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Mikroorganizmaların neden olduğu enfeksiyonların tedavisinde kullanılan etkin maddeler,

antimikrobiyal terapötikler olarak adlandırılırlar. Son yıllarda antimikrobiyal terapötiklere

karşı gelişen direnç nedeniyle, alternatif olarak antimikrobiyal peptit (AMP)’ler

kullanılmaya başlanmıştır. AMP’ler hücre membranı ile etkileşerek, hızlı bir şekilde

bakteri ölümüne neden olmaktadırlar. Lipozom formülasyonları hücre membranına benzer

yapıları nedeniyle dermal penetrasyonu arttırırlar. Bu amaçla, AMP yüklü lipozom

formülasyonları ile penetrasyonun artırılması ve etkin maddenin çevresel faktörlerden

korunması hedeflenmiştir. Nisin, Gram pozitif ve Gram negatif patojenlerine karşı

antimikrobiyal aktiviteye sahip bir peptittir. Özellikle dermal enfeksiyonların en yaygın

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

Antimikrobiyal ilaçlar tek başına kullanıldığında direnç gelişimine neden olmakta ve uzun

süren tedavi boyunca etkinlik bakımından yetersiz kalmaktadır. AMP ve ilaç kombinasyon

yaklaşımları ile direnç gelişimi olasılığının azaldığı ve klinik sonuçların anlamlı bir şekilde

iyileştiği gözlenmiştir. Azitromisin (AZM), geniş spektrumlu makrolid grubu bir antibiyotik

olup, düşük çözünürlük özelliklerine sahiptir. Ayrıca, S. aureus’un en fazla direnç geliştirdiği
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antibiyotik olmasının yanısıra, oral yolla alındığında pek çok istenmeyen yan etkilere

neden olmaktadır. Bu nedenle, enfeksiyon tedavisinde topikal uygulamasının bir avantaj

olabileceği düşünülmüştür.

Tez çalışması kapsamında, ilk aşamada; Nisin ve AZM içeren lipozomlar farklı

lipitler (Egg PC, Soy PC, Lipoid S100, Fosfolipon 90G, DPPC ve Lipoid S75)

kullanılarak hazırlanmış ve karakterizasyon (partikül büyüklüğü, polidispersite indeksi

ve zeta potansiyel ölçümleri, morfolojik özellikler, enkapsülasyon etkinliği ve stabilite)

çalışmaları yürütülmüştür. Optimize edilen formülasyon ile in vitro salım (IVRT), ex

vivo permeasyon (IVPT) ve floresan mikroskop görüntüleme çalışmalarına geçilmiştir.

Egg PC ve Lipoid S75 ile hazırlanan AZM yüklü lipozom formülasyonlarının (sırasıyla

127.5±10.22 nm ve 88.13±1.82 nm) homojen dağılım gösterdiği (PDI∼0.2) ve 1 ay

boyunca stabil (∼-30 mV) kaldığı belirlenmiştir. IVRT çalışmalarında 24. saatin

sonunda Egg PC lipozomları için yaklaşık 200 µg/cm2 ve Lipoid S75 lipozomları

için 250 µg/cm2 AZM’nin salıverildiği gözlenmiştir. İkinci aşamada; optimize edilen

lipozomların dermal hücre hattında (Epidermal Keratinosit-HaCat ve Human Dermal

Fibroblast-HDF) biyouyumluluk analizleri yapılmıştır. Çalışma sonucunda, kombine

lipozomlarda biyouyumluluk artışı, formülasyonda yer alan nisin varlığına dayandırılmıştır.

Üçüncü aşamada; lipozom formülasyonlarının deri ile etkileşimleri, insan kadavra derisinden

izole edilen Stratum Corneum (SC), kullanılarak Kuartz Kristal Mikrobalans-Dissipasyon

(QCM-D) tekniği ile değerlendirilmiştir. İlaç yüklü lipozomlarda, boş formülasyonlara

kıyasla anlamlı bir kütle artışı (∆f ) tespit edilmiştir. Nisin yüklü lipozomların, SC etkileşimi

sonucunda yüzey viskoelastik (∆D) özelliklerini arttırdığı saptanmıştır. Son aşamada

ise; S. aureus’a karşı antimikrobiyal aktivite ve biyofilm eradikasyon değerlendirmeleri

yapılmıştır. Kombine lipozom formülasyonunun, serbest nisin ve AZM içeren kontrol

çözeltisine kıyasla mikrobiyal inhibisyon zonunu arttırdığı belirlenmiştir. AZM içeren

lipozom formülasyonları, serbest etkin madde içeren kontrollere kıyasla antibiyofilm etkiyi

iyileştirmiştir.

Sonuç olarak, antimikrobiyal etkinlik ve güvenirlik çalışmaları ile değerlendirilmiş nisin

ve AZM yüklü kombine lipozom formülasyonları ile, sinerjik etkili ve yenilikçi bir
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formülasyon geliştirilmiştir. Topikal formülasyonların insan kadavra derisi ile etkileşim

mekanizmaları hakkında bilgi sağlayacak QCM-D analizi, yeni bir yöntem olarak ilk defa

literatüre kazandırılmıştır. Bu teknik, özellikle nanoformülasyonların dermal etkileşim

performanslarının, klinik öncesi ex-vivo çalışmalar ile değerlendirilmesinde önemli bir

teknik olarak sunulmuştur.

Anahtar Kelimeler: Nisin, Azitromisin, Lipozom, QCM-D, Antimikrobiyal aktivite.
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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 µg/cm2 AZM was released from Egg PC liposomes, and 250

µg/cm2 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 (∆f )

compared to empty formulations. Nisin-loaded liposomes demonstrated increased surface

viscoelastic properties (∆D) 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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Rutgers Üniversitesi Center for Dermal Research laboratuvarı’na Poznan Üniversitesinden
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beni yalnız bırakmayarak her zaman yanımda olduğunu hissettiren sevgili eşime en derin
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ŞEKİLLER DİZİNİ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . xiv
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4.2.1. Nisin Miktar Tayini için Yöntem Belirleme Çalışmaları . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 54

4.2.1.1. Bikinkoninik Asit Protein Analiz (BCA) Kiti . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 54

4.2.1.2. CBQCA Protein Miktar Tayin Kiti . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 56
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Hidrasyon Yöntemiyle Hazırlanan Nisin Yüklü Lipozom
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şiddetinin: a,kontrol; b,formülasyon uygulanmış deri tabakası
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IL-1 : İnterlökin-1
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∆D : Enerji Dağılım Değişimi
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EAA : Eğri Altı Alan

GK : Geri Kazanım

GD : Gerçek Değer
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1. GİRİŞ

Enfeksiyonların tedavisinde kullanılan antibiyotiklere karşı mikroorganizmalar tarafından

geliştirilen antibiyotik direnciyle mücadele etmek için bakteriyel direnç geliştiren

mekanizmaların üstesinden gelen antimikrobiyal etkinliği arttırılmış formülasyonlara olan

ihtiyaç gün geçtikçe artmaktadır. Enfeksiyonlarla mücadelede en önemli silahlardan olan

antibiyotiklerin bilinçsiz kullanıma bağlı olarak direnç geliştiren türlerin artmasına ve bu

türlerin neden olduğu hastalıklarla mücadelenin zorlaşmasına neden olmaktadır.

Dünya Sağlık Örgütü (WHO)’nün 2018 yılında yayınladığı rapora göre; Avrupa bölgesindeki

45 ülke arasında Türkiye, %38.18 (1000 kişiye düşen tanımlanan günlük doz) ile en yüksek

antibiyotik tüketimine sahip ülke konumundadır [1].

Deri vücudumuzu enfeksiyondan, dehidrasyondan, harici kimyasallardan ve fiziksel

hasarlardan korumak için güçlü bir bariyer görevi sağlamaktadır [2, 3]. Ancak, virüs, bakteri

ve mantar kaynaklı cilt enfeksiyonları her gün milyonlarca insanı etkilemektedir. Özellikle

yara, yanık, cerrahi operasyon gibi durumlar sonrasında deri, enfeksiyonlara karşı duyarlı

hale gelmekte ve oluşan dermatolojik problemler için klasik topikal yaklaşımlar (krem,

merhem, jel vb.) yetersiz kalmaktadır. Sistemik tedavi ile etkin bir tedavi sağlansa da uzun

süren tedavi sonrası görülen yan etkiler nedeniyle hasta uyuncu azalmaktadır. Son yıllarda

topikal uygulamaya yönelik yenilikçi yaklaşımlara duyulan ilgi giderek artmaktadır [4, 5].

Derinin en üst katmanı olan SC; seramid, yağ asitleri ve kolesterol içeren interselüler lipid

tabakası ve keratinositlerden oluşmaktadır [2, 4]. Bu bariyer tabakadan, lipofilik ve küçük

moleküllü ilaçların penetrasyonu daha kolay olsa da hidrofilik moleküller ve proteinler gibi

bileşikler için geçiş oldukça kısıtlıdır [2, 6]. Son yıllarda nanotaşıyıcı sistemler ile bu

sorunun üstesinden gelmek ve SC tabakasından permeasyonu/penetrasyonu arttırarak ilacın

etkinliğini arttırmak yönünde pek çok çalışma yapılmıştır. Nano taşıyıcılar ile, özellikle

yarılanma ömrü kısa ilaçların kontrollü salımı sağlanmış ve stabilitesi arttırılmıştır [4, 7].

Lipozomlar, biyoparçalanabilir, biyouyumlu ve biyolojik membranlara benzer yapıları,

penetrasyon artırma ve hedefleme özellikleri nedeniyle, etkili nano-taşıyıcı sistemler olarak
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dikkat çekmektedirler. Lipozomların temel yapılarını fosfolipitler oluşturmaktadır ve

kendiliğinden oluşan, lipit moleküllerinden meydana gelen, disperse edildikleri sulu fazda

ilacı hapseden, lipit çifte tabakadan oluşmuş kolloidal partiküllerdir [8]. Genellikle

lipozomlar; fosfolipidler (doğal, sentetik, yarı sentetik kaynaklı) yanında, yük vericiler

(pozitif, negatif) ve kolesterol gibi kimyasal bileşenlerden oluşmaktadır[9]. Lipozomlar

tabaka oluşturma, ekstrüzyon, ters faz buharlaştırma, emülsiyon oluşturma, enjeksiyon,

süperkritik çözeltisi ve diyaliz yöntemi gibi pek çok yöntemlerle hazırlanabilmektedir.

Sonikasyon yöntemi ile büyük tek tabakalı veya küçük tek tabakalı veziküllere

küçültülebilmektedirler [10–12].

Son yıllarda cilt enfeksiyonlarının tedavisinde, antibiyotiklere karşı gelişen direnç nedeniyle,

alternatif olarak AMP’ler kullanılmaya başlanmıştır [13, 14]. AMP’ler, bakteri türlerince

ribozomlarda sentezlenen, genellikle 12 ve 50 aminoasit dizisi arasındaki peptit yapılar

olup amfoterik veya katyonik karakterli kısa zincirli bileşiklerden oluşmaktadır. AMP;

aminoasit dizilişleri, uzunluğu, salgılanma ve oluşum mekanizmaları, translasyon sonrası

modifikasyonların varlığı ve antimikrobiyal aktivitelerine göre farklılık göstermektedirler.

Bu peptitler, geleneksel antibiyotik tedavisini tamamlamakta ve direnç gelişimini

önlemektedirler. Etki süresi hızlı olduğundan topikal deri enfeksiyonları, oral mukositis,

akciğer enfeksiyonları ve kanser tedavisinde yenilikçi tedaviler olarak geliştirilmişlerdir.

AMP’lerin bakterisidal etkisi, temel olarak elektrostatik kuvvetlerin önemli bir rol

oynadığı bakteriyel membran ile etkileşimlerinden kaynaklanmaktadır. Spesifik olarak,

AMP üzerindeki pozitif yük, bakteri membranındaki negatif yüklü lipit bileşenleri

ile güçlü bir şekilde etkileşerek AMP’in membrana girmesine izin vermektedirler.

Böylece membrandaki lipitlerin yeniden düzenlenmesine neden olur, bakteriyel zarın

morfolojisindeki değişikliklerden sonra, zarda gözeneklerin oluşumu görülmektedir. Ayrıca,

membran yapısında lokal bozulmalar/kopmalar görülmektedir. AMP’in bakterisidal

mekanizması sadece bakteriyel zarın geçirgenliği ile ilişkili değildir. Aynı zamanda AMP

membran lipit çift tabakasına yerleşebilmekte, sitoplazmaya girebilmekte ve hücre içi

hedeflerle etkileşebilmektedir. Bu etkileşim metabolizmayı düzenleyen proteinlerin işlevini

değiştirerek bakterisidal etkiye neden olurmaktadır. AMP’in bakterisidal mekanizması
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spesifik olmayan etkileşimler içerdiğinden, direnç gelişimi görülmemektedir [15, 16]. Ancak

intravenöz olarak uygulandığında AMP’lerin nefrotoksisite ve nörotoksisiteye neden olduğu

ve konvansiyonel antibiyotiklere kıyasla kısa bir yarı ömre sahip olduğu gösterilmiştir [17].

Bu nedenle çalışmamızda, AMP’nin lipozom formülasyonları içinde enkapsüle edilerek,

topikal olarak uygulanması amaçlanmıştır.

Nisin, Lactococcus ve Streptococcus türlerine ait bir grup Gram pozitif bakteri tarafından

üretilen antimikrobiyal peptittir [18–20]. Nisin, 5 lantionin halkası ve 34 amino asit kalıntısı

içeren lantibiotiklerin termostabil peptit grubunda yer almaktadır [21]. Nisin, mRNA’dan

sentezlenen Tip A (I) lantibiyotik olarak sınıflandırılır ve translate olmuş peptit, translasyon

sonrası modifikasyonlar nedeniyle birkaç olağandışı amino asit içermektedir [19].

Nisin, ABD Gıda ve İlaç Dairesi (FDA) onaylı ve klinik kullanım için tanınmış

potansiyele sahip Genel Olarak Güvenli Kabul Edilen (GRAS) listesinde yeralmış, sertifikalı

peptittir. Nisinin hastalıkla ilişkili hem Gram pozitif hem de Gram negatif patojenlere

karşı antimikrobiyal aktiviteye sahip olduğu gösterilmiştir [19]. Farklı çalışmalara göre,

nisin moleküllerinin bakteri yüzeyine adsorpsiyonu ve membran yapısını bozması nisinin

antimikrobiyal aktivitesinin ana mekanizmasıdır. Nisin molekülünün bakteriyel duvar

biyosentezinin öncü molekülü olan lipid II’ye bağlanması hem nisinin bakteriyel zar boyunca

sızmasını sağlamakta hem de bakteriyel duvar sentezini inhibe etmektedir. Ayrıca nisin-lipid

II kompleksi bakteriyel zarda gözenek oluşturan bir mekanizmayı başlatmaktadır [20].

Ayrıca, nisinin antibiyofilm özelliklerine sahip olduğu ve geleneksel terapötik ilaçlarla

kombinasyon halinde sinerjik olarak çalışabildiği bildirilmiştir [19].

Her ne kadar nisin ticari olarak gıda koruyucu olarak uygulanmış ve klinik ortamda topikal

uygulama potansiyeli gösterilmiş olsa da fizyolojik pH’da (pH=7.4) düşük çözünürlüğü ve

stabilitesi nedeniyle kullanımı sınırlanmıştır. Diğer taraftan; nisin yüklü nanoformülasyonlar

serbest nisin ile karşılaştırıldığında, nisinin Brain Heart Infusion agarındaki antimikrobiyal

aktivitesinin ve stabilitesinin önemli ölçüde arttığı gözlenmiştir [22–25]. Bu bilgiler ışığında,

tez kapsamında nisin’in nanotaşıyıcı sistemler olan lipozomlar içerisinde enkapsüle edilerek,
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antimikrobiyal etkinliğinin ve stabilitesinin (sıcaklık, pH, oksijen, ışık, karıştırma, enzimler

ve metalik iyonlara karşı dayanıklılık) arttırılması hedeflenmiştir [20, 26].

Farklı ilaçların bir arada verilmesi sinerjizm veya antagonizmaya yol açmaktadır. Sinerjik

bir yanıtta, kombinasyon, tek bir ilaca göre önemli ölçüde daha güçlü bir etkiye sahiptir.

Bir patojenin aynı anda birden fazla antibiyotiğe direnç geliştirmesi olası olmadığından,

klinik sonuçları anlamlı bir şekilde iyileştirmekte ve direnç gelişimi olasılığını azaltmaktadır.

Kombinasyon karışımını doğru bir şekilde seçmek çok önemli bir adımdır ve AMP’ler çeşitli

enfeksiyonların tedavisi için klasik antibiyotiklerle kombinasyon halinde kullanılacak umut

verici bir bileşik sınıfı olarak giderek dikkat çekmektedir. Son yıllarda, birçok çalışma,

kombine AMP-antibiyotik tedavisinin yararlarını, çoklu ilaca dirençli ve biyofilm oluşturan

organizmaların başarılı bir şekilde ortadan kaldırılmasına, direnç gelişiminin önemli ölçüde

azaltılmasına bağlamıştır. Mikrobiyal hücre zarının antibiyotik geçirgenliğinin düşük olması

yanında, pek çok AMP zarlar üzerine etki ederek zarların yapılarını bozmaktadır ve

böylece kombine AMP-antibiyotik tedavisiyle, antibiyotiğin biyoyararlanımı arttırılmaktadır

[27, 28].

Tez çalışması kapsamında antibiyotik olarak AZM ile çalışılmıştır. AZM, eritromisinden

türetilen, 15 üyeli akton halkasıyla sonuçlanan yarı sentetik bir makrolid antibiyotiktir

ve azalid antibiyotik sınıfının ilk üyesi olarak sınıflandırılır. AZM, rRNA’ya bağlanır ve

bakteriyel protein sentezini inhibe ederek bakteriyostatik/bakterisidal etki gösterir. Ayrıca

ribozomal protein sentezinin inhibisyonu ile biyofilm oluşumunu önler. Hem Gram negatif

hem de Gram pozitif mikroorganizmalara karşı etkili olduğunu kanıtlanmıştır [29–31].

Geniş bir plazma dağılım hacmine ve düşük suda çözünürlük özelliğine sahiptir (2.37mg/L).

Yaklaşık %30 oranında plazma proteinlerine bağlanır ve düşük oral biyoyararlanım (%17-37)

gösterir. Oral kullanımı oldukça yaygın olsa da ilaca karşı gelişen antimikrobiyal direnç

yanında, kardiyovasküler ve gastrointestinal yan etkileri nedeniyle kullanımı kısıtlıdır [32].

Bu nedenle topikal uygulanmasına yönelik yapılan çalışmalar dikkat çekmekte olup, AZM

yüklü lipozom formülasyonun serbest AZM’ye kıyasla Escherichia coli suşlarına karşı

bakteriyosidal aktivitede artışa neden olduğu gösterilmiştir. Ayrıca, biyofilm oluşumunu

azalttığı ancak serbest AZM kadar etkili olmadığı gösterilmiştir [27, 31].
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Bütün bu bilgiler ışığında tez kapsamında; nisin ve AZM içeren lipozom formülasyonları

tasarlanmış ve enfeksiyon tedavisine yönelik, sinerjik etkili bir formülasyon geliştirilmiştir.

Bu nisin/AZM kombine lipozom formülasyonu ilk defa geliştirilmiş olup, tez çalışmasının

özgün değerini oluşturmaktadır.

Enfeksiyon tedavisinde, oral yaklaşımlar kullanılan antibiyotiğe bağlı ciddi yan etkiler ve

direnç gelişimi oluşturması nedeniyle, konvansiyonel yaklaşımlar ise tek bir etkin madde ile

etkin olmayan tedavi ve hücrelere düşük penetrasyon gibi nedenlerle yetersiz kalmaktadırlar.

Ayrıca sık kullanım ve uzun süren tedavi boyunca hasta uyuncunda yaşanan problemler de

önemli yer teşkil etmektedir. Bu nedenlerle; tez çalışmamızda geliştirilen lipozomlar ile hem

penetrasyon/permeasyonun arttırılması sonucunda uygulama sıklığının azaltılarak hastanın

tedavi uyuncunun arttırılması ve doza bağlı yan etki görülme sıklığının azaltılması, hem de

AMP ve antibiyotik kombinasyonu nedeniyle ilaca bağlı direnç gelişiminin önlenmesi daha

etkin bir tedavi seçeneği sunması bakımından yenilikçi bir yaklaşım olmaktadır.

Hazırlanan lipozomların özellikle SC bariyerini aşarak derinin istenen tabakalarına

geçebilmesi tedavi etkinliklerinin belirlenmesi açısından çok önemlidir. Bu nedenle

çalışmalarımız sırasında Franz difüzyon hücreleri kullanılarak formülasyonların salım

ve permeasyon özellikleri incelenmiş ayrıca permesyon/penetrasyon özellikleri floresan

mikroskop görüntüleme çalışmaları ile birlikte değerlendirilmiştir.

SC, formülasyonların uygulandığı ilk tabaka olması ve bariyer fonksiyonu gözönüne

alındığında; formülasyon etkinliğinin değerlendirilebilmesi açısından, formülasyonların

SC ile etkileşimini aydınlatmak önem taşımaktadır. Bu amaçla QCM-D tekniği ilk kez

kullanılarak formülasyonların SC tabakası ile etkileşimleri incelenmiştir. Formülasyonlar,

kadavra derisinden izole edilen SC tabakasıyla modifiye edilmiş kuartz kristal yüzeyine

uygulanmış, SC-formülasyon etkileşimi QCM-D tekniği ile izlenmiştir.
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1.1. Araştırmanın Amacı ve Kapsamı

Araştırma Sorusu

“Lipozomların yapısal üstünlükleri ve avantajları göz önüne alındığında, geliştirilmesi

planlanan nisin ve AZM yüklü kombine formülasyonların enfeksiyon tedavisindeki rolü

nedir?” sorusu projenin ana araştırma sorusudur. Ayrıca QCM-D tekniği, lipozomların

etkinliklerinin değerlendirilmesi için yeni bir araç olarak kullanılabilir mi?” sorusu

projemizin bir diğer araştırma sorusudur.

Hipotez

Antimikrobiyal tedavilerde; AMP/ilaç kombinasyonunun kullanılması ilaç direnç gelişimi

olasılığını düşürür. Topikal uygulamalar için tasarlanmış, AMP/ilaç kombinasyonunun

nanotaşıyıcı (lipozomal) sistem ile uygulanması, etkin maddelerin derinin hedef tedavi

katmanına ulaşması için SC bariyerini geçmesini sağlar.

Araştırmanın Amacı

AMP (nisin) ve ilaç (AZM) içeren kombine etkili lipozomal formülasyonların tasarlanması

ve bu taşıyıcı sistemin penetrasyon/permeasyon özelliklerinin detaylı olarak incelenerek

(Franz difüzyon, konfokal mikroskop ve QCM-D teknikleri kullanılarak) etkinliklerinin

belirlenmesidir. Böylece, etkinlik ve güvenilirlik değerlendirmeleri tamamlanan lipozom

formülasyonlarının topikal uygulanmasıyla sinerjik etkili, enfeksiyon riskini ortadan

kaldırabilecek bir tedavi yaklaşımı geliştirilmesidir. Peptit yüklü lipozom formülasyonları ile

hücre içerisine penetrasyonun arttırılması, muhtemel toksik etkilerin önlenmesi ve peptitin

çevresel faktörlerden korunması amaçlanmıştır.

Araştırmanın Hedefleri

• Peptit yapısında olan antimikrobiyal etkili nisin’in lipozom yapısına yüklenmesi ile

hücre içine penetrasyonun arttırılması,

• Nisin’in lipozom yapısına yüklenmesi ile olası toksik etkilerinin önlenmesi,
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• Nisin’in lipozom yapısına yüklenmesi ile proteolizden korunması,

• Yüksek dozda ve tekrarlayan nisin uygulamasının önüne geçilerek, AMP yapısına

bağlı oluşabilecek immün yanıtın azaltılması,

• AMP/ilaç kombinasyonları ile direnç oluşma riski bulunan antibiyotik kullanımına

alternatif geliştirilmesi

• Sinerjik etkili formülasyonlar ile mikrobiyal biyofilm oluşumunun önlenmesi

• Konvansiyonel formülasyon ile kıyaslanarak hazırlanan lipozom formülasyonlarının

etkinliklerinin karşılaştırılması

Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterilere bağlı gelişen enfeksiyonların tedavisinde

etkili, antibiyotik direnci oluşturmayan alternatif bir formülasyon geliştirilmiş olacaktır.

Geliştirilmesi planlanan bu formülasyon ile, sistemik etkili antibiyotik kullanımına gerek

duyulmaksızın, lokal etkili, yan etki görülme olasılığını azaltan, enfeksiyon tedavisinde

kullanılabilir yenilikçi bir sistem önerilecektir. Çalışmamız, gerek dozaj formu gerek

öğrenilen ve geliştirilen QCM-D yöntemi açısından bilimsel ve teknolojik anlamda yenilik

içermektedir.

7



2. GENEL BİLGİLER

2.1. Deri ve Yapısı

Deri, vücudumuzu enfeksiyondan, nem kaybından, kimyasallardan ve fiziksel hasarlardan

koruyan güçlü bir bariyer fonksiyonu üstlenmektedir[2, 3]. Deri, embriyonik katmanlardan

türeyen hücrelerin ve ekstraselüler matriksin etkileşimiyle oluşan, vücut bölgelerine özgü

farklılaşmış yapıya sahip karmaşık bir organdır[33]. Farklı hücre tiplerinden oluşan bu çok

katmanlı yapı, her biri belirli fonksiyonları yerine getirmek için özelleşmiş hücre tiplerinden

oluşmaktadır. Genel olarak kategorize edildiğinde, bu katmanlar dıştan içe doğru sırasıyla

epidermis, dermis ve hipoderm olmak üzere üç ana bölümden oluşmaktadır. İlaçların

deriye geçişi ve deri tabakalarındaki dağılımı, hem derinin yapısal özellikleri hem de ilacın

fizikokimyasal özellikleri tarafından önemli ölçüde etkilenmektedir[34].

