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Mikroorganizmalarin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan etkin maddeler,
antimikrobiyal terapotikler olarak adlandirilirlar. Son yillarda antimikrobiyal terapétiklere
kars1 gelisen diren¢ nedeniyle, alternatif olarak antimikrobiyal peptit (AMP)’ler
kullanilmaya baglanmigtir. AMP’ler hiicre membram ile etkileserek, hizli bir sekilde
bakteri 6liimiine neden olmaktadirlar. Lipozom formiilasyonlar:1 hiicre membranina benzer
yapilar1 nedeniyle dermal penetrasyonu arttirirlar.  Bu amacla, AMP yiiklii lipozom
formiilasyonlar1 ile penetrasyonun artirilmasi ve etkin maddenin c¢evresel faktorlerden
korunmasi hedeflenmigtir. ~ Nisin, Gram pozitif ve Gram negatif patojenlerine kars:
antimikrobiyal aktiviteye sahip bir peptittir. Ozellikle dermal enfeksiyonlarin en yaygin

patojeni olan Staphylococcus aureus (S. aureus)’un inhibisyonunda oldukga etkilidir.

Antimikrobiyal ilaglar tek basina kullanildiginda diren¢ gelisimine neden olmakta ve uzun
stiren tedavi boyunca etkinlik bakimindan yetersiz kalmaktadir. AMP ve ila¢ kombinasyon
yaklagimlari ile diren¢ gelisimi olasiliginin azaldig1 ve klinik sonuglarin anlaml bir sekilde
iyilestigi gozlenmistir. Azitromisin (AZM), genis spektrumlu makrolid grubu bir antibiyotik

olup, diisiik ¢oziiniirliik 6zelliklerine sahiptir. Ayrica, S. aureus’un en fazla direng gelistirdigi
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antibiyotik olmasiin yanisira, oral yolla alindiginda pek cok istenmeyen yan etkilere
neden olmaktadir. Bu nedenle, enfeksiyon tedavisinde topikal uygulamasinin bir avantaj

olabilecegi diisliniilmiistiir.

Tez c¢alismasi kapsaminda, ilk asamada; Nisin ve AZM igeren lipozomlar farkli
lipitler (Egg PC, Soy PC, Lipoid S100, Fosfolipon 90G, DPPC ve Lipoid S75)
kullanilarak hazirlanmis ve karakterizasyon (partikiil biiyiikliigii, polidispersite indeksi
ve zeta potansiyel Ol¢iimleri, morfolojik 6zellikler, enkapsiilasyon etkinligi ve stabilite)
caligmalar1 yiiriitiilmiigtiir. Optimize edilen formiilasyon ile in vitro salim (IVRT), ex
vivo permeasyon (IVPT) ve floresan mikroskop goriintiileme caligmalarina gegilmistir.
Egg PC ve Lipoid S75 ile hazirlanan AZM yiiklii lipozom formiilasyonlarinin (sirasiyla
127.5+10.22 nm ve 88.13+1.82 nm) homojen dagilim gosterdigi (PDI~0.2) ve 1 ay
boyunca stabil (~-30 mV) kaldig1 belirlenmistir. IVRT caligmalarinda 24.  saatin
sonunda Egg PC lipozomlar1 icin yaklastk 200 pg/cm? ve Lipoid S75 lipozomlari
icin 250 pg/cm? AZM’nin saliverildigi gozlenmistir. Ikinci asamada; optimize edilen
lipozomlarin dermal hiicre hattinda (Epidermal Keratinosit-HaCat ve Human Dermal
Fibroblast-HDF) biyouyumluluk analizleri yapilmigtir.  Calisma sonucunda, kombine
lipozomlarda biyouyumluluk artisi, formiilasyonda yer alan nisin varligina dayandirilmistir.
Uciincii asamada; lipozom formiilasyonlarmin deri ile etkilesimleri, insan kadavra derisinden
izole edilen Stratum Corneum (SC), kullanilarak Kuartz Kristal Mikrobalans-Dissipasyon
(QCM-D) teknigi ile degerlendirilmistir. Ila¢ yiiklii lipozomlarda, bos formiilasyonlara
kiyasla anlamli bir kiitle artis1 (Af) tespit edilmistir. Nisin yiiklii lipozomlarin, SC etkilesimi
sonucunda yiizey viskoelastik (AD) o6zelliklerini arttirdigi saptanmigti.  Son asamada
ise; S. aureus’a kars1 antimikrobiyal aktivite ve biyofilm eradikasyon degerlendirmeleri
yapilmistir. Kombine lipozom formiilasyonunun, serbest nisin ve AZM iceren kontrol
cozeltisine kiyasla mikrobiyal inhibisyon zonunu arttirdig1 belirlenmistir. AZM iceren
lipozom formiilasyonlari, serbest etkin madde iceren kontrollere kiyasla antibiyofilm etkiyi

iyilestirmisgtir.

Sonug olarak, antimikrobiyal etkinlik ve giivenirlik calismalar ile degerlendirilmis nisin

ve AZM yikli kombine lipozom formiilasyonlar ile, sinerjik etkili ve yenilik¢i bir
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formiilasyon gelistirilmistir. Topikal formiilasyonlarin insan kadavra derisi ile etkilesim
mekanizmalar1 hakkinda bilgi saglayacak QCM-D analizi, yeni bir yontem olarak ilk defa
literatiire kazandirilmistir. Bu teknik, 6zellikle nanoformiilasyonlarin dermal etkilesim
performanslarinin, klinik Oncesi ex-vivo calismalar ile degerlendirilmesinde onemli bir

teknik olarak sunulmustur.

Anahtar Kelimeler: Nisin, Azitromisin, Lipozom, QCM-D, Antimikrobiyal aktivite.
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ABSTRACT

DEVELOPMENT OF LIPOSOME FORMULATIONS CONTAINING
COMBINATION OF ANTIMICROBIAL PEPTIDE AND ANTIBIOTIC

Dilek GUNGOR

Doctor of Philosophy, Department of Nanotechnology and Nanomedicine
Supervisor: Prof. Dr. ipek EROGLU
2024, 154 pages

In the treatment of infections caused by microorganisms, active substances are referred to as
antimicrobial therapeutics. Due to the increasing resistance to antimicrobial therapeutics in
recent years, AMPs have emerged as an alternative. AMPs interact with the cell membrane,
causing rapid bacterial death. Liposomal formulations, due to their structural similarity
to cell membranes, enhance dermal penetration. Therefore, AMP-loaded liposomal
formulations aim to increase penetration and protect the active substance from environmental
factors. Nisin is a peptide with antimicrobial activity against both Gram-positive and
Gram-negative pathogens. It is particularly effective in inhibiting Staphylococcus aureus (S.
aureus), the most common pathogen in dermal infections. When used alone, antimicrobial
drugs often lead to resistance development and show limited efficacy during prolonged
treatments. Combination approaches involving AMPs and drugs have been shown to reduce
the likelihood of resistance development and significantly improve clinical outcomes. AZM,
a broad-spectrum macrolide antibiotic, has low solubility and is one of the antibiotics with
the highest resistance rates developed by S. aureus. Additionally, oral administration of
AZM often results in undesirable side effects, making its topical application advantageous in
infection treatment.
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In the first stage of this thesis study, liposomal formulations containing nisin and AZM
were prepared using different lipids (Egg PC, Soy PC, Lipoid S100, Phospholipon 90G,
DPPC and Lipoid S75). Characterization studies, including PS, PDI,ZP, morphological
properties, encapsulation efficiency, and stability, were performed. With the optimized
formulation, studies on in vitro release, ex vivo permeation, and fluorescence microscopy
imaging were conducted. It was determined that AZM-loaded liposomes prepared with Egg
PC and Lipoid S75 showed homogeneous distribution (127.5+10.22 nm and 88.13£1.82
nm, respectively, with PDI~0.2) and remained stable (~-30 mV) for 1 month. IVRT studies
revealed that approximately 200 pig/cm? AZM was released from Egg PC liposomes, and 250
pg/cm? from Lipoid S75 liposomes after 24 hours. In the second stage, the biocompatibility
of optimized liposomal formulations was analyzed using dermal cell lines (HaCat and
HDF). Results indicated that the high biocompatibility of the combined liposomes was
attributed to the presence of nisin. In the third stage, the interaction of liposomal
formulations with the skin was evaluated using QCM-D technology, with the SC isolated
from human cadaver skin. Drug-loaded liposomes showed a significant mass increase (Af)
compared to empty formulations. Nisin-loaded liposomes demonstrated increased surface
viscoelastic properties (AD) upon interaction with the SC. Finally, antimicrobial activity and
biofilm eradication against S. aureus were evaluated. The combined liposomal formulation
showed increased microbial inhibition zones compared to control solutions containing free
nisin and AZM. Additionally, AZM-loaded liposomal formulations demonstrated enhanced

antibiofilm effects compared to controls containing free active substances.

In conclusion, synergistic and innovative nisin- and AZM-loaded liposomal formulations
were developed, validated by antimicrobial efficacy and safety studies. QCM-D analysis,
introduced for the first time, offers insight into the interaction of topical formulations with
human cadaver skin. This technique is a key tool for assessing nanoformulations’ dermal

interactions in preclinical ex vivo studies.

Keywords: Nisin, Azithromycin, Liposome, QCM-D, Antimicrobial activity.
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Dilek GUNGOR
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1. GIRIS

Enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan antibiyotiklere karsi mikroorganizmalar tarafindan
geligtirilen antibiyotik direnciyle miicadele etmek icin bakteriyel diren¢ gelistiren
mekanizmalarin iistesinden gelen antimikrobiyal etkinligi arttirilmis formiilasyonlara olan
ihtiyac giin gectik¢e artmaktadir. Enfeksiyonlarla miicadelede en onemli silahlardan olan
antibiyotiklerin bilingsiz kullanima bagli olarak direng gelistiren tiirlerin artmasina ve bu

tiirlerin neden oldugu hastaliklarla miicadelenin zorlasmasina neden olmaktadir.

Diinya Saglik Orgiitii (WHO)’niin 2018 yilinda yayinladig1 rapora gore; Avrupa bolgesindeki
45 ilke arasinda Tiirkiye, %38.18 (1000 kisiye diisen tanimlanan giinliik doz) ile en yiiksek

antibiyotik tiiketimine sahip iilke konumundadir [1].

Deri viicudumuzu enfeksiyondan, dehidrasyondan, harici kimyasallardan ve fiziksel
hasarlardan korumak i¢in giiclii bir bariyer gorevi saglamaktadir [2, 3]. Ancak, viriis, bakteri
ve mantar kaynakli cilt enfeksiyonlar1 her giin milyonlarca insam etkilemektedir. Ozellikle
yara, yanik, cerrahi operasyon gibi durumlar sonrasinda deri, enfeksiyonlara karsi duyarl
hale gelmekte ve olusan dermatolojik problemler i¢in klasik topikal yaklagimlar (krem,
merhem, jel vb.) yetersiz kalmaktadir. Sistemik tedavi ile etkin bir tedavi saglansa da uzun
siiren tedavi sonrasit goriilen yan etkiler nedeniyle hasta uyuncu azalmaktadir. Son yillarda

topikal uygulamaya yonelik yenilik¢i yaklagimlara duyulan ilgi giderek artmaktadir [4, 5].

Derinin en iist katmani olan SC; seramid, yag asitleri ve kolesterol iceren interseliiler lipid
tabakasi ve keratinositlerden olugsmaktadir [2, 4]. Bu bariyer tabakadan, lipofilik ve kiigiik
molekiillii ilaclarin penetrasyonu daha kolay olsa da hidrofilik molekiiller ve proteinler gibi
bilesikler i¢cin gecis oldukca kisithdir [2, 6]. Son yillarda nanotasiyict sistemler ile bu
sorunun iistesinden gelmek ve SC tabakasindan permeasyonu/penetrasyonu arttirarak ilacin
etkinligini arttirmak yoniinde pek ¢ok calisma yapilmistir. Nano tasiyicilar ile, ozellikle

yarilanma omrii kisa ilaglarin kontrollii salim1 saglanmig ve stabilitesi arttirilmistir [4, 7].

Lipozomlar, biyopargalanabilir, biyouyumlu ve biyolojik membranlara benzer yapilari,
penetrasyon artirma ve hedefleme 6zellikleri nedeniyle, etkili nano-tastyici sistemler olarak
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dikkat cekmektedirler. Lipozomlarin temel yapilarini fosfolipitler olusturmaktadir ve
kendiliginden olusan, lipit molekiillerinden meydana gelen, disperse edildikleri sulu fazda
ilact hapseden, lipit cifte tabakadan olusmus kolloidal partikiillerdir [8]. Genellikle
lipozomlar; fosfolipidler (dogal, sentetik, yar1 sentetik kaynakli) yaninda, yiik vericiler
(pozitif, negatif) ve kolesterol gibi kimyasal bilesenlerden olugsmaktadir[9]. Lipozomlar
tabaka olusturma, ekstriizyon, ters faz buharlastirma, emiilsiyon olusturma, enjeksiyon,
stiperkritik ¢ozeltisi ve diyaliz yontemi gibi pek cok yontemlerle hazirlanabilmektedir.
Sonikasyon yontemi ile biiylikk tek tabakali veya kiiciik tek tabakali vezikiillere

kiiciiltiilebilmektedirler [10-12].

Son yillarda cilt enfeksiyonlarinin tedavisinde, antibiyotiklere karsi gelisen direng nedeniyle,
alternatif olarak AMP’ler kullanilmaya baglanmistir [13, 14]. AMP’ler, bakteri tiirlerince
ribozomlarda sentezlenen, genellikle 12 ve 50 aminoasit dizisi arasindaki peptit yapilar
olup amfoterik veya katyonik karakterli kisa zincirli bilesiklerden olusmaktadir. AMP;
aminoasit dizilisleri, uzunlugu, salgilanma ve olusum mekanizmalari, translasyon sonrasi
modifikasyonlarin varligi ve antimikrobiyal aktivitelerine gore farklilik gostermektedirler.
Bu peptitler, geleneksel antibiyotik tedavisini tamamlamakta ve diren¢ gelisimini
onlemektedirler. Etki siiresi hizli oldugundan topikal deri enfeksiyonlari, oral mukositis,

akciger enfeksiyonlar1 ve kanser tedavisinde yenilik¢i tedaviler olarak gelistirilmiglerdir.

AMP’lerin bakterisidal etkisi, temel olarak elektrostatik kuvvetlerin 6nemli bir rol
oynadig1 bakteriyel membran ile etkilesimlerinden kaynaklanmaktadir. Spesifik olarak,
AMP iizerindeki pozitif yiik, bakteri membranindaki negatif yiiklii lipit bilesenleri
ile giicli bir sekilde etkileserek AMP’in membrana girmesine izin vermektedirler.
Boylece membrandaki lipitlerin yeniden diizenlenmesine neden olur, bakteriyel zarin
morfolojisindeki degisikliklerden sonra, zarda gézeneklerin olusumu goriilmektedir. Ayrica,
membran yapisinda lokal bozulmalar/kopmalar goriilmektedir. ~ AMP’in bakterisidal
mekanizmasi sadece bakteriyel zarin gecirgenligi ile iligkili de8ildir. Ayni zamanda AMP
membran lipit ¢ift tabakasina yerlesebilmekte, sitoplazmaya girebilmekte ve hiicre ici
hedeflerle etkilesebilmektedir. Bu etkilesim metabolizmay1 diizenleyen proteinlerin iglevini

degistirerek bakterisidal etkiye neden olurmaktadir. AMP’in bakterisidal mekanizmasi
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spesifik olmayan etkilesimler icerdiginden, direng gelisimi goriilmemektedir [15, 16]. Ancak
intravenoz olarak uygulandiginda AMP’lerin nefrotoksisite ve norotoksisiteye neden oldugu
ve konvansiyonel antibiyotiklere kiyasla kisa bir yar1 dmre sahip oldugu gosterilmistir [17].
Bu nedenle calismamizda, AMP’nin lipozom formiilasyonlar: i¢inde enkapsiile edilerek,

topikal olarak uygulanmas1 amag¢lanmustir.

Nisin, Lactococcus ve Streptococcus tiirlerine ait bir grup Gram pozitif bakteri tarafindan
iretilen antimikrobiyal peptittir [18—20]. Nisin, 5 lantionin halkas1 ve 34 amino asit kalintisi
iceren lantibiotiklerin termostabil peptit grubunda yer almaktadir [21]. Nisin, mRNA’dan
sentezlenen Tip A (I) lantibiyotik olarak siniflandirilir ve translate olmus peptit, translasyon

sonras1 modifikasyonlar nedeniyle birka¢ olagandis1 amino asit icermektedir [19].

Nisin, ABD Gida ve Ilag Dairesi (FDA) onayli ve klinik kullamm igin tanimnmig
potansiyele sahip Genel Olarak Giivenli Kabul Edilen (GRAS) listesinde yeralmais, sertifikali
peptittir. Nisinin hastalikla iligkili hem Gram pozitif hem de Gram negatif patojenlere
kars1 antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir [19]. Farkli ¢alismalara gore,
nisin molekiillerinin bakteri ylizeyine adsorpsiyonu ve membran yapisin1 bozmasi nisinin
antimikrobiyal aktivitesinin ana mekanizmasidir. Nisin molekiiliiniin bakteriyel duvar
biyosentezinin 6ncii molekiilii olan lipid II’ye baglanmasi1 hem nisinin bakteriyel zar boyunca
sizmasini saglamakta hem de bakteriyel duvar sentezini inhibe etmektedir. Ayrica nisin-lipid
IT kompleksi bakteriyel zarda gozenek olusturan bir mekanizmayr baslatmaktadir [20].
Ayrica, nisinin antibiyofilm ozelliklerine sahip oldugu ve geleneksel terapotik ilaglarla

kombinasyon halinde sinerjik olarak ¢alisabildigi bildirilmigtir [19].

Her ne kadar nisin ticari olarak gida koruyucu olarak uygulanmis ve klinik ortamda topikal
uygulama potansiyeli gosterilmis olsa da fizyolojik pH’da (pH=7.4) diisiik coziiniirliigii ve
stabilitesi nedeniyle kullanimi sinirlanmigtir. Diger taraftan; nisin yiiklii nanoformiilasyonlar
serbest nisin ile karsilastirildiginda, nisinin Brain Heart Infusion agarindaki antimikrobiyal
aktivitesinin ve stabilitesinin Onemli 6l¢iide arttig1 gozlenmistir [22—-25]. Bu bilgiler 1s181nda,

tez kapsaminda nisin’in nanotasiyici sistemler olan lipozomlar icerisinde enkapsiile edilerek,



antimikrobiyal etkinliginin ve stabilitesinin (sicaklik, pH, oksijen, 1s1k, karistirma, enzimler

ve metalik iyonlara kars1 dayaniklilik) arttirilmasi hedeflenmistir [20, 26].

Farkli ilaglarin bir arada verilmesi sinerjizm veya antagonizmaya yol agmaktadir. Sinerjik
bir yanitta, kombinasyon, tek bir ilaca gore onemli Olciide daha giiclii bir etkiye sahiptir.
Bir patojenin ayni anda birden fazla antibiyotige diren¢ gelistirmesi olasi olmadigindan,
klinik sonuglar1 anlamli bir sekilde iyilestirmekte ve direng gelisimi olasiligini azaltmaktadir.
Kombinasyon karisimini dogru bir sekilde secmek ¢cok 6nemli bir adimdir ve AMP’ler cesitli
enfeksiyonlarin tedavisi i¢in klasik antibiyotiklerle kombinasyon halinde kullanilacak umut
verici bir bilesik siifi olarak giderek dikkat ¢ekmektedir. Son yillarda, bir¢ok calisma,
kombine AMP-antibiyotik tedavisinin yararlarini, ¢oklu ilaca direncli ve biyofilm olusturan
organizmalarin basarilt bir sekilde ortadan kaldirilmasina, diren¢ gelisiminin 6nemli dl¢iide
azaltilmasina baglamistir. Mikrobiyal hiicre zarinin antibiyotik gecirgenliginin diisiik olmasi
yaninda, pek cok AMP zarlar iizerine etki ederek zarlarin yapilarini bozmaktadir ve

boylece kombine AMP-antibiyotik tedavisiyle, antibiyotigin biyoyararlanimi arttirilmaktadir

[27, 28].

Tez calismasi kapsaminda antibiyotik olarak AZM ile c¢alisilmistir. AZM, eritromisinden
tiiretilen, 15 iiyeli akton halkasiyla sonuclanan yari sentetik bir makrolid antibiyotiktir
ve azalid antibiyotik sinifimin ilk tiyesi olarak simiflandirilir. AZM, rRNA’ya baglanir ve
bakteriyel protein sentezini inhibe ederek bakteriyostatik/bakterisidal etki gosterir. Ayrica
ribozomal protein sentezinin inhibisyonu ile biyofilm olusumunu 6nler. Hem Gram negatif
hem de Gram pozitif mikroorganizmalara kars1 etkili oldugunu kanitlanmistir [29-31].
Genis bir plazma dagilim hacmine ve diisiik suda ¢oziiniirliik 6zelligine sahiptir (2.37mg/L).
Yaklagsik %30 oraninda plazma proteinlerine baglanir ve diisiik oral biyoyararlanim (%17-37)
gosterir. Oral kullanimi oldukca yaygin olsa da ilaca kars1 gelisen antimikrobiyal direnc
yaninda, kardiyovaskiiler ve gastrointestinal yan etkileri nedeniyle kullanimi kisithdir [32].
Bu nedenle topikal uygulanmasina yonelik yapilan ¢alismalar dikkat ¢cekmekte olup, AZM
yiiklii lipozom formiilasyonun serbest AZM’ye kiyasla Escherichia coli suglarina karsi
bakteriyosidal aktivitede artisa neden oldugu gosterilmigtir. Ayrica, biyofilm olusumunu

azaltti@1 ancak serbest AZM kadar etkili olmadig1 gosterilmistir [27, 31].
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Biitiin bu bilgiler 1s181nda tez kapsaminda; nisin ve AZM iceren lipozom formiilasyonlari
tasarlanmis ve enfeksiyon tedavisine yonelik, sinerjik etkili bir formiilasyon gelistirilmistir.
Bu nisin/AZM kombine lipozom formiilasyonu ilk defa gelistirilmis olup, tez calismasinin

Ozgiin degerini olusturmaktadir.

Enfeksiyon tedavisinde, oral yaklasimlar kullanilan antibiyotige bagli ciddi yan etkiler ve
direng gelisimi olusturmasi nedeniyle, konvansiyonel yaklagimlar ise tek bir etkin madde ile
etkin olmayan tedavi ve hiicrelere diisiik penetrasyon gibi nedenlerle yetersiz kalmaktadirlar.
Ayrica sik kullanim ve uzun siiren tedavi boyunca hasta uyuncunda yasanan problemler de
onemli yer tegkil etmektedir. Bu nedenlerle; tez calismamizda gelistirilen lipozomlar ile hem
penetrasyon/permeasyonun arttirtlmast sonucunda uygulama sikliginin azaltilarak hastanin
tedavi uyuncunun arttirilmasi ve doza bagh yan etki goriilme sikliginin azaltilmasi, hem de
AMP ve antibiyotik kombinasyonu nedeniyle ilaca bagh direng¢ gelisiminin 6nlenmesi daha

etkin bir tedavi secenegi sunmasi bakimindan yenilik¢i bir yaklasim olmaktadir.

Hazirlanan lipozomlarin ozellikle SC bariyerini asarak derinin istenen tabakalarina
gecebilmesi tedavi etkinliklerinin belirlenmesi agisindan ¢ok Onemlidir.  Bu nedenle
calismalarimiz sirasinda Franz difiizyon hiicreleri kullanilarak formiilasyonlarin salim
ve permeasyon Ozellikleri incelenmis ayrica permesyon/penetrasyon Ozellikleri floresan

mikroskop goriintiileme calismalari ile birlikte degerlendirilmistir.

SC, formiilasyonlarin uygulandigi ilk tabaka olmasi ve bariyer fonksiyonu gozoniine
alindiginda; formiilasyon etkinliginin degerlendirilebilmesi agisindan, formiilasyonlarin
SC ile etkilesimini aydinlatmak Oonem tasimaktadir. Bu amacla QCM-D teknigi ilk kez
kullanilarak formiilasyonlarin SC tabakasi ile etkilesimleri incelenmistir. Formiilasyonlar,
kadavra derisinden izole edilen SC tabakasiyla modifiye edilmis kuartz kristal yiizeyine

uygulanmig, SC-formiilasyon etkilesimi QCM-D teknigi ile izlenmistir.



1.1. Arastirmanin Amaci ve Kapsam

Arastirma Sorusu

“Lipozomlarin yapisal istiinliikleri ve avantajlari géz Oniine alindiginda, gelistirilmesi
planlanan nisin ve AZM yiiklii kombine formiilasyonlarin enfeksiyon tedavisindeki rolii
nedir?” sorusu projenin ana aragtirma sorusudur. Ayrica QCM-D teknigi, lipozomlarin
etkinliklerinin degerlendirilmesi icin yeni bir ara¢ olarak kullanilabilir mi?” sorusu

projemizin bir diger arastirma sorusudur.
Hipotez

Antimikrobiyal tedavilerde; AMP/ilag kombinasyonunun kullanilmas ilag diren¢ gelisimi
olasihigint diigiirtir. Topikal uygulamalar i¢in tasarlanmis, AMP/ilag kombinasyonunun
nanotastyict (lipozomal) sistem ile uygulanmasi, etkin maddelerin derinin hedef tedavi

katmanina ulagmasi i¢in SC bariyerini gecmesini saglar.
Aragstirmanin Amact

AMP (nisin) ve ilag¢ (AZM) iceren kombine etkili lipozomal formiilasyonlarin tasarlanmasi
ve bu tasiyici sistemin penetrasyon/permeasyon Ozelliklerinin detayl olarak incelenerek
(Franz difiizyon, konfokal mikroskop ve QCM-D teknikleri kullanilarak) etkinliklerinin
belirlenmesidir. Boylece, etkinlik ve giivenilirlik degerlendirmeleri tamamlanan lipozom
formiilasyonlarinin topikal uygulanmasiyla sinerjik etkili, enfeksiyon riskini ortadan
kaldirabilecek bir tedavi yaklagimi gelistirilmesidir. Peptit yiiklii lipozom formiilasyonlari ile
hiicre icerisine penetrasyonun arttirilmasi, muhtemel toksik etkilerin dnlenmesi ve peptitin

cevresel faktorlerden korunmasi amaglanmastir.

