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OZET

Sarisozen, C. Anjioplasti’"de Kullamlmak Uzere Biyoparcalamr Stent
Formiilasyonlarimin  Gelistirilmesi ve In Vitro Degerlendirilmelerine Iliskin
Cahsmalar, Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii, Farmasotik
Teknoloji Program Bilim Uzmanhg1 Tezi, Ankara, 2006. Stentler kardiyolojide
daralan koroner damarlarin agilmasi ic¢in yaygin olarak kullanilan medikal
cihazlardir. Metalik yapilar1 sayesinde damarin i¢inde bir destek yapisi olusturular ve
olas1 bir tekrar daralmanin (restenoz) oniine gegerler. Ancak mekanik engellemeye
ragmen hastalarda restenoz goriilme sikligi % 10-30 civarindadir. Stentlerin
restenoza yol acan hiicresel olaylar iizerinde etkilerinin olamamasindan kaynaklanan
bu klinik tabloya stent-i¢i restenoz ad1 verilmektedir. Stent-i¢i restenozun giderilmesi
icin son yillarda ilag salan stentler gelistirilmistir. Etkin maddenin kontrollii ve uzun
stireli salimiyla restenozun 6nlenmesi planlanmistir. Stent-i¢i restenozu engelleyerek
gbrevini yerine getiren stentler uzun yillar hastanin viicudunda yabanci bir materyal
olarak kalmakta ve uzun vadede klinik olarak yol acabilecekleri sonuglar
bilinmemektedir. Bu durum gozoniine alinarak, PLGA (75:25) ve (50:50) polimerleri
kullanilarak ilag salan biyoparcalanir stentler hazirlanmistir. Ayrica metalik stentler
lizerine kaplama yapilarak ilag salan stent formiilasyonlar1 da gelistirilmistir. Her iki
yapidan ila¢ saliminin uzatilmasi amaciyla 2> faktoriyel tasarimi kullamlarak kitosan
mikrokiirelerinin formiilasyonlar1 hazirlanmigtir. Prednizolon asetat model ilag
olarak secilmis ve mikrokiireler i¢ine yiliklenmis, ayrica PLGA polimerlerinin
icerisinde etkin madde olarak prednizolon asetat ve prednizolon asetat yiikli
mikrokiireler disperse edilmistir. Hazirlanan prednizolon asetat yiiklii kitosan
mikrokiirelerinin in vitro karakterizasyon c¢aligmalar1 yapilmig, biyopargalanir
stentlerin ve polimer kapli metalik stentlerin yiizey oOzellikleri ile in vitro salim
ozellikleri incelenmistir. Yapilan c¢alismalar sonucunda etkin madde igeren
biyoparcalanir stentlerden salimin mikrokiirelere gore daha yavas oldugu
gbzlenmigtir. En uzun salim mikrokiire iceren biyopargalanir stentlerden elde
edilmistir. Stentler mekanik direnglerini salim siiresince korumuslardir. Polimer kaplh
stentlerden ise bir ay boyunca ila¢ salimi takip edilmistir. Organizma ile uyumlu
biyoparcalanir 6zellikte olan, restenozun 6nlenmesi i¢in kullanilmasi dngdriilen stent
sekilleri tizerinde formiilasyon ve karakterizasyon caligsmalari yapilmistir. Sonug
olarak, anjioplastide kullanilmaya aday olabilecek etkin madde/etkin madde yiiklii
mikrokiire igeren biyoparcalanir stentler ve biyoparcgalanir polimerle kapli stentlerin
formiile edilebildigi gézlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Kardiyovaskiiler stent, kitosan mikrokiire, prednizolon asetat,
anjioplasti, restenoz.

Destekleyen Kurum: H.UB.AB. Kapsamli Arastirma Projesi (Proje No:
0302301007)



vi

ABSTRACT

Sarisozen C., Development and in-vitro studies for the evaluation of the
biodegradable stent formulations intended for use in angioplasty, Hacettepe
University Institute of Health, Master of Science Thesis in Pharmaceutical
Technology, Ankara 2006. Stents are the medical devices which are widely used
for the enlargement of the veins. Due to their metallic structure, they provide
support for the veins, and prevent a possible re-stenosis. The reoccurrence
percentage of restenosis varies between 10-30% even though this mechanical
support is provided. Cardiovascular stents do not provide any effect on the
cellular mechanisms of restenosis which is called in-stent restenosis. Recently, in
order to prevent in-stent restenosis, stents containing some specific drugs were
evaluated. The prolonged and sustained release of the drugs was planned for the
inhibition of restenosis. Even though these stents will remain in the human body
for many years there is no clinical data supporting their fate in the human body
during this time. With respect to this situation, the biodegradable drug containing
PLGA (75:25) and (50:50) stents are formulated. Also, drug releasing
formulations were prepared by coating the surface of the metallic stents. In order
to prolong the release of the active ingredient from both of these structures,
chitosan microsphere formulations were prepared by 2* factorial design. As the
model drug, prednisolone acetate was incorporated into the microspheres, both
these microspheres and the active ingredient itself was dispersed in the PLGA
polymer solution. The in vitro characteristics of the chitosan microspheres
containing prednisolone acetate were evaluated and the surface characteristics and
in vitro release profiles of the PLGA stent formulations and coated metallic stent
formulations were investigated. The data obtained showed, the release profiles of
the biodegradable stent formulations were slower with respect to the microsphere
formulations. The longest release profile was obtained with the formulation of
stents containing prednisolone acetate chitosan microspheres. In this study, the in
vitro characterizations for these formulations were fully evaluated. As a result, the
suitable stent formulations containing prednisolone acetate/prednisolone acetate
microspheres were seemed to be formulated which might be a candidate for using
in angioplasty. These stent formulations are intended for preventing the restenosis.

Key Words: Cardiovascular stent, chitosan microsphere, prednisolone acetate,
angioplasty, restenosis

Supporting Institute: H.U.S.R.U (Hacettepe University Scientific Research
Unit) Research Project (No: 0302301007)
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1. GIRIS ve AMAC

Koroner arter hastaliklari, diinyada ve Tiirkiye'de 6liim nedenleri arasinda ilk
sirada yer almaktadir. Bu tiir hastaliklarda damarlarda olugsan daralmalar1 ve
tikanmalar1 (stenoz) agmak igin ilag tedavisi, bypass ameliyatlari, koroner anjioplasti
teknikleri olan balon anjioplasti ve stent kullanimi klinik olarak uygulanan
yaklagimlar arasindadir. Sistemik ila¢g uygulamalari genellikle tedavinin ihtiyag¢
duyuldugu bolgeye lokal olarak yeterli konsantrasyonda ilag ulastiramamaktadir.
Bypass ameliyatlar1 genel anestezi altinda uzun stireli cerrahi girisim gerektirmesi,
acil durumlarda hemen uygulanamamasi gibi sebeplerle 6ncelikli olarak tercih edilen
bir teknik degildir. Onemli bir tedavi segenegi olan koroner anjioplasti teknikleri ise
kolay, hizli uygulanabilir olmas1 ve diisiik maliyet gostermeleri gibi sebeplerle

yayginlik kazanmis ve klinikte kabul gormiistiir.

Balon anjioplasti teknigi, bir anjioplasti balonunun sisirilerek damarin iginde
tikanmaya neden olan plak tabakasinin damarin ¢eperine dogru ittirilmesi ve
tikanikligin giderilerek normal kan akiginin saglanmasi esasina dayanir. Bu teknigin
en Onemli sakincasi, hastalarin % 30-60'inda restenoz adi verilen klinik tablonun
ortaya cikmasidir. Restenoz, agilan damarlarda meydana gelen tekrar tikanma

durumudur.

Stentler, damarlarda stenoz olusumu sonucunda meydana gelen daralmalarin
acilmasi amaciyla kullanilan, silindirik tlip seklinde medikal cihazlardir. Stentlerin
metalik ag yapisi, damarin acildiktan sonra tekrar tikanmasina karst mekanik bir
engel olusturur. Mekanik engellemeye ragmen hastalarda restenoz goriilme sikligi %
10-30 civarindadir. Stentlerin restenoza yol agan hiicresel olaylar {izerinde etkilerinin

olamamasindan kaynaklanan bu klinik tabloya stent-i¢i restenoz ad1 verilmektedir.

Stent-i¢i restenozun giderilmesi i¢in son yillarda ila¢ salan stentler
gelistirilmistir.  Bu  sistemler, stentlerin uygulanmasindan sonra damarlarin
yaralanmaya kars1 verdikleri yanitta rol oynayan hiicresel mekanizmalar1 engelleyen

degisik ozellikte ilaglar igerirler. Stentin yapist tekrar tikanmaya karsit mekanik bir



destek gorevi goriirken, farmakolojik olarak aktif bilesen de kontrollii olarak
salinarak hiicresel olaylar1 engellemektedir. Stent-i¢i restenozu engelleyerek gorevini
yerine getiren stentler uzun yillar hastanin viicudunda yabanci bir materyal olarak

kalmakta ve uzun vadede klinik olarak yol agabilecekleri sonuglar bilinmemektedir.

Bu durum go6zoniline alinarak son zamanlarda ilag salan biyoparcalanir
stentler iizerinde AR-GE calismalar1 yogunluk kazannmustir. Uzerinde arastirmalarin
stirdiirildigii bu sistemler metalik bir stentin biitiin islevlerini yerine getiren
biyopargalanir  polimerler kullanilarak hazirlandiklar1t  i¢in  viicut ic¢inde
parcalanmaktadirlar. Biyoparcalanir ila¢ salan stentlerin formiilasyon ¢alismalarinda
kullanilmak iizere biyoparcalanir, biyouyumlu ve Amerikan Gida ve ilag Dairesi
(FDA) onayli bir polimer olan poli(laktid-ko-glikolid) (PLGA) 75:25 ve PLGA
50:50 polimerleri tez calismamizda gelistirlecek formiilasyonlarda kullanilmak iizere

secilmistir.

Restenoz tedavisinde kullanilacak etkin maddeden beklenen o6zellikleri
siralayacak olursak, restenozda rol oynayan hiicresel mekanizmalari bir ya da birden
fazla yolaktan etkileyerek inhibe etmesi, hiicrelere gecisinin yiiksek oranda olmasi,
diisiik konsantrasyonlarda etkinlik gostermesi ve sistemik yan etkiye yol
acmamasidir. Genellikle, kortikosteroid yapili ilaglar, antiinflamatuvar etkileri
nedeniyle restenozun engellenmesinde kullanilmaktadir. Tez ¢aligmamizda, bu
amacla antiinflamatuvar etkili bir ila¢ olan prednizolon asetat, restenoz olusum
mekanizmasindaki basamaklardan biri olan intimal hiperplazinin proliferatif olarak

Onlenmesi amaciyla model ilag olarak se¢ilmis ve calismaya alinmustir.

Bu ¢alismanin amaci; yukarida yapilan agiklamalar ve bu alandaki teknigin
giincel durumu hakkinda verilen bilgiler dogrultusunda antiinflamatuvar etkili
prednizolon asetat iceren, dogal bir biyopolimer olan kitosan mikrokiirelerinin 2
faktoriyel tasarim kullanilarak formiilasyonlarimi gelistirmek, gelistirilen bu
formiilasyonlar iizerinde morfolojik 6zellikler, partikiil bliyiikliigli, hazirlama verimi,
yiikleme orani, salim gibi in vitro karakterizasyon calismalar1 yapmak; PLGA

(75:25) ve PLGA (50:50) polimerlerine sadece prednizolon asetat ve prednizolon



asetat yikli kitosan mikrokiirelerini karigtirarak bu karigimlar1 stent kaplama
matriksi olarak kullanmak, yapilan kaplamanin yiizey 06zelliklerini, mekanik
dayanikliligini, bu kaplama matrikslerinden prednizolon asetatin in vitro salimini
incelemek ayrica PLGA (75:25) ve PLGA (50:50) polimerlerine prednizolon asetat
ve prednizolon asetat i¢eren kitosan mikrokiireleri karistirarak biyopargalanir stent
formiilasyonlar1 gelistirmek, bu biyoparcalanir stentlerin fiziksel ve mekanik
ozelliklerini, su absorplama ve sisme Ozelliklerini, ylizey Ozelliklerini, in vitro
ortamda prednizolon asetatin salim ozelliklerini incelemek ve degerlendirilen bu
ozellikler dogrultusunda en uygun kapli ve biyoparcalanir stent formiilasyonlarini

secmektir.



2. GENEL BIiLGILER

Implantlar, lokal bir alana uygulanan, viicut icinde bir bdlgeye yerlestirilmek
suretiyle sabitlenen ve spesifik bir bolgede kontrollii salim saglamalar1 amaciyla
kullanilan sistemlerdir (1). Implant sistemlerin konvansiyonel ilag tastyici sistemlere
baslica lstiinliigli, etkin maddenin lokal olarak etkisi istenen bolgeye ulasmasina
olanak vermeleridir (2). Bdylece bu sistemler etkin maddenin istenen bdlgede

minimum etkin konsantrasyonunun iizerinde bulunmasini saglamaktadir (3).

Implante edilebilen sistemler ile lokal olarak ilag saliminda saglanan
uistiinltikler (2, 4);
A Hedef bolgeye en yakin konuma yerlestirildikleri i¢in daha az etkin madde
dozuna ihtiya¢ duyulmasi
A Doza bagl olarak toksisitede azalma goriilmesi
A Etkin maddenin uzun siire kontrollii olarak saliminin saglanmasi
A Sistemik dolagima ilag gecisini minimuma indirdikleri i¢in etkin maddeye

bagli istenmeyen sistemik etkilerden korunma elde edilmesidir.

Implante  edilebilen sistemlerin iistiinliiklerine  karsihk  kullanilan
materyallerin biyolojik uyumsuzlulugu, biyoparcgalanir 6zellikte olmayan sistemlerin
yerlestirildikleri bolgeden uzaklastirilabilmeleri icin tekrar bir cerrahi miidahele
gerekmesi, yapida meydana gelen olasi bir hasar sonucu igerdikleri etkin maddeyi
yiiksek dozlarda salmalari ve bu duruma bagli toksisite riski gibi sakincalar1 da

bulunmaktadir.

Implante edilebilen sistemler, ortopedi (5-7), oftalmoloji (7-9), dis hekimligi
(7) ve kardiyoloji (10, 11) gibi alanlarda yaygin olarak kullanilmaktadir.

Bu boliimde, tez calismamizda iizerinde c¢alismalar yaptigimiz
kardiyovaskiiler stentlerin implante edilebilen medikal cihazlar kapsami i¢inde yer

almas1 nedeniyle medikal cihazlar hakkinda ayrintil bilgiler verilecektir.



2.1. Medikal Cihazlar

2.1.1. Medikal Cihaz Tanimi

Medikal cihazlar, tibbi amaglarla kullanilan, viicutta tani, tedavi ya da izleme
fonksiyonlarin1 mekanik ve fiziksel yollarla gerceklestiren cihazlardir (12, 13).
Resmi makamlarca harmonizasyonun saglanmasi i¢in ydnergeler ve direktifler
yaymlanarak kesin tanimlar ortaya konmustur. Buna gore T.C. Tibbi Cihaz

Yonetmeligi’nde yer alan medikal cihaz tanimi;

Insanda kullamldiklarinda asli fonksiyonunu, farmakolojik, kimyasal,
immiinolojik veya metabolik etkiler ile saglamayan; fakat, fonksiyonunu yerine
getirirken bu etkiler tarafindan desteklenebilen ve insan {izerinde bir hastaligin,
yaralanmanin, sakathigin tanisi, tedavisi, izlenmesi ve kontrol altinda tutulmasi,
hafifletilmesi veya magduriyetin giderilmesi, anatomik veya fizyolojik bir islevin
arastirilmasi, degistirilmesi veya yerine bagka bir sey konmasi, dogum kontrolii veya
sadece ilag uygulamak amaciyla iiretilmis, tek basma veya birlikte kullanilabilen,
amaclanan islevini yerine getirebilmesi i¢in gerekiyorsa bilgisayar yazilimi ile de
kullanilan ve cansiz hayvanlarin dokularindan da elde edilen {iriinler dahil olmak
lizere, her tiirlii arag, alet, cihaz, aksesuar veya diger malzemeleri kapsamaktadir

(14).

Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi (FDA)’de medikal cihazlar i¢in benzer bir
tanim yapmuistir. Buna gore bir medikal cihaz;

e Insanlarda ya da hayvanlarda, bir hastalik ya da diger kosullarin teshisinde ya
da iyilestirilmesinde, etkilerinin azaltilmasinda, tedavisinde ya da bir
hastaligin 6nlenmesinde kullanilmasi diisiiniilen,

e Insanlarin ya da hayvanlarin viicutlarinin bir fonksiyonuna ya da yapisina
etkide bulunmasi i¢in disiiniilmiis ve Oncelikli olarak ger¢eklestirmesi
diisiiniilen amaglarini insan ya da hayvanlarin viicudunda kimyasal bir etkiyle
gostermeyen ve Oncelikli olarak gostermesi beklenen amaglarindan herhangi

birinin etkisi metabolizasyona bagli olmayan,



bir bilesen ya da aksesuar igeren bir alet, aparat, implant, makine, tertibat, in vitro

reaktif ya da benzeri ilgili materyaldir (15).

2.1.2 Medikal Cihazlarin Saghk Alanindaki Onemi ve Kullamhislar

Medikal cihaz terimi hemodiyaliz araglarindan basit penslere kadar bir ¢ok
farkl1 arac1 kapsamaktadir. Bu amacla Tiirkiye Cumhuriyeti, Avrupa Birligi’nin
93/42/EEC sayili direktifini (16) esas olarak  Tibbi Cihaz Yo&netmeligi’ni
(13.03.2002 tarih ve 24694 sayil) olusturmustur.

Medikal cihazlar, iiretral sistem bozukluklarinda (17-19), jinekolojide (20),
kardiyovaskiiler sistemde goriilen hastaliklarda (21-26), ortopedi alaninda (27-29)
siklikla kullanilmaktadirlar. Medikal cihazlar, ilaglarin tedavi igin yetersiz kaldigi ve
farmakolojik etkiye ek olarak mekanik bir etkiye de ihtiya¢ duyulan durumlarda
hasta sagligina hizmet etmektedirler. Medikal cihazlarin kullanimi ile hedef bolgeye
direkt ila¢ uygulanmasi (30,31), damar tikanikliklarinin giderilmesi (11,32),
ortopedik uygulamalarda enfeksiyon riskinin azaltilmasi medikal cihazlarin tip ve

eczacilik alaninda sagladigi yararlar ve iistiinliikler arasindadir.

Bununla beraber, bazi medikal cihazlar i¢in uzun siiren bir klinik
degerlendirmenin  yapilamamis olmast (11,33,34), kullanilan materyallerin
biyouyumlulugunda yasanan sorunlar (18,35-37), konvansiyonel sistemler ile
karsilagtirildiklarinda maliyetlerinin yiiksek oluslar1 (38) ve hastaliklarin tedavisi
amacli cogu medikal cihazin kullanilabilmesi icin teknik egitimli personelin

gerekliligi medikal cihazlarin sakincalarina 6rnekler olarak verilebilir.

Tez caligmamizin konusu olan kardiyovaskiiler sistem hastaliklar1 ve
bozukluklarinda kullanilan stentlerin bu alanda tercih edilmelerinin sebepleri
arasinda; koroner arter hastaliginin tedavisinde sistemik ilag uygulamasinin yetersiz
kalis1 (34,38,39), bir ¢ok durumda mekanik bir destekle tedavinin miimkiin olusu,

cerrahi olarak yapilan girisimlerin tagidig: biiyiik risk (23) gosterilebilir.



2.1.3. Medikal Cihazlar ve Tibbi Uriinler (Medicinal Product)

Arasindaki Farklar

Tibbi iriin smifina giren iriinler, “insanlarda ya da hayvanlarda, bir
hastaligin Onlenmesi ya da tedavisi i¢in kullanilan madde ya da madde
kombinasyonlar1”dir (40). Tibbi iiriinler ve medikal cihazlar iki farkli gruptur ve

ruhsatlandirilmalarindan kullanima girmelerine kadar farkli asamalardan gegerler.

Bir triiniin hangi direktif kapsaminda yer aldigina, kisaca ilag m1 yoksa
medikal cithaz m1 olduguna karar verilebilmesi i¢in Oncelikle sunulan {iriiniin
onceden belirlenen kullanom amact ve bu amaca hangi yolla ulastiginin
degerlendirilmesi gerekmektedir. Burada onceden belirlenen kullanim amaci liretici
tarafindan cihazin etiketinde, kullanim kilavuzunda veya tanitim brosiiriinde
belirtilen kullanim amac1 ile ilgili bilgilerdir. Birincil olarak ongoriillen kullanim
amaci1 bir iirliniin medikal cihaz olarak tanimlanip tanimlanamayacaginin en énemli
gostergesidir. Bir medikal cihazin amacglanan ve dnceden belirlenen birincil kullanim
amaci daha ¢ok fiziksel ve mekanik kavramlari ifade ederken bu amag tibbi iirlinler
icin farmakolojik, immiinolojik ya da metabolik yollar: ifade etmektedir. Bununla
beraber bir medikal cihaz onceden belirlenmis olan kullanim amaglari yerine
getiritken bir tibbi iiriinden yardim da alabilir. Fakat bu ila¢ bileseninin gorevi
medikal cihazin asil amacina yardimci olmaktan 6teye gitmemelidir. Bu durum 6rnek
verilerek aciklanacak olursa; kemik c¢imentolar1 tek baslarina kullanildiklarinda
medikal cihaz olarak tanimlanirlar c¢linkii amaclanan gorevlerini (bir protezin
sabitlenmesi) mekanik yollarla gerceklestirirler. Bu kemik ¢imentolarina antibiyotik
eklenirse igerdikleri antibiyotik ameliyat sirasinda ve sonrasinda enfeksiyonu
engellemekle gorevlidir. Asil kullanim amaci protezlerin sabitlenmesi iken (mekanik
bir yolla), antibiyotik bu amaca ulasirken sadece yardimci bir rol iistlenmistir. Bu
yilizden antibiyotik i¢ceren kemik ¢imentolar1 da medikal cihaz olarak adlandirilirlar.
Fakat birincil olarak belirlenen kullanim amaci antibiyotigin uygulama yerine
iletilmesi olarak belirlenirse sistem artik tibbi {iriin olarak adlandirilir, ¢iinkii icerdigi
etkin madde, kullanom amacim1 gergeklestiren yardimci bilesen degil asil bilesen

haline gelmistir (41).



Medikal cihaz olarak siniflandirilan {riinlere verilebilecek ornekler asagida

siralanmustir;

kemik ¢imentolari

dis dolgu malzemeleri

biyopargalanir ameliyat iplikleri

kan torbalari

uterus i¢ine uygulanan cihazlar

yumusak ve sert doku iskeletleri (scaffold)

hemodiyaliz ¢ozeltileri

Yukarida verilen 6rneklere ek olarak, ayr1 olarak kullanildiginda ilag olarak

adlandirilabilecek fakat mekanik etkiye yardimei olmak amaciyla bir etkin madde

iceren medikal cihazlara 6rnek olarak;

heparin ya da antibiyotik ile kapli kataterler
antibiyotik iceren kemik ¢imentolar1
antikoagiilan ya da koruyucu i¢eren kan torbalari
antimikrobiyal madde i¢eren yara kapaticilari

ilag kapl kardiyovaskiiler stentler verilebilir (41).

2.1.4. Ila¢ Tasiyic1 Sistem Olarak Kullanilan Medikal Cihazlar

Ilag tastyict sistem olarak kullanilan medikal cihazlarin agiklamalar1 medikal

cihazlara iligkin yonetmelik ve direktiflerde aciklanmistir (14,16). Tibbi {iriin

yonetmeligi kapsamina giren bir {irlinii uygulamak amaciyla kullanilan cihazlar

medikal cihaz yonetmeligi altinda degerlendirilir. Tibbi iriin kendisi ile ilgili

mevzuat kapsaminda; tibbi cihaz da medikal cihaz yonetmeligi kapsaminda

degerlendirilir (14).

flag tastyic1 sistem olarak kullanilan medikal cihazlara 6rnek olarak;

ilag uygulama pompalari
implante edilebilen inflizyon pompalari

insiilin kartuslarinin takildigi insiilin kalemleri verilebilir (16, 41).



Bununla birlikte eger medikal cihaz ve ilag tasiyici sistem kombine halde tek
bir iirlin olarak kullaniliyorsa, tek kullanimliksa, sistem sadece birlikte kullaniliyor
ve ayri ayri kullanilamiyorsa medikal cihaz olarak degil tibbi iiriin olarak
siniflandirilir. Bu duruma 6rnekler;

- Onceden doldurulmus enjektorler

- transdermal ila¢ taginmasi i¢in yamalar

- asil amaci igerdigi tibbi {irlinli salmak olan polimerik matriks yapisindaki

implantlar verilebilir.

Uretilen iiriiniin kullanim amac1 igerdigi etkin maddeyi uygulama yerine
iletmek ve amacimi bu etkin madde iizerinden farmakolojik, immiinolojik ve
metabolik yollarla yerine getirmekse bu sistemler tibbi {iriin yonetmeligi (40) altinda

degerlendirilmektedir (41).

2.1.5. Medikal Cihaz Direktifi ve Medikal Cihazlarin Simiflandirilmalar:

Bu tezde direktif olarak gecen terim, Avrupa Birligi’nin yiiriirliige koydugu
ve lye dllkeler i¢in uyulmasi gerekli olan uygulamalar1 ifade etmektedir. Bu
direktifler, Avrupa Birligi i¢inde ticaret yapmak i¢in uyulmasi gerekli olan kurallari,
standartlar1 ve yontemleri igerirler (42). Kendilerine 6zgli standartlar1 ve kalite
giivence modellerini de beraberlerinde getiren medikal cihazlar hakkindaki
direktiflerde medikal cihazlarin siniflandirilmalart 6nemli bir yer tutmaktadir. Pek
cok farkli iiriin tipi ile ¢ok genis bir alana yayilma gosteren medikal cihazlar

siiflandirilarak farkli amagclar i¢in gruplara ayrilmislardir (43).

Medikal cihazlar, tasarim ve iretimlerinden kaynaklanan potansiyel risk
durumu ve insan saglig1 agisindan yaratabilecekleri tehlike seviyelerine gore 1., Ila.
IIb. ve III. Sinif olarak dort ana sinifa ayrilirlar. Bu ana siniflara dahil olan medikal

cihazlar ve ozellikleri Tablo 2.1°de verilmistir.



Tablo 2.1. Medikal cihazlarin risk seviyelerine gore siniflandirilmalari (16,41,44)

Simif Ozellik Ornek
o Hastalar agisindan diisiik risk tasiyan cihazlardir Dis hekimligi el aletleri,
e Viicut ici ile bir temas halinde degildirler koltugu ve aksesuarlari
I e Steril ya da Olgiim amagli olmadiklart siirece Steril olmayan bandaj ve

iireticinin kendisi tarafindan sertifikalandirilabilirler yara bakim triinleri

e Orta seviyede risk tagiyan cihazlardir Ortodontik tel

e Sadece viicut bosluklarina girisimsel olarak Dis protezi
uygulanir

aj. Onaylanmis kurulus tarafindan iretim kalite sistemi

kontroliine tabi tutulmalidirlar

¢ ISO 9000/EN 46000 serileriyle uyum
saglamalidirlar

1 ¢ Orta seviyede risk tagiyan cihazlardir Hemodiyaliz ¢ozeltileri
e Kismen ya da tamamen implante edilebilirler. Insilin ignesi
o Uciincii sahislar tarafindan sertifikalandirilmalari Hemodializ cihazlari
b zorunludur

e Hem iiretim hem de tasarim igin kalite sistemi
kontroliine tabi tutulmalidirlar

¢ [SO 9000/EN 46000 serileriyle ~ uyum
saglamalidirlar

o Yiiksek risk tastyan cihazlardir Stentler

e Yasamsal organlarin ve yasam destek birimlerinin Kalier kalp pilleri
fonksiyonlarin etkileyebilirler Antibiyotik yiikli kemik

111 e Tasarmm/klinik denemeler, iriin sertifikasi ve kalite ¢imentolari

sistemi gerektirirler. Biitiin sertifikalandirma yasal
makamlarca yapilmalidir.

¢ ISO  9000/EN 46000  serileriyle uyum
saglamalidirlar

2.1.5.1. Siiflandirma Kurallar

10

Bir medikal cihazin sinifini onun kullanim amaci belirlemektedir. Eger

cihazin teknik Ozelliklerinin cihazin amaci iizerine bir etkisi yoksa bu teknik

Ozellikler cihazin smifinin belirlenmesi i¢in kullanilamaz. Ayrica bir medikal cihaz

ireticinin belirttigi ama¢ disinda bir amag i¢in kullaniliyorsa bu da cihazin sinifini

degistirmemektedir (45).
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Bir cihazin hangi siifa girdigine karar verilmesi i¢in hastayla temas siiresi,
girisimsellik ve cihazin kullannmindan etkilenen viicut bolgesi gibi terimler
siniflandirmaya esas olusturur ve cihazin simiflandirma kurallarindan ve ana
siiflardan hangisine girdigini tayin ederler. Siniflandirma kurallarinda yer alan bazi

tanimlar asagida verilmistir:

e Siire esasina gore medikal cihazlar
- Gegici siireli: Normalde 60 dakikadan az bir slirede ve devaml
kullanilmast amaglanan cihazlar.
- Kisa siireli: Normalde 30 gilinden az ve siirekli kullanilmasi
amaglanan cihazlar.
- Uzun siireli: Normalde 30 giinden fazla ve siirekli kullanilmasi
amaglanan cihazlar (14).
e Invaziv cihazlar:Bu cihazlar, viicut acikligindan veya viicut yiizeyini gegerek
viicudun i¢ kismina kismen veya tamamen yerlestirilen cihazlardir.
- Cerrahi Invaziv Cihaz: Bu tip cihazlar, bir cerrahi miidahale sonucu
viicut ylizeyini gecerek viicudun i¢ kismina yerlestirilen cihazlardir.
- Implant Edilebilen Cihazlar: Cerrahi miidahale ile, biitiiniiyle insan
viicuduna veya g0z yiizeyine veya deri yiizeyine yerlestirilen ve
yerlestirme isleminden sonra yerinde kalan cihazlardir. Insan viicuduna
cerrahi operasyonla kismen takilan ve islemden sonra en az 30 giin

yerinde kalmas1 6ngoriilen cihazlar da implant cihazlar olarak tanimlanir.

Medikal cihaz direktifinde, medikal cihazlarin siniflandirilmasi i¢in onsekiz
kural belirlenmistir. Kural 1 - 4 invaziv olmayan cihazlari, Kural 5 - 8 invaziv
cihazlari, Kural 9 - 12 aktif cihazlar1 ve Kural 13 - 18 ise 6zel kurallar altinda

siniflandirilan cihazlarn belirtir.

Sozii gegen kurallardan, Kural 8 ve Kural 13, tez ¢calismamizin konusu olan
kardiyovaskiiler stentlerin yer aldig1 siniflar1 belirler. Genel hatlar1 ile bu iki kuralin

iceriklerine bakilacak olursa;
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Kural 8: Uzun siireli kullanim i¢in amaglanan ve implante edilebilen medikal
cihazlar belirtir. Bu kural kapsamindaki cihazlardan sistemik dolasim, kalp ya da
sinir sistemi ile direkt temas i¢in tasarlananlar Simif III’e girerler. Bunlara 6rnek

olarak vaskiiler stentler ve yapay kalp kapakgiklar: verilebilir.

Kural 13: Bu 06zel kural, ayr1 olarak kullanildiginda tibbi {iriin olarak
degerlendirilen ve medikal cihazin insan lizerindeki amaclanan etkisine yardimeci
olan bir maddeyi i¢eren kombinasyon halindeki cihazlardir. Bu kurala uyan medikal
cihazlar, istenen etkilerini igerdikleri ilag ile degil kendi fiziksel Ozellikleri ile
saglarlar, kullanilan etkin madde sadece istenen amaca yardimci olur. Bu kural
altindaki biitiin cihazlar Siif III’e girerler. Antibiyotik iceren kemik g¢imentolari,
heparin kapli kataterler bu gruba ornek olarak verilebilir (14,16). Restenozun
Onlenmesi i¢in kullanilan ve ila¢ yiiklii olan stentler de bu grup kapsamina

girmektedirler.

2.1.6. Kardiyovaskiiler Sistemde Kullanilan Medikal Cihazlar

Medikal cihazlarin hayat kurtarici uygulamalar alaninda oynadigi rol,
kardiyovaskiiler sistem uygulamalarinda en iist seviyededir. Kana oksijen verici
cihazlarin gelistirilmesiyle agik kalp ameliyatlari, koroner arter bypass ameliyatlari,
kapakeik degisimleri ve dogustan gelen bozukluklarin tedavisi miimkiin olmustur.
Kalp kapakc¢igi protezleri, hem hayat kurtarma hem de yasam kalitesini artirma
bakimindan c¢ok Onemli roller iistlenmislerdir. Metalik silindirik ag yapisindaki
stentlerin, cerrahi bir girisim olmadan perkiitan transluminal koroner anjioplasti ile
uygulamalari, koroner arter hastaliginin tedavisinde ve miyokard infarktiisiin
onlenmesinde devrimsel bir gelisme yaratmistir. Bu sayede gelismis diinyadaki
birincil 6liim sebebi olan aterosklerotik damar hastaligina sahip yiizbinlerce hastanin

yasam siiresi ve kalitesi artirilmistir (7).

Kardiyovaskiiler sistemde kullanilan medikal cihazlarin, implante edildikleri
bolgedeki durumu hafifletmek ya da fonksiyonlarin isleyisini artirmak suretiyle

uygulandiklar1 hastalara uzun siire boyunca yardim etmeleri bu alanda medikal
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cihazlarin stiinliiglinii ortaya koymaktadir. Fakat medikal cihaz hasar1 ya da diger
doku-biyomateryal ge¢imsizlikleri klinik olarak gézlemlenebilecek sayida soruna ve
sonucta Oliime yol acabilmektedir. Bu da uzun siiren bir basar1 ardindan gelen bir

basarisizliga yol agmakta ve medikal cihazlarin sakincalarimi gostermektedir.

Genel olarak kardiyovaskiiler alanda kullanilan medikal cihazlar 6rnekleri
arasinda; koroner arter stentleri, yapay ve dogal kalp kapaciklar1 ve implante edilen

yapay kalpler sayilabilir.

2.2.  Terminoloji

Bu boliimde kardiyovaskiiler alanda sik¢a kullanilan tibbi terimlerin

aciklamalari verilecektir (46).

Aterosklerozis: Arterlerde goriilen ve yagli bilesenlerin damar duvarinda
birikerek, damarlarda sertlesmeye ve kan akiminda azalmaya neden olan hastalik.

Kataterizasyon: Tedavi ya da teshis amaciyla femoral arterden viicuda giris
yapilarak koroner arterlere kadar ulasilmasi.

Koroner arter hastahigi: Cogunlukla ateroslerozisin sebep oldugu, kalp
arterlerini (koroner arterleri) etkileyen ve bu arterlerde kan akisinin dolayisiyla
oksijen taginmasinin azalmasina yol agan durum.

Intima: Damar i¢ ¢eperindeki diiz kas hiicrelerinden olusmus en dis tabaka.

Intimal hiperplazi: Damar duvarlarinin intima tabakasinda bulunan diiz kas
hiicrelerinde goriilen asir1 ¢ogalma durumu.

Stenoz: Damarlarda kan akiginin azalmasina ya da engellenmesine neden

olan damar a¢ikliginda meydana gelen azalma durumu, tikanma.
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2.3. Koroner Arter Hastahg:

Bu boélimde tez calismamizin konusu olan stentlerin  kullanildigi
kardiyovaskiiler bir hastalik olan koroner arter hastaligi ve tedavisi i¢in uygulanan

yaklagimlar agiklanmistir.

2.3.1. Tanimm ve Epidemiyolojisi

Koroner Arter Hastaligt (KAH) gelismis iilkelerde en sik goriilen 6liim
sebebidir (47-50). KAH arterlerde goriilen ateromatoz plak olusumuna yol acan
ateroskleroz ile karakterize edilir (51). Aterosklerosklerozis kronik, ilerleme gdsteren

¢ok odakli bir hastaliktir (7).

Ateroskleroz oncelikli olarak 3 mm ¢apina kadar olan damarlan etkiler ve
aterosklerotik plak olusuma yol acar. Aterosklerotik plak yapisi ana olarak iki
yapidan olusur; (i) plagin ¢ekirdek yapist olusturan lipit, (ii) bu cekirdek yapinin
etrafin1 ¢evreleyerek onun i¢in koruyucu kilif olusturan bag dokusu (7,47). Kanda
yogunlasan lipit yapidaki bilesenler, damar duvarlarinda birikmeye baglayarak
aterosklerotik plagin ¢ekirdek yapisini olustururken, diiz kas hiicreleri bu lipit
cekirdegin etrafini cevreleyerek plak olusumuna katkida bulunur. Bu sekilde
arterlerde olusan aterosklerotik plak yapilari damarlarda daralmaya ve sonugta kan
akisinda azalmaya yol agarlar. Meydana gelen daralma stenoz olarak adlandirilir. Bir
plak arterlerde % 50 ya da daha fazla daralmaya yol acarsa o damarin tasidigi kan
miktarinda 6nemli bir azalma olur. Koroner damarlarda olusan stenoz sonucu kalp
dokusu ihtiyaci olan kanlanmay1 saglayamadigindan bu durum kalp krizlerine, akut

tikanmalar sonucu dliimlere yol acabilmektedir.

2.3.2. Koroner Arter Hastaligi’nin Tedavisinde Kullanilan Yontemler

KAH tedavisinde giincel olarak kabul edilmis olan {i¢ ana teknik

bulunmaktadir. Bu teknikler; (i) Sistemik ila¢ tedavisi, (ii) Perkiitan koroner

girisimler ve (iii) Cerrahi girisimlerdir.
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Bu yontemlerden sistemik ilag tedavisi genel olarak risk etkenlerini dnlemeye
yoneliktir. Bununla birlikte ila¢ kullanimi aterosklerotik plak olusumunu tam olarak
engelleyememekte ayrica olusmus olan plaklar tizerinde de tedavi edici bir etki
yaratamamaktadir. Bu durumun en 6nemli sebeplerinden birisi etkin maddelerin plak

olusumu goriilen bolgelere yeterli konsantrasyonlarda ulasamamalaridir.

KAH tedavisinde kullanilan 6nemli cerrahi girisim yoOntemlerinden birisi
koroner arter bypass ameliyatlaridir (46,52). KAH tedavisinde, bypass
ameliyatlariin uygulanmasina 1960’11 yillarin sonunda baglanmistir (46,53). Bypass
ameliyatlarinda cerrah, kol, gogiis ya da kolda bulunan saglikli bir damar kullarak,
aterosklerotik plak yiizlinden daralma (stenoz) goriilen koroner arter bdlgesinin
etrafindan dolasacak bir alternatif yol yaratmaktadir. Bu sayede kan tikanmis bolgeyi
bypass eden yeni damar1 kullanarak yoluna devam etmektedir (54,55). Onemli ve
uzun bir cerrahi islem olan bypass ameliyatlari, sistemik ila¢ uygulamasina kiyasla
stenozin Oniine ge¢mekte fakat genel anestezi altinda yapilmalari, hastanede kalis
siiresinin uzunlugu, yeni yerlestirilen damarda da aterosklerotik plak olusumunun
olmayacagina dair bir giivence bulunmamasi ve yiiksek maliyetleri gibi sebeplerle

son yillarda tercih edilmemektedirler (46,55).

Her iki tedavi yonteminde belirtilen sakincalar, uzmanlar1i KAH tedavisinde
daha az girisimsel ve daha etkili yeni bir teknik bulunmasi yolunda arastirmalara

yonlendirmistir.

2.3.3. Anjioplasti Tanim ve Aciklamalar

Anjioplasti olarak adlandirilan teknik (Perkiitan transliiminal koroner
anjioplasti) ilk olarak 1977 yilinda Andreas Gruntzig tarafindan gergeklestirilmistir
(56). Anjioplasti islemi yaklasik 30 dakika siiren katater temelli bir islemdir.

Bu teknikte oncelikle bir izci-katater (guide-wire), lokal anestezi uygulanarak
femoral arterden acilan bir giristen viicuda yerlestirilir. Bu katater stenozun

bulundugu koroner artere kadar ilerletilir. Daralmanin oldugu bolgeye ulasildiginda,



16

izci-katater kullanilarak izlenen yol {izerinden ucunda anjioplasti balonu bulunan bir
baska katater, istenen bolgeye kadar ilerletilir. Bu bolgede yaklasik 10 bar basing
(lezyonun tipine ve kullanilan balona gore degisiklik gosterebilir) uygulanarak balon
sigirilir. BoOylece sisen balon etrafindaki plak tabakasini damar duvarina dogru
sikistirir ve sonra balon tekrar indirilir ve islemin sonunda daralmanin oldugu bolge
acilmis olur (49,57,58). Sekil 2.1 anjioplastinin uygulanmasina iliskin bir 6rnek

gosterilmistir.

Sekil 2.1. Anjioplasti uygulamasi (67).

Perkiitan koroner anjioplasti tekniginin gelisimi vaskiiler hastaliklarin
tedavisinde bir kilometre tasi olmustur. 1970’lerin sonunda gelistirilen bu teknik,
KAH’da goriilen aterosklerotik plaklarin olusturdugu tikanikliklarin agilmasinda
%90’ lizerinde bir baslangic basarisi gostermistir  (59). Uygulanmaya
baslanmasiyla birlikte genis oranda kabul edilen bir teknik olmus ve bypass
ameliyatlarina gore daha siklikla kullanilmaya baslanmistir (35,49). Koroner bypass
ameliyatlarina kiyasla ¢ok daha risksiz olusu (53), islemin siiresinin kisalig1 (7),
hastanede yatis siliresinin kisaligi (46) ve bypass ameliyatlarina goére maliyetinin
diisiikligi (47) anjioplasti uygulamalarinin sistemik ila¢ tedavisi ve bypass

ameliyatlarina kars: tistiinliikleri ve tercih edilmesinin sebepleri arasindadir.
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2.3.4. Restenoz, Tanimi ve Olusum Mekanizmalari

Anjioplastinin bir dnceki boliimde anlatilan istiinliiklerine karsilik, uzun
vadede restenoz adi verilen bir durum gdzlenmekte ve bu da teknigin basarisina
golge diisiirmektedir. Genel kabul gérmiis aciklamaya gore restenoz, daralmanin
oldugu (stenoz) damarin agilmasindan sonra en az % 50 oraninda tekrar tikanmasidir

(51,54,56,60).

Restenoz, balon anjioplasti teknigi ile tedavi edilen hastalarin % 40-50’sinde
goriilen bir durumdur (33,60-64). Restenoz sebepleri kesin olarak bilinmemekle
birlikte birden fazla mekanizmanin rol aldigi1 bir hiicresel iyilesme siireci olarak
tanimlanmaktadir ve anjioplasti uygulanan hastalarda ilk alti ay icinde ortaya
¢ikmaktadir (57). Sonugta hastalarin ikinci bir anjioplastiye hatta ameliyata maruz

kalmalarina yol agmaktadir.