SC, vücudun organlarını ve dokularını dış ortamdan ayıran ve böylece olası tehlikelere karşı

hayati bir bariyer fonksiyonu üstlenen karmaşık bir yapıdır[35]. Derinin en üst katmanı olan

bu tabaka, temel olarak lifsi proteinler, seramidler, kolesterol ve yağ asitlerinden oluşan lipit

matrikse gömülmüş keratinositlerden oluşmaktadır[4, 36–38]. SC’nin bütünlüğü, komşu

korneositlerin yanı sıra SC tabakası düzlemindeki yapıları da kilitleyen birçok özelleşmiş

hücre arası protein olan korneodesmozomlar aracılığıyla sağlanmaktadır[39]. SC yapısının

bariyer fonksiyonunda, yapısında yeralan lipidler rol oynamaktadır[40].

SC’nin bu yapısı, ilaçların dermal emilimi için birincil yol olarak hizmet etmektedir. Böylece

ilaçların hedef bölgeye ulaşması, potansiyel intradermal etkileşimi veya sistemik dolaşıma

katılabilmesi için aşılması gereken ilk engel görevi görmektedir[36, 37]. Lipofilik ve

küçük molekül yapılı ilaçların SC tabakası üzerinden geçişi daha kolay olmakla birlikte,

proteinler gibi hidrofilik moleküllerin geçişi çok sınırlıdır[2, 6]. İlaçlar, SC üzerinden

geçerken farklı yollar izleyebilse de moleküler ağırlık, çözünürlük ve moleküler yapıların

penetrasyon / permeasyon oranlarını önemli ölçüde etkilediği açıktır ve farklı ajanların farklı

yolları benimseyebileceği muhtemeldir[35]. SC sahip olduğu benzersiz özellikleri sayesinde,

küçük molekül ağırlıklarındaki (MmW ≤ 500 Da) ve ılımlı lipofilik özellikler (logP=1-3)
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gösteren aktif maddelerin etkili emilimini gerçekleştirmektedir. Biyomakromoleküllerin

dermal penetrasyonu, yüksek moleküler ağırlıkları (300- 1.000.000 Da arasında değişen)

ve amfifilik özellikleri nedeniyle neredeyse tamamen sınırlıdır.

2.2. Lipozomlar

Kontrollü salım teknolojilerine olan talep arttıkça, hassas dağılım özelliklerine sahip

nano yapılar oluşturmak için belirli özelliklere sahip yeni malzemelere olan ihtiyaç da

artmaktadır[41].

Lipozomlar, hücre zarlarını andıran ve hem lipid hem de sulu fazları içeren ilaç taşıma

sistemleridir. Yapılarından dolayı, suyla çözünebilen, lipidle çözünebilen ve amfifilik

malzemelerin kapsülleme, taşıma ve salımında kullanılırlar[41]. Farklı hidrofilik özelliklere

(hidrofilik, amfifilik veya hidrofobik maddeler) sahip bileşikleri kapsüle etme yeteneği;

küçük ve basit kimyasallardan proteinler gibi büyük ve kompleks moleküllere kadar

çeşitli, biyolojik olarak etkin bileşikleri kapsüle etme yeteneği; aynı anda birden fazla

etkin bileşik yükleyebilme kapasitesi; bileşenleri çeşitlendirerek esnek ve rijit yapıya

sahip keseler oluşturma; yüzey modifikasyonu ile akıllı taşıyıcı sistemlerin geliştirilmesi;

biyolojik uyumluluk, biyolojik parçalanabilirlik, düşük toksisite, artmış çözünürlük, artmış

biyoyararlanım ve kapsüllenmiş aktif farmasötik bileşenlerin stabilitesinin artırılması gibi

bir dizi avantaja sahiptirler. Lipozomlar tüm bu avantajlarıyla ilgi çekici taşıyıcılar

yapmaktadır[42].

Lipozomlar, terapötik ajanların deriye taşınması için etkili taşıyıcılar olarak bilinmektedirler.

Lipozomların bileşenleri ile deri lipitleri arasındaki benzerlik, lipozomların epidermis

tarafından kolayca emilmesini ve derin deri katmanlarına nüfuz etmesini sağlamaktadır.

Ayrıca, lipozom yapısındaki lipidlerin SC’deki hücresel lipidlerle moleküler karışımı,

deri nemlendirme etkisini artırmaktadır. Lipozomların topikal uygulanması nemlendirme,

geliştirilmiş lokal etkiler, istenmeyen sistemik yan etkilerin azaltılması, biyodegredasyon ve

biyouyumluluk gibi birçok avantaj sunmaktadır[6].
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Fosfolipidler, lipozomların temel yapılarını oluşturmaktadır. İlacı kapsüllemiş halde

bulunan lipid molekülleri, sulu faz içerisinde dağıldıklarında, lipit çift tabakadan oluşan

kolloidal parçacıklar oluşturmaktadır[8]. Fosfolipidler, fosfatidilkolin, fosfatidiletanolamin,

fosfatidilinositol, fosfatidilgliserol, fosfatidik asit gibi bileşenlerden oluşabilmektedir.

Genellikle lipozomlar; doğal, sentetik, yarı-sentetik kökenli fosfolipidlerin yanı sıra yük

taşıyıcılar (pozitif, negatif) ve kolesterol gibi kimyasal bileşenler içerebilmektedir[9].

Lipozomlar, ince tabaka oluşturma, ekstrüzyon, ters faz buharlaşma, emülsifikasyon,

enjeksiyon, süperkritik çözelti ve diyaliz yöntemi gibi birçok farklı yöntemle

hazırlanabilmektedir.

Sonikasyon ile büyük unilaminal veziküller (LUV) veya küçük unilaminal veziküller (SUV)

haline getirilebilmektedirler[10–12].

2.3. Antimikrobiyal Peptitler

AMP’ler, canlı organizmaların çoğunda bulunan ve doğal bağışıklık sisteminin önemli

bir bileşenini oluşturmaktadırlar. AMP’lerin antimikrobiyal etkinliği; bakteriler, virüsler,

parazitler ve mantarlar dahil olmak üzere geniş yelpazede bir çok canlıya karşı savunma

yeteneği sağlamaktadır[43].

Son yıllarda AMP’ler, antibiyotiklere karşı direnç nedeniyle deri enfeksiyonlarının

tedavisinde alternatif olarak kullanılmaktadır[14, 44]. AMP’ler, genellikle 12 ila 50 amino

asit dizisi arasında değişen sayıda aminoasit içeren amfoterik veya katyonik karaktere

sahip peptit yapıları olup ribozomlarda sentezlenen kısa zincirli bileşiklerdir. Amino asit

dizisi, uzunluk, salgılama ve oluşum mekanizmaları, post-translasyonel modifikasyonlar ve

antimikrobiyal aktivitelerine göre farklılık göstermektedir. AMP’lerin sınıflandırılmasında

etki mekanizması, ısıya ve enzimlere direnç, moleküler kütle ve post-translasyonel olarak

modifiye edilmiş amino asitlerin varlığı temel faktörleri oluşturmaktadır. AMP’ler temel

olarak; sınıf I (lanthionine gibi sıradışı bir amino asit içerdikleri için lantibiyotikler olarak

adlandırılan ve 5 kDa’nın altında olan), sınıf II (lanthionine içermedikleri için lantibiyotikler

olarak adlandırılmayan ve 10 kDa’nın altında olan ısıya dayanıklı olanlar), sınıf III (10
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kDa’dan büyük olan ısıya duyarlı olanlar, bakteriyolizinler ve bakteriosinler), sınıf IV (farklı

bileşikler içerenler) olarak sınıflandırılmaktadır[20]. Bu peptitler konvansiyonel antibiyotik

tedavisini tamamlar ve direnç gelişimini önleme yeteneğine sahiptirler. Hızlı etki sürelerine

sahip olmaları nedeniyle, bu tür peptitler, topikal deri enfeksiyonları, oral mukozit, akciğer

enfeksiyonları ve kanser gibi yenilikçi tedaviler olarak geliştirilmiştirler.

AMP’lerin bakterisidal etkisi, temel olarak bakteriyel zar ile etkileşimlerinden kaynaklanır

ve bu etkileşimde elektrostatik kuvvetler önemli bir rol oynamaktadır. Özellikle,

AMP’lerdeki pozitif yük, bakteriyel zarın negatif yüklü lipid bileşenleri ile güçlü

etkileşime girmekte ve böylece AMP’lerin hedef zara girmesine olanak tanımaktadır.

Bu sayede, zar içindeki lipidlerin yeniden düzenlenmesine yol açarak bakteriyel zarın

morfolojisinde değişikliklerin meydana gelmesinin ardından zar içinde gözenek oluşumuna

yol açmaktadır. Ayrıca, zar yapısında yerel bozulmalar/kırılmalar gözlemlenmektedir.

AMP’lerin bakterisidal mekanizması, sadece bakteriyel zarın geçirgenliği ile ilgili değil,

aynı zamanda, AMP’ler zar lipid çift tabakasına yerleşebilmekte, sitoplazmaya girebilmekte

ve hücresel hedeflerle etkileşime geçebilmektedir. Bu etkileşim, metabolizmayı düzenleyen

proteinlerin işlevini değiştirebilir ve bakterisidal bir etkiye neden olabilmektedir. AMP’lerin

bakterisidal mekanizması, spesifik olmayan etkileşimleri içerdiği için direnç gelişim

mekanizmasını etkilemez ve AMP’lere karşı direnç gelişimi gözlemlenmez[15, 16]. Ancak,

intravenöz olarak uygulandığında AMP’lerin nefrotoksisite ve nörotoksisiteye neden olduğu

ve geleneksel antibiyotiklere kıyasla kısa bir yarı ömre sahip olduğu gösterilmiştir[17].

2.3.1. Nisin

Nisin, 1920’lerde keşfedilmiş ve günümüzde elliden fazla ülkede biyokoruyucu olarak

onaylanmış antimikrobiyal etkili bir peptittir(Şekil 2.1). Nisin, Gram-pozitif bakterilere,

özellikle de Listeria ve Staphylococcus’a karşı geniş bir inhibitör spektrumu göstermekte,

aynı zamanda Bacillus ve Clostridium sporları üzerinde etkili kontrol sağlamaktadır[45].

Gram-negatif bakterilere karşı nisin kullanımı sınırlı olmakla birlikte, Gram-negatif

bakterilere yönelik aktivitenin, Etilen Diamin Tetra Asetik Asit (EDTA) kullanılarak
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arttırıldığı gösterilmiştir. Doğal olarak oluşan nisin varyantları arasında nisin A ve nisin

Z bulunmaktadır. Bu iki varyant, yapısal olarak benzer olmalarına rağmen, 27. pozisyondaki

tek bir amino asit ile farklılık göstermektedir. Histidin; nisin A’da bulunurken, nisin Z’de bu

amino asitin yerini asparagin almaktadır. Her ikisinin de benzer antimikrobiyal aktiviteye

sahip olduğu gösterilmiştir[46].

Şekil 2.1 Nisin peptit yapısı

Kaynak: [47]

Nisin, FDA tarafından onaylanmış ve klinik kullanım potansiyeli tanınmış olan GRAS

kategorisinde değerlendirilen, güvenli kabul edilen bir peptittir. Nisinin hastalıkla

ilişkilendirilen hem Gram-pozitif hem de Gram-negatif patojenlere karşı antimikrobiyal

aktivitesi gösterilmiştir[19, 46]. Bir çok çalışmaya göre nisin’in antimikrobiyal aktivitesinin

ana mekanizması, nisin moleküllerinin bakteriyel yüzeye adsorpsiyonu ve zar yapısının

bozulmasıdır. Bu mekanizmaya göre nisin moleküllerinin lipid II’ye bağlanması, nisinin

bakteriyel zarı geçişi kolaylaştıran bir yol oluşturmaktadır. Lipid II, bakteriyel duvar

biosentezi için zorunlu öncü bir moleküldür. Nisin, lipid II’ye bağlanarak peptidoglikan

ağının büyümesini engellemektedir. Ayrıca, nisinin N-terminal kısmı, lipid II’nin

karbonhidrat-pirofosfat kısmı ile bağlanmakta, bu da nisinin C-terminal kısmının bakteriyel

zarı geçmesine izin vermektedir. Bu mekanizmaların ardından, nisin-lipid II kompleksleri

zar bütünlüğünü bozmakta ve zar içinde gözenekler oluşturmaktadır[20]. Başka bir

çalışmada[19], nisinin anti-biyofilm özelliklere sahip olduğu ve geleneksel terapötik ilaçlarla

sinerjik olarak çalışabileceği bildirilmiştir. Ayrıca nisinin, konak savunma peptitleri gibi

adaptif bağışıklık yanıtını aktive edebileceği ve immün düzenleyici bir rol oynayabileceği

rapor edilmiştir. Çalışmalar, nisinin tümör büyümesinde etkili ve kanser hücrelerine karşı
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seçici sitotoksik etkiye sahip olabileceğini göstermektedir. Nisin, diğer AMP’lerin bir

çoğu gibi, insanlarda ve hayvanlarda bağışıklık düzenleme fonksiyonuna sahiptir. Nisinin

bağışıklık sistemi üzerindeki etkisi henüz tam olarak aydınlatılmamış olmasına rağmen,

bağışıklık sisteminde yer alan çeşitli hücre popülasyonlarını etkilediği ve geniş bir etki

mekenizmasına sahip olduğu bildirilmiştir[21].

Nisinin, ticari gıda koruyucu olarak kullanılmasına ve klinik ortamda topikal uygulama

potansiyeli gösterilmesine rağmen, fizyolojik pH’da (pH=7.4) düşük çözünürlüğü ve

stabilitesi nedeniyle kullanımı sınırlı kalmıştır. Son çalışmalar, nisinin çözünürlüğü ve

stabilitesinin, nano yapılı lipid taşıyıcılar ile formüle edilmesiyle artırıldığı bildirilmiştir[46].

Yanık yaralarının iyileşme sürecinde hasardan 3 gün sonra oluşan inflamatuar fazda, deri

hücreleri tarafından, aktif inflamatuar cevap olan nötrofillerin ürettiği tümör nekroz faktör-α

(TNF-α), interlökin-1 (IL-1), interlökin-6 (IL-6)’nın aktive olduğu ve bunların vasküler

endotelyal büyüme faktörü (VEGF) ve interlökin-8 (IL-8)’i uyararak kan damarlarının

iyileşmesini sağladığı, hücre büyüme ve göçüne neden olduğu, ekstraselüler matriks (ECM)

moleküllerinin üretimini arttırdığı bilinmektedir[48]. Nisinin bu interlökinler ve TNF- α

üzerindeki etkileri göz önüne alındığında, yara iyileşme sürecinde, antimikrobiyal etkisinin

yanında immün yanıt düzenleyici olarak etkinlik gösterebileceği düşünülmektedir.

Diğer yandan; nisin yüklü nanoformülasyonlar serbest nisin ile karşılaştırıldığında, nisinin

antimikrobiyal aktivitesi ve beyin kalp infüzyon (BHI) agarında stabilitesinin önemli ölçüde

arttığı gözlenmiştir[20, 22–26]. Nisinin antimikrobiyal aktivitesini ve kararlılığını (sıcaklık,

pH, oksijen, ışık, karıştırma, enzimler ve metal iyonlarına direnç) artırabilecek avantajları

nedeniyle lipozomlar nano taşıyıcı sistemler olarak tercih edilmiştir.

2.4. Antibiyotikler

Antimikrobiyal direnç, dünya genelinde birçok bölgede alarm verici seviyelere ulaşmış

olup özellikle gelişmiş ve gelişmekte olan ülkelerde antibiyotik tüketiminde artışa

neden olmuştur[49, 50]. Hastalık yapma potansiyeli yüksek önemli patojenlerin sahip

olduğu artan antimikrobiyal direnç, neden olduğu hastalıklarla mücadelede önemli
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bir zorluk oluşturmaktadır. Bakteriyel enfeksiyonların yayılmasına katkıda bulunan

önemli faktörlerden biri, bakterilerin antibiyotiklere karşı direnç kazanmasıdır. Her

yeni antibiyotiğin keşfi ile birlikte, bakterilerin dirençli suşları hızla ortaya çıkmış ve

bakterilerin neden olduğu enfeksiyonların tedavisini karmaşık hale getirmiştir. Diğer yandan,

antibiyotik direncinde önemli bir faktör bakterilerin biyofilm oluşturma potansiyelidir.

Biyofilm, antibiyotiğin bakteri hücresine ulaşmasını engelleyerek antibiyotik etkinliğini

sınırlandırabilmektedir. S. aureus, bir çok hastalığın yaygın patojeni olarak ön plana

çıkmakta ve oluşturduğu biyofilm tabakası ile mücadeleyi zorlaştırmaktadır. Biyofilm,

bakterilerin kendileri tarafından üretilen, hidratlanmış bir matriks içinde yaşayan bakteri

topluluğudur ve biyofilm yapısı bakterilerin biyolojik ve biyolojik olmayan yüzeylere

yapışmasına olanak sağlar. Biyofilm, antibiyotik penetrasyonunu kısıtlayarak antibiyotik

etkinliğini azaltmaktadır[51].

2.4.1. Azitromisin

AZM, eritromisinden türetilen, eritromisinin uzun etkili bir türevi olan yarı sentetik

bir makrolid antibiyotiktir(Şekil 2.2). AZM, rRNA’ya bağlanarak bakteriyel protein

sentezini inhibe etmekte, böylece bakteriostatik/bakterisidal etki göstermektedir. Ayrıca,

ribozomal protein sentezinin inhibisyonu biyofilm oluşumunu da önlemektedir. AZM’nin

hem Gram-negatif hem de Gram-pozitif mikroorganizmalara karşı etki gösterdiği

kanıtlanmıştır[29–31].
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Şekil 2.2 AZM yapısı

Kaynak: [52]

Oral yolla, parenteral yolla veya oftalmik olarak uygulanabilen güçlü, geniş spektrumlu bir

antibiyotik olarak uzun süredir ve yaygın olarak kullanılmaktadır[27, 53]. AZM büyük

bir plazma dağılım hacmine ve düşük su çözünürlüğüne (2.37mg/L) sahiptir. Plazma

proteinlerine yaklaşık olarak %30 oranında bağlanmakta ve düşük oral biyoyararlanım

(%17-37) göstermektedir. Ayrıca, S. aureus’a karşı en dirençli antibiyotik olup oral yolla

alındığında bir çok istenmeyen yan etkiye de neden olmaktadır[29]. Oral yolla kullanımı

oldukça yaygın olmasına rağmen, kardiyovasküler ve gastrointestinal yan etkileri yanı sıra

ilaca karşı antimikrobiyal direnç gelişmesi kullanımını sınırlandırmaktadır[32, 54].

Bu nedenle, AZM’in topikal uygulaması üzerine yapılan çalışmalar dikkat çekmektedir ve

AZM yüklü lipozom formülasyonunun, serbest AZM’ye kıyasla Escherichia coli suşlarına

karşı bakterisidal aktivitede bir artışa neden olduğu gösterilmiştir. Ayrıca, biyofilm

oluşumunu azalttığı ancak serbest AZM kadar etkili olmadığı gösterilmiştir[27, 31].

2.5. Topikal Uygulama ve Kombine Tedavi Yaklaşımı

Farklı ilaçların bir arada uygulanması, sinerjizm veya antagonizm ile sonuçlanabilmektedir.

Sinerjistik bir yanıtta, kombinasyon tek bir ilaçtan önemli ölçüde daha güçlü bir etkiye
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sahiptir. Bir patojenin aynı anda birden fazla antibiyotiğe direnç geliştirme olası

olmadığından, bu durum klinik sonuçları önemli ölçüde iyileştirmekte ve patojenlerin direnç

gelişme olasılığını azaltmaktadır. Kombine tedavi yaklaşımında, doğru kombinasyonun

belirlenmesi kritik bir adımdır ve çeşitli enfeksiyonların tedavisinde AMP’ler geleneksel

antibiyotiklerle birlikte kullanılmak üzere umut vadeden bileşikler olarak giderek daha

fazla dikkat çekmektedir. Son yıllarda, birçok çalışma, kombinasyon halindeki

AMP-antibiyotik kombine tedavisinin başarısını, çoklu ilaç dirençli ve biyofilm oluşturan

organizmaların başarılı bir şekilde eliminasyonuna ve böylece direnç gelişimini önemli

ölçüde azalttığına bağlamıştır. Bir çok AMP’nin sahip olduğu zarları etkileyerek zar yapıları

bozmaları, mikrobiyal hücre zarının antibiyotik geçirgenliğininin arttırmasına ve böylece

antibiyotiğin biyoyararlanımınının artmasına neden olmaktadır. AMP’lerin sahip olduğu bu

özellik, AMP-antibiyotik kombine tedavisini konvensiyonel tedaviye kıyasla avantajlı hale

getirmektedir[27, 28].

Antibiyotik direncinin yol açabileceği klinik krizi önlemek ve hafifletmek için çeşitli

stratejiler sunulmuştur. Bunlar arasında antibiyotiklerin birbirleriyle veya diğer

antimikrobiyal ajanlarla birleştirilmesi ve eski ilaçların yeni mekanizmalarla sinerjik

uygulanması da yer almaktadır. Bakteriyel enfeksiyonlarla savaşmak için umut vaadedici

diğer yaklaşım ise nanoteknolojinin veya nanoteknolojik yöntemlerin antibiyotiklerle

birleştirilmesidir[50].

Topikal veya inradermal amaçlarla deri yüzeyine uygulanan ürünler, etkilerini çeşitli

doku ve organlarda göstermek üzere tasarlanmışlardır. Bir ilacın belirli bir işlevi yerine

getirme olasılığı, potansiyel içsel etkinliğine ve hedef bölgeye ulaştığındaki derişimine

dayanmaktadır[55]. Topikal antibiyotik uygulaması, deri enfeksiyonlarının tedavisinde

hayati öneme sahiptir. Ancak antibiyotiklerin etkinliği; tekrarlı yetersiz lokal ilaç

derişimi, antibiyotiklere dirençli suşların artmasına, biyofilm oluşumuna veya hedef bölgeye

antibiyotiğin ulaşmaması/yeterli dozda olaşmaması gibi nedenlerle azalmaktadır[27].

Antibiyotiklerin genellikle düşük ve değişken biyoyararlanımı nedeniyle, hidrofobik

antibiyotiklerin taşınma ve salımında lipozomlar tercih edilmektedir[56].
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Literatürde AZM ve nisin içeren kombine lipozomal formülasyonlar üzerine herhangi

bir çalışmaya rastlanmamıştır. AZM ve nisin içeren lipozomal taşıyıcı sistemlerin

geliştirilmesiyle konvansiyonel dozaj formlarının sahip olduğu yan etkinin azaltılması ve

etkili lokal ilaç dozaj formülasyonu hazırlanması amaçlanmıştır.

2.6. QCM-D

QCM-D tekniği, lipozomların biraraya gelme, dizilim davranışını araştırmak için yaygın

olarak kullanılan çok yönlü analitik bir yöntemdir[57, 58]. QCM-D, rezonans frekansı (f )

ve enerji dağılımını (D) gerçek zamanlı olarak izleyen, böylece adsorbe olan veziküllerin

kütlesini ve viskoelastik özelliklerini belirlemek için kullanılan yeni bir yöntemdir.

Yöntemin temelinde, titreşen kuartz kristal üzerine lipozomların çökelmesi durumunda

salınım frekansındaki değişim (∆f ) ve enerji dağılımındaki değişim (∆D) ölçülmektedir.

Kuartz sensör yüzeye çöken lipozomların bilayer tabaka oluşturmak üzere patlaması

büyük ∆f ve ∆D değişiklikleri meydana getirmektedir(Şekil2.3). Böylece kuartz kristal

üzerine adsorbe olan tabakanın kütle ve viskoelastik özelliklerinde ölçülebilir parametrelere

dönüşmektedir[58, 59].

Frekansta ve enerji dağılımında meydana gelen değişimler; vezikülün yapısını koruyup

korumadığını, bir tabakası oluşturmak için bir araya gelmesi durumunu ve lipozomal yapının

patlaması durumlarının belirlenmesini sağlamaktadır. Bir vezikül, içinde kapsüllenmiş

su nedeniyle yumuşak ve viskoelastik bir yapıya sahipken, bu veziküllerin bir arada

paketlenmesi ile oluşan film yapısı, lipidlerin tabaka oluşturması nedeniyle rijit bir yapı

sergilemektedir. Dolayısıyla veziküller bir tabakaya dönüştüğünde, adsorbe olan tabakanın

kütlesinde ve viskoelastik özelliklerinde değişiklikler meydana gelmektedir[58, 59].
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Şekil 2.3 QCM-D çalışma prensibi

Desteklenmiş lipid çift tabakalar (SLBs), doğal hücre membran yapısını taklit etmeleri

ve çeşitli biyokimyasal süreçlerin araştırması için kontrollü bir ortam sağlamalarıyla

yüzey biyokimyası araştırmalarının vazgeçilmez araçlarıdır[60]. SLBs’i doğrudan

incelemek ve oluşan bu SLBs ile ilaç ve/veya diğer madde ve sistemlerin etkileşimlerini

incelemek için kullanılan teknikler arasında, QCM-D biyomakromoleküler etkileşimleri

anlamak ve ilaç-membran etkileşimlerini gerçek zamanlı kinetik izleme yeteneğiyle öne

çıkmaktadır[61].

QCM-D kullanılarak yapılan pek çok çalışmada, lipozomlar substratlar üzerinde SLBs

oluşturmak için kullanılmıştır[62]. QCM-D tekniğinin, kuatrz kristal (substrat) üzerinde

oluşturulan SLBs membran modelini incelemek ve ilaç-membran etkileşimlerini keşfetmek

için kullanmanın yanı sıra son araştırma bulguları bu tekniğin peptit-membran etkileşimlerini

açıklamak için parmak izi niteliğinde bilgiler sağlayabildiğini rapor etmişlerdir[57].

