde
edilen siipernatant igindeki antibiyotigin absorbansi bir spektrofotometre
(FlexStation3, Molecular Devices, UK) {izerinde 350 nm’de olciildi ve
antibiyotiklerin konsantrasyonlar: standart egrisi kullanilarak hesaplandi. BSA yiiklii
kitosan mikropartikiillerinin absorbanst 750 nm’de Olgiildii. Hepsi icin yiikleme

verimliligi (YV) denklem 2.1 ve yiiklenen ilag (YI) denklem 2.2 kullanilarak

hesaplandi;

(%) YV = (Whaslangi ilag/bsa) — (Wyiiklenmenmis ilag/bsa) X 100 (2.1)
(Whaslangic ilag/bsa)

(%) YI= (W yiikienen ilag/hsa) X 100 (2.2)

(Wyiiklenen ilag/bsa) + (Wpolimer)

Whaslangig ilag/bsa, Mmikropartikiil tiretiminde kullanilacak polimerik c¢ozeltiye ilave
edilen ilag/bsa agirliglt ve Wyikienmemis ilag/bsa 18€, mikropartikiil hazirlama isleminin
sonunda siipernatanda kalan ilag/bsa agirligi ve Whiikienen ilagibsa is€ enkapsiile edilen

ilag/bsa agirligidir. Wpolimer mikropartikiil tiretiminde kullanilacak kitosanin agirligi.
2.2.10. In vitro bsa ve ila¢ salim cahismalari

BSA ve antibiyotik yiiklii kitosan mikropartikiilleri hazirlama isleminin sonunda oda
sicakliginda 30 dakika boyunca 10000 g’de santrifiijlenerek toplandi. Pelet 1 mL
PBS igerisinde dagitild1 ve 24 kuyucuklu diiz dipli bir plakaya aktarildi ve 37 °C’de
inkiibe edildi. In vitro salim absorbansin 350 nm’de (antibiyotikler igin) ve 750
nm’de (BSA icin) belirli zaman araliklarinda spektrofotometre ile 6l¢iilmesiyle ve
ardindan serbest birakilmis ilagc ve protein miktarinin standart bir egriden
hesaplanmasiyla degerlendirildi. 10000 g’de 30 dakika santrifiijlemeden sonra elde
edilen silipernatanin absorbanst her zaman noktasinda 6l¢iildii ve mikropartikiiller
taze 1 mL PBS ic¢inde ¢6ziildii. Mikropartikiillerden invitro salim 14 giin boyunca
takip edildi.
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2.2.11. Antimikrobiyal aktivite testleri

E. coli (ATCC 25922), P. aeruginosa (ATCC 27853), S. aureus (ATCC 29213) ve S.
pneumoniae’ya  (ATCC  49619)  kars1  siprofloksasin  yiikli  kitosan
mikropartikiillerinin, kitosan mikropartikiillerinin ve serbest siprofloksasinin
antibakteriyel aktivitesi, minimum inhibitdr konsantrasyonunun (MIK) ve minimum
bakteri 6ldiiriicii konsantrasyon (MBK) degerlerinin belirlenmesi ile degerlendirildi.
Minimum inhibisyon konsantrasyonu The Clinical & Laboratory Standards Institute
(CLSI) Performance Standard for Antimicrobial Susceptibility Testing M100-S24,
2014’de onerilen bir broth mikrodiliisyon yontemi ile belirlendi. Liyofilize kitosan
mikropartikiilleri %0,1°lik asetik asit igerisinde ¢Oziindiiriildii. Siprofloksasin ile
yiikli farkli miktarlarda kitosan mikropartikiilleri iceren toplam 100 pL katyon
ayarlanmis Mueller-Hinton broth (MHB) (E. coli i¢in toplam ila¢ konsantrasyonu
aralign 2450-4,7 pg toplam siprofloksasin/mL, P. aeruginosa ig¢in 7000-13,6 ng
toplam siprofloksasin/mL, S. aureus igin 7000-13,6 pg toplam siprofloksasin/mL ve
S. pneumoniae icin 7000-54,6 pg toplam siprofloksasin/mL), bir U tabanli 96
kuyucuklu plakanin kuyucuklarina ilave edildi. Diger ii¢ mikroorganizmadan farkli
olarak S. pneumoniae i¢in %5 hemolizli at kani iceren katyon ayarli Mueller-Hinton
broth (MHB) kullanildi. Kontrol grubu olarak, her konsantrasyon i¢in ayni miktarda
kitosan mikropartikiilleri kullanildu.

Ayrica  serbest siprofloksasin  MIK  degerlerini  belirlemek icin  farkl
konsantrasyonlarda (E. coli i¢in 0,1-0,0001 pg/mL, P. aeruginosa igin 2-0,5 pg/mL,
S. aureus i¢in 1-0,12 pg/mL ve S. pneumoniae i¢in 1024-0,001 pg/mL ) uygulandi. 5
x 10° koloni olusturucu iinite (cfu) ml' bakteri iceren final inokiilasyonlar CLSI
kilavuzunun 6nerdigi sekilde dogrudan koloni siispansiyonu ydntemi ile hazirlandi
ve kuyucuklara ilave edildi. Plakalar 24 saat 37 °C’de inkiibe edildi ve bakteri

iiremesini gosteren bulaniklik veya tortu varligi agisindan incelendi.

MIK tespitinden sonra gdriiniir bir biiyiime gdstermeyen kuyucuklar ¢alisilarak MBK
belirlendi. E. coli ve P. aeruginosa i¢in eozin-metilen mavisi agara (EMB) ve S.
aureus ile S. pneumoniae igin koyun kanli agara 100 pL inokiilasyonlar yayildi. Agar

plakalari, 24 saat boyunca 37 °C’de inkiibe edildi. Bakteriyel biiylime, her plakadaki
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bakteri kolonileri sayilarak degerlendirildi ve MBK (bakteri liremesi gézlenmeyen

bakterilerin %99,9’unu 6ldiiren en diisiik konsantrasyon) belirlendi.

Candida albicans’a (ATCC 90028) karst AmB vyiiklii kitosan mikropartikiillerinin,
kitosan mikropartikiillerinin ve serbest AmB’nin antifungal aktivitesi, minimum
inhibitér konsantrasyonunun (MiK) ve minimum fungusit konsantrasyon (MFK)
degerinin belirlenmesi ile degerlendirildi. Minimum inhibisyon konsantrasyonu
(Reference Method for Broth Dilution Antifungal Susceptibility Testing of Yeasts;
Approved Standard) Klinik ve Laboratuar Standartlar1 Enstitiisii (CLSI) Mayalarda
Antifungal Duyarlikik Testi M27-A, 1997'de 6nerilen bir sivi mikrodiliisyon yontemi
ile belirlendi. Liyofilize kitosan mikropartikiilleri %0,1’lik asetik asit igerisinde
¢oziindiiriildii. C. albicans icin toplam ilag konsantrasyonu araligi 870-1,69 ng
toplam AmB /mL olan AmB ile yiiklii kitosan mikropartikiilleri igeren toplam 90 pL
RPMI 1640 medium bir U tabanli 96 kuyucuklu plakanin kuyucuklarma ilave edildi.
Kontrol grubu olarak, ayni miktarda kitosan mikropartikiilleri kullanildi. Serbest
AmB MIK ve MFK degerlerini belirlemede C. albicans igin 2048-0,003 pug/mL
konsantrasyon araligi calisildi. 10 x 10* koloni olusturucu iinite (cfu) ml! maya
iceren final inokiilasyonlar CLSI kilavuzunun onerdigi sekilde dogrudan koloni
slispansiyonu yontemi ile hazirlandi ve kuyucuklara ilave edildi. Plakalar 24 saat 37
°C’de inkiibe edildi ve maya iliremesini gosteren bulaniklik veya tortu varlig

acisindan incelendi.

MIK degerlerinin belirlenmesinin ardindan gériiniir biiyiime gdstermeyen kuyucuklar
calisgilarak MFK  degeri belirlendi. Bunun 1i¢in 100 pL  inokiilasyon
Sabouraud Dekstroz Agar (SDA) ekildi ve 24 saat 37 °C’de inkiibe edildi. MFK
degeri agar plaklarda biiyliyen maya kolonileri sayilarak degerlendirildi.

2.2.12. Sitotoksisite testi

Mikropartikiillerin sitotoksisite degerlendirmesi i¢in saglikli insan akciger epitel
hiicre dizisi (BEAS-2B) secildi. Hiicreler, %8 CO0> iceren nemli bir atmosferde 37
°C’de %10 fetal sigir serumu (FBS) ve %0,1 primosin (InvivoGen) ile desteklenmis
DMEM vyiiksek glukoz ortaminda (Thermo Fisher) biiyiitiildii. Siprofloksasin yiiklii,
AmB yiiklii kitosan mikropartikiillerinin ve kitosan mikropartikiillerinin BEAS-2B

hiicrelerinin canlilig1 iizerindeki etkisini test etmek i¢in MTT testi kullanildi. BEAS-
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2B hiicreleri, alt1 tekrarda diiz tabanli bir 96 kuyucuklu plaka (1,0x10*
hiicre/kuyucuk) i¢ine ekildi ve 24 saat boyunca biiyiitiildii. Daha sonra, E. coli, P.
aeruginosa, S. aureus, S. pneumoniae i¢in siprofloksasin yikli kitosan
mikropartikiillerinin MIK ve MBK degerlerine, Candida albicans i¢in de AmB vyiiklii
kitosan mikropartikiillerim MIK ve MFK degerlerine 24 saat maruz birakildilar ve
ardindan %10 MTT (hazirlanan biiyiime ortaminda) ile 37 °C’de 4 saat inkiibatdrde
bekletildi. Kontrol grubu olarak, her konsantrasyon i¢in ayni miktarda kitosan
mikropartikiilleri kullanildi. Siire sonunda MTT soliisyonu atild1 ve tiim kuyucuklara
200 pL dimetil siilfoksit (DMSO) ilave edilerek ve 96 kuyucuklu plakalar 5 dakika
boyunca orbital karistiricida (Heidolph Titramax 101) 300 rpm devirde calkalanarak
formazan kristalleri ¢6ziildii. Spektrofotometrede (FlexStation3, Molecular Devices,