Arastirmanin Hedefleri

* Peptit yapisinda olan antimikrobiyal etkili nisin’in lipozom yapisina yiiklenmesi ile

hiicre i¢ine penetrasyonun arttirilmast,

* Nisin’in lipozom yapisina yiiklenmesi ile olasi1 toksik etkilerinin 6nlenmesi,
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* Nisin’in lipozom yapisina yiiklenmesi ile proteolizden korunmasi,

* Yiiksek dozda ve tekrarlayan nisin uygulamasinin 6niine gegilerek, AMP yapisina

bagl olusabilecek immiin yanitin azaltilmasi,

* AMP/ilag kombinasyonlar: ile diren¢ olugsma riski bulunan antibiyotik kullanimina

alternatif gelistirilmesi
* Sinerjik etkili formiilasyonlar ile mikrobiyal biyofilm olusumunun 6nlenmesi

* Konvansiyonel formiilasyon ile kiyaslanarak hazirlanan lipozom formiilasyonlarinin

etkinliklerinin kargsilagtirilmasi

Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterilere bagli gelisen enfeksiyonlarin tedavisinde
etkili, antibiyotik direnci olusturmayan alternatif bir formiilasyon gelistirilmis olacaktir.
Gelistirilmesi planlanan bu formiilasyon ile, sistemik etkili antibiyotik kullanimina gerek
duyulmaksizin, lokal etkili, yan etki goriilme olasiligini azaltan, enfeksiyon tedavisinde
kullanilabilir yenilik¢i bir sistem Onerilecektir. Calismamiz, gerek dozaj formu gerek
Ogrenilen ve gelistirilen QCM-D yontemi agisindan bilimsel ve teknolojik anlamda yenilik

icermektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Deri ve Yapisi

Deri, viicudumuzu enfeksiyondan, nem kaybindan, kimyasallardan ve fiziksel hasarlardan
koruyan giiclii bir bariyer fonksiyonu iistlenmektedir[2, 3]. Deri, embriyonik katmanlardan
tiireyen hiicrelerin ve ekstraseliiler matriksin etkilesimiyle olusan, viicut bolgelerine 6zgii
farklilagmig yapiya sahip karmasik bir organdir[33]. Farkli hiicre tiplerinden olusan bu ¢ok
katmanli yapi, her biri belirli fonksiyonlar1 yerine getirmek i¢in 6zellesmis hiicre tiplerinden
olugmaktadir. Genel olarak kategorize edildiginde, bu katmanlar distan ice dogru sirasiyla
epidermis, dermis ve hipoderm olmak iizere ii¢ ana boliimden olusmaktadir. Tlaglarm
deriye gecisi ve deri tabakalarindaki dagilimi, hem derinin yapisal 6zellikleri hem de ilacin

fizikokimyasal ozellikleri tarafindan 6nemli 6l¢iide etkilenmektedir[34].

SC, viicudun organlarini ve dokularini dig ortamdan ayiran ve boylece olasi tehlikelere karsi
hayati bir bariyer fonksiyonu iistlenen karmasik bir yapidir[35]. Derinin en iist katmani olan
bu tabaka, temel olarak lifsi proteinler, seramidler, kolesterol ve yag asitlerinden olusan lipit
matrikse gomiilmiis keratinositlerden olusmaktadir[4, 36-38]. SC’nin biitiinliigii, komsu
korneositlerin yanm sira SC tabakasi diizlemindeki yapilar1 da kilitleyen bircok 6zellesmis
hiicre aras1 protein olan korneodesmozomlar araciligiyla saglanmaktadir[39]. SC yapisinin

bariyer fonksiyonunda, yapisinda yeralan lipidler rol oynamaktadir[40].

SC’nin bu yapusi, ilaglarin dermal emilimi i¢in birincil yol olarak hizmet etmektedir. Boylece
ilaglarin hedef bolgeye ulagmasi, potansiyel intradermal etkilesimi veya sistemik dolagima
katilabilmesi icin asilmasi gereken ilk engel gorevi gérmektedir[36, 37]. Lipofilik ve
kiiciik molekiil yapili ilaclarin SC tabakas1 iizerinden gecisi daha kolay olmakla birlikte,
proteinler gibi hidrofilik molekiillerin gegisi ¢ok simirhdir[2, 6]. Ilaglar, SC iizerinden
gecerken farkli yollar izleyebilse de molekiiler agirlik, ¢oziiniirliik ve molekiiler yapilarin
penetrasyon / permeasyon oranlarini 6nemli dlciide etkiledigi agiktir ve farkli ajanlarin farkl
yollar1 benimseyebilecegi muhtemeldir[35]. SC sahip oldugu benzersiz 6zellikleri sayesinde,
kiiciik molekiil agirliklarindaki (MmW < 500 Da) ve ilimh lipofilik 6zellikler (logP=1-3)
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gosteren aktif maddelerin etkili emilimini gerceklestirmektedir. Biyomakromolekiillerin
dermal penetrasyonu, yiiksek molekiiler agirliklart (300- 1.000.000 Da arasinda degisen)

ve amfifilik 6zellikleri nedeniyle neredeyse tamamen sinirlidir.

2.2. Lipozomlar

Kontrollii salim teknolojilerine olan talep arttik¢a, hassas dagilim Ozelliklerine sahip
nano yapilar olusturmak icin belirli ozelliklere sahip yeni malzemelere olan ihtiyac da

artmaktadir[41].

Lipozomlar, hiicre zarlarim1 andiran ve hem lipid hem de sulu fazlar iceren ila¢ tasima
sistemleridir. ~ Yapilarindan dolayi, suyla ¢oziinebilen, lipidle c¢oziinebilen ve amfifilik
malzemelerin kapsiilleme, tasima ve saliminda kullanilirlar[41]. Farkli hidrofilik 6zelliklere
(hidrofilik, amfifilik veya hidrofobik maddeler) sahip bilesikleri kapsiile etme yetenegi;
kiiciik ve basit kimyasallardan proteinler gibi biiyiik ve kompleks molekiillere kadar
cesitli, biyolojik olarak etkin bilesikleri kapsiile etme yetenegi; aymi anda birden fazla
etkin bilesik yiikleyebilme kapasitesi; bilesenleri cesitlendirerek esnek ve rijit yapiya
sahip keseler olusturma; yiizey modifikasyonu ile akilli tasiyici sistemlerin gelistirilmesi;
biyolojik uyumluluk, biyolojik parcalanabilirlik, diisiik toksisite, artmis ¢oziiniirliik, artmig
biyoyararlanim ve kapsiillenmigs aktif farmasotik bilesenlerin stabilitesinin artirilmasi gibi
bir dizi avantaja sahiptirler. Lipozomlar tiim bu avantajlariyla ilgi c¢ekici tasiyicilar

yapmaktadir[42].

Lipozomlar, terapotik ajanlarin deriye taginmast icin etkili tagiyicilar olarak bilinmektedirler.
Lipozomlarin bilesenleri ile deri lipitleri arasindaki benzerlik, lipozomlarin epidermis
tarafindan kolayca emilmesini ve derin deri katmanlarina niifuz etmesini saglamaktadir.
Ayrica, lipozom yapisindaki lipidlerin SC’deki hiicresel lipidlerle molekiiler karigimu,
deri nemlendirme etkisini artirmaktadir. Lipozomlarin topikal uygulanmasi nemlendirme,
gelistirilmis lokal etkiler, istenmeyen sistemik yan etkilerin azaltilmasi, biyodegredasyon ve

biyouyumluluk gibi bircok avantaj sunmaktadir[6].



Fosfolipidler, lipozomlarin temel yapilarmi olusturmaktadir.  Ilaci kapsiillemis halde
bulunan lipid molekiilleri, sulu faz icerisinde dagildiklarinda, lipit ¢ift tabakadan olusan
kolloidal parcaciklar olusturmaktadir[8]. Fosfolipidler, fosfatidilkolin, fosfatidiletanolamin,
fosfatidilinositol, fosfatidilgliserol, fosfatidik asit gibi bilesenlerden olusabilmektedir.
Genellikle lipozomlar; dogal, sentetik, yari-sentetik kokenli fosfolipidlerin yani sira yiik
tastyicilar (pozitif, negatif) ve kolesterol gibi kimyasal bilesenler igerebilmektedir[9].
Lipozomlar, ince tabaka olusturma, ekstriizyon, ters faz buharlasma, emiilsifikasyon,
enjeksiyon, siiperkritik ¢ozelti ve diyaliz yontemi gibi birgok farkli yOntemle

hazirlanabilmektedir.

Sonikasyon ile biiylik unilaminal vezikiiller (LUV) veya kii¢iik unilaminal vezikiiller (SUV)

haline getirilebilmektedirler[10—12].

2.3. Antimikrobiyal Peptitler

AMP’ler, canli organizmalarin ¢ogunda bulunan ve dogal bagisiklik sisteminin Onemli
bir bilesenini olusturmaktadirlar. AMP’lerin antimikrobiyal etkinligi; bakteriler, viriisler,
parazitler ve mantarlar dahil olmak iizere genis yelpazede bir ¢cok canliya kars1 savunma

yetenegi saglamaktadir[43].

Son yillarda AMP’ler, antibiyotiklere karsi diren¢ nedeniyle deri enfeksiyonlarinin
tedavisinde alternatif olarak kullanilmaktadir[14, 44]. AMP’ler, genellikle 12 ila 50 amino
asit dizisi arasinda deisen sayida aminoasit iceren amfoterik veya katyonik karaktere
sahip peptit yapilar1 olup ribozomlarda sentezlenen kisa zincirli bilesiklerdir. Amino asit
dizisi, uzunluk, salgilama ve olusum mekanizmalari, post-translasyonel modifikasyonlar ve
antimikrobiyal aktivitelerine gore farklilik gostermektedir. AMP’lerin siniflandirilmasinda
etki mekanizmasi, 1siya ve enzimlere direng, molekiiler kiitle ve post-translasyonel olarak
modifiye edilmis amino asitlerin varlig1 temel faktorleri olusturmaktadir. AMP’ler temel
olarak; siif I (lanthionine gibi siradisi bir amino asit igerdikleri i¢in lantibiyotikler olarak
adlandirilan ve 5 kDa’nin altinda olan), simif II (lanthionine icermedikleri icin lantibiyotikler

olarak adlandirilmayan ve 10 kDa’nin altinda olan 1siya dayanikli olanlar), simf III (10
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kDa’dan biiyiik olan 1s1ya duyarli olanlar, bakteriyolizinler ve bakteriosinler), sinif IV (farkli
bilesikler i¢erenler) olarak siniflandirilmaktadir[20]. Bu peptitler konvansiyonel antibiyotik
tedavisini tamamlar ve direng¢ gelisimini 6nleme yetenegine sahiptirler. Hizli etki siirelerine
sahip olmalar1 nedeniyle, bu tiir peptitler, topikal deri enfeksiyonlari, oral mukozit, akciger

enfeksiyonlart ve kanser gibi yenilik¢i tedaviler olarak gelistirilmistirler.

AMP’lerin bakterisidal etkisi, temel olarak bakteriyel zar ile etkilesimlerinden kaynaklanir
ve bu etkilesimde elektrostatik kuvvetler onemli bir rol oynamaktadir.  Ozellikle,
AMP’lerdeki pozitif yiik, bakteriyel zarmn negatif yiikli lipid bilesenleri ile giiclii
etkilesime girmekte ve boylece AMP’lerin hedef zara girmesine olanak tanimaktadir.
Bu sayede, zar icindeki lipidlerin yeniden diizenlenmesine yol acarak bakteriyel zarin
morfolojisinde degisikliklerin meydana gelmesinin ardindan zar i¢inde gdzenek olusumuna
yol agmaktadir. Ayrica, zar yapisinda yerel bozulmalar/kirilmalar gozlemlenmektedir.
AMP’lerin bakterisidal mekanizmasi, sadece bakteriyel zarin gecirgenligi ile ilgili degil,
ayni zamanda, AMP’ler zar lipid ¢ift tabakasina yerlesebilmekte, sitoplazmaya girebilmekte
ve hiicresel hedeflerle etkilesime gecebilmektedir. Bu etkilesim, metabolizmay: diizenleyen
proteinlerin islevini degistirebilir ve bakterisidal bir etkiye neden olabilmektedir. AMP’lerin
bakterisidal mekanizmasi, spesifik olmayan etkilesimleri icerdigi i¢in direng gelisim
mekanizmasini etkilemez ve AMP’lere kars1 direng gelisimi gozlemlenmez[15, 16]. Ancak,
intravenoz olarak uygulandiginda AMP’lerin nefrotoksisite ve norotoksisiteye neden oldugu

ve geleneksel antibiyotiklere kiyasla kisa bir yar1 dmre sahip oldugu gosterilmistir[17].

2.3.1. Nisin

Nisin, 1920’lerde kesfedilmis ve gilinlimiizde elliden fazla tilkede biyokoruyucu olarak
onaylanmis antimikrobiyal etkili bir peptittir(Sekil 2.1). Nisin, Gram-pozitif bakterilere,
ozellikle de Listeria ve Staphylococcus’a karsi genis bir inhibitér spektrumu gostermekte,
aynm1 zamanda Bacillus ve Clostridium sporlari iizerinde etkili kontrol saglamaktadir[45].
Gram-negatif bakterilere karsi nisin kullammmi smurli olmakla birlikte, Gram-negatif

bakterilere yonelik aktivitenin, Etilen Diamin Tetra Asetik Asit (EDTA) kullanilarak
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arttirlldigr gosterilmigtir. Dogal olarak olusan nisin varyantlar1 arasinda nisin A ve nisin
Z bulunmaktadir. Bu iki varyant, yapisal olarak benzer olmalarina ragmen, 27. pozisyondaki
tek bir amino asit ile farklilik gostermektedir. Histidin; nisin A’da bulunurken, nisin Z’de bu
amino asitin yerini asparagin almaktadir. Her ikisinin de benzer antimikrobiyal aktiviteye

sahip oldugu gosterilmistir[46].

Sekil 2.1 Nisin peptit yapisi
Kaynak: [47]

Nisin, FDA tarafindan onaylanmig ve klinik kullanim potansiyeli taninmis olan GRAS
kategorisinde degerlendirilen, giivenli kabul edilen bir peptittir. ~ Nisinin hastalikla
iligkilendirilen hem Gram-pozitif hem de Gram-negatif patojenlere karsi antimikrobiyal
aktivitesi gosterilmistir[19, 46]. Bir ¢ok calismaya gore nisin’in antimikrobiyal aktivitesinin
ana mekanizmasi, nisin molekiillerinin bakteriyel yiizeye adsorpsiyonu ve zar yapisinin
bozulmasidir. Bu mekanizmaya gore nisin molekiillerinin lipid II’ye baglanmasi, nisinin
bakteriyel zar1 gecisi kolaylastiran bir yol olusturmaktadir. Lipid II, bakteriyel duvar
biosentezi i¢in zorunlu oncii bir molekiildiir. Nisin, lipid II’'ye baglanarak peptidoglikan
aginin biiylimesini engellemektedir. ~ Ayrica, nisinin N-terminal kismi, lipid II’nin
karbonhidrat-pirofosfat kismi ile baglanmakta, bu da nisinin C-terminal kisminin bakteriyel
zar1 ge¢mesine izin vermektedir. Bu mekanizmalarin ardindan, nisin-lipid II kompleksleri
zar biitiinliigiinii bozmakta ve zar icinde gozenekler olusturmaktadir[20]. Bagka bir
caligsmada[19], nisinin anti-biyofilm 6zelliklere sahip oldugu ve geleneksel terapotik ilaclarla
sinerjik olarak calisabilecegi bildirilmistir. Ayrica nisinin, konak savunma peptitleri gibi
adaptif bagisiklik yanitin1 aktive edebilecegi ve immiin diizenleyici bir rol oynayabilecegi
rapor edilmigtir. Caligmalar, nisinin tiimor biiyiimesinde etkili ve kanser hiicrelerine karsi
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secici sitotoksik etkiye sahip olabilecegini gostermektedir. Nisin, diger AMP’lerin bir
cogu gibi, insanlarda ve hayvanlarda bagisiklik diizenleme fonksiyonuna sahiptir. Nisinin
bagisiklik sistemi iizerindeki etkisi heniiz tam olarak aydinlatilmamis olmasina ragmen,
bagisiklik sisteminde yer alan gesitli hiicre popiilasyonlarim etkiledigi ve genis bir etki

mekenizmasina sahip oldugu bildirilmistir[21].

Nisinin, ticari gida koruyucu olarak kullanilmasina ve klinik ortamda topikal uygulama
potansiyeli gosterilmesine ragmen, fizyolojik pH'da (pH=7.4) diisiikk ¢Oziiniirliigii ve
stabilitesi nedeniyle kullanimi smirli kalmistir. Son calismalar, nisinin ¢oziiniirliigii ve

stabilitesinin, nano yapil lipid tasiyicilar ile formiile edilmesiyle artirildig: bildirilmistir[46].

Yanik yaralarimin iyilesme siirecinde hasardan 3 giin sonra olusan inflamatuar fazda, deri
hiicreleri tarafindan, aktif inflamatuar cevap olan notrofillerin iirettigi timor nekroz faktor-«
(TNF-a), interlokin-1 (IL-1), interlokin-6 (IL-6)’nin aktive oldugu ve bunlarin vaskiiler
endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) ve interlokin-8 (IL-8)’i uyararak kan damarlarinin
iyilesmesini sagladig, hiicre biiylime ve gociine neden oldugu, ekstraseliiler matriks (ECM)
molekiillerinin iiretimini arttirdig1 bilinmektedir[48]. Nisinin bu interlokinler ve TNF- «
tizerindeki etkileri goz Oniine alindi§inda, yara iyilesme siirecinde, antimikrobiyal etkisinin

yaninda immiin yanit diizenleyici olarak etkinlik gosterebilecegi diisiiniilmektedir.

Diger yandan; nisin yiiklii nanoformiilasyonlar serbest nisin ile karsilastirildiginda, nisinin
antimikrobiyal aktivitesi ve beyin kalp infiizyon (BHI) agarinda stabilitesinin 6nemli dl¢iide
arttigr gozlenmistir[20, 22-26]. Nisinin antimikrobiyal aktivitesini ve kararliligim (sicaklik,
pH, oksijen, 151k, karigtirma, enzimler ve metal iyonlarina direncg) artirabilecek avantajlar

nedeniyle lipozomlar nano tasiyici sistemler olarak tercih edilmistir.

2.4. Antibiyotikler

Antimikrobiyal direng, diinya genelinde bircok bolgede alarm verici seviyelere ulagmig
olup ozellikle gelismis ve gelismekte olan iilkelerde antibiyotik tiiketiminde artisa
neden olmustur[49, 50]. Hastalik yapma potansiyeli yliksek onemli patojenlerin sahip
oldugu artan antimikrobiyal diren¢, neden oldugu hastaliklarla miicadelede ©nemli

13



bir zorluk olusturmaktadir.  Bakteriyel enfeksiyonlarin yayilmasina katkida bulunan
onemli faktorlerden biri, bakterilerin antibiyotiklere karsi1 diren¢ kazanmasidir. Her
yeni antibiyotigin kesfi ile birlikte, bakterilerin direngli suslari hizla ortaya cikmis ve
bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisini karmasik hale getirmistir. Diger yandan,
antibiyotik direncinde 6nemli bir faktor bakterilerin biyofilm olusturma potansiyelidir.
Biyofilm, antibiyotigin bakteri hiicresine ulagsmasini engelleyerek antibiyotik etkinligini
sinirlandirabilmektedir.  S. aureus, bir ¢cok hastaligin yaygin patojeni olarak 6n plana
cikmakta ve olusturdugu biyofilm tabakasi ile miicadeleyi zorlastirmaktadir. Biyofilm,
bakterilerin kendileri tarafindan iiretilen, hidratlanmis bir matriks icinde yasayan bakteri
toplulugudur ve biyofilm yapist bakterilerin biyolojik ve biyolojik olmayan yiizeylere
yapismasina olanak saglar. Biyofilm, antibiyotik penetrasyonunu kisitlayarak antibiyotik

etkinligini azaltmaktadir[51].

2.4.1. Azitromisin

AZM, eritromisinden tiiretilen, eritromisinin uzun etkili bir tiirevi olan yar1 sentetik
bir makrolid antibiyotiktir(Sekil 2.2). AZM, rRNA’ya baglanarak bakteriyel protein
sentezini inhibe etmekte, boylece bakteriostatik/bakterisidal etki gostermektedir. Ayrica,
ribozomal protein sentezinin inhibisyonu biyofilm olusumunu da onlemektedir. AZM’nin
hem Gram-negatif hem de Gram-pozitif mikroorganizmalara karsi etki gosterdigi

kanmitlanmistir[29-31].

14



Azithromycin dihydrate

Sekil 2.2 AZM yapisi
Kaynak: [52]

Oral yolla, parenteral yolla veya oftalmik olarak uygulanabilen giiclii, genis spektrumlu bir
antibiyotik olarak uzun siiredir ve yaygin olarak kullanilmaktadir[27, 53]. AZM biiyiik
bir plazma dagilim hacmine ve diisiik su ¢oziiniirliigiine (2.37mg/L) sahiptir. Plazma
proteinlerine yaklagik olarak %30 oraninda baglanmakta ve diisiik oral biyoyararlanim
(%17-37) gostermektedir. Ayrica, S. aureus’a karsi en direngli antibiyotik olup oral yolla
alindiginda bir ¢ok istenmeyen yan etkiye de neden olmaktadir[29]. Oral yolla kullanim1
oldukca yaygin olmasina ragmen, kardiyovaskiiler ve gastrointestinal yan etkileri yan1 sira

ilaca karg1 antimikrobiyal diren¢ gelismesi kullanimini sinirlandirmaktadir[32, 54].

Bu nedenle, AZM’in topikal uygulamasi iizerine yapilan caligmalar dikkat ¢cekmektedir ve
AZM yiiklii lipozom formiilasyonunun, serbest AZM’ye kiyasla Escherichia coli suglarina
kars1 bakterisidal aktivitede bir artisa neden oldufu gosterilmistir.  Ayrica, biyofilm

olusumunu azalttig1 ancak serbest AZM kadar etkili olmadig1 gosterilmistir[27, 31].

2.5. Topikal Uygulama ve Kombine Tedavi Yaklasimi

Farkli ilaglarin bir arada uygulanmasi, sinerjizm veya antagonizm ile sonug¢lanabilmektedir.

Sinerjistik bir yanitta, kombinasyon tek bir ilactan onemli Olgiide daha giiclii bir etkiye
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sahiptir.  Bir patojenin ayni1 anda birden fazla antibiyotige diren¢ gelistirme olasi
olmadigindan, bu durum klinik sonuglar1 6nemli 6l¢iide iyilestirmekte ve patojenlerin direng
gelisme olasiligini azaltmaktadir. Kombine tedavi yaklagiminda, dogru kombinasyonun
belirlenmesi kritik bir adimdir ve ¢esitli enfeksiyonlarin tedavisinde AMP’ler geleneksel
antibiyotiklerle birlikte kullanilmak {izere umut vadeden bilesikler olarak giderek daha
fazla dikkat cekmektedir. Son yillarda, bir¢cok c¢alisma, kombinasyon halindeki
AMP-antibiyotik kombine tedavisinin basarisini, ¢oklu ila¢ direngli ve biyofilm olusturan
organizmalarin basarili bir sekilde eliminasyonuna ve boylece direnc¢ gelisimini nemli
oOl¢iide azalttigina baglamistir. Bir cok AMP’nin sahip oldugu zarlari etkileyerek zar yapilar
bozmalari, mikrobiyal hiicre zarinin antibiyotik gecirgenligininin arttirmasina ve boylece
antibiyotigin biyoyararlanimininin artmasina neden olmaktadir. AMP’lerin sahip oldugu bu
ozellik, AMP-antibiyotik kombine tedavisini konvensiyonel tedaviye kiyasla avantajli hale

getirmektedir[27, 28].

Antibiyotik direncinin yol acabilecegi klinik krizi onlemek ve hafifletmek i¢in cesitli
stratejiler sunulmustur. Bunlar arasinda antibiyotiklerin birbirleriyle veya diger
antimikrobiyal ajanlarla birlestirilmesi ve eski ilaglarin yeni mekanizmalarla sinerjik
uygulanmasi da yer almaktadir. Bakteriyel enfeksiyonlarla savagmak i¢in umut vaadedici
diger yaklasim ise nanoteknolojinin veya nanoteknolojik yOntemlerin antibiyotiklerle

birlestirilmesidir[50].

Topikal veya inradermal amaclarla deri ylizeyine uygulanan iriinler, etkilerini cesitli
doku ve organlarda gostermek lizere tasarlanmiglardir. Bir ilacin belirli bir islevi yerine
getirme olasilig1, potansiyel icsel etkinligine ve hedef bolgeye ulastifindaki derisimine
dayanmaktadir[S5]. Topikal antibiyotik uygulamasi, deri enfeksiyonlarinin tedavisinde
hayati Ooneme sahiptir.  Ancak antibiyotiklerin etkinligi; tekrarli yetersiz lokal ilag
derisimi, antibiyotiklere direncli suslarin artmasina, biyofilm olusumuna veya hedef bolgeye
antibiyotigin ulagsmamasi/yeterli dozda olagsmamasi gibi nedenlerle azalmaktadir[27].
Antibiyotiklerin genellikle diisiik ve degisken biyoyararlanimi nedeniyle, hidrofobik

antibiyotiklerin taginma ve saliminda lipozomlar tercih edilmektedir[56].
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Literatiirde AZM ve nisin igeren kombine lipozomal formiilasyonlar iizerine herhangi
bir ¢alismaya rastlanmamisti. ~ AZM ve nisin iceren lipozomal tasiyict sistemlerin
gelistirilmesiyle konvansiyonel dozaj formlarinin sahip oldugu yan etkinin azaltilmasi ve

etkili lokal ila¢ dozaj formiilasyonu hazirlanmasi1 amag¢lanmistir.

2.6. QCM-D

QCM-D teknigi, lipozomlarin biraraya gelme, dizilim davranigim1 aragtirmak i¢in yaygin
olarak kullanilan ¢ok yonlii analitik bir yontemdir[57, 58]. QCM-D, rezonans frekans1 (f)
ve enerji dagilimimi (D) gercek zamanh olarak izleyen, boylece adsorbe olan vezikiillerin
kiitlesini ve viskoelastik Ozelliklerini belirlemek icin kullanilan yeni bir yontemdir.
Yontemin temelinde, titresen kuartz kristal iizerine lipozomlarin ¢okelmesi durumunda
salinim frekansindaki degisim (Af) ve enerji dagilimindaki degisim (AD) olgiilmektedir.
Kuartz sensor yiizeye c¢Oken lipozomlarin bilayer tabaka olusturmak iizere patlamasi
biiyiik Af ve AD degisiklikleri meydana getirmektedir(Sekil2.3). Boylece kuartz kristal
tizerine adsorbe olan tabakanin kiitle ve viskoelastik 6zelliklerinde ol¢iilebilir parametrelere

doniismektedir[58, 59].

Frekansta ve enerji dagiliminda meydana gelen degisimler; vezikiiliin yapisim1 koruyup
korumadigini, bir tabakas1 olusturmak i¢in bir araya gelmesi durumunu ve lipozomal yapinin
patlamasi durumlarinin belirlenmesini saglamaktadir. Bir vezikiil, i¢inde kapsiillenmig
su nedeniyle yumusak ve viskoelastik bir yapiya sahipken, bu vezikiillerin bir arada
paketlenmesi ile olusan film yapisi, lipidlerin tabaka olusturmasi nedeniyle rijit bir yapi
sergilemektedir. Dolayisiyla vezikiiller bir tabakaya doniistiigiinde, adsorbe olan tabakanin

kiitlesinde ve viskoelastik ozelliklerinde degisiklikler meydana gelmektedir[58, 59].
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Sekil 2.3 QCM-D caligsma prensibi

Desteklenmis lipid cift tabakalar (SLBs), dogal hiicre membran yapisini taklit etmeleri
ve cesitli biyokimyasal siireclerin arastirmasi i¢in kontrollii bir ortam saglamalariyla
ylizey biyokimyas1 arastirmalarinin vazgeg¢ilmez araclaridir[60]. SLBs’i dogrudan
incelemek ve olusan bu SLBs ile ila¢ ve/veya diger madde ve sistemlerin etkilesimlerini
incelemek icin kullanilan teknikler arasinda, QCM-D biyomakromolekiiler etkilesimleri
anlamak ve ilag-membran etkilesimlerini gercek zamanli kinetik izleme yetenegiyle one

cikmaktadir[61].