Restenoz, damar duvarinin balon dilatasyonuna kars1 verdigi ti¢ basamakli bir
tepki zinciridir (64). Bu basamaklar akut elastik geri biiziilme, intimal hiperplazi ve
olumsuz geri sekillenmedir. Elastik geri biiziilme, akut gelisen bir olaydir ve sisirilen
balonun indirilmesini takiben damar capinda meydana gelen daralma olarak

aciklanmaktadir.

Damar i¢inde sisirilen anjioplasti balonu, damar duvar1 yapisindaki diiz kas
hiicrelerinde travmatik bir hasara yol agmaktadir. Bu durum da lokal yaralanmaya
kars1 trombositlerin, koagiilasyonun ve fibrinolitik dizilerin, inflamasyonun, hiicre
birikiminin ve diiz kas hiicrelerinin ¢ogalmasinin indiiklenmesine ve aktive
edilmesine yol agmaktadir. Normalde bu tiir bir mekanizma yara iyilesmesinde rol
alirken bu durumda agilan damarin tekrar daralmasina yol agan bir etken olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Elastik geri biizlilmeyi takiben damar duvarinin en i¢ tabakasi
olan intima tabakasinda yer alan diiz kas hiicreleri asir1 ¢ogalarak intimal
hiperplaziye yol a¢makta, sonugta hiicre sayisindaki artis tekrar tikanmaya yol
acacak kadar yiiksek oranlara ¢ikabilmektedir. Restenoz’da goriilen diger bir durum

ise olumsuz geri sekillenmedir. Damar duvarmnin hasar gordiigii bolgede olusan
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elastik geri biiziilme ve diiz kas hiicrelerinin asir1 ¢ogalmasi ile olusan yeni damar

yapisini ifade etmektedir.

Sonu¢ olarak sistemik ila¢ tedavisi ve bypass ameliyatlarina karsi 6nemli
istiinlik saglamis olan anjioplasti teknigi, restenoz goriilme sikligindan dolayi,
arastirmacilart bu sorunun {stesinden gelebilecek yeni yaklasimlar aramaya

zorlamistir.
2.4. Stentler

2.4.1. Stent Tanim

Stent, genellikle cesitli metallerden yapilmis, esneme o6zelligine sahip,
silindirik ag yapisinda medikal cihazlardir (7,47,65). Stent yapisinda kullanilan

materyaller cogunlukla 316L paslanmaz ¢elik, nitinol (nikel ve titanyum karigimi) ve

tantalumdur (66). Metalik bir stentin sekli Sekil 2.2°de verilmistir.

(A) (B)

Sekil 2.2. Anjioplasti balonu iizerine sabitlenmis bir stentin; (A) uygulama Oncesi

sekli, (B) balonun sisirilmesi ile acik sekli

2.4.2. Stentlerin Uygulanmalari

1990’1l yillarda  stentlerin  gelistirilmesi  ile  birlikte anjioplasti
uygulamalarinda yeni bir adim atilmistir. Stent kullanimi, stenoz tedavisi i¢in kabul
gbren bir teknik olmus ve anjioplasti uygulamalarinin % 80’inde uygulanir duruma

gelmistir (50).
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Stentler farkli 6zelliklerine gore siniflandirilabilir. Oncelikli siniflandirma
stentlerin uygulama sistemine gore yapilabilir. Bu siniflandirmaya gore stentler; (i)
Kendinden agilma 6zelligine sahip olan stentler (self-expandable stents), (ii) Balon

ile acilan stentler (balloon expandable stents) (47) olarak iki grup altinda incelenirler.

Kendinden acilma 06zelligine sahip olan stentler s6z konusu oldugunda,
kataterin ucunda kapali konumda bulunan stentin iizerinde bir kilif bulunur.
Daralmanin oldugu bdlgede, bu kilif stentin tizerinden ¢ekilir ve stent kendiliginden
acilarak plak yapisini damarin kenarlarina dogru sikistirir (Sekil 2.3A). Balon ile
acilan stentlerde ise kataterin ucundaki anjioplasti balonunun iizerine kapali
konumda bulunan stent sabitlenmistir. Daralmanin oldugu boélgede balon sisirilir ve
balon ile birlikte tizerindeki stent de agilmis olur. Balon indirilerek katater ¢ekilir.

Boylece stent uygulandig1 bolgede kalmaya devam eder (Sekil 2.3B)(47, 49).

A (B)

Sekil 2.3. Stent uygulamalari (67).
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Tablo 2.2°de giinlimiizde ticari olarak kullanimda olan stentler, {iretici

firmalar1 ve tretildikleri materyaller ile ilgili bilgiler yer almaktadir.

Tablo 2.2. Ticari olarak kullanimda olan stentler (47,64)

Ticari Isim Uretici Firma Uretildigi Materyal
BeStent 2 Medtronic AVE, ABD 316L paslanmaz gelik
BiodivYsio AS, OC ve SV Biocompatibles, ingiltere 316L paslanmaz celik
Bx Velocity Cordis/J&J, ABD 316L paslanmaz ¢elik
Carbostent SIRIUS Sorin Biomedica, Italya 316L paslanmaz gelik
Corydynamic Apolo Iberhospitex, Ispanya 316L paslanmaz ¢elik
Coroflex ve Coroflex Delta | Braun Melsungen, Almanya 316L paslanmaz gelik
Duraflex Avantec Vascular Corp., ABD 316L paslanmaz ¢elik
Express Boston Scientific, ABD 316L paslanmaz gelik
Genic SV, LV ve DYLN Blue Medical Devices, Hollanda 316L paslanmaz ¢elik
Genius EuroCor Interventional, Almanya 316L paslanmaz celik

. . . . . PLLA
Igaki-Tamai Igaki Medical Planning, Japonya ) ] )
(Poli Laktik Asit)
JOSTENT Jomed, Isveg 316L paslanmaz gelik
Med-X Flexy Stent Med-Xcor, Fransa 316L paslanmaz gelik
Nexus ve Nexus II Occam International BV, Hollanda 316L paslanmaz celik
) ) ) . 316L paslanmaz gelik
NIR Medinol/SciMed Life Systems, Israil
(altin kaplanmus)
Prolink Vascular Concepts Ltd, ingiltere 316L paslanmaz ¢elik
316L paslanmaz gelik
Rithron Biotronik GmbH, Almanya . o
(silikon carbid ile kapli)

2.4.3. Stentlerin Ustiinliikleri ve Sakincalari

Stentlerin metalik ag yapisi, olusan plak yapilarini damarin kenarlarina dogru
iterek damar1 agmakta; uygulama yerinde kalmaya devam ederek damar icin bir
destek yapist olusturmaktadir. Bu destek yapisi sayesinde, stentler balon

anjioplastisinde goriilen akut elastik geri biiziilme ve olumsuz geri sekillenmenin
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Oniine gecmis olur (30,50,68). Uygulama yerinde kalan stent yapis1 damarin tekrar
bliziilmesini engeller ve restenozun goriilme olasiligini azaltir. Koroner stentlerin
kullanim1 ile balon anjioplastisinde goriilen % 50 ve daha yiiksek restenoz olasilig1

distiriilmistir (35,60,63,69).

Stentlerin balon ile gergeklestirilen anjioplasti uygulamalarma klinik
calismalarla gosterilen iistiinliiklerine karsilik (64), operasyonu takip eden ilk alt1 ay
icinde stent takilan hastalarin %10-40’1 arasinda restenoz goriilmeye devam
etmektedir (64). Stentlerin yerlestirildikleri bolgede meydana gelen restenoz olayina
0zel olarak stent-i¢i restenoz adi verilmektedir (11). Stent-i¢i restenoz birincil olarak
intimal hiperplaziden kaynaklanmaktadir (11,47,65). Stent acilirken damar duvarinda
bir yaralanma meydana getirmektedir. Bu yaralanma da restenoz mekanizmalarini
aktive etmektedir. Ayrica stentin metalik kenarlari da makrofajlar1 ve diiz kas
hiicrelerini uyarmakta biitlin bunlarin sonucunda intimada asir1 diiz kas hiicresi
cogalmasi (intimal hiperplazi), balon anjioplastisine oranla daha hizli ve yiiksek
oranda olmaktadir. Bu hiicreler bir siire sonra stent yapisini da i¢ine alarak damari
tekrar tikamaktadirlar (11,32,35,57). Buna gore stentler, restenoz mekanizmalarini
mekanik olarak engellemekle birlikte hiicresel diizeydeki olusumlar {izerinde etkisiz
kalmaktadirlar. Ayrica stent yerlestirilmesini takip eden ilk 30 giin i¢inde trombozis

olusumu riski, diizenli ila¢ kullanimini zorunlu hale getirmektedir (70).

Stent ile yapilan perkiitan koroner anjioplastilerde dikkatli olunmas1 gereken
bir diger konu da stent yapilarinin tasarimi ve fiziksel 6zellikleridir (64,70). Cogu
metal yiizeyi elektrostatik olarak pozitif yilikliidiir. Kan elemanlarinin biiyiik bir orani
negatif ylizey yiikii tasidigindan tromboz olusumuna yol acabilmektedir (65). Ayrica
stent yapisinda kullanilan metallere bagl olarak stentlerin kenarlarinin kalin olmasi,
mekanik dirence dolayisi ile iyi bir arteriyel destege sahip olmalarini saglamakta

ancak damar duvari hasarina yol agmaktadir (18).

Balon ve stent kullanilarak gergeklestirilen anjioplasti uygulamalar
sonucunda goriilen restenoz ve stent-i¢i restenozun tedavisi i¢in farkli yaklasimlar

denenmistir (57,63,70). Restenozun goriildiigii bolgeye tekrar anjioplasti ya da stent
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uygulanmasi1 gerceklestirilmektedir (57). Fakat uzun donemde tekrar restenoz
goriilme olasiligi bulunmaktadir. Stent-i¢i restenozun Onlenmesinde bir diger
yaklagim ise brakiterapi olarak adlandirilmaktadir. Bu yontemde restenozun
goriildiigli damar ici bolgeye 6zel bir katater yardimiyla kisa siireli (yaklasik 5
dakika) gama ya da beta radyasyonu uygulanmaktadir. Uzun vadede tromboz
olusumuna yol agmasi ve olumsuz geri sekillenme oranmi artirma olasiligi

kullanimini sinirlamaktadir (71).

Restenoz tedavisi amaciyla sistemik ila¢ kullanimi da uygulanan tedavi
yaklagimlar1 arasindadir (57,70,72). Kullanilan ilaglar ve kullanim amaglar1 asagida
orneklerle verilmistir;

Antitrombosit ve antitrombotik ilaglar: Restenoz olusumundaki ana
basamaklardan olan trombosit birikmesi ve y1gilmasini engelleyerek restenozu tedavi
etmek i¢in (Orn. varfarin, aspirin, heparin).

Antiinflamatuvar ilacglar: Restenoz olusumu sirasindaki inflamatuvar cevabi
ve buna bagli olarak hiicre cogalmasmi engellemek icin (Orn. dexamethasone
(73,74), prednisolone, tranilast)

Spesifik biiyiime faktorii antagonistleri: Restenoz olusumu sirasinda
saliman ve diiz kas hiicrelerini uyararak daha hizli ¢ogalmalarina yol agan biiyiime
faktorlerini inhibe etmek icin (Orn. trapidil, anjiopeptin).

Antineoplastik ilaclar: Spesifik olmayan antineoplastik etkin maddeler
kullanilarak restenozda goriilen son basamak olan diiz kas hiicrelerinin ¢ogalmasini

inhibe etmek icin (Orn. paklitaksel, rapamisin) (57).

Yukarida verilen ilaglarin restenoz tedavisi igin sistemik uygulanmalari klinik
olarak restenozun Oniline ge¢gmekte yetersiz olmustur (34,57,60,64,69,70). Sistemik
uygulama ile restenozun goriildiigli bolgeye yetersiz konsantrasyonda etkin madde
ulagsmast ve klinik olarak etki gosterecek dozlarin sistemik toksisiteye yol agmasi

sistemik ila¢ uygulamasinin restenoz tedavisinde etkisiz kalmasina yol agmustir (75).
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2.5. Ilag Salan Stentler (DES-Drug Eluting Stents)

2.5.1. Tlac Salan Stentlerin Gelisimi ve Kullanimi

Anjioplasti uygulamalart sonucunda goriilen restenozun Onlenmesi igin
gelistirilen tekniklerin istenen sonuglar1t vermemesi ve sistemik ila¢ uygulamalarinin
yetersiz kalisi, ilaclarin damar yapisi icine lokal olarak uygulanmasi gerekliligini

ortaya ¢ikartmistir (11,26,68,73,75,76).

Ateroskleroz goriilen bolgeye lokal olarak ilag tasinmasiin istiinliikleri su
sekilde siralanabilir (11,34,64,75);
A flaglarin sistemik toksisite gostermelerine yol agabilecek asir1
dozlarmin kullanilmasini engellemek,
A Tlk gegis etkisinden kurtularak olas1 metabolizasyonlardan kaginmak,
A flaglarin etki gosterecekleri konsantrasyonlarda uygulama bdlgesine

ulagmalarini saglamak.

Lokal olarak ila¢ tasinmasi i¢in Oncelikle katater temelli yaklasimlar
denenmistir. Anjioplasti balonu {izerine sabitlenen etkin madde daralmanin
goriildiigii  bolgede, balonunun sisirilmesini takiben damarin i¢ tabakasina
uygulanmis olmaktadir (71,75). Fakat bu uygulama sonucunda etkin madde ¢ok kisa
bir siire boyunca damarla temas edebilmekte, katater uzaklastigi anda etkin maddenin
etki yeri ile temasi bitmektedir. Kataterin ucundaki balon sisirildiginde damari
tamamen kapatmakta bu durum da kan akisini engellemektedir. Bu sebeplerden
dolay1r uygulanan etkin madde hizla kan dolagimina karigmakta ve istenen siire

etkisini gosterememektedir (64,75).

Katater temelli ila¢ tasmmmasinin insan c¢alismalarinda stenozin
engellenmesinde 6nemli bir etki gosterememeleri, lokal ilag tasinmasi i¢in stentlerin
uygun platform oldugunu gostermistir (34). Stent uygulamasi ile elde edilen mekanik
etkinin tek basina restenozu engellemede basarisiz olusu, farkli yollarla ilag

uygulanmasinin restenoz iizerinde istenen etkiyi gostermemesi bu iki tedavi
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stratejisinin birlestirilerek ila¢c salan stentlerin gelistirilmelerini saglamistir (75).
Stentlerin ilag tasiyici sistemler olarak kullanilmasi ile temel olarak iki yonlii bir etki
elde edilir. Ilag salan stentler, mekanik destek gérevi goren yapilari ile restenoz
mekanizmalar1 olan elastik geri biiziilme ve olumsuz geri sekillenmeyi mekanik
olarak engellemekte, ayni zamanda bir tasiyict gorevi istlendigi etkin maddenin
lokal olarak salinmasini saglayarak intimal hiperplazinin oniine gegmektedirler (50).
Ayrica stentlerin uygulandiklar1 bolgede uzun siire boyunca kalmalari, damar

duvarina, uzatilmis ve kontrollii etkin madde salimina izin verir (75).

[lag salan stentlerin gelistirilmesi igin zaman iginde farkli yaklasimlar
denenmistir. Bu amacgla etkin madde icermeyen metalik yapidaki stentler, ilag
cozeltisinin icine daldirilarak ya da ilag ¢ozeltisi stent iizerine piiskiirtiilerek
kaplanabilir (11,70). Etkin maddenin, bu sekilde direkt olarak stentin ylizeyine
sabitlenmesi miimkiin iken, matriks gorevi goren polimerik bir kaplama materyali
icinde dagitilarak stentlerin kaplanmasi ile de ila¢ salan stent sistemleri

olusturulabilir (70,77).

[lag salan stent yapilari ii¢ bilesenden olusmaktadir. Bunlar; ilag, polimerik
matriks ve stenttir (60). Bu li¢ bilesen ve tagimasi gereken 6zellikler ayrintili olarak

asagidaki boliimlerde sunulacaktir.

2.5.1.1. fla¢

Ilag salan stentlerin yapisina giren bir etkin madde restenoza yol agan
hiicresel yanitlardan intimal hiperplaziyi inhibe edecek 6zellikte olmalidir (11,49,60).
Bu amagla ila¢ salan stentlerin bilesimine giren farmakolojik gruplara 6rnek olarak
antiinflamatuvarlar (deksametazon, metil prednizolon, tranilast), immunosupresifler
(sirolimus, takrolimus, mikofenolik asit) ve antiproliferatifler (paklitaksel, tirosin

kinaz inhibitorii, C-myc antisens oligoniikleotiti) verilebilir (11,49).
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2.5.1.2. Polimer Matriksi

Ilag salan stentlerin yapisina giren bircok ilag, stentlerin metalik yiizeyine
sabitlenemedigi i¢in bir polimer tabakasina ihtiya¢ duyulmaktadir (60). Etkin bir
polimer kaplamast;

- Stentlerin kullamimi sirasinda ortaya ¢ikan mekanik zorlanmalara karsi
koyabilmeli (70),

- Trombojenik olmamali (11),

- Damar duvarinda tek basina bir inflamatuvar cevap olusumuna yol
acmamali (34),

- Etkin maddenin intimal hiperplaziyi inhibe edebilmesi i¢in en az 3 hafta

kontrollii olarak salimini saglayabilmelidir (11,34).

Kaplama amaciyla kullanilan polimerlerden bazilar1 ve etkin maddeler Tablo
2.3’de verilmistir (75). Bu polimerlerden biyopargalanir yapida olan, PLGA, Poli(L-
laktid) (PLLA) ve Poli(kaprolakton) (PCL) salim o6zelliklerinin ayarlanabilmesi,
biyopargalanir Ozellikte olmalart ve iyi mekanik Ozelliklerinden dolay1 tercih

edilmektedir.

Tablo 2.3. Literatiirde yer alan ilag salan stent ¢calismalar1

Polimer/Lipid Etkin Madde Literatiir
PLLA Dexamethasone 73
PLLA Hirudin 78
Fosfatidil kolin Dexamethasone 74
Polietilen tereftalat Heparin 21
Kollajen Sirolimus 50
Akrilik Asit Estrojen 62
PLGA Paklitaksel 79
PLGA Metalloproteinaz 80
Polilaktid-ko-kaprolakton Paklitaksel 81
Poliorganofosfazen Metilprednizolon 82
Poly(styrene-b-isobutylene-b-styrene) Paklitaksel 77
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2.5.1.3. Stent

Ideal bir ilag salan stent, esnek ve biiyiik bir yiizey alanina sahip olmalidir.
Ayrica mekanik dayanikliliginin da yiiksek olmasi gerekmektedir (60). Piyasada yer
alan ila¢g salan stent sistemlerinde kullanilan stentler, 6zellikle ila¢ salimi igin

gelistirilmemis, konvansiyonel stentlerdir.

Insanlarda kullamm izni alarak piyasaya siiriilmiis olan iki adet stent
bulunmaktadir. FDA’den onay alan bu stentlerden birincisi 2003 Nisan ayinda
piyasaya siiriilen Cordis firmasinn CYPHER™ sirolimus salan stenti digeri de

Boston Scientific firmasmin 2004 Mart’inda piyasaya siiriilen TAXUS™

paklitaksel
salan stentidir. Paklitaksel sitotoksik etkisinden dolay1 tumdrlere kars1 kullanilan bir
ilactir (83). Lokal olarak hiicre yapisindaki mikrotiibiillerin yapisin1 bozarak, hiicre
cogalmasimi Onlemektedir. Boylece stentin yerlestirildigi bolgede hiicresel olarak
restenoz engellenmektedir. CYPHER stentinin etkin maddesi olan sirolimus ise
immunosupresan ve antiproliferatif etkisi nedeniyle kullanilan antibiyotik yapida bir
bilesiktir. Sirolimus, damar duvarinda yer alan diiz kas hiicrelerinin ve endotel

hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe ettigi anlasildiktan sonra ilag salan stentlerde

kullanilmaya baslanmistir (11).

2.5.2. Ila¢ Salan Stentlerden ila¢c Sahm

Ilag salan stentlerden lokal olarak ila¢ salimim etkileyen etkenler (57);
A Kaplamanin kalinlig
A [lacin ve polimerin fizikokimyasal dzellikleri
A Polimer matriksinin gézenekliligi
A Stentin tasarim 6zellikleri

A Stentlerin igerdigi etkin madde miktar1 olarak 6zetlenebilir.

Etkin maddenin o6zellikleri ele alindiginda, hidrofobik ilaglarin damar
duvarma gecmesi daha kolay olmaktadir (84). Ilaglarm stentin {izerindeki

kaplamadan salimlar1 genellikle difiizyon ya da ¢o6ziinme/degradasyon kontrollii
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olarak gerceklesmektedir (85). Ilag salan stentlerden salimin difiizyon ya da
¢Oziinme/degradasyon kontrollii mekanizmalarindan hangisine gore gerceklesecegi

kaplama i¢in segilen polimerin 6zelliklerine bagli olarak kontrol edilebilmektedir.

Diflizyon kontrollii sistemlerde ilag salimi suda ¢ézliinmeyen polimerler ile
saglanir. Piyasada kullanimda olan CYPHER ve TAXUS stentlerinin her ikisinde de
suda ¢oziinmeyen polimerler kullanilmakta ve buna bagli olarak ilag salimi1 difiizyon
kontrollii olmaktadir. Coziinme/Degradasyon kontrollii sistemlerde ise ilacin
salinmas1 suda c¢Oziinebilen polimerin yavasg¢a c¢oziinmesine ya da hidrofobik

polimerlerin yavas bir sekilde degrade olmasina baglidir (85).

2.5.3. Ilac Salan Stentlerin Ustiinliik ve Sakincalar1

Yapilan klinik ¢aligmalar restenozun engellenmesinde ilk alt1 aylik siirenin son
derece kritik oldugunu gostermektedir ve bu siireden sonra kalici bir destege olan
ihtiyac gittikce azalmaktadir. Bu siire zarfinda restenozun mekanik ve hiicresel
diizeyde engellenmesi miimkiin olursa bundan sonraki zaman dilimlerinde restenoz
goriilme olasih@g ortadan kalkmaktadir (31,36,61,65,86). ilag salan stentler iki
mekanizmayla restenozu engellemekte fakat gorevlerini yerine getirdikten sonra
viicutta gereksiz yere uzun siire kalmaktadirlar. Stentlerin sadece son 10 yildir
yaygin olarak kullanildiklar diistiniildiigiinde, uzun siireli etkileri ve goriilebilecek
yan etkiler agisindan beklenmedik sonug¢lar dogurabilecekleri g6zoniinde

bulundurulmalidir (35,60).

2.6. Biyoparc¢alanmir Stentler

Bu boéliimde, tezimizde formiilasyon gelistirme calismalar1 gerceklestirilen
biyopargalanir stentlerle ilgili ayrintili bilgiler verilmeden Once, biyopargalanir
stentlerin liretiminde siklikla kullanilan polimerler hakkinda kisa bir bilgi

verilecektir.
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2.6.1. Poli laktid (PLA), Poli glikolid (PGA) ve Poli laktid-ko-glikolid
(PLGA)

PLA, PGA ve bu polimerlerin kopolimeri olan PLGA {izerinde en ¢ok
calisma yapilan ve ticari olarak en ¢ok kullanilan poli(a-hidroksi asit) grubuna dahil

biyoparcalanir polimerlerdir (7,87).

PGA ve PLA polimerlerinin farkli oranlarda bir araya gelmesiyle sentezlenen
kopolimerler ise PLGA olarak adlandirilir. i¢erdikleri PLA ve PGA monopolimerleri
oranlariin degistirilmesiyle kopolimerin biyolojik ortamda pargalanma siiresinin
ayarlanabilmesi 6nemli yer tutmaktadir. Boylece PLGA kullanilarak hazirlanan
implant ve ilag tastyici sistemlerin igerdikleri etkin maddeyi salim siireleri ve viicutta
kalig stireleri optimize edilebilmektedir (1). PLGA kopolimerlerinin mekanik
Ozelliklerinin iyi olusu ve FDA tarafindan insanlar {izerinde kullanimlarina izin

verilmis olusu bu polimerlerin tercih edilirligini artirmaktadir.

Tez calismamiz kapsaminda metalik stentlerin kaplanmasi ve biyoparcalanir
stentlerin hazirlanmasi1 amaciyla PLGA (75:25) ve PLGA (50:50) kopolimerleri

kullanilmustir.

2.6.2. Biyoparc¢alanir Stentlerin Gelisimi ve Kullanimlari

Koroner anjioplasti uygulamalarinda izlenen stratejiler ve polimer
teknolojisindeki gelismeler ateroskleroz tedavisinde biyoparcalanir stentlerin
kullamimin1 da beraberinde getirmistir. Ila¢ salan stentlerin restenozun goriilme
sikligimi diisiirmedeki basarilarina ragmen (11,88), stenlerdeki polimer tabakasinin
kalinliginin simirh olusu yiiklenecek ila¢ miktarin1 azaltmakta ayrica etkin maddenin

kontrollii saliminin saglanmasinda giicliik olugturmaktadir (88).

Ilag salan stentlerin elastik geri biizilme ve olumsuz geri sekillenme
mekanizmalarin1 mekanik olarak engellemeleri ve intimal hiperplaziyi hiicresel

boyutta inhibe etmeleri amaglanan kullanimlaridir. Ancak metalik ila¢ salan stentler
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istenen bu amaglar1 yerine getirdikten sonra viicut iginde gerek duyulmadigi halde

kalmaya devam etmektedirler.

Bu olumsuzluklardan, biyoparc¢alanir stentlerin gelistirilmesi ile kaginmak bir
alternatif olusturmustur. Biyoparcalanir polimerler kullanilarak iiretilen bu stentler
damar i¢inde ihtiyag duyulan siire boyunca mekanik olarak destek gorevlerini
yapmakta ayrica igerdikleri etkin maddeler araciligi ile hiicresel olarak restenoza yol
acan mekanizmalar1 inhibe etmektedir. ilag salan stentlerden farkli olarak da
gorevlerini yerine getirdikten sonra hi¢ bir toksik bilesen birakmadan organizma
icinde absorbe olmaktadirlar (76,89). Boylece viicut i¢inde ihtiya¢c olmayan siireler
boyunca yabanci bir cisim birakilmamis, stentlerin metalik yapilarinin yol
acabilecegi inflamasyonlardan kacinilmis, ikinci bir operasyon olasilifi da

engellenmis olmaktadir.

2.6.3. Biyoparcalamr Stentlerin Ustiinliik ve Sakincalar

ideal bir stentte bulunmasi gereken ozellikler asagidaki gibi siralanabilir
(86,90):

A Amacim gerceklestirdikten sonra biyoparcalanir olmali ve parcalanma
tirtinleri toksisite gostermemeli,

A Mekanik fonksiyonunu saglamasi i¢in fiziksel olarak zorlamalara
kars1 dayanikli olmali,

A Anjioplasti siiresince kolay uygulanabilmesi i¢in yeterli esneklige
sahip olmali ve

A Restenozu engellemek icin lokal olarak kontrollii etkin madde

salimini saglayabilmelidir

Bu istenen Ozelliklere ulagmak ancak uygun biyopargalanir stentlerin
gelistirilmesi ile miimkiin goriinmektedir (90). Biyopargalanir stentlerin polimerik
kenar yapilar1 damarla temas yerlerinde daha az hasar yaratmakta bu da damar
duvarinda olusan yaralanmayi azaltarak hiicresel cevabin daha az olmasim

saglamaktadir (36,65). Ayrica ilag kapli stentlerden farkli olarak biitiin bir stent
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yapisinin polimerden olusmasi, stente yiiklenecek etkin madde miktarinin kontrollii
ilag salimi1 saglayacak uygun miktarda olmasini saglamakta bu durumda da etkin

maddenin kontrollii olarak salimi elde edilebilmektedir (88).

Biyoparcalanir stentlerde farkli sekilsel oOzelliklere sahip stent yapilari
gelistirilmistir (31,36,65,90-92). Bu yapilarin i¢ginde helikal yapida hazirlanan (Sekil
2.4-A) (90) stentler oldugu gibi mikrofilament yapisinda stentler de (31, Sekil 2.4-B)

bulunmaktadir.

Sekil 2.4. Stent Yapilari. A: Helikal Yap1 (90) B: Mikrofilament yap1 (31)

Hietala ve dig. (92) PLA kullanarak biyopargalanir, spiral yapida stent
gelistirmislerdir. Stent yapisi onikinci aydan itibaren hidroliz olmaya baslamis ve
yirmidordiincii ayda biiylik oranda par¢alanmis ve bu siireg igerisinde stent restenozu
engellemistir. Igaki ve Tamai (31) PLLA polimeri kullanarak zig-zag yapili (Sekil
2.4B) biyopargalanir stent liretmislerdir. Metalik stentlere kiyasla damar duvarinda
daha az intimal hiperplazi goriilmiis ve alt1 ay siiresince restenoz oran1 % 10,5 olarak
bulunmustur.  Igaki-Tamai stenti herhangi bir inflamasyona ya da tromboz
olusumuna yol agmamustir. Ayrica Yamawaki ve dig. (61) Igaki-Tamai stentine
tirozin-kinaz inhibitorii yiliklemisler ve yirmi birinci giinlin sonunda 6nemli derecede
azalmis intimal hiperplazi gozlemlemislerdir. Igaki-Tamai stentine antiproliferatif bir
ilag olan tranilast yiiklenmis ve tranilast ile kaplanmig metalik stentlere gore ilacin
yliklenme miktarini yiiksek bulmuslardir (31).

Yamawaki ve dig. (61) Igaki-Tamai stentine etkin madde olarak tirozin kinaz
inhibitorii yiikleyerek yaptiklari ¢aligmada PLLA’nin ¢ok az bir lokal inflamasyona
yol actigimi gostermislerdir. Ayrica stent yapisi mekanik olarak restenozun

olusumunu engellemistir.
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Nuutinen ve dig. (36) PLLA kullanarak ag yapisinda biyopargalanir stent
formiilasyonu gelistirmiglerdir. Stentin 3 mm’den dar arterlere uygulanabilecegini
belirtmislerdir. Stentin baslangigtaki mekanik dayanikliliginin % 50’sini kaybetmesi

icin 30 hafta gegmesi gerektigi sonucunu elde etmislerdir.

Valimaa ve dig. ise (91) PLGA (80:20) kopolimeri kullanarak kendinden
acilabilen biyoparcalanir bir stent tasarimi gerceklestirmislerdir. In vitro ortamda
stentlerin  sertliklerini O6nemli Ol¢lide kaybetmeleri icin dokuz hafta ge¢mesi

gerektigini belirtmislerdir.

Venkatraman ve dig. (90) PLLA kullanarak helikal yapida biyoparcalanir
stent tiretmisler (Sekil 2.4A) ve in vitro ortamda ila¢ yiiklemesinin stentin mekanik
ozellikleri tizerine etkisini arastirmiglardir. Yiiksek oranda ilag yiliklemesinin, stent
yapisinin parcalanmasi i¢in gereken zorlamay1 artirdigi ve stentin fiziksel yapisini

alt1 ay boyunca korudugu sonucunu bulmuslardir.

Vogt ve dig. (93) PLLA kullanarak helikal yapida stent gelistirmisler, stente
paklitaksel yiikleyerek in vivo olarak degerlendirmislerdir. In vitro ortamda ilacin iig
ay icinde tamamen ortama salindigini belirtmislerdir. Etkin madde igermeyen
polimerik stentlerin metalik stentlere gore daha fazla restenoza yol agtigini fakat

paklitaksel i¢eren stentlerde bu oranin her iki gruba oranla az oldugunu bulmuslardir.

Yoon ve dig. de (94) PLGA (75:25) kopolimeri kullanarak biyopargalanir
damar iskeletleri gelistirmis ve bu yapilara deksametazon yliklemislerdir. Etkin
maddenin 30 giin i¢inde polimer yapilarindan in vitro ortamda salindig1 ve diiz kas
hiicreleri iizerinde antiinflamatuvar etkisine bagli olarak c¢ogalmay1 engelledigi

gosterilmistir.

Biyopargalanir stentler koroner anjioplasti konusunda aragtirmalarin getirdigi
onemli bir nokta olmasina ragmen klinik kullanimda tespit edilen sakincalar1 da
bulunmaktadir. Bunlar arasinda kullanilan polimerin fiziksel olarak yeterli

dayaniklilik gdstermesi Onemli sorunlardan biridir. Mekanik Ozellikleri istenen
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diizeyde olmayan bir polimerin kullanilmasi uygulama sirasinda polimer yapisinda
kirilma ve kopmalara yol acabilir. Bu durumda meydana gelebilecek emboli
hastanin oliimiine yol acabilir. Ayrica polimerlerin kendilerine 6zgii plastik
ozelliklerinden dolay1 polimerik stentlerin balon ile sisirilmelerini takiben tekrar
daralma egilimi gdstermeleri damarin yeterli 6l¢iide agilamamasina yol agabilir.
Igaki — Tamai stenti damar icine yerlestirildikten sonra balon ile acilma islemine ek
olarak tekrar daralmanin meydana gelmemesi i¢in katater yardimiyla 70 °C’ye kadar
isitilmaktadir. Bu durum lokal olarak uygulama yerindeki hiicrelerde ilave bir hasara
yol acabilmektedir (36,89,95). Bu sorunun ¢éziimii i¢in kendiliginden sisme ozelligi

gosteren polimerik stentler gelistirilmistir (89,95).

Biyopargalanir polimerik stentlerde, tim bu soézii edilen sakincalara ve
tasarim ve kullanimda diisliniilmesi gereken konulara dikkat edildigi takdirde, bu
sistemlerin koroner arter hastaliginin tedavisinde uzun yillar stiinliiklerini

koruyabilecekleri anlagilmaktadir.

2.7. Mikrokiireler

2.7.1. Mikrokiirelerin Ozellikleri

Mikrokiireler, ¢aplar1 1 pm ile bir ka¢ yiiz mikrometre arasinda degisen,
monolitik yapida, etkin maddeleri viicut i¢inde belirli bolgelere tasiyabilme

potansiyeline sahip olan, kati, kiiresel mikrotasiyici sistemlerdir (8).

Mikrokiire sistemlerinden beklenen 6zellikler; etkin maddeyi kontrollii olarak
salmasi, biyouyumlu olmasi, diisiik dozlarda etkin madde kullanimina olanak
vermesi ve buna bagli olarak toksisiteyi azaltmasi, biyoparcalanir olmasi ve
pargalanma Tiriinlerinin toksik O6zellik gdstermemesi, etkin maddenin 6zelliklerini

olumsuz yonde etkilememesi ve etkin maddenin stabilitesini koruyabilmesidir (8).
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2.7.2. Mikrokiire Hazirlamada Kullanilan Polimerler

Mikrokiirelerin hazirlanmasinda kullanilan polimerleri dogal ve sentetik
polimerler olarak ayirmak miimkiindiir. Dogal polimerler biyopargalanir olmalari,
organizma i¢in toksik bir bilesen olusturmamalart ve suda ¢oOziinebilen etkin
maddeler i¢in uygun tastyicilar olmalar1 gibi 6zellikleri ile tercih edilirler (96).
Sentetik polimerler ise kendi iglerinde biyoparcalanir olan ve olmayan olarak
ayrilirlar. Istenen &zelliklere gére sentez edilebilmeleri, biiyiik dlgekli iiretimlerinin
yapilabilmesi, hazirlama ve saklama siiresince dayanikli olmalar1 ve yiiksek saflikta

iretilebilmeleri gibi 6zellikler ile tercih edilen polimerlerdir (8,96).

Tez calismamizda prednizolon asetat yiiklii mikrokiirelerin hazirlanmasinda
dogal bir polimer olan kitosan kullanilmistir. Bu nedenle kitosan ve kitosan

kullanilarak hazirlanan mikrokiireler ayrintili olarak verilmistir.

2.7.3. Kitosan ve Kitosan Kullanilarak Hazirlanan Mikrokiireler

Kitosan, Crustacea kabuklarinda bulunan kitinin kismi deasetilasyonu ile
elde edilen glukozamin ve N-asetilglukozamin kopolimeri olan bir polisakkarittir.

Serbest amino gruplar ise pozitif bir ylik tasimasini saglamaktadir (97,98).

Kitosan polimerleri, farkli molekiil agirligina, viskoziteye ve deasetilasyon
derecesine sahip olabilir (97,98). Kitosan polimerinin viicut ile uyumlu,
biyoparcalanir, diisilk toksisiteye sahip olusu en Onemli Ozellikleri olarak
bildirilmektedir (99-101). Kitosan polimeri farmasdtik teknoloji alaninda; tablet
formiilasyonlarinda (97), mikropartikiiler tastyict sistemlerde (99,101-103) ve

implante edilebilen sistemler gibi (104) sistemlerde kullanilmaktadir.

2.7.4. Kitosan Polimeri ile Mikrokiire Hazirlama Yontemleri

Kitosan mikrokiirelerinin hazirlanmas1 i¢in pek ¢ok farkli ydntem

bulunmaktadir (98,103,105-107). Bu ydntemlerden hangisinin segilecegi istenen
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partikiil  biiylikliigline, son {iriiniin stabilitesine, {retim sonrasinda ortamda
kalabilecek toksik bilesenlere ve etkin maddenin termal o6zelliklerine gore
degismektedir (103). Emiilsifikasyon ve ionotropik jelasyon, koaservasyon ve
coktiirme, iyonik jelasyon ve ¢Ozlicii buharlastirma yontemleri kitosan
mikrokiirelerinin hazirlanmasi amaciyla kullanilmaktadir. Bu boliimde kitosan
mikrokiire sistemleri hazirlanmasi i¢in tez g¢alismamizda kullanilan piiskiirterek

kurutma yontemi ayrintili olarak aciklanacaktir.

2.7.4.1. Piiskiirterek Kurutma Yontemi

Piiskiirterek  kurutma yontemi ilag-yardime1r madde c¢ozeltisi ya da
siispansiyonlarindan kuru tozlarin, graniillerin ve aglomeratlarin elde edilmesi igin
kullanilan bir yontem olmustur (108). Piiskiirterek kurutma yontemi 6zellikle gida ve
ilag sanayinde onemli kullanim alani bulmustur (109). Son yillarda, piiskiirterek
kurutma yontemi yiiksek {iretim verimi saglamasi, hizli ve tekrarlanabilir bir yontem
olusu ve organik ¢oziicii kullanimin1 gerektirmemesi gibi nedenlerle mikrokiire
hazirlanmasi i¢in de sik olarak kullanilmaya baslanmistir (110,111). Yontem atomize
hale getirilen damlaciklarin sicak hava akimi igerisinde kurutulmasi esasina
dayanmaktadir (103). Bu amacla gelistirilen piiskiirterek kurutucu cihazlar1 sayesinde
farmasotik teknolojide biiylik 6nemi olan mikrokiire formiilasyonlarinin hazirlanmasi

saglanmistir.

Piiskiirterek kurutma yonteminde mikrokiirelerin iiretilmesi i¢in hazirlanan
polimer ve etkin madde iceren ¢dzelti silikon bir boru yardimi ile ignenin ¢ozelti
besleme girigine baglanir. Peristaltik pompa yardimi ile ¢ozeltiye vakum uygulanir
ve ¢ozelti boru iginde ilerleyerek igneye ulasir. Ignenin diger besleme ucundan ise
basin¢li hava (genellikle 5 — 8 bar arasi) sisteme giris yapmaktadir. Polimer ¢ozeltisi
ignenin ucundan basingli havanin yardimiyla ana bolimiin igine piskiirtiiliir.
Piiskiirterek kurutucu cihazi piiskiirtmenin oldugu ana bolmeye sicak hava akisi
sagladigindan, sicakliga bagli olarak polimer ¢ozeltisi damlaciklarindaki ¢oziict
buharlasir. Bdylece kati hale gelen partikiiller siklona dogru ilerlerler. Burada

siklonun 6zel yapisi sayesinde altta bulunan 6rnek kabina inerler. Siklonun iist
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cikisindan uygulanan vakum ise ana bélmeden siklona ulasan ¢6ziicii buharlarini kati
partikiillerden ayirmak ve ortamdan uzaklagtirmak i¢indir. Elde edilen mikrokiireler
kurutulmus oldugu icin ilave bir islem yapilmasina gerek kalmadan uygun 6rnek
kaplarina almabilirler. Tez ¢alismamizda kullanilan piiskiirterek kurutma cihazinin

sematik gosterimi Sekil 2.5°de sunulmustur.

I gne Peristaltik
Sistemi \ ,—\ / Pompa

il
@ -
[=]. '[5] I:l =
e e
- __— Aspiratér
. / — Cikist
Piiskiirmenin 1
oldugu ana .
b5lme . / Siklon

— Toplama Kab1

Sekil 2.5. Calismalarimizda kullanilan piiskiirterek kurutucunun (Biichi 190 Mini
Spray Dryer) sematik gosterimi (A: Hava akis hizi kontrol diigmesi, B:
Pompa hiz1 ayarlama diigmesi, C: Aspirator seviyesi ayarlama diigmesi,
D: Sicaklik ayar diigmesi, E: Giris sicakli1 gostergesi, F: Cikis sicaklig

gostergesi)

Piiskiirterek kurutma yonteminde elde edilen mikropartikiiller kiiresel
yapidadirlar (112). Elde edilen mikrokiirelerin boyutlar1 bir ka¢ mikrometreden
yaklasik yiiz mikrometreye kadar ¢ikabilir (110). Bu yontemde son iiriiniin 6zellikleri

tizerinde etkili olan bir ¢ok degisken vardir. Mikrokiirelerin partikiil biiyiikliikleri
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tizerinde; piiskiirtme hizi, piiskiirtmenin yapildig1 igne ucu acikli§i ve kurutma
hizinin etkisi vardir. Bununla beraber elde edilen kiirelerin ortalama caplar1 10

um’den daha diisiik olmaktadir (101,105,112,113).

Piiskiirterek kurutma yonteminde kullanilan basingli havanin akis hizinin
artmasi elde edilen mikrokiirelerin partikiil biyiikligiini diisiirmektedir (101).
Peristaltik pompanin hizinin artirllmas1 birim zamanda piskiirtillecek ¢ozelti
miktarin1 da artirmakta sonugta partikiil biiyiikliigii artmakta ayrica elde edilen
kiireler tam olarak kuruyamamaktadir (112). Kullanilan polimer konsantrasyonunda
artis olmas1 da partikiil biiyiikliigiinii artirmaktadir (114). Ayrica, sisteme uygulanan
vakumdaki artis ¢ok kiiciik partikiil biiyiikliigiine sahip mikrokiirelerin ¢dziicli buhari
ile birlikte cekilerek verimin diismesine neden olmaktadir (115). Ayrica kullanilan
ignenin ug¢ agikligr azaltilirsa piiskiiren ¢ozelti damlaciklari da kiigcilmekte sonucta

daha kii¢iik mikrokiireler elde edilmektedir.