QCM-D, proteinlerin veya proteolipid komplekslerin model membranlar ile etkileşimini

araştırmak için özellikle uygun bir yöntemdir. Garnier ve arkadaşları tarafından protein ile

kovalent olarak modifiye edilmiş lipozomal yapılar ile kuarts kristal üzerinde oluşturulan

model membran arasındaki etkileşim incelenmiştir[63].
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QCM-D; SLBs yardımıyla mimik membran yapısı oluşturulması ve substratlar üzerindeki

SLBs oluşum kinetiğininin incelemenin ötesinde; aktif bileşiklerin veya biyomoleküllerin

SLBs ile etkileşimlerini araştırmak için kullanılmıştır. QCM-D,lipid-polimer hibrit

nanopartiküllerin SLBs ile etkileşimlerini[64], ilaç yüklü lipozomal yapıların SLBs ile

etkileşimlerini[65] ve nanokapsül formülasyonların SLBs ile etkileşimlerini[66] keşfetmek

için kullanılmıştır.

Literatürde model SC ile yapılan sınırlı sayıda çalışma bulunmaktadır. Lee ve ark. tarafından

yapılan çalışmada; farklı türlerde serbest yağ asitleri (zincir uzunluğu ve doymuşluk

açısından farklılık gösterenler), seramidler, kolesterol ve stearik asit kullanılarak model

SC membran yapıları oluşturulmuş ve membran kompozisyonunun model SC’nin su

geçirgenliği ve mekanik özellikleri üzerindeki etkisi incelenmiştir[67]. Diğer yandan Lee

ve ark tarafından yapılan başka bir çalışmada, model SC membran yapısı oluşturulmuş

ve bu model membran, yüzey aktif maddelerin SC tabakasına etkisini araştırmak için

kullanılmıştır[68]. Strati ve ark. tarafından yapılan çalışmada Langmuir monolayer yöntemi

ile model SC oluşturulmuş, SC lipidleri içeren lipozom formülasyonunun (serozomlar, SC

lipozomlar) oluşturulan model SC ile güçlü etkileşim gösterdiği bildirilmiştir[69].

SC’nin karmaşık yapısı göz önüne alındığında bu çalışmalardan elde edilen sonuçların

doğrudan model SC yapısından etkilendiği, böylece model SC ile etkileşimleri inceleyen

çalışmaların sınırlılığını oluşturduğu görülmüştür. Murthy ve arkadaşları, ilk kez insan

kadavra SC’sini, altın kaplı kuartz kristal sensöre yerleştirerek karakterize etmiş ve gerçek

SC’nin özelliklerini incelemiştir[70]. Bu tez araştırması kapsamında, Murthy ve arkadaşları

tarafından yapılan QCM-D çalışması, lipozomların ve farklı etkin maddeler (AZM ve nisin)

içeren lipozom formülasyonlarının insan kadavra derisi ile etkileşimlerini incelemek üzere

genişletilmiştir. Bu çalışmanın benzersiz değeri iki temel noktadan gelmektedir: birincisi,

insan SC tabakasıyla etkileşim gösteren nanotaşıyıcı olarak tasarlanmış lipozomal yapının

incelenmesi; ikincisi, lipozomal yapıya yüklenmiş ilaç aktif bileşenlerinin lipozomların,

SC ile etkileşimi üzerindeki etkilerin araştırılmasıdır. Bu amaçla kuartz kristal, Murthy

ve arkadaşlarının geliştirdiği yöntem kullanılarak insan kadavra SC tabakasıyla modifiye

edilmiştir.
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Antimikrobiyal etkinliği artırmak ve ilaç direncini azaltmak amacıyla tasarlanan ve

karakterize edilen lipozomal formülasyonların SC tabakası ile etkileşimleri QCM-D

tekniğiyle incelenmiştir.
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3. DENEYSEL ÇALIŞMALAR

3.1. Materyaller

Çizelge 3.1 ve Çizelge 3.2’de, araştırma sırasında kullanılan ekipman ve kimyasallar

sunulmuştur. İnsan kadavra derisi The New York Firefighters Deri Bankası’ndan (ABD)

satın alınmıştır. Deri örnekleri, posterior torso bölgesinden (65-69 yaş arası erkek) elde

edilmiştir. SC ile yapılan çalışma, Rutgers Üniversitesi Kurumsal İnceleme Kurulu (Rutgers

University Institutional Review Board: IRB) tarafından insan denek içermeyen araştırma

olarak onaylanmıştır. İlgili dokümanlar Ek-1 ve Ek-2’de sunulmuştur.
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Madde Adı Marka/Kaynak

Nisin (%,2.5 toz) Sigma Aldrich N5764

Azitromisin Dihidrat (Saflık ≥ %98) Selleck Chemicals

L-α-fosfotidilkolin (%95) (yumurta) Avanti Polar Lipids 131601P

Nisin (kullanıma hazır çözelti) Sigma SBR00021

fosfolipon 90G Lipoid GmbH

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

Tuzlu fosfat tamponu (tablet) (pH:7.4) Sigma Aldrich

Kolesterol Sigma C8667

Lipoid S100 Lipoid GmbH

Kloroform Merck

L-α-fosfotidilkolin (%95) (Soya fasülyesi) Avanti Polar Lipids

Asetonitril Merck

Dipotasyum hidrojen fosfat MilliporeSigma Supelco

Etanol (≥ %99.5) Koptec

Ultra saf su (HPLC seviyesinde) Merck Millipore

DURO-TAK 87-900A Henkel Corporation (USA)

Tripsin (% 0.25) Gibco (Canada)

Tetrahidrofuran (HPLC saflıkta) EMD Millipore Corporation (USA)

Çizelge 3.1 Çalışmada kullanılan malzemeler ve kimyasallar.

Tüm kimyasallar analitik saflıktadır.
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Adı Marka/Kaynak

Prop Sonikatör Branson SFX 150

CBQCA protein miktar belirleme kiti) Invitrogen™

QuantiPro BCA protein analiz kiti ASigma-Aldrich

Ultrasantrifüj Beckman Coulter Optima L-90K

Ultrasantrifüj Rotor 70.1Ti

HPLC için kolon Waters, XBridge BEH C18 SKU:186003116

Ultrasantrifüj tüpleri Beckman Coulter Quick-Seal (Polypropylene)

2 mL rotorlü midi santrifüj IKA G-L

Santrifüj filtresi Millipore Microcon-10kDa (MRCPRT010)

2 mL’lik HPLC vial ve kapakları Agilent

400 µL’lik cam insert HPLC için Agilent

Homojenizasyon tüpleri Benchmark

Rotavapor IKA RV 10 digital

Zetasizer Malvern Zetasizer Nano ZS

Şırınga pompası Chemyx Fusion 100 Infusion Pump

küvet okuyuculu spektrofotometre (UV) SpectraMax M3

plate okuyuculu spektrofotometre (UV and Fluorescence) Tecan Spark 10M

HPLC Agilent 1100, UV dedektör ve Chemstation yazılım ile

İnsan kadavra derisi The New York Firefighters Skin Bank (USA)

Altın kaplı kuartz sensör Nanoscience Instruments (QSX 327, Q-Sense)

Spin kaplama cihazı Headway Research, Inc., Garland, Texas

QCM-D ve yazılımı Q-Sense Omega instrument (Biolin Scientific),Q Tools yazılım

Çizelge 3.2 Çalışmada kullanılan malzemeler ve kimyasallar.
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3.2. Yöntemler

3.2.1. Maddelerin Fizikokimyasal Özelliklerinin Belirlenmesi

3.2.1.1. Çözünürlük Çalışmaları

Deneysel çalışmalar sırasında kullanılması planlanan %1 Tween 20 içeren PBS, su ve

etanolde AZM’nin doygun çözeltileri hazırlanmıştır. Bu çözeltiler, çözünme deneyleri

için tasarlanmış yüksek yatay çalkalama hızına sahip çalkalayıcı ile 24 saat boyunca

çalkalanmıştır. 24 saatin sonunda, çözelti içinde çözünmeyen, askıda kalan AZM’nin

çöktürülmesi için 25°C’de 15 dakika boyunca 10000 g kuvvetinde santrifüj uygulanmıştır.

Çözeltiden alınan örnekler 0.45 µm gözenek çapına sahip filtre ile süzülmüş ve gerekli ise

hareketli faz ile seyreltme yapıldıktan sonra HPLC ile analizi gerçekleştirilmiştir. Her ortam

için üç paralel çalışma yapılmıştır.

3.2.1.2. Lipid-Su Dağılım Katsayısının Belirlenmesi (logP)

Lipid/su dağılım katsayısını belirlemek için yağ fazı olarak oktanol, sulu faz olarak su

kullanılmıştır. Deneye başlamadan önce oktanolün suya doyurulması için bir miktar HPLC

saflığında su ile 24 saat boyunca çalkalanmıştır. Ekstraksiyon hunisi kullanılarak tam faz

ayrımı gerçekleştikten sonra suya doyurulmuş oktanol ayrılmıştır. 15 mL’lik bir deney

tüpüne 4 mL suya doygun oktanol, 4 mL su ve 10 mg AZM eklenerek örnek, yatay bir

çalkalayıcıda 24 saat boyunca çalkalanmıştır. Daha sonra, 3500 devir/dakikalık hızda 15

dakika boyunca santrifüj edilmiştir. Sulu fazdan alınan örnek, 0.2 µm gözenek çapına

sahip filtrelerden geçirilerek HPLC ile AZM analizi gerçekleştirilmiştir. Çalışma üç tekrarlı

yapılmıştır. Dağılım katsayısı aşağıdaki Denklem 1 kullanılarak hesaplanmıştır.

logP =
Coktanol

Csu

(1)
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3.2.2. Miktar Tayini Çalışmaları ve Analitik Yöntem Validasyonu

3.2.2.1. Azitromisin için HPLC Yöntem Validasyonu

AZM analizi için HPLC yöntemi kullanılmıştır. Bu amaçla, Avrupa Farmakopesi yöntemi

modifiye edilmiş ve doğrulanmıştır[71, 72]. Hareketli faz, Avrupa Farmakopesi’nde

açıklandığı gibi dipotasyum hidrojen fosfat (K2HPO4): Asetonitril olarak seçilmiştir,

haraketli fazda yer alan fosfat tamponu konsantrasyonu, pH’sı değiştirilmiştir.

AZM, bir miktar asetonitril içinde çözülmüş ve kalan hacim hareketli faz ile tamamlanarak

son derişimi 1000 µg/mL olan bir stok çözeltisi hazırlanmıştır. Bu stok çözeltisinden 5 - 200

µg/mL aralığında içeren sekiz farklı AZM standart çözeltisi ICH Topic Q1A (R2): ”yeni ilaç

etkin maddeleri ve ürünlerinin stabilite testi” kılavuzunda[73] bildirdiği üzere reseptör ortam

olan %1 Tween 20 içeren PBS kullanılarak hazırlanmıştır. Örneklerin analizleri, HPLC

(Agilent 1100 serisi, UV dedektör ve Chemstation yazılımı) kullanılarak gerçekleştirilmiştir.

HPLC ve kromatografik koşullar Çizelge 3.3’de verilmiştir.

Cihaz Agilent 1100 serisi cihaz, UV dedektör ve Chemstation yazılımı ile birlikte

Kolon Waters XBridge BEH C18, 130Å, 5 µm, 4.6 mm X 150 mm

Hareketli Faz Asetonitril:Dipotasyum Hidrojen Fosfat (K2HPO4)(20mM; pH 9.0) (60:40)

Enjeksiyon Hacmi 50 µL

Akış Hızı 1.5 mL/dakika

Fırın Sıcaklığı 40 oC

Dedektör Dalga Boyu 200 nm

Analiz Süresi 10 dakika

Alıkonma zamanı ≃4-5 dakika

Çizelge 3.3 AZM analizinde kullanılan cihaz ve kromatografik koşulları.
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AZM miktar tayinlerinde kullanılacak HPLC yönteminin güvenilirliğini göstermek için

analitik yöntem validasyon çalışmaları ICH:Q2(R2) kılavuzu doğrultusunda yapılmıştır[74].

Analitik yöntem validasyonu aşağıdaki parametrelere dayanarak gerçekleştirilmiştir:

• Doğrusallık ve Ölçüm Aralığı

• Doğruluk ve Geri Kazanım

• Kesinlik (tekrarlanabilirlik ve tekrar üretilebilirlik)

• Spesifiklik

• Kararlılık

• Tespit ve Tayin Sınırı

Doğrusallık ve Ölçüm Aralığı

Doğrusallık için, 5-200 µg/mL aralığında 8 farklı AZM derişimlerinde çözeltiler 3 tekrarlı

hazırlanmış ve kromatogramda AZM pikinin eğri altı alanı ile standart kalibrasyon grafiği

oluşturulmuştur. AZM’nin standart derişimleri, stok çözeltiden doğrudan seyreltme yoluyla

hazırlanmıştır. Pik alanı ile ilaç derişimi arasındaki doğrusallık en küçük kareler regresyon

analizi ile yapılmıştır.

Doğruluk ve Geri Kazanım

Doğruluk, deneysel prosedürde ölçülen değerlerin gerçek/teorik değerlere ne kadar yakın

olduğunun belirlenmesidir. Yöntemin doğruluğu, yüzde geri kazanım (%) hesaplanarak

belirlenir. Düşük, orta ve yüksek seviyelerde (2 µg/mL, 10 µg/mL, 50 µg/mL) üç ayrı derişim

HPLC ile analiz edilmiş ve her örnek için teorik değer, analiz değeri ve yüzde geri kazanım

değerleri rapor edilmiştir. Doğruluk; ortalama (AVG), standart sapma (STD) ve göreceli

standart sapma (%RSD) ile temsil edilir. Geri kazanım için kabul kriteri, teorik değerin %90

ila %110 arasında olmasıdır[75].

% Geri Kazanım =
Cpratik

Cteorik
× 100 (2)
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Cpratik: Aktif maddelerin kalibrasyon denkleminden elde edilen derişim değerleri.

Cteorik: Aktif maddelerin hazırlanan derişim değerleri.

Kesinlik (tekrarlanabilirlik ve tekrar üretilebilirlik)

Belirli bir yöntem koşulları altında, aynı derişimdeki ardışık ölçümlerinin yakınlığının bir

ölçüsüdür. Ortalama (AVG), standart sapma (STD) ve göreceli standart sapma (RSD)

hesaplanarak belirlenir. Kesinlik tekrarlanabilirlik ve yeniden üretilebilirlik açısından da

değerlendirilmiştir. Ölçümlerin RSD değerinin ≤ %2 olduğu durumda yöntem kabul

kriterlerini sağlar.

Tekrarlanabilirlik (gün içi tekrarlanabilirlik), AZM’nin 10 µg/mL derişimdeki çözeltisi ile

ardışık olarak altı farklı ölçüm gerçekleştirilmiştir.

Tekrar üretilebilirlik (günler arası tekrarlanabilirlik), AZM’in standart derişimleri (10µg/mL)

stok AZM çözeltisi kullanılarak hazırlanmış ve analizler iki farklı günde gerçekleştirilmiştir.

Kromatogramdaki pik alanı AZM derişiminin hesaplanmasında kullanılmış ve daha sonra

ortalama, STD ve RSD belirlenmesi için kullanılmıştır. %2’den az olan RSD değeri kabul

kriteri olarak belirlenmiştir.

Spesifiklik

Yöntemin spesifikliğini belirlemek için formülasyon hazırlığında kullanılan maddelerin

kromatogramda pik varlığı ve pik oluşturmuş ise , AZM pikinin alıkonma zamanı ile pikler

arası ayırıcılığın (Rs) > 2 olması kabul değeri olarak belirlenmiş ve sağlanmıştır.

Kararlılık

Belirli bir derişimde hazırlanan AZM çözeltisi deneysel koşullar altında 0.5, 4, 8, 10 ve 24

saatlerde, farklı zaman aralıklarında analiz edilmiş ve sonuçlar yöntemin kararlılığı açısından

değerlendirilmiştir.

Tespit ve Tayin Sınırı

Tespit ve tayin sınırları, sinyal-gürültü oranı, görsel inceleme ve kalibrasyon eğrisi

kullanılarak 3 farklı yöntemle hesaplanabilmektedir. Bu çalışmada tespit ve ölçüm sınırları,
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kalibrasyon eğrisi kullanılarak hesaplanmıştır. Hesaplamalarda kullanılan Denklem 3 ve

Denklem 4 şu şekildedir:

Tespit Sınırı (LoD) =
3.3σ

S
(3)

Tespit Sınırı (LoQ) =
10σ

S
(4)

σ:Ölçümlerin standart sapması

S: Kalibrasyon eğrisinin eğimi

3.2.2.2. Nisin’in Spekrofotometrik Analizleri

Bikinkoninik Asit (BCA) Protein Miktar Tayin Kiti

Nisin içeren lipozom formülasyonlarının enkapsülasyon etkinliğinin Colas ve ark. tarafından

BCA kiti ile belirlendiğinden ilk olarak nisin analizi için BCA kiti tercih edilmiştir[22].

BCA yöntemi iki ardışık reaksiyon adımından oluşmaktadır. İlk adımda, alkali koşullar

altında, Cu2+iyonları sistein, sistin, triptofan, tirozin ve peptid bağı ile reaksiyona girerek

Cu1+ iyonlarına indirgenir. İkinci adımda, bikinkoninik asit ortama eklenir ve bikinkoninik

asidin Cu1+iyonları ile oluşturduğu renkli kompleks, 562 nm’de maksimum absorbans

gösterir[76]. Nisin analizi için QuantiPro BCA Assay Kiti kullanılmıştır.

CBQCA Protein Miktar Tayin Kiti

ATTO-TAG CBQCA reaktifi, sulu çözeltide neredeyse hiç floresan göstermeyen, siyanür

varlığında primer aminlerle reaksiyona girerek floresan türevlerine dönüşen bir reaktiftir.

CBQCA Protein Miktar Tayin Kitinin prensibi; protein yapısındaki primer aminlerin siyanür

varlığında ATTO-TAG ile reaksiyona girerek oluşturduğu floresanın ölçülmesine dayanır

ve bu ölçüm Abs/Em: 465/550 nm dalga boylarında gerçekleştirilir. CBQCA reaktifi,
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diğer birçok protein belirleme yönteminde girişim yapan lipid gibi maddelerin varlığında da

çalışır[77]. CBQCA kitinin çalışma prensibi, protein bileşimine güçlü derecede bağımlılık

gösterir[78].

3.2.2.3. Nisin’in HPLC yöntemi ile Analizi

Nisin, literatürde bildirilen HPLC yöntemi doğrultusunda, gradient yöntem kullanılarak

Çizelge 3.4’de belirtilen kromatografik koşullarda analiz gerçekleştirilmiştir[24, 79, 80].

Cihaz Agilent 1100 serisi cihaz ve UV dedektörü, Chemstation yazılımı

Kolon Waters XBridge BEH C18, 130Å, 5 µm, 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 µL

Gradient Programı %100 A 5 dakika; linear gradient 0-50 %B 45 dakika;

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

Akış Hızı 1 mL/dakika

Fırın Sıcaklığı 35 oC

Dedektör Dalga Boyu 215 nm

Analiz Süresi 60 dakika

Çizelge 3.4 Nisinin HPLC analizi için sağlanan kromatografik koşullar

3.2.3. Lipozom Formülasyonlarının Hazırlanması

Ön çalışmalar, Fosfotidilkolin, (%94 soybean)(Lipoid S100), Fosfotidilkolin, (granül haline

getirilmiş,%94,soybean) (Phospholipon 90G), L-α-Fosfatidilkolin (%95 soybean) (Soy PC),
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1,2-Dipalmitoil-sn-glisero-3-fosfotidilkolin (DPPC), L-α-Fosfatidilkolin (%95 egg/chicken)

(Egg PC) ile gerçekleştirilmiştir.

Formülasyonlar öncelikle ince tabaka hidrasyon yöntemiyle hazırlanmıştır. Formülasyonlar

karakterizasyon parametreleri açısından değerlendirilmiş ve ilerleyen çalışmalara Egg PC

ile devam edilmiştir. Bu fosfolipid kullanılarak diğer lipozom hazırlama yöntemi olan

modifiye edilmiş etanol enjeksiyon yöntemi ile aynı formülasyonlar hazırlanmıştır. Daha

sonra Rutgers Üniversitesinde temin edilen fosfotidilkolin (%70) içeren fosfolipid karışımı

(soya fasülyesi) (Lipoid S75) ile hazırlanan formülasyonlar alternatif bir formülasyon olarak

çalışmalara dahil edilmiştir.

3.2.3.1. İnce Tabaka Hidrasyon Yöntemi

Lipozom formülasyonları, organik çözücü (etanol) içerisinde fosfolipid ve kolesterol

çözüldükten sonra düşük basınç altında rotavaporda buharlaştırılmış ve ince tabaka yapısı

oluşturulmuştur. İnce tabaka hidrasyon yöntemine ait bazı adımlar Şekil 3.1’da sunulmuştur.

Oluşan ince tabaka yapısına su fazı eklenerek manyetik karıştırıcı yardımıyla ince tabaka

yapısının hidrate olması sağlanmıştır. Son adım olarak boyut ve yapı optimizasyonu için

hazırlanan formülasyona sonikasyon işlemi uygulanmıştır.

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

Lipoid S75 gibi farklı fosfolipid türleri ve kolesterol kullanılarak hazırlanmıştır.

Şekil 3.1 İnce tabaka hidrasyon yöntemi dizayn ve uygulaması; a)Rotavapor b)İnce tabaka yapısı
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Optimizasyon çalışmaları sırasında, etkin madde (AZM, nisin) yüklenmeyen boş

lipozomlar ince tabaka hidrasyon yöntemi ile farklı hacimlerde cam balonlar kullanılarak

formülasyonlar hazırlanmıştır. Balon hacminin lipozom özellikleri üzerindeki etkisi

incelenmiş ve 100 mL’lik yuvarlak tabanlı balonlarda hazırlanan lipozomların daha iyi

özelliklere sahip olduğu belirlenmiştir. Bu nedenle, ince tabaka hidrasyon yöntemiyle

formülasyonların hazırlığında, 100 mL’lik cam balonlar kullanılmıştır. Sonikasyon

işleminde farklı sonikasyon süreleri (3, 5 ve 10 dakika) denenmiş ve boş lipozom

formülasyonu kullanılarak optimizasyon çalışmaları tamamlanmıştır.

Lipozom formülasyonlarının terkibinde fosfolipid:kolesterol oranı 80:20(% mol)

kullanılmıştır. Lipozom formülasyonlarının bileşimi Çizelge 3.5’de özetlenmiştir. İnce

tabaka hidrasyon yöntemiyle hazırlanan lipozom formülasyonları ”lipozom” olarak ifade

edilecektir. Formülasyon bileşiminde stabilite arttırıcı olarak kolesterol kullanılmıştır.

İlk olarak, fosfolipid ve kolesterol 6 mL organik çözücüde çözülmüştür. Rotavapor

yardımıyla, çözücü yaklaşık 220 mmHg vakum ve 45oC sıcaklıkta 100 rpm hızda 30

dakika boyunca buharlaştırılmış ve ince tabaka yapısı elde edilmiştir. Hidrasyon adımında,

ince tabaka 10 mL sulu ortam kullanılarak oda sıcaklığında 100 rpm hızında 20 dakika

boyunca karıştırılmıştır. Nihai formülasyonda lipid derişimi 5mg/mL’dir. Son adımda

lipozom büyüklüğü, %50 güç ve dakikada 2 döngü parametreleri ile 5 dakika sonikasyon

uygulanarak optimize edilmiştir.
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FORMÜLASYON Organik faz Sulu faz

Fosfolipid Kolesterol AZM (10mg) Nisin(50 µg/mL

Boş Lipozom + + − −

AZM Yüklü Lipozom + + + −

Nisin Yüklü Lipozom + + − +

Kombine Lipozom + + + +

Çizelge 3.5 İnce tabaka hidrasyon yöntemi ile hazırlanan lipozom formülasyonlarının bileşimi

Organik çözücü türü ve sulu ortamın pH değerinin lipozom yapısına etkileri farklı lipit türleri

kullanılarak araştırılmıştır.

Organik çözücü türünün lipozom özellikleri üzerindeki etkisi, AZM yüklü lipozomlarda

incelenmiştir. Fosfolipit, kolesterol ve AZM (10 mg) içeren lipozomlar, farklı organik

çözücüler (kloroform; Metanol:Etanol(2:1); Etanol) içinde çözüldükten sonra ince tabaka

hidrasyon yönteminin diğer adımları tam olarak uygulanmıştır.

Organik çözücünün belirlenmesinin ardından, sulu fazın pH’sının etkisi nisin yüklü lipozom

formülasyonunda incelenmiştir. Bu amaçla, rehidrasyon adımında fosfat tamponu (pH: 5.4),

fosfat tamponlu tuz çözeltisi (pH: 7.4) ve ultra saf su (pH: 6.1) kullanılarak hazırlanan

formülasyonların özellikleri değerlendirilmiştir.

3.2.3.2. Modifiye Edilmiş Etanol Enjeksiyon Yöntemi

Bu yöntemde fosfolipid, kolesterol ve AZM; etanol ve propilen glikol içeren çözelti

içerisinde çözülmüştür. Bu çözelti manyetik karıştırıcı ile karışırken, sulu faz olarak

hazırlanan nisin çözeltisi, mikro enjeksiyon pompası yardımıyla organik çözelti üzerine

enjekte (hız: 0,2 ml/dakika) edilmiştir. Formülasyonlar, %30-40 etanol çözeltisi ile
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nihai hacme (10 mL) tamamlanmıştır. İnce tabaka hidrasyon yönteminde optimize

edilen parametreler ile sonikasyon uygulanmıştır[81]. Modifiye edilmiş etanol enjeksiyon

yöntemi, farklı etanol ve propilen glikol oranları uygulanarak optimize edilmiştir. Modifiye

edilmiş etanol enjeksiyon yöntemi ile hazırlanan formülasyonların bileşimleri Çizelge 3.6’da

sunulmuştur. Bu terkibe uygun etkin maddeler kullanılarak, tüm lipozom formülasyonları

hazırlanmıştır. Modifiye edilmiş etanol enjeksiyon yöntemi ile hazırlanan formülasyonlar

”Etozom” olarak ifade edilecekir.