QCM-D kullanilarak yapilan pek cok calismada, lipozomlar substratlar iizerinde SLBs
olusturmak i¢in kullanilmistir[62]. QCM-D tekni8inin, kuatrz kristal (substrat) lizerinde
olusturulan SLBs membran modelini incelemek ve ilag-membran etkilesimlerini kesfetmek
icin kullanmanin yani sira son aragtirma bulgulari bu teknigin peptit-membran etkilesimlerini
aciklamak icin parmak 1izi niteliginde bilgiler saglayabildigini rapor etmislerdir[57].
QCM-D, proteinlerin veya proteolipid komplekslerin model membranlar ile etkilesimini
arastirmak icin 0zellikle uygun bir yontemdir. Garnier ve arkadaslar1 tarafindan protein ile
kovalent olarak modifiye edilmis lipozomal yapilar ile kuarts kristal iizerinde olusturulan

model membran arasindaki etkilesim incelenmistir[63].
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QCM-D; SLBs yardimiyla mimik membran yapis1 olusturulmasi ve substratlar iizerindeki
SLBs olusum kinetigininin incelemenin &tesinde; aktif bilesiklerin veya biyomolekiillerin
SLBs ile etkilesimlerini aragtirmak icin kullanilmistir. ~ QCM-D,lipid-polimer hibrit
nanopartikiillerin SLBs ile etkilesimlerini[64], ila¢ yiiklii lipozomal yapilarin SLBs ile
etkilesimlerini[65] ve nanokapsiil formiilasyonlarin SLBs ile etkilesimlerini[66] kesfetmek

i¢cin kullanilmustir.

Literatiirde model SC ile yapilan sinirli sayida ¢alisma bulunmaktadir. Lee ve ark. tarafindan
yapilan ¢alismada; farkli tiirlerde serbest yag asitleri (zincir uzunlugu ve doymusluk
acisindan farklilik gosterenler), seramidler, kolesterol ve stearik asit kullanilarak model
SC membran yapilari olusturulmus ve membran kompozisyonunun model SC’nin su
gecirgenligi ve mekanik Ozellikleri iizerindeki etkisi incelenmigtir[67]. Diger yandan Lee
ve ark tarafindan yapilan bagka bir ¢alismada, model SC membran yapist olusturulmus
ve bu model membran, yiizey aktif maddelerin SC tabakasina etkisini arastirmak igin
kullanilmigtir[68]. Strati ve ark. tarafindan yapilan calismada Langmuir monolayer yontemi
ile model SC olusturulmug, SC lipidleri i¢ceren lipozom formiilasyonunun (serozomlar, SC

lipozomlar) olusturulan model SC ile gii¢lii etkilesim gosterdigi bildirilmistir[69].

SC’nin karmasik yapisi géz oniine alindiginda bu calismalardan elde edilen sonuclarin
dogrudan model SC yapisindan etkilendigi, boylece model SC ile etkilesimleri inceleyen
calismalarin sinirliligint olusturdugu goriilmiistiir. Murthy ve arkadaglari, ilk kez insan
kadavra SC’sini, altin kaph kuartz kristal sensore yerlestirerek karakterize etmis ve gergek
SC’nin ozelliklerini incelemistir[70]. Bu tez aragtirmasi kapsaminda, Murthy ve arkadaslari
tarafindan yapilan QCM-D caligsmasi, lipozomlarin ve farkli etkin maddeler (AZM ve nisin)
iceren lipozom formiilasyonlarinin insan kadavra derisi ile etkilesimlerini incelemek iizere
genisletilmistir. Bu calismanin benzersiz degeri iki temel noktadan gelmektedir: birincisi,
insan SC tabakasiyla etkilesim gosteren nanotasiyict olarak tasarlanmis lipozomal yapinin
incelenmesi; ikincisi, lipozomal yapiya yiiklenmis ila¢ aktif bilesenlerinin lipozomlarin,
SC ile etkilesimi lizerindeki etkilerin aragtirllmasidir. Bu amacla kuartz kristal, Murthy
ve arkadaslarinin gelistirdigi yontem kullanilarak insan kadavra SC tabakasiyla modifiye
edilmisgtir.
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Antimikrobiyal etkinligi artirmak ve ila¢ direncini azaltmak amaciyla tasarlanan ve
karakterize edilen lipozomal formiilasyonlarin SC tabakasi ile etkilesimleri QCM-D

teknigiyle incelenmistir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Materyaller

Cizelge 3.1 ve Cizelge 3.2°de, aragtirma sirasinda kullanilan ekipman ve kimyasallar
sunulmustur. Insan kadavra derisi The New York Firefighters Deri Bankasi’ndan (ABD)
satin alinmustir. Deri Ornekleri, posterior torso bolgesinden (65-69 yas arasi erkek) elde
edilmistir. SC ile yapilan ¢alisma, Rutgers Universitesi Kurumsal Inceleme Kurulu (Rutgers
University Institutional Review Board: IRB) tarafindan insan denek icermeyen arastirma

olarak onaylanmustir. Tlgili dokiimanlar Ek-1 ve Ek-2’de sunulmustur.
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Madde Adi Marka/Kaynak
Nisin (%,2.5 toz) Sigma Aldrich N5764
Azitromisin Dihidrat (Saflik > %98) Selleck Chemicals

L-a-fosfotidilkolin (%95) (yumurta)

Nisin (kullanima hazir ¢cozelti)

fosfolipon 90G

1,2-dipalmitoil-sn-glisero-3- fosfotidilkolin (DPPC)

Tuzlu fosfat tamponu (tablet) (pH:7.4)

Kolesterol

Lipoid S100

Kloroform

L-a-fosfotidilkolin (%95) (Soya fasiilyesi)

Asetonitril

Dipotasyum hidrojen fosfat

Etanol (> %99.5)

Ultra saf su (HPLC seviyesinde)

DURO-TAK 87-900A

Tripsin (% 0.25)

Tetrahidrofuran (HPLC saflikta)

Avanti Polar Lipids 131601P

Sigma SBR00021

Lipoid GmbH

Lipoid

Sigma Aldrich

Sigma C8667

Lipoid GmbH

Merck

Avanti Polar Lipids

Merck

MilliporeSigma Supelco

Koptec

Merck Millipore

Henkel Corporation (USA)

Gibco (Canada)

EMD Millipore Corporation (USA)

Cizelge 3.1 Calismada kullanilan malzemeler ve kimyasallar.

Tiim kimyasallar analitik safliktadir.
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Adi

Marka/Kaynak

Prop Sonikator
CBQCA protein miktar belirleme kiti)
QuantiPro BCA protein analiz kiti
Ultrasantrifiij
Ultrasantrifiij Rotor
HPLC i¢in kolon
Ultrasantrifiij tiipleri
2 mL rotorlii midi santrifiij
Santrifiij filtresi
2 mL’lik HPLC vial ve kapaklar
400 pL’lik cam insert HPLC i¢in
Homojenizasyon tiipleri
Rotavapor
Zetasizer
Siringa pompast
kiivet okuyuculu spektrofotometre (UV)
plate okuyuculu spektrofotometre (UV and Fluorescence)
HPLC
Insan kadavra derisi
Altin kapli kuartz sensor
Spin kaplama cihazi

QCM-D ve yazilimi

Branson SFX 150
Invitrogen™
ASigma-Aldrich
Beckman Coulter Optima L-90K
70.1Ti
Waters, XBridge BEH C18 SKU:186003116
Beckman Coulter Quick-Seal (Polypropylene)
IKA G-L
Millipore Microcon-10kDa (MRCPRTO010)
Agilent
Agilent
Benchmark
IKA RV 10 digital
Malvern Zetasizer Nano ZS
Chemyx Fusion 100 Infusion Pump
SpectraMax M3
Tecan Spark 10M
Agilent 1100, UV dedektor ve Chemstation yazilim ile
The New York Firefighters Skin Bank (USA)
Nanoscience Instruments (QSX 327, Q-Sense)

Headway Research, Inc., Garland, Texas

Q-Sense Omega instrument (Biolin Scientific),Q Tools yazilim

Cizelge 3.2 Caligmada kullanilan malzemeler ve kimyasallar.



3.2. Yontemler

3.2.1. Maddelerin Fizikokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi

3.2.1.1. Coziiniirlik Calismalar:

Deneysel calismalar sirasinda kullanilmasi planlanan %1 Tween 20 iceren PBS, su ve
etanolde AZM’nin doygun ¢ozeltileri hazirlanmistir. Bu ¢ozeltiler, ¢coziinme deneyleri
icin tasarlanmis yiiksek yatay calkalama hizina sahip calkalayici ile 24 saat boyunca
calkalanmigtir. 24 saatin sonunda, ¢ozelti icinde c¢Oziinmeyen, askida kalan AZM’nin
coktiirtilmesi i¢in 25°C’de 15 dakika boyunca 10000 g kuvvetinde santrifiij uygulanmustir.
(Cozeltiden alinan ornekler 0.45 pm gozenek capina sahip filtre ile siiziilmiis ve gerekli ise
hareketli faz ile seyreltme yapildiktan sonra HPLC ile analizi gerceklestirilmistir. Her ortam

icin {i¢ paralel calisma yapilmstir.

3.2.1.2. Lipid-Su Dagihim Katsayisinin Belirlenmesi (logP)

Lipid/su dagilim katsayisim1 belirlemek icin yag fazi olarak oktanol, sulu faz olarak su
kullanilmigtir. Deneye baslamadan 6nce oktanoliin suya doyurulmasi i¢in bir miktar HPLC
safliginda su ile 24 saat boyunca ¢alkalanmistir. Ekstraksiyon hunisi kullanilarak tam faz
ayrimi gerceklestikten sonra suya doyurulmus oktanol ayrilmistir. 15 mL’lik bir deney
tiipiine 4 mL suya doygun oktanol, 4 mL su ve 10 mg AZM eklenerek Ornek, yatay bir
calkalayicida 24 saat boyunca calkalanmigtir. Daha sonra, 3500 devir/dakikalik hizda 15
dakika boyunca santrifiij edilmistir. Sulu fazdan alinan 6rnek, 0.2 pum godzenek ¢apina
sahip filtrelerden gecirilerek HPLC ile AZM analizi gerceklestirilmistir. Calisma ti¢ tekrarh

yapilmustir. Dagilim katsayis1 agsagidaki Denklem 1 kullanilarak hesaplanmistir.

Ooktanol
log P = 1
0g o (1)
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3.2.2. Miktar Tayini Calismalar1 ve Analitik Yontem Validasyonu

3.2.2.1. Azitromisin icin HPLC Yontem Validasyonu

AZM analizi i¢in HPLC yontemi kullanilmigtir. Bu amagla, Avrupa Farmakopesi yontemi
modifiye edilmis ve dogrulanmistir[71, 72]. Hareketli faz, Avrupa Farmakopesi’'nde
aciklandig1 gibi dipotasyum hidrojen fosfat (KoHPO,): Asetonitril olarak secilmistir,

haraketli fazda yer alan fosfat tamponu konsantrasyonu, pH’s1 degistirilmistir.

AZM, bir miktar asetonitril i¢inde ¢oziilmiis ve kalan hacim hareketli faz ile tamamlanarak
son derigimi 1000 pg/mL olan bir stok ¢ozeltisi hazirlanmigtir. Bu stok ¢ozeltisinden 5 - 200
pg/mL araliginda iceren sekiz farklit AZM standart ¢ozeltisi ICH Topic Q1A (R2): “yeni ilag
etkin maddeleri ve iirlinlerinin stabilite testi” kilavuzunda[73] bildirdigi lizere reseptor ortam
olan %1 Tween 20 iceren PBS kullanilarak hazirlanmistir. Orneklerin analizleri, HPLC
(Agilent 1100 serisi, UV dedektor ve Chemstation yazilimi) kullanilarak gerceklestirilmistir.

HPLC ve kromatografik kosullar Cizelge 3.3’de verilmistir.

Cihaz Agilent 1100 serisi cihaz, UV dedektor ve Chemstation yazilimi ile birlikte
Kolon Waters XBridge BEH C18, 1304, 5 pm, 4.6 mm X 150 mm
Hareketli Faz Asetonitril:Dipotasyum Hidrojen Fosfat (KoHPO,4)(20mM; pH 9.0) (60:40)
Enjeksiyon Hacmi 50 uL
Akis Hizi 1.5 ml/dakika
Firm Sicakhig 40 °C
Dedektor Dalga Boyu 200 nm
Analiz Siiresi 10 dakika
Alikonma zamani ~4-5 dakika

Cizelge 3.3 AZM analizinde kullanilan cihaz ve kromatografik kosullari.
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AZM miktar tayinlerinde kullanilacak HPLC yoOnteminin giivenilirli§ini gostermek icin
analitik yontem validasyon caligsmalar1 ICH:Q2(R2) kilavuzu dogrultusunda yapilmistir[74].

Analitik yontem validasyonu asagidaki parametrelere dayanarak gerceklestirilmistir:

Dogrusallik ve Olgiim Aralig:

Dogruluk ve Geri Kazanim

Kesinlik (tekrarlanabilirlik ve tekrar iiretilebilirlik)

Spesifiklik

Kararlilik

Tespit ve Tayin Sinirt

Dogrusallik ve Olgiim Aralig

Dogrusallik i¢in, 5-200 pg/mL araliginda 8 farkli AZM derisimlerinde ¢ozeltiler 3 tekrarh
hazirlanmis ve kromatogramda AZM pikinin egri alt1 alani ile standart kalibrasyon grafigi
olusturulmustur. AZM’nin standart derisimleri, stok ¢cozeltiden dogrudan seyreltme yoluyla
hazirlanmistir. Pik alani ile ilag derisimi arasindaki dogrusallik en kiiciik kareler regresyon

analizi ile yapilmustir.

Dogruluk ve Geri Kazanim

Dogruluk, deneysel prosediirde olgiilen degerlerin gercek/teorik degerlere ne kadar yakin
oldugunun belirlenmesidir. YOntemin dogrulugu, yiizde geri kazanim (%) hesaplanarak
belirlenir. Diisiik, orta ve yiiksek seviyelerde (2 pg/mL, 10 pg/mL, 50 pg/mL) ti¢ ayr1 derisim
HPLC ile analiz edilmis ve her 6rnek icin teorik deger, analiz degeri ve yiizde geri kazanim
degerleri rapor edilmistir. Dogruluk; ortalama (AVG), standart sapma (STD) ve goreceli
standart sapma (%RSD) ile temsil edilir. Geri kazanim icin kabul kriteri, teorik degerin %90
ila %110 arasinda olmasidir[75].

O rati
% Geri Kazanim = -2 100 )

teorik
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Copraik: Aktif maddelerin kalibrasyon denkleminden elde edilen derigim degerleri.
Creorik: Aktif maddelerin hazirlanan derisim degerleri.

Kesinlik (tekrarlanabilirlik ve tekrar iiretilebilirlik)

Belirli bir yontem kosullart altinda, ayni derisimdeki ardisik ol¢iimlerinin yakinliginin bir
Olciistidiir.  Ortalama (AVG), standart sapma (STD) ve goreceli standart sapma (RSD)
hesaplanarak belirlenir. Kesinlik tekrarlanabilirlik ve yeniden iiretilebilirlik acisindan da
degerlendirilmistir.  Olgiimlerin RSD degerinin < %2 oldugu durumda yontem kabul

kriterlerini saglar.

Tekrarlanabilirlik (giin i¢i tekrarlanabilirlik), AZM’nin 10 pg/mL derisimdeki ¢ozeltisi ile

ardisik olarak alt1 farkli 6l¢iim gergeklestirilmistir.

Tekrar iiretilebilirlik (giinler arasi tekrarlanabilirlik), AZM’in standart derisimleri (10.g/mL)

stok AZM cozeltisi kullanilarak hazirlanmis ve analizler iki farkli giinde gerceklestirilmistir.

Kromatogramdaki pik alan1t AZM derisiminin hesaplanmasinda kullanilmis ve daha sonra
ortalama, STD ve RSD belirlenmesi i¢in kullanilmistir. %2’den az olan RSD degeri kabul

kriteri olarak belirlenmistir.

Spesifiklik
Yontemin spesifikligini belirlemek icin formiilasyon hazirliginda kullanilan maddelerin
kromatogramda pik varlig1 ve pik olusturmus ise , AZM pikinin alikonma zamani ile pikler

arasi1 ayiricilifin (Rs) > 2 olmasi kabul degeri olarak belirlenmis ve saglanmistir.

Kararlilik
Belirli bir derisimde hazirlanan AZM c¢ozeltisi deneysel kosullar altinda 0.5, 4, 8, 10 ve 24
saatlerde, farkli zaman araliklarinda analiz edilmis ve sonuglar yontemin kararlilig1 agisindan

degerlendirilmistir.

Tespit ve Tayin Siniri
Tespit ve tayin sinirlari, sinyal-giiriiltii orani, gorsel inceleme ve kalibrasyon egrisi

kullanilarak 3 farkli yontemle hesaplanabilmektedir. Bu calismada tespit ve 6l¢iim sinirlari,
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kalibrasyon egrisi kullanilarak hesaplanmistir. Hesaplamalarda kullanilan Denklem 3 ve

Denklem 4 su sekildedir:

Tespit Sinir1 (LoD) = % 3)
1
Tespit Sinir1 (LoQ) = % 4)

o:Olciimlerin standart sapmasi

S: Kalibrasyon egrisinin egimi

3.2.2.2. Nisin’in Spekrofotometrik Analizleri

Bikinkoninik Asit (BCA) Protein Miktar Tayin Kiti
Nisin i¢eren lipozom formiilasyonlarinin enkapsiilasyon etkinliginin Colas ve ark. tarafindan

BCA Kiti ile belirlendiginden ilk olarak nisin analizi i¢cin BCA Kkiti tercih edilmistir[22].

BCA yontemi iki ardigik reaksiyon adimindan olusmaktadir. Ilk adimda, alkali kosullar
altinda, Cu®*iyonlar: sistein, sistin, triptofan, tirozin ve peptid bag: ile reaksiyona girerek
Cu'" iyonlarma indirgenir. Ikinci adimda, bikinkoninik asit ortama eklenir ve bikinkoninik
asidin Cu'Tiyonlar1 ile olusturdugu renkli kompleks, 562 nm’de maksimum absorbans

gosterir[76]. Nisin analizi i¢in QuantiPro BCA Assay Kiti kullanilmistir.

CBQCA Protein Miktar Tayin Kiti

ATTO-TAG CBQCA reaktifi, sulu ¢ozeltide neredeyse hi¢ floresan gostermeyen, siyaniir
varliginda primer aminlerle reaksiyona girerek floresan tiirevlerine doniisen bir reaktiftir.
CBQCA Protein Miktar Tayin Kitinin prensibi; protein yapisindaki primer aminlerin siyaniir
varliginda ATTO-TAG ile reaksiyona girerek olusturdugu floresanin olciilmesine dayanir

ve bu Olciim Abs/Em: 465/550 nm dalga boylarinda gergeklestirilir. CBQCA reaktifi,
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diger bircok protein belirleme yonteminde girisim yapan lipid gibi maddelerin varliginda da
calisir[77]. CBQCA Kkitinin ¢alisma prensibi, protein bilesimine giiclii derecede bagimlilik
gosterir[78].

3.2.2.3. Nisin’in HPLC yontemi ile Analizi

Nisin, literatiirde bildirilen HPLC yontemi dogrultusunda, gradient yontem kullanilarak

Cizelge 3.4°de belirtilen kromatografik kosullarda analiz gerceklestirilmistir[24, 79, 80].

Cihaz Agilent 1100 serisi cihaz ve UV dedektorii, Chemstation yazilim
Kolon Waters XBridge BEH C18, 130A, 5 pm, 4.6 mm X 150 mm
Hareketli Faz A: %0.1 Trifloroasetik asit v/v Su B: %0.1 Trifloroasetik asit v/v Asetonitril
Enjeksiyon Hacmi 100 L
Gradient Programi %100 A 5 dakika; linear gradient 0-50 %B 45 dakika;

linear gradient 50-100 %B 5 dakika; %100 B 7 dakika

Akis Hiza 1 ml/dakika
Firin Sicakligi 35°C
Dedektor Dalga Boyu 215 nm
Analiz Siiresi 60 dakika

Cizelge 3.4 Nisinin HPLC analizi i¢in saglanan kromatografik kosullar

3.2.3. Lipozom Formiilasyonlarimin Hazirlanmasi

On calismalar, Fosfotidilkolin, (%94 soybean)(Lipoid S100), Fosfotidilkolin, (graniil haline
getirilmis, %94,soybean) (Phospholipon 90G), L-a-Fosfatidilkolin (%95 soybean) (Soy PC),
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1,2-Dipalmitoil-sn-glisero-3-fosfotidilkolin (DPPC), L-a-Fosfatidilkolin (%95 egg/chicken)
(Egg PC) ile gerceklestirilmisgtir.

Formiilasyonlar oncelikle ince tabaka hidrasyon yontemiyle hazirlanmistir. Formiilasyonlar
karakterizasyon parametreleri agisindan degerlendirilmis ve ilerleyen ¢alismalara Egg PC
ile devam edilmigtir. Bu fosfolipid kullanilarak diger lipozom hazirlama yontemi olan
modifiye edilmis etanol enjeksiyon yontemi ile ayni formiilasyonlar hazirlanmistir. Daha
sonra Rutgers Universitesinde temin edilen fosfotidilkolin (%70) igeren fosfolipid karigimi
(soya fasiilyesi) (Lipoid S75) ile hazirlanan formiilasyonlar alternatif bir formiilasyon olarak

caligsmalara dahil edilmistir.

3.2.3.1. Ince Tabaka Hidrasyon Yontemi

Lipozom formiilasyonlari, organik ¢oziicii (etanol) igerisinde fosfolipid ve kolesterol
¢oziildiikten sonra diisiik basing altinda rotavaporda buharlastirilmis ve ince tabaka yapisi
olusturulmustur. Ince tabaka hidrasyon yontemine ait baz1 adimlar Sekil 3.1°da sunulmustur.
Olusan ince tabaka yapisina su fazi eklenerek manyetik karistirici yardimiyla ince tabaka
yapisinin hidrate olmasi saglanmistir. Son adim olarak boyut ve yap1 optimizasyonu i¢in

hazirlanan formiilasyona sonikasyon islemi uygulanmistir.

Lipozom formiilasyonlari, Lipoid S100, Phospholipon 90G, Soy PC, DPPC, Egg PC ve

Lipoid S75 gibi farkli fosfolipid tiirleri ve kolesterol kullanilarak hazirlanmustir.

Sekil 3.1 Ince tabaka hidrasyon yontemi dizayn ve uygulamasi; a)Rotavapor b)Ince tabaka yapisi
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Optimizasyon calismalar1 sirasinda, etkin madde (AZM, nisin) yiiklenmeyen bosg
lipozomlar ince tabaka hidrasyon yontemi ile farkli hacimlerde cam balonlar kullanilarak
formiilasyonlar hazirlanmistir. ~ Balon hacminin lipozom 06zellikleri iizerindeki etkisi
incelenmis ve 100 mL’lik yuvarlak tabanli balonlarda hazirlanan lipozomlarin daha iyi
ozelliklere sahip oldugu belirlenmistir. Bu nedenle, ince tabaka hidrasyon yontemiyle
formiilasyonlarin hazirliginda, 100 mL’lik cam balonlar kullanilmistir. ~ Sonikasyon
isleminde farkli sonikasyon siireleri (3, 5 ve 10 dakika) denenmis ve bos lipozom

formiilasyonu kullanilarak optimizasyon ¢aligmalar1 tamamlanmustir.

Lipozom formiilasyonlarinin terkibinde fosfolipid:kolesterol oranm1 80:20(% mol)
kullamlmistir. Lipozom formiilasyonlarinin bilesimi Cizelge 3.5’de 6zetlenmistir. Ince
tabaka hidrasyon yontemiyle hazirlanan lipozom formiilasyonlar1 “lipozom™ olarak ifade
edilecektir. Formiilasyon bilesiminde stabilite arttiric1 olarak kolesterol kullanilmustir.
Ik olarak, fosfolipid ve kolesterol 6 mL organik coziiciide ¢oziilmiistiir. Rotavapor
yardimiyla, ¢oziicii yaklagik 220 mmHg vakum ve 45°C sicaklikta 100 rpm hizda 30
dakika boyunca buharlastirilmis ve ince tabaka yapisi elde edilmistir. Hidrasyon adiminda,
ince tabaka 10 mL sulu ortam kullanilarak oda sicakliginda 100 rpm hizinda 20 dakika
boyunca karistirilmigtir. Nihai formiilasyonda lipid derisimi Smg/mL’dir. Son adimda
lipozom biiyiikliigii, %50 giic ve dakikada 2 dongii parametreleri ile 5 dakika sonikasyon

uygulanarak optimize edilmistir.
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FORMULASYON Organik faz Sulu faz

Fosfolipid | Kolesterol | AZM (10mg) | Nisin(50 yg/mL

Bos Lipozom + + — _
AZM Yiikli Lipozom + + + —
Nisin Yiiklii Lipozom + + — +

Kombine Lipozom + + —d 4

Cizelge 3.5 Ince tabaka hidrasyon yontemi ile hazirlanan lipozom formiilasyonlarmin bilesimi

Organik ¢oziicii tiirii ve sulu ortamin pH degerinin lipozom yapisina etkileri farkli lipit tiirleri

kullanilarak arastirilmistir.

Organik ¢oziicii tiirliniin lipozom 6zellikleri iizerindeki etkisi, AZM yiiklii lipozomlarda
incelenmigtir. Fosfolipit, kolesterol ve AZM (10 mg) iceren lipozomlar, farkli organik
coziiciiler (kloroform; Metanol:Etanol(2:1); Etanol) i¢inde ¢oziildiikten sonra ince tabaka

hidrasyon yonteminin diger adimlar1 tam olarak uygulanmistir.

Organik ¢oziiciiniin belirlenmesinin ardindan, sulu fazin pH’sinin etkisi nisin yiiklii lipozom
formiilasyonunda incelenmistir. Bu amacla, rehidrasyon adiminda fosfat tamponu (pH: 5.4),
fosfat tamponlu tuz cozeltisi (pH: 7.4) ve ultra saf su (pH: 6.1) kullanilarak hazirlanan

formiilasyonlarin 6zellikleri degerlendirilmistir.

3.2.3.2. Modifiye Edilmis Etanol Enjeksiyon Yontemi

Bu yontemde fosfolipid, kolesterol ve AZM; etanol ve propilen glikol iceren cozelti
icerisinde coOziilmiistiir. Bu cozelti manyetik karistirict ile karisirken, sulu faz olarak
hazirlanan nisin ¢ozeltisi, mikro enjeksiyon pompasi yardimiyla organik ¢ozelti lizerine
enjekte (hiz: 0,2 ml/dakika) edilmistir. Formiilasyonlar, %30-40 etanol ¢ozeltisi ile
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nihai hacme (10 mL) tamamlanmstir.  Ince tabaka hidrasyon yonteminde optimize
edilen parametreler ile sonikasyon uygulanmistir[81]. Modifiye edilmis etanol enjeksiyon
yontemi, farkli etanol ve propilen glikol oranlar1 uygulanarak optimize edilmistir. Modifiye
edilmis etanol enjeksiyon yontemi ile hazirlanan formiilasyonlarin bilesimleri Cizelge 3.6’da
sunulmustur. Bu terkibe uygun etkin maddeler kullanilarak, tiim lipozom formiilasyonlari
hazirlanmistir. Modifiye edilmis etanol enjeksiyon yontemi ile hazirlanan formiilasyonlar

”Etozom” olarak ifade edilecekir.