Piiskiirterek kurutma yontemi diger kitosan mikrokiire hazirlama yontemleri
ile kiyaslandiginda sadece ¢ozelti degil ayn1 zamanda emiilsiyon ve siispansiyonlarin
da piskiirtiilmesine olanak vermesi, organik ¢oziici kullanilmasina gerek
birakmayisi, tamamen sulu bir ortamda iiretim yapilmasi, iretilen kiirelerin
boyutlarinin 10 um’den kii¢iik olusu, istendiginde ¢apraz baglayici kullanimina izin
vermesi, hizl1 ve tekrarlanabilir bir iiretim yontemi olmasi gibi sebeplerle iistiinliik
gostermektedir (110,115,116). Ayrica piiskiirterek kurutma yonteminde hem
hidrofilik hem de hidrofobik yapida etkin maddelerle ¢alisilabilmektedir (113). Tablo
2.4’de literatiirde yer alan plskiirterek kurutma yontemi kullanilarak hazirlanan

kitosan mikrokiirelerine iliskin ¢alismalara 6rnekler verilmistir.
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Tablo 2.4. Literatiirde yer alan pliskiirterek kurutma yontemi kullanilarak hazirlanan

kitosan mikrokiirelerine iliskin ¢alismalar

Kitosan Tipi . ] ..
(M.A/Viskozite) Etkin Madde Uygulama Yolu | Literatiir
Kitosan Hidrokloriir (Seacure C1 210) .
Diisiik-Orta M.A Metoklopramid Oral 116
Kitosan Glutamat (Seacure G110-210) ve Baz
Sodyum
(Seacure 123-223-320) Diklofenak Kolon 105
Diisiik, Orta ve Yiiksek M.A
Kitosan o
Orta M.A Vitamin C Oral 109
Kitosan .
200-800 cps viskozite Klorhekzidin Buccal 115
Kitosan (M.A 750.000 Da) ve L
S-metilpirolidon kitosan (M.A 400.000Da) Ampisilin Buccal 13
Kitosan
100 mPaS viskozite Betametazon Pulmoner 112
Kitosan .
70 mPas viskozite Teofilin Pulmoner 117
Kitosan hidrokloriir Protasan UP CL 113 Karbamazenin Nasal 118
(M.A 160.000) ve Kitosan glutamat P
Kitosan Orta M.A (190-310 kDa) Vankomisin Intra muskuler 119
Kitosan Lo
Orta M.A (400.000 Da) Loratidin Nasal 120

2.8. Iistatistiksel Yontemler

Tez ¢alismamizda optimizasyon ve elde edilen sonuglarin degerlendirilmesi

amaciyla kullanilan faktoriyel tasarim ile ilgili bilgiler asagida verilmektedir.

2.8.1. Faktoriyel Tasarim Tanim

Iki ya da daha fazla etkenin biitiin olas1 seviyelerinin etkilerinin ayn1 anda

incelendigi denemelerdir (121).
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2.8.2. Kullanim Amaci

Faktoriyel tasarim kullanilarak birden ¢ok etkenin farkli seviyeleri ayni anda
incelenmektedir ve bu acgidan bir seferde sadece tek bir etkenin denendigi tasarimlara
gore daha etkilidirler. Bir etkenin seviyeleri diger etkenlerin degisik seviyelerinde ele
alinabilmektedir ve bu sayede etkenler arasinda bir etkilesmenin olup olmadigi
ortaya ¢ikarilabilmektedir. Olas1 bir etkilesmenin yonii ve onemi faktoriyel tasarim
ile degerlendirilebilmektedir. Bunlara ek olarak faktoriyel tasarim kullanilarak, bir
etkenin etkisinin diger etkenlerin farkli seviyelerinde tahmin edilebilmesi olanaklidir

ve bu da deney kosullarinin hangi sinirlar iginde valide edilebilecegini gosterir (121).
2.8.3. 2% Faktoriyel Tasarim

2% faktdriyel tasariminda iki etkenin iki farkli seviyesi bulunmaktadir. Bu

etkenler ve seviyelerinin olusturdugu kombinasyon noktalar1 Sekil 2.6’da verilmistir.

Yiksek

Etken B

Dusuk
|
T

Disiik Yiksek

Etken A
Sekil 2.6. 27 faktoriyel tasarim kombinasyon noktalari
Bu tasarimda arastirilan iki etkenin iki farkli seviyesi ve bu seviyelerde

yapilacak denemelerin acilimi Tablo 2.5°de verilmistir. Bu noktalarda yapilan

denemeler sonucunda her etkenin her seviyesinde ¢alisilmis olur (121).
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Tablo 2.5. 2° faktoriyel tasarimda yapilan denemeler

Deneme Etken
Kombinasyonu A B AB
@) - - +
a + - -
b - + -
ab + + +

Bu tasarimi tanimlayan regresyon denklemi ise agsagida verilmistir:

Y =Bo+ Bixi + Bz + Broxix; +e (Esitlik 2.1)

Verilen denklemde y bagimli degiskeni, x; ve x, etkenleri, f parametreleri, ¢

ise hata terimini ifade etmektedir (121).

2.8.4. Faktoriyel Tasarimda Kullanilan Grafikler

Faktoriyel tasarimda sonuglarin degerlendirilmesinde ayrica grafiksel
yontemlerden de faydalanilabilir. Faktoriyel tasarimda kullanilabilecek grafiklerden

iki tanesi cevap ylizey grafigi ve izdiistim haritasidir (Sekil 2.7)(122).

Sekil 2.7°de gorildiigii gibi arastirilan etlkenler arasinda herhangi bir
etkilesimin olmadig1 durumda cevap yilizey grafigi diizlemseldir (Sekil 2.7A) ve
izdiisiim haritasida bulunan c¢izgiler birbirlerine paralel diiz ¢izgilerdir (Sekil 2.7B).
Bununla beraber etkenler arasinda etkilesmenin oldugu durumlarda, elde edilen
cevap yiizey grafigi biikiilmekte ve diizlemsellikten uzaklasmaktadir (Sekil 2.7C).
Aynmi sekilde izdiisiim haritast bulunan c¢izgiler de biikiilmekte ve paralellikten
uzaklagmaktadir (Sekil 2.7D). Buna bagli olarak etkenler arasindaki etkilesmenin
egriselligin bir ifadesi oldugu da sdylenebilir (121).
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Sekil 2.7. Cevap ylizey grafikleri ve izdlisiim haritalari.
Etkilesimin olmadigi durumda A: cevap yiizey grafigi, B: izdiisiim haritasi,

Etkilesimin oldugu durumda C: cevap yiizey grafigi, D: izdiislim haritast.
2.9. Prednizolon asetat
2.9.1. Fizikokimyasal Ozellikleri
Prednizolon asetat antiinflamatuvar etkili, 21 karbonlu pregnan halkas1 iceren
steroid yapili sentetik bir kortikosteroid ilagtir (123,124). Kimyasal yapist Sekil

2.8’de gorilmektedir. Prednizolon asetatin molekiiler formiilii Cy3H30O¢’dir ve

beyaz, kristalize bir tozdur (125). Molekiil agirlig 402,5°dir (125,126).
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Sekil 2.8. Prednizolon asetatin kimyasal yapisi

Suda, pratik olarak ¢oziinmez (126,127). Aseton ve kloroformda az ¢oziintir.
Erime derecesi 235°C’dir (126,127) ve erime derecesi ile kimyasal olarak
bozunmaya basladigi sicaklik aynidir. 242 + % 2,5 nm’de maksimum UV aborbansi
verir (128).

2.9.2. Miktar Tayini Yontemleri

Prednizolon asetat i¢in farkli miktar tayini yontemleri kullanilmistir. Bunlar
arasinda; USP’de de kayith olan HPLC metodu (124,128,129), miseller
elektrokinetic kapiller kromatografi (130), gaz kromatografisi (124,129,131),
radioimmuno assay yontemi (132,133), kiitle spektroskopisi (124,129,132), ince
tabaka kromatografisi (134) ve UV spektroskopisi bulunmaktadir (129).

2.9.3. Farmakolojik Ozellikleri

Adrenal korteks tarafindan salgilanan steroid yapili bilesiklerin arasinda
glukokortikoid yapida olan hidrokortizon (kortizol) da yer almaktadir. Prenizolon
asetat hidrokortizonun sentetik bir tiirevidir ve viicut i¢ine alindiginda hidroliz ile
prednizolona ¢evrilerek aktivite gosterir (123). Sentetik steroidler dogal tiirevlerine
gore (Kortizon) daha giicli antiinflamatuvar etkiyi daha hizli gostermektedirler

(135).



42

Prednizolon asetat temel olarak antiinflamatuvar etki elde edilmesi i¢in lokal
olarak katarakt ameliyatlarindan sonra (136), sistemik olarak akut miyokard
infarktiisiinden sonra (137) sistemik kortikosteroid eksikligi tedavisinde (125) ve

diger antiinflamatuvar etki istenen durumlarda siklikla kullanilmaktadir.

Yaralanma, infeksiyon ve hastaliklar gibi durumda artan sitokin salgilanmasi
immun sistemi tetikleyerek hiicresel olarak makrofajlarin, T hiicrelerinin ve B
lenfositlerinin birikmesine yol agar. Hiicresel olarak olusan bu cevap durumunda
prednizolon asetat, immiin sistemi inhibe ederek sitokinlerin salimini1 dolayist ile
hiicresel olarak inflamasyonu azaltir. Bu da inflamasyonlu bolgede hiicre biiytimesini
ve proliferasyonunu engeller (123). Prednizolon asetat ve icinde bulundugu
farmakolojik grup olan adrenal steroidler inflamasyonu erken ve ge¢ evrelerinde

inhibe eder (138).
2.9.4. Stabilitesi

Prednizolon asetat giiclii okside edici bilesikler ile ge¢imsizdir (139). Oda
sicakliginda plasmada ii¢ saat boyunca stabil olarak bulunmustur (140). Prednizolon
asetat 15 ve 25 kGy dozda y radyasyonuna maruz birakildiginda icerik kaybina
ugramistir (141).

2.9.5. Piyasa Preparatlan

Prednizolon asetatin USP’ye (128) kayith oftalmik siispansiyonu, steril
siispansiyonu ve oftalmik merhem preparatlari bulunmaktadir. Prednizolon asetatin
Tirkiye’deki preparatlar1 arasinda; deri hastaliklarinda kortikosteroid tedavisinde
kullanilan Hexacorton® Krem, allerjik reaksiyonlarda ve inflamasyonda kullanilan
Pred-Forte® Oftalmik Siispansiyon ve Suprenil® oftalmik siispansiyon yer
almaktadir. Lokal olarak kullanilan bu preparatlarin endikasyonlar1 ¢ogunlukla
inflamasyondur (142). Diinya pazarinda ise Belephamide® adi altinda lokal olarak

inflamasyonlarda kullanilan oftalmik silispansiyon preparati yer almaktadir (143).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Araclar ve Geregler

3.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Diklorometan

Disodyum hidrojen fosfat

Etanol

Kitosan (Diisiik Molekiil Agirliklr)
(M.A:150.000)

Kitosan (Orta Molekiil Agirlikli)
(M.A:400.000)

Laktik asit

Polietilen glikol (PEG) 4000 (M.A:3300—4000)
PLGA (50:50) (M.A:34.000 Da)
PLGA (75:25) (M.A:136.000 Da)
Potasyum dihidrojen fosfat
Prednizolon asetat

Sodyum azid (%99,9)

Sodyum kloriir

Sodyum lauril siilfat

Merck, Almanya
Merck, Almanya
Tekel, Tiirkiye
Fluka, Almanya

Fluka, Almanya

Fischer, ABD

BDH Chemicals, Ingiltere
Medisorb, Merck Dupont, ABD
Medisorb, Merck Dupont, ABD
Merck, Almanya

Abdi Ibrahim, Tiirkiye

Sigma, Almanya

Riedel De Haen, Almanya
Merck, Almanya
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3.1.2. Kullanilan Aletler

Diferansiyel taramali kalorimetre

Hassas terazi

FT-IR spektrometresi

Kapiller erime derecesi tayin cihazi

Koni-Plak viskozimetresi

Kurutma Tabancasi

Manyetik karistirict

Optik mikroskop

Partikiil bliytikliigi tayin cihazi
pH metre

Piiskiirterek kurutucu

Santrifiij aleti

Taramal1 elektron mikroskobu
Termostatl1 yatay ¢alkalayici
Stentler

Ultrasonik banyo

Ultraturaks

UV spektrofotometre
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Q 100, TA Instruments, ABD
Shimadzu AX 200, Japonya

Pelkin Elmer 1720X FT-IR
Spektrofotometresi, ABD

A. Thomas Company, ABD
Brookfield DV-11+, ABD

Labor Gerate Glasapparatebau,Rettberg,
Almanya

Heidolph, Almanya

Leica DFC 320, Almanya

HELOS Sympatec, Almanya

Sartorius PP-20, Almanya

BUCHI 190 Mini Spray-Dryer, Isvigre
Hermle Z323, Almanya

Jeol — SEM 6400, Japonya

Memmert, Almanya

NEMED, Tiirkiye

Branson B 220 Smith Kline, ABD
IKA, Almanya

Agilent 8453, ABD
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3.2. Yontemler ve Deneyler

3.2.1. Prednizolon Asetatin Fizikokimyasal Ozellikleri Uzerinde Yapilan

Cahismalar

3.2.1.1. UV Spektrumu

Kitosan mikrokiire formiilasyonlari ile stentlere hapsedilen etkin maddenin
miktar tayini, in vitro salim calismalar1 ve stabilite deneylerinin sonuglarinin
degerlendirilmesinde spektrofotometrik yontem kullanilmistir. Bu amagla, etkin
madde prednizolon asetatin, % 0,5 (a/h) oraninda sodyum lauril siilfat ve
mikroorganizma tiremesinin engellenmesi i¢in % 0,05 (a/h) oraninda sodyum azid
iceren PBS (Phosphate Buffer Saline, pH 7,4) ¢o0zeltisinde A = 200-400 nm
araliginda UV spektrumu ¢ekilmis ve maksimum dalga boyu (Anax) belirlenmistir

(126,128,144)

3.2.1.2. FT-IR Spektrumu

Prednizolon asetatin FT-IR spektrumunun c¢ekilmesi i¢in etkin madde,
potasyum bromiir ile karistirilmis ve bu karisim 10 t/cm’ basingla pelletler halinde
basilmistir. Olusturulan bu pellet 6rneklerinin FT-IR spektrumlari, 4000-400 cm™
araliginda ¢ekilerek etkin madde prednizolon asetatin FT-IR spektrumu elde

edilmistir.

3.2.1.3. Erime Derecesi Tayini

Erime derecesi tayini i¢in prednizolon asetat kilcal tiip icerisine konulmus ve
kapiller erime derecesi tayin cihazi ile analiz gergeklestirilmistir. Cihaza tiipler
yerlestirildikten sonra beklenen erime derecesinin 10 °C altina kadar hizli 1sitma
yapilmis, bu seviyeden sonra sicaklik daha yavas yiikseltilerek etkin maddenin
erimeye ya da bozunmaya basladigi sicaklik ile erime ya da bozunmanin

tamamlandig1 sicaklik aralig1 kaydedilmistir.
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3.2.1.4. Diferansiyel Taramah Kalorimetri (DSC)

Bilindigi {izere, diferansiyel taramali kalorimetri ydntemi kimyasal
maddelerin termodinamikleri, stabiliteleri ile molekiiler yapilarinin tayini ve
incelenmesi gibi amagclarla kullanilmaktadir (145). Tez ¢alismamiz kapsaminda da
prednizolon asetatin termal &zelliklerinin incelenmesi i¢in DSC termogrami
cekilerek erime ve bozunma dereceleri tayin edilmistir. Termogramlarin
cekilebilmesi i¢in standart kiiciik hacimli aluminyum Ornek kaplarina 4 mg
prednizolon asetat, kabin biitlin yiizeyine temas edecek ve bosluk kalmayacak sekilde
doldurulmustur. Ornek kabinin kapagi kapatma aletinin yardimiyla sikica ve tam
olarak kapatilmistir. Elde edilen preslenmis plaka aletin analiz bdlmesine
yerlestirilerek analiz baglatilmistir. DSC c¢alismalarinda kullanilan analiz sartlari

asagida verilmistir;

Atmosfer: Azot (50 mL/dakika)
Baslangic ve bitis sicakliklari: 25-350 °C
Sicaklik yiikseltme ve sogutma hizi: 10 °C/dakika

- > > >

Standart: Indium

3.2.2. Prednizolon Asetatin Spektrofotometrik Miktar Tayini

3.2.2.1. Kalibrasyon Dogrularinin Olusturulmasi

Prednizolon asetatin % 0,5 (a/h) sodyum lauril siilfat ve % 0,05 (a/h) sodyum
azid iceren PBS (pH 7,4) cozeltisindeki kalibrasyon dogrulari, bu ¢oziiciide 50
ng/mL konsantrasyonda hazirlanmis olan alt1 ana stok ¢ozeltisinden hareketle elde
edilmistir. Her bir stok c¢ozeltiden gerekli seyreltmeler yapilarak 2,5-20 pg/mL
konsantrasyon aralifinda sekiz standart ¢ozelti hazirlanmigtir. Hazirlanan bu
cozeltilerin absorbanslart 247 nm’de okunarak regresyon analizi yardimiyla

kalibrasyon dogrular1 ve denklemleri elde edilmistir.
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3.2.2.2. Analitik Yontem Validasyonu

Analitik yontem validasyonu, tayini yapilacak olan etkin maddenin miktar
tayin yonteminin istenilen amaca yonelik oldugunu, uygulama bakimindan dogru,
kesin bir sekilde ve siirekli olarak kullanilabilirligini gdstermek i¢in uygulanan bir
islemdir. Farmasotik preparattaki etkin maddenin tayininde kullanilacak analitik bir

yontem validasyonunun performans kriterleri sunlardir:

Ozgiinliik (Specificity)
Dogrusallik (Linearity)
Dogruluk (Accuracy)

- > > >

Kesinlik (Precision)

A Tekrar edilebilirlik (Repeatability)

A Tekrar elde edilebilirlik (Reproducibility)
A Stabilite

3.2.2.2.1. Ozgiinliik

Prednizolon asetat i¢in kullanilan analitik yontemin (UV Spektroskopisi)
maddeye 6zgiin oldugunu kanitlamak, mikrokiire ve stentlerdeki ya da ¢oziiciiler
icindeki bilesenlerin 6l¢lim yapilan dalga boylarinda prednizolon asetat ile girisim
yapan bir absorbans vermedigini gostermek amaciyla, ¢dziindiirilen bos
mikrokiirelerin, stentlerin ve ¢oziiclilerin (PBS, etanol, diklorometan) UV

spektrumlari incelenmistir.

3.2.2.2.2. Dogrusallik

Analitik yontemin dogrusalligi, deney bulgularinin 6rnek igindeki etkin
madde konsantrasyonu ile olan iligkisinin belli bir aralikta dogrusal oldugu anlamina
gelir. Bu parametrenin incelenmesinde kullanilacak olan kalibrasyon dogrulari en az
bes konsantrasyonda calisilarak cizilebilmektedir (128). Bu amagla alti adet 50

pg/mL  konsantrasyondaki stok c¢ozeltilerinden hareketle gerekli seyreltmeler
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yapilarak sekiz farkli konsantrasyonda altisar adet c¢ozelti hazirlanmis ve
absorbanslar dl¢iilmiistiir. Cozeltilerin konsantrasyonlarina kars1 absorbans degerleri

grafige gecirilerek kalibrasyon dogrularinin denklemleri elde edilmistir.

3.2.2.2.3. Dogruluk

Dogruluk, kullanilan analitik yontem yardimiyla bulunan sonuglar ile elde
edilen deney sonuglariin arasindaki uygunluk veya yakinligin derecesidir. Analitik
bir yontemin dogrulugunun tespiti i¢in en az ii¢ farkli konsantrasyonda, her bir
konsantrasyon degerinde en az bes seri ¢ozelti hazirlanarak ol¢limlerin yapilmasi
gerekmektedir (128). Kullanilan analitik yontemin dogrulugunu gostermek i¢in dort
farkli konsantrasyonda (5, 10, 15, 20 pg/mL) altisar adet ¢ozelti hazirlanarak
absorbanslart 6l¢iilmiistiir.

Prednizolon asetatin miktar tayini icin kullanilan analitik yOntemin

dogrulugunun arastirilmasi i¢in Formiil 3.1 kullanilmistir (146).

Dogruluk (% ortalama bagil hata)= (X -Y) /Y x100 (Formiil 3.1)

X= Olgiilen konsantrasyon (ug/mL)

Y= Hazirlanan konsantrasyon (ng/mL)

3.2.2.2.4. Kesinlik

Belirlenen sartlarda yapilan bagimsiz test sonuglar1 arasindaki uyumu ifade
eden bir validasyon kriteridir (147). Standart sapma (SS) ve varyasyon katsayisi
(VK) ile ifade edilen analitik yontem kesinligi, istatistiksel olarak anlamli sayida
aynt konsantrasyondaki orneklerin absorbans degerlerinin art arda Olciilmesi ile
degerlendirilir. Kesinlik, normal deney kosullar1 altinda bir analitik yontemin tekrar
edilebilirlik (repeatability) ve tekrar elde edilebilirlik (reproducibility) derecesinin

Olciisiidir.
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Analitik yontemin tekrar edilebilirliginin degerlendirilmesi i¢in 50 pg/mL’ lik
stok c¢ozeltiden hareketle kalibrasyon dogrusu iizerinde yer alan bes farkh
konsantrasyonda (2,5, 5, 10, 15, 20 pg/mL) birer ¢ozelti hazirlanmis ve her bir

konsantrasyondaki ¢ozeltinin absorbansi alt1 defa iist {liste dl¢iilmiistiir.

Tekrar elde edilebilirligin incelenmesinde ise ayni stoktan hareket edilerek
seyreltmeyle 5, 10, 15, 20 pg/mL konsantrasyon degerlerinde altisar adet c¢ozelti
hazirlanarak bu c¢ozeltilerin absorbanslar1 birer defa Olg¢lilmiistir. Bu oOlgiimler
sonucunda bulunan degerlerden kalibrasyon dogrusu yardimiyla konsantrasyonlar
hesaplanarak ortalama, SS ve VK bulunmustur. Analitik yontemin tekrar elde
edilebilir oldugunun kabul edilebilmesi icin VK’mm % 2’den kiigiik olmasi

gerekmektedir.

3.2.2.2.5. Stabilite

Prednizolon asetatin % 0,5 (a/h) sodyum lauril siilfat ve % 0,05 (a/h) sodyum
azid iceren PBS (pH 7,4) ¢ozeltisindeki stabilitesini incelemek i¢in bu ¢ozelti iginde
15 pg/mL konsantrasyonda prednizolon asetat ¢ozeltisi hazirlanmis ve 37 °C’de
saklanmistir. 1., 3., 5., 7., 10., 15, 21., 28., 35., 42., 49. ve 60. giinlerde ¢dzeltinin
spektrumu alimmistir. Elde edilen spektrumlar ve Ay.x degerleri karsilastirilarak

prednizolon asetatin bozunmaya basladig1 zaman aralig arastirilmistir.

3.2.3. Kullamilan Polimerlerin Fizikokimyasal Ozellikleri Uzerinde

Yapilan Calismalar

Bu béliimde, kullanilan polimerlere (PLGA ve kitosan) iliskin fizikokimyasal
ozellikleri incelemek amaciyla yapilan viskozite tayini caligmalar1 ve DSC ile

yapilan analiz yontemleri ile ilgili bilgi verilecektir.
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3.2.3.1. Viskozite Calismalari

Diisiik, orta ve yliksek molekiil agirlikli kitosan polimeri tiplerinin % 1°lik
(h/h) laktik asit icerisindeki degisik konsantrasyonlardaki ¢dzeltilerinin
viskozitelerinin piiskiirterek kurutma islemi iizerindeki etkilerini incelemek
amaciyla, Brookfield DV-II+ Koni-Plak viskozimetresi ile 6lgiimler yapilmistir. Her
ornekten 0,5 mL alinarak degisik donme hizlarinda (rpm) analiz gerceklestirilmistir.
Kayma hizina karsi elde edilen kayma gerilimi degerleri grafige gecirilmis ve
orneklerin gdsterdikleri reolojik akis tipi belirlenmistir. Ayrica her bir polimer
cozeltisi 6rnegi icin 25+2 °C’de ve 76,8 sn' kayma hizinda viskozite degerleri

kaydedilerek istatistiksel olarak karsilagtirilmigtir.

Kullanilan PLGA polimerleri i¢in ise iretici firmanin sertifikalarinda
belirttigi intrinsik viskozite degerleri dikkate alinmistir. Buna gore PLGA (75:25)
polimeri yiiksek intrinsik viskoziteye, PLGA (50:50) polimeri ise diigiik intrinsik

viskoziteye sahiptir.

3.2.3.2.Diferansiyel Taramah Kalorimetre Termogramlarinin

Incelenmesi

Tez caligmamizda kullanilan polimerlerin termal davranis o6zelliklerinin
incelenmesi amaciyla farkli molekiil agirliklarina (orta ve diisiik) sahip kitosan tipleri
ile PLGA’nin farkli kopolimer oranlarina sahip (50:50 ve 75:25) tiplerinin DSC
termogramlari ¢ekilmistir. S6z konusu polimerlerden kitosan i¢in aluminyum 6rnek
kaplar1 kullamilmistir. Ornek kabinimn yiizeyini tamamen kaplayacak kadar polimer
Ornegi hassasiyetle tartilmis ve kaplar kapatildiktan sonra analiz gerceklestirilmistir.
PLGA kopolimerlerinin DSC analizlerini gerceklestirmek i¢in ise aluminyum
hermetik 6rnek kaplar1 kullanilmistir. Gerekli miktarlarda tartilan polimer 6rnekleri
kaplar icine yerlestirilmis ve kapatilan 6rnek kaplar1 cihaza yerlestirilerek analiz
gerceklestirilmistir.  Biitlin  analizlerde standart olarak indium kullanilmistir.

Polimerlerin DSC analizlerinde kullanilan sartlar Tablo 3.1’de verilmistir.
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Tablo 3.1. Kullanilan polimerlerin DSC analiz sartlar

. Baslangic Bitis  |SicaklikYiikseltme/|
Polimer Atmosfer* Sicakhigy | Sicakhgn Sogutma Hiz1
Kitosan ° o o .
(orta ve diisik M.A.) Azot 25°C 350 °C 10 °C/dakika
PLGA o o o) ]
(kopolimer orani 50:50 ve 75:25) Azot 20°C 230 °C 10 °C/dakika

*Azot akig hiz1 : 50 mL/dakika

3.2.4. Mikrokiire Formiilasyonlarinin Hazirlanmasi

3.2.4.1. On Formiilasyon Calismalar

Mikrokiire formiilasyon calismalarinda dogal bir biyopolimer olan kitosanin
iki farkli molekiil agirligmma sahip tipi (diisik M.A: 150.000 Da, ve orta M.A:
400.000 Da) kullanilmistir. Mikrokiire {iretim yontemi olarak piiskiirterek kurutma
teknigi; istenen boyutlarda (1-10 um) mikrokiire iiretilmesini sagladigi ve organik
¢oOziicii kullanimimi gerektirmedigi icin tercih edilmistir. Literatiirde puskiirterek
kurutma teknigine iliskin formiilasyon caligmalarinda yer alan (101,115,148,149)
teknik sartlarin ve deney kosullarinin (hava basinci, akis hizi, aspirasyon, sicaklik ve
pompa hiz1) standardizasyonu ve hazirlanan mikrokiire formiilasyonlarinin iiretim
verimi dikkate alinarak optimum kosullar tespit edilmeye caligilmistir. Olusan
yapilarin kiiresel olup olmadiklar1 arastirilmig sonrasinda ise iiretim veriminin
artirllmas1  hedeflenmistir. Yapilarin  kiireselliklerinin  kontroliinde bilgisayar
sistemine bagl Leica DFC 320 optik mikroskobu ve taramali elektron mikroskobu
(SEM) fotograflart kullamlmustir. Uretim veriminin artirilmasi icin yapilan
caligmalarda ise farkli konsantrasyonlarda kitosan g¢ozeltileri kullanilmis ve elde
edilen mikrokiirelerin iiretim verimleri degerlendirilmistir. Prednizolon asetatin
¢oziindiiriilerek polimer ¢ozeltisine karistirilacagi ¢oziiciiler ile kitosan arasinda bir
gecimsizlik olup olmadiginin anlagilmasi i¢in kitosan ¢ozeltileri alkol, diklorometan

ve aseton ile karistirilmis ve olasi bir fiziksel ge¢imsizlik kontrol edilmistir.
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3.2.4.2. Kitosan Mikrokiirelerinin Hazirlanmasinda Kullanilan

Faktoriyel Tasarim

Piiskiirterek kurutma ydntemi ile kitosan mikrokiirelerinin hazirlanmasinda 2°
faktoriyel tasarim kullanilmistir. Bu amagla kitosan polimerinin iki farkli molekiil
agirhigma sahip olan tipi (M.A: 150.000 Da ve M.A: 400.000 Da) secilmistir.
Kullanilan 2* faktoriyel tasarimda bagimsiz degisken olarak; polimer konsantrasyonu
(%) ve hedeflenen yiikleme orani (%) iki farkli etken olarak alinmistir. Tez
calismamizda polimer konsantrasyonu etkeninin seviyeleri diisiik (% 0,5) ve yiiksek
(% 1), hedeflenen yiikleme orani etkeninin seviyeleri de diisiik (% 10) ve yiiksek (%
20) olarak belirlenmistir. Kurulan deney diizeninde her etkenin her seviyesinde
calisilmig ve formiilasyonlar gelistirilmistir. Tablo 3.2°de iki farkli kitosan polimeri
kullanilarak gelistirilen (orta ve diisiik molekiil agirlikli) formiilasyonlardaki etkenler

ve deney diizeni gosterilmistir.

Tablo 3.2. Kullanilan 2 faktoriyel tasarimda etkenler ve diizeyleri

Etkenler Diizeyleri
Hedeflenen Yiikleme Orani % 10 % 20
Polimer Konsantrasyonu % 0,5 % 1

Hazirlanan mikrokiire formiilasyonlarindaki etkenlerin bagimli degiskenler
tizerine etkileri incelenmistir. Bagimli degiskenler:
A Ortalama partikiil biiyiikligi (um)
A Yiiklenen prednizolon asetat miktar1 (%)

A n vitro salimda #+;59 degerleri (saat) olarak belirlenmistir.

Faktoriyel tasarim kullanilarak bagimli degiskenler {izerinde bagimsiz
degiskenler olan polimer konsantrasyonu ve hedeflenen yiikleme oraninin etkilerinin

onemi ve etkenler arasindaki olasi bir etkilesme incelenmigtir. Ayrica polimer



53

konsantrasyonu ve hedeflenen yiikleme orani etkenlerinin bagimli degiskenler
tizerindeki etkilerini ifade eden regresyon dogrular1 bulunarak bu dogrularin ylizey-
cevap ve izdiisim grafikleri ¢izilmistir. Tablo 3.3’de 2* faktoriyel tasarim
kullanilarak olusturulan mikrokiire formiilasyonlarinin bilesenleri ve kodlar1 yer

almaktadir.

Tablo 3.3. 2* faktoriyel tasarim uygulanarak hazirlanan kitosan mikrokiire

formiilasyonlarinin kodlar1 ve bilesenleri

Formiilasyon Polimer Tipi Polimer Hedeflenen Yiikleme
Kodu Konsantrasyonu (%) Oram (%)
CLO0,5 Diisiik M.A. 0,5 - (Bos mikrokiire)
CL1 Diisiikk M. A. 1 - (Bos mikrokiire)
CMO,5 Orta M.A. 0,5 - (Bos mikrokiire)
CM1 Orta M.A. 1 - (Bos mikrokiire)
CLO0,5PA10 Diisiik M.A. 0,5 10
CLO0,5PA20 Diisiik M.A. 0,5 20
CL1PA10 Diisiik M.A. 1 10
CL1PA20 Diisiik M.A. 1 20
CMO,5PA10 Orta M.A. 0,5 10
CMO0,5PA20 Orta M.A. 0,5 20
CMI1PA10 Orta M.A. 1 10
CMI1PA20 Orta M.A. 1 20

3.2.4.3. Piiskiirterek Kurutma Yontemi ile Mikrokiirelerin Hazirlanmasi

hazirlanmasinda

(101,110,111,115,150,151).

Kitosan mikrokiireleri puskiirterek  kurutma

Bolim 3.2.4.2°de

yontemi
kullanilmistir verilen bilgiler
dogrultusunda farkli polimer tipi, konsantrasyonu ve hedeflenen yiikleme oranina
sahip olan sekiz mikrokiire formiilasyonu iretilmistir. Bu amagla, kitosan
polimerinin (diisiik ya da orta molekiil agirlikli), % 1 (h/h) laktik asit icerisinde %

0,5 (a/h) ve % 1 (a/h) konsantrasyonda c¢dzeltileri hazirlanmistir. Polimerin tam
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olarak c¢oziinmesi i¢in 24 saat boyunca manyetik karistiric1 iizerinde karistirma
saglanmistir. Etkin madde icermeyen mikrokiirelerin eldesi i¢in hazirlanan polimer
cozeltileri piiskiirtiiriilerek bos mikrokiireler tiretilmistir. Etkin madde (Prednizolon
asetat) iceren mikrokiirelerin iiretilmesi i¢in kullanilan polimerin agirlik¢a % 10°u ve
% 20’si oraninda prednizolon asetat, gerekli miktar alkolde ultrasonik banyoda
tutularak c¢oOziindiiriilmiistiir. Hazirlanan polimer ¢ozeltileri {izerine prednizolon
asetatin alkoldeki ¢oOzeltisi damla damla 10 mL/dakika hizinda eklenmistir (150).
Tam ve homojen bir karigmanin saglanmasi icin ekleme yapilirken karisim
ultraturaks kullanilarak 11.000 rpm’de karigtirilmistir. Prednizolon asetatin alkoldeki
¢Ozeltisi eklendikten sonra karisstm 1 dakika daha ultraturaksta tutulmus ve
hazirlanan cozeltiler piiskiirtiilerek etkin madde iceren mikrokiireler hazirlanmistir.
Uretilen mikrokiireler cam flakonlarda, 1s1ktan korunarak, oda sicakliginda desikator
icinde saklanmislardir. On formiilasyon calismalar1 sirasinda standardize edilen

piiskiirterek kurutma islemine iliskin deney kosullar1 asagida verildigi gibidir:

A Basing : 7 bar

A Akis Hiz1 : 600 Nl/saat
A Aspirator Seviyesi - 10

A Girig Sicakligt : 130 °C

A Cikis Sicakligt : 70 °C

A Pompa Hizi : 5 mL/dakika
A Igne Ucu Aciklig : 0,5 mm

Kitosan mikrokiire formiilasyonlarinin igerikleri ve hazirlama ydnteminin

sematik gosterimi Sekil 3.1 ve Sekil 3.2°de goriilmektedir.
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3.2.5. Mikrokiire Formiilasyonlarinin Karakterizasyonu

Piiskiirterek kurutma yontemi ile hazirlanan mikrokiirelerin karakterizasyonu
amaci ile morfolojik 6zellikleri, partikiil biiylikligii tayini yapilmis, iiretim verimi ve
mikrokiirelere yiiklenen prednizolon asetat miktar1 hesaplanmigtir. Ayrica
mikrokiirelerin  DSC ile termodinamik o6zellikleri de arastirilmustir. Uretilen
mikrokiirelerden prednizolon asetatin saliminin incelenmesi ve salim 6zelliklerinin

degerlendirilebilmesi i¢in in vitro salim ¢alismalar1 yapilmistir.

3.2.5.1. Morfolojik Ozellikler

Etkin madde yiikli olan ve olmayan mikrokiirelerin ylizey ozellikleri SEM
kullanilarak incelenmistir'. Mikrokiire 6rnekleri piring levhalar {izerine ¢ift tarafi
yapiskan bantla sabitlenerek kaplama cihazinda (Hummle VII Sputter Coating
Device, Anatech) yaklasik 130°A kalinliginda altin ile kaplanmustir. Uygulanan
kaplama islemi sonrasinda oOrnekler SEM cihazina (JEOL JSM-6400)
yerlestirilmistir. Orneklerin incelenmesi sirasinda 20 kV’luk voltaj uygulanmis ve

farkli biiyiitme oranlarinda mikrokiirelerin fotograflari ¢ekilmistir.

3.2.5.2. Partikiil Biiyiikliigii Tayini

Hazirlanan mikrokiirelerin partikiil biiyiikliiklerit HELOS partikiil biiyiikligi
Olgim cihaz1 (SympaTec, Almanya) kullanilarak tayin edilmistir’. Kitosan
mikrokiireleri sulu ortamlarda sisme egilimi gosterdiginden ortam olarak izopropil
alkol kullanilmistir (101). Ornekler analiz éncesinde 1 dakika izopropanol iginde
ultrasonik banyoda tutularak siispande edilmis ve partikiil biiyiikliigii 6lgiimleri

yapilmistir (115).

3.2.5.3. Mikrokiirelerin Uretim Verimi

Mikrokiirelerin iiretiminde kullanilan piiskiirterek kurutma ydnteminin

etkinliginin degerlendirilmesi amaci ile hazirlanan formiilasyonlarin {iretim verimi
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hesaplanmistir. Bu amacla her bir serinin {iretiminden sonra elde edilen mikrokiire
agirhigi (g olarak), kullanilan polimer agirlig1 ve etkin madde agirliginin toplamina
oranlanmis ve bulunan deger yiizde cinsinden ifade edilmistir (150). Her seri icin
elde edilen bu degerlerin ortalamasi ve standart sapmasi bulunarak, her bir

formiilasyon igin iiretim verimi hesaplanmistir.

% Verim = (A /B) x 100 (Formiil 3.2)

A: Elde edilen mikrokiire agirligi

B: Polimer + etkin madde agirlig

3.2.5.4. Mikrokiirelere Yiiklenen Prednizolon Asetat Miktarinin ve Etkin

Madde Yiikleme Etkinliginin Belirlenmesi

Mikrokiirelere yiiklenen etkin madde miktarinin belirlenmesi i¢in 10 mg
mikrokiire hassas terazide tam olarak tartilmis ve balon jojeye aktarilarak iizerine
10 mL etanol eklenmistir. Karisim, prednizolon asetatin mikrokiirelerden ekstre
edilebilmesi i¢in 1 saat siliresince ultrasonik banyoda tutulmustur. Elde edilen
dispersiyon, filtre kagidindan siiziilmiis ve elde edilen siiziintliniin absorbansi 247
nm’de spektrofotometrik olarak Slgiilmiistiir. Olgiilen absorbans degeri kalibrasyon
dogrusu denklemine yerlestirilerek bu absorbans degerine karsilik gelen

konsantrasyon saptanmig ve etkin maddenin yiikleme etkinligi hesaplanmistir.

3.2.5.5. Mikrokiirelerin Termodinamik Ozelliklerinin Arastirilmasi

Hazirlanan mikrokiirelerin termodinamik 6zelliklerinin arastirilmasi igin DSC
analizleri yapilmistir. Bu amagla iiretilen mikrokiirelerden en uzun siire salim 6zelligi
gosteren iki formiilasyon, DSC analizleri icin se¢ilmistir. Analiz icin standart

aluminyum Ornek kaplarini tam olarak dolduracak kadar numune 6rnek kabinin

' Analiz ODTU Malzeme Miihendisligi Fakiiltesi’ nde yapilmustir.
* Analiz Gazi Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Teknoloji Anabilim
Dalr’ nda yapilmustir.
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ylizeyini tam olarak kaplayacak ve bosluk birakmayacak sekilde doldurulmustur.
Analizde etkin madde igermeyen mikrokiire, etkin madde iceren mikrokiire
formiilasyonlari, prednizolon asetat ve orta ve diisiik molekiil agirlikli kitosan
polimerlerinin 25-350 °C arasinda DSC termogramlart c¢ekilerek,  mikrokiire
formiilasyonu i¢ine hapsedilen prednizolon asetatin ozelliklerindeki degismeler

incelenmistir. Analizlerde, Boliim 3.2.1.4°de verilen deney kosullar1 kullanilmastir.

3.2.5.6. In Vitro Salim Deneyleri

3.2.5.6.1. Salim Ortam ve Deneyin Yapilisi

Salim deneylerinde hazirlanan mikrokiirelerden prednizolon asetatiin salim
ozelliklerinin incelenmesi i¢in kullanilan ortam % 0,5 (a/h) sodyum lauril siilfat ve %
0,05 (a/h) sodyum azid igeren PBS (pH 7,4) tamponudur. Salim ortaminda bulunan
sodyum azid, mikrobiyolojik liremeyi engellemek amaciyla kullanilmistir. Salim
deneyleri i¢in hassas terazide tartilmis olan 5 mg’lik mikrokiire formiilasyonlar1 1,5
mL’lik Eppendorf tiiplere aktarilmis ve iizerine 1,25 mL salim ortami ilave
edilmistir. Her formiilasyon i¢in bu sekilde hazirlanan 6 salim hiicresi, sicaklig
37+0,5 °C’de sabit tutulan yatay c¢alkalayicili su banyosuna yerlestirilmistir. Ayn
zamanda prednizolon asetat icermeyen ve deneylerde kor olarak kullanilacak
mikrokiirelere de ayni islemler uygulanmustir. In vitro salim deneylerinde bir
Eppendorf tiipii icerisine stabilite degerlendirmesi i¢in etkin madde konmus ve in
vitro salim sartlarinda tutulmustur. Yatay calkalayicinin hizi 50 devir/dakika’ya
ayarlanmigtir. Salim deneyleri sirasinda 6nceden belirlenen zaman noktalarinda (15.
dak, 30. dak, 1., 2., 4., 6., 8., 12., 24., 36., 48., 56., 72., 96., 120., 144., 168., 192,
216., 240. ve 264. saatler) Eppendorf tiipleri alinarak 10.000 rpm’de 5 dakika
santrifiij edilmis ve ortamdaki kitosan mikrokiireleri ¢oktiiriilmiistiir. Siipernatant
alinmis ve yerine ayn1 miktar taze salim ortami eklenmistir. Alinan 6rneklerin 247
nm’deki absorbanslar1t UV spektrofotometresinde okunmus ve elde edilen degerler
kalibrasyon dogrusuna yerlestirilerek zamana bagl olarak salinan yiizde kiimiilatif

prednizolon asetat miktar1 bulunmus ve salim grafikleri ¢izilmistir. Etkin madde
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saliminin  O.derece, Higuchi ve Hixon-Crowell modellerine gore kinetik

degerlendirmeleri yapilmistir.