FORMÜLASYON L-α-Fosfotidilkolin (egg) (mg) Kolesterol (mg) Etanol (mL) Propilenglikol (mL)

Etozom 1 50 6.2 1.4 0.1

Etozom 2 50 6.2 1.4 0.2

Etozom 3 50 6.2 1.8 0.1

Etozom 4 50 6.2 1.8 0.2

Çizelge 3.6 Modifiye edilmis¸ etanol enjeksiyon yöntemi ile hazırlanan formülasyonların terkibi

Etozomların hazırlanmasında, lipozomlar hazırlanırken optimize edilen koşullar (lipid türü,

organik faz ve sulu faz) tercih edilmiş ve formülasyonların hazırlığı aynı koşullarda

gerçekleştirilmiştir. Nisin ve AZM derişimleri, her iki hazırlama metodunda da nihai

formülasyonda sabit tutulmuştur. Şekil 3.2’da modifiye edilmiş etanol enjeksiyon

yönteminin uygulanması ve formülasyonlara ait görseller sunulmuştur.
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Şekil 3.2 Modifiye Edilmiş Etanol Enjeksiyon Yönteminin Deney Düzeneği (a); Modifiye Edilmiş
Etanol Enjeksiyon Yöntemi ile Hazırlanan Örnekler (b)

3.2.4. Lipozom Formülasyonlarının Karakterizasyonu

Lipozomal formülasyonların partikül büyüklüğü (PS), zeta potansiyeli (ZP) ve polidispersite

indeksi (PDI) lazer ışık saçılımı prensibi ile çalışan Malvern Zetasizer Nano ZS cihazı ile

belirlenmiştir (Malvern Instruments, Malvern UK). Ölçümler üç tekrarlı ve 10 ölçüm olarak

gerçekleştirilmiş, AVG ± STD olarak sunulmuştur.

3.2.4.1. Lipozomal Formülasyonların Morfolojik Karakterizasyonu

Lipozom formülasyonlarının morfolojik karakterizasyonu geçirimli elektron mikroskobu

(TEM) kullanılarak yapılmıştır. Lipozom formülasyonundan 10 µL’lik numune, bakır grid

üzerine damlatılmış ve yaklaşık 1 dakika bekletilmiştir. Bu süre sonunda yüzeyde kalan

fazla numune filtre kağıdı yardımıyla uzaklaştırılmıştır. Ardından %1 ’lik fosfotungustik

asit damlatılarak kontrast arttırıcı boyama yapılmıştır [82]. 1 dakikanın sonunda fazla

boya kalıntısı filtre kağıdı ile uzaklaştırılmış ve örnekler kurumaya bırakılmıştır. Örnekler

kuruduktan sonra TEM (FEI Tecnai G2 Spirit BioTwin CTEM) ile görüntülenmiştir.
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3.2.5. Formülasyonların Enkapsülasyon Etkinliğinin Belirlenmesi

Lipozomların AZM ve nisin yükleme kapasitesini belirlemek için öncelikle ultrasantrifüj

yöntemi uygulanmıştır. AZM yüklü lipozom formülasyonu için literatürde uygulanan

santrifüj parametreleri, hız ve süre açısından birbirinden farklılık göstermektedir[27, 53].

Nisin için sanrifüj koşulları, literatürde 20.000 g’de 10 dakika olarak rapor edilmiştir[83].

Bu literatür verileri gözönüne alınarak, 120.000 g’de, 2 farklı sürede santrfüj uygulanmış ve

sonuçlar değerlendirilmiştir.

Bu amaçla; tüm formülasyonlara 20000 rpm ve 42000 rpm hız(rötar ve ultrasantrifüj

kullanım klavuzuna göre 42000 rpm yaklaşık 120000 g); 30 dakika ve 1 saat süre

kombinasyonlarında ultrasantrifüj uygulanmıştır. Ancak kombine lipozom formülasyonunun

bu santrifüj hızlarında çökmediği belirlenmiştir. Bu nedenle yükleme kapasitesini belirlemek

için ultrasantrifüj yönteminden vazgeçilerek, literatürde hem AZM hem de nisin için

kullanılan ultrafiltrasyon yöntemi tercih edilmiş ve tüm formülasyonlara uygulanmıştır[24,

45, 53].

Literatürde, hem nisinin ve hem de AZMin yükleme kapasitesini belirlemek için 10.000

Dalton cut-off değerine sahip santrifüj filtrelerinin kullanıldığı belirlenmiştir [45, 53].

Kombine lipozom formülasyonunun yükleme kapasitesini belirlemek için aynı filtre ve

santrifüj koşulları altında her iki aktif maddeyi belirlemek önem taşımaktadır. Bu amaçla

lipozom formülasyonları, Microcon-10kDa santrifüj filtresi kullanılarak 13.900 g’de 30

dakika boyunca santrifüj edilmiş, nisin ve AZM analizi, filtreden geçen örneklerde madde

miktarı belirlenerek gerçekleştirilmiştir. Lipozomların enkapsülasyon etkinliği indirekt

yöntem ile belirlenmiştir.

EE(%) =
ωi − ωf

ωi

x100 (5)

EE: Enkapsülasyon etkinliği

ωi:Toplam etkin madde miktarı

ωf :Sulu fazda filtreden geçen (serbest) etkin madde miktarı
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3.2.6. Lipozom Formülasyonlarının Stabilite Çalışmaları

Hazırlanan formülasyonlar +4oC’de 3 ay boyunca saklanmış ve belirli aralıklarla (1. gün,

1. hafta, 1. ay, 3. ay) PS, ZP ve PDI ölçümleri yapılmış, stabiliteleri ICH-Q1 stabilite

kılavuzuna göre değerlendirilmiştir[84].

PDI değeri, formülasyonun homojenliği hakkında bilgi sağlarken, ZP değeri ise

formülasyonun stabilitesi hakkında bilgi vermektedir[85].

3.2.7. İn Vitro Salım Çalışmaları (IVRT) ve Kinetik Değerlendirmeler

İn vitro salım çalışmaları Manian ve ark. uyguladığı gibi 5 mL donör faz hacmine sahip Franz

Difüzyon hücrelerinde[86] rejenere edilmiş selüloz membran (SnakeSkin Dialysis Tubing,

10K MWCO, 16 mm I.D.) kullanılarak +32oC’de, donör bölmeye 500µL örnek eklenmiş; 2,

4, 6, 8, 10, 12, 16, 20, 24. saatlerde 300µL numune alınmış ve yerine hemen aynı miktarda

taze reseptör ortamı eklenerek 24 saat süreyle gerçekleştirilmiştir.

IVRT ve IVPT deneylerinde sink koşul, reseptör sıvısındaki çözünürlüğün, son örnekleme

zamanında alınan örnekteki ilaç konsantrasyonundan en az 5 ila 10 kat daha yüksek olması

gerektiği anlamına gelir[87]. Bu sayede, aktif bileşenin salım hızı, ilaç çözünürlüğü

tarafından sınırlanmaz. Genel uygulama, deney boyunca sink koşullarının sağlanması için

ilacı yüksek kapasitede çözebilen bir çözücü veya çözücü karışımı seçmektir. Lipofilik

ilaçların salım ve permeasyon deneylerinde sink koşulun sağlanabilmesi için reseptör faza

etanol eklemek bir yöntem olmakla birlikte, etanolün IVPT testlerinde deri geçirgenliğini

arttırdığı bilindiğinden, diğer yöntem olan reseptör faza sürfaktan ekleme yöntemi tercih

edilmiştir. Bu amaçla Bose ve ark. tarafında lipofilik ilaçların salımında kullanılan %1

oranında Tween 20 içeren PBS (pH: 7.4), reseptör faz olarak tercih edilmiştir[88]. Şekil

3.3’de Franz difüzyon hücreleri ile gerçekleştirilen in vitro salım çalışmaları deney dizaynı

yer almaktadır.
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Lipozomal formülasyonlar ve AZM kontrol, kütlece %1 oranında AZM içerecek şekilde

hazırlanmış, ardından liyofilize edilerek Carbopol jel matriksine yüklenmiştir. Jel

formülasyon bileşimi şu oranlarda oluşturulmuştur: %1 AZM, %10 Carbopol, %4 etanol,

%10 gliserol ve %1.5 Triisopropanolamin. Geri kalan oran, saf su ile tamamlanmıştır.

Aşağıda yöntemin detayları verilmiştir:

Karıştırma Aşaması: Su, gliserol ve Carbopol, manyetik karıştırıcı kullanılarak 20 dakika

boyunca yavaş hızda karıştırılmıştır.

Liyofilize Lipozom Eklenmesi: Eğer jel, lipozomal formülasyonlar ile hazırlanacaksa,

liyofilize edilmiş lipozomlar uygun miktarda suda çözülerek karışıma eklenmiştir. Bu

aşamanın ardından etanol ilave edilmiş ve işlem 10 dakika daha karıştırılarak devam

ettirilmiştir.

AZM Çözeltisi Eklenmesi: Jel, doğrudan AZM ile hazırlanacak ise, AZM’nin etanol

çözeltisi karışıma eklenmiş ve işlem 10 dakika daha karıştırılarak devam ettirilmiştir.

Jel Oluşumu ve pH Ayarı: Zayıf jel yapısında olan karışım Triisopropanolamin çözeltisi

eklenerek hem karışımın pH’sı ayarlanmış hem de polimerizasyon ile istenen jel yapısı elde

edilmiştir.

Bu yöntem, lipozomların kontrollü salım sistemlerinde etkin bir taşıyıcı olarak

kullanılmasına olanak tanır ve AZM’nin etkili bir şekilde dermal veya lokal uygulanması

için optimize edilmiştir.
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Şekil 3.3 İn vitro salım çalışmaları deney dizaynı

Salım testlerine başlamadan önce, belirli miktarda nisin, su ve %1 Tween 20 içeren PBS

çözeltilerinde çözülmüş ve CBQCA testi ile nisinin standart grafiği oluşturulmuş ve madde

miktarı analiz edilmiştir. Salım ortamı CBQCA testini etkilemediği belirlenmiştir. Ayrıca

AZM miktar tayin yöntemi olan HPLC koşullarında salım ortamının yönteme girişim

yapmadığı deneysel olarak incelenmiştir.

Kinetik değerlendirmeler kapsamında, formülasyonlardan etkin madde salımının uyum

sağladığı mekanizmaları belirlemek amacıyla, salım verilerine dört farklı kinetik model

(Sıfırıncı derece, Birinci derece, Higuchi, Hixson-Crowell) uygulanmış ve her bir model

için salım hız sabiti değerleri (k) ve determinasyon katsayıları (r2) hesaplanmıştır (Çizelge

4.18). 1’e en yakın r2 değerlerine göre salım kinetiği modeline karar verilmiştir.

3.2.8. İn Vitro Permeasyon Çalışmaları (IVPT)

IVPT çalışmaları, Franz Difüzyon hücrelerinde insan kadavrası portorior torso bölgesinden

elde edilen deri (The New York Firefighters Skin Bank (USA)) kullanılarak Puri ve

ark. bildirildiği koşullarda gerçekleştirilmiştir[89]. Salım ortamında AZM’nin tam

çözünürlüğünü sağlamak için reseptör bölmesi %1 Tween 20 (V/V) içeren 5 mL PBS
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(pH 7.4) ile doldurulmuştur; donör bölmesine ise 0.5 mL formülasyon eklenmiştir. Salım

çalışması +32oC’de, 24 saat süreyle gerçekleştirilmiş ve belirli zaman aralıklarında 300 µL

numune alınmış ve yerine hemen aynı miktarda taze reseptör ortamı eklenmiştir. Alınan

numunelerin AZM ve/veya nisin miktarı uygun yöntem ile tayin edilmiştir.

3.2.9. Ex Vivo Penetrasyon ve Floresan Mikroskop Görüntüleme Çalışmaları

Ex vivo penetrasyon görüntüleme çalışmaları, IVPT koşullarında CBQCA testinin nisine

spesifik olmamasından dolayı, nisinin deri permeasyon davranışını belirlemek için alternatif

bir yöntem olarak uygulanmıştır. IVRT’de kullanılan reseptör ortam koşullarında franz

hücreleri ve kadavra derisi kullanılarak IVPT deney koşulları oluşturulmuştur.

Floresan mikroskop yöntemi, lipozom formülasyonunun deri tabakalarındaki

penetrasyon/permeasyon profili hakkında bilgi edinmek için alternatif bir yöntem

olarak uygulanmaktadır[90]. Daha önce yapılan iki floresan boya ile işaretli peptid

yüklü lipozom formülasyonunun lazer irritasyonuna maruz kalan derideki penetrasyonu

incelenmiştir[91]. Bu çalışmadan yola çıkarak nisin fluorescein izotiyosiyanat (FITC)

kullanılarak işaretlenmiştir. Lipozom yapısına katılan lipidleri işaretlemek için lipofilik

boya olan tetramethylindocarbocyanine perchlorate (DilC18) kullanılmıştır.

FITC ile peptit yapısındaki nisin EZLabel Protein FITC Labeling Kit kullanılarak lipozom

hazırlama prosedüründen önce işaretlenmiştir.

Lipofilik DilC18 fosfolipid ve kolesterolün bulunduğu organik faz içinde çözülmüş ve

rotavapor ile ince tabaka yapısı oluşturulmuştur. FITC ile işaretlenmiş nisin, sulu fazda

çözülerek ince tabaka hidrate edilmiştir. Sonikasyon yapıldıktan sonra, formülasyona

bağlanmamış serbest boyalar, Microcon-10kDa santrifüj filtre kullanılarak uzaklaştırılmıştır.

Filtre daha sonra ters çevrilmiş ve yeni bir santrifüj tüpüne filtredeki formülasyon

toplanmıştır. İki farklı boyayla işaretlenmiş lipozom formülasyonu, IVPT koşullarında

hazırlanan Franz difüzyon hücrelerindeki deriye uygulanmıştır.
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Franz difüzyon hücreleri hazırlığında, çözünmüş kadavra derisi Franz difüzyon hücresine

yerleştirilmiş, reseptör ortam olarak %1 Tween 20 içeren PBS kullanılmıştır. Negatif

kontrol olarak, deri yapısından kaynaklı otofloresansı belirlemek için Franz hücresinin

donör bölmesine sadece su eklenerek kontrol numunesi hazırlanmıştır. İşaretli formülasyon,

aynı koşullarda hazırlanan Franz hücresinin donör bölmesine eklenmiştir. Sıcaklık ve ışık

boyaların floresans özelliğini etkilediğinden, IVPT işlemi 4 saat boyunca devam etmiştir.

Bu sürenin sonunda Franz difüzyon hücresindeki deri, PBS çözeltisi ile yıkanmış, deri

üzerindeki fazla formülasyon uzaklaştırılmıştır.

İşaretli formülasyonun ve nisinin deri tabakalarında dağılımı için 2 farklı görüntüleme

yöntemi kullanılmıştır. Z-Stack görüntüleme için deri tabakası lam üzerine SC tabakası üstte

kalacak şekilde yerleştirilmiştir. Görüntüleme boya stabilitesi gözetilerek hemen alınmıştır.

Görüntüleme, yeşil ve kırmızı dalga boylarında floresan için uygun filtrelere sahip floresan

mikroskobu ile alınmıştır.

Deri kesit görüntüleme çalışmaları için numune hazırlığında mikrotom kullanılmıştır.

Mikrotom ile kesit alabilmek için deri örnekleri, kriyo kesim için kullanılan jel yapısındaki

özel maddeye (Tissue-Tek O.C.T) uygun pozisyonda gömülmüş ve hızlı bir şekilde -80oC’de

dondurulmuştur. En az 24 saat -80oC’de dondurulan numunelerden, mikrotom yardımıyla

10 µm kalınlığında kesitler alınmıştır. Hem kırmızı hem de yeşil dalga boylarındaki

görüntüleri işleyebilen dedektör donanımına sahip floresan mikroskop ile görüntüleme

çalışmaları yapılmıştır. Tüm örnekler için floresan mikroskop ayarları sabit tutulmuş,

analizler aynı koşullarda gerçekleştirilmiştir. Ayrıca analizler için aynı donöre ait kadavra

derisi kullanılmıştır. Numune hazırlama adımlarının bazıları Şekil 3.4’de sunulmuştur.

Şekil 3.4 Floresan mikroskop görüntüleme çalışmaları için numune hazırlığı(a); ECHO Revolve
Mikroskop (b)
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3.2.10. Formülasyonların Biyouyumluluğunun Değerlendirilmesi

Boş Lipozom, nisin yüklü, AZM yüklü ve kombine lipozomların biyouyumluluğu,

AlamarBlue® testi kullanılarak HaCaT hücre hattı (İnsan Keratinositler, AddexBio) ve

insan dermal fibroblast hücre hattında değerlendirilmiştir. Hücreler, 96 kuyucuklu düz

tabanlı kültür plakalarına, yoğunluğu 10000 hücre/kuyu içeren konsantrasyonlarda, %1

FBS’li DMEM besi yeri içerisinde gece boyunca inkübe edilmiştir. Sonrasında, lipozom

formülasyonları ve serbest ilaç çözeltileri ile %1 FBS’li DMEM ile seyreltilmiş ve 100

µL ilgili çözeltiler kuyucuklara eklenmiş ve 24 saat inkübe edilmiştir. Formülasyon

içermeyen sadece %1 FBS’li DMEM eklenen hücreler negatif kontrol olarak kullanılmıştır.

Formülasyonlar ile inkübasyonun sonunda, 10 µL AlamarBlue® eklenmiş ve 3 saat inkübe

edildikten sonra mikroplate floresan ölçüm özellikli bir mikroplaka okuyucuyla (Tecan Spark

10M) 540/590 (uyarma/emisyon) dalga boyunda ölçülmüştür[92].

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

QCM-D deneylerinde kullanılmak üzere, öncelikle kadavra derisinden SC tabakası

ayrılmıştır. Deriye sırayla Şekil 3.5’daki işlem basamakları uygulanmıştır. Bu amaçla

öncelikle kadavra derisi PBS içerisinde çözdürülmüştür(Şekil 3.5a). Daha sonra 60
oC sıcaklıktaki distile suda 2 dakika boyunca bekletilmiştir(Şekil 3.5b). Petri kabı

içine alınan deri, düz uçlu bir spatula kullanılarak dermis ve epidermis tabakalarına

ayrılmıştır(Şekil 3.5c). Epidermis tabakasının SC yüzeyi petri kabına temas edecek şekilde

petri kabına serilmiştir(Şekil 3.5d). Epidermis tabakasındaki SC dışındaki diğer katmanların

uzaklaştırılması için tripsin uygulanmıştır(Şekil 3.5e). Tripsin damla damla eklenerek tüm

tabakaya temas etmesi sağlanmış ve etki etmesi için 10 dakika beklenmiştir. Pamuklu

çubuklar kullanılarak SC tabakasından ayrılan katmanlar, narince uzaklaştırılmıştır. Distile

su ile tripsin ve diğer tabaka kalıntıları, SC’ye dokunmadan pipet ile uzaklaştırılmıştır.

Tüm kalıntılar uzaklaşana kadar bu işlem birkaç kez tekrarlanmıştır(Şekil 3.5f). Tripsin

eklenmesinden sonra, SC izolasyon işlemi en fazla 30 dakikada tamamlanmıştır.

41



Şekil 3.5 Kadavra derisinden Stratum Corneum tabakasının izolasyonu

SC tabakası, QCM-D analiz aşamasında kristal yüzeyinden ayrılmaması için, akrilik

yapıştırıcı ile kristal yüzeyine yapıştırılmıştır. Kristal üzerindeki artan kütle frekans

değişimini belirlemeye engel olacağından, akrilik yapıştırıcı (DURO-TAK 87-900A; Henkel

Corporation), tetrahidrofuran (THF) ile seyreltilmiş (Yapıştırıcı:THF; 1:16) ve kristal

üzerine döndürerek kaplayan bir cihaz yardımıyla (3000 devir/dakika hızında 30 saniye)

homojen ve ince bir film şeklinde kaplanmıştır. 50 µL seyreltilmiş yapıştırıcı çözeltisinin,

kuvartz kristaline kaplamak için yeterli olduğu ön denemelerle belirlenmiştir. Yapıştırıcı

ile kaplanmış kuvartz kristal, oda sıcaklığında vakumlu inkübatörde bir gece boyunca

bekletilmiştir. SC, bu kuvars kristal üzerine yapıştırılmış, kristal yüzeyinin dışına çıkan,

SC tabakası kesilerek uzaklaştırılmıştır(Şekil 3.6). Bu aşamada, kuvartz kristalini kaplayan

SC tabakasının hasar görmemiş olması ve SC ile kuvartz kristal arasında hava kabarcığı

bulunmaması deney açısından önemli bir adımdır.

Şekil 3.6 SC ile modifiye edilmiş kuartz kristalin hazırlık adımları
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Boş kuartz kristal, yapıştırıcı uygulanmış kuartz kristal ve SC yapıştırılmış kristallerin her

adımda QCM-D ölçümü yapılarak kristal üzerindeki kütle değişimi belirlenmiştir. Ayrıca

cihazın 5 overtona kadar (11 harmoniye kadar) sinyal üretebildiği görülmüş, tüm işlemlerden

sonra kristalin QCM-D cihazı ile kütle ve enerji değişimini ölçebileceği aralıkta kaldığı

belirlenmiştir. Lipozom formülasyonlarının oluşturacağı sinyali belirleyebilmek için bu

aralıkta kalması önemlidir. Daha sonra, lipozom formülasyonları, bu kuartz kristallerinin

SC’ye bağlı yüzeyine uygulanarak elde edilen sinyaller QCM-D yazılımı aracılığıyla

işlenmiştir.

Lipozom formülasyonu ile QCM-D hücresinde ölçüm yapıldıktan sonra, SC tabakası, kristal

üzerindeki SC’nin yapışmasını test etmek için cımbız kullanılarak kristalden ayrılmıştır Şekil

3.7(a,b). Optimize edilmiş yapıştırıcı derişiminde, SC’nin ölçüm boyunca QCM-D kristaline

sıkı bir şekilde yapıştığı gözlemlenmiştir.

Şekil 3.7 Kuartz sensör üzerine yapıştırılan SC tabakasının stabilitesi ve özellikleri

Kristal yüzeyine yapıştırılan SC’nin, yüzeydeki suyun damlacıklar halinde toplanması
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hidrofobik özellikler sergilediğini göstermektedir(Şekil 3.7(c)). Ayrıca, SC tabakası

üzerine uygulanan organik bir çözücü olan THF, yüzeyi tamamen kaplamış ve böylece

SC tabakasının hidrofobikliği doğrulanmıştır(Şekil 3.7(d)). SC’nin hidrofilik karakterinin,

vücudun bulunduğu bölgeye bağlı olarak değiştiği bildirilmiştir[93].

3.2.12. Mikrobiyoloji Çalışmaları

3.2.12.1. Antimikrobiyal Duyarlılık Testi

Formülasyonların in vitro antimikrobiyal aktivitesi, agar kuyu difüzyon yöntemi ve

mikrodilüsyon sıvı besi yeri duyarlılık testi kullanılarak S. aureus ATCC 29213’e karşı test

edilmiştir.

Agar kuyu difüzyon deneyi, taze kültürlerden hücrelerin toplanmasıyla gerçekleştirilmiştir.

Standart hücre süspansiyonu, bulanıklık 0.5 McFarland (1.5X108 cfu/mL)’a ayarlanarak

hazırlanmıştır. Bakteri süspansiyonu, steril bir pamuklu çubukla Mueller Hinton Agar

(MHA) içeren petri kabına inoküle edilmiş, petri kabındaki agarın merkezinde 6 mm’lik

kuyular hazırlanmıştır. Bu kuyulara 50 µL formülasyon eklenmiş ve 37oC’de 24 saat

inkübasyonun ardından zon çapları ölçülmüştür.

Formülasyonların minimum inhibisyon konsantrasyonları (MIC), Clinical and Laboratory

Standards Institute (CLSI) kılavuzlarına göre steril 96-kuyulu mikroplaklar içerisinde

steril besi yeriyle mikrodilüsyon yapılarak belirlenmiştir[94]. Kısaca, kontroller ve

formülasyonlar seri seyreltme yöntemi ile iki kat seyreltilmiştir. AZM için 1000 µg/mL

ila 0.49 µg/mL arasında; nisin için 50 µg/mL ila 0.02 µg/mL arasında etkin madde

içeren formülasyonlar ve aynı etkin madde miktarlarındaki kontrolleri Mueller Hinton Broth

(MHB) besi yeri ile 96-kuyulu polistiren plakalarda hazırlanmıştır.