FORMULASYON | L-a-Fosfotidilkolin (egg) (mg) | Kolesterol (mg) | Etanol (mL) | Propilenglikol (mL)
Etozom 1 50 6.2 1.4 0.1
Etozom 2 50 6.2 14 0.2
Etozom 3 50 6.2 1.8 0.1
Etozom 4 50 6.2 1.8 0.2

Cizelge 3.6 Modifiye edilmis, etanol enjeksiyon yontemi ile hazirlanan formiilasyonlarin terkibi

Etozomlarin hazirlanmasinda, lipozomlar hazirlanirken optimize edilen kosullar (lipid tiirti,
organik faz ve sulu faz) tercih edilmis ve formiilasyonlarin hazirligi ayni kosullarda
gerceklestirilmistir. Nisin ve AZM derisimleri, her iki hazirlama metodunda da nihai
formiilasyonda sabit tutulmustur.  Sekil 3.2’da modifiye edilmis etanol enjeksiyon

yonteminin uygulanmasi ve formiilasyonlara ait gorseller sunulmustur.
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Sekil 3.2 Modifiye Edilmis Etanol Enjeksiyon Yonteminin Deney Diizenegi (a); Modifiye Edilmis
Etanol Enjeksiyon Yontemi ile Hazirlanan Ornekler (b)

3.2.4. Lipozom Formiilasyonlarinin Karakterizasyonu

Lipozomal formiilasyonlarin partikiil biiyiikliigii (PS), zeta potansiyeli (ZP) ve polidispersite
indeksi (PDI) lazer 151k sacilimi prensibi ile ¢alisan Malvern Zetasizer Nano ZS cihaz ile
belirlenmistir (Malvern Instruments, Malvern UK). Olgiimler ii¢ tekrarli ve 10 &lgiim olarak

gergeklestirilmis, AVG £ STD olarak sunulmustur.

3.2.4.1. Lipozomal Formiilasyonlarin Morfolojik Karakterizasyonu

Lipozom formiilasyonlarinin morfolojik karakterizasyonu gecirimli elektron mikroskobu
(TEM) kullanilarak yapilmistir. Lipozom formiilasyonundan 10 pL’lik numune, bakir grid
tizerine damlatilmig ve yaklagik 1 dakika bekletilmistir. Bu siire sonunda yiizeyde kalan
fazla numune filtre kagidi yardimiyla uzaklastirllmistir. Ardindan %1 ’lik fosfotungustik
asit damlatilarak kontrast arttirict boyama yapilmistir [82]. 1 dakikanin sonunda fazla
boya kalintis1 filtre kagidi ile uzaklastirilmis ve drnekler kurumaya birakilmistir. Ornekler

kuruduktan sonra TEM (FEI Tecnai G2 Spirit BioTwin CTEM) ile goriintiilenmistir.
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3.2.5. Formiilasyonlarin Enkapsiilasyon Etkinliginin Belirlenmesi

Lipozomlarin AZM ve nisin yiikleme kapasitesini belirlemek i¢in oncelikle ultrasantrifiij
yontemi uygulanmigtir. AZM yiiklii lipozom formiilasyonu i¢in literatiirde uygulanan
santrifiij parametreleri, hiz ve siire acisindan birbirinden farklilik gostermektedir[27, 53].
Nisin i¢in sanrifiij kosullari, literatiirde 20.000 g’de 10 dakika olarak rapor edilmistir[83].
Bu literatiir verileri gozoniine alinarak, 120.000 g’de, 2 farkli siirede santrfiij uygulanmig ve

sonuclar degerlendirilmistir.

Bu amagla; tiim formiilasyonlara 20000 rpm ve 42000 rpm hiz(r6tar ve ultrasantrifiij
kullanom klavuzuna gore 42000 rpm yaklasik 120000 g); 30 dakika ve 1 saat siire
kombinasyonlarinda ultrasantrifiij uygulanmistir. Ancak kombine lipozom formiilasyonunun
bu santrifiij hizlarinda ¢cokmedigi belirlenmistir. Bu nedenle yiikleme kapasitesini belirlemek
icin ultrasantrifiij yonteminden vazgecilerek, literatlirde hem AZM hem de nisin i¢in
kullanilan ultrafiltrasyon yontemi tercih edilmis ve tiim formiilasyonlara uygulanmistir[24,

45, 53].

Literatiirde, hem nisinin ve hem de AZMin yiikleme kapasitesini belirlemek icin 10.000
Dalton cut-off degerine sahip santrifiij filtrelerinin kullanildig:r belirlenmistir [45, 53].
Kombine lipozom formiilasyonunun yiikleme kapasitesini belirlemek icin aym filtre ve
santrifiij kosullar1 altinda her iki aktif maddeyi belirlemek 6nem tagimaktadir. Bu amagla
lipozom formiilasyonlari, Microcon-10kDa santrifiij filtresi kullanilarak 13.900 g’de 30
dakika boyunca santrifiij edilmis, nisin ve AZM analizi, filtreden gecen orneklerde madde
miktart belirlenerek gergeklestirilmigtir. Lipozomlarin enkapsiilasyon etkinligi indirekt
yontem ile belirlenmistir.
Wi — Wf

EE(%) = 2100 (5)

Wy

EE: Enkapsiilasyon etkinligi
w;:Toplam etkin madde miktar1

wy:Sulu fazda filtreden gegen (serbest) etkin madde miktar
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3.2.6. Lipozom Formiilasyonlarimin Stabilite Calismalari

Hazirlanan formiilasyonlar +4°C’de 3 ay boyunca saklanmig ve belirli araliklarla (1. giin,
1. hafta, 1. ay, 3. ay) PS, ZP ve PDI ol¢iimleri yapilmus, stabiliteleri ICH-Q1 stabilite

kilavuzuna gore degerlendirilmistir[84].

PDI degeri, formiilasyonun homojenligi hakkinda bilgi sa8larken, ZP degeri ise

formiilasyonun stabilitesi hakkinda bilgi vermektedir[85].

3.2.7. In Vitro Sahm Cahsmalari (IVRT) ve Kinetik Degerlendirmeler

In vitro salim ¢alismalar1 Manian ve ark. uyguladig gibi 5 mL donér faz hacmine sahip Franz
Difiizyon hiicrelerinde[86] rejenere edilmis seliiloz membran (SnakeSkin Dialysis Tubing,
10K MWCO, 16 mm I.D.) kullanilarak +-32°C’de, donor bolmeye 500uL ornek eklenmis; 2,
4,6, 8, 10, 12, 16, 20, 24. saatlerde 300xL numune alinmis ve yerine hemen ayni1 miktarda

taze reseptOr ortami eklenerek 24 saat siireyle gergeklestirilmistir.

IVRT ve IVPT deneylerinde sink kosul, reseptor sivisindaki ¢oziiniirliigiin, son 6rnekleme
zamaninda alinan ornekteki ila¢ konsantrasyonundan en az 5 ila 10 kat daha yiiksek olmasi
gerektigi anlamima gelir[87]. Bu sayede, aktif bilesenin salim hizi, ilag coziiniirligi
tarafindan sinirlanmaz. Genel uygulama, deney boyunca sink kogsullarinin saglanmasi i¢in
ilac1 yiiksek kapasitede cozebilen bir ¢oziicii veya ¢oziicii karistmi segmektir. Lipofilik
ilaglarin salim ve permeasyon deneylerinde sink kogulun saglanabilmesi icin reseptor faza
etanol eklemek bir yontem olmakla birlikte, etanoliin IVPT testlerinde deri gegirgenligini
arttirdig1 bilindiginden, diger yontem olan reseptor faza siirfaktan ekleme yontemi tercih
edilmistir. Bu amacla Bose ve ark. tarafinda lipofilik ilaclarin saliminda kullanilan %1
oraninda Tween 20 iceren PBS (pH: 7.4), reseptor faz olarak tercih edilmistir[88]. Sekil
3.3’de Franz difiizyon hiicreleri ile gerceklestirilen in vitro salim ¢aligmalari deney dizayni

yer almaktadir.
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Lipozomal formiilasyonlar ve AZM kontrol, kiitlece %1 oraninda AZM icerecek sekilde
hazirlanmig, ardindan liyofilize edilerek Carbopol jel matriksine yiiklenmigtir.  Jel
formiilasyon bilesimi su oranlarda olusturulmustur: %1 AZM, %10 Carbopol, %4 etanol,
%10 gliserol ve %1.5 Triisopropanolamin. Geri kalan oran, saf su ile tamamlanmigtir.

Asagida yontemin detaylar1 verilmistir:

Karigtirma Asamasi: Su, gliserol ve Carbopol, manyetik karistirict kullanilarak 20 dakika

boyunca yavas hizda karigtirilmisgtir.

Liyofilize Lipozom Eklenmesi: Eger jel, lipozomal formiilasyonlar ile hazirlanacaksa,
liyofilize edilmis lipozomlar uygun miktarda suda ¢oziilerek karistma eklenmistir. Bu
asamanin ardindan etanol ilave edilmis ve islem 10 dakika daha karistirilarak devam

ettirilmistir.

AZM Cozeltisi Eklenmesi: Jel, dogrudan AZM ile hazirlanacak ise, AZM’nin etanol

cozeltisi karisima eklenmis ve islem 10 dakika daha karistirilarak devam ettirilmistir.

Jel Olusumu ve pH Ayari: Zayif jel yapisinda olan karisim Triisopropanolamin ¢ozeltisi
eklenerek hem karigimin pH’s1 ayarlanmis hem de polimerizasyon ile istenen jel yapisi elde

edilmistir.

Bu yontem, lipozomlarin kontrollii salim sistemlerinde etkin bir tagiyic1 olarak
kullanilmasina olanak tanir ve AZM’nin etkili bir sekilde dermal veya lokal uygulanmasi

icin optimize edilmistir.
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Sekil 3.3 In vitro salim ¢aligmalar1 deney dizaym

Salim testlerine baglamadan 6nce, belirli miktarda nisin, su ve %1 Tween 20 iceren PBS
cozeltilerinde ¢oziilmiis ve CBQCA testi ile nisinin standart grafigi olusturulmug ve madde
miktart analiz edilmistir. Salim ortami1 CBQCA testini etkilemedigi belirlenmigtir. Ayrica
AZM miktar tayin yontemi olan HPLC kosullarinda salim ortaminin yonteme girisim

yapmadig1 deneysel olarak incelenmistir.

Kinetik degerlendirmeler kapsaminda, formiilasyonlardan etkin madde saliminin uyum
sagladig1 mekanizmalar1 belirlemek amaciyla, salim verilerine dort farkli kinetik model
(Sifirinct derece, Birinci derece, Higuchi, Hixson-Crowell) uygulanmis ve her bir model
icin salim hiz sabiti degerleri (k) ve determinasyon katsayilar1 (r?) hesaplanmstir (Cizelge

4.18). 1’e en yakin r2 degerlerine gore salim kinetigi modeline karar verilmistir.

3.2.8. In Vitro Permeasyon Cahsmalar1 (IVPT)

IVPT caligmalar1, Franz Difiizyon hiicrelerinde insan kadavrasi portorior torso bolgesinden
elde edilen deri (The New York Firefighters Skin Bank (USA)) kullanilarak Puri ve
ark. bildirildigi kosullarda gergeklestirilmistir[89].  Salim ortaminda AZM’nin tam
¢Oziinlirliglinii saglamak icin reseptor bolmesi %1 Tween 20 (V/V) iceren 5 mL PBS
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(pH 7.4) ile doldurulmustur; dondr bolmesine ise 0.5 mL formiilasyon eklenmistir. Salim
calismast +32°C’de, 24 saat siireyle gerceklestirilmis ve belirli zaman araliklarinda 300 pL
numune alinmig ve yerine hemen ayni miktarda taze reseptor ortami eklenmistir. Alinan

numunelerin AZM ve/veya nisin miktar1 uygun yontem ile tayin edilmistir.

3.2.9. Ex Vivo Penetrasyon ve Floresan Mikroskop Goriintiileme Calismalari

Ex vivo penetrasyon goriintiileme calismalari, IVPT kosullarinda CBQCA testinin nisine
spesifik olmamasindan dolay1, nisinin deri permeasyon davranisini belirlemek i¢in alternatif
bir yontem olarak uygulanmistir. IVRT’de kullanilan reseptor ortam kosullarinda franz

hiicreleri ve kadavra derisi kullanilarak IVPT deney kosullar1 olusturulmustur.

Floresan mikroskop yoOntemi, lipozom formiilasyonunun deri tabakalarindaki
penetrasyon/permeasyon profili hakkinda bilgi edinmek icin alternatif bir yontem
olarak uygulanmaktadir[90]. Daha Once yapilan iki floresan boya ile isaretli peptid
yiiklii lipozom formiilasyonunun lazer irritasyonuna maruz kalan derideki penetrasyonu
incelenmigtir[91]. Bu c¢alismadan yola ¢ikarak nisin fluorescein izotiyosiyanat (FITC)
kullanilarak isaretlenmistir. Lipozom yapisina katilan lipidleri isaretlemek i¢in lipofilik

boya olan tetramethylindocarbocyanine perchlorate (DilC18) kullanilmigtir.

FITC ile peptit yapisindaki nisin EZLabel Protein FITC Labeling Kit kullanilarak lipozom

hazirlama prosediiriinden Once isaretlenmistir.

Lipofilik DilC18 fosfolipid ve kolesteroliin bulundugu organik faz icinde coziilmiis ve
rotavapor ile ince tabaka yapisi olusturulmugtur. FITC ile isaretlenmis nisin, sulu fazda
coziilerek ince tabaka hidrate edilmigstir. Sonikasyon yapildiktan sonra, formiilasyona
baglanmamis serbest boyalar, Microcon-10kDa santrifiij filtre kullanilarak uzaklagtirilmisgtir.
Filtre daha sonra ters cevrilmis ve yeni bir santrifiij tiipline filtredeki formiilasyon
toplanmugtir.  Iki farkli boyayla isaretlenmis lipozom formiilasyonu, IVPT kosullarinda

hazirlanan Franz difiizyon hiicrelerindeki deriye uygulanmustir.
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Franz difiizyon hiicreleri hazirliginda, ¢6ziinmiis kadavra derisi Franz difiizyon hiicresine
yerlestirilmis, reseptor ortam olarak %1 Tween 20 iceren PBS kullanilmigtir. Negatif
kontrol olarak, deri yapisindan kaynakli otofloresanst belirlemek icin Franz hiicresinin
dondr bolmesine sadece su eklenerek kontrol numunesi hazirlanmistir. Isaretli formiilasyon,
ayn1 kosullarda hazirlanan Franz hiicresinin dondr bolmesine eklenmistir. Sicaklik ve 11k

boyalarin floresans 6zelligini etkilediginden, IVPT iglemi 4 saat boyunca devam etmistir.

Bu siirenin sonunda Franz difiizyon hiicresindeki deri, PBS c¢ozeltisi ile yikanmis, deri

tizerindeki fazla formiilasyon uzaklastirilmistir.

Isaretli formiilasyonun ve nisinin deri tabakalarinda dagilimi icin 2 farkli goriintiileme
yontemi kullanilmistir. Z-Stack goriintiileme icin deri tabakasi lam iizerine SC tabakasi {istte
kalacak sekilde yerlestirilmistir. Goriintiileme boya stabilitesi gozetilerek hemen alinmustir.
Gortintiileme, yesil ve kirmizi dalga boylarinda floresan icin uygun filtrelere sahip floresan

mikroskobu ile alinmustir.

Deri kesit goriintiileme caligsmalar1 icin numune hazirliginda mikrotom kullanilmstir.
Mikrotom ile kesit alabilmek icin deri 6rnekleri, kriyo kesim i¢in kullanilan jel yapisindaki
0zel maddeye (Tissue-Tek O.C.T) uygun pozisyonda gomiilmiis ve hizli bir sekilde -80°C’de
dondurulmustur. En az 24 saat -80°C’de dondurulan numunelerden, mikrotom yardimiyla
10 pm kalinhginda kesitler alinmistir. Hem kirmizi hem de yesil dalga boylarindaki
goriintiileri isleyebilen dedektor donanimina sahip floresan mikroskop ile goriintiileme
caligmalar1 yapilmistir. Tiim Ornekler icin floresan mikroskop ayarlari sabit tutulmus,
analizler ayn kosullarda gergeklestirilmistir. Ayrica analizler i¢in ayni donére ait kadavra

derisi kullanilmigtir. Numune hazirlama adimlarinin bazilar1 Sekil 3.4°de sunulmusgtur.

Sekil 3.4 Floresan mikroskop goriintiileme caligmalari i¢in numune hazirlhigi(a); ECHO Revolve
Mikroskop (b)
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3.2.10. Formiilasyonlarin Biyouyumlulugunun Degerlendirilmesi

Bos Lipozom, nisin yiiklii, AZM yikli ve kombine lipozomlarin biyouyumlulugu,
AlamarBlue® testi kullanilarak HaCaT hiicre hatti (Insan Keratinositler, AddexBio) ve
insan dermal fibroblast hiicre hattinda degerlendirilmistir. Hiicreler, 96 kuyucuklu diiz
tabanl kiiltiir plakalarima, yogunlugu 10000 hiicre/kuyu iceren konsantrasyonlarda, %1
FBS’li DMEM besi yeri igerisinde gece boyunca inkiibe edilmistir. Sonrasinda, lipozom
formiilasyonlar1 ve serbest ila¢ cozeltileri ile %1 FBS’li DMEM ile seyreltilmis ve 100
pl ilgili ¢ozeltiler kuyucuklara eklenmis ve 24 saat inkiibe edilmistir. Formiilasyon
icermeyen sadece %1 FBS’li DMEM eklenen hiicreler negatif kontrol olarak kullanmilmustir.
Formiilasyonlar ile inkiibasyonun sonunda, 10 L AlamarBlue® eklenmis ve 3 saat inkiibe
edildikten sonra mikroplate floresan 6l¢iim 6zellikli bir mikroplaka okuyucuyla (Tecan Spark

10M) 540/590 (uyarma/emisyon) dalga boyunda ol¢iilmiistiir[92].

3.2.11. Kuartz Kristal Mikrobalans - Dissipasyon (QCM-D) Calismalari

QCM-D deneylerinde kullanilmak iizere, Oncelikle kadavra derisinden SC tabakasi
ayrilmigtir.  Deriye sirayla Sekil 3.5’daki islem basamaklart uygulanmistir. Bu amagla
oncelikle kadavra derisi PBS icerisinde c¢ozdiiriilmiistiir(Sekil 3.5a). Daha sonra 60
°C sicakliktaki distile suda 2 dakika boyunca bekletilmistir(Sekil 3.5b).  Petri kabi
icine alman deri, diiz uclu bir spatula kullanilarak dermis ve epidermis tabakalarma
ayrilmistir(Sekil 3.5¢). Epidermis tabakasinin SC yiizeyi petri kabina temas edecek sekilde
petri kabina serilmistir(Sekil 3.5d). Epidermis tabakasindaki SC disindaki diger katmanlarin
uzaklagtirilmasi i¢in tripsin uygulanmistir(Sekil 3.5e). Tripsin damla damla eklenerek tiim
tabakaya temas etmesi saglanmig ve etki etmesi icin 10 dakika beklenmistir. Pamuklu
cubuklar kullanilarak SC tabakasindan ayrilan katmanlar, narince uzaklastirtlmistir. Distile
su ile tripsin ve diger tabaka kalintilari, SC’ye dokunmadan pipet ile uzaklastirilmigtir.
Tiim kalintilar uzaklasana kadar bu islem birka¢ kez tekrarlanmigtir(Sekil 3.5f). Tripsin

eklenmesinden sonra, SC izolasyon islemi en fazla 30 dakikada tamamlanmastir.
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Sekil 3.5 Kadavra derisinden Stratum Corneum tabakasinin izolasyonu

SC tabakasi, QCM-D analiz agsamasinda kristal ylizeyinden ayrilmamas: icin, akrilik
yapistirict ile kristal yiizeyine yapistirllmistir.  Kristal iizerindeki artan kiitle frekans
degisimini belirlemeye engel olacagindan, akrilik yapistirict (DURO-TAK 87-900A; Henkel
Corporation), tetrahidrofuran (THF) ile seyreltilmis (Yapistirict:THF; 1:16) ve kristal
tizerine dondiirerek kaplayan bir cihaz yardimiyla (3000 devir/dakika hizinda 30 saniye)
homojen ve ince bir film seklinde kaplanmistir. 50 pL seyreltilmis yapistirict ¢ozeltisinin,
kuvartz kristaline kaplamak icin yeterli oldugu 6n denemelerle belirlenmistir. Yapistirici
ile kaplanmis kuvartz kristal, oda sicakliginda vakumlu inkiibatorde bir gece boyunca
bekletilmistir. SC, bu kuvars kristal {izerine yapistirilmis, kristal ylizeyinin digina ¢ikan,
SC tabakasi kesilerek uzaklastirilmistir(Sekil 3.6). Bu asamada, kuvartz kristalini kaplayan
SC tabakasinin hasar gormemis olmast ve SC ile kuvartz kristal arasinda hava kabarcigi

bulunmamasi deney agisindan dnemli bir adimdir.

Sekil 3.6 SC ile modifiye edilmis kuartz kristalin hazirlik adimlari
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Bos kuartz kristal, yapistirict uygulanmis kuartz kristal ve SC yapistirilmis kristallerin her
adimda QCM-D ol¢iimii yapilarak kristal iizerindeki kiitle degisimi belirlenmistir. Ayrica
cthazin 5 overtona kadar (11 harmoniye kadar) sinyal tiretebildigi goriilmiis, tiim islemlerden
sonra kristalin QCM-D cihazi ile kiitle ve enerji degisimini Olcebilece8i aralikta kaldigi
belirlenmistir. Lipozom formiilasyonlarinin olusturacag: sinyali belirleyebilmek icin bu
aralikta kalmasi1 6nemlidir. Daha sonra, lipozom formiilasyonlari, bu kuartz kristallerinin
SC’ye baglh yiizeyine uygulanarak elde edilen sinyaller QCM-D yazilimi aracilifiyla

islenmigtir.

Lipozom formiilasyonu ile QCM-D hiicresinde 6l¢iim yapildiktan sonra, SC tabakasi, kristal
tizerindeki SC’nin yapismasini test etmek i¢in cimbiz kullanilarak kristalden ayrilmistir Sekil
3.7(a,b). Optimize edilmis yapistirici derisiminde, SC’nin 6l¢iim boyunca QCM-D kristaline

siki1 bir sekilde yapisti§1 gézlemlenmistir.

Sekil 3.7 Kuartz sensor iizerine yapistirilan SC tabakasinin stabilitesi ve 6zellikleri

Kristal yiizeyine yapistirtlan SC’nin, yiizeydeki suyun damlaciklar halinde toplanmasi
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hidrofobik o6zellikler sergiledigini gostermektedir(Sekil 3.7(c)). Ayrica, SC tabakasi
izerine uygulanan organik bir ¢oziicii olan THF, ylizeyi tamamen kaplamis ve boylece
SC tabakasinin hidrofobikligi dogrulanmistir(Sekil 3.7(d)). SC’nin hidrofilik karakterinin,
viicudun bulundugu bolgeye bagh olarak degistigi bildirilmistir[93].

3.2.12. Mikrobiyoloji Calismalar:

3.2.12.1. Antimikrobiyal Duyarhhk Testi
Formiilasyonlarin in vitro antimikrobiyal aktivitesi, agar kuyu diflizyon yOntemi ve
mikrodiliisyon siv1 besi yeri duyarlilik testi kullanilarak S. aureus ATCC 29213’e kars test

edilmistir.

Agar kuyu difiizyon deneyi, taze kiiltiirlerden hiicrelerin toplanmasiyla gerceklestirilmistir.
Standart hiicre siispansiyonu, bulaniklik 0.5 McFarland (1.5X108 cfu/mL)’a ayarlanarak
hazirlanmistir. Bakteri siispansiyonu, steril bir pamuklu ¢ubukla Mueller Hinton Agar
(MHA) igeren petri kabina inokiile edilmis, petri kabindaki agarin merkezinde 6 mm’lik
kuyular hazirlanmigtir.  Bu kuyulara 50 pL formiilasyon eklenmis ve 37°C’de 24 saat

inkiibasyonun ardindan zon ¢aplar1 dl¢tilmiistiir.

Formiilasyonlarin minimum inhibisyon konsantrasyonlar1 (MIC), Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) kilavuzlarma gore steril 96-kuyulu mikroplaklar icerisinde
steril besi yeriyle mikrodiliisyon yapilarak belirlenmistir[94]. Kisaca, kontroller ve
formiilasyonlar seri seyreltme yontemi ile iki kat seyreltilmistir. AZM i¢in 1000 pg/mL
ila 0.49 pg/mL arasinda; nisin i¢in 50 pg/mL ila 0.02 pg/mL arasinda etkin madde
iceren formiilasyonlar ve ayn1 etkin madde miktarlarindaki kontrolleri Mueller Hinton Broth

(MHB) besi yerti ile 96-kuyulu polistiren plakalarda hazirlanmasgtir.