UK) 570 nm’de absorbans dl¢iimleri alindi.
2.2.13. Tem analizi

E. coli ve S. aureus (1x107 hiicre), katyon ayarli 20 mL MHB’ye ayr1 ayr inokiile
edildi ve 24 saat 37 °C’de inkiibe edildi. Siprofloksasin yiikli kitosan
mikropartikiillerinin E. coli MIK ve MBK degerlerine, S. aureus ise MIK degerine
24 saat boyunca maruz birakildi. Hiicreler 10000 rpm’de 5 dakika santrifiijlendi ve
pelletler %2,5 glutaraldehit icerisine sabitlendi, durulandi1 ve oda sicakliginda 2 saat
boyunca 0,1 M potasyum fosfat icinde %1 OsOs ile yeniden sabitlendi, etanol i¢inde
kurutuldu ve Epon-Araldite reginesi i¢inde gomiildii. BEAS-2B hiicreleri (yaklasik
2.5x10° hiicre), 75 cm®’lik siselere ekildi. Hiicrelere siprofloksasin yiiklii kitosan
mikropartikiilleri ile E. Coli’nin MIK degeri ve AmB yiiklii kitosan mikropartikiilleri
C. albicans’in MIK degeri ile aym konsantrasyonda muamele edildi. Hiicreler %8
CO02 olan inkiibator icinde 37 °C’de 24 saat inkiibe edildi. BEAS-2B hiicreleri,
accutase ¢ozeltisi kullanilarak toplandi, {i¢ kez PBS icerisinde yikandi ve 5 dakika
5000 rpm’de santrifiijlendi. Pelet, bir 6n fiksasyon adimi1 olarak 4 °C’de 24 saat 0,1
M fosfat tamponu (pH 7,4) i¢cinde %?2,5 glutaraldehid icerisinde sabitlendi ve ayni
tampon icinde 1 saat siireyle %1°lik OsOs iginde tekrar sabitlendi. Sabitleme
isleminden sonra, hiicreler fosfat tamponunda ii¢ kez durulandi ve 1 mm
blytikliglindeki %4 agar igeren kiiciik bloklara gomiildii. Agar bloklar1 artan etanol
konsantrasyonlarinda (%50, %70, %96 ve %100) dehidre edildi ve Epon-Araldite

recinesine gdmiildli. Ultrathin boliimleri (60 nm) uranil asetat ve kursun sitrat ile
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lekelendi ve JEOL JEM 1220 TEM ile incelendi. Muamele edilmemis BEAS-2B

hiicreleri kontrol olarak kullanildi.
2.2.14. Istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz IBM SPSS 20.0 (IBM Corp., Armonk, NY, ABD) paket programi
ile yapildi. Normal dagilim uygunluk testi Kolmogorov-Smirnov Testi ile
degerlendirildi. Niimerik degiskenler ortalama =+ standart sapma ve medyan (25.-75.
persentil) olarak verildi. Gruplar arasindaki farklilik normal dagilima sahip olan
nliimerik degiskenlerde Tek yonlii varyans analizi ve Dunnet ¢oklu karsilastirma testi
ile arastirildi. Gruplar arasindaki farklilik normal dagilima sahip olmayan niimerik
degiskenler i¢in Kruskal Wallis Tek yonlii varyans analizi ve Dunn’s ¢oklu
karsilastirma testi ile arastirildi. Iki yonlii testlerde p<0,05 istatistiksel dnemlilik icin

yeterli kabul edildi.
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3. BULGULAR VE TARTISMA
3.1.  Kitosan Mikropartikiillerin Makroskopik Goriintiileri

Mikropartikiiller hazirlandiktan sonra pellet 24 kuyucuklu plakalarda 1 mL PBS ile
sulandirildi ve hemen hig¢ vakit kaybetmeden -80 °C’ye kaldirildi. Donmug haldeki
mikropartikiiller daha sonraki deneylerde kullanilmadan 6nce dondurarark kurutma
teknigiyle (liyofilizasyon) kurutuldu. BSA yiiklii kitosan mikropartikiillerin liyofilize
edildikten sonraki goriintiisii sekil 3.1.’de, siprofloksasin ve AmB yiiklii kitosan
mikropartikiillerin liyofilize edildikten sonraki gorlntisii ise sekil 3.2.°de

goriilmektedir.

Sekil 3.1. BSA yiiklii kitosan mikropartikiillerinin dondurarak kurutma
sonrasi goruntusu

Sekil 3.2. Kitosan mikropartikiillerin dondurarak kurutma sonrasi goriintiist;
siprofloksasin yiiklii (A), AmB yiiklii (B)
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3.2.  Mikropartikiillerin Taramah Elektron Mikroskobu Goriintiileri

Taramal1 elektron mikroskop analizleri, BSA yiiklii kitosan mikropartikiillerinin,
morfolojisi ve boyutlarim1 ortaya cikardi (Sekil 3.3) ve iyonik jelesme metodu
kullanilarak kitosan mikropartikiil yapabildigimizi gosterdi. Bu sayede asil hedefimiz
olan antibiyotik yiiklii kitosan mikropartikiillerin yapimi i¢in kullanilacak yontem

segildi.

Sekil 3.3. BSA yiiklii kitosan mikropartikiillerinin SEM goriintiisii

In vitro salimi arttirmak i¢in kullanilan PEG ile hazirlanan siprofloksasin yiiklii
kitosan mikropartikiillerin ve kitosan mikropartikiillerin hazirlanmasi sonrasinda
olusan pellet tam olarak homojen dagilmasa da hazirlanan mikropartikiiller taramali
elektron mikroskobuna gonderildi.  Taramali elektron mikroskobu sonucunda
siprofloksasin yiiklii kitosan mikropartikiillerde c¢ubugumsu yapilar gozlendi.
Siprofloksasin yiiklenmemis olan kitosan mikropartikiillerde bu ¢ubugumsu yapilar
goriilmedi (Sekil 3.4). Elde edilen SEM goriintiileri degerlendirildiginde in vitro ilag

salimini arttirmak icin PEG kullanimindan vazgecildi.

Siprofloksasin yiklii kitosan mikropartikiil hazirlandiktan sonra liyofilize haldeki
mikropartikiillerin taze hazirlanmis mikropartikiil 6zelligi gosterebilmesi i¢in 1 mg

trehaloz kullanildi. Trehaloz ile muamele edilen siprofloksasin yiikli kitosan
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mikropartikiillerin ~ taramali  elektron mikroskobu goriintiisii  sekil 3.5°de
gosterilmektedir. Trehaloz kullanilmasina ragmen pelletin homojen dagilmamasi ve
taramal1 elektron mikroskop goriintiisiinde mikropartikiillerin kiimelesme egiliminde

olmasi sonucunda trehaloz kullanilmamaya karar verildi.

Sekil 3.4. Taramali elektron mikroskop goriintiileri; (A) Siprofloksasin yiikli
Kitosan-PEG  mikropartikiilleri (B) ilag yiikli olmayan Kitosan-PEG
mikropartikiilleri

£ — T - = -
6/14/2016 | det HV mag spot WD o L% 1 ¥ 11 8 Be—
\M | ETD |20.00 kV| 10000 x| 3.0 |12.1 mm METU CENTRAL LAB

Sekil 3.5. Trehaloz ile muamele edilen siprofloksasin yiiklii mikropartikiillerin
taramal1 elektron mikroskop goriintiisii
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Tiim bu denemelerden ve taramali elektron mikroskobu sonuglarindan sonra
siprofloksasin ve AmB yiiklii kitosan mikropartikiillerin hazirlanmasinda
kullanilacak kimyasallar, kitosan/TPP konsantrasyonlari belirlenmis oldu. Saf
kitosan  mikropartikiiller, siprofloksasin yiikli ve AmB yiikli kitosan
mikropartikiiller bu oranlarda hazirlandi. Taramali elektron mikroskop analizleri, saf
kitosan mikropartikiillerinin, siprofloksasin yiiklii kitosan mikropartikiillerinin ve
AmB vyiiklii kitosan mikropartikiillerinin morfolojisi ve boyutlarin1 ortaya ¢ikardi

(Sekil 3.6.).

Bu calismada hazirlanan mikropartikiiller ¢okgen bir sekle sahip ve agregat
olusturma egiliminde. Rampino ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada, iyonik
jellesme yontemiyle hazirlanan kitosan nanopartikiillerin kiimelenme seviyeleri ilk
iki saatte hizla artmis ve 24 saat sonra da hala devam etmistir (Rampino ve dig.,

2013).
3.3.  Mikropartikiillerin Biiyiikliik ve Zeta Potansiyel Olciimleri

Partikiil biiyiikliigii ve zeta potansiyel oOlgiimleri ZetaSizer ile tek kullanimlik
kiivetlerde 25 °C’de yapildi. Partikiillere siprofloksasin yiiklenmesi, partikiillerin
morfolojisinde veya boyutunda herhangi bir degisiklige neden olmadi (Sekil 3.6. ve
Tablo 3.1.), ancak mikropartikiillerin zeta potansiyeli siprofloksasin yiiklenmesi ile
azald1 (Tablo 3.1.). Partikiillere AmB yiiklemesi ile partikiillerin morfolojisi ve zeta
potansiyelleri degismezken (Sekil 3.6. ve Tablo 3.1.) partikiillerin boyutunda bir artis
gozlenmektedir (Tablo 3.1.). Saf kitosan mikropartikiillerinin, siprofloksasin yiiklii
kitosan mikropartikiillerinin ve AmB yiiklii kitosan mikropartikiillerin polidispersite

indeksleri sirasiyla 0,737, 0,476 ve 0,877 olarak bulundu.

Mikropartikiil hazirlandiktan sonraki bir saat i¢inde gergeklestirilen Slgiimlerimiz,
siprofloksasin yiiklii kitosan mikropartikiillerinin 720,9 + 153,3 nm boyutunda
oldugunu gosterdi. Yine ayni sekilde mikropartikiil hazirlandiktan sonraki bir saat
icinde gercgeklestirilen Slgiimlerimiz, AmB ytiklii kitosan mikropartikiillerinin 1127,5
+ 130,9 nm boyutunda oldugunu gosterdi. Mikropartikiillerin siprofloksasin ig¢in
sadece ~%10’u, 100 nm’den kiiciik, AmB i¢in sadece ~%11°1 100 nm’den kii¢iik bir

boyuta sahipti; bunlar ortalama partikiil boyutunun belirlenmesine dahil edilmedi.
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Sekil 3.6. Kitosan mikropartikiillerin taramali elektron mikrograflari. (A) Kitosan
mikropartikiilleri, (B) siprofloksasin yiiklii kitosan mikropartikiilleri, (C) AmB yiiklii
kitosan mikropartikiilleri

Tablo 3.1. Saf kitosan mikropartikiillerinin, siprofloksasin yiikli kitosan
mikropartikiilleri ve AmB yiiklii kitosan mikropartikiillerin partikiil biiyikligi ve
zeta potansiyeli (SD: Standart sapma (n = 3))

Partikiil biyiikliigi (nm) Zeta potensiyel (mV)
(ortalama + SD) (ortalama + SD)
Kitosan mikropartikiiller 7122+ 1222 (+)48,4+6,2
Siprofloksasin yiiklii kitosan 720,9 £ 153,3 (+)32,3+£3,9
mikropartikiiller
Amphoterisin b yiiklii kitosan ~ 1127,5 £ 130,9 (+) 48,614
mikropartikiiller
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Ayni iyonik jelasyon metodu ile hazirlanmasina ragmen, siprofloksasin ve AmB
yiikli kitosan partikiillerinin gelistirilmesini iceren ¢ok yakin tarihli ¢aligmalarda,
partikiillerin nano aralikta bir biyiikligi vardi, genellikle <200 nm, muhtemelen
bilesenlerin konsantrasyonlarindaki farkliliklar, kitosanin molekiil agirligr ve
deasetilasyon derecesi, partikiil olusumu sirasindaki karistirma hizi ve reaksiyonun
gerceklestigi pH nedeniyle partikiil bliylikligi farkli olusmustu (Elbi ve digerleri.,
2017; Sobhani ve digerleri., 2017; Marei ve digerleri., 2019; Patel ve digerleri.,
2019; Jain ve digerleri., 2018; Singh ve digerleri., 2015).