3.2.5.6.2. in Vitro Sahm Deneylerinin Validasyonu

Icerdigi etkin madde miktar1 Boliim 3.2.5.4°de verildigi sekilde tayin edilen
mikrokiire formiilasyonlar1 i¢in in vitro salim deneylerinin validasyonu
gerceklestirilmistir. Her bir mikrokiire formiilasyonu i¢in Boliim 3.2.5.6.1°de
belirtildigi gibi hazirlanan altisar ¢6ziinme hiicresinden, her bir 6rnek alma
zamaninda analiz yapilarak etkin madde icin X, SS ve VK hesaplanmistir. Boylece
her bir formiilasyonun in vitro salim c¢aligmasinda biitiin 6rnek noktalar1 i¢in tekrar
elde edilebilirlik ve dogruluk parametreleri bulunmustur. Ozgiinliik parametresi
salim ortaminda miktar tayini validasyonu ¢alismalarinda verilmigtir. Salim
ortaminda stabilite degerlendirmesi Bolim 3.2.2.2.5°de yapilmistir. Bu validasyon
kriterlerinden 6rnek alma zamanlarinda salinan etkin madde icin VK degerlerinin
ortalamasi alinarak in vitro salim deneyinin validasyonu degerlendirilmistir. VK

degerlerinin ortalamasinin % 5’den kii¢lik olmasi istenmektedir (152).

3.2.6. Biyoparcalanir PLGA Stentlerinin Hazirlanmasi

3.2.6.1. On Formiilasyon Calismalari

Polimerik yapidaki biyoparcalanir kardiyovaskiiler stentlerin hazirlanmasi
icin sentetik bir polimer olan PLGA’nin kullanilmasina karar verilmistir. Polimerin
Amerikan Gida ve Ilag¢ Dairesi (FDA) onayli ve biyoparcalanir olusu, farkl tiirleri
kullanilarak pargalanma siiresinin ve etkin maddenin salim kinetiklerinin kontrol
edilebilmesi gibi 6zellikleri bu secimde etkili olmustur. Tez ¢alismamizda PLGA
75:25 (% 75 laktik asit-% 25 glikolik asit, M.A: 136.000 Da) ve PLGA 50:50 (% 50
laktik asit-% 50 glikolik asit, M.A: 36.000 Da) polimerleri kullanilmistir.
Polimerdeki laktik asit oranindaki artis hidrofilik 6zelligi azalttigindan pargalanma
ve buna bagl olarak su absorplama ve salim siiresi gibi 6zellikleri uzatmaktadir

(153). Bu ozellikler nedeniyle % 75’den daha fazla oranda laktik asit igeren PLGA
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tiirevlerinin kullanimindan vazgecilmistir. Bununla beraber olusturulacak olan stent
yapilarmin fiziksel olarak dayanikli olmalar1 gerektiginden % 50’den daha fazla
oranda glikolik asit iceren PLGA tiirleri de kullanilmamistir. Ciinkii glikolik asit
orani arttikca yapinin hidrofilik 6zelligi artmakta bu durum pargalanma ve su
absorplanmasini, ilacin salim siiresini kisaltmakta ayrica yapimin fiziksel olarak

dayanikliligi izerinde de olumsuz etkilere yol agmaktadir (76).

Literatiirde biyoparcalanir stentlerin hazirlanmasi tarif edilen yoOntemler
icinden (36,65,76,91,154) polimer filmlerinden hareketle biyoparcalanir stentlerin
hazirlanmasi yontemi uygun yontem olarak secilmistir. Bu hedef dogrultusunda
polimer filmlerinin hazirlanmasi i¢in uygun PLGA yiizdesini bulmak amaciyla farkl
konsantrasyonlarda PLGA c¢ozeltileri hazirlanmig ve ¢ozelti-dokme (solution-
casting) yontemiyle elde edilen filmlerin sekil alabilme oOzellikleri ve fiziksel
dayanikliliklar1 incelenmistir. Ayrica filmlerin esnek yapida olmalarinin saglanmasi
icin farkl plastizerler ve oranlar1 da denenmis ve uygun konsantrasyonda plastizer
secilmigtir. Polimer filmlerinin hazirlanmasi sirasinda ¢oziiciiniin ugurulurken film
yapisinda bir degisiklik olup olmadigi da incelenmis ve en uygun kurutma yontemi
arastirilmistir. Polimer filmlerine verilecek optimum stent sekline karar verilebilmesi
icin literatlirde yer alan fiziksel olarak farkli sekiller (31,90) ve yontemler denenerek
tez calismamiza ve amacimiza uygun stent yapisina karar verilmistir. Ayrica ilag
salan biyopargalanir kardiyovaskiiler stent hazirlanmasi i¢in polimerik yapilara
kanistirilacak olan prednizolon asetat ve prednizolon asetat iceren Kkitosan
mikrokiirelerinin, stent yapilar lizerinde olumsuz bir etkisi olup olmadig1 da gorsel

olarak incelenmistir.

3.2.6.2. Stentlerin Hazirlanmasinda Kullanilan PLGA (75:25) ve PLGA

(50:50) Polimer Filmlerinin Hazirlanmasi

PLGA polimeri ile film hazirlanmasi i¢in ¢ozelti-dokme (solution-casting)
yontemi kullanilmistir (90,154-157). Bu yonteme goére PLGA (75:25) ve (50:50)
polimerleri ayr1 ayr1 % 25 (a/h) konsantrasyonda olacak sekilde diklorometan iginde

¢oziindiiriilmiislerdir. Filmlerin kirilgan yapida olmasini engellemek amaciyla PEG
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4000 plastizer olarak % 0,5 (a/h) konsantrasyonunda polimer ¢ozeltisine eklenmistir
(158,159). Polimerlerin tamamen ¢oziinmesi i¢in karistm 2 saat manyetik
karistiricidda 75 rpm’de karistirilmistir. Olusan ¢ozeltiden etkin madde icermeyen
polimer filmlerinin hazirlanmasi i¢in mikropipet yardimiyla 500 pL alinmig ve
aluminyum folyo ile kaplanmis olan 3x7 cm boyutlarina sahip piiriizsiiz bir cam
plakanin {izerindeki 2x3 cm’lik bir alana yayilmistir. Bu plakalar diklorometanin
kontrollii ve yavas bir sekilde uzaklastirilmasi i¢in buzdolabinda (+4 °C) 24 saat
bekletilmigtir (160,161). Bu siirenin sonunda plakalar diklorometanin tamamen
uzaklastirilmas: i¢in bir hafta boyunca etiivde (40 °C) tutulmuslardir. Polimer
filmleri diizenli araliklar ile tartilarak diklorometanin tamamen uzaklastigi ve agirlik
degisiminin sonlandig: siire tesbit edilmistir. Bir haftanin sonunda diklorometanin
uzaklagmasina bagl olarak sertlesen filmler 0,3x3 cm’lik seritler halinde kesilerek
stentlerin hazirlanmas1 amaciyla kullanilacak olan PLGA polimer filmleri elde

edilmistir.

3.2.6.3. Biyoparcalamir Stentlerin Hazirlanmasi

Biyopargalanir kardiyovaskiiler stentlerin iiretilmesi icin PLGA (75:25) ve
PLGA (50:50) polimerleri kullanilmistir. Stent yapilarinin hazirlanmasi i¢in Bolim
3.2.6.2°de anlatilan film hazirlama yontemi {izerinde bazi degisiklikler yapilarak
kullanilmistir. Bu yonteme gore PLGA (75:25) ve PLGA (50:50) polimerleri ayri
ayr1 % 25 (a/h) konsantrasyonunda olacak sekilde diklorometan i¢inde ¢oziilmiistiir
(157,162). Polimerler ¢oziindiikten sonra karisima % 0,5 (a/h) oraninda PEG 4000
eklenmis ve manyetik karistiricida karistirilarak ¢oziinmesi saglanmistir. Olusan
polimer ¢ozeltisi etkin madde igermeyen stentlerin hazirlanmasi amaci ile
aluminyum folyo ile kaplanmis olan piiriizsiiz bir plakanin tizerindeki 2x3 cm’lik bir
alana mikropipet yardimiyla 500 pL alinarak yayilmistir (155,158). Bu plakalar
diklorometanin kontrollii ve yavas uzaklagmasi i¢in buzdolabina (+4 °C) konmus ve
1 saat boyunca bekletilmistir (157,160,161). Bu siirenin sonunda buzdolabindan
aliman plakalar {zerindeki polimer filmleri 0,3x3 cm’lik seritler halinde
kesilmislerdir. Bu sekilde her bir plakadan 6 polimer seridi elde edilmektedir. Bu

seritler 3 mm capindaki silindirik piring ¢ubuklara helezonal sekilde sarilmislardir
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(65,90,154). Uzerinde polimer seritlerinin sarili oldugu ¢ubuklar diklorometanin
tamamen ucgurulmasi i¢in etiive (40 °C) yerlestirilmiglerdir. Bir hafta boyunca
etiivde tutulan cubuklar bu siirenin sonunda almmislar ve diklorometanin
uzaklagmasina bagl olarak sertlesen stent yapilari ¢cubuklarin iizerinden ¢ikarilarak
agizlart kapali plastik saklama kaplari igerisinde 1siktan korunarak saklanmuistir.

Stentlerin hazirlanmasina iligkin tiretim semas1 Sekil 3.3’de gosterilmistir.

% [PLGA + PEG 4000
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Sekil 3.3. Biyoparcalanir stentlerin hazirlanmasinin sematik gosterimi

3.2.6.4. Etkin Madde ve Mikrokiire Iceren Biyoparcalamir Stentlerin

Hazirlanmasi

Prednizolon asetat igeren stentlerin hazirlanmasi i¢in uygulanan islemler
Bolim 3.2.6.3’de anlatilan ydntemle uyum igindedir. Plastizer iceren polimer
¢Ozeltileri hazirlandiktan sonra stentlerin her biri lokal antiinflamatuvar etkinin
goriildiigii doz olan 1 mg prednizolon asetat icerecek sekilde miktar1 ayarlanan
prednizolon asetat hassas terazide tartilarak polimer ¢oOzeltisine ilave edilmistir.
Homojen bir sekilde karigmasinin saglanmasi i¢in ¢ozelti 30 dakika manyetik
karistiricida karistirilmis sonrasinda etkin madde icermeyen stent hazirlanmasi i¢in
uygulanan islemler ayni sirayla etkin madde iceren polimer c¢ozeltilerine de

uygulanmistir. Bu islemlerin sonunda etkin madde olarak prednizolon asetat igeren
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biyoparcalanir kardiyovaskiiler stent yapilar1 hazirlanmigtir. Etkin madde igeren

stentlerin hazirlanmasina iliskin iiretim semasi1 Sekil 3.4’de gosterilmistir.

Tez ¢alismamizda ayrica biyoparcalanir stentlere prednizolon asetat igeren
kitosan mikrokiireleri de eklenmistir. Bdylece sadece prednizolon asetat iceren
stentlerin yani sira mikrokiire igceren stentler de hazirlanarak bu iki stent yapisi
karsilagtirilmistir. Bu amagla, yukarida anlatilan prednizolon asetat iceren stentlerin
tiretiminde kullanilan yontem kullanilmistir. Bu yontemde yapilan degisiklikle
polimer c¢ozeltilerine prednizolon asetat yerine prednizolon asetat igeren kitosan
mikrokiireleri karistirilmistir. Stentlere karistirilacak olan mikrokiire formiilasyonu,
mikrokiireler iizerinde yapilan karakterizasyon calismalar1 ve 6zellikle in vitro salim
stireleri gbzoniine alinarak secilmistir. Buna gore kullanilan mikrokiire formiilasyonu
CMI1PA20 kodlu [% 1 (a/a) oraninda kitosan orta molekiil agirlikli polimeri ve
polimerin % 20’si (a/a) oraninda prednizolon asetat iceren mikrokiire]
formiilasyondur. Stent basina 1 mg prednizolon asetat i¢eren mikrokiire tartilarak
polimer ¢ozeltisine eklenmis ve stent hazirlama iglemleri tekrar edilmistir. Mikrokiire
iceren stentlerin hazirlanmasinda kullanilan yontem sematik olarak Sekil 3.4’de
gosterilmistir. Tablo 3.4’de hazirlanan prednizolon asetat ve prednizolon asetat yiiklii
kitosan mikrokiireleri igeren biyopargalanir stent formiilasyonlarin igerikleri

verilmigtir.
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Sekil 3.4. Etkin madde ve mikrokiire igeren biyopargalanir stentlerin hazirlanmasinin

sematik gosterimi

Tablo 3.4. Prednizolon asetat ve prednizolon asetat yiikli kitosan mikrokiireleri

iceren biyoparcalanir stent formiilasyonlar1 ve bilesenleri

Formiilasyon Kullanilan Polimer Prednizolon | Prednizolon asetat
Kodu Tipi asetat Iceren Mikrokiire*

S1 PLGA (75:25) + -

S2 PLGA (75:25) - +

S3 PLGA (50:50) + -

S4 PLGA (50:50) - +

*CM1PA20 kodlu mikrokiire formiilasyonu kullanilmistir.
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3.2.7. Hazirlanan Biyoparc¢alanir Stentlerin Karakterizasyonu

3.2.7.1.Polimer Filmlerinin Sisme ve Su Absorplama Ozelliklerinin

Incelenmesi

Bolim 3.2.6.2°’de anlatildig1 sekilde hazirlanan PLGA (75:25) ve PLGA
(50:50) filmlerinin sulu ortamda sigsme ve su absorplama 6zellikleri incelenmistir. Bu
amagla hazirlanmis olan alt1 adet film seridinin agirliklar: hassas terazide tartilmis ve
kaydedilmistir. Bu islemi takiben seritler 10 mL salim ortami1 (% 0,5 (a/h) sodyum
lauril stilfat ve % 0,05 (a/h) sodyum azid igeren PBS (pH 7,4) tamponu) iceren
flakonlara konmus ve flakonlar 37 °C’deki su banyosuna yerlestirilmistir. Belirli
zaman araliklarinda (2., 3., 4., 5., 6., 8., 12. ve 15. giinler) polimer filmi seritleri
ortamdan ¢ikartilmig, bir kurutma kagidi yardimiyla serit tizerinde kalmis olan
damlalar dikkatlice uzaklastirilmig ve tekrar tartilmiglardir. Asagida verilen formiil
yardimiyla polimerik film seritlerinin su absorplama yiizdeleri bulunmustur

(156,163,164).

Su absorplama (%) = (A-B) / B x 100 (Formiil 3.3)

A: Film seridinin ilk agirlhigi (g)
B: Film seridinin su absorpladiktan sonraki agirligi (g)

3.2.7.2. Hazirlanan Polimer Filmlerinin ve Stentlerin Kalinlik Kontrolii

Uretilen polimer filmlerinin ve stentlerin kalinliklarinin 6lgiimii kompas ve
Leica 320 DFC optik mikroskobu yardimiyla yapilmistir. Her bir stentin kalinlig iki
ucundan ve ortasindan 6l¢iilmiis ve bu ii¢ dl¢lim degerinin ortalamas istatistiksel
olarak bir stentin kalinli§1 olarak kaydedilmistir. Bu sekilde oniki adet stentin

kalinliklarinin ortalamasi alinarak, SS ve VK ile birlikte verilmistir.
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3.2.7.3.Hazirlanan Stent Formiilasyonlarimin Morfolojik Ozelliklerinin

incelenmesi

Hazirlanmig olan stentlerin sekilsel Ozelliklerinin ve ylizey yapisinin
incelenmesi i¢in SEM kullamlmustir (9,154-156,163,165). Uretilen biyoparcalanir
stentler SEM analizinde kullanilan piring plakalar {izerine sabitlenmislerdir.
Sabitleme yerlerinden glimiis boyasiyla dikkatlice boyanan stentler, kaplama
diizeneginde (Hummle VII Sputter Coating Device, Anatech) yaklasik 150A
kalinliginda altinla kaplanmis ve sonrasinda goriintiileme amaciyla degisik biiyiitme
oranlarinda fotograf ¢ekimi yapilarak ylizey ozellikleri arastirilmistir. Stentlerin
genel sekilsel 6zelliklerinin incelenmesi amaciyla ise dijital fotograf makinasi ile

(HP, 5,1 Megapixel) fotograflar ¢ekilmistir.

3.2.7.4. Biyoparcalamir Stentlerden Prednizolon Asetatin in Vitro Salim

Calismasi

Boliim 3.2.6.4°de agiklandigi sekilde iiretilen biyopargalanir kardiyovaskiiler
stentlerden prednizolon asetatin salim Ozellikleri incelenmistir. Bu amagla tretilen
stent formiilasyonlarinin her biri i¢in alt1 adet prednizolon asetat ya da prednizolon
asetat kitosan mikrokiire formiilasyonu (CM1PA20) iceren stent alinmis ve 2 mL’lik
Eppendorf tiiplerine konmustur. Tiiplerin her birine 2 mL % 0,5 (a/h) sodyum lauril
stilfat ve % 0,05 (a/h) sodyum azid i¢eren PBS (pH 7.,4) ¢6zeltisi salim ortami olarak
eklenmis ve bu salim hiicreleri hizi 50 rpm’e ayarlanmig olan yatay calkalayicili su
banyosuna (37 °C) yerlestirilmistir. Belirlenmis olan zaman noktalarinda (1., 3., 5.,
10., 18., 21., 28., 32., 40., 49., 56., 63., 70. ve 77. glinler) Eppendorf tiipleri alinmis
ve iclerindeki stentler ¢ikartilarak, 2 mL taze salim ortami iceren Eppendorf tiiplerine
konmustur (50,76). Stentlerin yer aldigi yeni salim tiipleri tekrar su banyosuna
yerlestirilmis  ve  c¢alkalanmaya  birakilmistir  (77,93). Aliman  ornekler
spektrofotometrik olarak analiz edilmis ve 247 nm’deki absorbans degerleri
kaydedilmistir (73,94). Her bir zaman noktasi i¢in salinan prednizolon asetatin %

kiimtilatif miktar1 hesaplanmis ve grafige gecirilerek sunulmustur.
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Biyoparcalanir stentlerden prednizolon asetatin in vitro salim deneylerinin
validasyonu i¢in Bolim 3.2.5.6.1’de verilen yontem uygulanmistir. S1-S4 stent
formiilasyonlar1 i¢in 6rnek alinan her bir zaman noktasinda, altisar adet salim
hiicresinden elde edilen etkin madde miktarlar1 X, SS ve VK degerleri ile
hesaplanmistir. Degerlendirme yapilirken VK degerlerinin % 5’den fazla olmamasi

g0z Oniinde tutulmustur.

3.2.8. Etkin Madde iceren Kaph Stent Formiilasyonlarinin Hazirlanmasi

3.2.8.1. Metalik Stentlerin Biyoparcalanir Polimerlerle Kaplanmasi

Piyasalarda kullanimda olan metalik stentlerin kaplama yapilarak ila¢ salan
stent haline getirilebilmesi amaciyla NEMED fimasindan elde edilen metalik stentler
(ciplak stent) Oncelikle biyopar¢alanir PLGA (75:25) ve PLGA (50:50)
polimerleriyle kaplanarak, kaplama islemi {izerinde 6n formiilasyon gelistirme
calismalart yapilmigtir (21,166). Yapilan 6n formiilasyon c¢alismalarindan sonra
optimize edilen kaplama islemine iliskin kullanilan yontem Sekil 3.5°de
gosterilmistir. Buna gore oncelikle diklorometan icinde % 25 (a/h) oraninda PLGA
(75:25) veya PLGA (50:50) polimerleri iceren ¢ozeltiler hazirlanmis ve polimer
¢oziindiikten sonra bu ¢ozeltilere % 0,5 (a/h) oraninda PEG 4000 eklenmistir. Etkin
madde i¢ermeyen stentlerin kaplanmasi amaciyla kullanilacak olan bu ¢ozeltiler 1,5
mL hacminde ve 2 cm yiiksekliginde agzi vida kapali cam flakonlara alinmis ve
kaplama c¢d6zeltisi hazir hale getirilmistir. Kaplanacak olan stentler, i¢ ¢aplarindan
kiigiik bir capa sahip (0,8 mm) olan 10 cm uzunlugundaki metal tellere gegcirilmistir
(166). Tellerin ucu stentin telden ¢gikmamasi igin 90° biikiilii konumda birakilmistir.
Bu sekilde tele yerlestirilen stent, kaplama ¢dzeltisinin bulundugu flakona daldirilmis
ve 5 saniye boyunca bekletilmistir. Bu siirenin sonunda tel ve beraberinde {izerine
takili durumda olan stent flakondan ¢ikarilmistir. Ucu sivri bir pens yardimiyla
tizerinde ve iginde polimer ¢ozeltisi olan stent tel iizerinde telin diger ucuna dogru
yavas ve dikkatlice ittirilmis ve telden ¢ikartilan stent aymi 6zellik ve boyutlardaki
baska bir tele yerlestirilmistir. Sicaklig1 30 °C’de sabit tutulan bir kurutma tabancasi

(1sitma ve sogutma kontrollii, sabit hizda sicak hava veren) bankoya sabitlenmis ve
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telin iizerindeki stent 1s1 tabancasindan 30 cm uzaklikta tutularak on kurutma islemi
yapilmistir. Bu sirada stentin iizerindeki polimer tabakasindan diklorometanin
homojen bir sekilde uzaklasabilmesi icin tel kendi etrafinda dondiirilmiistiir (50,80).
1 dakika boyunca 1s1 tabancasi kullanilarak kurutulan stentler, 40 °C’deki etiive
konularak diklorometanin tamamen uzaklagmasi igin iki giin boyunca etiivde
tutulmustur (163). Ikinci giiniin sonunda etiivden alinan stentler karakterizasyon ve
in vitro salim c¢alismalarinda kullanilmak {izere oda sicakliginda, desikatorde

saklanmistir.

3.2.8.2. Stentlerin Etkin Madde ve Mikrokiire iceren Polimer

Cozeltileriyle Kaplanmasi

Stentlerin etkin madde ve mikrokiire iceren polimer ¢ozeltisi ile kaplanmasi
caligmalarinda iki grup tasarlanmistir. Birinci grupta prednizolon asetat (1 mg/stent),
ikinci grupta ise prednizolon asetat igeren (1 mg) mikrokiire formiilasyonu, kaplama
amactyla hazirlanmis olan polimer ¢ozeltilerine eklenmistir. Literatiirde polimer
kapli  stentlerin  hazirlanmasi  amaciyla  kullanilan  kaplama  yontemleri
(21,73,79,80,167-169) arasindan Jayaraman ve arkadaslariin (166) yoOntemi
modifiye edilerek prednizolon asetat iceren ve prednizolon asetat yiiklii mikrokiire
iceren biyoparcalanir polimer dispersiyonlari hazirlanarak formiilasyonlar elde

edilmistir.

Prednizolon asetat salan kapli stent yapilarinin hazirlanmasi i¢in Boliim
3.2.8.1°de verilen yontem uygulanmistir. Buna gore polimerik kaplama c¢ozeltisi
hazirlanmis ve etkin madde igeren kaplama yapilmasi icin, stent bagina 1 mg
prednizolon asetat hassas terazide tartilarak polimer c¢ozeltilerine eklenmistir.
Manyetik karistirict kullanilarak homojen bir karisim elde edilmis ve stentlerin

kaplanmasi i¢in Boliim 3.2.8.1°de verilen islemler tekrar edilmistir (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. Stentlerin polimer ¢ozeltileri (PLGA 75:25 veya PLGA 50:50) kaplanmasi
sirasinda takip edilen islemlerin sematik gosterimi

Biyopargalanir polimerlerle hazirlanan kaplama ¢ozeltisi i¢ine prednizolon
asetat iceren kitosan mikrokiireleri de (CM1PA20 formiilasyonu) yukarida anlatilan
islemler uygulanarak karistirilarak ikinci grup ila¢ salan stent formiilasyonlari

hazirlanmistir.

3.2.9. fla¢ Kaph Stent Formiilasyonlarinin Karakterizasyonu

Etkin madde salan kapli stent formiilasyonlarinin karakterizasyonu amaciyla
literatlirde belirtilen SEM ile yiizey ozellikleri ve kaplama etkinligi degerlendirmesi
(154,163,170), stentlerin acilma kontrolii (73,163), kaplama kalinlig1 (50,80) ve in
vitro salim degerlendirmesi deneylerinden asagida ayrintilar1 belirtilen caligsmalar

yapilmigtir.
3.2.9.1. Kaph Stentlerin A¢ilma Kontrolii
Etkin madde ve prednizolon asetat yliklii mikrokiire iceren biyopargalanir

polimerler ile stentlerin kaplanmasi islemi sonrasinda stentin anjioplasti balonu ile

acilmasi sirasindaki dayaniklilifinin incelenmesi igin stentlere agilma kontrolii
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yapilmistir. Kapli stentlerin  kullamimlar1  sirasinda  karsilasacaklar1  fiziksel
zorlamalarin son liriinde yapacag etkilerin degerlendirilmesi i¢in kaplama yapilmis
olan stentler anjioplasti balonlarinin {izerine yerlestirilmistir. Balonu sisirmek icin
kardiyoloji kliniklerinde rutin olarak kullanilan balon sisirme cihaz1 ile 8 bar basing
uygulanarak acilmislardir. Bu islem sirasinda polimer tabakasinda meydana gelen
degisimler optik mikroskop yardimiyla gorsel olarak incelenmis ve sonuglar

degerlendirilmistir (163).

3.2.9.2. Kaph Stentlerin Yiizey Ozelliklerinin Incelenmesi

SEM ile goriintiileme teknigi kullanilarak stentler iizerine yapilan kaplama
isleminin etkinligi degerlendirilmistir. Bu amagla stentler ve kaplama yapilmis olan
stent formiilasyonlar1 piring plakalar {lizerine sabitlenmistir. Sabitleme yerlerinden
glimiis boyasiyla hassasiyetle boyanan stentler, kaplama cihazi (Hummle VII Sputter
Coating Device, Anatech) yardimiyla altinla kaplanmistir. Bu yapilarin SEM cihazi
araciligy ile degisik biiylitme oranlarinda fotograflari ¢ekilmis ve yiizey 6zellikleri

incelenmistir.

3.2.9.3.Prednizolon Asetat ve Prednizolon Asetat Yiikli Mikrokiire

Iceren Polimerlerle Kaph Stentlerden in Vitro Salim Calismalar:

Kaplama yapilan stent formiilasyonlarindan etkin madde salimimin
incelenmesi icin Boliim 3.2.7.4°de verilen in vitro salim yontemi kullanilmistir.
Salinan prednizolon asetatin miktar tayini icin UV spektrofotometrik yontem

kullanilmastir.

Zamana kars1 elde edilen % kiimiilatif salinan prednizolon asetat miktarlari
grafige gecirilmistir. Salim deneyleri sonunda formiilasyonlar arasindaki fark
varyans analizi ile istatistiksel olarak degerlendirilmistir. In vitro salim deneylerinin

validasyonu i¢in ise Boliim 3.2.5.6.2°de verilen parametreler arastirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Prednizolon Asetatin Fizikokimyasal Ozellikleri Uzerinde Yapilan

Calismalara Iliskin Bulgular

4.1.1. UV Spektrumu

Prednizolon asetatin UV spektrumu % 0,5 (a/h) sodyum lauril siilfat ve
% 0,05 (a/h) sodyum azid igeren PBS (pH 7,4) ¢ozeltisi i¢inde ¢gekilmistir. Bu ¢oziicii
icinde maddeye iliskin maksimum dalga boyu (Amax) 247 nm’de gozlenmis olup Sekil
4.1°de gosterilmektedir.

Absorbans

| L P R (A ) R

iz 300 50 340 380

Dalga Boyu (nm)

Sekil 4.1. Prednizolon asetata iliskin UV spektrumu
4.1.2. FT-IR Spektrumu

Prednizolon asetatin Bolim 3.2.1.2°de anlatildigi sekilde cekilen FT-IR
spektrumu Sekil 4.2°de gosterilmektedir. FT-IR spektrumunda gdzlenen absorpsiyon
bantlari, prednizolon asetata iliskin referansta yer alan absorpsiyon bantlariyla uyum
icindedir. 3400-3600 cm™ arasinda goriilen iki tepeli pik, molekiildeki iki alkol
gurubunda yer alan R-OH bagi gerilim bantlaridir. 2850-3100 cm™ arasinda C-H
gerilim bantlarini temsil eden pik, 1770-1710 cm™ dalga sayis1 araliginda ise keton

ve ester yapisindaki C=O gerilim titresimi pikleri goriilmektedir. 1600 cm™ dalga



72

sayisindaki pik prednizolon asetatin yapisindaki C=C baglarmin gerilme
titresiminden kaynaklanmaktadir. 1300-1050 cm™ dalga sayisinda goriilen keskin pik
C-O bagmm gerilim titresimi pikidir. 810-750 cm™ dalga boyu araligimdaki pik
siibstitiie aromatik halka yapisindaki C-H egilme titresimi, 995-910 cm™ araligindaki
keskin pik de HC=CH yapisindaki ¢ifte bag egilme titresimini ifade etmektedir.
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Sekil 4.2. Prednizolon asetata iligskin IR spektrumu
A: Cekilen spektrum, B: Referans (171)
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4.1.3. Erime Derecesi Tayini

Prednizolon asetatin erime derecesi tayini Bolim 3.2.1.3’de anlatildig:
sekilde gerceklestirilmis ve erime derecesi 235 — 236 °C olarak bulunmustur. Bu
degerler referans kaynaklarda prednizolon asetat icin verilen degerler ile uyum

icindedir (126,127).

4.1.4. DSC Termogrami

Prednizolon asetatin DSC termogrami Boliim 3.2.1.4°de belirtilen cihaz ve
yontem  kullanilarak  ¢ekilmistir. Elde edilen termogram Sekil 4.3’de
gosterilmektedir. Grafikteki keskin endotermik pik, prednizolon asetatin erime
derecesine iliskin olup 237,09 °C degerinde elde edilmistir. Prenizolon asetat i¢in
DSC yontemiyle bulunan erime derecesi de kaynaklarda verilen referanslarla uyum

icindedir (126,127).
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Sekil 4.3. Prednizolon asetatin DSC termogrami
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4.2. Prednizolon Asetatin Spektrofotometrik Miktar Tayini
4.2.1. Kalibrasyon Dogrularinin Olusturulmasi

Prednizolon asetatin % 0,5 (a/h) sodyum lauril siilfat ve % 0,05 (a/h) sodyum
azid iceren PBS (pH 7,4) ¢ozeltisindeki kalibrasyon dogrulari, UV spektrofotometrik
yontem kullanilarak, Bolim 3.2.2.1°de anlatildig1 sekilde olusturulmustur. Alti
seriden sekiz farkli konsantrasyon degeri i¢in bulunan absorbans degerleri
kullanilarak, konsantrasyona karst absorbans grafikleri elde edilmistir. Bu
grafiklerden elde edilen kalibrasyon dogru denklemleri Microsoft® Office Excel 2003
programi yardimiyla lineer regresyon analizi kullanilarak hesaplanmistir.
Prednizolon asetatin % 0,5 (a/h) sodyum lauril siilfat ve % 0,05 (a/h) sodyum azid
iceren PBS (pH 7,4) ¢ozeltisindeki kalibrasyon dogrusu ve denklemi Sekil 4.4’de

verilmektedir.

08 r
0,7 r
0,6
0,5
0.4
0,3
0,2
0,1

y = 0,0366x - 0,0029
R? = 0,999

Absorbans

0 5 10 15 20 25

Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 4.4. Prednizolon asetatin % 0,5 (a/h) sodyum lauril siilfat ve % 0,05 (a/h)
sodyum azid igeren PBS (pH 7,4) ¢ozeltisindeki kalibrasyon dogrusu
ve denklemi (n=6)
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4.2.2. Analitik Yontem Validasyonu

4.2.2.1. Ozgiinliik

Boliim 3.2.2.2.1°de anlatildig1 lizere etkin madde iceren mikrokiire ve stent
formiilasyonlarinin yani sira, ayn1 formiilasyonlarin etkin madde icermeyen sekilleri
de hazirlanmis ve salim ortamini ile etanolde ayr1 ayr1 A=200—400 nm araliginda UV
spektrumlar1 ¢ekilmistir. Prednizolon asetatin maksimum absorbans verdigi dalga
boyunda ¢oziicli bilesenleri ve formiilasyona giren yardimcit maddelerin absorbans

vermedikleri gdzlenmistir.

4.2.2.2. Dogrusallik

Bolim 3.2.2.2.2°de anlatildig1 gibi 2,5, 5, 7,5, 10, 12,5, 15, 17,5, 20 ug/mL
konsantrasyonlarima karsi okunan absorbans degerleri grafige gecirilmis ve
prednizolon asetat icin kalibrasyon denklemleri hesaplanmistir. % 0,5 (a/h) sodyum
lauril stilfat ve % 0,05 (a/h) sodyum azid igeren PBS (pH 7,4) ortaminda elde edilen
kalibrasyon denkleminin dogrusalligim belirleyen R* (tanimlayicilik katsayisi) degeri

0,999 olarak bulunmustur (Sekil 4.4).

4.2.2.3. Dogruluk

Kullanilan analitik yontemin dogruluguna iliskin veriler, Boliim 3.2.2.2.3°de
anlatildig: sekilde % ortalama bagil hatalar hesaplanarak elde edilmistir. Kalibrasyon
dogrusunda yer alan dort farkli konsantrasyonda (5, 10, 15, 20 ug/mL) hazirlanmig
olan altisar adet ¢ozeltinin absorbanslar1 6lgiilmiis ve Ol¢giilen konsantrasyon ile %

bagil hatalar Tablo 4.1°de gosterilmistir.
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Tablo 4.1. Dogruluk analiz sonuglar1 (n=6)

Olciilen Konsantrasyon
Hazirlanan Konsantrasyon % Ortalama Bagil
(ng/mL)
(ng/mL) Hata
X+SS*
5 4,99+0,09 0,12
10 10,01:£0,09 0,07
15 15,67+0,11 4,46
20 20,63+0,16 3,14

* X: Ortalama, SS: Standart Sapma

4.2.2.4. Kesinlik

Analitik yontemin tekrarlanabilirliginin degerlendirilmesi i¢in Bdliim
3.2.2.2.4°de belirtilen konsantrasyonlarda hazirlanan bes ayr1 standart ¢ozeltinin
absorbanslart ayr1 ayri altisar kez iist liste okunarak kaydedilmistir. Bu degerlerden
hareketle  kalibrasyon  dogrusu  kullanilarak  hesaplanan  etkin  madde
konsantrasyonlar1 arasindaki varyasyon katsayis1 hesaplanmis ve elde edilen sonuglar
Tablo 4.2°’de gosterilmistir. Hesaplanan varyasyon katsayilarinin hepsi % 2’den

kiigiik bulunmustur.

Tablo 4.2. Prednizolon asetat i¢in analitik yontemin tekrar edilebilirlik sonuglari

Hazirlanan Konsantrasyon DGO O Varyasyon Katsayisi
(ng/mL) (e %)
X+SS*

2,5 2,50+0,03 1,36

5 4,89+0,07 1,40

10 10,20+0,10 1,00

15 15,00+0,06 0,37

20 19,83+0,05 0,23

* X: Ortalama, SS: Standart Sapma
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Kullanilan analitik yonteminin kesinligini belirleyen diger parametre olan
tekrar elde edilebilirligin hesaplanmasi i¢in dort farkli konsantrasyonda (5, 10, 15, 20
png/mL) ayr ayri alt1 adet ¢ozelti hazirlanmistir. Hazirlanan ¢ozeltilerin absorbanslart
birer defa 6lgiilerek, her bir konsantrasyon degeri i¢in ortalamalar hesaplanmistir.
Sonuglar Tablo 4.3’de gosterilmektedir. Tekrar elde edilebilirlik i¢in hesaplanan

varyasyon katsayilarinin % 2’den kii¢iik oldugu bulunmustur.

Tablo 4.3. Prednizolon asetat i¢in analitik yontemin tekrar elde edilebilirlik

sonuglari
Olciilen Konsantrasyon
Hazirlanan Konsantrasyon Varyasyon Katsayisi
(ng/mL) (ng/mL) %)
(1]
He X+SS*
3 4,99:£0,09 173
10 10,01+0,09 0,90
15 15,67+0,11 0,70
20 20,63+0,16 0,80

* X: Ortalama, SS: Standart Sapma

4.2.2.5. Stabilite

Prednizolon asetatin stabilitesi in vitro salim deneyleri siiresince takip
edilmistir. Bu amagla Boliim 3.2.2.2.5°de verildigi sekilde % 0,5 (a/h) sodyum lauril
siilfat ve % 0,05 (a/h) sodyum azid iceren PBS (pH 7.4) ¢ozeltisi icerisinde 15
ug/mL konsantrasyondaki prednizolon asetat ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu ¢ozelti 37
°C £ 0,5 sicaklikta 50 rpm’de calisan yatay c¢alkalayicida iki ay boyunca bekletilmis,
mikrokiireler i¢in ilk 15 giin, biyopar¢alanir ve kapli stentler i¢in ise 60 giin boyunca
belirlenen zaman noktalarinda &rnekler alinmistir. Orneklerdeki etkin madde miktari
Amax= 247 nm’de Olclilmiistiir. Giinler arasinda elde edilen % kalan prednizolon

asetat miktarinda herhangi bir kayip tespit edilmemistir (Tablo 4.4).
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Tablo 4.4. Prednizolon asetatin in vitro salim ortaminda ve kosullarinda stabilite

sonuglar1 (n=6)

Zaman | Konsantrasyon | Olgiilen Konsantrasyon | % Kalan Prednizolon
(giin) (ng/mlL) (ng/mL, X£SS¥) asetat
1 15 15,00 + 0,01 100,0
3 15 15,00 + 0,05 100,0
5 15 15,01 + 0,04 100,1
7 15 15,03 + 0,06 100,2
10 15 15,00 + 0,03 100,0
15 15 15,03 + 0,01 100,2
21 15 15,01 + 0,02 100,1
28 15 15,00 + 0,04 100,0
35 15 15,03 + 0,06 100,2
42 15 15,02 + 0,03 100,1
49 15 14,87 + 0,06 99,1
60 15 14,34 + 0,10 99,1

*X: Ortalama, SS: Standart Sapma

4.3. Kullamilan Polimerlerin Fizikokimyasal Ozellikleri Uzerinde Yapilan

Cahsmalar

4.3.1. Viskozite Calismalari

Boliim 3.2.3.1°de anlatildig1 sekilde % 0,5, 1 ve 2’lik (a/h) orta ve diisiik
molekiil agirlikli kitosan ¢ozeltilerinin degisik donme hizlarinda kayma hizina karsi
kayma degerleri grafige gegirilerek Sekil 4.5°de gosterilmistir. Ayrica kitosan
cozeltilerinin gosterdikleri reolojik akis tipi degerlendirilmistir. Her bir kitosan
¢ozeltisi igin 25 + 2 °C’de ve 76,8 sn”' kayma hizindaki viskozite degerleri Tablo

4.5’de verilmistir.
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Sekil 4.5.
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Diisiik molekiil agirlikli kitosan polimerinin farkli konsantrasyonlardaki

cozeltilerinin reogramlari (n=3)
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Sekil 4.6. Orta molekiil agirlikli kitosan polimerinin farkli konsantrasyonlardaki

¢ozeltilerinin reogramlart (n=3)
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Sekil 4.5-6’da goriilecegi iizere orta ve diisiik molekiil agirlikli kitosan
cozeltileri % 0,5, 1 ve 2 (a/h) konsantrasyonlarda psodoplastik akis oOzelligi
gostermektedir. Dogal bir polimer olan kitosanin farkli molekiil agirliginda ve farklh
konsantrasyonlarinda elde edilen bu akis tipi; kayma hiz1 artik¢a viskozitedeki artisi
ifade etmektedir. Farkli molekiil agirligina sahip kitosan polimerleri icin akig tipi
ayn1 olmasina ragmen viskoziteleri birbirinden oldukea farklidir. Ps6doplastik akis
Ozelligi gostermesi nedeniyle farkli konsantrasyondaki kitosan c¢ozeltilerinin
viskozite degerleri tek bir viskozite degeriyle ifade edilemedigi i¢in 25 + 2 °C ve
76,8 sn” kayma hizindaki viskozite degerleri karsilastirilmis ve viskozite degerleri
arasindaki farkin anlamli oldugu bulunmustur (p<0,05). Standart sapma degerlerinin

diisiik olusu grafikte goriilmelerini engellemektedir.

Tablo 4.5. Kitosan ¢ozeltilerinin 25 + 2 °C ve 76,8 sn”' kayma hizindaki viskozite
degerleri (n=3)

Kitosan Tipi Polimer (mili;’:llsslzglz.ist:niye)
(M.A) Konsantrasyonu (%) XSS
Orta 0,5 97,3+2.0
Orta 1 363,5+ 11,6
Orta 2 1782,1 £48,9
Disiik 0,5 52,9 +1,2
Diisiik 1 205,6 + 8,2
Distik 2 853,3+7,9

4.3.2. DSC Termogramlarinin incelenmesi

Boliim 3.2.3.2°de anlatildig1 sekilde hazirlanan polimer 6rnekleri DSC ile
analiz edilmislerdir. Kullanilan polimerlerin termal analizlerine iliskin grafikler Sekil

4.7 ve Sekil 4.8’de verilmistir.
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Sekil 4.7. Orta ve diisiik molekiil agirlikli kitosan polimerlerine iliskin
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Sekil 4.7°de verildigi iizere kitosan polimerlerinin DSC termogramlarinda
100 °C civarinda yayvan olarak gozlenen pik polimer yapisinin i¢indeki suyun

uzaklagmasi sonucunda ortaya ¢ikmaktadir (113).

Sekil 4.8’de verildigi lizere cams:i gegis sicakliklarini (T,) gosteren pikler;
PLGA (50:50) i¢in yaklasik 37 °C’de, PLGA (75:25) polimeri igin ise yaklasik 50
°C’de gozlenmistir (76).

4.4. Mikrokiire Formiilasyonlarinin Hazirlanmas

4.4.1. On Formiilasyon Calismalar

On formiilasyon ¢alismalarinda 6ncelikle mikropartikiillerin iiretim verimini
artirmak ve kiiresel partikiiller tiretmek i¢in diisiik ve orta molekiil agirlikli kitosan
polimer c¢ozeltilerinin farkli konsantrasyonlart1 denenmistir. Kitosanin molekiil
agirligina bagli olmaksizin yiiksek polimer konsantrasyonu (% 2) secildiginde elde
edilen kitosan ¢ozeltisinin viskozitesinin yiiksek olmasi piiskiirterek kurutma
cithazindaki ignenin ucunun tikanmasina ve mikrokiire iiretilememesine yol agmustir.
Diisiik polimer konsantrasyonu (% 0,1) secildiginde ise diisiik iiretim verimi (< %

10) ve birbirlerine yapisan mikropartikiiller gozlenmistir.

Polimer konsantrasyonu olarak, piiskiirterek kurutma teknigi i¢in literatiirde
siklikla ¢alisilan % 1 ve % 0,5 (a/h) konsantrasyonlarina karar verilmis ve bu
konsantrasyonlardaki polimer ¢ozeltileri ile hazirlanan formiilasyonlar {izerinde in
vitro karakterizasyon ve salim c¢aligmalar1 yapilmistir. Hazirlanan mikrokiirelerin
kiiresel yapilar gosterdigi ve liretim verimlerinin yiiksek (% 27,7 - % 53,1) oldugu

tespit edilmistir. Elde edilmis olan bulgular Tablo 4.6’da belirtilmistir.