Bakteri süspansiyonları, taze S. aureus ATCC 29213’ün gece boyu inkübe edilen kültürü

kullanılarak, 0.5 McFarland bulanıklığına sahip standart süspansiyona ayarlanmıştır. Bu

da son hücre yoğunluğunun 5x108 kob/mL olduğu anlamına gelmektedir. MIC sonuçları,

37oC’de 24 saat inkübasyonun ardından değerlendirilmiştir.
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3.2.12.2. Anti-biyofilm Aktivite Testi

Formülasyonların MIC’ları yalnızca planktonik bakterileri kapsadığından ve biyofilm

azaltmak veya yok etmek için gereken konsantrasyonlarla uyuşmadığından, formülasyonları

S. aureus ATCC 29213’ün önceden oluşturulmuş biyofilmi üzerindeki etkileri de

incelenmiştir. Bu amaçla, minimum biyofilm eredikasyon konsantrasyonu (MBEC)

aktivite testi bazı modifikasyonlar yapılarak uygulanmıştır[95, 96]. Kısaca, %1 glukoz ile

zenginleştirilmiş besi yeri ile hazırlanan 100 µL (5x106 cfu/mL) bakteri süspansiyonu her

bir kuyuya eklenmiştir. Biyofilm gelişimine izin vermek için çok kuyulu plakalar, 37oC’de

100 rpm çalkalama hızında, 24 saat inkübe edilmiştir. Biyofilm eradikasyon deneyi için

plakalardaki sıvı kültürler biyofilme zarar vermeden uzaklaştırılmış ve film tabakası 1 kez

PBS ile yıkanmıştır. Daha sonraki adım için formülasyonların farklı konsantrasyonları

seri seyreltme yöntemi ile hazırlanmış ve film oluşturulan plakadaki ilgili kuyulara transfer

edilmiştir. Plakalar, 24 saat boyunca (37oC, 100 rpm) tekrar inkübe edilmiştir. İnkübasyon

süresinin sonunda, biyofilm biyokütlesi kristal violet boyaması yöntemiyle belirlenmiştir.

Formülasyonlar kuyulardan nazikçe dökülerek kağıt havluların üzerine yerleştirilmiş ve

her kuyu, PBS ile üç kez nazikçe yıkanarak kurumaya bırakılmıştır. Her kuyuya %0.1

kristal violet boyası eklenmiş ve oda sıcaklığında 15 dakika inkübe edilmiştir. Kuruduktan

sonra, her kuyuya 100 µL %30 glasiyel asetik asit eklenerek plakalar oda sıcaklığında 15

dakika inkübe edilmiştir. Plakaların her kuyusundaki içerik, yeni bir steril düz tabanlı

mikroplakaya transfer edilmiş ve optik yoğunluğu (OD) 595 nm (OD595) dalga boyunda

ölçülmüştür. Negatif OD elde edilirse, sıfır olarak sunulmuştur. Deneyler, üç tekrarla iki

kez gerçekleştirilmiştir. Deney setlerine sterilite kontrolü ve negatif kontroller (yalnızca

S. aureus) de dahil edilmiştir. Boş lipozomlar için de antimikrobiyal aktivite testleri

uygulanmıştır.
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Antibiyofilm aktivitesi, formülasyon uygulanmayan negatif kontrole göre aşağıdaki gibi

hesaplanmıştır:

Biyofilm Eradikasyonu (%) =
(
1− OD595örnek

OD595kontrol

)
× 100 (6)

3.2.13. İstatistiksel Analiz

Tüm istatistiksel analizler GraphPad Prism yazılımı (10.2.3) kullanılarak gerçekleştirilmiştir.

Sonuçlar ortalama ± standart sapma olarak sunulmuştur. Verileri analiz etmek için t-testi,

tek-yönlü veya çift-yönlü ANOVA ile Tukey çoklu karşılaştırma testleri kullanılmıştır.

Yıldızlar, kontrollerle ilgili lipozom formülasyonları arasındaki istatistiksel olarak anlamlı

farklarını belirtmektedir (****p < 0.0001, ** = p < 0.01, *p < 0.05).
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4. SONUÇLAR VE TARTIŞMA

Sunulan tez çalışması altı temel başlıkta özetlemiştir. Bu kapsamda:

• AZM ve nisin yüklenmiş lipozom formülasyonlarının hazırlanması ve

karakterizasyonu;

• Formülasyonların topikal/intra dermal uygulama potansiyelinin IVRT çalışmaları ile

incelenmesi;

• Formülasyonların IVPT ve ex vivo deri görüntüleme çalışmaları ile deri permeabilite

özellikleri ve deri katmanlarındaki lokalizasyonunun belirlenmesi;

• Dermal Fibroblast ve keratinosit hücre hatlarında formülasyonların

biyouyumluluğunun belirlenmesi;

• Formülasyonların derinin en üst katmanı olan SC tabakası ile etkileşiminin QCM-D

çalışmaları ile belirlenmesi;

• Formülasyonların antimikrobiyal ve antibiyofilm özelliklerinin belirlenmesi;

ile elde edilen bulgular bu bölümde sunulmuş ve daha önce yapılan çalışmaların sonuçlarıyla

birlikte karşılaştırmalı olarak tartışılmıştır.

4.1. Etkin Maddelerin Fizikokimyasal Özellikleri ve Miktar Tayini için

Analitik Yöntem Validasyonu

4.1.1. Azitromisinin Çözünürlük ve Lipid-Su Dağılım Katsayısının Belirlenmesi

Çözünürlük çalışmaları için AZM çözünürlüğü dört farklı çözücü ortamında incelenmiş

ve bu ortamlar için; AZM’nin çözünürlüğü etanolde > 141.213 mg/mL, suda 0.524

mg/mL, PBS’de 0.495 mg/mL ve %1 Tween 20 içeren PBS ortamında 0.798 mg/mL
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olarak belirlenmiştir. AZM’nin suda düşük çözünürlük göstermesi literatür ile uyumluluk

göstermektedir[97]. PBS’in nötral pH’daki iyonik yapısı değerlendirildiğinde PBS

içerisindeki çözünürlüğü sudaki çözünürlüğe yakın belirlenmesi beklenen bir sonuçtur.

AZM’nin 556 mg/mL çözünürlüğe sahip olduğu ve etanol içerisinde oldukça iyi çözündüğü

bildirilmiştir[98].

Bu çözünürlük verileri, permeasyon ve salım çalışmalarında (IVPT ve IVRT) sink koşulu

sağlamak için dikkate alınmıştır. AZM lipid-su partisyon katsayısı oktanol:su ortamı

için: 3152 (LogP=3.50); oktanol:PBS ortamı için 43.55 (LogD=1.64) olarak belirlenmiştir.

Literatürde, AZM için logP değeri farklı ham maddelere ait olarak 2.4 ve 3.03 olarak

bildirilmektedir[97]. Elde edilen logP değeri AZM’nin lipofilik karakterini doğrulamakta

ve ham madde kaynağına bağlı olarak logP değerindeki bu değişim literatür verileri ile

uyumluluk göstermektedir. LogD değeri LogP analizi ile aynı koşullarda gerçekleştirilmiş

ancak su yerine PBS kullanılmıştır. PBS kullanılması, ortamın pH’sının AZM’nin lipid-su

faz dağılımını değiştirdiğini göstermektedir.

4.2. Azitromisin Miktar Tayini için HPLC Yöntem Validasyonu

AZM’nin belirlenmesinde kullanılacak dalga boyunu belirlemek için, mobil faz içerisinde

hazırlanmış AZM numunesinin absorbansı, 200 ile 400 nm aralığında taranmış ve 4.1’de

sunulmuştur.

Şekil 4.1 AZM’nin 200-400 nm aralığındaki absorbansı
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AZM’nin en yüksek 203 nm dalga boyunda absorbans gösterdiği belirlenmiştir ve HPLC

validasyon çalışmaları için 200 nm dalga boyu tercih edilmiştir.

Doğrusallık ve Ölçüm Aralığı

Doğrusallığın belirlenmesi için 5-200 µg/mL aralığında sekiz farklı konsantrasyonda ve

üç tekrarlı hazırlanan numunelerin analizlerinden elde edilen eğri altı alan kullanılarak

kalibrasyon eğrisi çizilmiş, elde edilen standart grafiğin Şekil 4.2’te doğrusal (R2= 0.9919)

olduğu gösterilmiştir.

Şekil 4.2 AZM’ye ait kalibrasyon eğrisi

Doğruluk ve Geri Kazanım

Yöntemin doğruluğun belirlenmesi için 10, 50 ve 100 µg/mL derişimlerde geri kazanım

deneyleri yapılmıştır. Her derişimde elde edilen eğri altı alan (EAA) için, gerçek değer

(GD) ve % geri kazanım (GK(%)’lar Çizelge 4.1’de sunulmuştur ve kabul kriterlerindeki

gibi GK(%), ±%10 aralığında bulunmuştur.
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10 µg/mL 50µg/mL 100 µg/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 61.49 10.72 107.21 272.80 50.33 100.66 545.40 101.43 101.43

4 60.98 10.62 106.25 271.90 50.16 100.32 545.50 101.45 101.45

5 60.80 10.59 105.91 271.30 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

Çizelge 4.1 AZM geri kazanım değerleri

Kesinlik

Gün içi ve günler arası tekrarlanabilirlik ölçümlerine ait veriler sırasıyla Çizelge 4.2 ve

Çizelge 4.3’de sunulmuştur. Her derişim seviyesi için RSD sonuçları %2 den az değişim

gösterdiğinden, yöntem kesinlik kriterini sağlamıştır.

50



Örnek Numarası EAA Derişim (µg/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

Çizelge 4.2 AZM ölçümünün gün içi tekrarlanabilirlik verileri
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1. Gün 2. Gün

100 µg/mL EAA GD

EAA GD EAA GD

1 534.2 99.3 526.2 97.8

2 531.8 98.9 526.7 97.9

3 527.1 98.0 526.8 97.9

4 528.5 98.3 525.9 97.8

5 528.3 98.2 526.2 97.8

6 526.2 97.8 526.9 98.0

STD: 0.38 RSD: 0.39

Çizelge 4.3 AZM ölçümünün günler arası tekrarlanabilirlik verileri

Spesifiklik

HPLC analiz yönteminin, AZM’ye spesifikliğini belirlemek için öncelikle AZM standart

çözeltisinin kromatogramdaki alıkonma zamanı belirlenmiş ve Şekil4.3’de sunulmuştur.

Şekil 4.3 AZM standart çözelti (50 µg/mL) kromatogramı

Hareketli faz analizi aynı koşullarda gerçekleştirilmiş ve kromatogramı Şekil 4.4’de

sunulmuştur.
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Şekil 4.4 Hareketli faz kromatogramı

Hareketli fazın AZM’ye ait alıkonma zamanında ve yakınında herhangi bir pike sahip

olmadığı belirlenmiştir.

HPLC koşullarında analiz edilecek numunelerin, AZM alıkonma zamanına yakın pike sahip

olup olmadığı, AZM dışında bileşenlere sahip olan nisin yüklü lipozom formülasyonunun

analizi ile belirlenmiştir. Bu analize ilişkin kromatogram Şekil 4.5’da sunulmuştur.

Şekil 4.5 Nisin yüklü lipozom formülasyonunun kromatogramı

Nisin yüklü lipozom formülasyonunun HPLC analizine ilişkin kromatogramın, AZM

alıkonma zamanında ve yakınında herhangi bir pike sahip olmadığı belirlenmiştir.

Aynı HPLC koşullarında elde edilen bu kromatogramlar değerlendirildiğinde, HPLC

yönteminin AZM analizine spesifik olduğu görülmektedir.

Kararlılık

Belirli derişimdeki numune, 24 saat boyunca düzenli aralıklarla analiz edilmiştir. Ölçüm

sonuçları Çizelge 4.4’de sunulmuş, numuneye ait eğri altı alan (EAA) ve derişimde anlamlı

bir farklılık belirlenmemiştir.
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Zaman EAA Derişim (24 µg/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

Çizelge 4.4 Belirli zaman aralıklarında ölçüm yapılan AZM çözeltisinin stabilitesi

4.2.1. Nisin Miktar Tayini için Yöntem Belirleme Çalışmaları

4.2.1.1. Bikinkoninik Asit Protein Analiz (BCA) Kiti

Nisinin su ile hazırlanan çözeltilerinin BCA kiti ile analizi, sulu ortamda testin nisine

seçicilik gösterdiği belirlenmiş ve kalibrasyon eğrisi Şekil 4.6’de sunulmuştur.
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Şekil 4.6 Nisinin BCA kiti ile yapılan analizine ilişkin kalibrasyon eğrisi

Nisin içeren lipozom formülasyonları, testin doğrusal çalışma aralığındaki derişimlere

girecek şekilde su ile seyreltilmiştir. Formülasyon ortamında BCA testinin nisine

spesifikliğini belirlemek için nisin içermeyen lipozom formülasyonları da analiz edilmiştir.

Formülasyon Nisin GD (2.5µg/mL Absorbans Hesaplanan Derişim (µg/mL)

Boş Lipozom − 3.0421 127

AZM Yüklü Lipozom − 2.7928 116

Nisin Yüklü Lipozom + 2.6977 112

Kombine Lipozom + 2.8642 120

Çizelge 4.5 Lipozom Formülasyonlarında BCA kiti ile nisin analizi

Çizelge 4.5’te sunulan sonuçlar, lipozom formülasyonundaki bazı bileşenlerin kit reaktifi ile

reaksiyona girdiğini göstermiştir. BCA analizi, nisin içermeyen formülasyonlar olan boş

lipozom ve AZM yüklü lipozom formülasyonlarında yanlış pozitif sonuç vermiştir. Ayrıca,

BCA kiti nisin içeren lipozom formülasyonundaki gerçek değerden çok daha fazla nisin
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miktarı belirlemiştir. BCA kitinin lipozom formülasyonundaki nisin miktarını belirlemek

için uygun bir yöntem olmadığına karar verilmiştir.

4.2.1.2. CBQCA Protein Miktar Tayin Kiti

CBQCA kitinin çalışma prensibi, protein bileşimine güçlü derdece bağımlılık gösterir.

Proteinlerin birim kütle başına sahip olduğu primer amin konsantrasyonundan da bağımsız

olarak proteinin üç boyutlu yapısı ele alındığında, bazı aminlerin yüzeyde yer almaması

protein yapısındaki tüm aminler eşit derecede reaktif olmamasına neden olur[78].

Floresan spektroskopi temeline dayanan protein analiz yöntemlerinde protein katlanması ve

florofor özellik gösteren reaktifin proteine bağlanması analizi etkileyen önemli adımlardan

biridir[99]. CBQCA kit içeriğinde standart olarak sunulan sığır serum albumi (BSA) tercih

edilmemiş CBQCA analizi proteinlerin doğal yapısındaki koşullarda gerçekleştirildiğinden,

analiz standartı olarak nisin tercih edilmiştir.

CBQCA kitinin su ile hazırlanan nisin çözeltilerini analiz edebildiği belirlenmiş ve

kalibrasyon eğrisi Şekil 4.7’de sunulmuştur.

CBQCA yöntemi nisin standardı ile validasyon yapılmış ve elde edilen standart grafiğinin

tespit aralığında doğrusal olduğu belirlenmiş ve her analizden önce test koşullarında

hazırlanan standart grafiğin R2 değerinin 0.99 dan yüksek olduğu belirlenmiştir.

Şekil 4.7 Nisinin CBQCA kiti ile yapılan analizine ilişkin kalibrasyon eğrisi
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Nisin içeren lipozom formülasyonları, testin doğrusal çalışma aralığındaki derişimlere

girecek şekilde su ile seyreltilmiştir. Formülasyon ortamında CBQCA testinin nisine

spesifikliğini belirlemek için nisin içermeyen lipozom formülasyonları da analiz edilmiştir.

Bu analize ilişkin veriler Çizelge 4.6’da sunulmuştur. Nisin içeren formülasyonlar için testin

güven aralığında çalıştığı belirlenmiştir.

Formülasyon Nisin Floresan Hesaplanan Derişim (µg/mL)

Boş Lipozom − 2384 0

AZM Yüklü Lipozom − 2784 0

Çizelge 4.6 Lipozom Formülasyonlarında CBQCA kiti ile nisin analizi

Analiz sonuçları, CBQCA test kiti bileşenlerinin lipozom formülasyon bileşenleri ile

reaksiyona girmediği belirlenmiş, CBQCA kitinin lipozom bileşenleri varlığında nisini tespit

ettiği görülmüştür.

CBQCA analiz kitinin nisine spesifikliği, IVPT çalışmalarındaki reseptör ortamları olan

PBS ve %1 Tween 20 içeren PBS koşullarında da değerlendirilmiştir. Nisin, reseptör faz

ile seyreltilerek standart kalibrasyon eğrileri oluşturulmuş ve bu koşullarda derişimi bilinen

nisin ve nisin içeren formülasyon analiz edilmiştir. Deney koşullarında değerlendirilen

CBQCA testinin nisin analizi için uygun olduğu belirlenmiştir.

IVPT çalışmalarında CBQCA testi, kadavra derisinden gelen protein içeriğinin girişim

yapması nedeniyle çalışmamıştır. IVPT çalışmalarında nisin tespiti için diğer proteinlerin

varlığında nisini belirleyebilmek için literatürde bildirilen koşullarda HPLC gradient yöntemi

geliştirme çalışmaları yapılmıştır[79, 80].

4.2.1.3. Nisin Miktar Tayini için HPLC Yöntemi

50 µg/mL nisin çözeltisinin gradient HPLC analizine ait kromatogramda Şekil 4.8’da
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sunulmuştur. Farklı literatürlerde nisinin alıkonma zamanları farklılık göstermektedir ve

elde ettiğimiz kromatogramda bu 2 farklı alıkonma zamanında (28.5 dk ve 39.7 dk) pik

bulunmaktadır[79, 83]. Kullanılan nisin stok analiti, HPLC standartlarında olmadığından,

hangi pikin nisine ait olduğu belirlenememiştir. Her iki pikin eğri altı alanı, artan

derişimlerde hazırlanan nisin çözeltilerinde artış göstermiştir.

Şekil 4.8 HPLC gradient yöntem ile elde edilen nisin çözeltisine ait kromatogram.

Nisin içermeyen boş lipozom formülasyonuna ait kromatogramda 39.3 dakika alıkonma

süresinde bir pik bulunmaktadır (Şekil 4.9). Nisin yüklü lipozom formülasyonu analiz

edildiğinde, nisine ait olabilecek 39.7 dakika alıkonma süresindeki pik, boş lipozom

formülasyonunda da belirlenen 39.4 dakika alıkonma zamanına sahip pik ile çakışmaktadır.

Bu pikin membran proteinlerinden gelmiş olabileceği düşünülmektedir.

Şekil 4.9 Boş lipozom formülasyonunun gradient HPLC ile elde edilen kromatogramı

Nisine ait olduğu değerlendirilen piklerin alanı, formülasyona yüklenen nisin derişimlerinin

tayin sınırları aşması ve miktar tayinine olanak vermesine karşın, bu yönteme yönelmenin
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temel amacı olan IVPT reseptör faz koşullarındaki düşük nisin derişimini belirlemek için

yetersiz kalmıştır. Analitik saflıkta nisin temin edilse dahi, çalışma koşullarda, nisin analizi

için uygun bir yöntem olmadığına karar verilmiştir.

Nisin tespiti için, literatürde ve ISO/TS 27106:2009’da kullanılan LC-MS/MS (Sıvı

kromatografi-kütle spektrometresi/kütle spektrometresi) yönteminin uygulanabilirliği, IVPT

koşullarında incelenmiştir[100–102]. Ancak yöntem geliştirme çalışmaları başarısız

olmuştur.

4.3. Lipozom Formülasyonlarının Hazırlanması

4.3.1. Lipozom Hazırlama Parametrelerinin Formülasyon Özellikleri Üzerine Etkisi

Ortam pH’sinin nisin çözünürlüğü ve stabilitesini etkilediği bildirilmiştir[103].

Formülasyon, farklı pH’lerde sulu faz kullanılarak hazırlanmış ve pH’lerin formülasyon

özellikleri üzerindeki etkisi Çizelge 4.7’da sunulmuştur.
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Formülasyon pH PS(nm) ZP(mV) PDI

(Lipit:Kolesterol−8:2) AVG±STD* AVG±STD* AVG±STD*

L-α-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) 159.8±2.950 -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-α-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

Çizelge 4.7 Nisin yüklü lipozom formülasyonlarının özellikleri üzerinde pH’nın etkileri(*n=3)

Uygun organik çözücünün belirlenmesi için yapılan çalışmalarda, lipozom hazırlama

prosedüründe organik çözücü olarak yaygın kullanılan kloroform ile başlanmıştır.

Kloroformun lipozom hazırlanırken organik çözücü olarak kullanıldığı durumda, AZM

kloroform içinde kolayca çözünmüş ve ince tabaka oluşturulmuştur. Ancak, ince tabaka

yapısının üzerine nisin içeren sulu fazın eklenmesinden sonra, formülasyonda agregat

yapıları gözlenmiştir. Bu yapılar, sonikasyon sonrası dağılmasına rağmen, ertesi gün
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formülasyonda faz ayrımı belirlenmiş ve stabil bir yapı oluşmadığı görülmüştür. Bu nedenle,

organik faz olarak kloroform yerine alternatif organik çözücüler araştırılmış ve test edilmiştir.

AZM yüklü lipozom formülasyonu, literatürde bildirilen etanol ve metanol:etanol (2:1)

organik fazlar kullanılarak hazırlanmıştır[27, 31]. Etanol ve metanol:etanol (2:1) organik

fazları ile hazırlanan formülasyonların PS ve PDI özellikleri karşılaştırıldığında; etanol

ile hazırlanan formülasyonun PS’sinin daha büyük olduğu belirlenmiştir. Hazırlanması

planlanan formülasyon için, belirlenen bu PS farkının önemli düzeyde olmadığı

belirlenmiştir. Etanol, metanolden (ICH sınıfı, kalıntı çözücü) daha güvenli bir çözücü

olması, büyük ölçekli üretime uygun olması ve daha güvenli bir çözücü olması nedeniyle

organik çözücü olarak tercih edilmiştir[104].

Fosfolipitler ile birlikte AZM de organik fazda çözündüğünden, uygun fosfolipid türünün

belirlenmesi için AZM yüklü lipozom formülasyonu tercih edilmiştir. Fosfolipitlerin

lipozom formülasyonunun özellikleri üzerindeki etkisi Çizelge 4.8’de sunulmuştur.

Formülasyon PS(nm) ZP(mV) PDI

(Lipit:Kolesterol−8:2) AVG±STD* AVG±STD* AVG±STD*

L-α-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-α-Fosfotidilkolin(egg) 121.2±1.997 -27.4±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

Çizelge 4.8 Farklı fosfolipidlerin AZM yüklü lipozom formülasyonlarının özellikleri üzerindeki
etkileri (*n=3)
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En yüksek zeta potansiyel değeri (-27.4 ±0.603 mV) Egg PC ile hazırlanan lipozomlarda

ölçülmüş ve PS ve PDI değerleri sırasıyla 121.2±1.997 nm ve 0.380±0.015 olarak

bulunmuştur.

Farklı sulu fazların nisin yüklü lipozom formülasyonlarının özelliklerine etkisi

değerlendirildiğinde Fosfolipon 90G (Çizelge 4.7) ile hazırlanan formülasyonların

daha iyi özelliklere sahip olduğu belirlenmiştir. AZM yüklü lipozomlar da ise en iyi

sonuçlarını veren lipid Egg PC olarak belirlenmiştir (Çizelge 4.8). Tüm formülasyonlar

fosfolipon 90G ve Egg PC ile tekrar hazırlanmış ve sonuçlar değerlendirilmiştir. Tüm

formülasyonlar karakterizasyon parametreleri açısından değerlendirildiğinde Egg PC uygun

fosfolipid olarak tercih edilmiştir.

4.4. Lipozom Formülasyonlarının Karakterizasyonu

Farklı hacimlerde etanol ve propilen glikol kullanılarak, modifiye edilmiş etanol

enjeksiyon yöntemiyle hazırlanan ve farklı yöntemlerin formülasyonlar üzerindeki etkisini

karşılaştırmak için ince tabaka hidrasyon yöntemiyle hazırlanan boş formülasyonların

özellikleri Çizelge 4.9’da, Nisin yüklü formülasyonların özellikleri Çizelge 4.10’da, AZM

yüklü formülasyonların özellikleri Çizelge 4.11’de, kombine formülasyonların özellikleri

Çizelge 4.12’de verilmiştir.
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Boş Formülasyonlar PS (nm) PDI ZP (mV)

Etozom Formülasyonu 1 143.8 ± 2.31 0.179 ± 0.044 -0.28 ± 0.44

Etozom Formülasyonu 2 179.7 ± 4.18 0.258 ± 0.011 0.17 ± 0.67

Etozom Formülasyonu 3 555.5 ± 13.11 0.619 ± 0.039 -0.47 ± 1.31

Etozom Formülasyonu 4 504.5 ± 43.24 0.575 ± 0.063 -0.17 ± 0.366

Lipozom Formülasyonu (Egg PC) 85.12 ± 1.42 0.25 ± 0.008 -60.97 ± 0.78

Lipozom Formülasyonu (Lipoid S75) 90.23 ± 1.44 0.24 ± 0.007 -60.97 ± 0.05

Çizelge 4.9 Modifiye Edilmiş Etanol Enjeksiyon Yöntemi ve İnce Tabaka Hidrasyon Yöntemiyle
Hazırlanan Boş Lipozom Formülasyonlarının Özellikleri (*n=3)

Nisin Yüklü Formülasyonlar PS (nm) PDI ZP (mV)

Etozom Formülasyonu 1 116.7 ± 1.1 0.084 ± 0.017 -0.53 ± 0.81

Etozom Formülasyonu 2 171.3 ± 4.352 0.28 ± 0.021 -455 ± 1.32

Etozom Formülasyonu 3 544.2 ± 11.83 0.61 ± 0.031 1.6 ± 0.42

Etozom Formülasyonu 4 548.5 ± 5.65 0.616 ± 0.066 -0.74 ± 0.260

Lipozom Formülasyonu (Egg PC) 100.81 ± 2.48 0.28 ± 0.026 -28.1 ± 0.7

Lipozom Formülasyonu (Lipoid S75) 104.9 ± 1.65 0.24 ± 0.01 -28.7 ± 0.7

Çizelge 4.10 Modifiye Edilmiş Etanol Enjeksiyon Yöntemi ve İnce Tabaka Hidrasyon Yöntemiyle
Hazırlanan Nisin Yüklü Lipozom Formülasyonlarının Özellikleri (*n=3)
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AZM Yüklü Formülasyonlar PS (nm) PDI ZP (mV)

Etozom Formülasyonu 1 144.9 ± 3.037 0.058 ± 0.066 0.19 ± 0.65

Etozom Formülasyonu 2 138.6 ± 4.744 0.048 ± 0.012 0.03 ± 0.69

Etozom Formülasyonu 3 302.5 ± 3.301 0.137 ± 0.001 0.01 ± 0.151

Etozom Formülasyonu 4 275.1 ± 11.19 0.06 ± 0.037 -0.30 ± 0.644

Lipozom Formülasyonu (Egg PC) 127.5 ± 10.22 0.22 ± 0.027 -29.17 ± 0.23

Lipozom Formülasyonu (Lipoid S75) 83.13 ± 1.82 0.23 ± 0.012 -30.73 ± 0.35

Çizelge 4.11 Modifiye Edilmiş Etanol Enjeksiyon Yöntemi ve İnce Tabaka Hidrasyon Yöntemiyle
Hazırlanan AZM Yüklü Lipozom Formülasyonlarının Özellikleri (*n=3)

Kombine Formülasyonlar PS (nm) PDI ZP (mV)

Etozom Formülasyonu 1 153.9 ± 2.639 0.049 ± 0.038 0.27 ± 1.63

Etozom Formülasyonu 2 152.6 ± 0.6658 0.019 ± 0.015 0.95 ± 0.58

Etozom Formülasyonu 3 278.7 ± 8.724 0.067 ± 0.044 -0.46 ±0.636

Etozom Formülasyonu 4 337.9 ± 2.155 0.084 ± 0.044 0.13 ± 0.452

Lipozom Formülasyonu (Egg PC) 82.06 ± 2.31 0.26 ± 0.001 -56.83 ± 2.04

Lipozom Formülasyonu (Lipoid S75) 110.0 ± 1.2 0.26 ± 0.007 -31.9 ± 0.69

Çizelge 4.12 Modifiye Edilmiş Etanol Enjeksiyon Yöntemi ve İnce Tabaka Hidrasyon Yöntemiyle
Hazırlanan Kombine Lipozom Formülasyonlarının Özellikleri (*n=3)
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Araştırmanın amaçları doğrultusunda, kombine lipozom formülasyonunun özellikleri

karakterizasyon parametreleri doğrultusunda değerlendirilerek, modifiye edilmiş etanol

enjeksiyon yöntemiyle hazırlanan 1. ve 2. formülasyonlar daha ileri araştırmalar için

seçilmiş ve bu formülasyonların yükleme kapasitesi santrifüj filtre yöntemi kullanılarak

belirlenmiştir.