Liu ve Gao'nun ¢alismasina gore, ¢ozeltinin pH’1 partikiil boyutunu ve yiizey yiikiinii
etkileyen en biiyiik faktordiir (Liu ve Gao, 2009). Calismamizda, mikropartikiiller pH
5,0 olan bir ¢ozelti i¢inde hazirlandi. Zeta potansiyeli, bir siviyla temasta olan
partikiillii bir malzemenin yiizey elektrik yiikiinii bilmemize yarayan yararli bir
gostergedir ve kolloidal siispansiyonlarin stabilitesini tahmin etmek i¢in kullanilabilir
(Kim ve digerleri, 2008; Mu ve Feng, 2001). Yiiklerinden bagimsiz olarak daha
yiiksek bir zeta potansiyeli degeri, daha dengeli bir silispansiyon anlamina gelir,
clinkii yiliklii parcaciklar birbirlerini daha iyi iter ve kiimelesme egilimlerinin

tistesinden gelir.

Calismamizda, zeta potansiyel degeri daha yiiksek olan saf kitosan mikropartikiilleri
ve AmB yiukli kitosan mikropartikiilleri, siprofloksasin  yiikli kitosan
mikropartikiillerinden daha diisiik agregasyon egilimine sahipti, bu ayn1 zamanda
SEM mikrograflarinda da belirgindi. Zeta potansiyeli, tuz konsantrasyonu, pH ve
yiizey aktif madde konsantrasyonu gibi faktorlerle birlikte degisir (Mu ve Feng.,
2001). TPP ile iyonotropik jellesmeyle elde edilen kitosan nanopartikiillerinin
kolloidal stabilitesinin  hiicre kiiltiirii ortamlarinda (¢alismamizda kitosan
mikropartikiillerini siispanse etmek i¢in kullanilan PBS’nin pH’1 7.4) su: gliserol
(70:30 h / h) (> 24 saate karsi> 4 ay) karisim ortamina gore daha az oldugu
bulunmustur (Goycoolea ve dig., 2016).

3.4.  BSA Yiikli Mikropartikiillerin Yiikleme Verimliliginin, Yiiklenen BSA

ve In vitro Ila¢ Saliminin Degerlendirmesi

BSA yiikli kitosan mikropartikiillerinin yiikleme verimliligi, ila¢ yiikli her

mikropartikiil preparasyonundan sonra 6lgiildii. Sadece bir kez yapilan 6l¢iimden
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elde edilen sonuca gore yiikleme verimi %99, yiiklenen BSA ise % 14,96 olarak
bulundu. Her inkiibasyon siiresinden sonra siipernatanlardaki proteinin absorbansinin
750 nm’de Olgiilmesiyle elde edilen kiimiilatif salim grafikleri, ilk 14 giin i¢indeki
protein salim paternini ortaya ¢ikardi (Sekil 3.7). Salim grafigi dogrusal bir artig
gosterdi. BSA yiiklii kitosan mikropartikiiller ilk 24 saat icinde ~%0,1 saldi ve

devaminda 14 giin i¢inde toplam ~ %0,5 salim gdsterdi.
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Sekil 3.7.14 giin icinde BSA yiiklii kitosan mikropartikiillerinden in vitro protein
salimi1

3.5. Siprofloksasin ve Amfoterisin B Yiikli Mikropartikiillerin Yiikleme

Verimliliginin, Yiiklenen ila¢ ve in vitro flac Saliminin Degerlendirmesi

Siprofloksasin ve AmB ytiklii kitosan mikropartikiillerinin ytikleme verimliligi, ilag
yiiklii her mikropartikiil preparasyonundan sonra 6l¢iildii. Bes bagimsiz deneyden
elde edilen sonuglara gore, siprofloksasin i¢in ortalama yiikleme verimi %87,4 +
%1,6, yiiklenen ilag ise %35,8 + 9%0,4 olarak bulundu. AmB i¢in ortalama yiikleme
verimliligi %87,0 + %2,0, yiiklenen ilag ise %6,5 + %0,1 olarak bulundu.

Her inkiibasyon siiresinden sonra siipernatanlardaki antibiyotigin absorbansinin 350
nm’de Ol¢iilmesiyle elde edilen kiimiilatif salim grafikleri, ilk 72 saat i¢indeki ilag¢
salim paternini ortaya ¢ikardi (Sekil 3.8-A ve B). Siprofloksasin i¢in baslangigta
yiiklenen ila¢ miktariin 7 mg oldugu ve mikropartikiillerin 24 saat i¢cinde ortalama

%0,5 saldig1 gbz Oniine alindiginda, salinan siprofloksasin miktar1 24 saat sonunda
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0,035 mg olarak tahmin edildi (Sekil 3.8-A). Siprofloksasin salimi 24 saat sonra
duragan bir noktaya ulast1 ve ardindan her 24 saatte bir ortalama %0,02 ilag¢ salimi
gozlemlendi. AmB i¢in baslangigta yiliklenen ilag miktarinin 870 pg oldugu ve
mikropartikiillerin 24 saat icinde ortalama %1,78 saldig1 g6z Oniine alindiginda,
salinan AmB miktar1 24 saat sonunda 15,5 pg olarak tahmin edildi (Sekil 3.8-B). Ilag
salim1 24 saat sonra duragan bir noktaya ulast1 ve ardindan her 24 saatte bir ortalama

%0,1 ilag¢ salim1 gézlemlendi.
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Sekil 3.8.72 saat iginde kitosan mikropartikiillerinden in vitro siprofloksasin salim1
(A) ve AmB salim1 (B)

44



Kitosan nano ve mikropartikiillerinin ila¢ salim performansi, polimer matriks
kompozisyonu ve ayrica ortamin pH’1 gibi birgok faktoérden etkilenir (Liu ve Gao,
2009; Rajan ve Raj, 2012; Ko ve dig., 2002). Ek olarak, bir tasiyici partikiilden ilag
salimi, sicaklik, ultrason ve pH gibi farkli uyaranlarla da tetiklenebilir (Allen
ve Cullis., 2013 ). Bizim ¢aligmamizda, siprofloksasinin yiikleme verimliligi olduk¢a
yiiksek olmasina ragmen (yaklasik 9%90), siprofloksasinin ~ %0,3’{i 3 saat i¢inde
hizli bir sekilde ve ~ %0,5°1 ilk 24 saatte PBS’e salindi. Siprofloksasinin geri kalani
sonraki 14 giin boyunca oldugu gibi ¢ok yavas bir sekilde salindi. Calismamizda
AmB nin yiikleme verimliligi yine ayn1 sekilde olduk¢a yiliksek bulundu (yaklasik
%90). AmB’nin in vitro salim orani siprofloksasine gore nispeten yiiksek olmasina
ragmen bulunan deger ilk 3 saatte %1,69 ilk 24 saatte ise %1,78. AmB de takip eden
14 giin boyunca tipki siprofloksasin gibi olduk¢a yavas bir salim oram1 gosterdi.
Yapilan bir ¢alismada AmB yiikli PLGA mikropartikiillerinde biiytlik partikiil
boyutunun uzun siireli in vitro salimla iliskili oldugu diisiiniilmiis (Batista ve dig.,

2019).

Kismen kitosan ve ondan glutaraldehit ¢apraz baglanmasi ile hazirlanan jellerin,
lizozim tarafindan in vitro olarak parcalandigi rapor edilse de (Hirano ve dig., 1989),
bu tiir malzemelerin gercek in vivo pargalanmasi hakkinda ¢ok az yayinlanmis bilgi
bulunmaktadir. Yapilan bir caligmada paradontal dokunun rekonstriiksiyonunda
kullanilan kitosan askorbatin yaklagik iki ayda agiz boslugunda bozundugu
gozlenmistir (Muzzarelli ve dig., 1989). Yine glutaraldehit ¢apraz bagli kitosan
kiirelerin biyobozunmasi, si¢anlarin gluteal kasina implantasyon ile 3 aylik bir siire
boyunca incelenmistir. Mikro kiirelerin bozunmast 3 aylik bir siire iginde
gerceklesmistir, ancak bozunma c¢ok 6nemli bir dl¢iide gergeklesmemistir (Jameela
ve and Jayakrishnan, 1995). Yiikiiniin tamamini veya ¢ogunu 24 saat i¢inde serbest
birakan siprofloksasin yiiklii kitosan nanopartikiillerinin aksine (Elbi ve dig., 2017;
Patel ve dig., 2019; Marei ve dig., 2019), yavas yavas birakma paterni nedeniyle
calismamizda hazirlanan mikropartikiillerin tek bir doz uygulamasi ile uzun siireli

lokal terapotik bir etkiye sahip olmasi beklenmektedir.
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3.6.  Antimikrobiyal Test Sonug¢lar:

CLSI standartlarina gore Escherichia coli ATCC 25922 igin siprofloksasinin MiK
deger araligit 0,004-0,015 pg/mL. Mikroplate 2A-2B-2C kuyucuguna 70 pL
siprofloksasin yiiklii kitosan mikropartikiil soliisyonu 130 pL katyon ayarli mueller
hinton broth eklendi. Ve pozitif kontrol kuyucuguna kadar 100 pL seri diliisyon
yapildi. Mikroplate 2D-2E-2F kuyucuguna 70 pL siprofloksasin yiiklii olmayan
kitosan mikropartikiil soliisyonu 130 pL katyon ayarli mueller hinton broth eklendi.
Ve pozitif kontrol kuyucuguna kadar 100 pL seri diliisyon yapildi. Mikroplate 2G
VE 2H kuyucuguna 0,1 pg/mL saf siprofloksasin yiiklendi. Ve pozitif kontrol
kuyucuguna kadar seri diliisyon yapildi. Sterilite kontrol kuyucuklari hari¢ her
kuyucuga hazirladigimiz 0,5 McFarland siispansiyonundan (1/10 diliie) 5 pL E. coli
ATCC 25922 eklendi ve 24 saat 37 °C’de inkiibe edildi. Saf siprofloksasin icin MIK
degeri 0,006 png/mL olarak bulundu. Yaptigimiz ¢alismayr gosteren sematik goriintii
Sekil 3.9°da gosterilmektedir.