Tez calismalarimizda, kii¢lik partikiil biiyiikliiklerine sahip mikrokiireler elde
edilebilmesi i¢in 0,5 mm’lik igne aciklhifina sahip piiskiirterek kurutma baghigi

secilmistir.
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Ayrica 1:1 oraninda (h/h) alkol, diklorometan ve aseton ile karistirilan diisiik
ve orta molekiil agirlikli kitosan polimerlerinin % 1°lik (a/h) laktik asitteki % 1’lik

(a/a) cozeltilerinde herhangi bir fiziksel ge¢imsizlik gézlenmemistir.

Tablo 4.6. Kitosan mikrokiirelerinin 6n formiilasyon ¢aligmalarina iliskin

bulgular
Uretim
Kitosan Tipi Konsantrasyonu S Kiiresellik*
(%o) -
Orta M.A 0,1 34 -
Orta M.A. 0,5 25,6 +
Orta M.A 1 405 —
Orta M.A 2 0 -
Diisiik M.A 0,1 2.7 -
Diistik M.A 0,5 27,7 +
Diisiik M.A 1 53.1 "
Diistik M.A 2 0 -

* - : Kiiresel olmayan

+: Kiiresel

4.4.2. Kitosan Mikrokiirelerinin Hazirlanmasinda Kullanilan Faktoriyel

Tasarim

2% faktoriyel tasariminda bagimsiz degiskenlerin (% polimer konsantrasyonu
(x;) ve % hedeflenen yiikleme oram1 (X)), mikrokiire formiilasyonu
karakterizasyonunda Onemli {i¢ parametre olan bagimli degiskenler (ortalama
partikiil biiyiikliigii, yiiklenen prednizolon asetat miktar1 ve to,s0) tizerindeki etkileri

regresyon analizleri kullanilarak istatistiksel olarak degerlendirilmistir.
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Regresyon analizleri sonucu elde edilen fonksiyonlarin denklemleri (Y;-Y)
orta molekiil agirlikl kitosan ve diisiik molekiil agirlikli kitosan formiilasyonlari igin

ayr1 ayr1 olmak iizere Tablo 4.7 ve 8’de verilmistir.

Y:-Y; no’lu fonksiyonlara iliskin denklemler (Tablo 4.7) orta molekiil agirlikli
kitosan formiilasyonlar1 icin sirasiyla ortalama partikiil biiyiikliigline, % yilikleme

oranina ve ty,so’ye aittir.

Tablo 4.7. Orta molekiil agirhigina sahip kitosan polimeri ile hazirlanan

formiilasyonlara iligkin regresyon analizi degerleri

Etkin Polimer | Denklem Deney Parametreleri
Madde Tipi Kodu Bo B B2 B
Y, 24,880 -17,553 -1,254 1.408
Prednizolon | Kitosan
Y> -75,420 | 109,720 4.566 -3,996
asetat Orta M.A.
Y; -60,487 69,440 5,598 -3,293

Y4-Ys no’lu fonksiyonlara iligkin denklemler (Tablo 3.8) ise diisiik molekiil
agirlikli kitosan formiilasyonlar1 igin sirasiyla ortalama partikiil biiyiikligiine, %

yilikleme oranina ve tyso’ ye aittir.

Tablo 4.8. Diisiik molekiill agirligina sahip kitosan polimeri ile hazirlanan

formiilasyonlara iliskin regresyon analizi degerleri

Etkin Polimer | Denklem Deney Parametreleri
Madde Tipi Kodu Bo B: B2 Bz
Kitosan Y4 17,44 -9,047 -0,405 0,557
Prednizolon o
Diisiik Ys -87,320 | 134,920 5,228 -5,588
asetat
M.A. Yo -78,350 | 110,213 6,212 -4,943
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Tablo 4.7 ve Tablo 4.8’deki polinomial denklemler incelendiginde, Bi; %
polimer konsantrasyonu (x;) ve B2 % hedeflenen etkin madde orami (x»)’nin ana
etkilerini gostermistir. X; ve X, nin ¢arpimi olan terim (B2) bu etkenler arasindaki
etkilesmeyi ifade etmektedir. Polinomial denklemlerde verilen Bo-Bi» terimlerinin
isaretleri (+) ise bagiml degiskenler ile pozitif yonde iliskiyi, (-) ise negatif iligkiyi

yansitmaktadir. Ornegin Y1 polinomial denklemi incelendiginde;

Y1:24,880—] 7,553)61—],254X2+1.408)C])Cg

Bagimsiz degiskenler olan % polimer konsantrasyonunun (x;) ve %
hedeflenen etkin madde orani’nin (x;) bagimli degisken (Y ) olan partikiil bliytikligii
tizerine etkileri negatif yondedir ve iki etkenin diizeylerindeki artig partikiil

biiylikliigiinde azalmaya yol agmaktadir.

Faktoriyel tasarimda regresyon analizi sonucunda elde edilen denklemlere
iliskin cevap yiizey grafikleri ¢izilmistir. Orta molekiil agirlikli kitosan polimeri igin
elde edilen Y;-Y3; no’lu fonksiyonlara iligkin yiizey cevap grafikleri Sekil 4.9-11°de
verilmistir. Ornek olarak Y, denklemin ifade ettigi iliskinin uzaydaki profili Sekil
4.9’da yer almaktadir. Grafik incelendiginde polimer konsantrasyonundaki artis,
diisiik hedeflenen yiikleme oraninda (% 10) ortalama partikiil biliytikligiinii ifade
eden diizlemi kiiclik partikiil biiyiikligii degerlerine dogru yoneltmistir. Gorsel
olarak iligkinin yonii ve seviyesinin incelenmesinde grafikteki renklerin karsilik

geldikleri partikiil bityiikligii araliklarindan faydalanilmastir.
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Sekil 4.9. Orta molekiil agirlikli kitosan i¢in bagimhi degisken ortalama partikiil
biiyiikliigiine iligskin ylizey-cevap grafigi
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Sekil 4.10. Orta molekiil agirlikli kitosan i¢in bagimli degisken yiiklenen prednizolon
asetat miktarina iliskin yiizey-cevap grafigi
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Sekil 4.11. Orta molekiil agirlikl kitosan i¢in bagimli degisken 2459 'ye iligkin ylizey-
cevap grafigi

Diisik molekiil agirhikli  kitosan polimeri icin elde edilen Ys-Ye
fonksiyonlarina iliskin yiizey cevap grafikleri Sekil 4.12-14’de verilmistir. Ornek
olarak etkenlerin yiiklenen etkin madde miktar1 iizerindeki etkisini ifade eden Ys
denkleminde, polimer konsantrasyonu ve hedeflenen etkin madde oranindaki artis

yiiklenen etkin madde oranini pozitif yonde etkilemistir (Sekil 4.13).
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Sekil 4.12. Diisiik molekiil agirlikli kitosan i¢in bagiml degisken ortalama partikiil
biiyiikliigiine iliskin ylizey-cevap grafigi
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Sekil 4.13. Diisiik molekiil agirlikli  kitosan igin bagimli degisken Yiiklenen
prednizolon asetat miktarina iligkin yiizey-cevap grafigi
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Sekil 4.14. Diistik molekiil agirlikli kitosan i¢in bagimli degisken #o;59’yve iliskin
ylizey-cevap grafigi
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4.4.3. Piiskiirterek Kurutma Yontemi ile Mikrokiirelerin Hazirlanmasi

Tez calismamizda kullanilmak iizere hazirlanan kitosan mikrokiireleri
puskiirterek kurutma yontemi ile iiretilmistir. Tablo 3.3’de kodlar1 ve bilesenleri
verilen bu formiilasyonlarin in vitro karakterizasyon ¢alismalar1 ve salim deneyleri

yapilmistir.

4.5. Mikrokiire Formiilasyonlarimin Karakterizasyonu

4.5.1. Morfolojik Ozellikler

Uretilen etkin madde iceren ve igermeyen mikrokiire formiilasyonlarinin
yiizey 6zelliklerinin incelenmesinde Boliim 3.2.5.1°de anlatilan SEM ile goriintiilleme
teknigi kullanilmistir. Sekil 4.15-16’da verilen etkin madde icermeyen diisiik (CL) ve
orta (CM) molekiill agirlikli mikrokiire formiilasyonlariin SEM fotograflarindan

homojen, yiizeyleri piiriizsiiz ve kiiresel yapida olduklar1 goriilmektedir.

Sekil 4.17-18"de ise prednizolon asetat igeren (% 10 ve % 20) diisiik (CL) ve
orta (CM) molekiil agirliklt % 0,5 ve % 1 konsantrasyonlarda kitosan kullanilarak
hazirlanan mikrokiire formiilasyonlarinin SEM fotograflarinda benzer sekilde
homojen dagilimda, piirlizsiiz yiizeye sahip ve kiiresel yapida olduklar

goriilmektedir.
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Sekil 4.15. Diisiik molekiil agirlikli kitosan ile hazirlanan etkin madde
icermeyen mikrokiire formiilasyonlarina iliskin SEM fotograflari
A: % 0,5 (a/h) kitosan konsantrasyonu (CLO0,5 formiilasyonu)
B: % 1 (a/h) kitosan konsantrasyonu (CL1 formiilasyonu)

Sekil 4.16. Orta molekiil agirlikli kitosan ile hazirlanan etkin madde
Icermeyen mikrokiire formiilasyonlarina iliskin SEM fotograflari
A: % 0,5 (a/h) kitosan konsantrasyonu (CMO0,5 formiilasyonu)
B: % 1 (a/h) kitosan konsantrasyonu (CM1 formiilasyonu)
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Sekil 4.17. Diisiik molekiil agirlikli kitosan polimeri kullanilarak hazirlanan
mikrokiirelerin SEM fotograflari

(A) ve (B) % 0,5 (a/h) kitosan ve % 10 prednizolon asetat igeren formiilasyon (CL0,5PA10)
(C) % 0,5 (a/h) kitosan ve % 20 prednizolon asetat iceren formiilasyon (CL0,5PA20)

(D) ve (E) % 1 (a/h) kitosan ve % 10 prednizolon asetat iceren formiilasyon (CL1PA10)
(F) ve (G) % 1 (a/h) kitosan ve % 20 prednizolon asetat i¢eren formiilasyon (CLO0,5PA20)
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Sekil 4.18. Orta molekiil agirlikli kitosan polimeri kullanilarak hazirlanan
mikrokiirelerin SEM fotograflari

(A) % 0,5 (a/h) kitosan ve % 10 prednizolon asetat i¢ceren formiilasyon (CMO0,5PA10)

(B) ve (C) % 0,5 (a/h) kitosan ve % 20 prednizolon asetat i¢eren formiilasyon (CMO0,5PA20)
(D) ve (E) % 1 (a/h) kitosan ve % 10 prednizolon asetat iceren formiilasyon (CM1PA10)

(F) ve (G) % 1 (a/h) kitosan ve % 20 prednizolon asetat i¢eren formiilasyon (CMO0,5PA20)
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4.5.2. Partikiil Biiyiikliigii Tayini

Etkin madde igeren ve icermeyen mikrokiirelerin partikiil biytkliikleri
Boliim 3.2.5.2°de anlatildig1 sekilde Slgiilmiistiir. Her bir formiilasyona iliskin tayin
edilen partikiil biiytikliikleri Tablo 4.9°da verilmistir.

Tablo 4.9. Prednizolon asetat iceren ve icermeyen mikrokiire formiilasyonlarina

iliskin partikiil bliytikligi 6l¢tim sonuglari

Formiilasyon Kodu® Partikiil Biiyiikliigii (nm)
Ortalama + Standart Sapma (n=3)
CLO0,5 9,91 +£0,06
CL1 5,98 £ 0,05
CMO,5 6,68 0,03
CM1 4,13 +£0,01
CL0,5PA10 11,65 + 0,03
CL0,5PA20 10,38 £ 0,04
CL1PA10 9,91 +0,05
CL1PA20 11,42 +0,03
CMO,5PA10 10,60 £ 0,05
CMO0,5PA20 5,10+0,03
CMI1PA10 8,87 £0,03
CM1PA20 10,41 +0,03

* Formiilasyon kisaltmalarina iligkin agilimlar Tablo 3.3’de (Sayfa 53) verilmistir

Sekil 4.19°da 6rnek olarak 27 faktoriyel tasarim kullanilarak gelistirilen etkin
madde i¢eren ve icermeyen orta molekiil agirlikli % 1 (a/h) kitosan konsantrasyonu
ve/veya % 20 etkin madde iceren optimum formiilasyonlara iliskin partikiil
blyiikligli dagilim grafikleri verilmistir. Etkin madde igeren ve igermeyen biitiin
mikrokiire formiilasyonlar1 i¢in partikiil biiyiikligli dagilimlari; normal (gauss)
dagilim gostermis, mod ve medyan degerleri birbirine yakin bulunmus, sonug olarak

dagilimlar monomodal ¢ikmustir.
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Sekil 4.19. Mikrokiire formiilasyonlarnin partikiil biiytikliigli dagilim grafikleri
(A) cM1 ve (B) CM1PA20 (Formiilasyon kodlar1 Tablo 3.3de verilmistir, Sayfa 53)

4.5.3. Mikrokiirelerin Uretim Verimi

Boliim 3.2.5.3°de anlatildig1 sekilde hesaplanan iiretim verimleri sonuglar

Tablo 4.10°da verilmistir.

Tablo 4.10. Prednizolon asetat iceren ve igermeyen mikrokiire formiilasyonlarina

iligkin tiretim verimi sonuglari

Formiilasyon Uretim Verimi (%)
Kodu* Ortalama + Standart Sapma (n=3)

CLO,5 29,6 £4,1

CL1 55,0+2,0
CMO,5 27,0+4,5
CM1 41,3+3,7
CL0,5PA10 30,5+2,7
CL0,5PA20 40,2 +3,2
CL1PA10 592+54
CL1PA20 70,6 £ 1,9
CMO,5PA10 21,6 £5,4
CMO,5PA20 350+£2,5
CMI1PA10 439+1,9
CMI1PA20 48 +£ 6,7

* Formiilasyon kisaltmalarina iligkin agilimlar Tablo 3.3°de verilmistir.
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4.5.4. Mikrokiirelere Yiiklenen Prednizolon Asetat Miktarimmin ve Etkin

Madde Yiikleme Etkinliginin Belirlenmesi

2% faktoriyel tasarimla gelistirilen mikrokiire formiilasyonlarina yiiklenen

prednizolon asetat miktarinin belirlenmesi i¢in Boliim 3.2.5.4’de verilen yontem

kullanilmistir. Analizler sonucunda elde edilen etkin madde icerikleri Tablo 4.11°de

verilmigtir. Faktoriyel tasarim ile polimer konsantrasyonu ve hedeflenen etkin madde

yiikleme orani etkenlerinin, bagimli degisken olan yiiklenen prednizolon asetat

miktar1 iizerine etkisi incelenmis ve pozitif yondeki bu etki istatistiksel olarak

anlamli bulunmustur (p<0,001).

Tablo 4.11. Prednizolon asetat iceren mikrokiire formiilasyonlarina iligkin yiikleme

etkinligi sonuglari

Formiilasyon* Prednizolon Asetat Yiikleme Etkinligi (%)
Ortalama + Standart Sapma (n=3)
CMO,5PA10 5,1+£3,0
CMO,5PA20 30,8+4,3
CMI1PA10 40,0+ 3,0
CMI1PA20 45,7+0,3
CL0,5PA10 4,6 +0,5
CL0,5PA20 28,8 +3,4
CL1PA10 44,0+2,0
CL1PA20 40,4+ 1,4

* Formiilasyon kisaltmalarina iliskin acilimlar Tablo 3.3’de (Sayfa 53) verilmistir

4.5.5. Mikrokiirelerin Termodinamik Ozelliklerinin Arastirilmasi

Boliim 3.2.5.5’de verildigi sekilde gerceklestirilen, DSC analizlerinin

termogramlar1  Sekil 4.20-21°de gosterilmistir. 2° faktoriyel tasarim sonucunda

optimize edilen mikrokiire formiilasyonlarindan en uzun siire salim gosteren ve

tiretim verimleri en yiiksek olan iki mikrokiire formiilasyonuna iligkin DSC

termogramlar1 verilmistir.
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Sekil 4.20. Diisiik molekiil agirlikli % 1 (a/h) kitosan kullanilarak hazirlanan % 20
etkin madde iceren (CLIPA20 formiilasyonu) ve icermeyen mikrokiire
(CL1) formiilasyonlarinin DSC termogramlari
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Sekil 4.21. Orta molekiil agirlikli % 1 (a/h) kitosan kullanilarak hazirlanan % 20
etkin madde igeren (CM1PA20 formiilasyonu) ve icermeyen mikrokiire
(CM1) formiilasyonlarmin DSC termogramlari
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Sekil 4.20 ve 21°de verilen DSC termogramlarinda, prednizolon asetatin
keskin endotermik erime piki 237,09 °C’de gozlenmistir. Diisiik ve orta molekiil
agirlikli  kitosan polimerlerine iliskin 100 °C civarinda goriilen yayvan su

buharlasamasi piki etkin madde igeren ve icermeyen mikrokiirelerde de gdzlenmistir.

4.5.6. In Vitro Sahm Deneyleri

4.5.6.1. Salim Ortami ve Deneyin Yapihisi

Kitosan mikrokiire formiilasyonlarindan prednizolon asetatin salim
calismalar1 B6liim 3.2.5.6.1°de verildigi sekilde gerceklestirilmistir. Gelistirilen sekiz
mikrokiire formiilasyonundan prednizolon asetatin salim grafikleri, orta molekiil
agirliklt kitosan kullanilarak hazirlanan mikrokiireler i¢cin Sekil 4.22°de, diisiik
molekiil agirliklt kitosan kullanilan hazirlanan mikrokiireler i¢in Sekil 4.23’de
verilmigstir. Orta molekiil agirlikli kitosan formiilasyonlarindan prednizolon asetatin
salim ¢aligmalarimin sonuglar1 incelendiginde diisiik polimer konsantrasyonlarina
sahip mikrokiirelerin salim profillerinde (CM0,5PA10 ve CM0,5PA20) 24 saat sonunda
sirastyla % 63,1 ve % 27,2’lik bir salim goézlenirken, yiiksek polimer
konsantrasyonuna sahip formiilasyonlarin (CMI1PA10 ve CM1PA20) 24 saat sonunda
gosterdikleri salim sirasiyla % 50,5 ve % 32,7 bulunmustur (Sekil 4.22). Salim
calismalar1 onbir giin devam ettirilmis ve en uzun siireli salim CMI1PA20
formiilasyonundan elde edilmistir. En kisa stireli salim ise {i¢lincli giin sonunda
diisiik polimer ve etkin madde yiikleme oranina sahip formiilasyonda (CM0,5PA10)

gozlenmistir.

Diisiik molekiil agirlikli kitosan formiilasyonlarindan prednizolon asetatin
salim ¢aligmalarinda ise 24 saat sonunda diisiik polimer konsantrasyonlarina sahip
mikrokiirelerin salim profillerinde (CL0,5PA10 ve CL0,5PA20) sirasiyla % 63,5 ve %
28,3’lik bir salim gozlenirken, yiliksek polimer konsantrasyonuna sahip
formiilasyonlarda (CM1PA10 ve CM1PA20) 24 saat sonunda sirasiyla % 36,6 ve
% 33,5’lik salim bulunmustur (Sekil 4.23). Yiiksek polimer ve etkin madde yiikleme

oranina sahip formiilasyondan (CL1PA20) etkin madde salimi onuncu giinde
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tamamlanirken diisiik polimer ve etkin madde yiikleme oranina sahip formiilasyon

(CL0,5PA10) ikinci giin sonunda biitiin etkin madde icerigini salmistir.

In vitro salim deneyi sonuglarinda, standart sapma degerlerinin kiiciik olusu
(£ % 1-3) grafikte standart sapma c¢ubuklarinin goriilememesine yol agmaktadir.
Goriildiigii gibi mikrokiire formiilasyonlariin salim profillerine bakildiginda, ilk 24
saat boyunca patlama etkisi tespit edilmis, 24 saatten sonra kontrollii bir salim elde
edilmistir. Grafiklerden goriilecegi tizere formiilasyonlarda kullanilan kitosan
polimerinin konsantrasyonundaki artis prednizolon asetatin salim siiresinde uzamaya
yol ac¢maktadir. Ayrica orta molekiil agirlikli kitosan kullanilarak gelistirilen
formiilasyonlar diisitk molekiil agirlikli kitosan mikrokiire formiilasyonlarina gore
daha wuzun siire prednizolon asetat salimi gostermistir. Kitosanin molekiil
agirhigindaki ve konsantrasyonundaki artig, mikrokiirelerden prednizolon asetatin
salim siiresini uzatmistir. Mikrokiirelerden etkin maddenin salimimin hangi kinetik
modele gore gerceklestiginin tayini i¢in 0O.derece, Higuchi ve Hixon-Crowell
modelleri uygulanmis ve biitiin mikrokiire formiilasyonlar: i¢in en biiyiik R* degeri
Higuchi kinetiginden elde edilmistir. Higuchi kinetigi matriks yapisindan salimi
ongoren bir kinetiktir ve mikrokiirelerimizden gergeklesen etkin madde saliminin

matriks yapisindan salim kinetigine uydugu bulunmustur (Tablo 4.12).
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Tablo 4.12. Mikrokiire formiilasyonlarina iligskin salim kinetiklerinin degerlendirilmesi
Uygulanan Kinetik Model

Formiilasyon - - Hi uchIi{ 2 oo - n0. DerecRe2 oo - H;xon—Cr(zzell oo
Residual Residual Residual

CL0,5PA10 14,23 -4,23 0,989 98,19 1,93 12,79 0,978 | 2010,45 0,07 0 0,927 544,97

CL0,5PA20 7,40 -3,04 0,994 101,99 0,52 12,89 0,951 | 392749 0,02 0,07 0,974 421,60
CL1PA10 7,75 1,57 0,999 31,49 0,57 17,45 0,939 | 6186,45 0,02 0,13 0,975 | 1066,03
CL1PA20 6,19 3,43 0,998 31,16 -0,01 4.57 0,937 | 8362,52 0,01 0,21 0,986 | 228785
CMO0,5PA10 | 11,86 6,56 0,991 109,49 -0,07 4,76 0,989 | 8470,05 0,05 0,23 0,989 | 1748,70

CMO0,5PA20 7,43 -3,78 0,994 116,65 0,52 12,13 0,949 | 348941 0,02 0,04 0,96 351,72
CM1PA10 7,04 11,61 0,984 357,15 -0,02 4,48 0,979 | 16584,70 | 0,02 0,38 0,957 | 5072,94
CM1PA20 6,27 4,79 0,993 150,71 -0,02 4,78 0,896 |10737,14| 0.01 0,17 0,995 | 1698,69

* Formiilasyon kisaltmalarina iligkin ag¢ilimlar Tablo 3.3’de (Sayfa 53) verilmistir
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Sekil 4.22. Orta molekiil agirhikli kitosan kullanilarak hazirlanan mikrokiire
formiilasyonlarindan prednizolon asetat salimi (n=6)
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Sekil 4.23. Diisiik molekiil agirlikli kitosan kullanilarak hazirlanan mikrokiire
formiilasyonlarindan prednizolon asetat salimi (n=6)
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4.5.6.2. In Vitro Salim Deneylerinin Validasyonu

Bolim 3.2.5.6.2’de verilen in vitro salim deneylerinin validasyon
caligmalarina gore tiim mikrokiire formiilasyonlarina, her bir 6rnek alinan zaman
noktast i¢cin % kiimiilatif salinan prednizolon asetat miktarlar1 i¢in ortalama VK
hesaplanmistir  (Tablo 4.13). Elde edilen sonuglar incelendiginde tiim

formiilasyonlarda ortalama VK degerinin % 5’den kii¢lik oldugu goriilmiistiir.

Tablo 4.13. Kitosan mikrokiire formiilasyonlarindan in vitro salim deneylerinin

validasyonuna iligskin bulgular

Formiilasyon* | Ortalama Varyasyon Katsayisi
CLO0,5PA10 1,42
CL0,5PA20 1,34
CL1PA10 2,05
CL1PA20 1,45
CMO0,5PA10 1,53
CMO0,5PA20 2,30
CMI1PA10 2,79
CMI1PA20 2,58

*Formiilasyon kisaltmalarina iliskin agilimlar Tablo 3.3’de (Sayfa 53) verilmistir

4.6. Biyoparcalanir PLGA Stentlerinin Hazirlanmasi

4.6.1. On Formiilasyon Cahsmalan

Biyopargalanir stent iiretim materyali olarak, parcalanma siireleri, sagladiklari
mekanik ozellikler ve uzun siireli ilag salim profili saglamalar1 sebebiyle PLGA

polimerinin PLGA (75:25) ve PLGA (50:50) tiirleri kullanilmgtr.

Polimer filminden hareketle biyoparcalanir stent hazirlanmasi yonteminde,
kullanilacak olan polimer ¢ozeltisinin konsantrasyonunu belirlemek icin 6n
formiilasyon calismalar1 sirasinda hazirlanan farkli konsantrasyondaki ¢ozeltiler

arasindan % 25 (a/h) oran1 uygun konsantrasyon olarak seg¢ilmistir. Ayrica, filmlerin
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mekanik dayanikliliklarin1 azaltmadan kirilganliklarinin 6niine gegmek igin plastizer
kullanimina karar verilmistir. Literatiirde yer alan ¢alismalar i¢inden uygun plastizer
olarak PEG 4000 secilmistir. Farkli konsanrasyonlarda plastizer polimer ¢ozeltisi ile
karigtirtlarak hazirlanan formiilasyonlar i¢inden, en iyi fiziksel 6zellikleri saglayan

ve % 0,5 (a/h) konsantrasyonunda PEG 4000 igeren formiilasyon segilmistir.

Polimer filmlerinden hareketle farkli sekillerde biyoparcalanir stent
hazirlanabilmektedir. Literatiirde yer alan g¢aligmalar incelendiginde, bu sekiller
arasindan helikal yapidaki biyoparcalanir stentler amacimiza en uygun stent yapisi
olarak secilmistir. Gosterdikleri mekanik dayaniklilik ve iiretimlerindeki kolaylik bu

seklin se¢ilmesinde rol oynamstir.

Prednizolon asetat ve prednizolon asetat igeren mikrokiirelerin diklorometan
igerisinde ¢Ozlinmiis olan PLGA ¢o6zeltilerine karistirilmasi sonucunda fiziksel bir
gecimsizlik arastirilmistir. Etkin madde ya da etkin madde iceren mikrokiirelerin
polimer ¢ozeltisi igerisinde kolayca disperse olabildikleri ve herhangi bir ge¢imsizlik

ya da istenmeyen duruma yol agmadiklart gdzlenmistir.

4.6.2. Stentlerin Hazirlanmasinda Kullanilacak Olan PLGA (75:25) ve
PLGA (50:50) Polimer Filmlerinin Hazirlanmasi

Bolim 3.2.6.2°de verildigi gibi PLGA (75:25) ve PLGA (50:50) filmleri
hazirlanirken kullanilan ¢dzelti dokme yonteminin ile 0,3x3 cm’lik polimer filmi
seritlerinin eldesi i¢in kolay uygulanabilen uygun bir yontem oldugu bulunmustur.
Bu yontemde polimer ¢ozeltisi i¢cinden mikropipet yardimi ile aliman miktar lam
tizerine kaplanan aluminyum folyonun yiizeyine kolayca yayilmistir ve elde edilen
polimer filmi tabakasindan istenen kalinlikta seritler kesilebilmesinde bir sorun
yasanmamis, nester yardimi ile hassasiyetle kesim yapilarak polimer seritleri

olusturulmustur.
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4.6.3. Biyoparcalanir Stentlerin Hazirlanmasi

Boliim 3.2.6.3’de verilen iiretim yOntemine gore, biyoparcalanir stentlerin
hazirlanmas sirasinda kullanilan iglem basamaklar1 sorunsuz olarak uygulanmistir.
Polimer filmleri piring ¢ubuklar iizerine sarildiklarinda istenen sekli almislar ve tam
bir kuruma saglanmadan verilen bu sekillerini kaybetmeden piring ¢ubuklar {izerinde

tutunmuslardir.

Etlivde bekletilerek organik ¢oziiciiniin tamamen uzaklasmasi saglanmis ve
biyoparcalanir stentlerin piring g¢ubuklar {izerinden ayrilmadan verilen helikal
sekillerini koruduklar1 gézlenmistir. Olusan yapilarin 6n formiilasyon c¢aligsmalari ile
gelistirilen formiilasyon parametreleri sayesinde esneyebildikleri fakat kirilmadiklar

gozlenmistir.

4.6.4. Etkin Madde ve Mikrokiire Iceren Biyoparcalamir Stentlerin

Hazirlanmasi

Etkin madde ya da etkin madde yiiklii kitosan mikrokiireleri i¢ceren stentlerin
hazirlanmast i¢in kullanilan ydntem Bolim 3.2.6.4°de verilmistir. Gerekli
miktarlarda (1 mg) tartilan etkin maddenin polimer ¢ozeltisine eklenmesini takiben
manyetik karistiricida karigtirma sonucunda etkin maddenin tekdiize bir sekilde

polimer ¢6zeltisi i¢inde kolayca disperse oldugu gézlenmistir.

Etkin madde iceren kitosan mikrokiirelerinin yapiya eklenmesi sonucunda
benzer olarak Bolim 3.2.6.3°de verilen iiretim islemleri lizerinde olumsuz bir
gelisme goriilmemistir. Biyoparcalanir stent formiilasyonlarina eklenecek mikrokiire
formiilasyonu olarak CMI1PA20 (orta molekiil agirlikli kitosan % 1 (a/h),

prednizolon asetat % 20 (a/h)) kodlu formiilasyon secilmistir.
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4.7. Hazirlanan Biyoparc¢alanir Stentlerin Karakterizasyonu

4.7.1. Polimer Filmlerinin Sisme ve Su Absorplama Ozelliklerinin

Incelenmesi

PLGA (75:25) ve PLGA (50:50) polimer filmlerinin su absorplama
ozelliklerinin incelenmesi i¢in bu polimerler kullanilarak hazirlanan film seritleri in
vitro salim ortami olan % 0,5 (a/h) sodyum lauril siilfat ve % 0,05 (a/h) sodyum azid
iceren PBS (pH 7,4) ¢ozeltisi icinde inkiibe edilmislerdir. Bolim 3.2.7.1°de
anlatildig1 sekilde belirli zaman araliklarinda ortamdan alinarak tartildiginda
baslangigtaki agirliklar1 esas alinarak saptanan agirlik degisimleri % olarak zamana

kars1 grafige gecirilmistir. Sekil 4.24°de polimer filmlerinin su absorplama grafikleri

goriilmektedir.
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Sekil 4.24. Hazirlanan polimer filmlerinin su absorplama profilleri (n=6)

Sekil 4.24°de de goriildiigli lizere baslangigta (2. giin) PLGA (75:25) ve
PLGA (50:50) filmleri icin sirasiyla % su absorplama degerleri % 26,7 ve % 32,2
olarak bulunmustur. Bu degerler PLGA (75:25) ve PLGA (50:50) i¢in altinc1 giiniin

sonunda dengeye ulagmistir. Onbesinci giiniin sonunda PLGA (50:50) filmlerinin su
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absorplama ytizdesi %81,9, PLGA (75:25) polimeri ile hazirlanan filmlerin su
absorplama yiizdesi ise %73,6 olarak bulunmustur. PLGA (50:50) polimerinin
hidrofilik yapis1 nedeniyle su absorplama degerleri PLGA (75:25) polimerine gore

her zaman noktasi i¢in daha yiiksek bulunmustur.

4.7.2. Hazirlanan Polimer Filmlerinin ve Stentlerin Kalinhik Kontrolii

Boliim 3.2.7.2°de verildigi sekilde dlgiilen PLGA (75:25) ve PLGA (50:50)

polimerlerinden iiretilen filmlerin kalinliklar1 ve bu filmlerden hazirlanan stentlerin

boyutlar1 Tablo 4.13°de verilmistir (Bkz. Sekil 4.30).

Tablo 4.14. Polimer filmlerinin ve hazirlanan stentlerin kalinliklar1 (n=12)

Kalinhk (um) i¢c capr
Polimer Uzunluk (cm)
(Ortalama+Standart sapma) (mm)
PLGA (75:25) 136+ 5 um 1,5 3
PLGA (50:50) 109 + 8 um 1,5 3

4.7.3. Hazirlanan Stent Formiilasyonlarimin Morfolojik Ozelliklerinin

Incelenmesi

Biyopargalanir stent formiilasyonlarinin yiizey 6zelliklerinin incelenmesi i¢in
SEM ile goriintiileme teknigi kullanilirken, yapilarin genel sekilerinin ve yiizey
goriintiilerinin degerlendirilmesinde dijital fotograf makinasi ile ¢ekilen resimlerden
yararlanilmistir. Helikal stent yapilarimin hazirlanmasi amaciyla iiretilen polimer
filmleri farkli ortamlarda tutularak c¢oziicli igerikleri uzaklastirilmis ve filmler
kurutulmuslardir. B6liim 3.2.6.1°de verilen 6n formiilasyon ¢alismalarinda anlatildigi
sekilde hazirlanan polimer filmlerinden, oda sicakliginda diklorometanin

uzaklagtirilmasiyla hazirlanan filmlerin fotograflari Sekil 4.25°de verilmistir.
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Fotograflardan da goriilecegi iizere oda sicakliginda bekletilerek
diklorometanin uzaklastirilmasi sirasinda polimer filminde ¢ok sayida hava kabarcigi
olusmakta ve bu durum filmin yapisinda bozulmalara yol agmaktadir. Hava
kabarciklar: iiretilen filmlere sekil verilmesini engellemis ve kolay kirilabilen

yapilarin olusmasina yol agmustir.

Sekil 4.25. Oda sicakliginda kurutularak elde edilen filmler.
A ve B: PLGA (75:25), C ve D: PLGA (50:50) polimer filmi

(Dijital kamera ile goriintiilenmigtir)

Oda sicakliginda bekletme sonucu elde edilen filmlerdeki hava kabarciklari
olusumundan korunmak ig¢in filmler buzdolabinda (+4 °C) bekletilmis ve
diklorometanin kontrollii bir sekilde uzaklastirilmasi saglanmustir. On formiilasyon
caligmalar ile optimize edilen polimer filmi ve stent hazirlama yOntemine gore
diklorometanin polimer yapisindan uzaklastirilmasi sonucu hazirlanan filmlerin
sekilleri ise Sekil 4.26’da goriilmektedir. Piiriizsiiz yapilar1 ve hava kabarcigi
icermemesi kolaylikla sekillendirilebilmelerini saglarken, filmler esnekliklerini de

korumuslardir. Film seritleri 3 cm uzunlukta, 0,3 cm genislikte hazirlanmistir.
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Sekil 4.26. Buzdolabinda bekletmeyi takiben etiivde kurutulan polimer filmlerinin
goriintiileri.
A ve B: PLGA (75:25) filmleri,
C ve D: PLGA (50:50) filmleri,

(Dijital kamera ile goriintiilenmigtir)

Sekil 4.27°de PLGA (75:25) polimeriyle hazirlanan biyopargalanir stentlerin,
Sekil 4.28’de ise PLGA (50:50) polimeriyle hazirlanan stentlerin dijital fotograf
makinesi ile g¢ekilen fotograflar1 goriilmektedir. Genel sekillerine bakildiginda,
stentlerin diizgiin helikal yap1 gosterdikleri gdzlenmistir. Etkin madde igermeyen
stentler seffaf yapidadirlar. Etkin madde ve mikrokiirelerin polimer ¢ozeltileri
icerisinde disperse edilmesi ile opak ve beyaz renkli polimer filmleri ve stentler

hazirlanmistir.
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Sekil 4.27. PLGA (75:25) polimeri ile hazirlanan biyopargalanir stentlerin
goriintiileri.

A ve B: Etkin madde igermeyen stentler.
C, D ve E: Etkin madde (Prednizolon asetat) igeren stentler
F, G ve H: Etkin madde yiiklii kitosan mikrokiire iceren stentler
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Sekil 4.28. PLGA (50:50) polimeri ile hazirlanan biyopargalanir stentlerin
goriintiileri.

A ve B: Etkin madde icermeyen stentler.
C, D ve E: Etkin madde (Prednizolon asetat) igeren stentler
F, G ve H: Etkin madde ytiklii kitosan mikrokiire i¢eren stentler
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Polimer c¢ozeltileri kullanilarak hazirlanan filmlerin ve stentlerin kesit
fotograflar ile yiizey fotograflari, SEM analizi oncesi 6n degerlendirme amaciyla
Leica DFC 320 bilgisayar donanimina bagli mikroskop sisteminde c¢ekilmistir. Sekil
4.29’dan goriilecegi lizere etkin madde igermeyen filmlerin, yiizeyi diizgiin ve kesit
alinan bolgeleri piirtizsiizdiir. Stentlerin kesit fotograflarina bakildiginda da piirtizsiiz
ve diizgiin yiizey ozellikleri gézlenmistir. Etkin madde ya da etkin madde yiiklii
mikrokiirelerin stent yapisina girmesi ile gergeklesen degisiklikleri goriintiilemek

icin SEM analizleri gergeklestirilmistir (Sekil 4.30-33).

(A) (B)

Sekil 4.29. Biyoparcalanir polimerlerle iiretilen stentlerin ylizey fotograflar

A-B: PLGA (75:25) kullanilarak iiretilen stentler
C-D: PLGA (50:50) kullanilarak tiretilen stentler
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Biyoparcalanir stentlerin yiizey 6zelliklerinin ayrintili olarak incelenmesi i¢in
ise SEM ile goriintiileme yapilmistir. Sekil 4.30’da PLGA (75:25) polimer
kullanilarak hazirlanan prednizolon asetat igeren stentlerin SEM fotograflar yer
almaktadir. Helikal yapmin kivrim bolgelerinden alinan kesit fotograflarinda etkin
maddenin polimer matriksi i¢inde homojen olarak dagildig: izlenimi vardir. Yiizey
Ozellikleri incelendiginde ise piirlizsiiz bir yiizey gosterdigi gozlenmistir. Polimer
filmi yiizeyinde herhangi bir catlama ya da kirilma goriilmemektedir. Stentin
kenarlar1 diizgiin ve piiriizsiizdiir. On formiilasyon calismalari ile optimize edilen
iretim islemi, istenen sekil ve yiizey Ozelliklerinde biyoparcalanir stentlerin

hazirlanmasini saglamistir.

METU 2B KL

Sekil 4.30. Prednizolon asetat iceren PLGA (75:25) polimeri kullanilarak tretilen
biyopargalanir stentin SEM fotograflar



112

Sekil 4.31°de ise prednizolon asetat yiiklii kitosan mikrokiireleri iceren PLGA
(75:25) polimeri ile iiretilen biyopargalanir stentlere iliskin SEM fotograflar yer
almaktadir. Goriildiigii lizere, mikrokiirelerin polimer igerisinde disperse edilmeleri
ylizey Ozelliklerinde gozlenen bir degisiklige yol agmamistir. Kesit ve ylizey
fotograflarinda stentlerin yilizeyinde kalmis veya adsorplanmis mikrokiire yapilari

izlenmemis ve mikrokiirelerin polimer yapisi i¢inde dagilmis oldugu goriilmiistiir.

——————

METLU e BKy

Sekil 4.31. Prednizolon asetat yiiklii kitosan mikrokiireleri iceren PLGA (75:25)
polimeri kullanilarak {tiretilen biyopargalanir stentin SEM fotograflar
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Prednizolon asetat igeren PLGA (50:50) polimeri ile hazirlanan
biyoparcalanir stentlerin SEM fotograflar1 Sekil 4.32’de verilmistir. Stentlerin
ylizeylerinde etkin madde lokalizasyonu goriilmemektedir. Ayrica stentlerin
kenarlar piiriizsiiz ve diizgiin yapidadir. PLGA (75:25) kullanilarak iiretilen stentlere
benzer olarak, kesit fotograflarina bakildiginda etkin maddenin polimer matriksi
icinde homojen dagildigi izlenimini edinmek miimkiindiir. Polimer yiizeyi ise
piirtizsiizdiir. Ayrica kesit fotograflar: polimer kalinliginin yaklagik 100 um civarinda

oldugunu gostermektedir.

METLU caKy

METL 28Ky

Sekil 4.32. Prednizolon asetat iceren PLGA (50:50) polimeri kullanilarak iiretilen
biyoparcalanir stentin SEM fotograflari



114

PLGA (50:50) polimeri igerisinde prednizolon asetat yikli kitosan
mikrokiireleri disperse edilerek hazirlanan biyopargalanir stentlere ilisgkin SEM
fotograflar1 ise Sekil 4.33’de verilmektedir. Stentlerin yilizeyinde mikrokiirelerin
bulunmadig1 ve mikrokiirelerin de etkin madde gibi polimer matriksi i¢cinde dagildig:
gozlenmektedir. Kesit fotograflarina ve stentlerin kenarlarina bakildiginda ise PLGA
(75:25) stentleri ve etkin madde igeren PLGA (50:50) stentlerine kiyasla daha
piirtizlii bir yapr dikkati ¢cekmektedir. Ancak, stent yilizeyinde mikrokiire igerigine

bagli olarak bariz bir kirilma, ¢atlama ya da dalgalanma bulunmamaktadir.

METU ZakKu

METU ZEKU

Sekil 4.33. Prednizolon asetat yiiklii kitosan mikrokiireleri igeren PLGA (50:50)
polimeri kullanilarak iiretilen biyoparcalanir stentin SEM fotograflari
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4.7.4. Biyoparcalamir Stentlerden Prednizolon Asetatin in Vitro Salim

Calismasi

Boliim 3.2.7.4°de verilen ve mikrokiirelerden etkin maddenin saliminda da
kullanilan ydntemle biyoparcalanir stentlerden etkin maddenin salim ¢alismalari

gerceklestirilmistir.

Gelistirilen biyopargalanir stentlerden zamana kars1 % kiimiilatif salinan etkin
madde sonuclarin1 gosteren grafikler Sekil 4.34’de verilmistir. In vitro salim
profillerinin yer aldig1 grafikte, standart sapma degerlerinin diisiik olmas1 biitiin
noktalarda standart sapma ¢ubuklarinin goriilebilmesine olanak vermemistir. Grafige
bakildiginda ikinci aymn sonunda (63. giin) prednizolon asetat iceren PLGA (50:50)
(S3 kodlu formiilasyon) stentlerinden salim miktar1 % 62, prednizolon asetat yiiklii
mikrokiireler igeren PLGA (50:50) stentlerinden (S4 kodlu formiilasyon) ayni

stirenin sonunda elde edilen salim miktart % 12,9 olarak bulunmustur.