Çalışmalarımıza başlarken AZM’nin enjeksiyon yöntemi ile hazırlanan herhangi bir

formülasyonu literatürde bulunmamaktaydı. Son literatür incelemesinde Abruzzo ve

arkadaşlarının, AZM yüklü lipozom formülasyonlarını ince tabaka hidrasyon ve etanol

enjeksiyon yöntemleri ile hazırladıkları görülmüştür. Bu çalışmada uygulanan etanol

enjeksiyon yöntemi, bizim uyguladığımız modifiye etanol enjeksiyon yöntemine benzerlik

göstermekle birlikte, fazların enjeksiyon yönlerinin farklı olması ve hazırladıkları

formülasyonlardan etanolün uzaklaştırıldığı ek bir adım bulunması yönünden farklılık

göstermektedir[105].

4.4.1. Lipozom Formülasyonlarının Morfolojik Karakterizasyonu

İnce tabaka hidrasyon yöntemi ile Egg PC fosfolipidi ile hazırlanan formülasyonlara ait

TEM görüntüleri Şekil 4.10’de sunulmuştur. Boş lipozom formülasyonu Şekil 4.10a’da;

nisin yüklü lipozom formülasyonu 4.10b’de; AZM yüklü lipozom formülasyonu 4.10c’de ve

kombine yüklü lipozom formülasyonu 4.10d’de sunulmuştur.
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Şekil 4.10 Lipozom Formülasyonlarına (Egg PC ile hazırlanan) ait TEM görüntüleri: a, boş
lipozom formülasyonu; b, nisin yüklü lipozom formülasyonu; c, AZM yüklü lipozom
formülasyonu; d, kombine lipozom formülasyonu

İnce tabaka hidrasyon yöntemi ile Lipoid S75 fosfolipidi ile hazırlanan formülasyonlara ait

TEM görüntüleri Şekil 4.11’de sunulmuştur. Boş lipozom formülasyonu Şekil 4.11a’da;

nisin yüklü lipozom formülasyonu 4.11b’de; AZM yüklü lipozom formülasyonu 4.11c’de ve

kombine yüklü lipozom formülasyonu 4.11d’de sunulmuştur.
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Şekil 4.11 Lipozom Formülasyonlarına (Lipoid S75 ile hazırlanan) ait TEM görüntüleri: a, boş
lipozom formülasyonu; b, nisin yüklü lipozom formülasyonu; c, AZM yüklü lipozom
formülasyonu; d, kombine lipozom formülasyonu

Bazı lipozom yapılarının yüzeyde patlamış olarak görülmesinin kontrast arttırıcı

boyamadan kaynaklandığı düşünülmektedir. Nisin yüklü lipozom formülasyonların TEM

görüntülemesinde, lipozom dışında kalan alanlarda kristal yapılarına benzer kirlilik

görülmüştür. Bu kirliliğin nedeni nisin stok çözeltisinde yüksek miktarda bulunan

tuz olabilir. Formülsyona ve TEM numune hazırlama prosedürüne bağlı olabileceği

değerlendirilen kriterler dahilinde lipozom formülasyonlarına ait TEM görüntüleri,

lipozomların PS parametreleri ile uyumlu bulunmuştur.
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4.5. Lipozom Formülasyonlarının Enkapsülasyon Etkinliğinin

Belirlenmesi

Nisin yüklü Etozom 1, Etozom 2 ve lipozom formülasyonlarının enkapsülasyon etkinliği (%

EE) Çizelge 4.13’te verilmiştir.

Nisin Yüklü Formülasyonlar PS(nm) ZP(mV) PDI %EE

(AVG±STD*) (AVG±STD*) (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 112.9 ± 1.65 -28.1 ± 0.7 0.24 ± 0.001 94.2 ± 7.3

Çizelge 4.13 Nisin Yüklü Formülasyonların Enkapsülasyon Etkinliği

AZM yüklü Etozom 1, Etozom 2 ve lipozom formülasyonlarının enkapsülasyon etkinliği (%

EE) Çizelge 4.14’te verilmiştir.
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AZM Yüklü Formülasyonlar 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

Çizelge 4.14 AZM Yüklü Formülasyonların Enkapsülasyon Etkinliği

Kombine Etozom 1, Etozom 2 ve lipozom formülasyonlarının enkapsülasyon etkinliği (%

EE) Çizelge 4.15’te verilmiştir.

Kombine Formülasyonlar PS(nm) ZP(mV) PDI %EE %EE

(AVG±STD*) (AVG±STD*) (AVG±STD*) 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 110.0 ± 1.2 -31.9 ± 0.69 0.26 ± 0.007 92.1 ± 4.1 91.5± 6.2

Çizelge 4.15 Kombine Formülasyonların Enkapsülasyon Etkinliği

Egg PC ve Lipoid S75 ile hazırlanan AZM ve nisin içeren lipozom formülasyonları iki farklı

hazırlama yöntemi kullanılarak hazırlanmıştır. İnce tabaka hidrasyon ve modifiye etanol

enjeksiyon yöntemleri ile hazırlanan tüm formülasyonların +4oC’de bir ay stabilitesini
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koruduğu, etken maddeleri %80’in üzerinde enkapsüle ettiği belirlenmiştir (Çizelge(4.13,

4.14, 4.15.

Abruzzo ve arkadaşlarının çalışmasında AZM lipozom formülasyonun EE %68,

Rukavina ve arkadaşlarının çalışmasında ise konvansiyonel lipozomlarda EE %50 olarak

bildirilmiştir[27, 105]. Tez çalışması kapsamında hazırlanan AZM yüklü lipozomlarda

EE (%83) bulunmuştur. Öncelikle EE’ndeki bu artışın EE metodu kaynaklı olabileceği

değerlendirilmiştir. Abruzzo ve arkadaşları; diyaliz membran yöntemi ve santrüfüj ve filtre

yöntemi kullanarak AZM lipozom formülasyonlarının EE karşılaştırdıkları çalışmada her

iki yöntemde benzer sonuçlar elde etmişlerdir. Çalışmamızda elde edilen yüksek EE’nin,

EE belirleme yönteminden bağımsız olarak lipozomal formülasyonun kompozisyonundan

kaynaklandığı değerlendirilmektedir[105].

Nisin yüklü lipozom formülasyonları ile yapılan çalışmada, formülasyonun %94.12

enkapsülasyon etkinliğine sahip olduğu bildirilmiştir[106]. Çalışmamızda, nisin yüklü

lipozom formülasyonunun enkapsülasyon etkinliği %89.8’dir ve sonuç literatür ile

uyumluluk göstermektedir.

Etozom formülasyonları lipozom formülasyonlarına benzer yüksek %EE’ye sahip olsada,

formülasyonlar diğer karakterizasyon parametreleri açısından da değerlendirilmiştir. Etozom

formülasyonlarının sıfıra yakın ZP değerleri gözönüne alındığında, formülasyon stabil

kalamayacağı değerlendirilmiştir. Sonraki çalışmalara ince tabaka hidrasyon yöntemi ile

hazırlanan lipozom formülasyonları ile devam edilmiştir.

4.6. Lipozom Formülasyonlarının Stabilitesi

Egg PC fosfolipidi kullanılarak hazırlanan lipozom formülasyonlarının +4oC’de stabilite

sonuçları Çizelge 4.16’da sunulmuştur.
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Formülasyon Ölçüm Zamanı PS (nm) ZP (mV) PDI

(AVG±STD*) (AVG±STD*) (AVG±STD*)

Boş Lipozom 1. Gün 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 -18.93 ± 0.78 0.42 ± 0.03

Nisin Yüklü Lipozom 1. Gün 140.81 ± 2.48 -28.1 ± 0.7 0.24 ± 0.026

1. Hafta 144.73 ± 4.64 -25.37 ±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 Yüklü Lipozom 1. Gün 127.5 ± 10.22 -29.17 ± 0.23 0.22 ± 0.027

1. Hafta 128.1 ± 3.95 -29.33 ± 0.46 0.25 ± 0.013

1. Ay 131.5 ± 19.25 -25.5 ± 1.83 0.25± 0.083

3. Ay 188.8 ± 5.11 -13.7 ± 0.87 0.31 ± 0.070

Kombine Lipozom 1. Gün 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 174.27 ± 9.76 -16.27 ± 0.21 0.23 ± 0.015

Çizelge 4.16 Lipozom Formülasyonlarının (Egg PC) +4oC’de karakterizasyon ve stabilite sonuçları
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Lipoid S75 fosfolipidi kullanılarak hazırlanan lipozom formülasyonlarının +4oC’de stabilite

sonuçları Çizelge 4.17’da sunulmuştur.
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Formülasyon Ölçüm Zamanı PS (nm) ZP (mV) PDI

(AVG±STD*) (AVG±STD*) (AVG±STD*)

Boş Lipozom 1. Gün 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 112.0 ± 11.8 -46.5 ± 0.5 0.27 ± 0.06

3. Ay 132.7± 13.8 -37.17 ± 1.33 0.35 ± 0.05

Nisin Yüklü Lipozom 1. Gün 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 Yüklü Lipozom 1. Gün 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. Gün 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 ± 4.97 -28.43 ± 0.49 0.34 ± 0.028

Çizelge 4.17 Lipozom Formülasyonlarının (Lipoid S75) +4oC’de karakterizasyon ve stabilite
sonuçları
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da Silva ve ark., nisin yüklü lipozom formülasyonları ile yaptığı çalışmada, nisin lipozom

formülasyonun 24 gün stabil kaldığını belirlemiştir[106]. Literatür verilerine benzer şekilde

hazırladığımız nisin yüklü lipozomlar 1 ay stabilitesini korumuştur.

Hazırlamış olduğumuz AZM yüklü formülasyonlar 1 ay stabil kalmışlardır. Rukavina ve

ark.’nın hazırladığı AZM yüklü lipozomal formülasyonların 180 güne kadar stabilitesini

koruduğu bildirilmiştir. Bu çalışmada çeşitli lipid:kolesterol oranları ve fosfolipitler

ile hazırlanan AZM lipozom formülasyonlarının stabilitesi incelenmiş ve stabilitenin

formülasyon içeriğine bağlı olarak değiştiği belirlenmiştir[27]. Hazırladığımız AZM

formülasyonu bu veriler ışığında değerlendirildiğinde stabilite farklılığının beklenen bir

sonuç olduğu söylenebilir.

Lipozomal formülasyonların jel içerisine yüklendiğinde depolama stabilitesinin arttığı

bildiren çalışma verilerinden yola çıkarak[107], hem stabiliteyi arttıracak hem de

topikal/transdermal uygulamada lipozomları taşıyıcı rol üstlenecek jel formülasyonlar,

gelecekte planlanan araştırmalar için avantajlı görünmektedir.

4.7. İn Vitro Salım Çalışmaları (IVRT)

Salım çalışmaları kapsamında, Egg PC ve Lipoid S75 fosfolipidi kullanılarak ince

tabaka hidrasyon yöntemiyle hazırlanan formülasyonların salım profilleri Franz difüzyon

hücrelerinde incelenmiştir. Egg PC ile hazırlanan lipozomlardan, reseptör faza geçen

kümülatif nisin miktarına ait profil Şekil 4.12a’da sunulmuştur. Tek yönlü ANOVA ve Tukey

testi, nisin-nisin Lip; nisin-Kombine Lip; nisin Lip-Kombine Lip arasında istatistiksel olarak

anlamlı bir farklılık olduğunu göstermiştir(p < 0.05). Nisin’in lipozomal formülasyonlardan

salım oranı serbest nisinden daha düşük bulunmuş ve lipozomal formülasyonların 24 saat

boyunca daha kontrollü salım sağladığı gösterilmiştir.

Martin ve ark. amfipatik ve yüklü hidrofilik karakterdeki ilaçların elektrostatik etkileşimler

ile vezikül çift tabakasıyla etkileşime girebileceğini bildirmiştir[108]. Nisin moleküllerinin

ilk 2-4 saat aralığındaki hızlı difüzyonu, peptit yapısındaki nisinin membran ile etkileşerek

lipozomun yüzeyinde lokalizasyonundan kaynaklanmaktadır.
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Şekil 4.12 Egg PC ile hazırlanan lipozomal formülasyonların in vitro; a, nisin salım profili; b, nisin
salım oranı (n=3)

Salım çalışmalarında 24 saatin sonunda reseptör fazda biriken kümülatif nisin miktarının

başlangıçta donör bölmeye eklenen nisin miktarına oranı % olarak Şekil 4.12b’de

sunulmuştur.

Serbest nisin, 24 saatin sonunda %27 salım oranına ulaşıncaya kadar, azalan ivmede doğrusal

salım profili sergilemektedir.

Nisinin nisin yüklü lipozom formülasyonundan salım hızındaki ivme, 4 saatin sonunda

belirgin şekilde azalmaktadır ve 24 saatin sonunda %18 salım oranına ulaşmaktadır.

75



Nisinin kombine lipozomal formülasyondan salım oranı ise 2. saatin sonunda sabit salım hızı

göstermiş ve 12 saatten sonra salım oranında hafif bir artış gözlenmiştir. 24 saatin sonunda

kombine lipozom formülasyonundan %7 kümülatif nisin salımına ulaşılmıştır.

Bu veriler, lipozomların nisinin kontrollü salımı için kullanılabileceğini göstermektedir.

Ayrıca kombine lipozom formülasyonundan nisin salım profili incelendiğinde lipofilik

karakterdeki AZM’nin lipozomun hidrofobik karakterdeki bilayer tabakada lokalize olduğu

öngörüldüğünden, hidrofilik bölgede lokalize olan nisinin, lipozomdan salımını etkilediği

düşünülmektedir.

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

olarak anlamlı bir farklılık olduğunu göstermiştir (p < 0.05).

AZM’ye ait kümülatif salım profili Şekil 4.13a’da sunulmuştur. Tukey testi, AZM-AZM Lip;

AZM-Kombine Lip; AZM Lip-Kombine Lip arasında istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık

olduğunu göstermiştir (p < 0.05). Sonuçlar, AZM’nin AZM yüklü ve kombine yüklü

lipozomal formülasyonlardan kontrol grubuna kıyasla salımını göstermektedir. Kontrol

grubu olarak sulu fazda süspanse edilen AZM ile çalışılmıştır. IVRT ve IVPT çalışmalarında,

organik çözücülerin etkin madde çözünürlüğüne ve membran bütünlüğüne zarar vererek

permeasyonu artırabileceği öngörülerek, AZM kontrolü, formülasyon ile aynı çevresel

koşullar altında (sulu ortamda) hazırlanarak gerçekleştirilmiştir. Rukavina ve ark. IVRT

kontrol örneği olarak AZM çözeltisini %60 etanol içerisinde hazırlamış ve reseptör fazdaki

AZM derişimininn 6 saatte %80’e ulaştığını bildirmişlerdir[27].
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Şekil 4.13 Egg PC ile hazırlanan lipozomal formülasyonların in vitro; a, AZM salım profili; b, AZM
salım oranı (n=3)

AZM’nin kombine lipozom formülasyonundan kümülatif salımının AZM yüklü lipozom

formülasyonundan salımına göre daha yüksek olduğu belirlenmiştir(Şekil 4.13). Wallace

ve ark. çalışmalarında kolistin ve AZM içeren lipozom formülasyonundan AZM’nin

IVRT profilini incelemiş ve kolistinin AZM salımını artırdığını belirlemişlerdir. Kolistinin,

kombine lipozomda birlikte formüle edildiği ilaçların salımını değiştirme potansiyeli

vurgulanmıştır. Bulgular kolistinin, fosfolipid çift katmanının viskoelastik özelliklerinde

değişikliklere yol açabileceğini göstermiştir[109]. Nisin’in; kolistine benzer şekilde, bakteri

zar yapısına bağlanarak zar geçirgenliğini artırabileceği ve nisin molekülünün katyonik

doğası nedeniyle fosfolipid çift katmanla etkileşime girebileceği, böylece birlikte formüle
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edildiği kombine lipozom formülasyonundan AZM’nin salım profilini değiştirebileceği

öngörülmektedir.

Lipoid S75 ile hazırlan formülasyonlar ile elde edilen nisinin salım profili Şekil 4.14a’da

sunulmuştur.

Şekil 4.14 Lipoid S75 ile hazırlanan lipozomal formülasyonların in vitro nisinin salım profili (n=6)

Nisinin salım profilindeki dalgalanma, tayin ve tespit sınırı çok düşük olan CBQCA testinde

elde edilen sonucun daha yüksek hacimlerdeki derişimi belirlemek için kullanılmasından

kaynaklanabileceği değerlendirilmiştir.

Nisin ile hazırlanan formülasyonların kontrole göre artmış kümülatif salım gösterdiği

veriler, hem Lipoid S75 hem Egg PC ile hazırlanan formülasyonlarda benzer özellikler

sergilemektedir.

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

olarak anlamlı bir farklılık olduğunu göstermiştir (p < 0.05).

Lipoid S75 ile hazırlanan lipozom formülasyonlarının ve suda süspanse edilerek hazırlanan

AZM kontrol ile birlikte salım profili Şekil 4.15’de sunulmuştur. AZM kontrol numunesinin

EggPC’ye benzer salım sergilediği ve AZM’nin suda çözünürlüğüne bağlı olarak reseptör
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faza salımının azaldığı veya membran üzerinde çökelmesiyle por geçirgenliğini etkilediği

değerlendirilmiştir.

Şekil 4.15 Lipoid S75 ile hazırlanan lipozomal formülasyonların in vitro AZM salım profili (n=6)

Lipozomal formülasyonları ile yürütülen salım sonuçlarına uygulanan Tukey testiyle,

AZM-AZM Lip; AZM-Kombine Lip; AZM Lip-Kombine Lip arasında istatistiksel olarak

anlamlı bir farklılık olduğunu belirlenmiştir (p < 0.05).

Karbopol jel ile hazırlanmış ticari ürün ile formülasyonların salım özelliklerini

karşılaştırabilmek amacıyla; AZM, AZM Lip ve Kombine Lip formülasyonları karbopol jel’e

yüklenmiştir. Carbopol®EZ-3 ile hazırlanan formülasyon triizopropanolamin ile nötralize

edilmiş ve pH’ değeri 5.7’ye ayarlanmıştır [110].

AZM içeren jel formülasyonu, lipozomal jel formülasyonları ve ticari ürünün salım bulguları

Şekil4.16’da sunulmuştur.
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Şekil 4.16 Lipoid S75-jel ile hazırlanan lipozomal formülasyonların in vitro AZM salım profili
(n=6)

Karbopol ile hazırlanan formülasyonlar ve ticari ürün (Azifast Gel 2%) ile elde edilen

AZM’nin salım profili, Tukey testi ile değerlendirildiğinde AZM Lip-Kombine Lip arasında

istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık olduğunu göstermiştir (p < 0.05), ancak Ticari

ürün-AZM; Ticari ürün-AZM Lip, Ticari ürün-kombine Lip; AZM-AZM Lip;AZM-kombine

Lip arasında anlamlı bir fark bulunmamaktadır (p > 0.05).

Lipozomal jel formülasyonundan gerçekleşen salım, lipozom formülasyonuna kıyasla daha

düşük hızda bulunmuştur (Şekil 4.16). İlacın salım profiline bakıldığında, AZM yüklü

lipozomlarla ilk 8 saat içinde ilacın yaklaşık %30’unun salımı gerçekleşmiştir. Buna karşın,

AZM içeren jel formülasyonlarında daha yavaş bir salım gözlenmiş ve 8 saat sonunda

yaklaşık %20 oranında salım gerçekleşmiştir. Jel formülasyonunda kullanılan hidrofilik

polimer olan karbopol, sıvı ortamda şişerek çözünme ortamının formülasyona nüfuz etmesini

azaltır ve bu durum salım hızını düşürür. Etkin maddenin difüzyon yolunun uzaması da salım

hızının yavaşlamasına neden olmaktadır.

Yapılan kinetik değerlendirmeler sonucunda optimum lipozom, lipozomal jel ve etkin madde

içeren jel formülasyonları için salım mekanizmalarının, diğer kinetik modellere kıyasla,

Higuchi kinetik modeline uygun olduğu bulunmuştur ( r2∼1) (4.18).

80



Formülasyon Zero order First order Higuchi Hixson Crowell

k 12.1183 4.4982 -2.5415 0.1755
AZM-Lip

r2 0.9721 0.9869 0.9930 0.9835

k 15.0760 4.4799 -2.7700 0.2128
Komb-Lip

r2 0.9664 0.9895 0.9941 0.9844

k 13.5402 4.4621 7.6638 0.2174
AZM-Gel

r2 0.9574 0.9662 0.9861 0.9634

k 9.8954 4.5097 0.8533 0.1502
AZM-Lip-Gel

r2 0.9616 0.9587 0.9664 0.9604

k 8.6367 4.5234 0.0481 0.1295
Komb-Lip-Gel

r2 0.9646 0.9592 0.9666 0.9596

k 9.9031 4.5371 -5.5839 0.1259
Commercial

r2 0.9643 0.9445 0.9701 0.9539

Çizelge 4.18 Formülasyonların salım kinetik modellerine ait veriler (salım hız sabiti (k) ve
determinasyon katsayısı (r2) değerleri)

Higuchi kinetik model ile AZM’nin önce lipit matrisin yüzey tabakasından zamana

bağlı olarak serbest bırakıldığı, ardından difüzyon mekanizması ile ortama salıverildiği

düşünülmüştür. Bu modelde, ilaç salımının temel mekanizması difüzyon olup, AZM

salımı zamana bağlı olarak kontrollü bir şekilde gerçekleşmiştir. Benzer şekilde yapılan

çalışmalarda da lipozom formülasyonlarının salım profillerinin Higuchi kinetik modeline

uyum gösterdiği gözlenmiştir [111–114]. Lipozom içindeki ilaç, matriks erozyonu ve

zamanla hidrate olan polimerden difüzyon mekanizmaları ile salıverilmiştir.
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4.8. İn Vitro Permeasyon Çalışmaları (IVPT)

Topikal farmasötik ürün olarak güvenli kabul edilen Carbopol®EZ-3 ile %1 AZM

içerecek şekilde liyofilize edilmiş lipozomal formülasyonlar ve AZM ile hazırlanan

formülasyonlar IVPT yönteminde açıklandığı gibi Franz difüzyon sisteminde kadavra

derisine uygulanmıştır. AZM’nin permeasyon profili Şekil 4.17a’da sunulmuştur.

Şekil 4.17 Lipoid S75 ile hazırlanan formülasyonların kadavra derisinden in vitro AZM permeasyon
profili (n=4)

Gruplar arası farklılık düzeyi Tukey testi ile değerlendirildiğinde, AZM-kombine Lip; AZM

Lip-Kombine Lip arasında istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık olduğunu belirlenmiştir

(p < 0.05), ancak AZM-AZM Lip arasında anlamlı bir fark bulunmamıştır (p > 0.05).

Ticari ürün permeasyon testi ile değerlendirilmiş olmasına karşın reseptör fazda ve deri

katmanlarında tespit edilememiştir.