Bakteri siispansiyonlari, taze S. aureus ATCC 29213’ilin gece boyu inkiibe edilen kiiltiirti
kullanilarak, 0.5 McFarland bulanikligina sahip standart siispansiyona ayarlanmigtir. Bu
da son hiicre yogunlugunun 5x108 kob/mL oldugu anlamina gelmektedir. MIC sonuglari,

37°C’de 24 saat inkiibasyonun ardindan degerlendirilmistir.
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3.2.12.2. Anti-biyofilm Aktivite Testi

Formiilasyonlarin MIC’lar1 yalmzca planktonik bakterileri kapsadigindan ve biyofilm
azaltmak veya yok etmek icin gereken konsantrasyonlarla uyusmadigindan, formiilasyonlari
S. aureus ATCC 29213’lin Onceden olusturulmug biyofilmi iizerindeki etkileri de
incelenmigtir.  Bu amagla, minimum biyofilm eredikasyon konsantrasyonu (MBEC)
aktivite testi baz1 modifikasyonlar yapilarak uygulanmistir[95, 96]. Kisaca, %1 glukoz ile
zenginlestirilmis besi yeri ile hazirlanan 100 gL (5x106 cfu/mL) bakteri siispansiyonu her
bir kuyuya eklenmistir. Biyofilm gelisimine izin vermek icin ¢cok kuyulu plakalar, 37°C’de
100 rpm calkalama hizinda, 24 saat inkiibe edilmistir. Biyofilm eradikasyon deneyi icin
plakalardaki sivi kiiltiirler biyofilme zarar vermeden uzaklastirilmis ve film tabakasi 1 kez
PBS ile yikanmigtir. Daha sonraki adim icin formiilasyonlarin farkli konsantrasyonlari
seri seyreltme yontemi ile hazirlanmis ve film olusturulan plakadaki ilgili kuyulara transfer
edilmistir. Plakalar, 24 saat boyunca (37°C, 100 rpm) tekrar inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sliresinin sonunda, biyofilm biyokiitlesi kristal violet boyamas1 yontemiyle belirlenmistir.
Formiilasyonlar kuyulardan nazik¢e dokiilerek kagit havlularin iizerine yerlestirilmis ve
her kuyu, PBS ile ili¢ kez nazik¢e yikanarak kurumaya birakilmistir. Her kuyuya %0.1
kristal violet boyas1 eklenmis ve oda sicakliginda 15 dakika inkiibe edilmistir. Kuruduktan
sonra, her kuyuya 100 pL. %30 glasiyel asetik asit eklenerek plakalar oda sicakliginda 15
dakika inkiibe edilmigtir. Plakalarin her kuyusundaki igerik, yeni bir steril diiz tabanl
mikroplakaya transfer edilmis ve optik yogunlugu (OD) 595 nm (OD595) dalga boyunda
Olciilmiistiir. Negatif OD elde edilirse, sifir olarak sunulmustur. Deneyler, ii¢ tekrarla iki
kez gerceklestirilmistir. Deney setlerine sterilite kontrolii ve negatif kontroller (yalnizca
S. aureus) de dahil edilmistir. Bos lipozomlar icin de antimikrobiyal aktivite testleri

uygulanmustir.
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Antibiyofilm aktivitesi, formiilasyon uygulanmayan negatif kontrole gore asagidaki gibi

hesaplanmigtir:

(6)

D orne!
Biyofilm Eradikasyonu (%) = (1 m) x 100

B OD595kontrol

3.2.13. Istatistiksel Analiz

Tiim istatistiksel analizler GraphPad Prism yazilimi (10.2.3) kullanilarak gerceklestirilmistir.
Sonuclar ortalama =+ standart sapma olarak sunulmustur. Verileri analiz etmek icin t-testi,
tek-yonlii veya cift-yonli ANOVA ile Tukey coklu karsilagtirma testleri kullanilmisgtir.
Yildizlar, kontrollerle ilgili lipozom formiilasyonlar1 arasindaki istatistiksel olarak anlamli

farklarmni belirtmektedir (***%p < 0.0001, ** = p < 0.01, *p < 0.05).
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Sunulan tez ¢alismasi alt1 temel baglikta 6zetlemistir. Bu kapsamda:

AZM ve nisin yiiklenmis lipozom formiilasyonlarimin hazirlanmas1 ve

karakterizasyonu;

Formiilasyonlarin topikal/intra dermal uygulama potansiyelinin IVRT calismalari ile

incelenmesi;

Formiilasyonlarin IVPT ve ex vivo deri goriintiileme ¢aligsmalari ile deri permeabilite

ozellikleri ve deri katmanlarindaki lokalizasyonunun belirlenmesi;

Dermal  Fibroblast ve  keratinosit  hiicre  hatlarinda  formiilasyonlarin

biyouyumlulugunun belirlenmesi;

Formiilasyonlarin derinin en iist katmani olan SC tabakasi ile etkilesiminin QCM-D

caligmalari ile belirlenmesi;

Formiilasyonlarin antimikrobiyal ve antibiyofilm 6zelliklerinin belirlenmesi;

ile elde edilen bulgular bu boliimde sunulmus ve daha once yapilan ¢alismalarin sonuglariyla

birlikte karsilastirmali olarak tartisilmisgtir.

4.1.

4.1.1.

Etkin Maddelerin Fizikokimyasal Ozellikleri ve Miktar Tayini icin

Analitik Yontem Validasyonu

Azitromisinin Coziiniirliik ve Lipid-Su Dagilhim Katsayisimin Belirlenmesi

Coziiniirliik calismalar icin AZM ¢oziiniirliigii dort farkli ¢oziicli ortaminda incelenmis

ve bu ortamlar icin; AZM’nin c¢oziiniirliigii etanolde > 141.213 mg/mL, suda 0.524
mg/mL, PBS’de 0.495 mg/mL ve %1 Tween 20 iceren PBS ortaminda 0.798 mg/mL
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olarak belirlenmistir. AZM’nin suda diisiik ¢oziiniirliik gdstermesi literatiir ile uyumluluk
gostermektedir[97].  PBS’in notral pH’daki iyonik yapist degerlendirildiginde PBS
icerisindeki ¢oziiniirliigii sudaki coziiniirliige yakin belirlenmesi beklenen bir sonuctur.
AZM’nin 556 mg/mL ¢oziiniirliige sahip oldugu ve etanol icerisinde oldukca iyi ¢oziindiigi
bildirilmistir[98].

Bu ¢oziiniirliik verileri, permeasyon ve salim ¢alismalarinda (IVPT ve IVRT) sink kosulu
saglamak icin dikkate alinmistir. AZM lipid-su partisyon katsayisi oktanol:su ortami
icin: 3152 (LogP=3.50); oktanol:PBS ortamu1 i¢in 43.55 (LogD=1.64) olarak belirlenmistir.
Literatiirde, AZM i¢in logP degeri farkli ham maddelere ait olarak 2.4 ve 3.03 olarak
bildirilmektedir[97]. Elde edilen logP degeri AZM’nin lipofilik karakterini dogrulamakta
ve ham madde kaynagina bagl olarak logP degerindeki bu degisim literatiir verileri ile
uyumluluk gostermektedir. LogD degeri LogP analizi ile aym kosullarda gerceklestirilmis
ancak su yerine PBS kullanilmistir. PBS kullanilmasi, ortamin pH’sinin AZM’nin lipid-su

faz dagilimini degistirdigini gostermektedir.

4.2. Azitromisin Miktar Tayini icin HPLC Yontem Validasyonu

AZM’nin belirlenmesinde kullanilacak dalga boyunu belirlemek i¢in, mobil faz icerisinde
hazirlanmis AZM numunesinin absorbansi, 200 ile 400 nm araliginda taranmis ve 4.1°de

sunulmustur.
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Sekil 4.1 AZM’nin 200-400 nm arali§indaki absorbansi
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AZM’nin en yiiksek 203 nm dalga boyunda absorbans gosterdigi belirlenmistir ve HPLC

validasyon ¢aligmalar1 i¢cin 200 nm dalga boyu tercih edilmistir.

Dogrusallik ve Olgiim Arahg
Dogrusalligin belirlenmesi i¢in 5-200 pg/mL araliginda sekiz farkli konsantrasyonda ve
tic tekrarli hazirlanan numunelerin analizlerinden elde edilen egri alti alan kullanilarak

kalibrasyon egrisi ¢izilmis, elde edilen standart grafigin Sekil 4.2’te dogrusal (R?= 0.9919)

oldugu gosterilmisgtir.

Azitromisin Kalibrasyon Egrisi

1000

_ Y = 4.510*X + 10.70

N

’é 800 -] R2=0.9919

8 600

< .

§ 400 /
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X 200- ~

o /
0 : llllllll I lllllllll I
0 100 200

Azitromisin ( ug/mL)

Sekil 4.2 AZM’ye ait kalibrasyon egrisi

Dogruluk ve Geri Kazanim

Yontemin dogrulugun belirlenmesi i¢in 10, 50 ve 100 pg/mL derisimlerde geri kazanim
deneyleri yapilmistir. Her derisimde elde edilen egri alti alan (EAA) icin, gercek deger
(GD) ve % geri kazanim (GK(%)’lar Cizelge 4.1°de sunulmustur ve kabul kriterlerindeki
gibi GK(%), %10 araliginda bulunmustur.
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10 ig/mL 50.g/mL 100 ;ig/mL

EAA GD GK(%) EAA GD GK(%) EAA GD | GK(%)

1 61.02 10.63 106.32 271.10  50.01 100.02 545.30 | 101.41 | 101.41

2 61.07 10.64 106.42 269.60  49.73 99.46 545.20 | 101.39 | 101.39

3 | 6149 10.72 107.21 272.80  50.33 100.66 545.40 | 101.43 | 101.43

4 60.98 10.62 106.25 27190  50.16 100.32 545.50 | 101.45 | 101.45

5 60.80 10.59 105.91 27130  50.05 100.10 546.40 | 101.61 | 101.61

6 60.84 10.60 105.99 271.10  50.18 100.15 545.80 | 101.50 | 101.50

AVG | 61.03 10.63 106.35 271.45  50.08 100.15 545.80 | 101.50 | 101.50

RSD | 0.40 0.44 0.44 0.40 0.41 0.41 0.13 0.13 0.13

Cizelge 4.1 AZM geri kazanim degerleri

Kesinlik
Giin i¢i ve giinler arasi tekrarlanabilirlik Ol¢iimlerine ait veriler sirasiyla Cizelge 4.2 ve
Cizelge 4.3’de sunulmustur. Her derisim seviyesi i¢cin RSD sonuclart %2 den az degisim

gosterdiginden, yontem kesinlik kriterini saglamistir.
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Ornek Numarasi | EAA | Derisim (;g/mL)
1 534.2 99.3
2 531.8 98.9
3 527.1 98.0
4 528.5 98.3
5 528.3 98.2
6 526.2 97.8

STD: 0.57 RSD: 0.58

Cizelge 4.2 AZM 06l¢limiiniin giin i¢i tekrarlanabilirlik verileri
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1. Giin 2. Giin

100 ug/mL | EAA | GD

EAA GD EAA | GD

15342 99.3 526.2 | 97.8

2| 531.8 98.9 526.7 | 97.9

3| 527.1 98.0 526.8 | 97.9

4| 5285 98.3 5259 | 97.8

515283 98.2 526.2 | 97.8

6 | 526.2 97.8 526.9 | 98.0

STD: 0.38 RSD: 0.39

Cizelge 4.3 AZM o6l¢iimiiniin giinler aras1 tekrarlanabilirlik verileri

Spesifiklik
HPLC analiz yonteminin, AZM’ye spesifikligini belirlemek icin oncelikle AZM standart
cozeltisinin kromatogramdaki alikonma zamani belirlenmis ve Sekil4.3’de sunulmustur.

mAU ]

15

10-]

T —— T v ———— T T —T ——
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 mir

Sekil 4.3 AZM standart ¢ozelti (50 pg/mL) kromatogrami

Hareketli faz analizi aym kosullarda gerceklestirilmis ve kromatogrami Sekil 4.4’de

sunulmustur.
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Sekil 4.4 Hareketli faz kromatogrami1

Hareketli fazin AZM’ye ait alikonma zamaninda ve yakininda herhangi bir pike sahip

olmadig1 belirlenmistir.

HPLC kosullarinda analiz edilecek numunelerin, AZM alikonma zamanina yakin pike sahip
olup olmadigi, AZM disinda bilesenlere sahip olan nisin yiiklii lipozom formiilasyonunun

analizi ile belirlenmistir. Bu analize iligskin kromatogram Sekil 4.5’da sunulmustur.
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Sekil 4.5 Nisin yiiklii lipozom formiilasyonunun kromatogrami

Nisin yiikli lipozom formiilasyonunun HPLC analizine iligkin kromatogramin, AZM

alikonma zamaninda ve yakininda herhangi bir pike sahip olmadig belirlenmistir.

Aym1 HPLC kosullarinda elde edilen bu kromatogramlar degerlendirildiginde, HPLC

yonteminin AZM analizine spesifik oldugu goriilmektedir.

Kararliik
Belirli derisimdeki numune, 24 saat boyunca diizenli araliklarla analiz edilmistir. Olgiim
sonuclar Cizelge 4.4’de sunulmus, numuneye ait egri alt1 alan (EAA) ve derisimde anlaml

bir farklilik belirlenmemistir.
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Zaman | EAA | Derisim (24 ;g/mL)

0.5 130.0 23.6

3 133.3 24.2

5 132.4 24.0

10 134.1 24.3

14 131.5 23.8

18 136.1 24.7

23 136.2 24.7

STD: 0.4 RSD: 1.66

Cizelge 4.4 Belirli zaman araliklarinda 6l¢iim yapilan AZM c¢ozeltisinin stabilitesi

4.2.1. Nisin Miktar Tayini icin Yontem Belirleme Calismalar:

4.2.1.1. Bikinkoninik Asit Protein Analiz (BCA) Kiti
Nisinin su ile hazirlanan ¢ozeltilerinin BCA kiti ile analizi, sulu ortamda testin nisine

secicilik gosterdigi belirlenmis ve kalibrasyon egrisi Sekil 4.6’de sunulmustur.
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Nisin Standart Grafigi

y =0,045x + 0,1624
R?=0,9962

Absorbans
\

pg/ml

Sekil 4.6 Nisinin BCA Kiti ile yapilan analizine iligkin kalibrasyon egrisi

Nisin iceren lipozom formiilasyonlari, testin dogrusal calisma araligindaki derigsimlere
girecek sekilde su ile seyreltilmistir. ~ Formiilasyon ortaminda BCA testinin nisine

spesifikligini belirlemek i¢in nisin icermeyen lipozom formiilasyonlar1 da analiz edilmistir.

Formiilasyon Nisin GD (2.5:g/mL | Absorbans | Hesaplanan Derisim (1g/mL)
Bos Lipozom — 3.0421 127
AZM Yiiklii Lipozom — 2.7928 116
Nisin Yiiklii Lipozom + 2.6977 112
Kombine Lipozom + 2.8642 120

Cizelge 4.5 Lipozom Formiilasyonlarinda BCA Kiti ile nisin analizi

Cizelge 4.5’te sunulan sonuglar, lipozom formiilasyonundaki bazi bilegenlerin kit reaktifi ile
reaksiyona girdigini gostermistir. BCA analizi, nisin icermeyen formiilasyonlar olan bos
lipozom ve AZM yiiklii lipozom formiilasyonlarinda yanlis pozitif sonu¢ vermistir. Ayrica,

BCA kiti nisin iceren lipozom formiilasyonundaki gercek degerden ¢ok daha fazla nisin
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miktar1 belirlemigtir. BCA kitinin lipozom formiilasyonundaki nisin miktarin1 belirlemek

icin uygun bir yontem olmadigina karar verilmistir.

4.2.1.2. CBQCA Protein Miktar Tayin Kiti

CBQCA kitinin calisma prensibi, protein bilesimine gii¢lii derdece bagimlilik gosterir.
Proteinlerin birim kiitle basina sahip oldugu primer amin konsantrasyonundan da bagimsiz
olarak proteinin {i¢ boyutlu yapisi ele alindiginda, baz1 aminlerin yiizeyde yer almamasi
protein yapisindaki tiim aminler esit derecede reaktif olmamasina neden olur[78].
Floresan spektroskopi temeline dayanan protein analiz yontemlerinde protein katlanmasi ve
florofor 6zellik gosteren reaktifin proteine baglanmasi analizi etkileyen 6nemli adimlardan
biridir[99]. CBQCA kit iceriginde standart olarak sunulan sigir serum albumi (BSA) tercih
edilmemis CBQCA analizi proteinlerin dogal yapisindaki kosullarda gerceklestirildiginden,

analiz standart1 olarak nisin tercih edilmistir.

CBQCA kitinin su ile hazirlanan nisin ¢ozeltilerini analiz edebildigi belirlenmis ve

kalibrasyon egrisi Sekil 4.7°de sunulmugtur.

CBQCA yontemi nisin standardi ile validasyon yapilmig ve elde edilen standart grafiginin
tespit aralifinda dogrusal oldugu belirlenmis ve her analizden Once test kosullarinda

hazirlanan standart grafi§in R? degerinin 0.99 dan yiiksek oldugu belirlenmistir.

Nisin Standart Grafigi(CBQCA)
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Sekil 4.7 Nisinin CBQCA Kiti ile yapilan analizine iligkin kalibrasyon egrisi
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Nisin iceren lipozom formiilasyonlari, testin dogrusal calisma araligindaki derigsimlere
girecek sekilde su ile seyreltilmistir. Formiilasyon ortaminda CBQCA testinin nisine
spesifikligini belirlemek i¢in nisin icermeyen lipozom formiilasyonlar: da analiz edilmistir.
Bu analize iligkin veriler Cizelge 4.6’da sunulmustur. Nisin i¢eren formiilasyonlar i¢in testin

giiven aralifinda calisti1 belirlenmistir.

Formiilasyon Nisin | Floresan | Hesaplanan Derisim (ug/mL)
Bos Lipozom — 2384 0
AZM Yiiklii Lipozom - 2784 0

Cizelge 4.6 Lipozom Formiilasyonlarinda CBQCA Kkiti ile nisin analizi

Analiz sonuglari, CBQCA test kiti bilesenlerinin lipozom formiilasyon bilesenleri ile
reaksiyona girmedigi belirlenmis, CBQCA kitinin lipozom bilesenleri varliginda nisini tespit

ettigi gorilmiistiir.

CBQCA analiz kitinin nisine spesifikligi, IVPT caligmalarindaki reseptor ortamlar1 olan
PBS ve %1 Tween 20 iceren PBS kosullarinda da de8erlendirilmistir. Nisin, reseptor faz
ile seyreltilerek standart kalibrasyon egrileri olusturulmus ve bu kosullarda derisimi bilinen
nisin ve nisin igeren formiilasyon analiz edilmistir. Deney kosullarinda degerlendirilen

CBQCA testinin nisin analizi i¢in uygun oldugu belirlenmistir.

IVPT calismalarinda CBQCA testi, kadavra derisinden gelen protein igeriginin girisim
yapmasi nedeniyle ¢alismamistir. IVPT calismalarinda nisin tespiti i¢in diger proteinlerin
varliginda nisini belirleyebilmek icin literatiirde bildirilen kogullarda HPLC gradient yontemi

gelistirme caligmalar1 yapilmistir[79, 80].

4.2.1.3. Nisin Miktar Tayini icin HPLC Yontemi
50 pg/mL nisin ¢ozeltisinin gradient HPLC analizine ait kromatogramda Sekil 4.8’da
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sunulmustur. Farkli literatiirlerde nisinin alikonma zamanlar1 farklilik gostermektedir ve
elde ettigimiz kromatogramda bu 2 farkli alikonma zamaninda (28.5 dk ve 39.7 dk) pik
bulunmaktadir[79, 83]. Kullanilan nisin stok analiti, HPLC standartlarinda olmadigindan,
hangi pikin nisine ait oldugu belirlenememistir. Her iki pikin egri alti alanmi, artan

derisimlerde hazirlanan nisin ¢ozeltilerinde artig gdstermistir.

mAU-H & 1 é
- o -
220 o ? §
o R 0 i
2009 o gﬁ%m 23 & § ™ 3 8
] & joom@n I 2 & i ———— S N -
1 %4 o P LN e, | N B
180 < w= 1\ AR AN
AA— \a-:‘”
160 ‘ Ns /7
‘\ {,
140 Y
120
100 -} ]
0 10 20 30 40 50 60m

Sekil 4.8 HPLC gradient yontem ile elde edilen nisin ¢ozeltisine ait kromatogram.

Nisin icermeyen bos lipozom formiilasyonuna ait kromatogramda 39.3 dakika alikonma
stiresinde bir pik bulunmaktadir (Sekil 4.9). Nisin yiiklii lipozom formiilasyonu analiz
edildiginde, nisine ait olabilecek 39.7 dakika alikonma siiresindeki pik, bos lipozom
formiilasyonunda da belirlenen 39.4 dakika alikonma zamanina sahip pik ile cakigsmaktadir.

Bu pikin membran proteinlerinden gelmis olabilecegi diisiiniilmektedir.
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Sekil 4.9 Bos lipozom formiilasyonunun gradient HPLC ile elde edilen kromatogrami

Nisine ait oldugu degerlendirilen piklerin alani, formiilasyona yiiklenen nisin derisimlerinin
tayin sinirlart agmasi ve miktar tayinine olanak vermesine karsin, bu yonteme yonelmenin
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temel amaci olan IVPT reseptor faz kosullarindaki diigiik nisin derigimini belirlemek icin
yetersiz kalmigtir. Analitik saflikta nisin temin edilse dahi, ¢calisma kosullarda, nisin analizi

icin uygun bir yontem olmadigina karar verilmistir.

Nisin tespiti icin, literatiirde ve ISO/TS 27106:2009°da kullanilan LC-MS/MS (Sivi
kromatografi-kiitle spektrometresi/kiitle spektrometresi) yonteminin uygulanabilirligi, IVPT
kosullarinda incelenmistir[100-102].  Ancak yontem gelistirme calismalar1 basarisiz

olmustur.

4.3. Lipozom Formiilasyonlarimin Hazirlanmasi

4.3.1. Lipozom Hazirlama Parametrelerinin Formiilasyon Ozellikleri Uzerine Etkisi
Ortam pH’sinin nisin  ¢Oziiniirliigli ve stabilitesini  etkiledigi  bildirilmistir[103].

Formiilasyon, farkli pH’lerde sulu faz kullanilarak hazirlanmis ve pH’lerin formiilasyon

ozellikleri iizerindeki etkisi Cizelge 4.7’da sunulmustur.
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Formiilasyon pH PS(nm) ZP(mV) PDI
(Lipit:Kolesterol—8:2) AVGxSTD* | AVGxSTD* | AVGxSTD*
L-a-Fosfotidilkolin(soybean) | 7 (PBS) 195.7£2.329 | 0.482+0.1.44 | 0.468+0.019
5.4 (PS) 237.0+3.349 1.07£0.474 | 0.664+0.06
Fosfolipon 90G 7 (PBS) 159.842.950 | -14.6+£0.306 | 0.454+0.023
6.2 (UPW) | 151.5£1.900 | -20.6+0.231 | 0.465+0.019
5.4 (PS) 189.3+15.69 2.03£1.06 | 0.730+0.045
L-a-Fosfotidilkolin(egg) 7 (PBS) 226.8+3.509 | -0.450+0.786 | 0.641+0.037
6.2 (UPW) | 175.7+£0.5859 | -9.06+0.445 | 0.538+0.007
5.4 (PS) 279.4+11.48 | -0.648+1.33 | 0.825+0.057
Lipoid S100 7 (PBS) 5525+773.2 | -0.150+0.636 | 0.840+0.040
5.4 (PS) 184.4+9.304 1.16£0.388 | 0.515+0.107
DPPC 7 (PBS) | 231.4+4.335- | 0.479+0.532 | 0.629+0.013
5.4 (PS) 9328+1840 1.36+£0.930 | 0.741+0.221

Cizelge 4.7 Nisin yiiklii lipozom formiilasyonlarinin 6zellikleri iizerinde pH’ nin etkileri(*n=3)

Uygun organik ¢oziiciiniin belirlenmesi i¢in yapilan calismalarda, lipozom hazirlama
prosediiriinde organik c¢oziicii olarak yaygin kullanilan kloroform ile baglanmistir.
Kloroformun lipozom hazirlanirken organik ¢oziicli olarak kullanildigi durumda, AZM
kloroform i¢inde kolayca ¢6ziinmiis ve ince tabaka olusturulmustur. Ancak, ince tabaka
yapisinin lizerine nisin iceren sulu fazin eklenmesinden sonra, formiilasyonda agregat
yapilar1 gozlenmistir.

Bu yapilar, sonikasyon sonrasi dagilmasina ragmen, ertesi giin
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formiilasyonda faz ayrimi belirlenmis ve stabil bir yap1 olusmadigi goriilmiistiir. Bu nedenle,

organik faz olarak kloroform yerine alternatif organik ¢oziiciiler arastirilmis ve test edilmistir.

AZM yiikli lipozom formiilasyonu, literatiirde bildirilen etanol ve metanol:etanol (2:1)
organik fazlar kullanilarak hazirlanmistir[27, 31]. Etanol ve metanol:etanol (2:1) organik
fazlan ile hazirlanan formiilasyonlarin PS ve PDI o6zellikleri karsilastirildi§inda; etanol
ile hazirlanan formiilasyonun PS’sinin daha biiyiik oldugu belirlenmistir. Hazirlanmasi
planlanan formiilasyon icin, belirlenen bu PS farkinin Onemli diizeyde olmadigi
belirlenmigtir. Etanol, metanolden (ICH sinifi, kalint1 ¢oziicii) daha giivenli bir ¢oziicii
olmasi, biiyilik 6lcekli iiretime uygun olmasi ve daha giivenli bir ¢6ziicii olmast nedeniyle

organik ¢oziicii olarak tercih edilmistir[104].

Fosfolipitler ile birlikte AZM de organik fazda ¢oziindiigiinden, uygun fosfolipid tiiriiniin
belirlenmesi icin AZM yiiklii lipozom formiilasyonu tercih edilmistir.  Fosfolipitlerin

lipozom formiilasyonunun 6zellikleri tizerindeki etkisi Cizelge 4.8’de sunulmustur.

Formiilasyon PS(nm) ZP(mV) PDI
(Lipit:Kolesterol —8:2) AVGxSTD* | AVGxSTD* | AVGxSTD*
L-a-Fosfotidilkolin(soybean) | 278.3+13.11 | 1.02+0.067 | 0.770+0.26
Fosfolipon 90G 297.9£12.31 | -7.16+0.403 | 0.894+0.042
L-a-Fosfotidilkolin(egg) 121.2£1.997 | -27.44+0.603 | 0.380+0.015
Lipoid S100 173.6£2.235 | 10.1+£0.289 | 0.472+0.010
DPPC 631.3£9.708 | -13.0+0.265 | 0.581+0.018

Cizelge 4.8 Farkl1 fosfolipidlerin AZM yiiklii lipozom formiilasyonlarinin 6zellikleri iizerindeki
etkileri (*n=3)

61



En yiiksek zeta potansiyel degeri (-27.4 £0.603 mV) Egg PC ile hazirlanan lipozomlarda
Olciilmiis ve PS ve PDI degerleri sirasiyla 121.24+1.997 nm ve 0.380+0.015 olarak

bulunmustur.

Farkli sulu fazlarin nisin yiikli lipozom formiilasyonlarinin 0zelliklerine etkisi
degerlendirildiginde Fosfolipon 90G (Cizelge 4.7) ile hazirlanan formiilasyonlarin
daha iyi ozelliklere sahip oldugu belirlenmistir. AZM yiikli lipozomlar da ise en iyi
sonuclarii veren lipid Egg PC olarak belirlenmistir (Cizelge 4.8). Tiim formiilasyonlar
fosfolipon 90G ve Egg PC ile tekrar hazirlanmis ve sonuclar degerlendirilmistir. Tiim
formiilasyonlar karakterizasyon parametreleri ag¢isindan degerlendirildiginde Egg PC uygun

fosfolipid olarak tercih edilmistir.