CLSI standartlarina gore Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 igin
siprofloksasinin MIK deger aralig1 0,25-1 pg/mL. Mikroplate 2A-2B-2C kuyucuguna
100 pL siprofloksasin yiiklii kitosan mikropartikiil soliisyonu 100 pL katyon ayarl
mueller hinton broth eklendi. Ve pozitif kontrol kuyucuguna kadar 100 pL seri
diliisyon yapildi. Mikroplate 2D-2E-2F kuyucuguna 100 pL kitosan mikropartikiil
solisyonu 100 pL katyon ayarlt mueller hinton broth eklendi. Ve pozitif kontrol
kuyucuguna kadar 100 pL seri diliisyon yapildi. Mikroplate 2G VE 2H kuyucuguna
2 png/mL saf siprofloksasin yiiklendi. Ve pozitif kontrol kuyucuguna kadar seri
diliisyon yapildi. Sterilite kontrol kuyucuklar1 hari¢ her kuyucuga hazirladigimiz 0,5
McFarland siispansiyonundan (1/10 diliie) 5 pL Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 eklendi ve 24 saat 37 °C’de inkiibe edildi. Saf siprofloksasin i¢in MIK degeri
0,5 pg/mL olarak bulundu. Yaptigimiz caligmay1 gosteren sematik goriintii Sekil
3.10°da gosterilmektedir. CLSI standartlarina gore Staphylococcus aureus ATCC
29213 igin siprofloksasinin MIK deger araligr 0,12-0,5 pg/mL. Mikroplate 2A-2B-
2C kuyucuguna 100 pL siprofloksasin yiiklii kitosan mikropartikiil soliisyonu 100
nL katyon ayarli mueller hinton broth eklendi. Ve pozitif kontrol kuyucuguna kadar
100 pL seri diliisyon yapildi. Mikroplate 2D-2E-2F kuyucuguna 100 pl kitosan
mikropartikiil soliisyonu 100 pL katyon ayarli mueller hinton broth eklendi. Ve
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pozitif kontrol kuyucuguna kadar seri diliisyon yapildi. Mikroplate 2G VE 2H
kuyucuguna 1 pg/mL saf siprofloksasin yiiklendi. Ve pozitif kontrol kuyucuguna
kadar seri diliisyon yapildi. Sterilite kontrol kuyucuklari hari¢ her kuyucuga
hazirladigimiz 0,5 McFarland siispansiyonundan (1/10 diliie) 5 puL Staphylococcus
aureus ATCC 29213 eklendi ve 24 saat 37 °C’de inkiibe edildi. Saf siprofloksasin
icin MIK degeri 0,25 pg/mL olarak bulundu. Yaptigimiz calismay gosteren sematik
gorintii Sekil 3.11°de gosterilmektedir.

CLSI standartlarina gore Streptococcus pneumoniae ATCC 49619 igin
siprofloksasinin MIK deger araligi yoktur. Liyofilize haldeki siprofloksasin igeren
mikroopartikiiller 100 pl %0,1 lik asetik asit ile ¢oziildiikten sonra iistiine 400 pL
(%5 hemolizli at kani igeren) katyon ayarlt mueller hinton broth eklendi. Bu
karisimdan mikroplate 3A-3B-3C kuyucuguna 200 pL kondu. Ve pozitif kontrol
kuyucuguna kadar 100 pL seri diliisyon yapildi. Kitosan mikropartikiiller i¢in ayni
islem tekrarland1 ve mikroplate 3D-3E-3F kuyucuguna 200 pL eklendi. Ve pozitif
kontrol kuyucuguna kadar 100 pL seri diliisyon yapildi. Mikroplate 3G VE 3H
kuyucuguna 1024 pg/mL saf siprofloksasin yliklendi. Ve pozitif kontrol kuyucuguna
kadar seri diliisyon yapildi. Saf siprofloksasin i¢in yiiksek konsantrasyonda
siprofloksasin ile bagladigimiz i¢in diliisyona ikinci plate ile devam edildi. Platte 2
numarali kuyucuklara 100 pL liyofilize halde olup %0,1 lik asetik asit ile
¢ozdiigiimiiz mikropartikiiller kondu. 3 numarali kuyucuklara ise mikroorganizma
eklenmedi. 4 numarali kuyucuklardan itibaren her kuyucuga hazirladigimiz 0,5
McFarland siispansiyonundan (1/10 diliie) 5 uL Streptococcus pneumoniae ATCC
49619 eklendi ve 24 saat 37 °C’de inkiibe edildi. Saf siprofloksasin i¢in MIK degeri
1 pg/mL olarak bulundu. Yaptigimiz ¢alismayr gosteren sematik goriintii Sekil
3.12°de gosterilmektedir. CLSI standartlarina gore Candida albicans ATCC 90028
icin AmB’nin MIK deger araligi 0,5-2 pg/mL. Liyofilize haldeki AmB igeren
mikroopartikiiller 100 pLL % 0,1 lik asetik asit ile ¢oziildiikten sonra iistiine 900 pL
RPMI 1640 besiyeri eklendi. Bu karigtmdan mikroplate 2A-2B-2C kuyucuguna 180
ul kondu. Ve pozitif kontrol kuyucuguna kadar 90 pL seri diliisyon yapildi. Kitosan
mikropartikiiller i¢in ayn1 islem tekrarlandi ve mikroplate 2D-2E-2F kuyucuguna 180
pnL eklendi. Ve pozitif kontrol kuyucuguna kadar 90 pL seri diliisyon yapild:.
Mikroplate 2G VE 2H kuyucuguna 2048 pg/mL saf AmB yiiklendi. Ve pozitif
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kontrol kuyucuguna kadar seri diliisyon yapildi. AmB yiikli kitosan
mikropartikiiller, kitosan mikropartikiiller ve saf AmB i¢in diliisyona ikinci plate ile
devam edildi. Sterilite kontrol kuyucuklar1 hari¢ her kuyucuga hazirladigimiz 0,5
McFarland siispansiyonundan (1/100 diliie) 10 uL Candida albicans ATCC 90028
eklendi ve 24 saat 37 °C’de inkiibe edildi. Saf AmB i¢in MIK degeri 0,5 pug/mL
olarak bulundu. Yaptigimiz c¢alismayr gosteren sematik goriinti Sekil 3.13°de

gosterilmektedir.

Yapilan deneyler sonucunda mikroplatete toplam hacmin 100 pL oldugu katyon
ayarli mueller hinton broth i¢inde 24 saat E.coli’nin ilireme olan ve olmayan
kuyucuklart sekil 3.14’de gosterilmektedir. Mikroplatte toplam hacmin 100 pL
oldugu %35 hemolizli at kan1 igeren katyon ayarli mueller hinton broth i¢inde 24 saat
Streptococcus pneumoniae’nin lireme olan ve olmayan kuyucuklar sekil 3.15°de
gosterilmektedir. Mikroplatte toplam hacmin 100 pL oldugu RPMI 1640 besiyeri
icinde 24 saat Candida albicans’1n ireme olan ve olmayan kuyucuklari sekil 3.16’da
gosterilmektedir. Yapilan sematik sekillerde goriildiigii lizere antibakteriyel aktivite
testi sonuclari, sadece siprofloksasin yiiklii kitosan mikropartikiillerinin bakteriyel
bliylimeyi inhibe ettigini fakat ¢alisilan konsantrasyonlarda kontrol kitosan
mikropartikiillerin inhibe etmedigini gosterdi. Bu nedenle, c¢alisilan belirli
mikropartikiil konsantrasyonlarinda, sipfloksasin yiiklii kitosan mikropartikiillerinin
antibakteriyel aktivitesi, sadece mikropartikiillerden salinan siprofloksasine
baglanmistir. Sobhani ve dig., (2017) yaptig1 bir ¢alismada, herhangi bir ilag¢ yiiklii
olmayan kitosan nanopartikiillerinin MIK degerlerinin siprofloksasin yiiklii
emsallerinden yaklasik en az bin kat daha yiiksek oldugu bildirilmistir.
Antibakteriyel testin siiresi olan 24 saat i¢inde mikropartikiillerden salinan
siprofloksasin miktari, salim yiizdesi grafigi géz Oniinde bulundurularak her bir
kuyucuk i¢in hesapland: ve sipfloksasin yiiklii kitosan mikropartikiillerinin MIK ve
MBK degerlerinin belirlenmesinde kullanildi. Mikropartikiiller 24 saat i¢inde
yiiklerinin ortalama 9%0,5’ini serbest biraktifindan, sipfloksasin yiiklii kitosan
mikropartikiillerinin MIK ve MBK degerleri toplam enkapsiile edilen
siprofloksasinin %0,488’ine karsilik gelir (Tablo 3.2.). MIK degerleri sirasiyla E.
coli, P. aeruginosa, S. aureus ve S. pneumoniae i¢in 0,093 pg/mL, 4,27 pg/mL,

17,08 ug/mL ve 1,06 ng/mL olarak belirlenmistir.
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Sekil 3.9. Siprofloksasin yiiklii kitosan mikropartikiillerin ve kitosan mikropartikiiller ile yapilan mikrodiliisyonun E. Coli ATCC 25922
susu lizerindeki sonuglari. (+) isareti liremeyi, (—) isareti iireme olmadigim gostermektedir. *Her bir kuyucuga yiiklenen siprofloksasini
gosterir. Konsantrasyon degerleri pg/mL dir
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Sekil 3.10. Siprofloksasin yiiklii kitosan mikropartikiillerin ve kitosan mikropartikiiller ile yapilan mikrodiliisyonun P. aeruginosa
ATCC 27853 susu iizerindeki sonuglari. (+) isareti iiremeyi, (—) isareti lireme olmadigini gostermektedir. *Her bir kuyucuga yiiklenen
siprofloksasini gdsterir. Konsantrasyon degerleri pg/mL dir
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Sekil 3.11. Siprofloksasin yiiklii kitosan mikropartikiillerin ve kitosan mikropartikiiller ile yapilan mikrodiliisyonun S. aureus ATCC
29213 susu lzerindeki sonuglari. (+) isareti liremeyi, (—) isareti lireme olmadigmi gostermektedir. *Her bir kuyucuga yiiklenen
siprofloksasini gosterir. Konsantrasyon degerleri pg/mL dir
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Sekil 3.12. Siprofloksasin yiiklii kitosan mikropartikiillerin ve kitosan mikropartikiiller ile yapilan mikrodiliisyonun Streptococcus
pneumoniae ATCC 49619 susu lizerindeki sonuglari. (+) isareti liremeyi, (—) isareti iireme olmadigini gostermektedir. *Her bir
kuyucuga yiiklenen siprofloksasini gosterir. Konsantrasyon degerleri pg/mL dir
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Sekil 3.13. AmB yiiklii kitosan mikropartikiillerin ve kitosan mikropartikiiller ile yapilan mikrodiliisyonun Candida albicans ATCC
90028 susu lizerindeki sonuglari. (+) isareti liremeyi, (—) isareti lireme olmadigint gostermektedir. *Her bir kuyucuga yiiklenen AmB’yi
gosterir. Konsantrasyon degerleri pg/mL dir