IVPT testinde son numune alındıktan sonra, Franz difüzyon sistemindeki donör bölmede

kalan formülasyon uzaklaştırılmış ve kadavra derisi yüzeyi PBS ile yıkanmıştır. Yıkama

işleminden sonra dermis ve epidermis tabakaları ayrılmış, ve Asetonitril: Su (60:40) çözücü

ortamında homojenizasyon işlemi uygulanmıştır. Dermis tabakasındaki AZM derişimi

HPLC tayin sınırının altında kaldığından, derideki AZM birikimi Şekil 4.18’da toplam

birikim olarak sunulmuştur.
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Şekil 4.18 Lipoid S75 ile hazırlanan formülasyonlar ile IVPT sonunda AZM’nin kadavra derisinde
birikimi (n=4)

Lipozom yüklü jel formülasyonlarının IVRT ve IVPT bulguları değerlendirildiğinde,

AZM lipozom jel ve Kombine Lipozom jel formülasyonlarının salım profilleri benzerlik

göstermekle birlikte bu iki formülasyon her iki testte de istatistiksel olarak anlamlı farklılık

sergilemiştir. Bunun yanı sıra IVPT’de 24 saatin sonunda AZM kümülatif salım miktarı

IVRT salım miktarından fazladır. AZM permeasyonundaki artış lipozom formülasyonlarının

deri ile benzer lipidik karakterine dayandırılmıştır.

4.9. Ex Vivo Penetrasyon ve Floresan Mikroskop ile Görüntülenmesi

Kadavra derisinden gelen proteinlerin CBQCA testinde girişim yapmasından dolayı IVPT

testinde nisin analizi gerçekleştirilmemiştir.

Nisinin deri tabakasında lokalizasyonunu gösterebilmek amacıyla floresan boya ile

işaretleme ve ex vivo görüntüleme çalışmaları yapılmıştır.
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FITC işaretli nisin çözeltisinin yeşil dalga boyunda floresanları incelenmiş, her ne kadar

serbest nisinin floseransa sahip olmadığı bilinse de[108], nisin çözeltisinin safsızlıklardan

kaynaklandığı düşünülen düşük de olsa floresana sahip olduğu, FITC işaretli nisin

çözeltisinin ise yüksek şiddette floresan özellik gösterdiği belirlenmiştir. Lipozom

formülasyonuna santrifügal filtrasyon uygulanmadığı ön çalışmalarda, tüm deri bölgelerinde

floresan şiddetinin çok yüksek olduğu belirlenmiştir.

Ön deneylede kadavra derisinin otofloresana sahip olduğu belirlenmiştir. Kontrol numunesi

olarak, aynı donörden alınan kadavra derisine, formülasyon yerine saf su kullanılarak

aynı deney prosedürü uygulanmış ve mikrotom ile deri kesitleri alındıktan sonra floresan

mikroskop ile alınan görüntüler Şekil 4.19 (a,b,c) sunulmuştur.

Nisin ve fosfolipidlerin farklı renklerde boya ile işaretlenmesiyle oluşturulan lipozom

formülasyonu IVPT koşullarında kadavra derisine uygulandıktan sonra mikrotom ile alınan

kesitlerin floresan mikroskobu ile alınan görüntüleri Şekil 4.19 (d,e,f)’de sunulmuştur.

Şekil 4.19 Formülasyon uygulanmayan ve floresan boyalar ile işaretli formülasyon uygulanan
kadavra deri kesitinin floresan mikroskop görüntüsü

Deri kesitinden alınan mikroskop görüntüleri Fiji ImageJ programıyla işlenmiştir. Kırmızı

ve yeşil filtrelerden elde edilen floresan şiddeti, yoğunluk profil grafiğine dönüştürülmüştür.

Kontrol örneğine ait floresan şiddeti Şekil 4.20’te işaretli formülasyon uygulanmış örneğe ait

olan ise Şekil 4.21’da sunulmuştur.
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Şekil 4.20 Kontrol numunesi olarak kadavra derisinin floresan mikroskop ile elde edilen kesit
görüntüsü ve kesit boyunca floresan şiddetinin yoğunluk profili

Şekil 4.21 İşaretli formülasyon uygulanan kadavra deri kesitinin floresan mikroskop görüntüsü ve
deri kesit boyunca floresan şiddetinin yoğunluk profili

Literatürde ise deri tabaklarında iki floresan boya ile işaretli formülasyon uygulandığında,

deri tabakalarındaki floresan şiddeti puanlanmış ve uygulanan lipozom boyutu küçüldükçe

SC’den dermis tabakasına doğru işaretli formülasyonun kümülatif birikim yüzdesi artmıştır.
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Lipozom büyüklüğü küçüldükçe formülasyonun daha derin deri tabakasına doğru ilerlediği

gösterilmiştir [115].

Ayrıca floresan mikroskop ile Z eksenindeki floresan dağılımı Z-stack modunda

görüntülenmiştir. Hazırlanan örneklerin hemen görüntüleme işlemi gerçekleştirilmiştir. Bu

yöntemle Z ekseninde alınan görüntüler Fiji imageJ programı ile işlenmiş ve 3 boyutlu

kontrol numunesinin görüntüsü Şekil 4.22a’da ve formülasyon uygulanan numunenin

görüntüsü Şekil 4.22b’de sunulmuştur.

Şekil 4.22 İşaretli formülasyon uygulanmış ve uygulanmamış kadavra derisinin Z-Stack
görüntüleme modunda elde edilen 3D görüntüleri

Bu 3 boyutlu görsellerin merkez kesiti kontrol numunesi için Şekil 4.23a’da, formülasyon

uygulanan numune için Şekil 4.23b’de sunulmuştur.

Şekil 4.23 İşaretli formülasyon uygulanmış ve uygulanmamış kadavra derisinden elde edilen 3D
görüntünün merkez kesiti

Görseldeki sadece yeşil ve kırmızı floresan dağılımını 3D projeksiyon işlem yöntemi ile

işlendiğinde kontrol numunesinin Şekil 4.24a görüldüğü gibi kırmızı otofloresana sahip

olduğu ve işaretli formülasyon uygulanan numunenin ise hem kırmızı hem de yeşil floresana

sahip olduğu 4.24b’de görülmektedir. Özellikle projeksiyon yöntemiyle elde edilen görselde

işaretli formülasyonun deri tabakasında izlediği yol belirgin şekilde görülmektedir.
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Şekil 4.24 Projeksiyon yöntemiyle işlenen kontrol ve işaretli formülasyon uygulanan kadavra
derisinin 3D görüntüsü

Z ekseni boyunca SC’den dermis tabakasına doğru alınan görüntülerdeki yeşil floresan

şiddetindeki değişim kontrol numunesi için Şekil 4.25a’da işaretli formülasyon uygulanan

deri numunesi için Şekil 4.25b’de sunulmuştur.
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Şekil 4.25 Z ekseni boyunca SC’den dermis tabakasına doğru yeşil floresan şiddetinin: a,kontrol;
b,formülasyon uygulanmış deri tabakası boyunca değişimi

Z ekseni boyunca SC’den dermis tabakasına doğru alınan görüntülerdeki kırmızı floresan

şiddetindeki değişim kontrol numunesi için Şekil 4.26a’da işaretli formülasyon uygulanan

deri numunesi için Şekil 4.26b’de sunulmuştur.
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Şekil 4.26 Z ekseni boyunca SC’den dermis tabakasına doğru kırmızı floresan şiddetinin: a,kontrol;
b,formülasyon uygulanmış deri tabakası boyunca değişimi

Farklı donörlerden alınan kadavra derisinin; kesit analizi ile elde edilen floresan mikroskop

görüntüsü (Şekil4.19a,b) ile Z-ekseninde elde edilen floresan mikroskop görüntüsünün

(Şekil 4.22a) sahip oldukları floresan özelliklerin donöre bağlı olarak farklılık gösterdiği

belirlenmiştir. Bu farklılığın bireysel biyomolekül kompozisyonu ve bunların floresan

özelliklerinin etkili olabileceği deriden gelen otofloresanı etkilediği açıktır.

Her iki görüntüleme yönteminde işaretli formülasyon uygulanan örneklerin SC’dan dermise

doğru hem kırmızı hem yeşil floresanda artış gösterdiği belirlenmiştir. Özellikle FITC ile
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yeşil işaretli formülasyonun dermis tabakasında yoğunlaştığı ve yeşil floresan şiddetinde

artışa yol açtığı belirlenmiştir. DilC18 ile kırmızı işaretli lipidlerin, SC’dan epidermise

doğru azalan bir floresan gösterdiği belirlenmiştir. Farklı yöntemler ile gerçekleştirilen

görüntüleme çalışmaları, lipozom formülasyonu uygulanan deri yapısında işaretli nisin

moleküllerinin, dermis tabakasında lokalize olduğunu göstermektedir. Birbirinden

bağımsız gerçekleştirilen deney süreçlerinde, nisin işaretleme adımı da dahil olmak üzere

yeni hazırlanan işaretli formülasyon ve farklı donörlerden elde edilen deri kullanıldığı

deneylerden, birbirine paralel sonuçlar elde edilmesi, yöntemin doğruluğu ve tekrar

edilebilirliğini desteklemektedir.

4.10. Lipozomların Biyouyumluluğunun Değerlendirilmesi

Lipozom formülasyonlarının biyouyumluluklarını değerlendirmek için insan dermal

fibroblast hücre hattı (HDF) ve insan keratinosit hücre hattı (HaCat) kullanılmıştır. Boş

lipozom formülasyonlarının her iki hücre hattına da uygulanmış ve sitotoksik özellik Şekil

4.27’de gösterilmiştir.

Şekil 4.27 Boş lipozom formülasyonlarının HaCAT ve HDF hücre hatlarındaki biyouyumluluğu
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Şekil 4.28 Lipozom formülasyonlarının HaCat hücre hatlarında hücre canlılığı üzerine etkisi a)
Nisin içeren formülasyonların ve nisin çözeltisinin b) AZM içeren formülasyonların ve
AZM çözeltisinin * P<0.05.

Formülasyonların HDF ve HaCat hücre hatlarındaki biyouyumluluk verileri incelendiğinde;

nisin yüklü lipozomal formülasyonlar, hem HDF hem de HaCat hücre hatlarında %70

üstünde hücre canlılığı göstermiştir. HaCat hücre hattında serbest nisin, lipozomal nisine

göre daha iyi biyouyumluluk gösterirken, HDF hücre hattında lipozomal formülasyonun

biyouyumluluğu daha yüksek belirlenmiştir. Tayeferad ve arkadaşları tarafından yapılan

çalışmada 1 mg/mL derişimdeki serbest nisinin, pozitif yüzey yükünün etkisinden dolayı
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formülasyon yapısındaki nisine göre fibroblast hücre hattında biyouyumluluğunun düşük

olduğunu bildirmişlerdir[116].

HaCat hücre hattındaki verilere göre serbest nisin derişimi arttıkça, sitotoksik etkinin aksine

hücre canlılığı artış göstermiştir. Mouritzen ve arkadaşları, serbest nisinin HaCat hücre

hattında, 1.56 µg/mL’den 50 µg/mL’ye kadar artan derişimlerde hücre canlılığını pozitif

yönde etkilediğini, 200 µg/mL’ye kadar tüm derişimlerde hücre canlılığını %70 üzerinde

belirlemişlerdir[117]. Nisin içeren formülasyonların HaCat ve HDF biyouyumlulukları

literatür verileri ile uyumlu bulunmuştur.
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Şekil 4.29 Lipozom formülasyonlarının insan dermal fibroblast hücre hatlarında hücre canlılığı
üzerine etkisi a) Nisin içeren formülasyonların ve nisin çözeltisinin b) AZM içeren
formülasyonların ve AZM çözeltisinin *P<0.05.

HaCat hücre hattında AZM içeren lipozomal formülasyonun biyouyumluluğu, serbest

AZM’ye göre anlamlı derecede yüksek belirlenmiştir. HDF hücre hattında, düşük

AZM derişimlerinde lipozomal formülasyonun biyouyumluluğu anlamlı derecede yüksek

bulunmuşken, yüksek derişimlerde serbest AZM ve lipozomal AZM hemen hemen aynı

biyouyumluluğu sergilemektedir. Rukavina ve arkadaşlarının verilerine göre HaCat hücre

hattında serbest AZM, 16 µg/mL derişimlerde yaklaşık %70 üzerinde hücre canlılığı
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gösterirken, bizim çalışmamızda bu derişim 25 µg/mL belirlenmiştir. Bu farklılığın hücre

canlılığını belirlemede kullanılan yöntemden kaynaklandığı düşünülmektedir.

HDF hücre hattında AZM’nin biyouyumluluğunu bildiren bir çalışmaya rastlanmamıştır.

Rukavina ve arkadaşları insan diploid fibroblast hücre hattında (MJ90hTERT) serbest

AZM’nin 4 µg/mL derişime kadar biyouyumlu olduğunu göstermişlerdir[27]. Çalışmamızda

AZM’nin HDF hücre hattında 3 µg/mL derişime kadar biyouyumlu bulunmuştur. Bu durum,

farklı fibroblast hücre hatlarının kullanılmasından kaynaklı olabileceği ve/veya yöntem

kaynaklı olabileceğini düşündürmektedir.

Kombine lipozomların biyouyumluluğu HaCat hücre hattında AZM yüklü lipozomlara

göre artış göstermiştir, bu durum nisinin biyouyumluluğu desteklediği yönünde

değerlendirilmiştir. HDF hücre hattında ise 12 µg/mL AZM derişimine kadar kombine

lipozom AZM yüklü lipozoma göre anlamlı derecede artan biyouyumluluk sergilerken,

yüksek dozlarda bir farklılık belirlenememiştir.

Keratinositler, epidermisin en yaygın hücre tipidir. Stratum bazal’da lokalize olan

keratinosit kök hücrelerinin farklılaşmasıyla oluşur ve SC’ye doğru hareket ederken

korneositlere farklılaşır. Keratinositler inflamasyon prosesinde, yara iyileşmesinde ve

immün yanıtta aktif rol üstlenir. Fibroblastlar ise dermis tabakasında bulunurlar ve

ana işlevleri, ektraselüler matriksin makromoleküllerinin sürekli salgılanmasıyla yapısal

bütünlüğü sağlamaktır[118]. Biyouyumluluk testleri değerlendirildiğinde HaCat hücre

hattında lipozomal formülasyonların biyouyumluluğu HDF hücre hattına göre daha

yüksektir. Deri penetrasyon adımları değerlendirildiğinde formülasyonun penetrasyonu

sırasında, biyouyumluluğun daha yüksek olan keratinosit hücrelerinden biyouyumluluk daha

az olan fibroblast hücrelerine doğru, etkin madde derişiminin düşeceği değerlendirildiğinde,

derinin etkin maddelere toleransı sıralaması açısından avantajlı görünmektedir.

4.11. Formülasyonlar ile SC etkileşiminin QCM-D ile incelenmesi

Nanopartiküllerin deri yoluyla vücuda girişinin hücre içi, hücreler arası (paracellular) ve

saç folikülleri yollarıyla olabileceği önerilmektedir. Formülasyonların ilk karşılaştığı tabaka
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olan SC üzerinden deri penetrasyonunda kullanılan nihai yol hakkında hâlâ spekülasyonlar

bulunmaktadır[119]. Bu noktadan yola çıkarak formülasyon özelliklerinin SC davranışı

üzerindeki etkisi incelenmiştir.

4.11.1. Yapıştırıcı Kalınlığının Optimizasyonu

Akrilik yapıştırıcı (DURO-TAK 87-900A; Henkel Corporation), QCM-D kristalinedoğrudan

uygulanamayacak kadar viskozdu. Yapıştırıcının altın sensör kaplama performansını

değerlendirmek için THF ile seyreltilmiştir. Altın sensörün homojen bir şekilde

kaplanabildiği en yüksek derişiminin Yapıştırıcı:THF, 1:4 (V/V) olduğu bulunmuştur.

Ancak, bu derişimde yapıştırıcı çok ağırdı ve kristalde herhangi bir salınımı tetikleyemedi.

Tetiklemeyi teşvik etmek için, Yapıştırıcı:THF oranı 1:8’e seyreltildi ve bu da kristallerde

birkaç harmonik salınımın başarılı bir şekilde tetiklenmesiyle sonuçlanmıştır. Ancak,

ölçümden sonra kuvartz kristalinin QCM-D ölçüm hücresine yapıştığı, kristalin zarar

görmesine ve hatta kırılmasına neden olduğu gözlemlendi.

Yapıştırıcı:THF oranı 1:16 iken SC ve altın yüzey arasında iyi bir yapışma sağlanmış;

kristalde 13. Overtona kadar tüm harmonikler uyarıldı. Daha düşük bir yapıştırıcı

derişiminin avantajlı olup olmayacağını görmek için, daha da seyreltilmiş biryapıştırıcı

(yapıştırıcı:THF, 1:20) test edildi. Yapışmanın zayıf olduğu ve SC’nin kuartz sensörlerinden

kolayca ayrıldığı gözlemlenmiştir Bu tür denemeler sonucunda, tüm harmoniklerin

uyarılabildiği ve SC’nin sıkı bir şekilde yapıştığı en uygun yapıştırıcı:THF oranının 1:16

olduğu belirlenmiştir.

Kristalin f ve D yanıtı, yapıştırıcı uygulanmadan önce, yapıştırıcı uygulandıktan sonra ve

yapıştırıcı kaplı kristalin SC katmanı ile kaplanmasından sonra ölçüldü. Test örneklerinden

birinin tüm bu aşamalarda alınan ölçümleri Şekil 4.30’de gösterildiği gibi birleştirilmiştir.

Sadece yapıştırıcı ile, ∆D, ∆f ’ye göre küçük olduğundan, yapıştırıcı tabakası QCM-D

kristaline güçlü bir şekilde yapışmış sert bir tabaka olarak kabul edilebilir. Bu nedenle,

kalınlığını hesaplamak için Sauerbrey eşitliği kullanılmıştır.
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4.11.2. SC’nin QCM-D sensörüne yapıştırılması

SC’nin ortalama kalınlığı yaklaşık olarak 10-20 µmdir[120]. Kadavra derisinden SC tabakası

izole edildikten sonra, tamamen nemli olan SC tabakasının çeşitli noktalarındaki kalınlığı

dijital mikrometre ile ölçülmüş ve ortalama kalınlık 27.8 ± 7.76 µm olarak bulunmuştur.

Şekil 3’te gösterilen sonuçlara göre, SC’nin kalınlığı Denklem 1 kullanılarak hesaplanmıştır.

Ayrıca, Denklem 1’e dayalı hesaplamalar, yapıştırıcı için kristal yüzeyindeki kütle artışının

25.8 ± 1.5 µg/cm² ve SC için 9.5 ± 2.1 µg/cm² olduğunu göstermektedir.

Şekil 4.30 QCM-D ile elde edilen f (mavi) ve D (kırmızı) verilerinin zamana karşı değişimi

Nemli olan SC kristallere monte edildiğinde, 7. harmoniğe kadar yanıt alınmıştır.

SC’nin yapıştırıcı kullanılarak başarıyla QCM-D kristaline monte edilebileceği

gösterildikten sonra, bu düzenek, farmasötik ve kozmetik alanlarda önemli sıvı

formülasyonlar olan lipozomların adsorpsiyon ve desorpsiyon süreçlerini gerçek zamanlı

olarak izlemek için kullanılmıştır.
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4.11.3. Altın Sensör ve Lipozom Formülasyonları ile Yapılan Ölçümler

Lipozom formülasyonlarının uygulanmasından sonra SC ölçümlerinde gözlemlenen ∆f ve

∆D değerleri Çizelge 4.19’de özetlenmiştir.

Altın Sensor SC-Kaplanmış Sensor

∆f ∆D ∆f ∆D

Boş Lipozom Formülasyonu -21.2 ± 2.2 0.4 ± 0.2 -7.9 ± 5.2 0.07 ± 1.9

Nisin Yüklü Lipozom Formülasyonu -23.5 ± 2.8 ≃0 -12.0 ± 3.3 1.6 ± 2.8

AZM Yüklü Lipozom Formülasyonu -24.5 ± 7.0 ≃0 -13.4 ± 0.4 -1 ± 5.4

Kombine Lipozom Formülasyonu -26.1 ± 2.9 0.5 ± 0.06 -19.5 ± 4.7 2.3 ± 4.4

Çizelge 4.19 Lipozom formülasyonlarının altın kuartz sensör ve SC kaplı altın kuartz sensör ile
etkileşimi sonucu elde edilen ∆f ve ∆D değerleri.

Lipozom formülasyonu ile altın kaplı kuvartz kristal arasındaki etkileşim sonucu f ve D

değişimlerine dair örnekler Şekil 4.31a; 4.32a; 4.33a; 4.34a’da gösterilmiştir.

Lipozomların birikmesiyle frekans başlangıca (0 Hz) göre 34−100 Hz arasında azalmakta

ve enerji kaybı başlangıca (0 birim) göre 5 - 30x 10−6 birim artmaktadır. f ve D’deki

bu büyük kaymalar, yumuşak ve dissipassive özellikteki veziküller olan lipozomların

birikimini göstermektedir. Bu gözlemler, daha önce bildirilen sonuçlarla benzerdir [121];

Ancak, Keller ve Kasemo’nun bu raporu, vesiküllerin su yıkama adımındaki durumunu

göstermemektedir. Çalışmamızda, vesiküllerin adsorpsiyon sonrası sağlam olduğu, ancak

suya maruz kaldıklarında hemen sonra çözülüp çift katmanlara dönüştüğü belirlenmiştir. Bu

durum, ∆f ’nin -20 Hz’ye artış göstermesiyle, çift katmanlara karşılık gelen bir değişimle

açıklanır ve bu açıkça görülmektedir. Vesikülden çift katmana dönüşüm, özellikle ∆D

kaymasındaki değişimlerle daha belirgin hale gelir; bu değer neredeyse sıfıra düşer. Bu,

vesiküllerin lipid çift katmanlarına altın yüzey üzerinde dönüştüğünün açık bir göstergesidir.
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Bu değişimler, sıkı bir şekilde paketlenmiş sağlam lipid vesiküllerinin adsorpsiyonunu

göstermektedir[122, 123]

İlaç yüklü lipozomlarla yapılan ölçümlerde frekansta 20-25 Hz kadar sistematik bir artış

gözlenmiştir (Şekil4.32a; 4.33a; 4.34a) Bu durum, QCM-D tekniği ile boş ve ilaç yüklü

lipozomlar arasında ayrım yapılabildiğini göstermektedir.
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Şekil 4.31 QCM-D ile ölçülen boş lipozom formülasyonunun altın kaplı kuartz sensör (a) ve SC (b)
ile etkileşimi: ∆f (mavi) ve ∆D (kırmızı) değişimi
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Şekil 4.32 QCM-D ile ölçülen nisin yüklü lipozom formülasyonunun altın kaplı kuartz sensör (a) ve
SC (b) ile etkileşimi: ∆f (mavi) ve ∆D (kırmızı) değişimi
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Şekil 4.33 QCM-D ile ölçülen AZM yüklü lipozom formülasyonunun altın kaplı kuartz sensör (a) ve
SC (b) ile etkileşimi: ∆f (mavi) ve ∆D (kırmızı) değişimi
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Şekil 4.34 QCM-D ile ölçülen kombine lipozom formülasyonunun altın kaplı kuartz sensör (a) ve
SC (b) ile etkileşimi: ∆f (mavi) ve ∆D (kırmızı) değişimi

4.11.4. SC ve Lipozom Formülasyonları ile Yapılan Ölçümler

SC ile kaplı altın kuvars sensörü ve lipozom formülasyonları arasındaki etkileşimler Şekil

4.31b; 4.32b; 4.33b; 4.34b’de sunulmuş ve Çizelge 4.19’de özetlenmiştir.

102



Altın sensöre doğrudan uygulandığı durumunda olduğu gibi, boş ve ilaç yüklü lipozomların

frekansındaki farklar, QCM-D’nin lipozomlardaki ilacın varlığını tanıyabilme yeteneğini

göstermektedir. Ancak, beklenildiği gibi, lipozomların SC üzerindeki etkileşimleri farklıdır.

İlk olarak, frekans kaymaları, lipozomların sıkıca paketlenmiş lipid tabakası olarak

biriktirildiğini gösterir; bu altın üzerindeki, önce vezikül birikimi ardından çift tabaka

oluşturulmasıyla gerçekleşen 2 adımlı bir süreçten farklıdır.

İkinci olarak, SC üzerindeki adsorpsiyon sürecinin kinetiği, altın yüzeyindeki sürece göre

belirgin şekilde daha yavaştır. Altın yüzeyde, veziküllerin birikimi ve çift katmanlara

dönüşümü oldukça hızlı gerçekleşirken, SC üzerinde bu süreç daha karmaşık etkileşimler

sergiler. Lipozomlar, tek bir adımda SLBs olarak birikmek üzere parçalanır. SC üzerindeki

vezikül parçalanması, ilaç salımı açısından önemli sonuçlar doğurur. Nanopartiküllerin

yüzeylere adsorpsiyon davranışını inceleyen bir çalışmada, nanopartiküllerin hidrofobik

yüzeylere sağlam olarak adsorbe olduğu, hafif polar yüzeylerde ise parçalandığı

gösterilmiştir[124]. Bu parçalanmanın, nanopartiküllere dahil edilen ilaçların salımını

kolaylaştırdığı ileri sürülmüştür. Biz de çalışmamızda veziküllere dahil edilen ilaçların salımı

için benzer bir senaryo önermekteyiz. Veziküllerin çift katmanlara dönüşümü, bu dönüşüm

altın benzeri yüzeylerde iki aşamalı bir süreç ya da SC üzerinde tek aşamalı bir süreç olsun,

veziküllerden ilaç salımını kolaylaştırmaktadır.

Üçüncü olarak, SC üzerindeki ∆f ilk etapta hafifçe azalırken, bu azalma deri hidrasyonu

sırasında gerçekleşir. Buna karşılık, altın yüzeyde veziküllerin adsorpsiyonu sırasında ∆f

sürekli ve belirgin bir şekilde azalır. D ise daha karmaşık bir şekilde değişim gösterir. Suya

maruz kalındığında D başlangıçta azalır, ardından lipozomal adsorpsiyon sırasında ya artar

ya da sabit kalır. Görünüşe göre SC, lipozomlarla etkileşirken karmaşık bir yapısal değişim

geçirmektedir. Daha da önemlisi, bu sonuçlar SC’nin sertliğinin suya maruz kaldığında

arttığını, ardından lipozomlarla etkileşim sonucunda SC’nin daha yumuşak hale geldiğini

göstermektedir. Bu, muhtemelen lipozomların SC üzerinde birikmesiyle ilişkilidir.