70 p

% Kumilatif Salim

120

Zaman (giin)

—0—S1 —_—S2 ——S3 —{1—S4

Sekil 4.34. Prednizolon asetat yiiklii biyoparcalanir stent formiilasyonlarindan
salim profilleri (n=6, X+SS)
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PLGA (75:25) ve PLGA (50:50) kullanilarak hazirlanan ve prednizolon asetat
iceren biyopargalanir stentlerden etkin madde salimlar1 karsilastirildiginda ikinci
ayin sonunda (63. giin) elde edilen % kiimiilatif salinan prednizolon asetat miktarlari
PLGA (75:25) (S1 kodlu formiilasyon) i¢in % 5,02, PLGA (50:50) stentleri (S3
kodlu formiilasyon) i¢in % 62 olup, aradaki fark istatistiksel olarak anlaml
bulunmustur (p<0,001). PLGA (50:50) polimerinin hidrofilik yapis1 hizla su
absorplamasina ve parcalanmasina yol agarak etkin madde salimini hizlandirmastir.
Benzer sekilde PLGA (75:25) ve PLGA (50:50) polimerleri i¢inde prednizolon asetat
yiiklii kitosan mikrokiirelerinin disperse edilmesiyle hazirlanan biyopargalanir
stentlerden salim incelendiginde ikinci ay sonunda (63. giin) etkin madde saliminin
PLGA (50:50) ile hazirlanan stentlerde (S4 kodlu formiilasyon) % 12,9, PLGA
(75:25) ile hazirlanan stentlerde (S2 kodlu formiilasyon) ise % 9,9 oldugu
goriilmektedir (p<0,05).

In vitro salim calismalarinda farkli giinlerde, salim ortamindaki
biyoparcalanir stentlerin fotograflar1 Sekil 4.35’de verilmistir. Salim ortamina
birakilmalariyla birlikte polimer igeriklerine bagl olarak farkli oranlarda sismeye
baslayan stent yapilarinin boylarinda bir degisiklik gézlenmemis, su absorplama
sonucunda olusan sismenin stentlerin i¢ ¢apin1 degistirmeden dis ¢aplarinda artisa

yol agtig1 gézlenmistir.

Sekil 4.35. In vitro salim ortaminda 10 giin sonunda prednizolon asetat igeren
stentler

A: PLGA (75:25) (S1) stenti, B: PLGA (50:50) (S3) stenti
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In vitro salim ortaminda kirkinci giiniin sonunda etkin madde iceren PLGA
(50:50) stent yapisinda meydana gelen degisiklikler ise Sekil 4.36’da verilmistir.
Prednizolon asetat igeren PLGA (75:25) stentlerinin yapisinda, polimerin hidrofobik
ozelligine bagl olarak bir deformasyon gézlenmezken, PLGA (50:50) stentlerinde

sekilsel bozulmalarin basladig: farkedilmistir.

Sekil 4.36.  In vitro salim ortaminda 40 giin sonunda prednizolon asetat igeren
stentler

A: PLGA (75:25) (S1) stenti, B: PLGA (50:50) (S3) stenti

Iceriginde sadece prednizolon asetat bulunan stentlere (S1 ve S3) benzer
sekilde, polimer c¢ozeltisinde mikrokiirelerin disperse edilmesi ile hazirlanan
biyopargalanir stentlerin (S2 ve S4) yapilarint uzun siire koruduklar1 gézlenmistir
(Sekil 4.37). Mikrokiirelerin stent yapilarina girmesi fiziksel olarak dayanikliliklarini

artirmis ve sekilsel yapilarinin korunmasini saglamistir.

\

Sekil 4.37. In vitro salim ortaminda 40 giin sonunda prednizolon asetat yiiklii
mikrokiire i¢eren stentler

A: PLGA (75:25) stentleri (S2), B: PLGA (50:50) stentleri
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Boliim 3.2.7.4°de verilen in vitro salim deneylerinin validasyon ¢alismalarina
gore tiim stent formiilasyonlarina (S1-S4), her bir 6rnek alinan zaman noktasi i¢in %
kiimiilatif salinan prednizolon asetat miktarlar1 icin ortalama VK hesaplanmistir
(Tablo 4.15). Elde edilen sonuglar incelendiginde tiim formiilasyonlarda ortalama

VK degerinin % 5’den kii¢lik oldugu gortilmiistiir.

Tablo 4.15. Biyopargalanir stent formiilasyonlarindan in vitro salim deneylerinin

validasyonuna iligskin bulgular

Formiilasyon* | Ortalama Varyasyon Katsayisi
S1 4,2
S2 2,7
S3 3,3
S4 1,8

*S1: Prednizolon asetat iceren PLGA (75:25) stentleri
S2: Prednizolon asetat yiiklii mikrokiire igeren PLGA (75:25) stentleri
S3: Prednizolon asetat iceren PLGA (50:50) stentleri
S4: Prednizolon asetat yiiklii mikrokiire igeren PLGA (50:50) stentleri

4.8. Etkin Madde Iceren Kaph Stent Formiilasyonlarinin Hazirlanmasi

4.8.1. Metalik Stentlerin Biyoparcalanir Polimerlerle Kaplanmasi

Tez ¢alismamizda, kaplama yapmak iizere denemeye alinan stentler ticari
olarak halen kullanimda olan Nemed firmasinca iiretilen paslanmaz ¢elik stentlerdir.
Calismalarimizda s6z konusu stentlerin etkin madde igeren biyoparcalanir polimerler

ile kaplanarak ila¢ salan stent yapilarinin gelistirilmesi saglanmustir.

On formiilasyon calismalari sonucunda, metalik stentlere kaplama amaciyla
kullanilacak olan biyoparcalanir polimerler olarak, PLGA (75:25) ve PLGA (50:50)
kopolimerleri se¢ilmistir. Polimer ¢oziiclisii olarak diklorometan kullanilmig ve
biyoparcalanir stentlerin liretilmesi amaciyla secilen % 25 (a/h) konsantrasyonunda
polimer ¢ozeltileri hazirlanmistir. Kaplamanin  dayanikliligini  artirmak ve

kirilganligint azaltmak amaciyla % 0,5 (a/h) oraninda PEG 4000 plastizer olarak
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formiilasyona eklenmistir. Homojen bir karistirma yapilarak kaplama igin

kullanilacak polimer ¢6zeltileri hazirlanmistir (Bkz. Boliim 3.2.8.1).

Metalik stentlerin kaplanmasi amaciyla kullanilan ydntemler arasindan
daldirma (dipping) teknigi ile kaplama yapilmasina karar verilmistir. Bolim
3.2.8.1°de anlatildig1 sekilde tellerin ucuna gecirilen metalik stentler bu polimer
cozeltilerine  daldirllmis ve hazirlama semasi takip edilerek kaplama
gerceklestirilmistir.  Metalik  stentlerin =~ kaplanmast  sirasinda  stentlerin
yerlestirildikleri tellerin iizerinde ilerletilmeleri ile polimer artiklari stentin ig
yilizeyinden etkili bir sekilde uzaklastirilmistir. Sabit sicaklik uygulamasi (Kurutma
tabancasi ile 40 °C) ile kaplama tabakasi hizla kurumustur. Biyoparcalanir polimer
ile kaplanan metalik stent {izerine yerlestirildigi telin {iizerinden kolayca
cikartilmistir. Organik ¢oziiciiniin biitiinliyle uzaklastirilmasi igin etiive yerlestirilen
stentlerin kaplama tabakasinda kurumaya ve sicakliga bagli bir degisim

gozlenmemistir.

4.8.2. Stentlerin Etkin Madde ve Mikrokiire Iceren Polimer

Cozeltileriyle Kaplanmasi

Tez caligmamizda restenozun dnlenmesi amaciyla gelistirilen ilag salan stent
yapilarinda kullanilan etkin madde prednizolon asetatin miktari, biyoparcgalanir stent
formiilasyonlarinda da kullanilmis olan stent bagina 1 mg etkin madde dozu olarak
sec¢ilmistir. Prednizolon asetat yiiklii kitosan mikrokiireleri ise kaplama ¢ozeltileri ile
karistirilirken icerdikleri etkin madde miktar1 hesaplanmis ve her stent 1 mg

prednizolon asetat igerecek kadar mikrokiire polimer ¢ozeltilerine karistirtlmistir.

Kaplama ¢o6zeltileri metalik stentlerin yiizeyine kolayca tutunmustur.
Kaplama tabakasinin kurutulmasi icin sicaklik uygulamasi sirasinda veya sonrasinda,
etkin madde ya da mikrokiirelerin ortamda bulunmasi herhangi bir sorun
olusturmamistir. Metalik stentin yilizeyine kaplanan polimer tabakasi kurutulmustur.
Etiivde diklorometanin uzaklastirilmasi miimkiin olmus ve yapida bir bozulma

goriilmemistir.
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4.9. ila¢ Kaph Stent Formiilasyonlarinin Karakterizasyonu

4.9.1. Kaph Stentlerin Ac¢cilma Kontrolii

Etkin madde ya da etkin madde yiikli mikrokiirelerin % 25 (a/h) PLGA
polimerleri i¢inde disperse edilmeleriyle hazirlanan kaplama ¢ozeltileri ile kaplanan
metalik stentlerin acilma kontrolleri Bolim 3.2.9.1°de verilmistir. Anjioplasti
balonunun {iizerine yerlestirilen kapli metalik stentler 8 bar basing uygulandiginda
tam olarak agilmislardir. Ac¢ilma sonucunda etkin madde igermeyen ve etkin
madde/mikrokiire igeren stentlerin kaplama tabakasinda belirli bolgelerde yirtilmalar
gbzlenmistir ve kaplamanin biitliinliigiiniin kismen bozuldugu belirlenmistir. Bu
durum polimer ¢ozeltisinin % 25 (a/h)’lik konsantrasyonunun yiiksek oldugunu
diisiindiirmektedir. Fakat biyopargalanir stent formiilasyonlar ile salim 6zellikleri
acisindan  karsilastirmanin  yapilabilmesi  i¢in  polimer  konsantrasyonu

degistirilmemistir.

4.9.2. Kaph Stentlerin Yiizey Ozelliklerinin Incelenmesi

Bolim 3.2.9.2°de verildigi gibi kaplama yapilan metalik stentlerin yiizey
ozellikleri ve yapilan kaplamanin etkinligi SEM ile goriintiileme teknigi kullanilarak

gergeklestirilmistir.

Sekil 4.38’de kaplama yapilacak olan metalik stentin SEM fotograflar
goriilmektedir. Kullanilan stent kapali konumda iken kaplama yapilmistir ve bu
sebepten kapali konumda olan stentin SEM fotograflar1 verilmistir. Stentin keskin
kenarlar1 ve piirlizsliz ylizeyi ayrintili olarak goriilmektedir. Kenarlarin yiiksek
oranda biiyiitiilerek c¢ekilen fotografinda ise, metalik kenarlarin damar duvarinda
yaratacaklar1 yaralanmay1 azaltmalar1 i¢in yuvarlatildiklar1 goriilmektedir (Sekil

4.38).



121

Sekil 4.38. Kaplama yapilmamis durumda ve kapali haldeki metalik stentin SEM
fotografi

% 25 (a/h) konsantrasyonunda PLGA (75:25) ve PLGA (50:50) polimerleri
icinde etkin madde ya da etkin madde yiiklii mikrokiire disperse edilmesiyle
hazirlanan c¢ozeltiler kullanilarak kaplama yapilan metalik stentlerin goriintiileri ve
ylizey fotograflar1 SEM analizleri 6ncesinde 6n degerlendirme amaciyla Leica DFC
320 model bilgisayar donanimli mikroskop sisteminde ¢ekilmistir. Sekil 4.39A-F’de
ornek olarak verilen fotograflar yer almaktadir. Fotograflardan goriilecegi ilizere
polimer ¢ozeltileri ile yapilan kaplamanin yiizeyi, her iki polimer tipi i¢in pliriizsiiz
ve diizgiin olarak goriilmektedir. Prednizolon asetat ya da prednizolon asetat yiiklii
mikrokiirelerin stent yapisina girmesi sonucunda kaplama tabakasinda etkin madde

ve mikrokiirelerin homojen olarak dagildigi gozlenmektedir.
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Sekil 4.39. Kaplama yapilan stentlerin dijital makine ile ¢ekilen fotograflar

A: PLGA (75:25), B: PLGA (75:25) iginde etkin madde, C:PLGA (75:25) i¢inde mikrokiire
D: PLGA (50:50), E: PLGA (50:50) i¢inde etkin madde, F: PLGA (50:50) i¢inde mikrokiire

Metalik stentlerin kaplanmasi i¢in dort farkli polimerik kaplama
formiilasyonu hazirlanmistir. PLGA (75:25) polimeri igerisinde prednizolon asetatin
disperse edilmesi ile hazirlanan kaplama c¢ozeltisine daldirilarak kaplanmis olan
stentlere iliskin SEM fotograflart  Sekil 4.40°da verilmistir. Fotograflar
incelendiginde etkin maddenin polimer matriksi i¢inde dagildigi ve kiimelenmeye
yol agmadigr goriilmektedir. PLGA (75:25) polimeri i¢inde disperse olmus etkin
madde kristalleri gdzlenmektedir (Sekil 4.40).

Sekil 4.41°de ise PLGA (50:50) polimeri i¢inde prednizolon asetat disperse
edilerek hazirlanan ¢6zelti kullanilarak kaplanan metalik stent goriilmektedir. PLGA
(75:25) kullanilarak yapilan kaplamaya benzer olarak etkin madde kristalleri polimer

icinde disperse olmustur. Her iki polimer ile yapilan kaplama sonucunda da kaplama
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ylzeyinde yirtilma, catlama, etkin madde aglomerasyonu ve polimer artiklar

goriilmemistir (Sekil 4.40-41).

METL cERY

— 188Hm
METLU ZaKu wra

METLU 2aky

Sekil 4.40. Prednizolon asetat iceren ve PLGA (75:25) cozeltisi ile kaplanmig
metalik stentin farkli biiyiitme oranlarindaki SEM fotograflari
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Sekil 4.41. Prednizolon asetat iceren ve PLGA (50:50) cozeltisi ile kaplanmis
metalik stentin farkli biiylitme oranlarindaki SEM fotograflar

Sekil 4.42 ve 43’de metalik stentler iizerine mikrokiire iceren PLGA
polimerleri kullanarak yapilan kaplamanin SEM fotograflar1 verilmistir. Yiizey
fotograflar1 (Sekil 4.42-B, Sekil 4.43-B) incelendiginde, mikrokiirelerin polimer
yapist  igerisinde  gomiili  oldugu  goriilmektedir.  Biyoparcalanir  stent

formiilasyonlarindan ~ farkli  olarak  yiizeyde  mikrokiire  lokalizasyonu

farkedilmektedir.

— 198FMm
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Sekil 4.42. Metalik stentler {izerine mikrokiire iceren PLGA (75:25) polimeri
kullanarak yapilan kaplamanin SEM fotograflari
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Sekil 4.43. Metalik stentler {izerine mikrokiire iceren PLGA (50:50) polimeri
kullanarak yapilan kaplamanin SEM fotograflari

4.9.3. Prednizolon Asetat ve Prednizolon Asetat Yiiklii Mikrokiire iceren

Polimerlerle Kaph Stentlerden In Vitro Sahm Calismalan

flag salan stent hazirlanmas: igin hazir metalik stentlere PLGA (75:25) ve
PLGA (50:50) kaplamasini takiben prednizolon asetatin in vitro ortamdaki salim

Ozelliklerini arastirmak i¢in Boliim 3.2.7.4°de verilen yontem kullanilmustir.

Salinan prednizolon asetat miktarinin tayini i¢in UV spektroskopi yontemi
kullanilmis ve zamana karst % kiimiilatif salim degerleri grafige gegirilmistir.
Prednizolon asetat ve prednizolon asetat yiklii kitosan mikrokiire iceren PLGA
(75:25) ve PLGA (50:50) polimer ¢ozeltileri ile kaplanmis olan metalik stentlerden
in vitro salim grafigi Sekil 4.44’de verilmistir. Grafikte, salim profillerindeki
noktalara ait olan standart hata degerlerinin diisiik olusu, her nokta i¢in standart hata

cubuklar ¢izilmesine ragmen goriilebilmelerine olanak vermemistir.
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Sekil 4.44. PLGA (75:25) ve PLGA (50:50) polimeri ile kaplama yapilan metalik
stentlerden prednizolon asetat salimi (n=6, X£SS)

Salim profilleri incelendiginde, kisa stireli salimin PLGA (50:50) polimeri
icinde disperse edilen etkin madde kapl stentlerden oldugu goriilmektedir.
Yimisekizinci gliniin sonunda etkin maddenin tamammin (% 100) salim
gerceklesmistir. PLGA (75:25) i¢inde mikrokiirelerin disperse edilmesiyle hazirlanan
formiilasyonda ise prednizolon asetat salimi, beklendigi {izere oldukca yavastir.
Otuzikinci gilinlin sonunda bu formiilasyonla kaplanmis stentlerden salinan %

kiimiilatif etkin madde oran1 % 19,1 olarak bulunmustur.

PLGA (50:50) polimeri iginde mikrokiirelerin disperse edilmesiyle hazirlanan
cozelti ile kaplanan stentlerden etkin maddenin kiimiilatif salim1 32. gliniin sonunda
% 50,4 olarak bulunmustur. Mikrokiirelerin kaplama ¢dzeltisinin yapisina girmesi,
biyoparcalanir stentlerde gozlenen sonuca paralel olarak etkin maddenin salimini
yavaglatmigtir. PLGA (75:25) polimeri iginde prednizolon asetatin disperse
edilmesiyle hazirlanan polimer ¢o6zeltisi kullanilarak yapilan kaplama islemi
sonrasinda, stentlerden in vitro salinan etkin madde miktar1 32. giiniin sonunda %

88,3 olarak bulunmustur.
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PLGA (75:25) ve PLGA (50:50) polimerleri kullanilarak hazir stentlere
yapilan kaplamalar sonrasi elde edilen salim profilleri incelendiginde, mikrokiire
iceren polimerlerle yapilan kaplamalardan etkin maddenin saliminin, sadece etkin
madde iceren formiilasyonlara kiyasla daha yavas oldugu sonucuna ulasilmistir.
Kullanilan PLGA polimerleri kopolimer oranlarina gore irdelenecek olursa, PLGA
(50:50) ile yapilan kaplama formiilasyonlarindan etkin madde salimi polimerin
hidrofilik 6zelligine bagli olarak PLGA (75:25) polimeri kullanilarak hazirlanan

formiilasyonlara gore daha hizli olarak gergeklesmistir.
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5. TARTISMA

Bu béliimde tez calismalar1 boyunca siirdiiriilen deneysel ¢aligmalarin ve bu
caligmalardan elde edilen bulgularin degerlendirmesi yapilacak ve bu sonuglar
literatir verileriyle karsilagtirilarak tartisilacaktir. Bu amagla etkin madde
Prednizolon asetatin fizikokimyasal 6zellikleri ve stabilitesi, 2* faktdriyel tasarim
kullanilarak  kitosan mikrokiire formiilasyonlarinin  hazirlanmasi, {iretilen
mikrokiirelerin in vitro karakterizasyonlar1 (iiretim verimleri, partikiil biytikligii,
morfolojik O6zellikleri, yiiklenen etkin madde miktari, in vitro salim sonuglari),
biyoparcalanir polimerlerle hazirlanan stentlerin iiretim ve karakterizasyonlari
(kalinlik, su absorplama, yiizey 6zellikleri) ve biyoparcalanir polimerlerle kaplama

yapilan stentlerin karakterizasyonu degerlendirilmistir.

5.1. Etkin Maddenin Fizikokimyasal Ozellikleri ile lgili Calismalar

Tez calismamizda, formiilasyon calismalarina baslamadan 6nce prednizolon
asetatin fizikokimyasal Ozellikleri incelenmis ve sonuclar literatlir verileri ile
karsilastirilmistir.  Prednizolon asetatin miktar tayini i¢in literatiirde yer alan
yontemler icinden UV spektroskopisi se¢ilmis ve ¢aligmalarda bu yontem ile miktar

tayini yapilmustir.

Prednizolon asetatin miktar tayini yOnteminin  validasyonu ve
mikrokiirelerden etkin madde igerigi tayini deneyleri i¢in etanolde (% 96’lik) ve
salim ortami olan % 0,5 (a/h) sodyum lauril siilfat ve % 0,05 (a/h) sodyum azid
iceren PBS ¢ozeltisinde UV spektrumlari ¢ekilmistir. Salim ortamina konan sodyum
azid mikrobiyal kontaminasyonu engellemek amagli kullanilmistir. Prednizolon
asetat salim ortaminda 247 nm’de Amax vermistir (Boliim 4.1.1, Sekil 4.1) ve bu
deger farmakopelerde yer alan degerlerle uyum i¢inde bulunmustur. Etanolde vermis
oldugu absorbans degeri de yine bu sinirlar i¢inde bulunmustur (128). Ayrica etkin
maddenin 400 — 4000 cm™ dalga says1 araliginda ¢ekilen IR spektrumu referans
spektrumla karsilagtirnllmig ve farkli dalga sayilarma karsilik gelen absorbsiyon

bantlar1 referans spektrumla uyum i¢inde oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.2).



129

Prednizolon asetatin erime derecesi iki farkli yontemle tayin edilmistir. Erime
derecesi tayin cihazi kullanilarak elde edilen deger farmakopelerde ve kaynak
literatiirlerde prednizolon asetatin erime derecesi olarak verilen 235°C (125) ve 237 -

239 °C (127) degerleri ile uyum i¢indedir.

Prednizolon asetatin DSC termogrami da c¢ekilmistir (Sekil 4.3). Etkin
maddenin mikrokiirelerdeki fiziksel formunun arastirilmasinda da kullanilacak olan
DSC yonteminde referans olusturmasi sebebiyle ¢ekilen termogramda prednizolon
asetatin keskin bir pik verdigi ve bu pikin de erime derecesine ait oldugu literatiirde

yer alan veriler ile dogrulanmistir (126,127).

5.2. Prednizolon Asetatin Spektrofotometrik Miktar Tayini ve Analitik

Yontem Validasyonu

Kullanilan analitik yontemin validasyonu (Bolim 3.2.2.2) i¢in yapilan
caligmalarda 6zgilinliik parametresi dikkate alindiktan sonra prednizolon asetatin
salim ortamindaki farkli konsantrasyondaki standart ¢ozeltilerinin absorbanslar1 247
nm’de okunmus ve kalibrasyon dogrusu c¢izilmistir. Calisilan aralikta prednizolon
asetat i¢in elde edilen kalibrasyon dogrusunun dogrusallig1 gésterilmistir (R*> 0,99).
Diger validasyon parametreleri olan kesinlik ve dogruluk i¢in yapilan c¢alismalar
sonucunda elde edilen degerlere iliskin varyasyon katsayilari literatiirde verilerine

gore kabul edilebilir sinirlar i¢inde bulunmustur (172).

5.3. Kullanilan Polimerlerin Fizikokimyasal Ozellikleri Uzerinde Yapilan

Calismalar

Viskozite Calismalar

Boliim 3.2.3.1°de anlatildig1 iizere kitosan polimerlerinin, tez ¢aligmamizda
kullanilan orta ve diisiik molekiil agirligina sahip tipleri iizerinde yapilan viskozite
calismalar 25 £ 2 °C sicaklik ve 76,8 cm/s/cm kayma hizinda gerceklestirilmistir
(Tablo 4.4).
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Elde edilen vizkozite degerlerini incelendiginde ve orta molekiil agirligina
sahip olan polimer ¢ozeltileri, farkli konsantrasyonlara gore (% 0,5, % 1 ve % 2
(a/h)) degerlendirildiginde, polimer konsantrasyonu arttik¢a sabit kayma hizindaki
(76,8 cm/s/cm) vizkozite degerlerinin sirasiyla 97,3, 363,5 ve 1782,1
miliPascal.saniye oldugu goriilmektedir. Polimer konsantrasyonu ile vizkozite
arasindaki iliski istatistiksel olarak incelendiginde farkin anlamli oldugu goriilmiistiir
(p < 0,05). Benzer sekilde diisiik molekiil agirligina sahip olan polimer ¢ozeltileri,
farkli konsantrasyonlara gore (% 0,5, % 1 ve % 2 (a/h)) degerlendirildiginde, polimer
konsantrasyonu arttik¢a sabit kayma hizindaki (76,8 cm/s/cm) vizkozite degerlerinin
strastyla 52,9, 205,6 ve 853,3 miliPascal.saniye oldugu bulunmustur. Diisiik molekiil
agirhigina sahip polimer konsantrasyonu ile vizkozite arasindaki iliski istatistiksel

olarak incelendiginde farkin anlamli oldugu goriilmistiir (p < 0,05).

Ayni konsatrasyondaki (% 0,5, % 1 ve % 2) farkli molekiil agirligindaki (orta
ve diisiikk) polimer c¢ozeltilerine iliskin degerler irdelendiginde, orta molekiil
agirligma sahip kitosan polimeri ¢dzeltilerinin her konsantrasyon degerinde diisiik

molekiil agirhigindaki tipine gore daha viskoz oldugu goriilmektedir (Tablo 4.5).

Diisik ve orta molekiil agirligina sahip kitosan polimerlerinin farkl
konsantrasyonlarda (% 0,5, % 1 ve % 2) hazirlanan ¢ozeltilerinin 25 + 2 °C
sicaklikta, kayma hizina karsi kayma gerilimi degerleri grafige gecirilerek elde edilen
akis egrileri incelendiginde polimer c¢ozeltilerinin psddoplastik akis O6zelligi
gosterdigi  bulunmustur (Sekil 4.5-6). Farkli molekiil agirligina sahip kitosan
tiplerinin viskoziteleri iizerine etkilerinin incelendigi ¢alismalarda ¢alismalarimizda

buldugumuz sonuglar literatiirde yer alan sonuglar ile uyum i¢indedir (98,173).
DSC Termogramlarimin Incelenmesi
Bolim 3.2.3.2°de agiklanan sekilde gerceklestirilen DSC c¢aligmalarinda,

mikrokiire formiilasyonlarinin hazirlanmasinda kullanilan orta ve diisiik molekiil

agirligina sahip kitosan polimerlerinin termogramlari ¢ekilmistir (Sekil 4.7-8). Diisiik
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molekiil agirligina sahip kitosan polimerinin termograminda 91,18 °C’de yayvan bir
pik goriilmektedir. Ayni sekilde, orta molekiil agirligina sahip kitosan polimeri
tipinde ise 120,28 °C’de yayvan bir pik goriilmistiir. Bu pikler, dogal bir polimer
olan kitosanin yapisinda yer alan suyun buharlasma pikidir ve literatiirde yer alan
veriler bu durumu dogrulamaktadir (110,150). Orta molekiil agirligina sahip olan
kitosan polimerinde goriilen suyun buharlagsma piki, diisiik molekiil agirlikli tipine
gbre biraz daha yiiksek bir sicaklik degerinde gozlenmistir. Bu da kitosanin molekiil
agirhgr arttikga yapisinda yer alan su molekiillerini daha ¢ok tuttugunu ve

buharlagsmalarinin geciktirdigini géstermektedir (150).

Biyoparcalanir stent formiilasyonlariin ve stent kaplama ¢ozeltilerinin
hazirlanmasinda kullanilan sentetik biyopargalanir polimerler olan PLGA (75:25) ve
PLGA (50:50)’nin termal 6zellikleri de Boliim 3.2.3.2°de verildigi sekilde DSC ile
incelenmistir. PLGA (50:50) polimerine iliskin cams1 gecis sicakligi 34 °C civarinda
gozlenirken, PLGA (75:25) polimeri i¢in bu deger 46 °C civarinda tespit edilmistir.
Polimerlerdeki laktik asit monomerinin oraninda artig olmasi camsi gegis sicakligini

arttirmigtir. Bu sonuglar literatiir ile uyum i¢indedir (76).

5.4. Mikrokiire Formiilasyonlarinin Hazirlanmasi

5.4.1. On Formiilasyon Calismalari

Mikrokiirelerin hazirlanmasi amaciyla toksik 6zellik gostermeyen, antijenik
olmayan, biyolojik olarak parcalanabilen dogal bir polimer olan kitosan secilmistir.
Mikrokiire formiilasyon c¢aligmalarinda kitosanin iki farkli molekiil agirligina sahip

tipi (diisiik M.A: 150.000 Da, ve orta M.A: 400.000 Da) kullanilmustir.

Kitosan polimeri ile farkli {iretim teknikleri kullanilarak yapilmis olan
mikrokiire ¢aligmalar1 literatiirde yer almaktadir (98,103,151). Tez calismamizda
mikrokiire iiretim yontemi olarak piiskiirterek kurutma teknigi; istenen boyutlarda (1-
10 pum) mikrokiire iretilmesini sagladigt ve organik ¢oziici kullanimin

gerektirmedigi i¢in tercih edilmistir (101,109,115,116,118). Piiskiirterek kurutma
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yontemi ile mikrokiire formiilasyonlarinin hazirlanmast amaciyla kullanilmasi
diisiiniilen kitosan polimerinin diisiik, orta ve yiiksek molekiil agirhikli tipleri

kullanilarak 6n formiilasyon ¢aligsmalar1 gerceklestirilmistir.

Yiiksek molekiil agirligina sahip olan kitosan polimerinin % 1’lik (a/h) laktik
asit  ¢ozeltisinde  ¢bziinmesi  sonucu  olusturdugu  ¢oOzeltilerin  biitiin
konsantrasyonlarda viskozitelerinin ¢ok yiiksek olusu, piiskiirterek kurutma islemi
sirasinda ignenin tikanmasina yol agmustir. Piskiirterek kurutma isleminde son
tiriiniin partikiil biiyiikligi lizerinde en ¢ok etkili olan islem degiskenlerinden birisi
de igne acgikhigidir (110). Tez c¢alismalarimizda 1-10 pm araliginda partikiil
biiytikliiklerine sahip mikrokiireler elde edilebilmesi i¢in 0,7 ve 0,5 mm’lik acikliga
sahip igne uclar igerisinden 0,5 mm acikliktaki secilmistir. Bununla beraber kiigiik
igne agiklig1 viskoz c¢ozeltilerin bu agikligi tikamasini kolaylagtirmig, bu durum da
liretim verimini azaltmistir. Sonug olarak; kitosan polimerinin orta ve diigsiik molekiil
agirliklt tiplerinin kullamildig1 97,3 — 367,5 miliPascal.saniye araliginda viskoziteye
sahip farkli konsantrasyonlardaki c¢ozeltileri ile formiilasyonlarin gelistirilmesine

karar verilmistir.

Piiskiirterek kurutma islemi ile iiretilecek mikrokiire formiilasyonlarinda
kullanilacak olan kitosan g¢ozeltilerinin uygun konsantrasyonlarmin arastirilmasi ve
degerlendirilmesi amaciyla yapilan ¢aligmalarda, % 0,1 (a/h), % 0,5 (a/h) ve % 1
(a/h) ve % 2 (a/h) konsantrasyonlarindaki ¢ozeltileri hazirlanmistir. Kitosan
polimerinin tipinden bagimsiz olarak hazirlanan % 2 (a/h) konsantrasyondaki
cozeltiler viskozitelerinin yiiksekligine bagli olarak piiskiirtme islemi sirasinda
ignede tikanmalara yol agmistir. % 0,1 (a/h) konsantrasyonunda hazirlanan kitosan
cozeltileri ile (diisiik ve orta molekiil agirlikli) iiretim sirasinda iiretim verimi %
10’un altinda bulunmustur. Sonucta; kitosan diisiik ve orta molekiil agirlikli
polimerleri kullanilarak hazirlanan formiilasyonlarda polimer konsantrasyonlart %

0,5 (a/h) ve % 1 (a/h) olarak se¢ilmistir.

Hazirlanacak mikrokiire formiilasyonlarinin kiiresellikleri de arastirilmistir.

Orta ve diisiik molekiil agirlikli kitosan polimerinin % 0,5 ve % 1’lik ¢ozeltileri
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kullanilarak tiretilen mikrokiirelerin sekilleri, Leica optik mikroskobu ile arastirilmis

ve biitiin formiilasyonlarin kiiresel olduklar1 goriilmiistiir.

Kitosan polimerlerinin deneyler sirasinda kullanilmas1 olas1 organik
¢oziiclilerle bir etkilesiminin olup olmadigr arastirlmigtir. Kitosan diisiik ve orta
molekil agirlikli polimerlerinin % 1 (a/h)’lik laktik asitte % 1 (a/a)’lik ¢ozeltileri
hazirlanmistir. Bu polimer ¢ozeltileri 1:1 (h/h) oraninda alkol, diklorometan ve
aseton ile karigtirtlmistir. Bir giin boyunca oda sicakliginda agzi siki kapali kaplarda

bekletilen karisimlarda herhangi bir fiziksel bozunma gozlenmemistir.
5.4.2. Faktoriyel Tasarim

Mikrokiire formiilasyonlarinin dogal bir polimer olan kitosan ile hazirlanmasi
icin 2* faktoriyel tasarim kullanilmistir. Bu istatistiksel yontem kullanilarak farkli
formiilasyon parametrelerinin mikrokiire 6zellikleri iizerine etkisi ayrintili bir

bicimde incelenmistir.

Faktoriyel tasarim her bir faktoriin farkli diizeylerini ayni anda inceleme
imkani saglar (121). 2* faktoriyel tasarimda, polimer konsantrasyonu (%) ve
hedeflenen etkin madde yiikleme orani (%) etkenleri tizerinde ¢alisilmistir. Bagimsiz
degisken olarak belirlenen bu iki etkenden, polimer konsantrasyonu (% 0,5 ve % 1
(a/h)) ve hedeflenen etkin madde yiikleme orani (% 10 ve % 20 (a/h)) i¢in iki seviye
belirlenmistir. Mikrokiire formiilasyonlarinda faktoriyel tasarim yapilirken ortalama
partikiil biiyiikliigii, mikrokiirelere yliklenen prednizolon asetat miktar1 ve tyso
degerleri bagimli degisken olarak segilmistir. Optimizasyon islemi sonucunda,
secilen bagimh degiskenler ile etkin madde icerigi ylksek, kiigiik partikiil
biiylikliigiine sahip ve uzun siireli salim saglayan mikrokiire formiilasyonunun

hazirlanmas1 hedeflenmistir.

Regresyon analizi gerceklestirilmis ve sonuglar polinomial denklemler halinde
gosterilmistir. Bu denklemlerde x; (% polimer konsantrasyonu) ve x; (% hedeflenen

etkin madde orani) terimleri ana etkileri gosterirken x; ve X, ’nin ¢arpimi olan terim
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bu etkenler arasindaki etkilesmeyi gostermektedir. Terimlerin 6niinde bulunan (+)
degerler bagimli degiskenler ile pozitif iliskiyi, (-) degerler ise negatif iliskiyi
yansitmaktadir. Her bir terimin Oniinde bulunan B degerinin biiyilikliigii bagimh
degisken iizerine olan etkinin biiytkliigiinii ifade eder (121). Tablo 4.7 ve Tablo
4.8’deki degerler incelendiginde bagimsiz degiskenlerin etkin diizeyleri ve yonleri
degerlendirilebilir. Regresyon analizi sonucu elde edilen polinomial denklemler ifade
edilirken, Y-Y3 no’lu fonksiyonlara ait denklemler orta molekiil agirlikli kitosan
formiilasyonlari i¢in sirasiyla ortalama partikiil biiyiikliigiine, % yiikleme oranina ve
to,s0” ye aittir. Y4-Ys no’lu fonksiyonlara ait denklemler ise diisiik molekiil agirlili
kitosan formiilasyonlar1 icin sirasiyla ortalama partikiil biiyiikliigline, % yilikleme

oranina ve ty,so’ ye aittir.

Faktoriyel tasarimda regresyon analizi sonucunda elde edilen denklemlere ait
cevap ylizey grafikleri ¢izilebilir. Boylece denklemin ifade ettigi iliskinin uzaydaki
profili gosterilir ve gorsel olarak iligkinin yonii ve seviyesi goriilebilir. Ayrica bu
grafikler sayesinde etkenler arasinda bir etkilesme olup olmadiginin da
degerlendirilmesi daha kolay yapilabilir (121,122). Tez ¢alismamizda uygulanan 2°
faktoriyel tasarimda regresyon analizi sonucunda elde edilen y; — ys denklemlerine

iliskin cevap ylizey grafikleri de ayrica verilmistir (Sekil 4.9-14)

Diisik veya orta molekiil agirhigina sahip kitosan mikrokiirelerin
formiilasyonu sirasinda uygulanan 2° faktoriyel tasarimi ile elde edilen sonuglara
gore bagimsiz degiskenlerimiz % polimer konsantrasyonu ve % hedeflenen etkin
madde orani, bagimli degigskenlerimiz olan ortalama partikiil biytkligd,
mikrokiirelerin igerdigi prednizolon asetat miktar1 ve tyso degerleri lizerinde etkisi
istatistiksel olarak incelenmistir. Analiz sonuglari ilgili béliimlerde ayrintili olarak

tartisilmistir.
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5.4.3. Piiskiirterek Kurutma Yontemi ile Mikrokiire

Formiilasyonlarimin Hazirlanmasi

Kitosan polimeri kullanilarak iiretilecek mikrokiireler icin piiskiirterek
kurutma yontemi secilmistir. Bu yontem hizli, yiiksek iiretim verimi saglayan bir
yontemdir (101,103,109,115,174). Ayrica plskiirterek kurutma ydnteminde sulu
sistemlerle calisilabilmesi ve organik bir ¢oziicii kullanimini gerektirmemesi bu

yontemin se¢ilmesini saglamistir (109,110,115).

On formiilasyon ¢alismalar1 sonucunda, mikrokiire formiilasyonlarinin
gelistirilmesi i¢in kitosan polimerinin orta ve diisiik molekiil agirligina sahip
tiirlerinin % 0,5 ve % 1 (a/h) konsantrasyondaki ¢ozeltilerinin kullanilmasina karar
verilmigtir. Bu konsantrasyonlardaki kitosan ¢ozeltileri literatiirde de piiskiirterek
kurutma yontemi ile hazirlanan formiilasyonlarda siklikla kullanilmaktadirlar

(101,105,109, 110,113, 117,175).

Etkin madde iceren mikrokiirelerin hazirlanmasi i¢in prednizolon asetatin kitosan
polimer c¢ozeltileri iginde ¢oOziinmesi ve/veya disperse edilmeleri gerekmektedir.
Etkin maddemiz olan prednizolon asetat, suda pratik olarak c¢oziinmeyen bir
maddedir (126,127). Bu nedenle kitosan polimerlerinin ¢oziiciisii olan % 1 (h/h)’lik
laktik asit ¢ozeltisi ile karisabilen ve prednizolon asetati ¢ozebilen bir ¢oziicii
kullanilmas1 gerekmistir. Literatiirde etkin maddenin etanol, aseton ve metanol gibi
organik ¢oOziicillerde c¢oziinerek kitosan polimer ¢ozeltilerine karistirilarak
hazirlandig1 mikrokiire formiilasyon ornekleri bulunmaktadir (105,111,119,150).
Etkin maddenin etanol i¢inde ¢oziindiikten sonra polimer ¢ozeltisine karigtirilmasi

fiziksel bir ge¢imsizlik gostermemistir.

Biitiin bu 6n formiilasyon calismalari sonucunda orta ve diisiik molekiil
agirlikli  kitosan kullanilmasina, {iretilecek olan formiilasyonlarda polimer
konsantrasyonunun % 0,5 ve % 1 (a/h) olmasina, prednizolon asetatin polimer
cozeltisi ile karistirilmasi i¢in ¢dziindiiriilecegi ¢oziicli olarak etanol kullanilmasina

karar verilmistir.
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Piiskiirterek  kurutma yontemi kitosan mikrokiirelerinin  hazirlanmasi
amactyla son yillarda literatliirde siklikla kullanilan bir yontem olarak dikkat
cemektedir (109,117-119,175). Yontem, hazirlanan etkin madde igeren polimer
cozeltisinin sicaklik uygulamasi ile birlikte piiskiirtiilmesi esasina dayanmaktadir.
Piiskiirterek kurutma yonteminde etkin madde olarak suda ¢oziinebilen ya da

¢oziinmeyen ilaglar kullanilabilmektedir (101,105,110,115).

Uretim ydntemi goéz Oniine alindiginda orta molekiil agirlikli kitosan ve
yiiksek polimer orani kullanildiginda iiretilen mikrokiire formiilasyonlarinin (% 1
(a/h) kitosan ve % 20 (a/a) prednizolon asetat) yiiksek verimle, tekrarlanabilir olarak
tiretilebildigi, hazirlanan mikrokiirelerin siklon ve diger cam pargalara yapismadan
ve Onemli bir kayba ugramadan toplama kabinda toplandigi goriilmiistiir. Etkin
madde yiikleme oraninin degismesi (% 10 — 20) ise liretim yonteminin veriminde ve

liretim basamaklarinda bir farklilik yaratmamistir (110)

Piiskiirterek kurutma yontemi ile mikrokiireler hazirlanirken giris sicakligi 6n
caligmalar sonucunda 130 °C olarak tespit edilmistir. Piiskiirterek kurutma yontemi
¢Oziicli buharlagsmasi esasina dayanmaktadir (98,103,110). Suyun buharlagsma 1s1s1
100 °C oldugu i¢in ¢oziicii olarak su kullanilan durumlarda sicakligin bu seviyenin
listiine ayarlanmasi gerekmektedir (101,110).

Tez calismamizda kullanilan polimerin tipi, konsantrasyonu ve etkin madde
yiikleme orani1 goz Oniine alindiginda optik mikroskop ile yapilan 6n incelemeler
sonucunda gelistirilen biitiin formiilasyonlarin kiiresel yapida oldugu gozlenmis ve
secilen piiskiirterek kurutma yonteminin kiiresel partikiiller olusturmak i¢in uygun

bir yontem oldugu sonucuna ulasilmistir.

Mikrokiire formiilasyonlarinda kitosan polimerlerinin ¢dziiciisii olarak sulu
bir ortam kullanilmas1 (% 1 (h/h)’lik laktik asitin sulu ¢ozeltisi) ve organik ¢oziicii
kullanimina gerek kalmamasi bu yontemin sagladigi bir tstiinltiktiir (109,110,115).

Sonu¢ olarak piiskiirterek kurutma yontemi hizli, kolay uygulanabilir, organik
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¢Oziicii kullanimini gerektirmeyen ve optimize edildikten sonra tekrarlanabilirligi

ylksek bir iiretim yontemi olmasi gibi iistiinliikleri nedeniyle se¢ilmistir.

5.5. Mikrokiire Formiilasyonlarinin Karakterizasyonu

Bu bolimde, piskiirterek kurutma yontemi ve 2° faktoriyel tasarim
kullanilarak hazirlanan kitosan mikrokiire formiilasyonlar1 {izerinde yapilan
karakterizasyon calismalar1 ve sonuglari degerlendirilecektir. Bu amagla morfolojik
ozelliklerin incelenmesi, partikiil biiyiikliigii tayini, hazirlama verimi, mikrokiirelere
yuklenen prednizolon asetat miktar tayini caligmalar1 ve in vitro salim deneyleri

tartisilmistir.

5.5.1. Morfolojik Ozellikler

On formiilasyon calismalari sonrasinda optimize edilen orta ve diisiik
molekiil agirhikli  kitosan  polimerleri  kullanilarak  hazirlanan  mikrokiire
formiilasyonlarinin  ylizey 0Ozelliklerinin incelenmesi i¢in SEM fotograflar
cekilmistir (Sekil 4.15-18).