Sekil 3.14. Mikroplaka’da 24 saat E.coli’nin iireme olan ve
ireme olmayan kuyucuklarinin makroskopik goriintiisi

Sekil 3.15. Mikroplaka’da 24 saat S. pneumoniae’nin lireme
olan ve lireme olmayan kuyucuklarinin goriintiisii
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Sekil 3.16. Mikroplaka’da 24 saat C. albicans’in iireme olan
ve lireme olmayan kuyucuklarinin goriintiisii

Bakteriyel biiylimeyi tamamen ortadan kaldiran antibiyotik konsantrasyonlari, Sekil
3.17-A ve 3.17-C’de gosterildigi gibi, E. coli ve P. aeruginosa i¢gin MBK degerleri
olarak kabul edildi. MBK degerleri, E. coli ve P. aeruginosa igin sirastyla 0,093
pg/mL ve 17,08 ng/mL olarak belirlenmistir (Tablo 3.2.). Serbest veya kapsiillenmis
formunda en yliksek antibiyotik konsantrasyonunda bile koyun kanli agarda tizerinde
S.aureus ve S. pneumoniae biyimesi (Sekil 3.17-E, 3.17-G) goriildigli igin
siprofloksasinin S.aureus ve S. pneumoniae lizerinde bakterisidal etkisi olmadigi
diisiiniilmistiir. Beklendigi gibi, muamele edilmemis tiim petrilerde bakteri iiremesi
gozlemlenmistir (Sekil 3.17-B, 3.17-D, 3.17-F, 3.17-H). Calismamizda serbest
siprofloksasin igin belirlenen MIK ve MBK degerleri Tablo 3.2°de gdsterilmektedir.
Bizim calismamizda hazirlanan siprofloksasin yiiklii kitosan mikropartikiillerinin
MIK degeri (mikropartikiillerden 24 saat iginde salman ilacin konsantrasyonuna
tekabiil eder) hesaplandiginda CLSI standardina gore incelenen mikroorganizmalarin
bliylimesini  engellemek icin gereken en yiiksek serbest siprofloksasin
konsantrasyonundan daha yiiksek oldugu bulunmustur. Ote yandan, ¢alismamizda
hazirlanan  siprofloksasin-kitosan ~ formiilasyonunun  farmakokinetik  ve
farmakodinamik davranmigi, CLSI standartlarim1i  olusturmak ic¢in kullanilan

yontemlerden farkli oldugu i¢in sonuglarimizin CLSI standardinda verilen referans
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degerlerle dogrudan karsilagtirllmasinin  yapilmamasi gerektigine inantyoruz.
Siprofloksasin mikropartikiillerden zamana bagli bir sekilde salindigindan ve yari
omrii sadece 5 saat oldugundan (Zinner ve dig., 2001), ve mikropartikiillerin diger
bilesenleriyle hala kismen iliskili olabileceginden, MiK ve MBK degerlerinde bdyle
bir artis bu degiskenlere baglanabilir.

Antifungal aktivite testi sonucunda, sadece AmB yiiklii kitosan mikropartikiillerinin
maya biiylimesini inhibe ettigini fakat ¢alisilan konsantrasyonlarda kontrol kitosan
mikropartikiillerin inhibe etmedigini gosterdi. Bu nedenle, calisilan belirli
mikropartikiil konsantrasyonlarinda, AmB yiikli kitosan mikropartikiillerinin
antifungal aktivitesi, sadece mikropartikiillerden salman AmB ile iliskili

bulunmustur.

Antifungal testin siiresi olan 24 saat icinde mikropartikiillerden salinan AmB miktari,
salim ylizdesi grafigi goz oniinde bulundurularak her bir kuyucuk i¢in hesaplandi ve
AmB vyiiklii kitosan mikropartikiillerinin MiK ve MFK degetlerinin belirlenmesinde
kullanild1. Mikropartikiiller 24 saat icinde yiiklerinin ortalama %1,78’ini serbest
biraktigindan, AmB yiiklii kitosan mikropartikiillerinin MIK ve MFK degerleri
toplam enkapsiile edilen AmB’nin %1,78’ine karsilik gelir (Tablo 3.3.). Candida
albicans i¢in MIK degeri 0,06 pg/mL olarak bulunmustur. Maya biiyiimesini
tamamen ortadan kaldiran antibiyotik konsantrasyonu, Sekil 3.18-A’da gosterildigi
gibi, C. albicans i¢gin MFK degerleri olarak kabul edildi. MFK degeri C. albicans
igin MIK degeri ile ayn1 0,06 pg/mL olarak belirlenmistir (Tablo 3.3.). Muamele
edilmemis petride maya tiiremesi gozlemlenmistir (Sekil 3.18-B). Calismamizda

serbest AmB i¢in belirlenen MIK ve MFK degerleri Tablo 3.3’de gosterilmektedir.

Bizim galismamizda hazirlanan AmB vyiiklii kitosan mikropartikiillerinin MIK degeri
(mikropartikiillerden 24 saat i¢inde salinan ilacin konsantrasyonuna tekabiil eder)
hesaplandiginda CLSI standardina gore incelenen mikroorganizmalarin biiylimesini
engellemek icin gereken serbest AmB konsantrasyon araliindan daha diisiik
bulunmustur. Yani AmB vyiiklii kitosan mikropartikiilleri i¢in bulunan MiK degerinin
saf AmB’nin MIK degerine gore yaklasik 10 kat daha az oldugu bulundu. Mahasen
ve digerleri’nin 2017 de yaptig1 ¢alismada saf AmB’ye gore AmB yiikli PLGA-PEG

nanopartikiil formiilasyonunun MIK degeri yaklasik dort kat daha az bulunmustu.
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Tablo 3.2. Calismada kullanilan bakteriler i¢in serbest siprofloksasinin ve
siprofloksasin yiiklii kitosan mikropartikiillerin MiK ve MBK degerleri

Microorganizmalar ~ *MIK *MBK MIK (ug/mL) serbest MBK (ug/mL)
(ng/mL) (ng/mL) siprofloksasin serbest

siprofloksasin

Escherichia coli 0,093 0,093 0,006 0,006

Pseudomonas 427 17,08 0,5 1

aeruginosa

Staphylococcus 17,08 - 0,12 -

aureus

Streptococcus 1,06 - 1 -

pneumoniae

*MIK ve MBK degerleri, 24 saat icinde kitosan mikropartikiillerden salinan siprofloksasini gdsterir

Tablo 3.3. Calismada kullanilan C. albicans i¢in serbest AmB ve AmB yiiklii kitosan
mikropartikiillerin MIK ve MFK degerleri

Microorganizma *MIK *MFK MIK (pg/mL) MFK (pg/mL)
(pg/mL) (ng/mL) serbest amfoterisin B serbest amfoterisin
B
Candida albicans 0,06 0,06 0,5 0,5

*MIK ve MFK degerleri, 24 saat icinde kitosan mikropartikiillerden salian AmB’yi gosterir

Kendi MIK ve MBK degerlerine (salinan siprofloksasin konsantrasyonu: 0,093
ng/mL) karsilik gelen konsantrasyonda siprofloksasin yiiklii kitosan mikropartikiiller
ile 37 °C’de 24 saat boyunca inkiibe edilen Escherichia coli’nin taramali elektron
mikrograflart mikropartikiillerin tiim bakteri yiizeyini kapladigi ve bakteri hiicre

duvarina baglandigini ortaya cikard (Sekil 3.19).

Bazi c¢aligmalar, ilaclarin mikropartikiillere yiiklenerek antimikrobiyal etkinliginde
bir artis oldugunu bildirmistir. Bir ilacin kapsiillenmesi daha yiiksek stabilite
saglayabilir ve bakteriyel hiicrelere niifuz etmesini kolaylastirabilir (Topal ve dig.,
2018). Kong ve arkadaglarinin yaptig1 ¢alismada, bizim ¢alismamizda oldugu gibi,
Gram-pozitif bakterilere kiyasla hiicre duvarlarindaki yliksek negatif yiik nedeniyle
Gram-negatif bakteriler iizerinde daha fazla kitosan adsorpsiyonu ve daha yiiksek bir

inhibitor etki gézlendi (Kong ve dig., 2010).
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Sekil 3.17. Siprofloksasin yiiklii kitosan mikropartikiillerinin minimum bakterisidal
konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in kullanilan bakteri inokiile edilmis agar
plakalar1. A, B) 24 saat 37 °C’de inkiibe edilmis E. coli’'nin EMB agar plaklari: A-
Siprofloksasin yiiklii kitosan mikropartikiilleri ile inokiile edildi (serbest birakilmis
siprofloksasin konsantrasyonu: 0,093 pg/mL, bliylime gozlenmedi), B- herhangi bir
tedavi olmadan. C, D) 24 saat 37 °C’de inkiibe edilmis P. aeruginosa’nin EMB agar
plaklari: C- Siprofloksasin yiiklii kitosan mikropartikiilleri ile inokiile edildi (serbest
siprofloksasin konsantrasyonu: 17,08 pg/mL, biiyiime gozlenmedi), D- herhangi bir
tedavi olmadan. E, F) 37 °C’de 24 saat boyunca inkiibe edilmis S. aureus’un koyun
kanli agar plaklari: E- Siprofloksasin yiiklii kitosan mikropartikiilleri ile inokiile
edildi (serbest siprofloksasin konsantrasyonu: 34,16 pg /mL), F- herhangi bir tedavi
olmadan. G, H) 37 °C’de 24 saat boyunca inkiibe edilmis S. pneumoniae’nin koyun
kanli agar plaklari: G- Siprofloksasin yiiklii kitosan mikropartikiilleri ile inokiile
edildi (serbest siprofloksasin konsantrasyonu: 34,16 ug /mL), H- herhangi bir tedavi
olmadan
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Sekil 3.18. AmB yiikli kitosan mikropartikiillerinin minimum fungisidal
konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in kullanilan maya inokiile edilmis agar plakalari.
A, B) 24 saat 37 °C’de inkiibe edilmis C. albicans’in SDA agar plaklari: A- AmB
yiikli kitosan mikropartikiilleri ile inokiile edildi (serbest birakilmis amfoteresin b
konsantrasyonu: 0,06 pg/mL, biiyiime gozlenmedi), B- herhangi bir tedavi olmadan