4.4. Lipozom Formiilasyonlarinin Karakterizasyonu

Farkli hacimlerde etanol ve propilen glikol kullanilarak, modifiye edilmis etanol
enjeksiyon yontemiyle hazirlanan ve farkli yontemlerin formiilasyonlar iizerindeki etkisini
karsilastirmak icin ince tabaka hidrasyon yoOntemiyle hazirlanan bos formiilasyonlarin
ozellikleri Cizelge 4.9°da, Nisin yiiklii formiilasyonlarin 6zellikleri Cizelge 4.10°da, AZM
yiiklii formiilasyonlarin 6zellikleri Cizelge 4.11°de, kombine formiilasyonlarin 6zellikleri

Cizelge 4.12’de verilmistir.
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Bos Formiilasyonlar PS (nm) PDI 7P (mV)
Etozom Formiilasyonu 1 143.8 £2.31 | 0.179 £0.044 | -0.28 £0.44
Etozom Formiilasyonu 2 179.7+£4.18 | 0.258 £0.011 | 0.17 £0.67
Etozom Formiilasyonu 3 555.5+13.11 | 0.619+£0.039 | -0.47 £1.31
Etozom Formiilasyonu 4 504.5 £43.24 | 0.575+0.063 | -0.17 £ 0.366
Lipozom Formiilasyonu (Egg PC) 85.12+ 142 | 0.25+0.008 | -60.97 +£0.78
Lipozom Formiilasyonu (Lipoid S75) | 90.23 £ 1.44 | 0.24 £ 0.007 | -60.97 £ 0.05

Cizelge 4.9 Modifiye Edilmis Etanol Enjeksiyon Yontemi ve Ince Tabaka Hidrasyon Yontemiyle
Hazirlanan Bos Lipozom Formiilasyonlarinin Ozellikleri (*n=3)

Nisin Yiiklii Formiilasyonlar PS (nm) PDI ZP (mV)
Etozom Formiilasyonu 1 116.7+1.1 | 0.084 +£0.017 | -0.53 +0.81
Etozom Formiilasyonu 2 171.3+£4.352 | 0.28 £0.021 | -455+1.32
Etozom Formiilasyonu 3 5442 +11.83 | 0.61 +0.031 1.6 £0.42
Etozom Formiilasyonu 4 548.5+5.65 | 0.616 £0.066 | -0.74 + 0.260

Lipozom Formiilasyonu (Egg PC) 100.81 £2.48 | 0.28 £0.026 -28.1+0.7
Lipozom Formiilasyonu (Lipoid S75) | 1049+ 1.65 | 0.24 £0.01 -28.7+0.7

Cizelge 4.10 Modifiye Edilmis Etanol Enjeksiyon Yontemi ve ince Tabaka Hidrasyon Yontemiyle
Hazirlanan Nisin Yiiklii Lipozom Formiilasyonlarmin Ozellikleri (¥n=3)
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AZM Yiiklii Formiilasyonlar PS (nm) PDI 7P (mV)
Etozom Formiilasyonu 1 144.9 £3.037 | 0.058 £ 0.066 | 0.19 £0.65
Etozom Formiilasyonu 2 138.6 £4.744 | 0.048 £0.012 | 0.03 £ 0.69
Etozom Formiilasyonu 3 302.5 +£3.301 | 0.137 £0.001 | 0.01 £0.151
Etozom Formiilasyonu 4 275.1£11.19 | 0.06 £0.037 | -0.30 + 0.644

Lipozom Formiilasyonu (Egg PC) 127.5 £10.22 | 0.22+0.027 | -29.17 £0.23
Lipozom Formiilasyonu (Lipoid S75) | 83.13+1.82 | 0.23+0.012 | -30.73 £0.35

Cizelge 4.11 Modifiye Edilmis Etanol Enjeksiyon Y6ntemi ve Ince Tabaka Hidrasyon Yontemiyle
Hazirlanan AZM Yiiklii Lipozom Formiilasyonlarimin Ozellikleri (*n=3)

Kombine Formiilasyonlar PS (nm) PDI ZP (mV)
Etozom Formiilasyonu 1 153.9+2.639 | 0.049+£0.038 | 0.27+1.63
Etozom Formiilasyonu 2 152.6 £ 0.6658 | 0.019 £0.015 | 0.95+0.58
Etozom Formiilasyonu 3 278.7+8.724 | 0.067 £ 0.044 | -0.46 £0.636
Etozom Formiilasyonu 4 337.9£2.155 | 0.084 £0.044 | 0.13 £0.452

Lipozom Formiilasyonu (Egg PC) 82.06 £ 2.31 0.26 £0.001 | -56.83 £2.04
Lipozom Formiilasyonu (Lipoid S75) 110.0£1.2 0.26 +£0.007 | -31.9£0.69

Cizelge 4.12 Modifiye Edilmis Etanol Enjeksiyon Yontemi ve ince Tabaka Hidrasyon Yontemiyle

Hazirlanan Kombine Lipozom Formiilasyonlarimin Ozellikleri (¥n=3)
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Aragtirmanin amaglart dogrultusunda, kombine lipozom formiilasyonunun &zellikleri
karakterizasyon parametreleri dogrultusunda degerlendirilerek, modifiye edilmis etanol
enjeksiyon yontemiyle hazirlanan 1. ve 2. formiilasyonlar daha ileri arastirmalar i¢in
secilmis ve bu formiilasyonlarin yiikleme kapasitesi santrifiij filtre yontemi kullanilarak

belirlenmigtir.

Calismalarimiza baglarken AZM’nin enjeksiyon yoOntemi ile hazirlanan herhangi bir
formiilasyonu literatiirde bulunmamaktaydi. Son literatiir incelemesinde Abruzzo ve
arkadaslarinin, AZM yiiklii lipozom formiilasyonlarimi ince tabaka hidrasyon ve etanol
enjeksiyon yontemleri ile hazirladiklar1 goriilmiistiir. Bu calismada uygulanan etanol
enjeksiyon yontemi, bizim uyguladigimiz modifiye etanol enjeksiyon yontemine benzerlik
gostermekle birlikte, fazlarin enjeksiyon yonlerinin farkli olmast ve hazirladiklar
formiilasyonlardan etanoliin uzaklagtirildig1 ek bir adim bulunmasi yoniinden farklilik

gostermektedir[105].

4.4.1. Lipozom Formiilasyonlarimn Morfolojik Karakterizasyonu

Ince tabaka hidrasyon yontemi ile Egg PC fosfolipidi ile hazirlanan formiilasyonlara ait
TEM goriintiileri Sekil 4.10°de sunulmustur. Bos lipozom formiilasyonu Sekil 4.10a’da;
nisin yiiklii lipozom formiilasyonu 4.10b’de; AZM yiiklii lipozom formiilasyonu 4.10c’de ve

kombine yiiklii lipozom formiilasyonu 4.10d’de sunulmustur.
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Sekil 4.10 Lipozom Formiilasyonlarina (Egg PC ile hazirlanan) ait TEM goriintiileri: a, bog
lipozom formiilasyonu; b, nisin yiiklii lipozom formiilasyonu; ¢, AZM yiiklii lipozom
formiilasyonu; d, kombine lipozom formiilasyonu

Ince tabaka hidrasyon yontemi ile Lipoid S75 fosfolipidi ile hazirlanan formiilasyonlara ait
TEM goriintiileri Sekil 4.11°de sunulmustur. Bos lipozom formiilasyonu Sekil 4.11a’da;
nisin yiiklii lipozom formiilasyonu 4.11b’de; AZM yiiklii lipozom formiilasyonu 4.11¢’de ve

kombine yiiklii lipozom formiilasyonu 4.11d’de sunulmustur.
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Sekil 4.11 Lipozom Formiilasyonlarina (Lipoid S75 ile hazirlanan) ait TEM goriintiileri: a, bog
lipozom formiilasyonu; b, nisin yiiklii lipozom formiilasyonu; ¢, AZM yiiklii lipozom
formiilasyonu; d, kombine lipozom formiilasyonu

Baz1 lipozom yapilariin yilizeyde patlamis olarak goriilmesinin kontrast arttirici
boyamadan kaynaklandig diisiiniilmektedir. Nisin yiiklii lipozom formiilasyonlarin TEM
goriintiilemesinde, lipozom disinda kalan alanlarda kristal yapilarina benzer kirlilik
goriilmiistiir.  Bu Kkirliligin nedeni nisin stok c¢ozeltisinde yliksek miktarda bulunan
tuz olabilir. Formiilsyona ve TEM numune hazirlama prosediiriine bagli olabilecegi
degerlendirilen kriterler dahilinde lipozom formiilasyonlarina ait TEM goriintiileri,

lipozomlarin PS parametreleri ile uyumlu bulunmugtur.
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4.5. Lipozom Formiilasyonlarinin Enkapsiilasyon Etkinliginin

Belirlenmesi

Nisin yiiklii Etozom 1, Etozom 2 ve lipozom formiilasyonlarinin enkapsiilasyon etkinligi (%

EE) Cizelge 4.13’te verilmistir.

Nisin Yiikli Formiilasyonlar PS(nm) ZP(mV) PDI %EE

(AVGSTD*) | (AVGSTD*) | (AVG+STD#) |  Nisin

Etozom 1 116.7+ 1.1 -0.5 0.084 96.7

Etozom 2 171.3 £4.352 -0.5 0.28 98.3
Lipozom Egg PC 140.81 £2.48 | -28.1+0.70 | 0.24+0.026 | 95.5+5.1
Lipozom Lipoid S75 1129 £1.65 -28.1+£0.7 0.24+£0.001 | 942+73

Cizelge 4.13 Nisin Yiiklii Formiilasyonlarin Enkapsiilasyon Etkinligi

AZM yiiklii Etozom 1, Etozom 2 ve lipozom formiilasyonlarinin enkapsiilasyon etkinligi (%

EE) Cizelge 4.14’te verilmistir.
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AZM Yiiklii Formiilasyonlar PS(nm) ZP(mV) PDI %EE
(AVG+STD*) | (AVG£STD*) | (AVG£STD#) Nisin
Etozom 1 144.9+3.037 0.2 0.058 89.9
Etozom 2 138.6+4.744 0.03 0.048 90.8
Lipozom Egg PC 127.5+£10.22 | -29.17+£0.23 | 0.22 +0.0276 | 85.8 £3.1
Lipozom Lipoid S75 83.13+1.82 | -30.73£0.35 | 0.25+0.012 | 86.4+0.5

Cizelge 4.14 AZM Y iklii Formiilasyonlarin Enkapsiilasyon Etkinligi

Kombine Etozom 1, Etozom 2 ve lipozom formiilasyonlarinin enkapsiilasyon etkinligi (%

EE) Cizelge 4.15’te verilmistir.

Kombine Formiilasyonlar PS(nm) ZP(mYV) PDI %EE %EE
(AVG+STD*) | (AVG£STD*) | (AVGxSTD*) Nisin AZM
Etozom 1 153.9+£2.639 0.3 0.049 100 90.8
Etozom 2 152.6+0.6658 0.9 0.019 100 90.5
Lipozom Egg PC 82.06 +2.31 | -36.83+2.04 | 0.26+£0.001 |93.1£6.8|91.1£1.6
Lipozom Lipoid S75 1100+ 1.2 -31.9+0.69 | 0.26+0.007 | 92.1+4.1 | 91.5£6.2

Cizelge 4.15 Kombine Formiilasyonlarin Enkapsiilasyon Etkinligi

Egg PC ve Lipoid S75 ile hazirlanan AZM ve nisin i¢eren lipozom formiilasyonlari iki farkl

hazirlama yontemi kullanilarak hazirlanmistir. Ince tabaka hidrasyon ve modifiye etanol

enjeksiyon yontemleri ile hazirlanan tiim formiilasyonlarin +4°C’de bir ay stabilitesini
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korudugu, etken maddeleri %80’in iizerinde enkapsiile ettigi belirlenmistir (Cizelge(4.13,

4.14, 4.15.

Abruzzo ve arkadaslarinin c¢alismasinda AZM lipozom formiilasyonun EE %68,
Rukavina ve arkadaglarinin ¢alismasinda ise konvansiyonel lipozomlarda EE %50 olarak
bildirilmigtir[27, 105]. Tez ¢alismas1 kapsaminda hazirlanan AZM yiiklii lipozomlarda
EE (%83) bulunmustur. Oncelikle EE’ndeki bu artisin EE metodu kaynakli olabilecegi
degerlendirilmistir. Abruzzo ve arkadaglari; diyaliz membran yontemi ve santriifiij ve filtre
yontemi kullanarak AZM lipozom formiilasyonlarinin EE karsilastirdiklar1 calismada her
iki yontemde benzer sonuglar elde etmiglerdir. Calismamizda elde edilen yiiksek EE’nin,
EE belirleme yonteminden bagimsiz olarak lipozomal formiilasyonun kompozisyonundan

kaynaklandi81 degerlendirilmektedir[105].

Nisin yiiklii lipozom formiilasyonlar1 ile yapilan c¢alismada, formiilasyonun %94.12
enkapsiilasyon etkinligine sahip oldugu bildirilmistir[106]. Calismamizda, nisin yiikli
lipozom formiilasyonunun enkapsiilasyon etkinligi %89.8’dir ve sonug literatiir ile

uyumluluk gostermektedir.

Etozom formiilasyonlar: lipozom formiilasyonlarina benzer yiiksek %EE’ye sahip olsada,
formiilasyonlar diger karakterizasyon parametreleri acisindan da degerlendirilmistir. Etozom
formiilasyonlarinin sifira yakin ZP degerleri g6zoniine alindiginda, formiilasyon stabil
kalamayacag1 degerlendirilmigtir. Sonraki caligmalara ince tabaka hidrasyon yontemi ile

hazirlanan lipozom formiilasyonlari ile devam edilmistir.

4.6. Lipozom Formiilasyonlarmin Stabilitesi

Egg PC fosfolipidi kullanilarak hazirlanan lipozom formiilasyonlarinin +4°C’de stabilite

sonuclar1 Cizelge 4.16’da sunulmustur.
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Formiilasyon Olgﬁm Zamam PS (nm) ZP (mV) PDI

(AVG£STD*) | (AVG£STD*) | (AVG£STD¥)

Bos Lipozom 1. Giin 105.12+1.42 | -30.97£0.78 | 0.25 £ 0.008

1. Hafta 117.50 £ 12.48 | -30.53 +£0.50 | 0.23£0.011

1. Ay 116.7£0.6 -28.03 +0.85 | 0.28 £0.007

3. Ay 144.06 £2.6 | -1893+0.78 | 0.42+0.03

Nisin Yiiklii Lipozom 1. Giin 140.81 £2.48 -28.1+£0.7 0.24 £ 0.026
1. Hafta 14473 +4.64 | -2537+1.41 | 0.28 £0.021

1. Ay 150.43 +3.80 | -25.7+0.96 | 0.27 +0.017

3. Ay 225.63 +4.59 | -20.71£0.19 | 0.37+£0.051

AZM Yiiklii Lipozom 1. Giin 127.5+10.22 | -29.17+£0.23 | 0.22 £0.027
1. Hafta 128.1+£3.95 | -2933+0.46 | 0.25+0.013

1. Ay 131.5+£19.25 | -255+1.83 0.25+ 0.083

3. Ay 188.8 £5.11 -13.7+£0.87 | 0.31+0.070

Kombine Lipozom 1. Giin 82.06 £2.31 | -36.83+£2.04 | 0.26 +0.001
1. Hafta 91.87+0.47 | -34.23+0.98 | 0.27 £0.008

1. Ay 99.31+£0.79 | -32.93+0.55 | 0.29+0.011

3. Ay 17427+£9.76 | -16.27£0.21 | 0.23 £0.015

Cizelge 4.16 Lipozom Formiilasyonlarinin (Egg PC) +4°C’de karakterizasyon ve stabilite sonuglart

71



Lipoid S75 fosfolipidi kullanilarak hazirlanan lipozom formiilasyonlarinin +-4°C’de stabilite

sonuclar1 Cizelge 4.17’da sunulmustur.
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Formiilasyon f)lgiim Zamam PS (nm) ZP (mV) PDI
(AVG£STD#*) | (AVGSTD*) | (AVG£STD¥)
Bos Lipozom 1. Giin 108.23 £ 1.44 | -48.97+£0.05 | 0.24 +0.001
1. Hafta 110.7 £2.23 -49.7 £ 0.46 0.25 +0.001
1. Ay 1120+ 11.8 -46.5+0.5 0.27 £0.06
3. Ay 1327+ 13.8 -37.17+1.33 0.35 £ 0.05
Nisin Yiiklii Lipozom 1. Giin 112.9 £ 1.65 -28.1 £0.7 0.24 + 0.001
1. Hafta 114.3 +£3.82 -26.03 £0.45 | 0.25+£0.001
1. Ay 122.5 £9.46 -27.5+£0.57 0.26 £ 0.015
3. Ay 135.67+£5.79 | -13.97+0.35 | 0.26 +£0.010
AZM Yiiklii Lipozom 1. Giin 88.13+1.82 | -30.73+0.35 | 0.25+0.012
1. Hafta 87.77+3.26 | -29.93+3.33 | 0.26 +0.005
1. Ay 90.81 +£5.21 -28.17+1.08 | 0.27£0.010
3. Ay 103.97 £8.99 | -27.17+£1.097 | 0.31 £0.015
Kombine Lipozom 1. Giin 110.0£ 1.2 -31.9+£0.69 0.26 £ 0.007
1. Hafta 117.5+£2.46 | -30.73+0.25 0.27 £ 0.01
1. Ay 122,17 £11.22 | -28.57+0.47 | 0.27 £0.005
3. Ay 173.9+497 | -2843+£0.49 | 0.34+0.028

Cizelge 4.17 Lipozom Formiilasyonlarinin (Lipoid S75) +4°C’de karakterizasyon ve stabilite

sonuglari
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da Silva ve ark., nisin yiiklii lipozom formiilasyonlar: ile yaptig1 calismada, nisin lipozom
formiilasyonun 24 giin stabil kaldigini belirlemistir[106]. Literatiir verilerine benzer sekilde

hazirladigimiz nisin yiiklii lipozomlar 1 ay stabilitesini korumugtur.

Hazirlamis oldugumuz AZM yiiklii formiilasyonlar 1 ay stabil kalmiglardir. Rukavina ve
ark.’nin hazirladigt AZM yiiklii lipozomal formiilasyonlarin 180 giine kadar stabilitesini
korudugu bildirilmistir.  Bu c¢alismada cesitli lipid:kolesterol oranlart ve fosfolipitler
ile hazirlanan AZM lipozom formiilasyonlarinin stabilitesi incelenmis ve stabilitenin
formiilasyon igerigine bagli olarak degistigi belirlenmistir[27]. Hazirladigimiz AZM
formiilasyonu bu veriler 1s1¢inda degerlendirildiginde stabilite farkliliginin beklenen bir

sonug¢ oldugu soylenebilir.

Lipozomal formiilasyonlarin jel icerisine yiiklendiginde depolama stabilitesinin arttig
bildiren c¢alisma verilerinden yola cikarak[107], hem stabiliteyi arttiracak hem de
topikal/transdermal uygulamada lipozomlar1 tasiyict rol lstlenecek jel formiilasyonlar,

gelecekte planlanan arastirmalar icin avantajl goriinmektedir.

4.7. In Vitro Sahm Cahsmalar1 (IVRT)

Salim calismalar1 kapsaminda, Egg PC ve Lipoid S75 fosfolipidi kullanilarak ince
tabaka hidrasyon yontemiyle hazirlanan formiilasyonlarin salim profilleri Franz difiizyon
hiicrelerinde incelenmistir. Egg PC ile hazirlanan lipozomlardan, reseptdr faza gecen
kiimiilatif nisin miktarina ait profil Sekil 4.12a’da sunulmustur. Tek yonlii ANOVA ve Tukey
testi, nisin-nisin Lip; nisin-Kombine Lip; nisin Lip-Kombine Lip arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik oldugunu gostermistir(p < 0.05). Nisin’in lipozomal formiilasyonlardan
salim oran1 serbest nisinden daha diisiik bulunmus ve lipozomal formiilasyonlarin 24 saat

boyunca daha kontrollii salim sagladig1 gosterilmistir.

Martin ve ark. amfipatik ve yiiklii hidrofilik karakterdeki ilaclarin elektrostatik etkilesimler
ile vezikiil cift tabakasiyla etkilesime girebilecegini bildirmistir[108]. Nisin molekiillerinin
ilk 2-4 saat araligindaki hizli difiizyonu, peptit yapisindaki nisinin membran ile etkileserek
lipozomun yiizeyinde lokalizasyonundan kaynaklanmaktadir.
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Sekil 4.12 Egg PC ile hazirlanan lipozomal formiilasyonlarin in vitro; a, nisin salim profili; b, nisin
salim orani (n=3)

Salim ¢alismalarinda 24 saatin sonunda reseptor fazda biriken kiimiilatif nisin miktarinin
baglangicta dondr bolmeye eklenen nisin miktarina orami % olarak Sekil 4.12b’de

sunulmustur.

Serbest nisin, 24 saatin sonunda %27 salim oranina ulagincaya kadar, azalan ivmede dogrusal

salim profili sergilemektedir.

Nisinin nisin yiiklii lipozom formiilasyonundan salim hizindaki ivme, 4 saatin sonunda

belirgin sekilde azalmaktadir ve 24 saatin sonunda %18 salim oranina ulagmaktadir.
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Nisinin kombine lipozomal formiilasyondan salim orani ise 2. saatin sonunda sabit salim hiz1
gostermis ve 12 saatten sonra salim oraninda hafif bir artig gdzlenmistir. 24 saatin sonunda

kombine lipozom formiilasyonundan %7 kiimiilatif nisin salimina ulagilmistir.

Bu veriler, lipozomlarin nisinin kontrollii salimi i¢cin kullanilabilecegini gostermektedir.
Ayrica kombine lipozom formiilasyonundan nisin salim profili incelendiginde lipofilik
karakterdeki AZM’ nin lipozomun hidrofobik karakterdeki bilayer tabakada lokalize oldugu
ongoriildiigiinden, hidrofilik bolgede lokalize olan nisinin, lipozomdan salimini etkiledigi

diistintilmektedir.

Tukey testi, nisin-nisin Lip; nisin-kombine Lip; nisin Lip-Kombine Lip arasinda istatistiksel

olarak anlamh bir farklilik oldugunu gostermistir (p < 0.05).

AZM’ye ait kiimiilatif salim profili Sekil 4.13a’da sunulmustur. Tukey testi, AZM-AZM Lip;
AZM-Kombine Lip; AZM Lip-Kombine Lip arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
oldugunu gostermistir (p < 0.05). Sonuclar, AZM’nin AZM yiiklii ve kombine yiiklii
lipozomal formiilasyonlardan kontrol grubuna kiyasla salimini gostermektedir. Kontrol
grubu olarak sulu fazda siispanse edilen AZM ile calisilmigtir. IVRT ve IVPT c¢alismalarinda,
organik coziiciilerin etkin madde ¢oziiniirliigline ve membran biitiinliigline zarar vererek
permeasyonu artirabilecegi ongoriilerek, AZM kontrolii, formiilasyon ile ayni ¢evresel
kosullar altinda (sulu ortamda) hazirlanarak gerceklestirilmistir. Rukavina ve ark. IVRT
kontrol 6rnegi olarak AZM c¢ozeltisini %60 etanol igerisinde hazirlamis ve reseptor fazdaki

AZM derisimininn 6 saatte %80’e ulastigin1 bildirmislerdir[27].
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Sekil 4.13 Egg PC ile hazirlanan lipozomal formiilasyonlarin in vitro; a, AZM salim profili; b, AZM
salim orani (n=3)

AZM’nin kombine lipozom formiilasyonundan kiimiilatif saliminin AZM yiiklii lipozom
formiilasyonundan salimina gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir(Sekil 4.13). Wallace
ve ark. c¢alismalarinda kolistin ve AZM igeren lipozom formiilasyonundan AZM’nin
IVRT profilini incelemis ve kolistinin AZM salimini artirdiini belirlemiglerdir. Kolistinin,
kombine lipozomda birlikte formiile edildigi ilaglarin salimini degistirme potansiyeli
vurgulanmigtir.  Bulgular kolistinin, fosfolipid c¢ift katmaninin viskoelastik 6zelliklerinde
degisikliklere yol acabilecegini gostermistir[ 109]. Nisin’in; kolistine benzer sekilde, bakteri
zar yapisina baglanarak zar gecirgenligini artirabilecegi ve nisin molekiiliiniin katyonik

dogas1 nedeniyle fosfolipid cift katmanla etkilesime girebilecegi, boylece birlikte formiile
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edildigi kombine lipozom formiilasyonundan AZM’nin salim profilini degistirebilecegi

ongoriilmektedir.

Lipoid S75 ile hazirlan formiilasyonlar ile elde edilen nisinin salim profili Sekil 4.14a’da

sunulmustur.
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Sekil 4.14 Lipoid S75 ile hazirlanan lipozomal formiilasyonlarin in vitro nisinin salim profili (n=6)

Nisinin salim profilindeki dalgalanma, tayin ve tespit sinirt ¢cok diisiik olan CBQCA testinde
elde edilen sonucun daha yiiksek hacimlerdeki derisimi belirlemek i¢in kullanilmasindan

kaynaklanabilecegi degerlendirilmisgtir.

Nisin ile hazirlanan formiilasyonlarin kontrole gore artmig kiimiilatif salim gosterdigi
veriler, hem Lipoid S75 hem Egg PC ile hazirlanan formiilasyonlarda benzer ozellikler

sergilemektedir.

Tukey testi, nisin-nisin Lip; nisin-kombine Lip; nisin Lip-Kombine Lip arasinda istatistiksel

olarak anlaml bir farklilik oldugunu gostermistir (p < 0.05).

Lipoid S75 ile hazirlanan lipozom formiilasyonlarinin ve suda siispanse edilerek hazirlanan
AZM kontrol ile birlikte salim profili Sekil 4.15’de sunulmustur. AZM kontrol numunesinin

EggPC’ye benzer salim sergiledigi ve AZM’nin suda ¢oziiniirliigiine bagh olarak reseptor
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faza saliminin azaldig1 veya membran iizerinde ¢okelmesiyle por gecirgenligini etkiledigi

degerlendirilmistir.
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Sekil 4.15 Lipoid S75 ile hazirlanan lipozomal formiilasyonlarin in vitro AZM salim profili (n=6)

Lipozomal formiilasyonlar1 ile yiiriitilen salim sonuglarina uygulanan Tukey testiyle,
AZM-AZM Lip; AZM-Kombine Lip; AZM Lip-Kombine Lip arasinda istatistiksel olarak
anlaml1 bir farklilik oldugunu belirlenmistir (p < 0.05).

Karbopol jel ile hazirlanmig ticari iirlin ile formiilasyonlarin salim 6zelliklerini
karsilagtirabilmek amaciyla; AZM, AZM Lip ve Kombine Lip formiilasyonlar1 karbopol jel’e
yliklenmigtir. Carbopol®EZ-3 ile hazirlanan formiilasyon triizopropanolamin ile notralize

edilmis ve pH’ degeri 5.7 ye ayarlanmistir [110].

AZM igeren jel formiilasyonu, lipozomal jel formiilasyonlar ve ticari liriiniin salim bulgular

Sekil4.16’da sunulmustur.
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Sekil 4.16 Lipoid S75-jel ile hazirlanan lipozomal formiilasyonlarin in vitro AZM salim profili
(n=6)

Karbopol ile hazirlanan formiilasyonlar ve ticari iiriin (Azifast Gel 2%) ile elde edilen
AZM’nin salim profili, Tukey testi ile degerlendirildiginde AZM Lip-Kombine Lip arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik oldugunu gostermistir (p < 0.05), ancak Ticari
iriin-AZM; Ticari iirtin-AZM Lip, Ticari liriin-kombine Lip; AZM-AZM Lip;AZM-kombine

Lip arasinda anlaml1 bir fark bulunmamaktadir (p > 0.05).

Lipozomal jel formiilasyonundan gerceklesen salim, lipozom formiilasyonuna kiyasla daha
diisiik hizda bulunmustur (Sekil 4.16). Ilacin salim profiline bakildiginda, AZM yiiklii
lipozomlarla ilk 8 saat icinde ilacin yaklasik %30’unun salimi gerceklesmistir. Buna karsin,
AZM iceren jel formiilasyonlarinda daha yavag bir salim gozlenmis ve 8 saat sonunda
yaklasik %20 oraninda salim gerceklesmistir. Jel formiilasyonunda kullanilan hidrofilik
polimer olan karbopol, s1vi ortamda siserek ¢oziinme ortaminin formiilasyona niifuz etmesini
azaltir ve bu durum salim hizim diisiiriir. Etkin maddenin difiizyon yolunun uzamasi da salim

hizinin yavaslamasina neden olmaktadir.