Şekil 4.32, Şekil 4.33 ve Çizelge 4.19’deki veriler, nisin ve AZM’nin altın ve SC

kaplı sensörlerde kütle (∆f ) açısından benzer adsorpsiyon davranışları sergilediğini

103



göstermektedir.

Altın sensör üzerinde, her iki lipozom da katı ve kompakt katmanlar oluşturur (∆D ≈ 0).

SC kaplı sensörde ise nisin daha viskoelastik ve yumuşak bir katman oluştururken (∆D =

1.6), AZM nispeten daha sert bir katman oluşturur (∆D =−1). Martin ve arkadaşlarının

raporuna göre, hidrofilik ilaçlar vezikülün sulu çekirdeğinde kapsüllenebilirken, amfifilik,

lipofilik ve yüklü hidrofilik ilaçlar, hidrofobik ve/veya elektrostatik etkileşimler yoluyla

vezikül çift tabakasıyla etkileşime girebilir [108]. Nisinin katyonik ve amfipatik yapısı

göz önüne alındığında, lipozomal yapı içerisindeki lokalizasyonunu etkileyebileceği ve çift

tabaka içinde yer almasına da olanak sağlayabileceği düşünülmektedir. Ayrıca, vezikül

kompozisyonunun boyut, yük, termodinamik faz, lamelli yapı ve çift tabaka yapısının

elastikiyeti gibi çeşitli fizikokimyasal özellikleri etkilediği bilinmektedir [125].

Zhang ve arkadaşları, AZM çözeltisinin yükünün, çevresel ortamın iyonik gücü ve pH

değerine bağlı olduğunu bildirmiştir [126]. Lipozomal formülasyonların hazırlanmasında

kullanılan HPLC kalitesinde saflaştırılmış su (pH:6−7) ortamında, AZM protonlanmış

formunda bulunmaktadır. Nisinin amfipatik yapısı ve katyonik yükü, daha viskoelastik

ve yumuşak bir katman oluşumuna neden olurken, AZM’nin hidrofobik doğası ve daha

yüksek zeta potansiyeli, daha sert bir katman oluşumuna yol açmaktadır. Daha az negatif

zeta potansiyeline (−11.4) sahip nisin yüklü lipozomlar, SC’nin negatif yüklü bileşenleri

ile daha az itici etkileşime girebilir ve böylece daha gevşek bağlanmış, viskoelastik bir

katman oluşumuna yol açabilir. Daha büyük negatif zeta potansiyeline (−30.2) sahip AZM,

daha güçlü itici etkileşimler oluşturarak böylece daha sıkı ve sert paketlenmiş yapı ile

sonuçlanabilir.

SC sensör üzerindeki ∆D’deki farklılıklar, ilaç kapsülleme ve lipozom kompozisyonu gibi

faktörlerin, yüzey etkileşim dinamiklerini etkilediğini ve adsorbe olmuş katmanlarda farklı

viskoelastik özelliklere yol açtığını göstermektedir[121].

Küçük veziküllerin yüzeyde lipid çift tabaka oluşturmak için bir araya gelmesi süreçleri

hala tam aydınlatılmış değildir. Bu süreçlerin anlaşılması, temel hücresel süreçlerin de

aydınlatılmasını sağlar, lipid vezikülleri ile yüzeyler arasındaki etkileşimin anlaşılmasına
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katkıda bulunur. Keller ve arkadaşları yüzey özelliklerinin veziküllerin adsorpsiyon

davranışını ve çift tabaka oluşumunun kinetiğini etkilediğini bildirmişlerdir[121]. Bu

mekanizma, lipozom formülasyonlarının altın kristal yüzeylerde ve SC yüzeylerinde

sergilediği farklı adsorpsiyon davranışları için kanıt sağlar. Salafsky ve arkadaşları

tarafından, protein içeren veziküllerden çift tabakaların oluşumu üzerine yaptığı deneysel bir

çalışmada, proteinlerin vezikülün dış yüzeyinden uzaklaştığı gösterilmiştir [127]. Destekli

bir membranın önemli yapısal ve işlevsel özelliklerinin, protein içeren veziküllerden nasıl

oluşturulduğuna bağlı olduğunu vurgulamak önemlidir. Çalışmamız, QCM-D tekniğinin

SC ve lipozomlar arasındaki etkileşimleri anlamaya dair değerli veriler sunabileceğini

göstermektedir.

4.12. Mikrobiyoloji Çalışmaları

Agar kuyu difüzyon testi sonuçları Çizelge 4.20’de sunulmuştur. Boş lipozom formülasyonu

için herhangi bir görünür inhibisyon zonu tespit edilmemiştir. AZM, nisin ve kombine

lipozom formülasyonları, aynı etkin maddeleri içeren kontrol çözeltilerine kıyasla inhibisyon

zonunda artış sergilemiştir (Şekil 4.35).

Şekil 4.35 Kontroller ve lipozom formülasyonları için inhibisyon zonu. A) AZM kontrol ve AZM
yüklü lipozom formülasyonu, B) Nisin kontrol ve Nisin yüklü lipozom formülasyonu, C)
AZM-nisin kontrolü ve Kombine Lipozom Formülasyonu, D) Boş lipozom formülasyonu
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Formülasyon İnhibisyon Zonu3

AZM Kontrol1 30

AZM yüklü Lipozom1 31

Nisin Kontrol2 Zon yok

Nisin yüklü Lipozom2 10

AZM-Nisin Kontrol1,2 32

Kombine Lipozom1,2 33

1:AZM derişimi 1000 µg/mL

2:Nisin derişimi 50 µg/mL

3:inhibisyon zonunun çapını mm olarak ifade eder

Çizelge 4.20 Agar kuyu difüzyon testi sonuçları

Broth mikrodilüsyon testi sonuçları Çizelge 4.21’da sunulmuştur. Beklenildiği gibi,

boş lipozomlar için herhangi bir antimikrobiyal aktivite tespit edilmemiştir. Lipozom

formülasyonları, test edilen tüm etkin maddeler için MIC değerlerinde iyileştirme

göstermemiştir.
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Formülasyon MIC µg/mL

AZM Kontrol 7.8

AZM yüklü Lipozom 7.8

Nisin kontrol 25

Nisin yüklü Lipozom 50

AZM-Nisin kontrol AZM: 7.8

Nisin: 0.39

Kombine Lipozom AZM:7.8

Nisin:0.39

Çizelge 4.21 Kontroller ve lipozom formülasyonları için minimum inhibisyon konsantrasyonları

Bir sonraki araştırma sorusu olarak, lipozom formülasyonlarının biyofilm eradikasyonu

üzerinde bir etkisi olup olmadığı araştırılmıştır. Bu amaçla, kontrollerin ve

lipozom formülasyonlarının, önceden oluşturulmuş biyofilmleri inhibe etme yeteneği

incelenmiştir(Şekil 4.36).
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Şekil 4.36 Antibiyofilm aktivitesi (S. aureus ATCC 29213 ile önceden oluşturulmuş biyofilme
karşı). (****p<0.0001, ** = p < 0.01, *p < 0.05).

Minimum biyofilm eredikasyon konsantrasyonu (MBEC), kontrole kıyasla biyofilmi

%99.9’a kadar eradikasyona uğratan konsantrasyondur. Test edilen formülasyon ve

kontrol numunelerinde MBEC elde edilememiştir. Ancak, AZM-lipozom için görece

yüksek derişimlerde (500 ve 250 µg/ml) %50 veya daha fazla biyofilm eradikasyonu

gözlemlenmiştir. Kombine lipozom formülasyonları 32-500µg/mL derişim aralığında, S.

Aureus ile önceden oluşturulmuş biyofilmin %50’sini inhibe etmiştir. Ortalama biyofilm

eradikasyonu, test edilen en yüksek derişim olan 50 µg/mL derişimde, nisin için %59.38

ve nisin yüklü lipozom formülasyonu için %40.18’e ulaşmıştır. Diğer daha düşük nisin

derişimlerinin biyofilm eradikasyonunda etkisi olmağı belirlenmiştir.

Bakteriyel biyofilmlerin, ilaçların biyofilm matrisine nüfuz etme zorluğundan dolayı

planktonik bakterilere kıyasla daha dirençli olduğu gösterilmiştir[128]. Genel olarak, AZM

içeren lipozom formülasyonları, serbest etkin madde içeren kontrollere kıyasla antibiyofilm

etkiyi iyileştirmiştir.

Mouritzen ve arkadaşlarının nisinin yara iyileşme sürecinde immunomodülatör etkisi

ve biyouyumluluğunun bir arada değerlendirildiği çalışma verilerinden[117] yola

çıkarak hazırlamış olduğumuz kombine lipozom formülasyonunun artmış antimikrobiyal

aktivitesinin yanısıra, yara iyileşme sürecindeki enfeksiyonların tedavisinde avantaj

sağlayacağı değerlendirilmektedir. Kombine lipozom formülasyonunun antimikrobiyal

aktivitesi, serbest etkin maddeler içeren kontrol çözeltisine göre nispeten artış göstermiştir.
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Biyofilm oluşturan bakterilerin, planktonik olanlara karşı daha fazla direnç gösterdiği

bilinirken, deri enfeksiyonlarının yaygın patojeni olan S. Aureus tarafından oluşturulan

biyofilm eredikasyonu formülasyon ve kontrol muamelesi sonrası değerlendirilmiştir. Boş

lipozom formülasyonu tek başına bakteriyel zone inhibisyonu ve antibiyofilm etkinlik

göstermez iken, kombine lipozom formülasyonu, serbest nisin ve AZM içeren kontrol

çözeltisine kıyasla anlamlı derecede antibiyofilm etkinlik göstermektedir.

Nisin ve AZM içeren kombine lipozom formülasyonu antimikrobiyal ve antifiyofilm etkinliği

değerlendirildiğinde, yeni bir transdermal formülasyon olmayı vaadetmektedir.
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5. YORUM

Tez çalışması kapsamında, antimikrobiyal terapötik ve antimikrobiyal peptit (AMP)

kombinasyonu içeren sinerjik etkili lipozom formülasyonu geliştirilmesi ve in vitro/ex vivo

çalışmalar ile değerlendirilmesi amaçlanmıştır.

Nisin, Gram pozitif ve Gram negatif patojenlere karşı antimikrobiyal aktiviteye sahip

bir peptittir. Özellikle dermal enfeksiyonların en yaygın patojeni olan S. aureus’un

inhibisyonunda oldukça etkilidir.

Nisin analizi için literatürde kullanılan yöntemlerden öncelikle BCA kit analizi tercih

edilmiştir[22, 23, 129]. Ancak, hazırlamış olduğumuz nisin içermeyen lipozomal

formülasyonların, BCA kit analiz sonuçlarında yanlış pozitif sonuç verdiği ve çok yüksek

protein varlığı tespit ettiği belirlenmiştir. BCA yöntemi, bizim çalışma koşullarımızda

spesifiklik kriterini sağlamadığından nisin tespitinde kullanılmak üzere CBQCA yöntemine

geçilmiştir. CBQCA yönteminin belirlenmesinde etkili olan parametreler, yöntemin çalışma

aralığının, tayin sınırının ng düzeyinde protein tespitine olanak sağlaması olması ve lipozom

bileşenlerini içeren koşullarda nisine spesifiklik göstermesidir. Formülasyonlara ait EE ve

IVRT çalışmalarında CBQCA yöntemi tercih edilmiş ve başarıyla kullanılmıştır.

IVPT çalışmalarına başlandığında, kadavra derisinden gelen yüksek protein girişimi

nedeniyle CBQCA yöntemi kullanılamamıştır. Bu sınırlılığın üstesinden gelmek için

literatürde kullanılan HPLC yöntemi ön çalışmaları yapılmıştır. HPLC yönteminin

tayin sınırının IVPT koşullarında beklenen derişimleri belirlemek için yetersiz olduğu

görülmüştür. Ayrıca stok nisinin yüksek saflıkta olmayışı, nisin kromatogramı, diğer

proteinlere ait olduğu düşünülen bir çok pike sahiptir. Nisinin alıkonma zamanına

ilişkin literatürlerde iki farklı zamanı olduğu görüşmüştür. Bu farklı verilerin kolon

seçimlerinden kaynaklandığı düşünülmekle birlikte, bizim elde ettiğimiz kromatogramda,

literatürde bildirilen her iki alıkonma zamanlarında pik belirlenmiştir. Nisin tespitine yönelik

olarak HPLC yönteminin hem spesifiklik hem de tayin sınırları bakımından bizim çalışma

koşullarımıza uygun olmadığına karar verilmiştir.

110



Gıda koruyucusu olarak yaygın olarak kullanılan nisinin gıda matriks koşullarında

LC-MS/MS analizine yönelik bir çok çalışma[100, 101] bulunmakla birlikte, peynirde nisin

analizine yönelik ISO standardı da vardır[102]. Çalışmamızdaki diğer etkin madde olan

AZM’nin sink koşulu sağladığı IVPT reseptör ortamında, nisin analizi için LC-MS/MS

yönteminin validasyonunu yapmak ve düşük derişimlerde nisin analiz edebilmek için tercih

edilmiştir. Ancak LC-MS/MS yöntemi nisin içeren reseptör faz içerisinde çalışmamıştır.

Sürfaktanların yüzey aktif özellikleri nedeniyle proteinlerin özelliklerini değiştirebileceği

bilinmektedir[130]. Bu özelliklerinden dolayı sürfaktanlar, kütle spektroskopisinde iyon

baskılanmasına veya artışına yol açarak sinyali etkileyebilir. Bu bilgiler ışığında reseptör

ortamda kullanılan noniyonik sürfaktan olan Tween 20’nin LC-MS/MS analizinde nisin

sinyalini etkilediği düşünülmektedir.

Nisin analiz metodunun deneysel parametrelerden etkilenmesi, çalışmanın sınırlayıcı ve en

zorlayıcı adımını oluşturmuştur.

AZM, geniş spektrumlu makrolid grubu bir antibiyotik olup, düşük çözünürlük özellikleri

nedeniyle biyoyararlanımı düşüktür. Ayrıca, S. aureus’un en fazla direnç geliştirdiği

antibiyotiktir ve oral yolla alındığında pek çok istenmeyen yan etkilere neden olmaktadır.

Bu nedenle, enfeksiyon tedavisinde topikal uygulamasının bir avantaj olabileceği

düşünülmüştür.

Son yıllarda antibiyotiklere karşı gelişen direnç nedeniyle, AMP ile kombinasyon

yaklaşımları klinikte başarılı sonuçlar vermiştir. AMP’ler hücre membranı ile etkileşerek,

hızlı bir şekilde hücre ölümüne neden olmaktadır. Ancak, bu peptitlerin penetrasyonları,

hücre duvarının lipopolisakkarit yapısı nedeniyle kısıtlıdır. Ayrıca, AMP’ler kısa yarılanma

ömrüne sahip olup, toksik etki gösterme potansiyeline sahiptirler. Lipozom formülasyonları

hücre membranına benzer yapıları nedeniyle AMP’lerin penetrasyonunu arttırabilecek

formülasyonlardır. Bu kapsamda çalışmamızda, AMP’lerin lipozomlar içine enkapsüle

edilerek olası toksik etkilerinin önlenmesi ve çevresel faktörlerden korunması planlanmıştır.
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Tez çalışmaları kapsamında öncelikle lipozomların yapısal üstünlükleri ve avantajları göz

önüne alınarak, nisin ve AZM yüklü kombine lipozom formülasyonlarının enfeksiyon

tedavisindeki rolü araştırılmıştır. Bu amaçla, farklı lipit türevlerinin formülasyon

karakterizasyon parametreleri üzerindeki etkilerini incelemek için etkin madde içeren

lipozomlar, farklı lipitler ve yöntemler kullanılarak hazırlanmış, optimizasyon ve

karakterizasyon (partikül büyüklüğü, polidispersite indeksi ve zeta potansiyel ölçümleri,

morfolojik özellikler, enkapsülasyon etkinliği ve stabilite) çalışmaları yürütülmüştür.

Formülasyonlardaki nisin %EE, hidrofilik maddeler için beklenenden yüksek tespit

edilmiştir. Nisinin nötral pH’da hidrofilik karakter gösterdiği bilinmektedir. Ancak

peptid yapısındaki bu molekül amfipatik karaktere sahiptir ve lipozom yapısında, sadece

lipozomal yapının çekirdek bölümündeki sulu faz içerisinde değil aynı zamanda lipid

membran yapısıyla da etkileşimde bulunarak lipozom yüzeyinde veya lipid yapıya

gömülerek yerleşebilir. Artmış %EE nisinin fosfolipid membran yapısı ile etkileşiminden

kaynaklanabilir.

Lipozomal formülasyona yüklenen nisin derişimi arttırılarak formülasyonlar hazırlanmıştır.

Ancak hazırlanan formülasyonların stabil kalmadığı ve birinci gün lipozomal yapıdan

ayrılarak çökeldiği görülmüştür. Temin edilen nisin stoğunun %2 derişime sahip olması

ve peptit stabilitesinin korunması için diğer bileşimin tuzdan oluştuğu bilinmektedir.

Nisin yüklü lipozom formülasyonları hazırlarken sulu fazın lipozom yapısı üzerine etkisi

incelenmişti. Bu çalışmalarda tuz içeren sulu fazların lipozom oluşumunu ve stabilitesini

olumsuz yönde etkilediğini belirlemiştik. Nisin konsantrasyonunu arttırarak yaptığımız

denemelerin stok nisin içerisinde bulunan tuz konsantrasyonunundan kaynaklı olarak

lipozom stabilitesini olumsuz etkilediğini düşünüyoruz. Bu gerekçelerle topikal uygulanan

formülasyondaki nisin konsantrasyonu, S. aureus’un MIC’nunun altındadır. Ancak

hazırladığımız formülasyonda bulunan nisinin, bakteriyel membran yapısını etkileyerek

AZM’nin etkinliğini arttırabileceğini öngörmüştük. Elde ettiğimiz antimikrobiyal aktivite

ve antibiyofilm sonuçları bu savımızı destekler niteliktedir.
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AZM içeren formülasyonların IVRT ve IVPT sonuçları değerlendirildiğinde salım

ortamındaki AZM derişimi, hedef patojen olan S. aureus’un MIC’nunun üzerindedir.

Ayrıca kombine lipozomlar, AZM lipozomlara göre artmış antimikrobiyal ve antibiyofilm

aktivite göstermişlerdir. Formülasyondaki nisin konsantrasyonu tek başına etkin bir

antimikrobiyal etkiye sahip olmasa da kombine lipozom formülasyonu ile AZM’nin

antimikrobiyal ve antibiyofilm etkinliğini arttırmıştır.

Nisin, kombine lipozom formülasyonunun biyouyumluluğunu arttırmıştır. Formülasyondaki

nisin derişimi dermal HaCat ve HDF hücre hatlarında sitotoksik etki göstermemekle birlikte,

sitotoksik etki gösteren AZM’nin biyouyumluluğunu kombine lipozom formülasyonunda

birlikte uygulanmasıyla desteklediği belirlenmiştir.

Ex vivo penetrasyon ve görüntüleme çalışmalarında, hem işaretli lipidlerin hem de işaretli

nisinin SC bariyerini aşarak dermis tabakasına doğru penetre olduğu hem deri kesit hem

de Z Stack görüntülerde belirlenmiştir. İşaretli nisinin dermiş tabakasında diğer deri

katmanlarına göre daha fazla lokalize olduğu, diğer yandan işaretli lipidlerinde dermis

tabakasına doğru ilerlediği ancak en yüksek SC tabakasında lokalizasyonu görüntülenmiştir.

Nisinin SC tabakasından daha hızlı penetrasyonu, nisinin bakteriyel membran yapısını

etkilediği mekanizmaya benzer şekilde lipidik yapıdaki deri katmanlarını aşmasını sağlayan

bir etkileşim göstermiş olabileceğini destekler niteliktedir.

IVPT sonuçları değerlendirildiğinde, AZM’nin reseptör tespit edilmesi formülasyonun

intradermal etki gösterdiği ve sistemik dolaşıma katılabileceğini göstermektedir. Bu

durum her ne kadar AZM’nin neden olduğu sistemik yan etkilere hazırlamış olduğumuz

formülasyonun da sahip olabileceğini gösterse de; AZM’nin epitel hücrelerdeki yüksek

tutulumu değerlendirildiğinde pek mümkün görünmemektedir. Oral yolla alınan AZM

öncelikle dolaşıma katıldığı için, kalp epitellerinde yüksek düzeyde tutulum gösterir ve

en yaygın görülen yan etkilerinden olan kardiyoasküler sistemi etkiler. Ancak dermal

yolla uygulanan formülasyon, ilk etkileştiği doku olan derinin epitel hücre yoğunluğu

değerlendirildiğinde, etkin dozda AZM’nin hedeflenen bölge olan deride birikeceği
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değerlendirilmektedir. Böylece sistemik yan etki azaltılırken, hedef doku ola derideki

antimikrobiyal etki arttırılacaktır.

Optimize edilen lipozomların IVRT, IVPT, görüntüleme, hücre kültürü ve antimikrobiyal

aktivite çalışmalarıyla etkinlik ve güvenirlikleri değerlendirilmiştir. Sonuç olarak, piyasada

bulunan konvansiyonel preparatlara alternatif olabilecek nanoformülasyonlar geliştirilmiş ve

bu formülasyonların etkinliği in vitro şartlarda kanıtlanmıştır.

İkinci bir yaklaşım olarak da, QCM-D tekniğinin lipozomların etkinliklerinin

değerlendirilmesinde yeni bir araç olarak kullanılabilme potansiyeli araştırılmıştır. Bu

kapsamda, tez çalışmalarının bir bölümü Rutgers Üniversitesi Ernest Mario Eczacılık

Fakültesi / Center for Dermal Research (CDR) / Laboratory for Drug Delivery (LDD)’nda

yürütülmüştür. Özellikle dermal/transdermal ilaç taşıyıcı sistemler alanında pek çok

çalışmanın yürütüldüğü araştırma laboratuvarında, lipozom formülasyonları hazırlanmış,

Franz difüzyon hücreleri ve QCM-D tekniği kullanılarak etkinlikleri değerlendirilmiştir.

Formülasyonlar insan kadavra derisi üzerine uygulanmış ve SC etkileşimi sonucunda kütle

artışı (∆f ) ve yüzey viskoelastik (∆D) özellik değişim parametreleri incelenmiştir.

Lipozom formülasyonların uygulandığı SC ve altın sensör etkileşimleri kütle artışı

bakımından ele alındığında, ilaç yüklü lipozom formülasyonlarının boş lipozomlara kıyasla

artan kütleye sahip olduğu belirlenmiştir. Bu durum etkin maddelerin lipozomal yapıya

yüklendiğini desteklemektedir. Farklı lipozomal formülasyonlar altın sensör ile benzer

yüzey etkileşimleri gösterirken; SC ile etkileşimleri incelendiğinde, hem altın sensör ile olan

etkileşim mekanizmasından farklı davranış sergiledikleri hem de her bir formülasyonun SC

ile etkileşimlerinin benzersiz olduğu görülmüştür. Bu durum SC’nin kompleks yapısının

formülasyondaki etkin maddeye de duyarlı olarak etkileşim sergilediği belirlenmiştir. Nisin

yüklü formülasyon viskoelastik özellik gösterirken, AZM yüklü formülasyon daha rijit SLB

oluşturmuştur. Bu etkileşim maddelerin sahip olduğu hidrofobik veya hidrofilik doğasına

bağlı olabilir ve/veya daha kompleks etkileşimlerden kaynaklanabilir.

QCM-D tekniğinin ilk defa bu alanda kullanılması literatüre yenilik getirmiştir. Bu teknik ile

yapılan çalışmalar, farmasötik veya kozmetik etkili nanoformülasyonların özellikle dermal
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etkileşim performanslarının klinik öncesi ex-vivo çalışmalar ile değerlendirilmesinde önemli

bir teknik olarak sunulmuştur. Gerçekleştirilen tüm çalışmalar, dermal alanda uygulanan yeni

tekniklerin ülkemizde de uygulanabilmesine olanak sağlayacaktır.
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[12] İpek Eroğlu and Mamudu İbrahim. Liposome–ligand conjugates: a review on

the current state of art. Journal of drug targeting, 28(3):225–244, 2020.

[13] Jun Lei, Lichun Sun, Siyu Huang, Chenhong Zhu, Ping Li, Jun He, Vienna

Mackey, David H Coy, and Quanyong He. The antimicrobial peptides and their

potential clinical applications. American Journal of Translational Research,

11(7):3919–3931, 2019.

[14] Anja Pfalzgraff, Klaus Brandenburg, and Günther Weindl. Antimicrobial

peptides and their therapeutic potential for bacterial skin infections and wounds.

Frontiers in pharmacology, 9:352601, 2018.

[15] Alexander Dart, Mrinal Bhave, and Peter Kingshott. Antimicrobial

peptide-based electrospun fibers for wound healing applications.

Macromolecular bioscience, 19(9):1800488, 2019.

117



[16] Minqi Wang and Tingting Tang. Surface treatment strategies to combat

implant-related infection from the beginning. Journal of orthopaedic

translation, 17:42–54, 2019.

[17] Weike Chen, Su Yang, Shuxin Li, John C Lang, Chuanbin Mao, Peter

Kroll, Liping Tang, and He Dong. Self-assembled peptide nanofibers display

natural antimicrobial peptides to selectively kill bacteria without compromising

cytocompatibility. ACS applied materials & interfaces, 11(32):28681–28689,

2019.

[18] Letı́cia Coli Louvisse de Abreu, Valerio Todaro, Plinio Cunha Sathler,
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