Sekil 3.19. 37 °C’de 24 saat boyunca siprofloksasin yiiklii kitosan mikropartikiiller
(salinan siprofloksasin konsantrasyonu: 0,093 pg/mL) ile inkiibe edilmis E. coli'nin
taramali elektron mikrograflari. Tiim bakterilerin mikropartikiiller tarafindan
neredeyse tamamen kaplandigi goriilmiistiir. Beyaz oklar bir bakterinin kaplanmamis
yiizeyine isaret etmektedir. Olgek ¢ubuklart: 10-5 ve 1 um

Calismamizda, ila¢ yiikli mikropartikiiller bakteriyel hiicre duvarina adsorbe
edilebildi ve E. coli, P. aeruginosa, S. aureus, S. pneumoniae ve C. albicans’a karsi
etkili oldugu bulundu. Bir antimikrobiyal maddenin kitosan i¢inde kapsiillenmesi
veya kitosan ile konjugasyonu, biyofilm olusumunu 6nleme kabiliyeti gibi baska bazi
avantajlar saglayabilir (Omwenga ve dig., 2018). Ya da onceden olusmus olan
biyofilmleri (Zhang ve dig,, 2013, Li ve dig., 2019) bozma yetenegi, yani zaten var
olan, sistemik antibiyotik uygulamas: ile elimine edilemeyen bakteriyel biyofilmlere

niifuz etme yoluyla biyofilmleri parcalama yetenegi gibi avantajlar saglayabilir.
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3.7.  Hiicre Canlihginin Degerlendirilmesi

Calismamizin MTT sonuglari, hiicrelerin saf siprofloksasin veya siprofloksasin yiiklii
kitosan mikropartikiillere maruz kalmasinin BEAS-2B hiicrelerinde 6nemli sitotoksik
yanita yol agmadigini gostermistir. (Sekil 3.20. A-B-C-D). DKP’de (doku kiiltiirii
polistireninde biiyiitiilmiis muamele gérmemis hiicreler) hiicre canliligi %100 olarak
kabul edilirse, test edilen tiim siprofloksasin yiiklii kitosan mikropartikiil
konsantrasyonlarinda ortalama %90 hiicre canliligi gézlemlenmistir (Sekil 3.20. A-
B-C-D). Calismamizin MTT sonuglari, yine ayni sekilde hiicrelerin saf AmB veya
AmB yiikli kitosan mikropartikiillere maruz kalmasinin BEAS-2B hiicrelerinde
Oonemli sitotoksik yanit olusturmadigini gostermistir. (Sekil 3.21.). DKP’de hiicre
canlilifi %100 olarak kabul edilirse, test edilen tiim siprofloksasin yiiklii kitosan

mikropartikiil konsantrasyonlarinda ortalama %99 hiicre canlilifi gozlemlenmistir

(Sekil 3.21).

Calismamizda incelenen mikroorganizmalarmn MIK ve MBK degerlerine karsilik
gelen siprofloksasin ve AmB yiiklii kitosan mikropartikiillerinin uygulanan
konsantrasyonlarinda BEAS-2B hiicrelerinin ¢ogalmaya devam ettigi goriilmiistiir.
MTT sonuglariin istatistiksel analizinden elde edilen BEAS-2B hiicre frekanslari
Tablo 3.4 ve 3.5’te 0zetlenmistir. Dunnett'in ¢oklu karsilastirma testine gore E. coli
ve P. aeruginosa’nn MIK ve MBK degerlerine maruz kalan hiicrelerin kontrol
grubu (DKP, 24 saat) ve ve tedavi gruplart (Sipro MIK, Sipro MBK, SMP MIK,
SMP MBK, 24 saat) arasinda hiicre ¢ogalmasi agisindan istatistiksel olarak anlamli
bir fark goriilmedi, Kruskal Wallis Tek yonlii varyans analizi sonucuna gore S.
aureus ve S. pneumoniae’nin MIK degerlerine maruz kalan hiicrelerin kontrol grubu
(DKP, 24 saat) ve tedavi gruplari (Sipro MiK, SMP MIK, 24 saat) arasinda hiicre
¢ogalmasi acisindan anlamli bir fark gézlenmedi. Yine Dunnett'in ¢oklu karsilastirma
testine gore C. albicans’in MIK ve MFK degerlerine maruz kalan hiicrelerin kontrol
grubu (DKP, 24 saat) ve ve tedavi gruplari (AmB MIK, AmB MFK, AMP MIK,
AMP MFK, 24 saat) arasinda hiicre ¢ogalmasi agisindan istatistiksel olarak anlamli

bir fark goriilmedi.
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Sekil 3.20. Saf siprofloksasin, kitosan mikropartikiill yada siprofloksasin yiikli
kitosan mikropartikiilleri ile 24 saat muamele edilmis BEAS-2B hiicrelerinin MTT
testi ile belirlenen hiicre canlilig1 sonuglari; (A) E. coli’nin MIK degerine karsilik
gelen konsantrasyonlar (salinan siprofloksasin konsatrasyonu: 0,093 pg/mL ), (B) P.
aeruginosa’ nin MIK ve MBK degerlerine karsilik gelen konsantrasyonlar (sirasiyla
salman siprofloksasin konsatrasyonu: 4,27 pg/mL ve 17,08 pg/mL ), (C) S.
aureus’un MIK degerine karsilik gelen konsantrasyon (salinan siprofloksasin
konsatrasyonu: 17,08 ug/mL ) ve (D) S. pneumoniae’nin MIK degerine karsilik
gelen konsantrasyon (salman siprofloksasin konsatrasyonu: 1,06 pg/mL ) (MP:
Mikropartikiil, SMP: Siprofloksasin yiiklii kitosan mikropartikiil, DKP: doku kiiltiirii
polistireninde biiyiitiilmiis muamele gérmemis hiicreler). DKP’ deki hiicre canlilig
%100 olarak kabul edildi ve diger gruplardaki hiicre canliligi bu degere
normallestirildi
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Sekil 3.21. C. albicans’in MIK degerine karsilik gelen konsantrasyonda (salman
AmB konsatrasyonu: 0,06 ng/mL) saf AmB’nin, kitosan mikropartikiil ya da AmB
yiikli kitosan mikropartikiilleri ile 24 saat muamele edilmis BEAS-2B hiicrelerinin
MTT testi ile belirlenen hiicre canliligi sonuglar1 (MP: Mikropartikiil, AMP: AmB
yiikli kitosan mikropartikiil, DKP: doku kiiltiirii polistireninde biiylitiilmiis muamele
gormemis hiicreler). DKP’ deki hiicre canliligi %100 olarak kabul edildi ve diger
gruplardaki hiicre canliligi bu degere normallestirildi

24 saat sonra tim gruplarda elde edilen hiicre sayilari, 0. Giindeki baslangi¢ hiicre
sayisindan her zaman daha yiiksekti (Tablo 3.4 ve 3.5). Bu sonuglar, belirli
konsantrasyonlarda kullanilan siprofloksasin yiiklii kitosan mikropartikiillerinin ve
AmB yikli kitosan mikropartikiillerinin BEAS-2B hiicrelerinin canliligin1 énemli

Olciide azaltmadigini gostermektedir.

Solunum yolunda nanopartikiillerin birikmesi pulmoner toksisite ile sonuglanir
(Oberdorster ve dig., 2005). Doku ve hiicre kiiltiirii analizi sonuglar1 da bu verileri
desteklemektedir (Cui ve dig., 2005; Hetland ve dig., 2004). Partikiil biiyiikligii ne
kadar disiik olursa, sitotoksik cevabin o kadar biiyiik olmasi beklenmektedir
(Amarnath ve dig., 2017). Calismamizda hazirlanan partikiillerin yiizde doksaninin
200 nm’den daha biiyiik bir boyutu vardi. Akciger epitel hiicrelerinde 200 nm’den
biiyiik mikropartikiillere rastlanmadi ve literatiirle desteklendigi gibi 1 pm’den kiigiik
olanlarin makrofaj temizlenmesinden kagmalar1 beklenmektedir. Bu nedenle
calismamizda hazirlanan mikropartikiillerin uzun siireli lokal terapétik bir etkiye
sahip olmasi ve sistemik dolasima girebilecek ve viicut hiicrelerinde birikebilecek
nanopartikiiller kadar sitotoksik olmamas1 beklenmektedir. Kitosan mukoadheziv bir

polimer oldugundan (Batista ve dig., 2019), inhalasyondan sonra, siprofloksasin ve
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AmB yiiklii kitosan mikropartikiillerinin akcigerlerde mukoza tabakasina yapismasi

ve solunmamasi beklenmektedir.

Tablo 3.4. Serbest siprofloksasin ve siprofloksasin yiiklii kitosan mikropartikiillerinin

BEAS-2B hiicrelerinin frekanslari tizerine etkisi

Gruplar E. coli P. aeruginosa S. aureus S. pneumoniae
0. giin 0,72+0,010 0,72+0,010 1,57(1,56-1,61) 1,57(1,56-1,61)
DKP (kontrol) 24 saat 0,93+0,077 0,810,048 2,30(2,00-2,52) 2,30(2,00-2,52)
Siprofloksasin MiK 24 saat 0,970,075 0,78+0,063 1,98(1,63-2,19)  2,04(1,94-2,55)
Siprofloksasin MBK 24 saat  0,97+0,075 0,75+0,054 - -

SMP MIK 24 saat 0,870,070 0,78+0,033 1,86(1,69-2,06) 2,30(2,14-2,40)
SMP MBK 24 saat 0,87+0,070 0,730,045 - -

P p<0,001 ABCD 013 AD 0,012AD 0,008*P

A: 0.giin ile DKP (kontrol) 24 saat karsilastirilmasi sonucu ortaya ¢ikan istatistiksel fark.
B: 0.giin ile Siprofloxacin MiK 24 saat karsilastirilmasi sonucu ortaya ¢ikan istatistiksel fark.
C: 0.giin ile Siprofloxacin MBK 24 saat karsilastirilmasi sonucu ortaya ¢ikan istatistiksel fark.