Yapilan kinetik degerlendirmeler sonucunda optimum lipozom, lipozomal jel ve etkin madde
iceren jel formiilasyonlar1 i¢in salim mekanizmalarinin, diger kinetik modellere kiyasla,

Higuchi kinetik modeline uygun oldugu bulunmustur ( r2~1) (4.18).
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Formiilasyon Zero order First order Higuchi Hixson Crowell

k 12.1183 4.4982 -2.5415  0.1755
AZM-Lip

r?2  0.9721 0.9869 0.9930 0.9835

k 15.0760 4.4799 -2.7700  0.2128
Komb-Lip

% 0.9664 0.9895 0.9941 0.9844

k 13.5402 4.4621 7.6638  0.2174
AZM-Gel

r?  0.9574 0.9662 0.9861 0.9634

k 9.8954 4.5097 0.8533  0.1502
AZM-Lip-Gel

% 0.9616 0.9587 0.9664 0.9604

k 8.6367 4.5234 0.0481  0.1295
Komb-Lip-Gel

2 0.9646 0.9592 0.9666  0.9596

k  9.9031 4.5371 -5.5839  0.1259
Commercial

r?  0.9643 0.9445 0.9701  0.9539

Cizelge 4.18 Formiilasyonlarin salim kinetik modellerine ait veriler (salim hiz sabiti (k) ve
determinasyon katsayis1 (r?) degerleri)

Higuchi kinetik model ile AZM’nin Once lipit matrisin yiizey tabakasindan zamana
bagl olarak serbest birakildigi, ardindan difiizyon mekanizmasi ile ortama saliverildigi
diigiiniilmiistiir. Bu modelde, ila¢ saliminin temel mekanizmasi difiizyon olup, AZM
salim1 zamana bagli olarak kontrollii bir sekilde gerceklesmistir. Benzer sekilde yapilan
calismalarda da lipozom formiilasyonlarinin salim profillerinin Higuchi kinetik modeline
uyum gosterdigi gozlenmistir [111-114]. Lipozom i¢indeki ilag, matriks erozyonu ve

zamanla hidrate olan polimerden difiizyon mekanizmalar ile saliverilmistir.
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4.8. In Vitro Permeasyon Cahsmalar1 (IVPT)

Topikal farmasotik iriin olarak giivenli kabul edilen Carbopol®EZ-3 ile %1 AZM
icerecek sekilde liyofilize edilmis lipozomal formiilasyonlar ve AZM ile hazirlanan
formiilasyonlar IVPT yonteminde aciklandigi gibi Franz difiizyon sisteminde kadavra

derisine uygulanmistir. AZM’nin permeasyon profili Sekil 4.17a’da sunulmustur.
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Sekil 4.17 Lipoid S75 ile hazirlanan formiilasyonlarin kadavra derisinden in vitro AZM permeasyon
profili (n=4)

Gruplar aras1 farklilik diizeyi Tukey testi ile degerlendirildiginde, AZM-kombine Lip; AZM
Lip-Kombine Lip arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik oldugunu belirlenmistir
(p < 0.05), ancak AZM-AZM Lip arasinda anlaml bir fark bulunmamistir (p > 0.05).
Ticari iirlin permeasyon testi ile degerlendirilmis olmasina karsin reseptor fazda ve deri

katmanlarinda tespit edilememistir.

IVPT testinde son numune alindiktan sonra, Franz difiizyon sistemindeki donor bolmede
kalan formiilasyon uzaklastirllmis ve kadavra derisi yiizeyi PBS ile yikanmigtir. Yikama
isleminden sonra dermis ve epidermis tabakalar1 ayrilmis, ve Asetonitril: Su (60:40) ¢oziicii
ortaminda homojenizasyon islemi uygulanmistir. Dermis tabakasindaki AZM derisimi
HPLC tayin smirinin altinda kaldigindan, derideki AZM birikimi Sekil 4.18’da toplam
birikim olarak sunulmustur.
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Sekil 4.18 Lipoid S75 ile hazirlanan formiilasyonlar ile IVPT sonunda AZM’nin kadavra derisinde
birikimi (n=4)

Lipozom yiiklii jel formiilasyonlarinin IVRT ve IVPT bulgular1 degerlendirildiginde,
AZM lipozom jel ve Kombine Lipozom jel formiilasyonlarinin salim profilleri benzerlik
gostermekle birlikte bu iki formiilasyon her iki testte de istatistiksel olarak anlamli farklilik
sergilemistir. Bunun yani sira IVPT’de 24 saatin sonunda AZM kiimiilatif salim miktar1
IVRT salim miktarindan fazladir. AZM permeasyonundaki artig lipozom formiilasyonlarinin

deri ile benzer lipidik karakterine dayandirilmigtir.

4.9. Ex Vivo Penetrasyon ve Floresan Mikroskop ile Goriintiilenmesi

Kadavra derisinden gelen proteinlerin CBQCA testinde girisim yapmasindan dolay1 IVPT

testinde nisin analizi gerceklestirilmemistir.

Nisinin deri tabakasinda lokalizasyonunu gosterebilmek amaciyla floresan boya ile

isaretleme ve ex vivo goriintiileme caligmalar: yapilmigtir.
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FITC isaretli nisin ¢ozeltisinin yesil dalga boyunda floresanlar1 incelenmis, her ne kadar
serbest nisinin floseransa sahip olmadig1 bilinse de[108], nisin ¢ozeltisinin safsizliklardan
kaynaklandig1 diisliniilen diisik de olsa floresana sahip oldugu, FITC isaretli nisin
cozeltisinin ise yiiksek siddette floresan oOzellik gosterdigi belirlenmistir.  Lipozom
formiilasyonuna santrifiigal filtrasyon uygulanmadig1 6n ¢alismalarda, tiim deri bolgelerinde

floresan siddetinin cok yiiksek oldugu belirlenmistir.

On deneylede kadavra derisinin otofloresana sahip oldugu belirlenmistir. Kontrol numunesi
olarak, aynm1 donorden alinan kadavra derisine, formiilasyon yerine saf su kullanilarak
ayn1 deney prosediirii uygulanmis ve mikrotom ile deri kesitleri alindiktan sonra floresan

mikroskop ile alinan goriintiiler Sekil 4.19 (a,b,c) sunulmustur.

Nisin ve fosfolipidlerin farkli renklerde boya ile isaretlenmesiyle olusturulan lipozom
formiilasyonu IVPT kosullarinda kadavra derisine uygulandiktan sonra mikrotom ile alinan

kesitlerin floresan mikroskobu ile alinan goriintiileri Sekil 4.19 (d,e,f)’de sunulmustur.

Sekil 4.19 Formiilasyon uygulanmayan ve floresan boyalar ile isaretli formiilasyon uygulanan
kadavra deri kesitinin floresan mikroskop goriintiisii

Deri kesitinden alinan mikroskop goriintiileri Fiji ImageJ programiyla islenmistir. Kirmizi
ve yesil filtrelerden elde edilen floresan siddeti, yogunluk profil grafigine doniistiiriilmiistiir.
Kontrol 6rnegine ait floresan siddeti Sekil 4.20’te isaretli formiilasyon uygulanmig rnege ait

olan ise Sekil 4.21°da sunulmustur.
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Sekil 4.20 Kontrol numunesi olarak kadavra derisinin floresan mikroskop ile elde edilen kesit
goriintiisii ve kesit boyunca floresan siddetinin yogunluk profili
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Sekil 4.21 Isaretli formiilasyon uygulanan kadavra deri kesitinin floresan mikroskop goriintiisii ve
deri kesit boyunca floresan siddetinin yogunluk profili

Literatiirde ise deri tabaklarinda iki floresan boya ile isaretli formiilasyon uygulandiginda,
deri tabakalarindaki floresan siddeti puanlanmis ve uygulanan lipozom boyutu kiigiildiik¢e

SC’den dermis tabakasina dogru isaretli formiilasyonun kiimiilatif birikim yiizdesi artmistir.
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Lipozom biiyiikliigii kiiciildiikce formiilasyonun daha derin deri tabakasina dogru ilerledigi

gosterilmigtir [115].

Ayrica floresan mikroskop ile Z eksenindeki floresan dagilimi Z-stack modunda
gorilintiilenmigtir. Hazirlanan 6rneklerin hemen goriintiilleme islemi gerceklestirilmistir. Bu
yontemle Z ekseninde alinan goriintiiler Fiji image] programu ile iglenmis ve 3 boyutlu
kontrol numunesinin goriintiisii Sekil 4.22a’da ve formiilasyon uygulanan numunenin

goriintiisii Sekil 4.22b’de sunulmustur.

Sekil 4.22 Isaretli formiilasyon uygulanmis ve uygulanmans kadavra derisinin Z-Stack
goriintiileme modunda elde edilen 3D goriintiileri

Bu 3 boyutlu gorsellerin merkez kesiti kontrol numunesi i¢in Sekil 4.23a’da, formiilasyon

uygulanan numune i¢in Sekil 4.23b’de sunulmustur.

Sekil 4.23 Isaretli formiilasyon uygulanmis ve uygulanmanus kadavra derisinden elde edilen 3D
goriintiiniin merkez kesiti

Gorseldeki sadece yesil ve kirmizi floresan dagilimint 3D projeksiyon islem yOntemi ile
islendiginde kontrol numunesinin Sekil 4.24a goriildiigii gibi kirmizi otofloresana sahip
oldugu ve isaretli formiilasyon uygulanan numunenin ise hem kirmiz1 hem de yesil floresana
sahip oldugu 4.24b’de goriilmektedir. Ozellikle projeksiyon yontemiyle elde edilen gorselde

isaretli formiilasyonun deri tabakasinda izledigi yol belirgin sekilde goriilmektedir.
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Sekil 4.24 Projeksiyon yontemiyle islenen kontrol ve isaretli formiilasyon uygulanan kadavra
derisinin 3D goriintiisii

Z ekseni boyunca SC’den dermis tabakasina dogru alinan goriintiilerdeki yesil floresan
siddetindeki degisim kontrol numunesi icin Sekil 4.25a’da isaretli formiilasyon uygulanan

deri numunesi i¢in Sekil 4.25b’de sunulmustur.
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Sekil 4.25 Z ekseni boyunca SC’den dermis tabakasina dogru yesil floresan siddetinin: a,kontrol;
b,formiilasyon uygulanmis deri tabakasi boyunca degisimi

Z ekseni boyunca SC’den dermis tabakasina dogru alinan goriintiilerdeki kirmizi floresan

siddetindeki degisim kontrol numunesi i¢in Sekil 4.26a’da isaretli formiilasyon uygulanan

deri numunesi icin Sekil 4.26b’de sunulmustur.
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Sekil 4.26 Z ekseni boyunca SC’den dermis tabakasina dogru kirmizi floresan siddetinin: a,kontrol;
b,formiilasyon uygulanmis deri tabakas1 boyunca degisimi

Farkli donorlerden alinan kadavra derisinin; kesit analizi ile elde edilen floresan mikroskop
goriintiisii (Sekil4.19a,b) ile Z-ekseninde elde edilen floresan mikroskop goriintiisiiniin
(Sekil 4.22a) sahip olduklar1 floresan ozelliklerin dondre bagh olarak farklilik gosterdigi
belirlenmigtir. Bu farkliligin bireysel biyomolekiil kompozisyonu ve bunlarin floresan

ozelliklerinin etkili olabilecegi deriden gelen otofloresan etkiledigi aciktir.

Her iki goriintiileme yonteminde isaretli formiilasyon uygulanan drneklerin SC’dan dermise

dogru hem kirmizi hem yesil floresanda artis gosterdigi belirlenmistir. Ozellikle FITC ile
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yesil isaretli formiilasyonun dermis tabakasinda yogunlastig1 ve yesil floresan siddetinde
artisa yol actig1 belirlenmistir. DilC18 ile kirmizi isaretli lipidlerin, SC’dan epidermise
dogru azalan bir floresan gosterdigi belirlenmistir. Farkli yontemler ile gerceklestirilen
goriintiileme c¢alismalari, lipozom formiilasyonu uygulanan deri yapisinda isaretli nisin
molekiillerinin, dermis tabakasinda lokalize oldugunu gostermektedir. Birbirinden
bagimsiz gerceklestirilen deney siire¢lerinde, nisin isaretleme adimi da dahil olmak iizere
yeni hazirlanan isaretli formiilasyon ve farkli donodrlerden elde edilen deri kullanildigi
deneylerden, birbirine paralel sonuclar elde edilmesi, yontemin dogrulugu ve tekrar

edilebilirligini desteklemektedir.

4.10. Lipozomlarin Biyouyumlulugunun Degerlendirilmesi

Lipozom formiilasyonlarinin biyouyumluluklarin1 degerlendirmek icin insan dermal
fibroblast hiicre hatti (HDF) ve insan keratinosit hiicre hatti (HaCat) kullanilmistir. Bog
lipozom formiilasyonlarinin her iki hiicre hattina da uygulanmis ve sitotoksik ozellik Sekil

4.27°de gosterilmistir.
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Sekil 4.27 Bos lipozom formiilasyonlarinin HaCAT ve HDF hiicre hatlarindaki biyouyumlulugu
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Sekil 4.28 Lipozom formiilasyonlarinin HaCat hiicre hatlarinda hiicre canlilig1 iizerine etkisi a)
Nisin igeren formiilasyonlarin ve nisin ¢ozeltisinin b) AZM iceren formiilasyonlarin ve

AZM c¢ozeltisinin * P<0.05.

Formiilasyonlarin HDF ve HaCat hiicre hatlarindaki biyouyumluluk verileri incelendiginde;
nisin yiiklii lipozomal formiilasyonlar, hem HDF hem de HaCat hiicre hatlarinda %70
tistiinde hiicre canlilig1r gostermigstir. HaCat hiicre hattinda serbest nisin, lipozomal nisine
gore daha iyi biyouyumluluk gosterirken, HDF hiicre hattinda lipozomal formiilasyonun
biyouyumlulugu daha yiiksek belirlenmistir. Tayeferad ve arkadaslar tarafindan yapilan

calismada 1 mg/mL derisimdeki serbest nisinin, pozitif ylizey yiikiiniin etkisinden dolay1
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formiilasyon yapisindaki nisine gore fibroblast hiicre hattinda biyouyumlulugunun diisiik

oldugunu bildirmislerdir[116].

HaCat hiicre hattindaki verilere gore serbest nisin derisimi arttik¢a, sitotoksik etkinin aksine
hiicre canlilig1 artig gostermistir. Mouritzen ve arkadaglari, serbest nisinin HaCat hiicre
hattinda, 1.56 pg/mL’den 50 pg/mL’ye kadar artan derisimlerde hiicre canliligini pozitif
yonde etkiledigini, 200 pg/mL’ye kadar tiim derisimlerde hiicre canliligin1 %70 iizerinde
belirlemiglerdir[117]. Nisin iceren formiilasyonlarin HaCat ve HDF biyouyumluluklari

literatiir verileri ile uyumlu bulunmustur.

92



Fibroblast

317

— s 4 2
) ) o ) 3 Nisin
S H F F n mE Nisin Lip
D 100 M 5 B Kombine Lip
=
©
o
@ 50-
(&)
=]
I
0_._ Ll
0 0.6 031 062 125 25 5
Nisin ( pg/mL)
Fibroblast
150-
I AZM

& mE AZM Lip

D 100 B Kombine Lip

=

©

o

@ 504

Q

3

I

0 3 6 12 25 50 100
AZM ( pg/mL)

Sekil 4.29 Lipozom formiilasyonlarinin insan dermal fibroblast hiicre hatlarinda hiicre canlilig1
tizerine etkisi a) Nisin iceren formiilasyonlarin ve nisin ¢ozeltisinin b) AZM iceren
formiilasyonlarin ve AZM c¢ozeltisinin *P<0.05.

HaCat hiicre hattinda AZM icgeren lipozomal formiilasyonun biyouyumlulugu, serbest
AZM’ye gore anlamli derecede yiiksek belirlenmistir.  HDF hiicre hattinda, diisiik
AZM derisimlerinde lipozomal formiilasyonun biyouyumlulugu anlamli derecede yiiksek
bulunmugken, yiiksek derisimlerde serbest AZM ve lipozomal AZM hemen hemen ayni
biyouyumlulugu sergilemektedir. Rukavina ve arkadaslarinin verilerine gore HaCat hiicre
hattinda serbest AZM, 16 pg/mL derisimlerde yaklagik %70 iizerinde hiicre canlilig
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gosterirken, bizim calismamizda bu derigim 25 pg/mL belirlenmigtir. Bu farkliligin hiicre

canliligini belirlemede kullanilan yontemden kaynaklandigi diistiniilmektedir.

HDF hiicre hattinda AZM’nin biyouyumlulugunu bildiren bir ¢alismaya rastlanmamusgtir.
Rukavina ve arkadaglar1 insan diploid fibroblast hiicre hattinda (MJ9OhTERT) serbest
AZM’nin 4 pg/mL derisime kadar biyouyumlu oldugunu gostermislerdir[27]. Calismamizda
AZM’nin HDF hiicre hattinda 3 pg/mL derisime kadar biyouyumlu bulunmustur. Bu durum,
farkli fibroblast hiicre hatlarinin kullanilmasindan kaynakli olabilecegi ve/veya yontem

kaynakl1 olabilecegini diisiindiirmektedir.

Kombine lipozomlarin biyouyumlulugu HaCat hiicre hattinda AZM yiiklii lipozomlara
gore artig gostermistir, bu durum nisinin biyouyumlulugu destekledigi yoniinde
degerlendirilmistir. HDF hiicre hattinda ise 12 pug/mL. AZM derisimine kadar kombine
lipozom AZM yiikli lipozoma gore anlamli derecede artan biyouyumluluk sergilerken,

yiiksek dozlarda bir farklilik belirlenememistir.

Keratinositler, epidermisin en yaygin hiicre tipidir. ~ Stratum bazal’da lokalize olan
keratinosit kok hiicrelerinin farklilasmasiyla olusur ve SC’ye dogru hareket ederken
korneositlere farklilagir.  Keratinositler inflamasyon prosesinde, yara iyilesmesinde ve
immiin yanitta aktif rol iistlenir. Fibroblastlar ise dermis tabakasinda bulunurlar ve
ana islevleri, ektraseliiler matriksin makromolekiillerinin siirekli salgilanmasiyla yapisal
biitiinltigii saglamaktir[118]. Biyouyumluluk testleri degerlendirildiginde HaCat hiicre
hattinda lipozomal formiilasyonlarin biyouyumlulugu HDF hiicre hattina gore daha
yiiksektir. Deri penetrasyon adimlar1 degerlendirildi§inde formiilasyonun penetrasyonu
sirasinda, biyouyumlulugun daha yiiksek olan keratinosit hiicrelerinden biyouyumluluk daha
az olan fibroblast hiicrelerine dogru, etkin madde derisiminin diisecegi degerlendirildiginde,

derinin etkin maddelere toleransi siralamasi agisindan avantajl gériinmektedir.

4.11. Formiilasyonlar ile SC etkilesiminin QCM-D ile incelenmesi

Nanopartikiillerin deri yoluyla viicuda girisinin hiicre i¢i, hiicreler arasi (paracellular) ve
sac folikiilleri yollariyla olabilecegi onerilmektedir. Formiilasyonlarin ilk karsilastig1 tabaka
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olan SC iizerinden deri penetrasyonunda kullanilan nihai yol hakkinda hala spekiilasyonlar
bulunmaktadir[119]. Bu noktadan yola ¢ikarak formiilasyon 6zelliklerinin SC davranisi

tizerindeki etkisi incelenmistir.

4.11.1. Yapistirict Kalinhgimin Optimizasyonu

Akrilik yapistirict (DURO-TAK 87-900A; Henkel Corporation), QCM-D kristalinedogrudan
uygulanamayacak kadar viskozdu. Yapistiricinin altin sensor kaplama performansini
degerlendirmek icin THF ile seyreltilmistir. ~ Altin sensoriin homojen bir gsekilde
kaplanabildigi en yiiksek derisiminin Yapistirict: THE, 1:4 (V/V) oldugu bulunmustur.
Ancak, bu derisimde yapistirict ¢ok agirdi ve kristalde herhangi bir salinimi tetikleyemedi.
Tetiklemeyi tesvik etmek i¢in, Yapistirict: THF orani 1:8’e seyreltildi ve bu da kristallerde
birka¢ harmonik salinimin basarili bir sekilde tetiklenmesiyle sonuclanmistir.  Ancak,
Olciimden sonra kuvartz kristalinin QCM-D 0Ol¢iim hiicresine yapistigi, kristalin zarar

gormesine ve hatta kirilmasina neden oldugu gézlemlendi.

Yapistirict: THF orami 1:16 iken SC ve altin ylizey arasinda iyi bir yapigsma saglanmuis;
kristalde 13. Overtona kadar tiim harmonikler uyarildi. Daha diisiik bir yapistirict
derisiminin avantajli olup olmayacagimi gormek icin, daha da seyreltilmis biryapistirici
(yapistirict: THE, 1:20) test edildi. Yapismanin zayif oldugu ve SC’nin kuartz sensorlerinden
kolayca ayrildigi gozlemlenmigstir Bu tiir denemeler sonucunda, tiim harmoniklerin
uyarilabildigi ve SC’nin siki bir sekilde yapistig1 en uygun yapistirict: THF oraninin 1:16

oldugu belirlenmistir.

Kristalin f ve D yaniti, yapistirict uygulanmadan Once, yapistirict uygulandiktan sonra ve
yapistirict kaplh kristalin SC katmani ile kaplanmasindan sonra 6l¢iildii. Test 6rneklerinden

birinin tiim bu agamalarda alinan dl¢timleri Sekil 4.30’de gosterildigi gibi birlestirilmistir.

Sadece yapistirict ile, AD, Af’ye gore kiigiik oldugundan, yapistirict tabakasi QCM-D
kristaline giiclii bir sekilde yapismis sert bir tabaka olarak kabul edilebilir. Bu nedenle,

kalinligin1 hesaplamak i¢in Sauerbrey esitligi kullanilmistir.
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4.11.2. SC’nin QCM-D sensoriine yapistirilmasi

SC’nin ortalama kalinlig1 yaklasik olarak 10-20 pmdir[120]. Kadavra derisinden SC tabakasi

izole edildikten sonra, tamamen nemli olan SC tabakasinin ¢esitli noktalarindaki kalinlig

dijital mikrometre ile Ol¢iilmiis ve ortalama kalinlik 27.8 + 7.76 pum olarak bulunmustur.

Sekil 3’te gosterilen sonuglara gore, SC’nin kalinli§1 Denklem 1 kullanilarak hesaplanmustir.

Ayrica, Denklem 1’e dayali hesaplamalar, yapistirict i¢in kristal yiizeyindeki kiitle artiginin

25.8 £ 1.5 pg/ecm? ve SC igin 9.5 £ 2.1 pg/cm? oldugunu gostermektedir.

o —= 1000
+77>L
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-400- 200
¥
~ -800
= ¢ 600
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5 -1200 <“«—>
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o 400
& -1600-
-2000 ¢—e 2w 2 19500
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-2400- . -d | | o
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Sekil 4.30 QCM-D ile elde edilen f (mavi) ve D (kirmizi1) verilerinin zamana karg1 degisimi

Time (h:m:s)

(-0T) uonedissia

Nemli olan SC kristallere monte edildiginde, 7. harmonige kadar yanit alinmistir.

SC’nin yapistirict

gosterildikten sonra,

kullanilarak bagartyla QCM-D kristaline monte edilebilecegi

bu diizenek, farmasotik ve kozmetik alanlarda Onemli

S1V1

formiilasyonlar olan lipozomlarin adsorpsiyon ve desorpsiyon siireclerini ger¢ek zamanli

olarak izlemek i¢in kullanilmistir.
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4.11.3. Altin Sensor ve Lipozom Formiilasyonlari ile Yapilan Olciimler

Lipozom formiilasyonlarinin uygulanmasindan sonra SC ol¢iimlerinde gozlemlenen Af ve

AD degerleri Cizelge 4.19°de 6zetlenmistir.

Altin Sensor SC-Kaplanmis Sensor
Af AD Af AD
Bos Lipozom Formiilasyonu 212+£22 | 04+£0.2 -719+£5.2 0.07+£1.9
Nisin Yiikli Lipozom Formiilasyonu | -23.5+2.8 ~0 -12.0+£3.3 1.6+2.8
AZM Yiiklii Lipozom Formiilasyonu | -24.5 £ 7.0 ~0 -134+04 -1+54
Kombine Lipozom Formiilasyonu -26.1+£29 |0.5+0.06 -19.5+4.7 23+44

Cizelge 4.19 Lipozom formiilasyonlarinin altin kuartz sensér ve SC kapli altin kuartz sensor ile
etkilesimi sonucu elde edilen Af ve AD degerleri.

Lipozom formiilasyonu ile altin kapli kuvartz kristal arasindaki etkilesim sonucu f ve D

degisimlerine dair ornekler Sekil 4.31a; 4.32a; 4.33a; 4.34a’da gosterilmistir.

Lipozomlarin birikmesiyle frekans baglangica (0 Hz) gore 34—100 Hz arasinda azalmakta
ve enerji kayb1 baslangica (0 birim) gore 5 - 30x 10~° birim artmaktadir. f ve D’deki
bu biiyiik kaymalar, yumusak ve dissipassive Ozellikteki vezikiiller olan lipozomlarin
birikimini gostermektedir. Bu gozlemler, daha 6nce bildirilen sonuglarla benzerdir [121];
Ancak, Keller ve Kasemo’nun bu raporu, vesikiillerin su yikama adimindaki durumunu
gostermemektedir. Calismamizda, vesikiillerin adsorpsiyon sonrasi saglam oldugu, ancak
suya maruz kaldiklarinda hemen sonra ¢6ziiliip ¢ift katmanlara doniistiigii belirlenmistir. Bu
durum, Af’nin -20 Hz’ye artis gostermesiyle, ¢ift katmanlara kargilik gelen bir degisimle
aciklanir ve bu agikca goriilmektedir. Vesikiilden ¢ift katmana doniisiim, 6zellikle AD
kaymasindaki degisimlerle daha belirgin hale gelir; bu deger neredeyse sifira diigser. Bu,

vesikiillerin lipid cift katmanlarina altin yiizey lizerinde doniistiigliniin a¢ik bir gostergesidir.
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Bu degisimler, siki bir sekilde paketlenmis saglam lipid vesikiillerinin adsorpsiyonunu

gostermektedir[ 122, 123]

Ila¢ yiiklii lipozomlarla yapilan 6lciimlerde frekansta 20-25 Hz kadar sistematik bir artis
gozlenmistir (Sekil4.32a; 4.33a; 4.34a) Bu durum, QCM-D teknigi ile bos ve ilac yiikli

lipozomlar arasinda ayrim yapilabildigini gostermektedir.
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Sekil 4.31 QCM-D ile dlciilen bos lipozom formiilasyonunun altin kapli kuartz sensor (a) ve SC (b)

ile etkilesimi: Af (mavi) ve AD (kirmizi) degigimi
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Sekil 4.32 QCM-D ile dlgiilen nisin yiiklii lipozom formiilasyonunun altin kapli kuartz sensor (a) ve

SC (b) ile etkilesimi: Af (mavi) ve AD (kirmiz1) degisimi
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Sekil 4.33 QCM-D ile dlgiilen AZM yiiklii lipozom formiilasyonunun altin kapli kuartz sensor (a) ve
SC (b) ile etkilesimi: Af (mavi) ve AD (kirmizi) de
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Sekil 4.34 QCM-D ile dl¢iilen kombine lipozom formiilasyonunun altin kapli kuartz sensor (a) ve
SC (b) ile etkilesimi: Af (mavi) ve AD (kirmiz1) degisimi

4.11.4. SC ve Lipozom Formiilasyonlari ile Yapilan Ol¢iimler

SC ile kapl altin kuvars sensorii ve lipozom formiilasyonlar1 arasindaki etkilesimler Sekil
4.31b; 4.32b; 4.33b; 4.34b’de sunulmus ve Cizelge 4.19°de 6zetlenmistir.
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Altin sensore dogrudan uygulandigi durumunda oldugu gibi, bos ve ilag yiiklii lipozomlarin
frekansindaki farklar, QCM-D’nin lipozomlardaki ilacin varligim1 taniyabilme yetenegini

gostermektedir. Ancak, beklenildigi gibi, lipozomlarin SC iizerindeki etkilesimleri farklidir.