SEM fotograflar incelendiginde, diisiik molekiil agirlikl kitosan kullanilarak
hazirlanan etkin madde igeren ve igermeyen formiilasyonlarda (Sekil 4.17 A-G)
polimer konsantrasyonunun degismesi (% 0,5 - % 1) mikrokiirelerin ylizey
ozelliklerini ve kiireselliklerini degistirmemistir. Etkin madde oraninin artmasi ya da
azalmasmin (% 10 - % 20) morfolojik 6zellikler {lizerinde etkili olmadigi, biitiin

formiilasyonlarin tamamen kiiresele yakin ve gozeneksiz yapida oldugu goriilmiistiir.

Orta molekiil agirliklh kitosan kullanilarak hazirlanan etkin madde igeren ve
icermeyen formiilasyonlara (Sekil 4.18 A-Q) iliskin SEM fotograflar1 incelendiginde
yine polimer konsantrasyonu ve etkin madde yiikleme oranimin mikrokiirelerin
diizgiin ve gozeneksiz yilizey Ozelliklerini ve kiiresel yapilarini degistirmedigi
goriilmiistiir.  Ayrica iki  farkli  polimer tipiyle hazirlanan  mikrokiire

formiilasyonlarinda herhangi bir agregasyon olusumuna rastlanmamustir.
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Sonug olarak, polimer konsantrasyonundaki ya da hedeflenen etkin madde
oranindaki degisiklik mikrokiirelerin yapilar1 ve yiizey Ozellikleri {izerinde
gbzlenebilen bir etki olusturmamustir. Literatiirde bu etkenlerin mikrokiirelerin
morfolojik 06zelliklerinde etkili olmadigin1 gosteren ve ulastigimiz sonuglari

destekleyen ¢aligmalar bulunmaktadir (119,174).

Literatiirde piiskiirterek kurutma yontemi ile hazirlanan mikrokiire
calismalarinda da elde edilen mikrokiireler benzer sekilde oldukga kiiresel bir yapi
gostermektedir (101,109,112,115,118,119). Bununla birlikte, literatiirde piiskiirterek
kurutma yontemi ile hazirlanan ve gozenekli yap1 gosteren mikrokiire

formiilasyonlarina iliskin degisik ¢alismalar da yer almaktadir (116,117,120).

5.5.2. Partikiil Biiyiikliigii Tayini

Piiskiirterek kurutma yontemine gore elde edilen mikrokiirelerin partikiil
biiyiikliiklerini  etkileyen faktorler arasinda igne wucu agikligi, polimer
konsantrasyonu, kurutma ic¢in kullanilan basingli havanin hizi ve birim zamanda
piiskiirtiilen ¢dzelti miktar1 bulunmaktadir (101,110). On deneysel ¢alismalar
sonucunda, partikiil biiyiikligli ve dagiliminm etkileyen bu parametrelerin optimize
edilerek sabit tutulmasma karar verilmistir. igne ucu agikhigi 0,5 mm, basingh
havanin akis hizi 600 Nl/saat, aspiratér seviyesi -30 mbar ve birim zamanda
puskiirtiillen ¢ozelti miktar1 5 mL/dakika olarak ayarlanmistir. Boylece partikiil
biiytlikliigii ve biiyiikliik dagilimi {izerinde yontem parametrelerinin etkisi kontrollii

ve sabit tutulabilmistir..

Bolim 3.2.5.2°de verildigi sekilde, orta ve diisiik molekiil agirlikli kitosan
polimerleri  kullanilarak  hazirlanan  mikrokiire formiilasyonlarinin  partikiil
biiyiikliikleri incelendiginde biitiin formiilasyonlarin partikiil biiyiikliiklerinin 4,13 —
11,65 um araliginda yer aldig1 goriilmiistiir. Literatiirde yer alan kitosan polimeri ve
piiskiirterek kurutma teknigi kullanilarak hazirlanan mikrokiire calismalarinda benzer
partikiil ~ boyutlarina  sahip  mikrokiireler elde edildigi  belirtilmistir
(101,110,115,118,119,174).
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Elde edilen partikiil biiyiikliigii degerleri ve SEM fotograflarina bakildiginda,
tez caligmamiz kapsaminda diisiik ve orta molekiil agirlikli kitosan polimerleri
kullanarak tiretmis oldugumuz mikrokiirelerin kiigiik partikiil biiytikliikliigiine sahip
oldugu ve partikiil biiytikliigli dagiliminin genis bir aralikta olmadig1 goriilmektedir
(Sekil 4.19). Benzer sonuglar literatlirde yer alan caligmalarda da bildirilmektedir
(115,118,119). Bununla beraber, Martinac ve dig. (174) gerceklestirdikleri
calismalarda diisiik, orta ve yiliksek molekiil agirlikli kitosan tipleri kullanarak
puskiirterek kurutma teknigi ile mikrokiire iiretmisler fakat elde edilen kiirelerin

partikiil bityiikligi dagiliminin genis bir aralikta oldugunu gozlemislerdir.

Tez ¢aligmalarimizda, polimer konsantrasyonlar1 ve hedeflenen etkin madde
yiikleme oranlar1 arasindaki farkin incelenmesi igin 2° faktoriyel tasarim kullanilarak
bagimhi degiskenlerden mikrokiirelerin ortalama partikiil biiyiikliikleri arasinda
karsilastirmalar yapilmis ve farkin anlamli oldugu bulunmustur (p<0,05). Uretilen
mikrokiire formiilasyonlar1 arasinda, orta molekiil agirligina sahip kitosan
kullanilarak tiretilen formiilasyonlar kendi aralarinda degerlendirildiklerinde, polimer
oranindaki artisin (% 0,5 ya da % 1) ve etkin madde ylikleme oraninin (% 10 ya da
% 20) partikiil biiyiikliikleri lizerinde etkili oldugu gozlenmistir. Ayni sekilde orta
molekiil agirligina sahip kitosan polimeri ile gelistirilen formiilasyonlarin partikiil
biiyiikliikleri de polimer konsantrasyonundan ve etkin madde ylikleme oranindan
etkilenmistir. Ayni polimer konsantrasyonunda farkli polimer tipine sahip olan
kitosan mikrokiire formiilasyonlarmin partikiil biiyiikliikleri karsilastirildiginda da
polimer tipinin istatistiksel olarak partikiil biiyiikliigli tizerinde etkili oldugu

goriilmiistiir (p<0,05).

Literatiirde, kullanilan kitosan polimerinin molekiil agirhigi arttikca partikiil
biiylikliigiiniin arttigin1 gosteren calismalar (101) ve etkin maddenin orani arttik¢a
partikdiil biiytlikliiglintin arttirdigin1 gosteren caligmalar (119) oldugu gibi polimer tipi
ve ila¢ yiikleme oraninin partikiil biiyiikliigii iizerinde etkili olmadigini bildiren
caligmalar da bulunmaktadir (118,174). Bu sonuglar, partikiil biiyiikliigii tizerinde
etkili olan parametrelerin formiilasyondan ziyade iiretim yOntemindeki

degiskenlerden kaynaklandigin1 géstermektedir (110).
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Partikiil biiyiikliigii tayini sonuglari, kullanilan piiskiirterek kurutma
yonteminin, genel olarak 2-10 um biiylikliglinde, kiiresel ve diizgiin yiizeyli,
homojen dagilimli mikrokiireler iiretilmesine izin veren bir yontem oldugunu
gostermistir. Bu sonuglara dayali benzer degerlendirmelerin yapildigi caligmalar

literatlirde yer almaktadir (110,115,116,118,119).

Tez c¢alismamizda, hazirlanacak mikrokiire formiilasyonlarinin kullanim
amaci, uzun siireli ve kontrollii etkin madde salimi saglayabilecek bir sistem
olusturmaktir. Mikrokiirelerin yaklagik olarak 5 — 10 pm biiyiikligiinde olmasi,
gelistirilecek olan biyoparcalanir stent formiilasyonlar1 ve biyopargalanir polimerle
kapl stent yapilarinin hazirlanmasinda kullanilan biyopargalanir polimer ¢ozeltileri
icinde daha kolay disperse edilebilmelerini saglamaktadir. Bu amagla piiskiirterek
kurutma teknigi segilerek 5 — 10 pum partikiil boyutlarina sahip mikrokiireler

tiretilmistir.

5.5.3. Mikrokiirelerin Uretim Verimi

Mikrokiirelerin iiretim verimi Bolim 3.2.5.3’te verildigi lizere piiskiirterek
kurutma yontemi ile formiilasyonlarin iiretilmesini takiben hesaplanmistir. Tablo
4.10’da goriilen formiilasyonlara iligkin tiretim verimleri, % 21,6 ile % 70,6 arasinda

degismektedir.

Piiskiirterek  kurutma teknigi ile hazirladigimiz  kitosan mikrokiire
formiilasyonlarimizin iiretim verimleri, diisiik molekiil agirlikli kitosan polimeri
grubu icinde polimer konsantrasyonu % 0,5’den % 1’e artirilmasiyla birlikte etkin
madde icermeyen mikrokiireler i¢in % 29,6’dan % 55’e, etkin madde igeren
mikrokiire formiilasyonlarinda ise % 30,5’den % 70,6’ya ¢cikmistir. Diisiik molekiil
agirlikli kitosan mikrokiirelerinin verimleri, ayn1 polimer orani ve hedeflenen etkin
madde yiikleme oran1 igeren orta molekiil agirhikli  kitosan mikrokiire
formiilasyonlar1 1ile karsilastirildiginda daha yiiksek bulunmustur ve farkin

istatistiksel olarak anlamli oldugu gézlenmistir.
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Literatiirde farkli molekiil agirligina sahip kitosan polimerleri kullanilarak
gelistirilen formiilasyonlar piiskiirterek kurutma yontemi ile hazirlandiginda, elde
edilen iiretim verimleri degerlendirilmistir. Desai ve Park (109) yaptiklar1 ¢alismada
orta molekiil agirlikli kitosan kullanarak hazirladiklar1 mikrokiirelerin {iretim
verimlerini % 60 civarinda bulmuslardir. Gavini ve dig. (118) de diisiikk molekiil
agirlikli kitosan ile hazirladiklar1 mikrokiirelerin iiretim verimini % 30 ile % 50
arasinda bulmustur. Giunchedi ve dig. (115) yaptiklar1 ¢aligmada ilag yiiklii olmayan
kitosan mikrokiirelerinin iiretim verimini yaklasik % 55 bulurken, ilag yiiklii olan
formiilasyonlarin tiretim verimlerini yaklasik % 65 olarak bildirmislerdir. Huang ve
dig, (176) yaptiklar1 caligmada iiretim veriminin etkin madde oranmi arttikca
yiikseldigini bulmuslardir. Filipovic — Greic ve dig. (111) kitosan mikrokiireleri
hazirlamis ve etkin madde olarak hidrokortizon ve hidrokortizon — siklodekstrin
kompleksini kullanmiglardir. Fakat etkin maddenin kompleks yapist iiretim verimi
tizerinde bir etki yaratmamis ve arastiricilar bu calismada % 59 ve % 65 arasinda

degisen iiretim verimi bulgularint bildirmislerdir.

Tez c¢aligmalarimizda kitosan mikrokiireleri iliretim verimi aragtirmalari
sonucunda elde edilen degerler literatiirle uyumlu bulunmustur. Bununla beraber
diisiik iiretim verimlerinin, her bir seride kullanilan polimer ¢dzeltisi miktarinin
azligindan (100 mL) ve cihazin aspiratdr ¢ikisinda kiiciik partikiillerin tutulmasi igin
bir filtre olmamasi dolayistyla belli biiyiiklik altindaki mikrokiirelerin de vakumla

¢ekilmesinden kaynaklanabilecegi diistiniilmistiir (115,118).

5.5.4. Mikrokiirelere Yiiklenen Prednizolon Asetat Miktarinin ve Etkin

Madde Yiikleme Etkinliginin Belirlenmesi

On formiilasyon caligmalar1 sonucunda optimize edilen, diisik ve orta
molekiil agirlikli kitosan mikrokiire formiilasyonlarina yiiklenen prednizolon asetatin
miktart ve bu yiikleme etkinligi Bolim 3.2.5.4’de verildigi sekilde incelenmis ve

sonuclar Tablo 4.11°de verilmistir.
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Tez ¢alismalarimizda polimer konsantrasyonlar1 ve hedeflenen etkin madde
yiikleme oranlar1 arasindaki farkin incelenmesi icin 27 faktdriyel tasarim kullamlarak
bagimli degiskenlerden yiiklenen etkin madde miktarlar1 arasinda karsilastirmalar
yapilmis ve farkin anlamli oldugu bulunmustur (p<0,05). Diisiik ve orta molekiil
agirlikli polimerler kullanilarak elde edilen polinomial denklemlerde goriilecegi
tizere (Tablo 4.7 ve Tablo 4.8) bagimsiz degisken x;’in (polimer konsantrasyonu) ve
x2’nin (hedeflenen yiikleme orani) bagimli degisken yiiklenen etkin madde miktari
tizerinde pozitif yonde etkisi oldugu bulunmustur (Tablo 4.7, Y, ve Tablo 4.8, Y5
polinomial denklemleri).

Etkin madde prednizolon asetatin diisiik ve orta molekiil agirlikli kitosan
mikrokiirelerine yliklenen oranlar1 ve buna bagl olarak yiikleme etkinligi polimer
konsantrasyonu diisiik seviyede tutuldugunda (% 0,5), hedeflenen etkin madde
oranindaki artis ile 6nemli 6l¢iide arttirilmistir. Polimer konsantrasyonun artmasi ise
(% 1) yiiklenen prednizolon asetat miktarin1 6nemli Olgiide artirmistir. Yiiksek
polimer konsantrasyonunda calisildiginda (% 1), etkin madde oranindaki artis (% 10
ve % 20) mikrokiirelere yiiklenen prednizolon asetatin yiikleme etkinliginde bir

artisa yol agmamustir.

Literatiirde piiskiirterek kurutma yontemi ile mikrokiire formiilasyonlarinda
yapilan etkin madde yiikleme c¢aligmalarinda; Ganza-Gonzales ve dig. (116)
metoklopramidin yiikleme etkinligini % 63,3 - % 70,8 araliginda bulmuslardir. Desai
ve Park (109) vitamin C kullandiklar1 c¢alismalarinda etkin maddenin enkapsiile
edilebilme etkinligininin % 45,05 - % 58,30 araliginda oldugunu belirtmislerdir.
Martinac ve dig. (174) ise farkli kitosan polimerleri karisimlari kullanarak
gemfibrazilin yiikleme etkinligini artirmaya c¢alismis ve yiikleme etkinliklerini % 67-
%98 araliginda bulmuslardir. Literatiirde yiikleme etkinliginin arastirilmasi icin

yapilan ¢aligmalar tez calimamizda elde edilen sonuglar1 destekler niteliktedir.

5.5.5. DSC ile Mikrokiirelerin Termodinamik  Ozelliklerinin

Arastirilmasi

Bolim 3.2.5.6°da kitosan mikrokiirelerinin termal 6zelliklerinin incelenmesi

i¢in gergeklestirilen DSC analizlerinin uygulama yontemi verilmistir.
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Cekilen DSC termogramlar incelendiginde (Sekil 4.20-21) orta ve diisiik
molekiil agirlikli kitosan polimerleri kullanilarak hazirlanan etkin madde icermeyen
mikrokiireler ile etkin madde igeren mikrokiirelerin termogramlarinin birbirleriyle
ortiistiigii gozlemlenmigstir. Formiilasyona giren kitosan polimerinin tek basina
prednizolon asetatin 237,09 °C’da vermis oldugu endotermik erime piki ile bir
etkilesme yapmadigr gosterilmistir. Etkin madde yiiklenmis mikrokiirelerde ise
prednizolon asetata iliskin erime piki ortadan kaybolmustur. Bu durum etkin
maddenin kitosan matriksi icinde homojen ve kati halde disperse oldugunu, kristalize
yapisinin ortadan kalkarak amorf halde mikrokiire yapisina girdigini gostermektedir.
Literatiirde yer alan caligmalar elde ettigimiz sonuclar1 destekler niteliktedir (101,

111,115,175).

5.5.6. In Vitro Salim Deneyleri

Tez ¢aligmalarimizda polimer konsantrasyonlari ve hedeflenen etkin madde
yiikleme oranlar1 arasindaki farkin incelenmesi icin 27 faktoriyel tasarim kullamlarak
bagimli degiskenlerden tos) degerleri arasinda karsilastirmalar yapilmis ve farkin
anlamli oldugu bulunmustur (p<0,05). Diisiik ve orta molekiil agirlikli polimerler
kullanilarak elde edilen polinomial denklemlerde goriilecegi iizere bagimsiz degisken
x;’in (polimer konsantrasyonu) ve x;’nin (hedeflenen yiikleme orani) bagiml
degisken to,s0 degeri lizerinde pozitif yonde etkisi oldugu bulunmustur (Tablo 4.7, Y3

ve Tablo 4.8, Y polinomial denklemleri).

Diisiik molekiil agirligina sahip kitosan polimeri kullanilarak hazirlanan
mikrokiirelerde, in vitro ortamda yapilan salim deneyleri sonucunda elde edilen to;so
degerleri 14,2 saat ile 57,2 saat arasinda bulunmustur. Bu formiilasyonlara iliskin
to,50 degerleri incelendiginde, diisiik molekiil agirligina (% 0,5) ve diisiik etkin madde
yiikleme oranina (% 10) sahip mikrokiire formiilasyonunda (CL0,5PA10) to,s0 degeri en
diisiik (14,2 saat), yiiksek polimer konsantrasyonu ve yiiksek etkin madde yiikleme
oranina sahip formiilasyonda (CL1PA20) ise tyso degeri en yiiksek (57,2 saat)

bulunmustur. Bu sonuglardan formiilasyondaki polimer konsantrasyonunun ve etkin
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madde yiikleme oranindaki artisin, mikrokiire formiilasyonlarindan prednizolon
asetatin % 50’sinin salimmnin gerceklesmesi i¢in gereken siireyi (tyso ) artirdig
goriilmektedir. Bu iki etkenin tyso degerleri lizerindeki etkileri istatistiksel olarak

anlamli olarak bulunmustur (p<0,05).

Hidrofilik polimerler kullanilarak hazirlanan mikrokiire sistemleri sulu
ortama konduklarinda sisme egilimindedirler. Bu 0Ozelliklerinden dolay1r sulu
ortamlarda bir jel diflizyon tabakasi olustururlar. Bu tabaka da etkin maddenin
salimimi geciktiren ve kontrol eden bir 6zellik gosterir. Yiiksek konsantrasyonda
polimer kullanilmasi ile sulu ortamda olusan hidrojel tabakasinda kalinlagsma
meydana gelir ve bu da etkin maddenin difiizyonunu geciktirmektedir (109,174). Bu
durumun yiiksek konsantrasyonda kitosan kullanilarak gelistirilen formiilasyonlarda

salim sliresinin uzamasinin sebeplerinden biri olabilecegi diisiiniilmektedir.

Orta molekiil agirlikli kitosan polimeri ile hazirlanan formiilasyonlarda ayni
sartlar altinda gerceklestirilen in vitro salim deneyleri sonunda elde edilen tyso
degerleri 13,8 saat ve 55,1 saat araliginda bulunmustur. Benzer sekilde en diisiik to;so
degeri diistik polimer konsantrasyonu ve diisiik etkin madde yiikleme oranina sahip

formiilasyonda (CM0,5PA10) elde edilmistir (13,8 saat).

En uzun prednizolon asetat salimi ise, (tyso degeri 55,1 saat) orta molekiil
agirlikli, % 1 polimer konsantrasyonu ve % 20 hedeflenen etkin madde yiikleme
oraninin kullanildig1 formiilasyonla (CM1PA20) elde edilmistir. Bu formiilasyondan
11 giin boyunca prednizolon asetat salimi gozlenmistir. Bu mikrokiire formiilasyonu

salim siiresinin uzun olmasi nedeniyle stent formiilasyonlarinda kullanilmigtir.

Literatiirde kitosan polimeri ile hazirlanan mikrokiire formiilasyonlarindan
etkin madde salimimin degerlendirilmesi i¢in farkli yontemler kullanilmaktadir. Desai
ve Park (109) diyaliz temelli bir salim gerceklestirirken, Ganza-Gonzales ve dig.
(116), Gavini ve dig. (118) USP sepet yontemini kullanmiglardir. Giunchedi ve dig.
(115), Huang ve dig. (176), He ve dig. (110) in vitro salim yontemi olarak USP palet
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yontemini segmisglerdir. Filipovic-Greic ve dig. (111) ve Cevher ve dig.(119) ise tez

caligmalarimizda kullanilan yontemi uygulamislardir.

Bu yonteme gore Bolim 3.2.5.6.1°de verildigi sekilde mikrokiirelerin
yerlestirildigi her Eppendorf tlipline 1,25 mL salim ortami konmustur ve her bir
ornek zamaninda bu salim ortami santrifiij sonrasinda tamamen alinmis ve yeni salim
ortamiyla degistirilmistir. Her bir nokta i¢in alt1 6rnek iizerinden elde edilen degerler

zamana kars1 % kiimiilatif salim grafigine yerlestirilmistir.

Kitosan polimeri tipinden, polimer konsantrasyonundan ve hedeflenen etkin
madde yiikleme oranuindan bagimsiz olarak biitiin mikrokiirelerden % 100 oraninda

kiimiilatif prednizolon asetat salim1 gézlenmistir.

Kitosan kiirelerinden prednizolon asetatin in vitro salim kinetiklerinin
belirlenmesi i¢in 0.derece, Higuchi, ve Hixon-Crowell kinetik modelleri
uygulanmustir. Istatistiksel inceleme sonucunda kitosan mikrokiirelerinden salian
prednizolon asetatin salim kinetiginin Higuchi kinetigine uydugu goriilmektedir. En
yiiksek R” degeri bu model icin elde edilmistir. Kitosan mikrokiirelerinden etkin
madde saliminin uydugu Higuchi kinetigi matriksten ila¢ salimmi 6ngoéren bir
kinetiktir (8). Matriks tipi sistemlerde etkin madde polimer yapisi iginde hapsolmus
durumdadir. In vitro salim calismalarinda mikrokiirelerin salim ortamiyla temasi
sonucunda, dncelikle mikrokiirelerin ylizeyinde ve ylizeye yakin porlarindaki etkin
madde salinmakta bu yiizden bir patlama etkisi goriilmektedir. Sonrasinda ise
polimer i¢ine gomiili olan etkin maddenin disar1 ¢ikist ve ortama salinmasi
gozlenmektedir. Etkin maddemizin mikrokiirelerden salimimin Higuchi kinetigine
uymasi, salimin daha ¢ok difiizyon kontrollii oldugunu gdstermektedir (109,116).
Bunun sebebinin mikrokiirelerin sulu ortamda sismeleri ve matriks yapilar

olusturmalar1 olabilecegi diisiiniilmiistiir (109,110,116).
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5.6. Biyoparcalamir PLGA Stentlerinin Hazirlanmasi

5.6.1. On Formiilasyon Cahsmalari

On formiilasyon c¢alismalari; stentlerin yapisini olusturan polimer tipinin
se¢imi, iretim yontemi, sekilleri ve formiilasyon parametreleri agisindan
tartisilmigtir. Bu amagla secilen iiretim yontemi, formiilasyon parametreleri olan
biyopargalanir polimer tipinin se¢imi, konsantrasyonunun tayini ve yardimci
maddelerin tespitine yonelik caligmalarla uygun parametrelere karar verilmis ve

caligmalarimizda kullanilan biyoparcalanir stent formiilasyonlar elde edilmistir.

Biyopargalanir stent yapilarinin hazirlanmasi i¢in PLGA polimerinin (75:25)
ve (50:50) tipi olmak iizere iki farkli polimer kullanilmigtir. PLGA polimerinin FDA
onayli, biyopargalanir, mekanik olarak dayanikli, viicut i¢inde parcalanma siiresi
kopolimer oranlar1 ile kontrol edilebilen o6zellikleri nedeniyle biyoparcalanir

stentlerin hazirlanmasinda bu polimerler kullanilmistir.

PLGA kopolimerinin igerdigi monomerlerden PLA oranindaki artis,
kopolimerin hidrofobik, diisiik su absorplama ve sisme 6zelligine sahip ve biyolojik
ortamda parg¢alanma siiresinin uzun olmasina yol agmaktadir. PGA ise kopolimerin
yapisinda yer alan hidrofilik monomerdir ve PGA oraninda yapilacak artis ile ¢gabuk
parcalanan, su absorplama ylizdesi ve suda ¢oziinlirligli yiiksek olan kopolimerler

elde edilmektedir (1,24,76).

Biyopargalanir bir stentin damar iginde elastik geri biiziilmeyi ve olumsuz
geri sekillenmeyi engelleyecek bir siire (en az 2 ay) yapisint bozmadan kalmasi
gerektiginin bildirilmesi nedeniyle tez ¢alismamizda biyopargalanir stentlerin
hazirlanmasinda PLGA polimer olarak secilmistir (76,91). Literatiirde yer alan
calismalar da dikkate alinarak, biyopar¢alanma siiresi ve mekanik Ozellikleri
bakimindan yeterli siire yapisin1 koruyabilecegi ve istenen amaca ulasmayi
saglayabilecegi diisiincesiyle PLGA (75:25, M.A 136.000) ve daha hidrofilik tipi
olan PLGA (50:50, M.A 34.000) calismalarimiz kapsamina alinmistir.
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PLA kullanilarak hazirlanan stentlerin biyopargalanma siirelerinin ¢ok uzun
olusu ve ilag saliminin istenenden daha uzun silirmesine yol acabilecegi
diisiiniildiglinden  kullanilmaktan vazgec¢ilmistir. Bununla beraber literatiirde
belirtildigi sekilde, yapida % 50 oranindan daha fazla PGA bulunmasi ise yapinin
suda ¢6ziiniirliigiinii ve biyopargalanma siiresini hizlandirmakta ayrica biyoparcalanir
stent yapilarinin damar iginde yeterli fiziksel dayaniklilik gdstermemelerine ve
sonugta restenozu engellemekte yetersiz kalacaklarina isaret edilmektedir (76,

88,05,153).

Literatlirde yer alan biyoparcalanir stent iiretim yontemlerine bakildiginda,
lazer ile kesme yontemi ile (31) tiretilen Igaki-Tamai stenti disindaki biyoparcalanir
stentlerin polimer filmi (36,88,90,154-156) ya da polimerik ipliklerden (92) hareketle
iiretildikleri goriilmektedir. Oncelikli olarak biyopargalanir polimerin organik bir
¢oziiclide ¢oziindiiriilmesi ve hazirlanan polimer ¢ozeltilerinin piiriizsiiz bir yiizeye
dokiilerek (solution-casting ydntemi) ¢Oziiciiniin buharlagsmasini takiben polimer
filmi olusturulmasi ve bu filme amacglanan stent seklinin verilmesi tez
caligmalarimizda kullanilacak olan biyopargalanir stent iiretim ydntemi olarak

secilmistir.

Cozelti-dokme (solution-casting) yontemi ile hazirlanan filmlerin 6zellikleri
tizerinde esas olarak etkili liretim islemi basamagi ¢oziiciiniin ortamdan uzaklasma
seklidir. Uygun polimer ve plastizer konsantrasyonlar1 belirlenerek hazirlanan
polimer c¢ozeltileri, aluminyum folyo ile kapli lamlarin yiizeylerine dokiildiikten
sonra farkli c¢oziicii uzaklastirma yontemleri denenmis ve optimum yontem
arastirilmistir. Bu amagla polimer ¢ozeltisi yayilan lamlardan bir grup 40°C’lik
etlivde diger bir grup da oda sicakliginda bekletilmistir. Her iki yontemde de
diklorometan polimer ¢ozeltisinden uzaklasirken, kaynama noktasinin diistikliigiine
bagli olarak hizla buharlagmistir. Bu durum da polimer filmlerinde hava baloncuklari
olusmasma yol agmistir (Sekil 4.25). Baloncuk olusumundan kag¢milmasi igin
diklorometanin yavas ve kontrollii olarak ortamdan uzaklagmasi gerektigi

farkedilmis ve polimer ¢ozeltisi yayilan lamlar oncelikle buzdolabinda 24 saat
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tutulmuslardir. Sonrasinda diklorometanin tam olarak uzaklasmasi icin filmler 40
°C’lik etiivde kurutulmuslardir. Bu sekilde filmlerde baloncuk olusumu
engellenmistir. Literatiirde benzer iiretim yontemi basamaklari igeren ¢alismalar yer

almaktadir (160,161).

On formiilasyon ¢aligmalarinda son olarak hazirlanacak olan biyoparcalanir
stentlerin sekillerine karar verilmistir. Bu amagcla literatiirde yer alan bir ¢ok farklh
stent sekli i¢inden; filmlere kolayca sekil verilebilmesi ve yiizeyinin genis olusu ve
bu Ozelligi nedeniyle damar duvarma gerekli mekanik destegi yeterince
saglayabilecek olmasi sebeplerinden dolay1 helikal yapidaki stent sekli secilmistir.
Literatiirde polimer filmlerinden hareketle hazirlanan helikal yapidaki biyopargalanir

stentleri ile ilgili benzer ¢aligmalar bulunmaktadir (65,90,154)

On formiilasyon ¢alismalarinda, iiretim ydntemi ve polimerlerin seciminden
sonra hazirlanacak olan formiilasyonlar parametreleri tayin edilerek sonug
formiilasyona karar verilmistir. Sec¢ilen iki farkli tipte PLGA (75:25 ve 50:50)
polimer ¢ozeltilerinin konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in farkli oranlarda polimer,
¢Oziicii olarak kullanilan diklorometan i¢inde ¢oziindiiriilmiis ve farkli yogunluktaki
cozeltilerden elde edilen filmler iizerinde calismalar yapilmistir. % 5 ve % 10 (a/h)
oraninda polimer kullanilarak hazirlanan filmler ince ve kirilgan yap1 olusturmuslar
ve istenen mekanik ozellikleri gosterememisglerdir. % 30 ve % 50 oraninda polimer
igeren ¢ozeltiler ise diklorometanin uzaklagmasini takiben sert ve sekil verilmesi zor,
ayrica kolayca kirilan filmler olusturmuslardir. % 25 (a/h) oraninda PLGA (75:25) ve
PLGA (50:50) iceren polimer ¢ozeltilerinden hareketle hazirlanan filmler kalinlik (~
100 um) ve kolay sekil verilebilme &zelliklerinden dolayr formiilasyonlarin

gelistirilmesi i¢in bu konsantrasyonda calisilmasina karar verilmistir.

Polimer filmlerine esneklik verilmesi i¢in plastizer kullanimi literatiirde bazi
caligmalarda bildirilmektedir (76,158,159). Uygun plastizer kullanimi ile polimer
filmlerinin ~ dayanikliigr  degistirilmeden  kirilganlik  6zelliklerinin ~ Oniine
gecilmektedir. Bdoylece asir1 zorlamaya maruz kalan yapilar kirilmak yerine

biikiilmektedirler. Damar i¢inde daralmay1 engelleyecek bir mekanik dayanikliliga



149

sahip olacag diisiintilen yapilar, uygulanan zorlamaya dayanabilmekte fakat belli bir
glic uygulanmasini takiben yap1 kirilmaktadir. Zorlamalara bagli olarak yapinin
kirilmadan gerekli direnci gostermesi gerekmektedir. Polimerik stentlerde meydana

gelebilecek kirilmalar, emboli ve trombus olusumu riskini dogurabilmektedir.

Her iki tipte PLGA kullanilarak hazirlanan % 25 (a/h) konsantrasyonunda
polimer ¢ozeltilerinden hareketle elde edilen filmlerde, mekanik olarak dayanikli,
kolay sekil verilebilen, istenen kalinlikta fakat esnek olmayan bir yap1 gozlenmistir.
Bu nedenle literatirde bu amagla kullanilan plastizerler i¢inden PEG 4000,
diklorometanda ¢d6ziinebilmesi ve diisiik oranlarda etkili esneklik saglamasi
acisindan uygun plastizer olarak secilmistir (158). Plastizer orani belirlenirken % 0,1,
0,5, 1 ve 2 (a/h) oranlarinda plastizer % 25 oraninda PLGA igeren polimer
cozeltilerine karistirllmistir. Cozeltilerin piiriizsiiz bir yiizey olarak kullanilan
aluminyum folyo ile kaplanmis lamlara dokiilmesi ve ¢oziiciiniin uzaklagsmasindan
sonra elde edilen filmler incelenmis ve uygun plastizer orani olarak % 0,5 se¢ilmistir.
% 1 ve 2 oraninda plastizer iceren filmler dayanikliliklarini kaybetmis ve ¢ok esnek
yapilar olusturmus, % 0,1 oraninda PEG 4000 igeren filmler de ise yeterli esneklik

saglanamamis ve filmlere sekil verilmeye ¢alisirken kirilmalar gézlenmistir.

Etkin madde olarak secilen prednizolon asetat, tez calismamiz kapsaminda
model ilag olarak seg¢ilmistir. Restenozun engellenmesi igin ilag salan stent
yapilarinda kullanilabilecek ilaglarin restenozda rol oynayan hiicresel mekanizmalari
bir ya da birden fazla yolaktan etkileyerek inhibe etmesi, hiicrelere gegisinin yiiksek
oranda olmasi, diisiik konsantrasyonlarda yiiksek etkinlik gdstermesi ve sistemik
dolagima ge¢mesi durumunda diisiik yan etki ve toksisite gostermesi beklenir
(11,49,60). Antiinflamatuvar 6zellik gosteren etkin maddeler de bu gruplar iginde yer
almaktadir. Steroid yapidaki antiinflamatuvar ilaglarin, stent yerlestirilmesi sonucu
damar duvarinda olusan yaralanmaya kars1 verilen iyilesme cevabinda, inflamasyonu
inhibe etmesi ve bu sayede hiicre proliferasyonunu engellemesi restenozu engelleme
mekanizmalaridir (73). Prednizolon asetat, antiinflamatuvar etkili steroid yapil
sentetik bir glukokortikoittir (123,138) ve calismamizda bu 6zelliklerinden dolay1

model ilag olarak se¢ilmisgtir.
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Restenozun engellenmesi i¢in biyoparcalanir stentlerden ilag saliminin siiresi
onemli bir rol oynamaktadir. Klinik olarak restenoz mekanizmalarinin aktif oldugu
operasyonu takip eden ilk 2 — 3 ay siiresince etkin maddenin kontrollii olarak
salimiin devam etmesi istenmektedir (31). Sadece prednizolon asetat igeren
stentlere ek olarak salim siiresinin uzatilmasi igin prednizolon asetat igeren
mikrokiirelerin de polimer ¢6zeltileri iginde disperse edilmesi ve mikrokiire i¢eren

biyoparcalanir stent yapilarinin gelistirilmesine karar verilmistir.

Literatiirde yer alan c¢alismalarda Zhang ve dig. (164) poli(gliserol-¢-
kaprolakton) mikrokiirelerini, poli(N-izopropilakrilamid) hidrojel yapis1 i¢inde
disperse etmislerdir. Arastirmacilar etkin maddenin direkt olarak hidrojel iginde
disperse edilmesi sonucunda saliminin hizli oldugunu (ilk giin % 90’1n iizerinde
salim) bununla beraber etkin madde i¢ceren mikrokiirelerin yapiya karistirilmasiyla
salimin belirgin Ol¢lide uzadigini (55 giiniin sonunda % 55°lik kiimiilatif salim)

bildirmislerdir.

Norton ve dig. (177) ise deksametazonu ve deksametazon igeren PLGA
mikrokiirelerini  hidrojel yapilarn i¢inde disperse ederek, hidrojelden ve
mikrokiirelerin karistirildigi hidrojellerden etkin madde salimini karsilastirmali
olarak incelemisler ve mikrokiire iceren hidrojel sisteminin uzun siire kontrollii

olarak etkin madde salimini sagladigin1 gézlemlemislerdir.

Blanco ve dig. (178), sitarabin igeren kitosan mikrokiireleri iiretmisler ve bu
mikrokiireleri PLGA filmi ig¢inde disperse ederek salim 6zelliklerini incelemiglerdir.
Mikrokiirelerden etkin maddenin tamami 48 saatte salinirken, etkin madde iceren
kitosan mikrokiireleri karistirilmis PLGA filmlerinden salim 94,5 saatte % 80 olarak

bulunmustur.

Bu ornekler incelendiginde mikrokiirelerin iiretildigi polimerler ile matriks
olarak kullanilan polimerlerin birbirleri i¢inde ¢oziinmeyen yapilar oldugu dikkat

cekmektedir. Boylece sistemin i¢inde yer alan mikrokiireler yapilarim
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koruyabilmislerdir. Benzer sekilde tez ¢alismamizda, etkin madde ve etkin madde

igeren mikrokiirelerin disperse edildigi biyoparcgalanir stentler hazirlanmistir.

5.6.2. Stentlerin Hazirlanmasinda Kullamilan PLGA (75:25) ve PLGA

(50:50) Polimer Filmlerinin Hazirlanmasi

Polimer filmlerinin {iretilmesi i¢in Boliim 3.2.6.2°de verilen liretim yontemi
kullanilmistir. PLGA polimerleri tamamen ¢oziindiikten sonra gerekli miktardaki

PEG 4000 eklenmistir ve kolayca ¢ozlinmiistiir.

Literatlirde polimer cozeltilerinin dokiilmesi i¢in kullanilabilecek yiizeyler
arasinda cam, teflon, aluminyum ve paslanmaz celik yiizeyler yer almaktadir. Bu
ylizeyler arasindan polimer filminin yapismamasini, kolayca yiizeyden
ayrilabilmesini ve polimer ¢Ozeltisinin kolayca iizerinde yayilabilmesini saglayan
aluminyum sec¢ilmistir. Bu lamlarin ylizeyinde 500 pL polimer ¢ozeltisinin
dokiilmesi i¢in 2x3 cm’lik bir alan c¢izilmistir. Polimer ¢ozeltisinin dokme islemi
sirasinda miikropipet kullanilmistir. Bu sayede belirlenen alanin digina tagilmamis ve
polimer ¢dzeltisi homojen olarak yayilmistir. 500 pL’nin altinda ¢6zelti kullanimi ise

cok ince ve kirillgan yapida filmler olusturmustur.

Aluminyum folyo {izerine dokiilmiis olan polimer c¢ozeltilerinden
diklorometanin uzaklagsmasi i¢in lamlar buzdolabinda diiz bir zemin iizerine
yerlestirilmis ve 24 saat bekletilmislerdir. Bu sayede diklorometan kontrollii ve yavas
olarak polimer c¢ozeltisinden uzaklagsmis ve balon olusumu goézlenmemistir.
Literatiirde de diklorometanin kontrollii uzaklagsmasi i¢in buzdolabinda bekletildigi
ornekler yer almaktadir (157,160,161). Kuruyan filmlerden seritler kesilerek

stentlerin hazirlanacagi filmlerle ayn1 6zelliklerde polimer seritleri elde edilmistir.

5.6.3. Biyoparc¢alanir Stentlerin Hazirlanmasi

Literatiirde biyopargalanir stentlerle yapilan caligmalarda helikal stent

yapilart sik¢a kullanilmistir (65,90,154,159). Tez ¢alismamizda bu stent yapisinin
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olusturulmasi i¢in Bolim 3.2.6.2°de verilen yontem ile iiretilen polimer filmleri
kullanilmigtir. Filmlerin hazirlanmasinda kullanilan yontemden farkli olarak lam
tizerine dokiilen polimer filmleri buzdolabinda 1 saat tutulmus sonrasinda bu polimer
tabakalarindan seritler kesilmistir. Filmlerin bir saat buzdolabinda tutulma sebebi, bu
siirenin sonunda kolayca sekil verilebilecek sertlige erismis olmalaridir. Filmler
buzdolabinda 1 saatten fazla tutulurlarsa diklorometanin uzaklagsmasina bagl olarak
sertlesmekte ve sekil verilemeyecek bir yapr almaktadir. 1 saatten daha az
buzdolabinda tutulan polimer ¢ozeltileri ise kurumanin yetersizligine bagli olarak
film yapist olugturamamakta ve seritler halinde kesilip sekil verilmeleri miimkiin

olmamaktadir.

Bir saat siiresince buzdolabinda tutulduktan sonra 0,3x3 cm’lik seritler
halinde kesilen filmler, piringten yapilmis 3 mm capindaki silindirik ¢ubuklara
kolayca sarilmakta ve sarildiklar1 sekli korumaktadir ve stent yapilarinin uzunlugu

klinikte siklikla kullanilan stent uzunluguna benzer olarak 1,5 cm olmaktadir.

5.6.4. Etkin Madde ve Mikrokiire Iceren Biyoparcalamir Stentlerin

Hazirlanmasi

Suda pratik olarak c¢oziinmeyen prednizolon asetat, diklorometan ile
hazirlanan polimer ¢ozeltileri igcerisinde homojen olarak dagilmistir. Biyopargalanir
ilag salan stentlerin liretiminde Boliim 3.2.6.3°de verilen yontem kullanilmstir.
Prednizolon asetatin polimer filmlerinin yapisina girmesi, filmlerin ve filmler
kullanilarak hazirlanan stentlerin yapisinda etkin maddenin agrege olmasi, polimerik

yapilarin kirtllganliginin artmasi gibi fiziksel sorunlar olugturmamustir.

Etkin madde stent basina 1 mg olacak sekilde hesaplanmis ve stent
formiilasyonlarina eklenmistir. Antiinflamatuvar etkinin goriilebilmesi icin segilen
bu miktarin yeterli oldugu diisliniilmektedir (138). Miktar tayini yontemi olarak
kullanilan UV spektroskopisi yonteminde tayin edilebilirligi artirmak i¢in 1 mg’dan

diisiik dozlarla calisilmamustir.



153

Stent formiilasyonlarinda disperse edilen mikrokiire formiilasyonu secilirken
amac etkin maddenin salimin1 uzatmak ve kontrol altina almak oldugundan en uzun
in vitro salim gosteren, iiretim verimi ve etkin madde icerigi yiiksek olan kitosan
mikrokiire formiilasyonu biyopargalanir stentlerin  yapisina girmistir. Tez
calismalarimiz kapsaminda stent formiilasyonlarinda yer alan mikrokiireler % 1 (a/h)
oraninda orta molekiil agirlikli kitosan ve % 20 (a/a) oraninda prednizolon asetat
iceren (CM1PA20 kodlu formiilasyon) formiilasyondur. Bu mikrokiire formiilasyonunun
partikiil biiylikliigii de istenen araliktadir (10,4 pm). Uygun partikiil biiytikliigiinde
kitosan mikrokiirelerinin yapiya girmesi, stentlere helikal sekil verilmesinde olumsuz
bir etki yaratmamistir Hazirlanan filmlerin ve stentlerin mekanik 6zellikleri kitosan

mikrokiirelerinden etkilenmemistir.