D: 0.giin ile SMP MIK 24 saat karsilastirilmas1 sonucu ortaya ¢ikan istatistiksel fark.

(SMP = Siprofloksasin yiiklii kitosan mikropartikiilleri, DKP: doku kiiltiirii polistireninde biiyiitiilmiis

muamele gérmemis hiicreler)

Tablo 3.5. Serbest AmB ve AmB yiikli kitosan
mikropartikiillerinin BEAS-2B hiicrelerinin frekanslar
tizerine etkisi

Gruplar C. albicans
0. glin 0,92+0,038
DKP (kontrol) 24 saat 1,27+0,060
AmB MIK 24 saat 1,234+0,066
AmB MFK 24 saat 1,23+0,066
AMP MIK 24 saat 1,26+0,075
AMP MFK 24 saat 1,26+0,075
P p<0001 ,ABCD

A: 0.glin ile DKP (kontrol) 24 saat karsilastirilmasi sonucu ortaya
cikan istatistiksel fark.

B: 0.giin ile AmB MIK 24 saat karsilastirilmas1 sonucu ortaya
¢ikan istatistiksel fark.

C: 0.giin ile AmB MBK 24 saat karsilastirilmas sonucu ortaya
¢ikan istatistiksel fark.

D: 0.giin ile AMP MIK 24 saat karsilastirilmas1 sonucu ortaya
¢ikan istatistiksel fark.

(AMP = AmB yiiklii kitosan mikropartikiilleri, DKP: doku
kiiltiirii polistireninde biiyiitiilmiis muamele gérmemis hiicreler)
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3.8.  Siprofloksasin Yiiklii Kitosan Mikropartikiilleri ile Muamele Edilen E.
coli, S. aureus ve BEAS-2B Hiicrelerinin TEM Analizi

MIK ve MBK degerinde siprofloksasin yiiklii kitosan mikropartikiillerine maruz
kalmis E. coli’'nin TEM degerlendirmesi, mikropartikiillerin bakteriler tarafindan
i¢sellestirildigini gosterdi. Ek olarak, mikropartikiil biiyiikliigli ortalama 720,9 nm
olarak Olgiilmesine ragmen, bakterilerde sadece 200 nm’den kiigiik partikiiller
gozlendi (Sekil 3.22). E. coli hiicrelerinin ¢ogunda hiicre duvar ve zar yapilarinda
harabiyet goriildii. Cogu hiicrede hiicre duvar ve zarinda ondiilasyonlar seklinde
kivrilmalar ve ¢ogu kez stoplazma erimeleri gozlendi. Baz1 hiicrelerde ise duvar ve

zar yirtilmalarina bagl olarak hiicre igeriginin bosaldig1 ve yer yer hayalet hiicrelerin

olustugu gozlendi.

g : st Zr e Lo S FcH

Sekil 3.22. E. coli’nin elektron mikrograflari, 24 saat boyunca MIK degerlerine
karsilik gelen konsantrasyonda siprofloksasin yiiklii kitosan mikropartikiillerine
maruz birakildiktan sonra. Beyaz oklar sitoplazmadaki mikropartikiilleri (A),
sitoplazmadaki erimeyi ve hiicre duvar ve zar yirtilmalarim (B) gosterir. Olcek
cubuklari: 200 nm

Siprofloksasin yiiklii kitosan mikropartikiillerine maruz kalan S. aureus’un TEM
goriintiileri, Sekil 3.23’de gosterilmektedir. Bu gruptaki bakteri hiicrelerinin hemen
hemen tiimii pargalandi, fragmente oldu ve birbirine kaynasti. Hiicrelerin ¢ogu
elektriksel olarak konsantre edildi. Nano/mikropartikiiller genellikle kiimelerdeki
hiicrelerle etkilesime girdi. Bazilar1 hiicre duvarina bagli, bazilar1 sitoplazmada

goriildii. Nadiren hayalet hiicre ve sitoplazmada yirtilma izleri gozlendi.
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Sekil 3.23. S. aureus’un elektron mikrograflari, 24 saat boyunca MIK degerlerine
karsilik gelen konsantrasyonda siprofloksasin yiiklii kitosan mikropartikiillerine
maruz birakildiktan sonra. Beyaz oklar bir hayalet hiicre (A) ve kaynagmis hiicreleri
(B) gostermektedir. Olgek cubuklari: 200 nm

E.coli’nin MIK degerinde siprofloksasin yiiklii kitosan mikropartikiillere maruz
kalan BEAS-2B hiicrelerinin TEM  goriintiileri, <200 nm boyutunda
nano/mikropartikiillerin hiicre i¢cine alidigin1 gosterdi. Siprofloksasin yiiklii kitosan
mikropartikiillerin, BEAS-2B hiicrelerinin i¢inde tekli mikropartikiiller halinde veya
kiimeleserek dagildigi goriildi (Sekil 3.24-A-B). Bu gruptaki hiicre ¢ekirdeklerinin
genellikle kenara itildigi, hiicre zarma yakin yerlestigi, atipiklestigi ve hacminin
onemli Olclide kiigiildiigli goriildii. BEAS-2B sitoplazmasinda vakuolizasyon artmis,
mitokondri ve endoplazmik retikulum miktar1 azalmistir. Nano/mikropartikiiller
ayrica hiicre zar1 ile ve c¢ekirdek iginde de goriildii. BEAS-2B hiicrelerinde
mitokondriler genel olarak saglikli bir goriinlimdeydi, ancak bazilarimin sisternalari
sismisti ve biraz sismis ribozomlu endoplazmik retikulumlar da gézlendi (Sekil 3.24-
C). Muamele edilmemis BEAS-2B hiicrelerinde, genel olarak c¢ekirdek hacmi
biiyiiktli ve ¢ekirdek aktif saglikli goriinlimdeydi (Sekil 3.24-D). Cekirdek merkezi
yerlesimliydi ancak bazi hiicrelerde kenara itilmisti. Kromatin, niikleer membrana
dogru daha fazla yogunlasmis ve heterokromatik bir yapiya sahipti. Endoplazmik

retikulum ve mitokondriler net olarak ayirt edildi ve genel olarak diizenliydi.
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Sekil 3.24. Muamele edilmemis BEAS-2B hiicrelerinin ve 24 saat boyunca E.
coli’nin (serbest kalan siprofloksasin: 0,093 pg/mL) MIK degerine maruz kalan
BEAS-2B hiicrelerinin gegirimli elektron mikrograflari. (A) ve (B) 'deki beyaz oklar
sirastyla  mikropartikiillerin - ve mikropartikiil agregatlarinin  hiicre i¢indeki
i¢csellesmesini gosterir. Mikropartikiillerle muamele edilen hiicrelerde (C), normal
morfolojide olanlarin diginda gismis sisternalart olan (biraz uzamig) mitokondri
(beyaz yildizlar), ve biraz sismis ribozomlu endoplazmik retikulum (beyaz ok)
gozlendi. Muamele edilmemis BEAS-2B hiicrelerinin mikrografi karsilastirma (D)
i¢in verilmistir. Olgek cubuklari: (A, B): 1 um, (C, D): 500 nm

3.9. Amfoterisin B Yiiklii Kitosan Mikropartikiilleri ile Muamele Edilen
BEAS-2B Hiicrelerinin ve Muamele Edilmemis Hiicrelerin TEM Analizi

AmB yiklii kitosan mikropartikiillerle muamele edilen BEAS-2B hiicrelerinde
apoptotik cisimcikler, ¢ekirdek fragmentasyonu ve kiiclilmesi izlendi. Hiicrelerin
cogunda organellerde siliklesme ya da sayica azalma oldugu goriildi. Yer yer
sitoplazma ya da ¢ekirdek zarinda nano/mikropartikiiller izlendi. Baz1 hiicrelerde ise
cekirdek normal boyutlarda ve goriiniimde izlendi. Bazi hiicrelerde hiicrenin her
yerinde sitoplazmik erimeler oldugu goriildii. Mikropartikiillerle muamele edilmemis

hiicrelerde endoplazmik retikulum ve mitokondriler net olarak ayirt edildi hatta
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endoplazmik retikulum iizerindeki ribozomlarin dahi net bir sekilde goziiktiigi

goriildii (Sekil 3.25 A-B).

Sekil 3.25. Muamele edilmemis BEAS-2B hiicrelerinin ve 24 saat boyunca C.
albicans’n (serbest kalan AmB: 0,06 pg/mL) MiK degerine maruz kalan BEAS-2B
hiicrelerinin ~ gegirimli ~ elektron mikrograflari. (A) Sitoplazma zarindaki
nano/mikropartikiiller (B) Muamele edilmemis BEAS-2B hiicrelerinin mikrografi
karsilastirma icin verilmistir. Olgek cubuklari: A, B: 500 pm

Onceki galigmalarda, hiicre kiiltiiriinde kitosan nanopartikiilleri birka¢ dakikadan 24
saate kadar izlenmis ve hiicrelere endositoz yoluyla girdikleri gozlemlenmistir. 24
saatin sonunda bir¢cok par¢anin endozomlardan kagtig1 ve sitozolde serbest oldugu
bulundu (Malatesta ve dig., 2012; Malatesta ve dig., 2014). Caligmamizda,
siprofloksasin yiiklii kitosan mikropartikiillerinin E. coli ve S. aureus’un hiicre
duvarina ve membran yapilarina zarar verdigi ve 24 saat iginde bakteri
sitoplazmasina  girdigi  goriilmiistiir. Ayrica, siprofloksasin  yiiklii kitosan
mikropartikiilleri BEAS-2B hiicrelerinde ¢ekirdek igine girmek ig¢in veya hiicre
membrant ile iligkili oldugu goriilmiistiir. Bagka bir ¢calismanin TEM analiz verilerine
gore, kitosan nanopartikiillerine maruz kaldiktan sonra, HeLa hiicrelerinde 14 giine
kadar yapisal hasar ve oliim gozlenmedi (Malatesta ve dig., 2015). Calismamizda,
BEAS-2B  hiicrelerinin 24 saat boyunca siprofloksasin yiikli  kitosan
mikropartikiillerine maruz kalmasindan sonra anlamli bir yapisal hasar goriilmedi.
Siprofloksasin yiiklii kitosan mikropartikiiller BEAS-2B hiicrelerinin ¢ekirdegine
girmesine ve mitokondri ve endoplazmik retikulum miktarinda bir azalmaya neden
olmasma ragmen, ¢ogunlukla mitokondriyal kristalarin saglikli izlenmesi hiicre
organel yapilarinin 24 saat i¢inde zarar gormedigini gosterir. AmB yiikli kitosan

mikropartikiillerle muamele edilen BEAS-2B hiicrelerinin siprofloksasin yiiklii
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kitosan mikropartikiiller ile muamele edilenlere kiyasla biraz daha fazla zarar
gordiigii gozlendi. Yine de zarar goren hiicreler yaninda saglikli goriinimde olan
hiicrelerinde varligt AmB’nin kullanilabilir oldugunun bir gostergesi olabilir. Ayrica,
mikropartikiillerin hiicre i¢ine alinmasi partikiillerin biiyiikliigline bagliydi ve sadece
200 nm’den kiiciik boyuttaki mikropartikiiller hiicrelere girebildi. 200 nm’den daha
az biiyiikliikte olan kitosan nanopartikiillerinin hiicresel alim1 diger iki ¢aligmada da

gosterilmistir (Malatesta ve dig., 2012; Malatesta ve dig., 2015).