IIk olarak, frekans kaymalari, lipozomlarn sikica paketlenmis lipid tabakasi olarak
biriktirildigini gosterir; bu altin iizerindeki, once vezikiil birikimi ardindan ¢ift tabaka

olusturulmasiyla gerceklesen 2 adimli bir siirecten farklidir.

Ikinci olarak, SC iizerindeki adsorpsiyon siirecinin kinetigi, altin yiizeyindeki siirece gore
belirgin sekilde daha yavastir. Altin yiizeyde, vezikiillerin birikimi ve ¢ift katmanlara
doniistimii olduk¢a hizli gerceklesirken, SC iizerinde bu siire¢ daha karmasik etkilesimler
sergiler. Lipozomlar, tek bir adimda SLBs olarak birikmek {izere parcalanir. SC iizerindeki
vezikiil par¢alanmasi, ila¢ salimi acisindan 6nemli sonuclar dogurur. Nanopartikiillerin
yiizeylere adsorpsiyon davranigini inceleyen bir ¢alismada, nanopartikiillerin hidrofobik
yiizeylere saglam olarak adsorbe oldugu, hafif polar yiizeylerde ise parcalandig
gosterilmigtir[124].  Bu parcalanmanin, nanopartikiillere dahil edilen ilaglarin salimini
kolaylastirdigz ileri siiriilmiistiir. Biz de calismamizda vezikiillere dahil edilen ilaclarin salimi1
icin benzer bir senaryo onermekteyiz. Vezikiillerin cift katmanlara doniisiimii, bu doniisiim
altin benzeri yiizeylerde iki asamal1 bir siire¢ ya da SC iizerinde tek asamal1 bir siire¢ olsun,

vezikiillerden ila¢ salimini kolaylastirmaktadir.

Ugiincii olarak, SC iizerindeki Af ilk etapta hafifce azalirken, bu azalma deri hidrasyonu
sirasinda gerceklesir. Buna karsilik, altin yiizeyde vezikiillerin adsorpsiyonu sirasinda Af
siirekli ve belirgin bir sekilde azalir. D ise daha karmagik bir sekilde degisim gosterir. Suya
maruz kalindiginda D baglangigta azalir, ardindan lipozomal adsorpsiyon sirasinda ya artar
ya da sabit kalir. Goriiniise gore SC, lipozomlarla etkilesirken karmagik bir yapisal degisim
gecirmektedir. Daha da Onemlisi, bu sonuglar SC’nin sertliginin suya maruz kaldiginda
arttigini, ardindan lipozomlarla etkilesim sonucunda SC’nin daha yumusak hale geldigini

gostermektedir. Bu, muhtemelen lipozomlarin SC iizerinde birikmesiyle iligkilidir.

Sekil 4.32, Sekil 4.33 ve Cizelge 4.19°deki veriler, nisin ve AZM’nin altin ve SC

kapli sensorlerde kiitle (Af) acisindan benzer adsorpsiyon davraniglari sergiledigini
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gostermektedir.

Altin sensor tizerinde, her iki lipozom da kati ve kompakt katmanlar olusturur (AD = 0).
SC kapli sensorde ise nisin daha viskoelastik ve yumusak bir katman olustururken (AD =
1.6), AZM nispeten daha sert bir katman olusturur (AD =—1). Martin ve arkadaglarinin
raporuna gore, hidrofilik ilaglar vezikiiliin sulu ¢ekirdeginde kapsiillenebilirken, amfifilik,
lipofilik ve yiiklii hidrofilik ilaglar, hidrofobik ve/veya elektrostatik etkilesimler yoluyla
vezikiil ¢ift tabakasiyla etkilesime girebilir [108]. Nisinin katyonik ve amfipatik yapisi
g6z Oniine alindiinda, lipozomal yapr icerisindeki lokalizasyonunu etkileyebilecegi ve cift
tabaka icinde yer almasina da olanak saglayabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica, vezikiil
kompozisyonunun boyut, yiik, termodinamik faz, lamelli yap1 ve c¢ift tabaka yapisinin

elastikiyeti gibi gesitli fizikokimyasal 6zellikleri etkiledigi bilinmektedir [125].

Zhang ve arkadaslari, AZM c¢ozeltisinin yiikiiniin, ¢evresel ortamin iyonik giicii ve pH
degerine bagh oldugunu bildirmistir [126]. Lipozomal formiilasyonlarin hazirlanmasinda
kullanilan HPLC Kkalitesinde saflagtirilmis su (pH:6—7) ortaminda, AZM protonlanmig
formunda bulunmaktadir. Nisinin amfipatik yapis1 ve katyonik yiikii, daha viskoelastik
ve yumusak bir katman olusumuna neden olurken, AZM’nin hidrofobik dogasi ve daha
yiiksek zeta potansiyeli, daha sert bir katman olusumuna yol agmaktadir. Daha az negatif
zeta potansiyeline (—11.4) sahip nisin yiiklii lipozomlar, SC’nin negatif yiiklii bilesenleri
ile daha az itici etkilesime girebilir ve boylece daha gevsek baglanmis, viskoelastik bir
katman olusumuna yol acabilir. Daha biiyiik negatif zeta potansiyeline (—30.2) sahip AZM,
daha giiclii itici etkilesimler olusturarak bdylece daha siki ve sert paketlenmis yapi ile

sonuglanabilir.

SC sensor tizerindeki AD’deki farkliliklar, ilag kapsiilleme ve lipozom kompozisyonu gibi
faktorlerin, yiizey etkilesim dinamiklerini etkiledigini ve adsorbe olmus katmanlarda farkli

viskoelastik 6zelliklere yol agtigint gostermektedir[121].

Kiiciik vezikiillerin yiizeyde lipid cift tabaka olusturmak icin bir araya gelmesi siirecleri
hala tam aydinlatilmis degildir. Bu siireclerin anlasilmasi, temel hiicresel siireclerin de

aydinlatilmasini saglar, lipid vezikiilleri ile yiizeyler arasindaki etkilesimin anlagilmasina
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katkida bulunur. Keller ve arkadaglar ylizey Ozelliklerinin vezikiillerin adsorpsiyon
davramisim1 ve cift tabaka olusumunun kinetigini etkiledigini bildirmislerdir[121]. Bu
mekanizma, lipozom formiilasyonlarinin altin kristal yiizeylerde ve SC yiizeylerinde
sergiledigi farkli adsorpsiyon davraniglart icin kanit saglar.  Salafsky ve arkadaglari
tarafindan, protein iceren vezikiillerden cift tabakalarin olusumu iizerine yaptig1 deneysel bir
calismada, proteinlerin vezikiiliin dig yiizeyinden uzaklastig1 gosterilmistir [127]. Destekli
bir membranin onemli yapisal ve islevsel Ozelliklerinin, protein iceren vezikiillerden nasil
olusturulduguna bagli oldugunu vurgulamak 6nemlidir. Calismamiz, QCM-D tekniginin
SC ve lipozomlar arasindaki etkilesimleri anlamaya dair degerli veriler sunabilecegini

gostermektedir.

4.12. Mikrobiyoloji Calismalar

Agar kuyu difiizyon testi sonuglar1 Cizelge 4.20°de sunulmustur. Bos lipozom formiilasyonu
icin herhangi bir goriiniir inhibisyon zonu tespit edilmemigtir. AZM, nisin ve kombine
lipozom formiilasyonlari, ayni etkin maddeleri i¢ceren kontrol ¢ozeltilerine kiyasla inhibisyon

zonunda artig sergilemistir (Sekil 4.35).

Sekil 4.35 Kontroller ve lipozom formiilasyonlari i¢in inhibisyon zonu. A) AZM kontrol ve AZM
yiiklii lipozom formiilasyonu, B) Nisin kontrol ve Nisin yiiklii lipozom formiilasyonu, C)
AZM-nisin kontrolii ve Kombine Lipozom Formiilasyonu, D) Bos lipozom formiilasyonu
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Formiilasyon Inhibisyon Zonu®

AZM Kontrol! 30
AZM yiiklii Lipozom! 31

Nisin Kontrol? Zon yok
Nisin yiiklii Lipozom? 10
AZM-Nisin Kontrol? 32
Kombine Lipozom'!:2 33

L:AZM derisimi 1000 pg/mL
2:Nisin derisimi 50 p1g/mL

3:inhibisyon zonunun ¢apim1 mm olarak ifade eder

Cizelge 4.20 Agar kuyu difiizyon testi sonuglar1

Broth mikrodiliisyon testi sonuglar1 Cizelge 4.21°da sunulmustur. Beklenildigi gibi,
bos lipozomlar i¢in herhangi bir antimikrobiyal aktivite tespit edilmemistir. Lipozom
formiilasyonlari, test edilen tiim etkin maddeler icin MIC degerlerinde iyilestirme

gostermemistir.
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Formiilasyon MIC pg/mL

AZM Kontrol 7.8
AZM yiiklii Lipozom 7.8
Nisin kontrol 25
Nisin yiiklii Lipozom 50

AZM-Nisin kontrol AZM: 7.8

Nisin: 0.39

Kombine Lipozom AZM:7.8

Nisin:0.39

Cizelge 4.21 Kontroller ve lipozom formiilasyonlar1 i¢in minimum inhibisyon konsantrasyonlari

Bir sonraki arastirma sorusu olarak, lipozom formiilasyonlarinin biyofilm eradikasyonu
tizerinde bir etkisi olup olmadig1r arastirilmistir. Bu amacgla, kontrollerin ve
lipozom formiilasyonlarinin, O6nceden olusturulmus biyofilmleri inhibe etme yetenegi

incelenmistir(Sekil 4.36).
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Sekil 4.36 Antibiyofilm aktivitesi (S. aureus ATCC 29213 ile 6nceden olusturulmus biyofilme
karg1). (****p<0.0001, ** =p < 0.01, *p < 0.05).

Minimum biyofilm eredikasyon konsantrasyonu (MBEC), kontrole kiyasla biyofilmi
9%99.9’a kadar eradikasyona ugratan konsantrasyondur. Test edilen formiilasyon ve
kontrol numunelerinde MBEC elde edilememistir. Ancak, AZM-lipozom i¢in gorece
yiiksek derigimlerde (500 ve 250 pg/ml) %50 veya daha fazla biyofilm eradikasyonu
gozlemlenmigtir. Kombine lipozom formiilasyonlar1 32-500ug/mL derigsim aralifinda, S.
Aureus ile onceden olusturulmus biyofilmin %350’sini inhibe etmistir. Ortalama biyofilm
eradikasyonu, test edilen en yiiksek derisim olan 50 pug/mL derisimde, nisin i¢in %59.38
ve nisin yiiklii lipozom formiilasyonu i¢in %40.18’e ulagmistir. Diger daha diisiik nisin

derisimlerinin biyofilm eradikasyonunda etkisi olmagi belirlenmistir.

Bakteriyel biyofilmlerin, ilaclarin biyofilm matrisine niifuz etme zorlugundan dolay:
planktonik bakterilere kiyasla daha direncli oldugu gosterilmistir[128]. Genel olarak, AZM
iceren lipozom formiilasyonlari, serbest etkin madde iceren kontrollere kiyasla antibiyofilm

etkiyi iyilestirmistir.

Mouritzen ve arkadaglarinin nisinin yara iyilesme siirecinde immunomodiilator etkisi
ve biyouyumlulugunun bir arada degerlendirildigi caligma verilerinden[117] yola
cikarak hazirlamig oldugumuz kombine lipozom formiilasyonunun artmig antimikrobiyal
aktivitesinin yamisira, yara iyilesme siirecindeki enfeksiyonlarin tedavisinde avantaj
saglayacagi degerlendirilmektedir. Kombine lipozom formiilasyonunun antimikrobiyal
aktivitesi, serbest etkin maddeler iceren kontrol ¢cozeltisine gore nispeten artig gostermistir.
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Biyofilm olugsturan bakterilerin, planktonik olanlara karsi daha fazla direng gosterdigi
bilinirken, deri enfeksiyonlarinin yaygin patojeni olan S. Aureus tarafindan olusturulan
biyofilm eredikasyonu formiilasyon ve kontrol muamelesi sonrasi1 degerlendirilmistir. Bog
lipozom formiilasyonu tek basina bakteriyel zone inhibisyonu ve antibiyofilm etkinlik
gostermez iken, kombine lipozom formiilasyonu, serbest nisin ve AZM iceren kontrol

cozeltisine kiyasla anlamli derecede antibiyofilm etkinlik gostermektedir.

Nisin ve AZM iceren kombine lipozom formiilasyonu antimikrobiyal ve antifiyofilm etkinligi

degerlendirildiginde, yeni bir transdermal formiilasyon olmay1 vaadetmektedir.
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5. YORUM

Tez calismasi kapsaminda, antimikrobiyal terapotik ve antimikrobiyal peptit (AMP)
kombinasyonu igeren sinerjik etkili lipozom formiilasyonu gelistirilmesi ve in vitro/ex vivo

calismalar ile degerlendirilmesi amag¢lanmustir.

Nisin, Gram pozitif ve Gram negatif patojenlere karsi antimikrobiyal aktiviteye sahip
bir peptittir.  Ozellikle dermal enfeksiyonlarin en yaygin patojeni olan S. aureus’un

inhibisyonunda oldukga etkilidir.

Nisin analizi i¢in literatiirde kullanilan yontemlerden Oncelikle BCA kit analizi tercih
edilmigstir[22, 23, 129].  Ancak, hazirlamis oldugumuz nisin icermeyen lipozomal
formiilasyonlarin, BCA kit analiz sonuclarinda yanlig pozitif sonu¢ verdigi ve ¢ok yiiksek
protein varlig1 tespit ettigi belirlenmisti. BCA yoOntemi, bizim calisma kosullarimizda
spesifiklik kriterini saglamadigindan nisin tespitinde kullanilmak {izere CBQCA yontemine
gecilmigtir. CBQCA yonteminin belirlenmesinde etkili olan parametreler, yontemin ¢alisma
arali@inin, tayin sinirinin ng diizeyinde protein tespitine olanak saglamasi olmasi ve lipozom
bilesenlerini iceren kosullarda nisine spesifiklik gostermesidir. Formiilasyonlara ait EE ve

IVRT caligmalarinda CBQCA yontemi tercih edilmis ve basariyla kullanilmisgtir.

IVPT calismalarina baslandiginda, kadavra derisinden gelen yiiksek protein girisimi
nedeniyle CBQCA yontemi kullanilamamistir.  Bu smirhiligin iistesinden gelmek igin
literatiirde kullanilan HPLC yontemi 6n c¢alismalart yapilmisti. ~ HPLC yonteminin
tayin sinirimin IVPT kosullarinda beklenen derigimleri belirlemek igin yetersiz oldugu
goriilmiistiir.  Ayrica stok nisinin yiliksek saflikta olmayisi, nisin kromatogrami, diger
proteinlere ait oldugu diisiintilen bir ¢ok pike sahiptir.  Nisinin alikonma zamanina
iligkin literatiirlerde iki farkli zamam oldugu goriismiistiir. Bu farkli verilerin kolon
secimlerinden kaynaklandig1 diisiiniilmekle birlikte, bizim elde ettigimiz kromatogramda,
literatiirde bildirilen her iki alikonma zamanlarinda pik belirlenmistir. Nisin tespitine yonelik
olarak HPLC yonteminin hem spesifiklik hem de tayin sinirlar1 bakimindan bizim ¢alisma

kosullarimiza uygun olmadigina karar verilmistir.
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Gida koruyucusu olarak yaygin olarak kullanilan nisinin gida matriks kosullarinda
LC-MS/MS analizine yonelik bir ¢ok calisma[100, 101] bulunmakla birlikte, peynirde nisin
analizine yonelik ISO standardi da vardir[102]. Calismamizdaki diger etkin madde olan
AZM’nin sink kosulu sagladigi IVPT reseptor ortaminda, nisin analizi i¢gin LC-MS/MS
yonteminin validasyonunu yapmak ve diisiik derisimlerde nisin analiz edebilmek icin tercih

edilmigtir. Ancak LC-MS/MS yo6ntemi nisin igeren reseptor faz igerisinde calismamustir.

Siirfaktanlarin yiizey aktif 6zellikleri nedeniyle proteinlerin 6zelliklerini degistirebilecegi
bilinmektedir[130]. Bu o6zelliklerinden dolay1 siirfaktanlar, kiitle spektroskopisinde iyon
baskilanmasina veya artigina yol agarak sinyali etkileyebilir. Bu bilgiler 1s181nda reseptor
ortamda kullanilan noniyonik siirfaktan olan Tween 20’nin LC-MS/MS analizinde nisin

sinyalini etkiledigi diisiiniilmektedir.

Nisin analiz metodunun deneysel parametrelerden etkilenmesi, ¢calismanin sinirlayict ve en

zorlayici adimini olusturmustur.

AZM, genis spektrumlu makrolid grubu bir antibiyotik olup, diisiik ¢coziiniirliik 6zellikleri
nedeniyle biyoyararlanimi diisiiktiir. ~ Ayrica, S. aureus’un en fazla diren¢ gelistirdigi
antibiyotiktir ve oral yolla alindiginda pek c¢ok istenmeyen yan etkilere neden olmaktadir.
Bu nedenle, enfeksiyon tedavisinde topikal uygulamasinin bir avantaj olabilecegi

diistiniilmiistiir.

Son yillarda antibiyotiklere karsi gelisen diren¢ nedeniyle, AMP ile kombinasyon
yaklagimlari klinikte bagarili sonuglar vermistir. AMP’ler hiicre membrani ile etkileserek,
hizl1 bir sekilde hiicre 6liimiine neden olmaktadir. Ancak, bu peptitlerin penetrasyonlari,
hiicre duvarinin lipopolisakkarit yapist nedeniyle kisithdir. Ayrica, AMP’ler kisa yarilanma
Oomriine sahip olup, toksik etki gosterme potansiyeline sahiptirler. Lipozom formiilasyonlari
hiicre membranina benzer yapilar1 nedeniyle AMP’lerin penetrasyonunu arttirabilecek
formiilasyonlardir. Bu kapsamda calismamizda, AMP’lerin lipozomlar i¢ine enkapsiile

edilerek olasi toksik etkilerinin dnlenmesi ve ¢evresel faktorlerden korunmasi planlanmistir.
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Tez caligmalar1 kapsaminda oncelikle lipozomlarin yapisal istiinliikleri ve avantajlar1 goz
Oniline alinarak, nisin ve AZM yiiklii kombine lipozom formiilasyonlarinin enfeksiyon
tedavisindeki rolii arastirilmistir. ~ Bu amacla, farkli lipit tiirevlerinin formiilasyon
karakterizasyon parametreleri iizerindeki etkilerini incelemek i¢in etkin madde iceren
lipozomlar, farkli lipitler ve yontemler kullanilarak hazirlanmig, optimizasyon ve
karakterizasyon (partikiil biiyiikliigii, polidispersite indeksi ve zeta potansiyel Olgiimleri,

morfolojik 6zellikler, enkapsiilasyon etkinligi ve stabilite) ¢caligmalar: yiiriitiilmiistiir.

Formiilasyonlardaki nisin %EE, hidrofilik maddeler icin beklenenden yiiksek tespit
edilmigtir.  Nisinin notral pH’da hidrofilik karakter gosterdigi bilinmektedir. Ancak
peptid yapisindaki bu molekiil amfipatik karaktere sahiptir ve lipozom yapisinda, sadece
lipozomal yapinin cekirdek boliimiindeki sulu faz igerisinde degil aym zamanda lipid
membran yapisiyla da etkilesimde bulunarak lipozom yiizeyinde veya lipid yapiya
gomiilerek yerlesebilir. Artmig %EE nisinin fosfolipid membran yapisi ile etkilesiminden

kaynaklanabilir.

Lipozomal formiilasyona yiiklenen nisin derisimi arttirilarak formiilasyonlar hazirlanmigtir.
Ancak hazirlanan formiilasyonlarin stabil kalmadigi ve birinci giin lipozomal yapidan
ayrilarak ¢okeldigi goriilmiistii. Temin edilen nisin stogunun %2 derigsime sahip olmasi
ve peptit stabilitesinin korunmast icin dier bilesimin tuzdan olustugu bilinmektedir.
Nisin yiiklii lipozom formiilasyonlar1 hazirlarken sulu fazin lipozom yapisi iizerine etkisi
incelenmigti. Bu caligmalarda tuz iceren sulu fazlarin lipozom olusumunu ve stabilitesini
olumsuz yonde etkiledigini belirlemigtik. Nisin konsantrasyonunu arttirarak yaptigimiz
denemelerin stok nisin icerisinde bulunan tuz konsantrasyonunundan kaynakli olarak
lipozom stabilitesini olumsuz etkiledigini diisliniiyoruz. Bu gerekcelerle topikal uygulanan
formiilasyondaki nisin konsantrasyonu, S. aureus’un MIC’nunun altindadir.  Ancak
hazirladigimiz formiilasyonda bulunan nisinin, bakteriyel membran yapisimi etkileyerek
AZM’nin etkinligini arttirabilecegini ongodrmiistiik. Elde ettigimiz antimikrobiyal aktivite

ve antibiyofilm sonuclar1 bu savimizi destekler niteliktedir.

112



AZM iceren formiilasyonlarin IVRT ve IVPT sonuclar1 degerlendirildiginde salim

ortamindaki AZM derisimi, hedef patojen olan S. aureus’un MIC’nunun iizerindedir.

Ayrica kombine lipozomlar, AZM lipozomlara gore artmis antimikrobiyal ve antibiyofilm
aktivite gostermiglerdir.  Formiilasyondaki nisin konsantrasyonu tek basma etkin bir
antimikrobiyal etkiye sahip olmasa da kombine lipozom formiilasyonu ile AZM’nin

antimikrobiyal ve antibiyofilm etkinligini arttirmistir.

Nisin, kombine lipozom formiilasyonunun biyouyumlulugunu arttirmistir. Formiilasyondaki
nisin derisimi dermal HaCat ve HDF hiicre hatlarinda sitotoksik etki gostermemekle birlikte,
sitotoksik etki gosteren AZM’nin biyouyumlulugunu kombine lipozom formiilasyonunda

birlikte uygulanmasiyla destekledigi belirlenmistir.

Ex vivo penetrasyon ve goriintiileme ¢alismalarinda, hem isaretli lipidlerin hem de isaretli
nisinin SC bariyerini asarak dermis tabakasina dogru penetre oldugu hem deri kesit hem
de Z Stack goriintiilerde belirlenmistir. Isaretli nisinin dermis tabakasinda diger deri
katmanlarina gore daha fazla lokalize oldugu, diger yandan isaretli lipidlerinde dermis
tabakasina dogru ilerledigi ancak en yiiksek SC tabakasinda lokalizasyonu goriintiilenmistir.
Nisinin SC tabakasindan daha hizli penetrasyonu, nisinin bakteriyel membran yapisim
etkiledigi mekanizmaya benzer sekilde lipidik yapidaki deri katmanlarini agmasini saglayan

bir etkilesim gostermis olabilecegini destekler niteliktedir.

IVPT sonuglar1 degerlendirildiginde, AZM’nin reseptor tespit edilmesi formiilasyonun
intradermal etki gosterdigi ve sistemik dolasima katilabilecegini gostermektedir. Bu
durum her ne kadar AZM’nin neden oldugu sistemik yan etkilere hazirlamis oldugumuz
formiilasyonun da sahip olabilecegini gosterse de; AZM’nin epitel hiicrelerdeki yiiksek
tutulumu degerlendirildiginde pek miimkiin goriinmemektedir. Oral yolla alinan AZM
oncelikle dolasima katildig1 icin, kalp epitellerinde yiiksek diizeyde tutulum gosterir ve
en yaygin goriilen yan etkilerinden olan kardiyoaskiiler sistemi etkiler. Ancak dermal
yolla uygulanan formiilasyon, ilk etkilestigi doku olan derinin epitel hiicre yogunlugu

degerlendirildiginde, etkin dozda AZM’nin hedeflenen bolge olan deride birikecegi
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degerlendirilmektedir. Boylece sistemik yan etki azaltilirken, hedef doku ola derideki

antimikrobiyal etki arttirilacaktir.

Optimize edilen lipozomlarin IVRT, IVPT, goriintiileme, hiicre kiiltiirii ve antimikrobiyal
aktivite caligmalariyla etkinlik ve giivenirlikleri degerlendirilmistir. Sonug olarak, piyasada
bulunan konvansiyonel preparatlara alternatif olabilecek nanoformiilasyonlar gelistirilmis ve

bu formiilasyonlarin etkinligi in vitro sartlarda kanitlanmustar.

Ikinci bir yaklasim olarak da, QCM-D tekniginin lipozomlarin etkinliklerinin
degerlendirilmesinde yeni bir ara¢ olarak kullanilabilme potansiyeli arastirllmigtir. Bu
kapsamda, tez calismalarinin bir boliimii Rutgers Universitesi Ernest Mario Eczacilik
Fakiiltesi / Center for Dermal Research (CDR) / Laboratory for Drug Delivery (LDD)’nda
yiiriitiilmiistiir. ~ Ozellikle dermal/transdermal ilag tasiyici sistemler alaninda pek ok
calismanin yiiriitiildiigii arastirma laboratuvarinda, lipozom formiilasyonlar1 hazirlanmais,
Franz difiizyon hiicreleri ve QCM-D teknigi kullanilarak etkinlikleri degerlendirilmistir.
Formiilasyonlar insan kadavra derisi iizerine uygulanmis ve SC etkilesimi sonucunda kiitle

artist (Af) ve yiizey viskoelastik (AD) 6zellik degisim parametreleri incelenmistir.

Lipozom formiilasyonlarin uygulandigi SC ve altin sensor etkilesimleri kiitle artis
bakimindan ele alindiginda, ilag yiiklii lipozom formiilasyonlarinin bog lipozomlara kiyasla
artan kiitleye sahip oldugu belirlenmistir. Bu durum etkin maddelerin lipozomal yapiya
yiiklendigini desteklemektedir. Farkli lipozomal formiilasyonlar altin sensor ile benzer
yiizey etkilesimleri gosterirken; SC ile etkilesimleri incelendiginde, hem altin sensor ile olan
etkilesim mekanizmasindan farkli davranis sergiledikleri hem de her bir formiilasyonun SC
ile etkilesimlerinin benzersiz oldugu goriilmiistiir. Bu durum SC’nin kompleks yapisinin
formiilasyondaki etkin maddeye de duyarl olarak etkilesim sergiledigi belirlenmistir. Nisin
yiiklii formiilasyon viskoelastik 6zellik gosterirken, AZM yiiklii formiilasyon daha rijit SLB
olusturmugtur. Bu etkilesim maddelerin sahip oldugu hidrofobik veya hidrofilik dogasina

bagli olabilir ve/veya daha kompleks etkilesimlerden kaynaklanabilir.

QCM-D tekniginin ilk defa bu alanda kullanilmasi literatiire yenilik getirmistir. Bu teknik ile

yapilan calismalar, farmasotik veya kozmetik etkili nanoformiilasyonlarin 6zellikle dermal
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etkilesim performanslarinin klinik dncesi ex-vivo ¢aligmalar ile degerlendirilmesinde 6nemli
bir teknik olarak sunulmustur. Gergeklestirilen tiim ¢alismalar, dermal alanda uygulanan yeni

tekniklerin lilkemizde de uygulanabilmesine olanak saglayacaktir.
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