5.7.  Hazirlanan Biyoparc¢alanir Stentlerin Karakterizasyonu

5.7.1. Polimer Filmlerinin Sisme ve Su Absorplama Ozelliklerinin

Incelenmesi

Biyopargalanir stent formiilasyonlarinda kullanilan PLGA (75:25) ve PLGA
(50:50) kopolimeri tiplerine bagli olarak elde edilen filmlerin ve stentlerin su
absorplama ozellikleri de farkli olmaktadir. Biyopargalanir stentlerin iiretilmesi i¢in
hazirlanan film seritleri, icinde 10 mL salim ortami bulunan flakonlara konmus ve 37

°C’de inkiibe edilmislerdir.

Polimer filmleri tretildikleri kopolimerin tipine bagl olarak farkli oranlarda
su absorbe etmislerdir. PLGA (75:25) kopolimeri, kullanilan PLGA (50:50) tipine
gbre daha hidrofobik yapida bir polimerdir (76,153). Ilk 48 saatin sonunda baslangic
agirh@inin % 26,7’si kadar su absorplamis ve altinci giiniin sonuna kadar agirlik
artis1 gozlenmeye devam etmistir. Altinci giinden sonra polimer filmlerinin su
absorplama Ozellikleri doygunluga ulagsmis ve onbesinci giiniin sonuna kadar (15.
giin sonunda %73,6) dengede kalmistir (Sekil 4.24). Bulunan sonuglar literatiirde
PLGA (75:25) polimeri kullanilarak yapilan ¢alismalar ile uyum i¢indedir (25).
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PLGA (50:50) polimeri ise tez ¢alismalarimizda kullandigimiz diger PLGA
tipine gore daha hidrofiliktir ve buna bagl olarak su absorplama 6zelligi daha fazla
bulunmustur. PLGA (50:50) polimeri kullanilarak {iiretilen filmler 48 saatin sonunda
% 32,2 oraninda su absorplamigtir. Dordiincii giinden itibaren agirlik artisinda bir
farklilik gbzlenmemesi, polimerin su absorplama o6zelligi bakimindan doygunluga
ulastigin1 gostermektedir. Onbes giinlin sonunda su absorplama yiizdesi % 81,9
bulunmustur. PLGA (50:50) polimeri i¢in su absorplama yiizdeleri, PLGA (75:25)
polimerine gdre her nokta icin istatistiksel olarak karsilastirilmistir ve aradaki farkin
anlamli oldugu bulunmustur (p<0,05). Bu sonu¢ PLGA (50:50)’nin hidrofilik
yapisina baglanabilir (76,153).

5.7.2. Hazirlanan Polimer Filmlerinin ve Stentlerin Kalinhik Kontrolii

Biyoparcalanir stent yapilarinin hazirlanmasi igin tiretilen polimer filmlerinin
kalinliklari,  kompas  yardimiyla  Olgiilmiisiir.  Elde  edilen  sonuglar
degerlendirildiginde, PLGA (75:25) filmlerinin ortalama kalinliklar1 136 = 5 pm ve
PLGA (50:50) filmlerinin ortalama kalinlig1 ise 109 + 8 um olarak bulunmustur. Bu
polimer filmleri kullanilarak hazirlanan biyopargalanir stentlerin i¢ ¢aplart 3 mm,

uzunluklari ise 1,5 cm’dir.

Literatiirde biyopargalanir stentlerde kullanilan polimer filmlerinin
kalinliklarinin degerlendirildigi ¢alismalarda 100 pm kalinligin altindaki polimer
filmlerinin restenozun Onlenmesi i¢in yeterli mekanik destek goérevi goremedigi
belirtilmistir. Bununla birlikte 200 pm’den daha kalin filmler kullanilmasi hazirlanan

stentlerin esnekliklerini kaybetmesine yol agmaktadir (76).

Bu nedenle ¢alisamalarimizda stentlerin iiretiminde kullanilan polimer

filmleri bu degerler dikkate alinarak uygun kalinlikta (~ 100 um) hazirlanmistir.
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5.7.3. Hazirlanan Stent Formiilasyonlarimin Morfolojik Ozelliklerinin

incelenmesi

Biyopargalanir stent yapilariin hazirlanmasi i¢in iiretilen polimer filmlerinin
yiizey Ozellikleri SEM ile genel yapilar ise dijital fotograf makinasi kullanilarak her
iki tip (PLGA 75:25 ve PLGA 50:50) polimerik stent yapisi i¢in ayr1 ayri

incelenmistir.

Etkin madde icermeyen PLGA (75:25) stentlerinin genel yapilar
incelendiginde (Sekil 4.27A-B), liretim yonteminde kurutma asamasinda polimer
filmleri 6nce buzdolabinda bir saat bekletilmis takiben etiivde (40°C) tutularak
diklorometanin kontrollii olarak ugurulmasi saglanmis olmakla birlikte, siklikla
karsilagilan bir sorun olan hava kabarcigi olusumu gozlenmistir. Buna ragmen
prednizolon asetat ya da prednizolon asetat i¢eren mikrokiire formiilasyonlarinin
polimer yapisi i¢inde disperse edilmesi ile olusturulan stent formiilasyonlarinda ise
hava kabarcig1 olusumu goriilmemistir. Bu sekilde gozlenen hava kabarcigi olusumu
sorunu literatiirde benzer sekilde asamali ¢oziicii ugurma islemleri kullanilarak

engellenmeye calisilmistir (157,160,161).

Etkin maddenin ve etkin madde yiiklii kitosan mikrokiire formiilasyonlarinin
polimer filmlerinin morfolojisi tizerindeki etkileri ayrica incelenmistir. PLGA
(75:25) polimer filmleri i¢inde etkin madde lokalize olmus ve yiizeyde etkin madde
ya da mikrokiire lokalizasyonu gozlenmemistir. Etkin madde ya da kitosan
mikrokiirelerinin polimer matriksi i¢inde aglomerasyonuna rastlanmamis, etkin
madde ve mikrokiirelerin mikro diizeyde dispersiyonunun homojen oldugu
goriilmiistiir. PLGA (75:25) stentlerinin kesitleri alinmis ve SEM ile incelenmistir.
Etkin maddenin polimer matriksi icinde homojen olarak dagildigi kesit
fotograflarindan da goriilmektedir. Ilag ve polimer fazlar1 arasinda fiziksel bir
gecimsizlik ya da ilacin faz ayrimi goriilmemistir. Stent yapilarinin yiizeyleri
incelendiginde etkin madde ya da mikrokiire bulunmayan, pliriizsiiz, gézeneksiz,

catlama ve yariklarin bulunmadig yilizey 6zellikleri gosterdikleri de izlenmistir.
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PLGA 50:50 kopolimeri kullanilarak hazirlanan ve etkin madde icermeyen
stent yapilarinin genel sekilleri ve fotograflar1 ilgili boliimde verilmistir (Sekil
4.28A-B). Fotograflarda goriilecegi lizere etkin madde icermeyen filmler kullanilarak
hazirlanan stentler hava kabarcigi igermeyen, pliriizsiiz ve seffaf yapidadirlar.
Prednizolon asetat ve prednizolon asetat iceren kitosan mikrokiirelerinin PLGA
(50:50) matriksi i¢ginde disperse edilmesiyle birlikte seffaf yap1 yerini beyaz ve opak
bir yapiya birakmistir. Ayrica, etkin madde ve mikrokiirenin yapi ig¢inde disperse

edilmesi hava kabarciklar1 olusumuna yol agmamastir.

Etkin madde ve mikrokiire, PLGA (50:50) polimer ¢ozeltileri kullanilarak
hazirlanan polimer filmleri i¢inde homojen olarak disperse edilmis ve yiizeyde
lokalize olmamustir. PLGA (50:50) stentlerinden kesit alarak incelendiginde,
prednizolon asetat yiiklii mikrokiireler igeren stentlerin i¢ yapisinda mikrokiirelerin
disperse olmasindan kaynaklandigi diisiiniilen gozenekli bir yapr olusumu tespit

edilmistir (Sekil 4.33).

PLGA (75:25) ve PLGA (50:50) polimerleriyle hazirlanan prednizolon asetat
ve prednizolon asetat yiiklii kitosan mikrokiireleri iceren stent yapilarinin yiizeyleri
plirtizsiizdiir ve ilag¢ ya da mikrokiire lokalizasyonu goriilmemektedir. Ayrica helikal
yapilarin kenarlar1 diizglin yapidadir ve girinti ¢ikinti géstermemektedir. Restenoza
yol agan mekanizmalar arasinda stentin kenarlarinin damar duvarinda yarattigi
yaralanma etkisi Oonemli bir rol oynadigindan, iiretilen biyopargalanir stentlerin
kenarlarinin piiriizsiiz ve diizgiin bir yapida olusu yaralanma ve buna bagh
inflamasyon cevabi Onleyecegi Ongorilmistiir (65). Helikal yapidaki stentlerin
damar duvar ile temas edecek ylizeylerinin genigligi elastik geri biizilmeye karsi
etkili bir mekanik destek olusturulmasini1 ve etkin maddenin lokal olarak daha etkin

salinmasini saglayacag diisiiniilmektedir.
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5.7.4. Biyoparcalamir Stentlerden Prednizolon Asetatin in Vitro Salim

Calismasi

Biyopargalanir  polimerler kullanilarak  hazirlanmis  olan  stentlerin
formiilasyon ve iiretim parametreleri optimize edildikten ve {iretilen yapilar tizerinde
gerekli karakterizasyon ¢alismalar1 yapildiktan sonra farkli polimer yapilarinin etkin
maddenin in vitro ortamda salimi {izerine etkileri incelenmistir. Biyoparcgalanir stent
yapisina girecek olan etkin madde igeren mikrokiire formiilasyonu (CM1PA20), % 1
(a/h) oraninda orta molekiil agirlikli kitosan polimeri ve polimerin agirlik¢a % 20’si

oraninda prednizolon asetat icermektedir.

Literatiirde, tez ¢alismamizda kullanmis oldugumuz in vitro salim yontemiyle
uyum i¢inde olan yoOntemler ilag salan stentlerden etkin madde saliminin
degerlendirilmesi i¢in kullanilmistir (50,76,77,169). Belirlenen zaman araliklarinda
Eppendorf tiiplerindeki biitiin salim ortami alinmis ve yerine ayni miktarda taze
salim ortami eklenerek, suda ¢oziiniirligli ¢ok diisiik olan prednizolon asetat i¢in

sink kosullar yerine getirilmistir.

Prednizolon asetatin in vitro ortamda salim profillerine bakildiginda, PLGA
(75:25) ile hazirlanan biyopargalanir stentlerden ikinci aymn sonunda (63. giin) %
5,02 oraninda kiimiilatif etkin madde salimi goriilirken, PLGA (50:50)
biyoparcalanir stentlerinde ikinci ayin sonunda elde edilen etkin maddenin kiimiilatif
salim1 % 62’dir. Her iki formiilasyon da ilk 3 giin i¢inde yiizeye yakin bolgelerde
bulunan prednizolon asetatin hizli salimi dolayisi ile patlama etkisi gostermistir.
PLGA (75:25) icin patlama etkisini takiben kontrollii ve yavas etkin madde saliminin
gozlendigi ikinci bir salim fazi tespit edilmistir. Polimerin su absorplama 6zelliginin
dengeye gelmesinden itibaren salimda artis goriilmiis ve etkin maddenin 3 ay

sonunda yaklasik %10’u salinmistir (Sekil 4.34).

PLGA (50:50)’nin hidrofilik yapisina bagli olarak hizli su absorplama

ozelligi gostermesi ve kolay pargalanmasi, igerdigi prednizolon asetatt hizh
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salmasina yol agmistir. PLGA (50:50) stenti, kolay pargalanan yapist dolayisi ile
kirkiner glinden itibaren helikal yapisini kaybetmistir (Sekil 4.36).

Prednizolon asetat yiklii kitosan mikrokiireleri igeren PLGA (75:25)
stentinde, ikinci ayin sonunda (63. giin) salinan etkin maddenin kiimiilatif miktar1 %
9,9’dur. Beklenenin aksine, sadece etkin madde iceren PLGA (75:25) stenti ile
karsilastirildiginda, etkin maddenin salim1 daha hizli olmustur. Bu durumda yapida
bulunan ve hidrofilik bir polimer olan kitosanin su absorplama 6zelliginin etkin
maddenin salimini hizlandirmis olabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica, mikrokiirelerin

polimer matriksi i¢ine su girisini hizlandirmis olabilecekleri diisiiniilmektedir.

PLGA (50:50) polimeri ile etkin madde yiikli mikrokiireler igeren stent
yapilarinda ise ikinci ayin sonunda (63. giin) % 12,9 oraninda kiimiilatif etkin madde
salimi gozlenmistir. Mikrokiireler, sadece etkin madde iceren yapiya gore salim
hizim1 yavaslatmis ve patlama etkisinin Oniine ge¢mistir. Boylece etkin maddenin
daha uzun bir siire kontrollii olarak salinmasini saglamistir. Bu sonuca ek olarak
mikrokiire iceren PLGA (50:50) stentleri helikal yapilarini takibin kesildigi 63. giine

kadar korumuslardir.

In vitro ortamda elde edilen salim sonuglarmin kinetik modellerden 0.derece,
Higuchi ve Hixon-Crowell kinetikleri salim sonuglarma uygulanmus ve en yiiksek R
degeri Higuchi kinetigi ile elde edilmistir. Her iki PLGA tipi i¢in de in vitro salimin
Higuchi kinetigine uydugu gosterilmistir. Matriks sistemlerinden salimi1 6ngéren bu
modelde etkin madde polimer matriksi i¢cinde gomiilii ve dagilmis durumdadir.
Zamanla birlikte etkin maddenin matriks yapisi i¢inden salimi gerceklesmektedir.
Biyopargalanir stentlerde goriilen etkin madde salim grafikleri incelendiginde, stent
formiilasyonlarinda prednizolon asetat salimmin ilk 3 giin i¢inde patlama etkisi
gostermesinin, stentlerin ylizeyine yakin bolgelerde kalan etkin maddeye bagh
olabilecegi diisiiniilmektedir. Ikinci bir salim faz1 olarak goriilen yavas ve uzun siireli
salimin ise PLGA matriks yapisi icinde homojen bir sekilde dagilmis olan
prednizolon asetatin polimer matriksinden salim ortamina gegisinin difiizyon

kontrollii olarak gerceklesmesine baglabilecegi ongoriilmiistiir. Polimerin in vitro
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salim ortaminda degradasyonu arttik¢a, parcalanan polimer matriksinden etkin

maddenin salimi da hizlanmistir (25,158).

5.8. Etkin Madde iceren Kaph Stent Formiilasyonlarinin Hazirlanmasi

5.8.1. Metalik Stentlerin Biyoparcalanir Polimerlerle Kaplanmasi

Metalik stentlerin ila¢ iceren biyoparcalanir polimerler ile kaplanmalari
sonucunda kontrollii etkin madde salim1 saglayan ve restenoz olusumunu engelleyen

ilag salan stent yapilar1 literatiirde son yillarda 6nem kazanmustir (26).

Metalik stentlerin biyoparcalanir polimerler ile kaplanmalar1 i¢in kullanilan
farkli yontemler iginden (21,73,79,80,167) Jayaraman ve dig.’in (166) kullandigi
yontem tez caligmalarimiz kapsaminda hazirlanan polimer kapli ilag salan stentlerin
tiretiminde kullanilmistir. Polimerle kaplama amaciyla kullanilacak formiilasyon,
biyopargalanir stentlerin iiretiminde kullanilan polimer formiilasyonu ile aynidir.
Formiilasyonun degistirilmemesi, formiilasyon kaynakli etkenlerin kaplama

karakterizasyonu ve in vitro salim {izerindeki etkilerinin sabit olmasini saglamistir.

Kaplama islemleri sirasinda, polimer ¢dzeltisinin stentin sadece damar ile
temas halinde olmasi, dis ylizeyinde yer almasi istenen bir durumdur (166). Boylece
kan ile temas halinde olan stentin i¢ yiizeyinden direkt kan dolagimina etkin madde
gecisi Onlenmis olmakta, sistemik etki ve toksisite riskinden de kacinilmaktadir (50).
Literatiirde siklikla kullanilmig olan daldirarak kaplama ydnteminde (dipping)
polimer ¢ozeltisi stentin i¢ yiizeyine de tutunmakta ve bunun sonucunda etkin madde

saliminin stentin i¢ yiizeyinden de gerceklesmesinin oniine gegilememektedir.

Bu bilgiler gozontine alindiginda, kaplama yapilacak olan metalik stentlerin
i¢ ¢eperinde etkin maddenin kalmasint miimkiin oldugunca engelleyecek olan ve
literatiirde benzer ornekleri yer alan bir kaplama yontemi (166) kullanilmistir. Bu
yontem kullanilarak stent yapisinin i¢inde polimer kalintilarinin kalma olasiligi

engellenmistir. Stentin i¢ ylizeyinde polimer kalintistnin olmamasi, damara
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yerlestirildiginde stent icinden gecen kan akisini azaltmayacak, ayrica i¢ yiizeydeki
polimerin parcalanarak emboli riski olusturmasini da engelleyecektir (11,34,50,70).
Bu iistiinliiklere ilave olarak stentin i¢ ylizeyinde ilag igeren polimerik tabakanin

bulunmamasi sistemik kan dolasimina etkin madde salimini da engelleyecektir.

Etkin maddenin ya da mikrokiirelerin yapiya dahil olmasi, kaplama isleminin
uygulanabilirligini kisitlamamustir. Polimer ¢6zeltisinin i¢inde disperse edilen etkin
madde ya da mikrokiireler kaplamanin fiziksel dayanikliligini, esnekligini ve
diklorometanin  kaplama c¢ozeltisinden uzaklagmasint olumsuz bir yonde

etkilememistir.

Literatiirde restenozun &nlenmesi icin gelistirilen polimer kapl ilag salan
stent yapilar1 yer almaktadir. Lincoff ve dig. (73), restenozun engellenmesi amaciyla
gelistirdikleri ila¢ salan stent yapisinda, metalik stenti kaplamak i¢in PLA polimer
kullanmiglardir. Etkin madde olarak antiinflamatuvar etkili glukokortikoid yapili bir
steroid olan deksametazon kullanilmistir. PLA polimeri ile piiskiirterek kaplama
yapilmis ve kaplamanin basari ile uygulanabildigi, kontrollii ilag salimini sagladigi

gosterilmistir.

Finkelstein ve dig. (79) farkli PLGA tipleri kullanarak metalik stentler
tizerinde kaplama yapmuslardir. Arastiricilar, PLGA polimer kaplamasini stent
ylizeyine basariyla uygulamislar ve kaplamanin gerekli fiziksel 6zellikleri sagladigini

ve icerdigi etkin maddeyi kontrollii olarak saldigini belirtmislerdir.

5.8.2. ila¢ Kaph Stent Formiilasyonlarimin Karakterizasyonu

5.8.2.1. Kaph Stentlerin Ac¢ilma Kontrolii

Kaplama yapilan stentlerin SEM fotograflarindan da goriilecegi iizere % 25
(a’h) konsantrasyonunda PLGA igeren ¢ozeltiler kullanilarak yapilan kaplama iglemi,

stent kapali durumdayken gergeklestirilmistir. Kaplama amaclh kullanilan polimer

tabakasi stentin metal kenarlar1 arasindaki bosluklar1 6rtmektedir. Kaplama yapilan
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stentler, anjioplasti balonunu sisirmek icin kullanilan ve tizerinde uygulanan basincin
okunabildigi bir gosterge bulunan cihaz yardimiyla balonunun sisirilmesi ile
acilmiglardir. Kontrol amaciyla kaplama yapilmamis metalik stentler de ayni cihaz ve
anjioplasti balonuyla agilmislardir. Metalik stentler ve kaplama yapilan stentlerin
ayni basing (8 bar) uygulandiginda ayni oranda agilmalari, stentin etrafini saran
polimer kaplamasinin stentin agilmasi i¢in mekanik bir engel yaratmadigini
diisiindiirmektedir. Kaplamanin stentin yiizeyini orten yapisinda ise acilma sirasinda
baz1 bolgelerde gozlenen yirtilmalarin, polimerin yiiksek konsantrasyonundan
kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Biyoparcalanir stent formiilasyonlar: ile bir
karsilastirma yapilabilmesi ve salim siirelerinde meydana gelen degisikliklerin
sadece kaplama islemi sonucunda olusan yapilardan kaynaklandiginin

arastirilabilmesi i¢in, formiilasyon degistirilmemistir.

5.8.2.2. Kaph Stentlerin Yiizey Ozelliklerinin Incelenmesi

Metalik yapidaki stentlerin etkin madde igeren polimer ¢ozeltileri ile
kaplanmalar1 islemi sonrasinda, gerceklestirilen kaplamanin ylizey oOzellikleri ve
etkinliginin degerlendirilmesi i¢cin SEM ile goriintiilleme teknigi literatiirde siklikla

kullanilan bir yontemdir(154,163,170).

Sekil 4.38’de kaplama islemi 6ncesinde metalik stentin yapis1 goriilmektedir.
Metalik stentin kenarlari, iiretiminden sonra yuvarlatilmis ve cilalanmistir. Bununla
beraber stentin metalik kenarlari, biyoparcalanir stentlere gére ¢ok daha keskindir.
Bu durum da stentin agilmasi sirasinda damar duvarinda yaratacagi kesik ve
yaralanmay1 artirmaktadir. Kaplama yapildiktan sonra ¢ekilen SEM resimleri,
polimerik kaplamanin keskin stent kenarlarini c¢evreledigini gostermis olup, bu

yapinin damar duvarina verecegi hasar1 azaltabilecegi diistiniilmektedir.

PLGA (50:50) ve PLGA (75:25) polimer ¢ozeltileri i¢cinde prednizolon asetat
disperse edilmis ve bu cozeltiler ile metalik stentler kaplanmistir. Kapli stent
yapilarina iligkin SEM goriintiileri incelendiginde, yliksek biiyiitme oranlarinda, her

iki kaplama tabakasi i¢inde disperse olmus etkin madde kristalleri goriilmektedir
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(Sekil 4.40-41). Tez g¢alismamiz kapsaminda hazirlanan biyoparcalanir stentlerin
SEM goriintiilerinde, stent yiizeyinde ve alinan kesitlerde ilag kristalleri
gozlenmemistir. Bununla beraber optik mikroskop ve SEM goériintiilerinde etkin
maddenin homojen olarak disperse oldugu ve aglomerasyon gostermedigi de

gozlenmektedir.

Finkelstein ve dig. (79), Lincoff ve dig. (73), Caldwell ve dig. (80), Westedt
ve dig. (163) ve Pjils ve dig. (9) yaptiklar1 calismalarda, polimer kaplamasinin
metalik yiizeylere kolayca uygulanabildigini, SEM ile inceleme sonucunda
kaplamanin karakterizasyonlarinin belirlenebildigini, ila¢ dagilimmin polimer

matriksi i¢inde tekdiize olarak gerceklesebildigini bildirmislerdir.

Metalik stentlerinin PLGA polimerleri ile kaplanmasi sonucu olusan kaplama
tabakasinin kalinligr etkin madde saliminmi etkileyebilecek bir parametredir. Ancak

kaplama tabakasinin kalinlig1 teknik yetersizlikler sebebiyle 6l¢iilememistir.

5.8.2.3. Prednizolon Asetat ve Prednizolon Asetat Yiiklii Mikrokiire

Iceren Polimerlerle Kaph Stentlerden n Vitro Salhm Cahsmalar

Biyopargalanir polimerler kullanilarak hazirlanmis olan stent kaplama
cozeltilerinin formiilasyon ve iiretim parametreleri optimize edildikten ve kaplanan
stent yapilar {lizerinde gerekli karakterizasyon caligmalar1 yapildiktan sonra farkli
polimer tiplerinin etkin maddenin in vitro ortamda salimi iizerine etkileri
incelenmistir. Biyopargalanir polimerler kullanilarak uygulanan kaplama yapisina
girmesi uygun bulunan mikrokiire formiilasyonu (CM1PA20), % 1 (a/h) oraninda orta
molekiil agirlikli kitosan polimeri ve polimerin agirlikga % 20’si oraninda

prednizolon asetat igeren formiilasyondur.

Kapli stentlerden etkin madde salim1 igin kullanilan yontem, mikrokiirelerden
ve biyoparcalanir stentlerde in vitro salim c¢alismalarinda kullanilan yontemle
aynidir. Bu sayede tez ¢alismamizda biitiin sistemlerde ayni in vitro salim yontemi

kullanilmis ve etkin madde salimlar tizerindeki etkenlerin formiilasyonlar ve tiretilen
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sistemler olmas1 saglanmistir. Farkli in vitro salim yontemi kullanilmamasi

formiilasyonlar arasinda karsilastirilma yapilabilmesine olanak vermistir.

PLGA (50:50) polimeri i¢inde prednizolon asetatin disperse edilmesiyle
hazirlanan kaplama ¢ozeltisi kullanilarak {iretilen kapli stentlerde ilk giiniin sonunda
etkin madde salim1 % 12,9 oraninda olmustur. Ayni1 polimer igine prednizolon asetat
iceren kitosan mikrokiire disperse edilmesi ile hazirlanan polimer ¢dzeltisi
kullanilarak hazirlanan kapl stentlerden etkin madde salimi ise ilk giiniin sonunda %
4,2 oranindadir ve bu iki salim degeri arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir

(p<0,05). Yapiya giren mikrokiireler etkin maddenin ortama salimini1 yavaglatmistir.

PLGA (75:25) polimeri i¢inde etkin madde disperse edildikten sonra metalik
stentlerin kaplandig1 stent yapilarindan etkin madde salimi ilk giiniin sonunda % 12,5
oranindadir. Prednizolon asetat igeren kitosan mikrokiirelerinin PLGA (75:25)
polimeri i¢inde disperse edilmesi ile hazirlanan kaplama c¢d6zeltisi ile kaplanan
metalik stentlerden salinan etkin maddenin orani ise ilk giiniin sonunda yaklasik % 1

oraninda olmustur.

Sekil 4.44’de verilen grafikte de goriilecegi tlizere, mikrokiire iceren
kaplamalardan etkin madde salimi, sadece prednizolon asetat igeren kaplamalara
gore daha yavas bulunmustur. Mikrokiirelerin kaplama amaciyla kullanilan PLGA
(75:25) ve PLGA (50:50) polimerlerinin i¢inde disperse edilmesi hedeflenen amaca

yaklagilmasini saglamis ve etkin maddenin salimini geciktirmistir.

Prednizolon asetat iceren polimer ¢ozeltileri ile yapilan kaplamalarda, etkin
maddenin salimi1 polimer tipinden etkilenmistir. PLGA (50:50) polimeri
kullanildiginda, polimerin hidrofilik 6zelligine bagl olarak etkin maddenin tamam
28. gilinlin sonunda salinmistir. PLGA (75:25) polimeri ile yapilan kaplama ise
hidrofobik 6zelliginin daha yiiksek olmasina bagli olarak etkin maddeyi daha yavas
salmakla beraber bir ay sonunda icerdigi prednizolon asetatin yaklasik % 90’1

salmistir. Sadece etkin maddenin kaplama matriksi igerisinde disperse edilmesi, tez
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calismamizda kullanilan polimerlerle hazirlanan sistemler ic¢in etkin maddenin

salimin1 bir ay uzatabilmistir.

PLGA (75:25) ve PLGA (50:50) polimerleri igerisinde prednizolon asetat
yikli kitosan mikrokiirelerinin disperse edilmesiyle etkin madde salimi Onemli
Olclide azalmistir. Bir ay sonunda PLGA (50:50) ile yapilan kaplama
formiilasyonlarindan etkin madde salimi polimerin hidrofilik 6zelligine bagl olarak,
PLGA (75:25) polimeri kullanilarak hazirlanan formiilasyonlara goére daha yiiksek
degerde olmustur. PLGA (75:25) polimerinin i¢inde mikrokiirelerin disperse
edilmesiyle yapilan kaplama ile beklendigi sekilde en yavas etkin madde salimi elde
edilmistir. Restenozun Onlenmesi amaci ile gelistirilen formiilasyonlar arasinda,
mikrokiire iceren PLGA ¢ozeltileri kullanilarak gerceklestirilen kaplamalar amaca
uygun olarak kontrolli ve hizi 6nceden planlanabilen salim elde edilmesini

saglamiglardir.
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SONUCLAR

Tez caligmalarimiz  kapsaminda  anjioplastide  kullanilmak  {izere
biyopargalanir kardiyovaskiiler stentler gelistirme amaciyla formiilasyon ve in vitro
karakterizasyon calismalar1 gerceklestirilmistir. Bu amagla, biyoparcalanir 6zellikte
polimerler olarak farkli oranlarda PLGA (75:25) ve PLGA (50:50) kopolimerleri
kullanilmig ve helikal yapida, diizgiin ylizeye sahip, prednizolon asetat ve
prednizolon asetat yiiklii mikrokiire iceren (CMIPA20 kodlu mikrokiire
formiilasyonu) stent yapilari liretilmistir. Stent yapilarinin iglerine yerlestirilerek in
vitro salim o6zellikleri degerlendirilen mikrokiirelerin hazirlanmasinda, diisiik ve orta
molekiil agirlikli kitosan tipleri kullanilmis ve formiilasyonlar, bagimsiz etkenlerin
(kitosan konsantrasyonu ve hedeflenen etkin madde yilikleme orani) mikrokiirelerin
karakterizasyon parametreleri iizerindeki etkilerinin incelenebilmesi i¢in 2> faktdriyel
tasarim ile gelistirilmistir. Biyoparcalanir stent formiilasyonlarindan beklenen,
restenozun Onlenmesi icin uzun siireli ilag salimi saglamalar1 ve damar duvarinin
tekrar daralmamasi i¢in mekanik destek olusturmalaridir. Elde ettigimiz deneysel
sonuclar bizi PLGA (50:50) polimeri kullanilarak iiretilen biyopargalanir stent
yapilarinin hizli ilag salimi gosterdikleri, mekanik olarak istenen dayaniklilikta
olmadiklari, restenozun engellenmesi i¢in gereken siirelerde (en az 6 ay) fiziksel
formlarin1 koruyamayacaklari seklinde bir sonuca ulastirmistir. PLGA (75:25)
kullanilarak iiretilen biyoparcalanir stentler ise kullanilan polimerin hidrofobik
Ozelliklerine bagl olarak in vitro salim ortaminda ikinci ayin sonunda bile fiziksel
yapilarinda bir deformasyon olusmadan, mekanik direnglerini korumustur. Ayrica
icerdikleri etkin maddenin uzun siireli salimin1 saglamalar1 nedeniyle restenozun
engellenmesi i¢in tizerinde ileri c¢aligmalar yapilabilecek uygun formiilasyonlar
olabileceklerini diisiindiirmektedir. Farkli kopolimer oranlarindaki her iki polimer de
kullanilarak iiretilen yapilardan etkin maddenin salim ozellikleri mikrokiirelerin
formiilasyona girmesi ile modifiye edilebilmekte ve igerisine etkin madde yerine
mikrokiire yerlestirilmis sistemlerden, daha uzun siireli salim saglanabildgi

goriilmektedir.
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Tez g¢alismamizda firetilen ilag igeren biyoparcalanir polimerlerle kaph
metalik stentlerin hazirlanmasinda ise, PLGA (75:25) ve (50:50) polimerleri igine
prednizolon asetat ya da prednizolon asetat yiiklii mikrokiireler eklenerek kaplama
cozeltileri hazirlanmigtir. Bu ¢ozeltilerle yapilan kaplama sonucunda polimer
tabakasinin stent yiizeyini homojen olarak ¢evreledigi, in vitro salim ortaminda
fiziksel bir bozunma ve deformasyon gostermeden icerdigi etkin maddenin uzun
stireli salimin1 sagladig1 gozlenmistir. Boylece, restenozun engellenmesi amagh ilag
salan stent yapilarinin gelistirilebilmesi i¢in olumlu ve yapict bir adim atildig:

distiniilmektedir.

Gelistirilen formiilasyonlarin in vivo deneylere tasinmasi halinde ise
sterilizasyonlari, bu tez kapsaminda degerlendirilmemis olmakla beraber goz oniinde
bulundurulmas: gereken ©6nemli bir basamaktir. Uretilen yapilarin uygun
sterilizasyon yontemleri secilmeli ve bu sterilizasyon yoOnteminin stentlerin

karakterizasyonu tlizerindeki etkileri de incelenmelidir.

Sonu¢ olarak, calismalardan elde edilen veriler dikkate alindiginda;
anjioplastide kullanilmaya aday olmak iizere etkin madde/etkin madde yiikli
mikrokiire iceren biyopargalanir stentlerin veya biyoparcalanir polimerle kapl
stentlerin formiile edilmesiyle organizma ile uyumlu biyoparcalanir 6zellikte olan,
restenozun Onlenmesi i¢in kullanilmast Ongoriilen stent sekilleri iizerinde
formiilasyon ve karakterizasyon ¢alismalar1 yapilarak sistem in vitro olarak
degerlendirilmistir. Calismamizda, karakterizasyonu yapilan, implante edilebilen
biyopargalanir kardiyovaskiiler medikal cihaz kapsamina girdigi Ongoriilen
stentlerin, restenozun onlenmesine yonelik damar duvarinda uzun siireli, lokal olarak
yiksek konsantrasyonda etkin madde saglanmasi gibi konularda {istiinlik

saglayabilecek, alternatif bir yaklagim olabilecegi diisiiniilmektedir.
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INTRODUCTION

Chitosan is a cationic polysaccharide obtained by
deacetylation of chitin and is a hydrophilic.
biocompatible and biodegradable biopolymer of
low toxicity. On account of these properties
chitosan is one of the most suitable biopolymer
for formulations in pharmaceutical applications,
especially for controlled diug delivery systems
such as microspheres (1.4).

Prednisolone Acetate (PA) is a glucocorticoid
that has 3 to 5 times more potency than
hydrocortisone. Glucocorticoids have several
functions including inhibition of inflammatory
responses and cell prolipheration. PA is
practically insoluble in water and 1 in 120
soluble in alcohol. In this study PA was selected
as a model drug.

The aim of our study was to investigate the
effects of spray dryving method on the
characterization of the chitosan microspheres
and release behavior of water insoluble drug
(PA) from the microspheres.

MATERIALS AND METHODS

Preparation of Microspheres by Spray Drying
For the preparation of microspheres, 2° factorial
design was used. 1% and 0.5% chitosan aqueous
solutions were prepared by dissolving chitosan
fiee base m 1% lactic acid solution. PA was
dissolved in the required amount of alcohol and
added to the chitosan solutions such that PA
weight corresponded to the 10% and 20 % of the
weight of chitosan in the two solutions.

The final dispersions sprayed by Biichi 190 Mini
Spray Dryer with standard 0.5 mum nozzle under
the following conditions: inlet temperature 130
°C, outlet temperature 75°C. pump rate 5 ml/min.

Surface Morphology

For the investigation of surface shape and
characteristics of the spray dryed microspheres.
SEM photographs was taken (TJEOL JSM-6400)

Particle Size

Particle size of the microspheres was measured
by SympaTec HELOS (HO728) particle size
analyzer.

Drug Content Determination

PA determination was based on UV absorption
at 243 nm in alcohol using Agilent UV
Spectrophotometer (Hewlett Packard). PA
mcorporated in the microspheres was determmned
after ultrasonication the microspheres in alcohol
for 1 hour.

In Vitro Drug Release

In vitro release of PA from chitosan
microspheres was examined i PBS 74
containing 0.5% sodium lauryl sulfate and 0.05%
sodium azide. 5 mg of microspheres were put in
Eppendorf tubes and then 1.25 ml of medium
was added. The formulations were shaken in a
horizontal shaker at 50 rpm, at 37°C. At the
appropriate time points, samples were taken and
centrifuged. then the supernatant was analyzed
spectrophotometrically at 247 nm.

RESULTS AND DISCUSSION

Spray drving is a well known process that has
many advantages for the preparation of
microspheres. This method is a rapid high yield
technique and one step process which enables
small microspheres with smooth surface and
spherical shape (2).

As seen in SEM images in Fig.1. microspheres
of spherical shape and smooth surface were
obtained regardless of the chitosan and PA
concentration. When spray drying techmique was
used for the preparation of the microspheres
SEM images showed that microspheres usually
have sizes smaller than 10pm and mean particle
sizes are about Spm. But data obtained from
particle size analyzes revealed that the
microspheres generally have bigger diameters
than SEM photography data (Table 1).
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Fig.1. The SEM photographs of chitosan
microspheres: (a)1CM Empty (b) ICM10PA

Particle analyzes data showed us no conclusions
could be derived because particle sizes do not
follow any homogenous tendency. Due to the
electrostatic properties of the microspheres they
might have formed agglomerates as seen in SEM
photos too. and this might have caused the
dissimilar results between the SEM and particle
size analyze data.

As seen in Table 1. the production yields of
microspheres were higher when the polymer
concentration was increased in which PA
concentration was constant. Also at the opposite
conditions. same results were found. production
vield increased with increasing the PA
concentration while the polymer concentration
was constant. As expected. the maximum yield
was obtained by 1CM20PA formulation which
has the high levels of the two factors. 1%
chifosan  concentration and 20% PA
concentration.

Encapsulation efficiencies of the prepared
formulations were between 5.12% and 45.7%.
The highest value obtained from 1CM20PA
formulation and the lowest from 0.5CMI10PA
which consist of 0.5% chitosan and 10% PA
concentration. These results of encapsulation
efficiency analyzes were in consistency with the
results of the production yield analyzes as
mentioned above. With increasing both polymer
and PA concentration. it was possible to prepare
the formulation with the highest PA content.

Table 1. Characteristics of the spray dried chitosan
microsphere formulations

; : Mean
et Production | Encapsulation Particle
Yield (%) | Efficiency(%) Sizolum)
0.5CMI10PA 216 512 10.6
1CMI10PA 439 40 8.86
0.5CM20PA 35 30 5.10
1CM20PA 48 457 10.41

In order to evaluate the release behaviour of PA
from the microspheres in vitro release study was
performed.

120
i 100 g
§ i —— %ICMERIOPA
E —8— %1CMBR20PA
2 m —4— 90, 5CVPG10PA
E a0 —&— %0 SCNRL20PA
(5]
# 20
U ; . . : . .
(1] 50 100 150 200 250 300
Time (Hour)

Fig. 2. Cumulative release of PA from the
microsphere formulations

As shown in the Fig.2 all of the release profiles
were similar and a burst effect was seen i all
formulations. The 0.5CM10PA formulation
released 41% of its PA content in first 8 hours
and 100% of PA in 3 days. As expected from the
results of encapsulation efficiencies. the longest
release was observed from the 1CM20PA which
released all of its PA content in 11 days.
Increased polymer concentration resulted more
sustained release of PA, because chitosan was a
hydrophilic polymer and when chitosan
microspheres immersed in aqueous solutions
they swelled and formed a gel diffusion layer
slowing the drug release (3).

CONCLUSIONS

With spray drying method. the microspheres
containing prednisolone acetate that had smooth
surfaces and good sphericity were produced.
Increased PA concenfration in the microsphere
formulations increased both product vield and
encapsulation  efficiency.  Also.  chitosan
microspheres provided sustained release of the
water insoluble model drug PA up to 11 days.
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PREDNISOLONE ACETATE-ELUTING NOVEL BIODEGRADABLE VASCULAR STENTS FOR
IMPLANTATION

Sarisozen, C., Arica, B., Calis, S., Hincal, A.A.

Hacettepe University, Faculty of Pharmacy, Department of Pharmaceutical Technology 06100 Ankara,
Turkey

Purpose. To investigate the possibility of Prednisolone Acetate (PA) and PA-loaded chitosan microspheres
for cardiovascular implantation by biodegradable polymer-based stents which could behave as a controlled
release drug delivery system.

Methods. The preparation and the characterization of PA loaded chitosan microspheres have been studied
using 2* factorial design. Spray drying technique was used for the preparation of chitosan microspheres.
Chitosan microspheres were formulated by using low and medium molecular weight chitosan at two
different PA concentrations. The optimum chitosan microsphere formulation determined was applied to both
types of stent formulations. PLGA 75:25 and PLGA 50:50 were used for preparing the helical stents which
were manufactured from solution-cast biodegradable polymeric films. The characteristics of the stents, such
as wall thickness, diameter, length and morphology were evaluated while in vitro release studies were
performed in PBS at pH 7.4.

Results. The outer dimension and the length of the stents prepared were measured as approximately 3 mm
and 1.5 cm, respectively. The physical structure of the stents was not affected by the incorporation of the
drug or drug loaded microspheres. Although PA release from the stents seemed to be very slow following
the initial release period through about 1-5 days in PBS buffer, a significant amount of the drug has been
determined to be released at the second release period of 5 and 30 days, which might be explained by the
slow degradation of the PLGA polymer in the release medium. Nevertheless, approximately 3.5-16% of the
PA from the PA-loaded stents and 6-13% of the PA from the chitosan microspheres containing stents were
released in 30 days.

Conclusions. The proposed system could be used as a drug-releasing reservoir at the site of action.
However, further in vitro and in vivo studies are needed in order to demonstrate the biocompatibility of such
stents and to clarify the applicability of the proposed approach for the controlled drug delivery and
implantation.
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Development of Biodegradable Polymeric Cardiovascular Stents and In Vitro
Evaluation

Sarisozen C., Arica B., Calis S., Hincal, A.A.
Department of Pharmaceutical Technology, Faculty of Pharmacy, Hacettepe University,
06100 Ankara, Turkey

Purpose. To develop biodegradable polymeric cardiovascular stents and evaluation of their in
vitro drug release and characteristics. Methods. Stents were prepared from solution-cast
biodegradable polymeric films. For this purpose, two types of biopolymer (PLGA 75:25 and
PLGA 50:50) were dissolved in dichloromethane separately to have a final concentration of
25% (w/v) in which PEG 4000 was added as a plasticizer. The polymer solutions cast onto the
aluminum pans in 3x2 cm area. After evaporation of dichloromethane, the polymer films were
cut into strips and coiled on the cylindrical rods to form a helical shaped stents. A model drug
Prednisolone Acetate (PA) was incorporated into the stents. Two types of stents were
developed: a polymer film including PA and a polymer film including PA containing spray-
dried chitosan microspheres. The characteristics of stents such as wall thickness, diameter,
length, morphology were evaluated and in vitro release studies were performed in PBS at pH
7.4 containing 0.5% sodium lauryl sulphate and 0.05% sodium azide. Results. The prepared
stents had outer diameters approximately 3mm and the length was 1.5cm. The polymer wall
thickness was 136um+0.05 for empty stents. Incorporation of drug or drug loaded
microspheres did not interfere during the formation of homogenous films and helical stent
structure. PA and chitosan microsphere containing stents release profile were characteristic
with a burst followed by a slow release. The biodegradable cardiovascular stents containing
PA and microspheres preserved their helical shape and mechanical strength in the release
media even on the 28" day. The PA release from the PLGA 50:50 stents was faster because of
the more hydrophilic character of the polymer. At 28" day, the cumulative release of PA was
3.29% and 3.45% from the stents of PLGA 75:25 and PLGA 75:25 containing microspheres,
respectively. However, PA release was 9.81% and 11.37% from PLGA 50:50 and PLGA
50:50 containing microspheres. Conclusions. Both types of biodegradable polymeric stents
could be used to deliver the drug while providing structural integrity and controlled release of
the drug.
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