Simdiye kadar, giimiis nanopartikiillerin uzun vadeli ve subtoksik doz maruziyetleri
tizerindeki etkilerini tespit etmeyi amaglayan az sayida ¢alisma yapilmistir. Glimiis
nanopartikiiller pg/mL konsantrasyonlarinda sitotoksik bir etkiye sahip olmamakla
birlikte, uzun siire maruz kalmanin tiim hiicre tiplerinin proliferatif kapasitesini
tehlikeye attig1 gosterilmistir (Vila ve dig., 2017). Ilag tasiyici sistemlerin, drnegin
nanopartikiillerin, in vivo uzun vadeli etkileriyle ilgili caligmalar Snemli ilgi
uyandirsa da, ¢ogunlukla nanopartikiillere maruz kalan hayvanlarin verimliligine
veya uzun Omiirliiliigiine odaklanilmistir, ancak altta yatan mekanizmalar daha az
anlagilmustir. Ilag tasiyict nanopartikiillerin biyogiivenligini tam olarak arastirmak
icin gelecekteki ¢alismalarda protein, glukoz ve lipid metabolizmasi lizerindeki uzun
vadeli etkilerini incelemek ve altta yatan mekanizmalar1 kesfetmek onemlidir (Chen

ve dig., 2014).
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4. SONUCLAR VE ONERILER

Pnomoni antimikrobiyal tedavi, destek tedavileri ve korunma yontemlerindeki
yeniliklere ragmen sik goriilmesi ve bazi gruplarda yliksek morbidite ve mortalite ile
seyretmesi nedeniyle 6nemlidir. Her yil yaklasik 450 milyon kisiyi etkilemekte ve
yaklasik 4 milyon kisinin &liimiine neden olmaktadir. Ozellikle bes yasiin altindaki
cocuklar, 65 yas tistli eriskinler ve altta yatan bir hastaligi bulunanlar artmis risk
gruplaridir. Pndmoniye neden olan etkenler siklikla bakteri, mantar ve viriislerdir.
Enfeksiyon disinda yakici madde inhalasyonu, radyasyon gibi fiziksel nedenler ve
asirt duyarlilik reaksiyonlar1 da akciger parankim dokusunun enflamasyonu nedeni

olabilirler ve pnodmonitis olarak adlandirilirlar.

Ne yazik ki, ileri tanisal incelemelere ragmen, hastalarin 6nemli bir kisminda ya
pnémoniye neden olan etken saptanamamakta ya da ge¢ saptanmaktadir. Pndmonide
erken ve uygun antibiyotik tedavisi mortaliteyi azaltmaktadir. Hastaligin erken
taninmasi, mikrobiyolojik Ornekler alindiktan sonra erken ve uygun tedavisi
hastaligin sonuclarin1 1iyilestirmek acisindan 6nem tasir. Bu nedenle pndmoni
hastalarinin ¢ogunun baglangi¢ tedavisi ampirik olarak diizenlenmektedir. Pnémonili
hastalarin tedavisi konusunda ortak bir yaklasim i¢in pek ¢ok iilkede ulusal veriler ve
saglik politikalar1  gdzoniinde bulundurularak tan1  ve tedavi rehberleri
hazirlanmaktadir. Cesitli kurulus ve dernekler son 10-20 yil icinde pndmoni tani1 ve

ozellikle tedavisi konusunda bir¢ok rehber yayimnlamistir (Akgay ve dig., 2017).

Gectigimiz son 30 yil boyunca, etkili ilag, peptid, protein ve DNA dagitimi i¢in
biyobozunur nano/mikro partikiillerin gelisimine artan bir ilgi olmustur. Tiim yapilan
caligmalardan anlasilacagi iizere bir ilacin biyobozunur polimerlerden yapilmis
nano/mikro partikiillerden salinmasi, farkli parametrelerin salim profilini 6nemli
Olclide etkileyebildigi olduk¢a karmasik bir islemdir. Sonu¢ olarak, birgok farkli
faktor bazen celigkili bir rol oynayabilir. Bu faktorler, polimer bozunma hizi,

molekiiler agirlik, kristallik, polimer ve ila¢g arasindaki baglanma afinitesi, ilag
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yiikleme kapasitesi, nano/mikro partikiil biiyiikliigii, ilacin hidrofilikligi veya
hidrofobikligi gibi 6zelliklerdir.

Ilag dagitim sistemlerinde siklikla karsimiza ¢ikan kitosan ise biyobozunur, biyolojik
olarak uyumlu ve toksik olmayan bir biyopolimerdir. Mukus, akciger hava yollarin
koruyan viskoelastik ve yapiskan bir jeldir. Kitosan tiim Ozelliklerinin yaninda
mukus penetran 6zelligi sayesinde pnomoni hastaligi tedavisinde nano/mikro tastyici
olarak bircok caligmada yer almistir. Kitosan gibi biyobozunur polimerlere
baglanmis veya bu tiir makromolekiillerin polimerik matrisinde dagilmis ilaglar,
polimerin erozyonu/bozunmasi ile salinabilir (Kumar, 2000). Mukus tabakasina
niifuz edebilen ve mukus temizleme mekanizmalarindan kagabilen, mukozal
dokularda lokalize tedaviler icin siirekli ilag dagitimi saglayabilen makrotasiyicilarin

tasarimi ve gelisimi 6nemlidir.

Bu veriler 1s18inda bakildiginda pnémoni hastaliginin diinyada 6énemli ve yasami
tehdit edici olmasi hala 6nemli bir sorundur. inhaler olarak akcigerlere ilag verilmesi
solunum yolu hastaliklar1 i¢in hedefe yonelik bir ilag¢ tedavisi sunmasinin yaninda
diisiik doz avantajini1 da saglamaktadir. Bu yiizden sistemik dolasima girmeden lokal
etki gosterebilen, insan sagligi icin ¢ok Onemli bir konu olan nanotoksikoloji
sorununun disinda olan ve uzun siireli ilag salimi saglayarak etki gosterebilen
antibiyotik ytiikli mikropartikiillerin hazirlanmas1 bu konunun arastirilmas1 ve

tizerinde ¢alisilmasi gerekliligi goriilmektedir.

Bu ¢alismada iyonik jellesme teknigi kullanilarak iyi yiikleme verimliligine sahip
fakat in vitro salim hizi diisiik olan siprofloksasin ve AmB yiiklii kitosan
mikropartikiiller hazirlandi. Sistemik sirkiilasyona ilerlemeden uygulanmak istenen
bolgede lokal etki gosterebilen ayn1 zamanda viicudun lokal savunma sisteminden
kagabilen uygun boyutta mikropartikiiller elde edildi. Siprofloksasin yiikli olan
kitosan mikropartikiiller pndmoni hastaligi etkenlerinden olan E. coli, P. aeruginosa
ve S. aureus gibi firsatci patojenik bakterilere ve hala diinyada pndmoni etkeni olarak
en sik karsilasilan S. pneumoniae’ye karsi antibakteriyel etkinlik gosterdi. AmB
yiikli kitosan mikropartikiiller de yine pndmoni hastaliginda firsat¢1 patojenlerden
biri olan C. albicans’a kars1 antifungitik etki gdsterdi. Antimikrobiyal olarak etkinlik

gosterdikleri dozlarda hem siprofloksasin yiiklii kitosan mikropartikiillerin hem de
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AmB yiiklii olan kitosan mikropartikiillerin saglikli insan akciger epitel hiicrelerine

sitotoksik olmadig belirlendi.

Bildigimiz kadariyla yaptigimiz g¢alisma, literatiirde siprofloksasin yiiklii kitosan
mikropartikiillerinin in vitro sitotoksisitesi iizerine yapilan ilk caligmadir. AmB
yiikli kitosan nanopartikiillerin sitotoksisitesini ¢alisan ise sadece tek bir caligsma
vardir. Bizim calismamizda elde edilen veriler, akcigerlerdeki firsat¢i patojenik
bakterilere kars1 lokal savunmada kullanilmasi amaglanan bu mikro tasiyicilarin
giivenligi hakkinda daha dogru bilgi verecek daha uzun sitotoksisite ¢alismalar1 ve in
vivo calismalar icin referans teskil edebilir. Bu calismada elde ettigimiz deney
sonuglar1 dogrultusunda mikropartikiillerin giivenli ve etkin kullanilabilirliginin
belirlenebilmesi i¢in gelecekte yapilmasi Onerilen caligmalar; kombine halde
antibiyotik yliklenmis kitosan mikropartikiillerin hazirlanmas1 ve karakterize
edilmesi, daha uzun siireli in vitro sitotoksik calismalar ve in vivo calismalar
yapilmasi, hatta bu mikropartikiillerin genotoksisitesine bakilmasidir. Tiim bu
calismalarla desteklenen veriler 1s1¢inda mikropartikiillerin lokal pulmoner
uygulamalar i¢in giivenli kullanilabilecekleri desteklenirse ticari olarak {iiretimleri

yapilabilir.

Sonug olarak yaptigimiz deneysel calismalarda amag; toplumsal olarak hala c¢ok
onemli bir hastalik olan pnomoni icin lokal olarak uygulanabilecek, yeni, insan
sagligi icin tehdit olusturmayan, giivenilir, maliyeti yliksek olmayan, {iretim
yapilabilecek mikrotagiyicilar i¢in bir temel olugturmaktir. Amacimiz dogrultusunda
kolay uygulanabilir, ekonomik ve giivenilir sonu¢ veren deney yOntemleri tespit
edilip calisilmistir. Gelecekte yapilmasi Onerilen ¢alismalar dogrultusunda da
pnoémoni tedavisinde giivenle kullanilabilecek, yiiksek dogruluk ve etkinlige sahip

mikropartikiillerin liretiminin yapilabilecegi diistiniilmektedir.
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