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OZET

Polimerik Partikiiller ile Titanyum Esash Malzemelerin
Yiizey Piiriizliliigiiniin Degistirilmesi

Begiim AYDEMIR

Biyomiihendislik Anabilim Dali
Biyomiihendislik Programi

Yiiksek Lisans Tezi

Danisman: Dog. Dr. Sakip ONDER

Titanyum (Ti) malzemelerin yiizey oOzellikleri, basarisin1 etkileyen en 6nemli
faktorlerin basinda gelmektedir. Dolayisiyla hiicrelerin temas ettikleri yiizeylerin
kimyasi, fiziksel ve mekanik 6zellikleri olduk¢a dnemlidir. Bu ¢alisma kapsaminda
Ti ylizeyler i¢in farkli biiyiikliikte partikiillerin kullanildigr polimerik kaplamalar
hazirlanmis, yiizeylerin piirtizliilikleri tespit edilmis ve bunun hiicreler iizerine
etkileri ¢alisilmigtir. Kitosandan sonikasyon ile kitosan nanopartikiiller tiretilmistir,
capraz baglayict olarak sodyum tripolifosfat (TPP) kullanilmistir. Ayni
konsantrasyonlardaki kitosan ¢ozeltileri farkli komsantrasyonlardaki TPP ¢ozeltileri
ve farkli glic ve zamanlarda sonike edilerek nanopartikiiller elde edilmistir.
Nanopartikiillerin zeta potansiyelleri ve boyutlar1 zeta sizer ile analiz edilmistir.
Nanopartikiillerin ila¢ ylikleme ve salim profillerinin tespiti i¢in model ilag
siprofloksasin tercih edilip, nanopartikiillerin enkapsiilasyon yontemi ile yiiklemeleri
yapildi. 48 saatlik salim profilleri incelendiginde ilacin basarili sekilde

nanopartikiillere yliklendigi ve kontrollii salimiin gerceklestirilebilecegi gosterildi.
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Mikropartikiillerin iiretimi ise emiilsifikasyon yontemi ile gerceklestirildi.
Mikropartikiil {iretimi sirasinda farkli karistirma hizlarimin partikiil boyutuna etkisi
arastirildi. Mikropartikiillerin de 48 saatlik ilag salim profilleri incelendiginde, ilacin
basarili bir sekilde yiiklendigi ve kontrollii salimmin gerceklestirilebilecegi
gosterildi. Mikropartikiillerin basar1 oraninin nanopartikiillere gore daha iyi oldugu
goriildii. Daha sonra partikiillerin Ti yiizeylere tutuklanabilmesi i¢in Ti numunelerin
yilizeylerine sirasiyla alkali igslem, 1s1l islem ve silanizasyon islemleri uygulandi.
Silanizasyondan sonra yiizeylerdeki —NH2 gruplart gluteraldehit ile muamele
edilerek tutuklanacak partikiiller yiizeylere uygulandi ve liyofilizatdrde kurutuldu.
Tutuklama isleminden sonra ilk olarak Ti malzemelerin mekanik profilometre ile
yiizey piriizliliikleri tespit edildi. Yiizey piiriizliiliik testlerinde kaplanmamis ve
kaplanmis Ti ylizeylerin piiriizliilik degerleri arasinda anlamli bir farkin oldugu
goriildi. Farkli ylizey piirtizliliigiine sahip Ti ylizeylerde fibroblast hiicreler ile
sitotoksisite ve hiicre yapismasi testleri yapildi. Sitotoksisite testlerinde toksik etki
olmadig1 goriildii. Ayrica, yiizey piirlizliiliigiiniin hiicre yapigsmasint olumsuz bir
sekilde etkiledigi tespit edildi. Bu ¢alismada, Ti yiizeylerden ¢esitli molekiillerin
lokal saliminda kullanilmak {izere ylizeye tutuklanan farkli boyutlardaki polimerik
partikiillerin malzemelerin yiizey piiriizliiliiklerini degistirdigi ve hiicre yapigmasini

etkiledigi gosterildi.

Anahtar Kelimeler: Kitosan, ilag salimi, MTT, yiizey piiriizliligi
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ABSTRACT

Alteration of the Surface Roughness of Titanium-Based

Materials with Polymeric Particles

Begiim AYDEMIR

Department of Bioengineering

Master of Science Thesis

Supervisor: Assoc. Dr. Sakip ONDER

Surface properties of titanium (Ti) materials are one of the most important factors
affecting their success. Polymeric coatings using nanoparticles of different sizes were
prepared for Ti surfaces, the roughness of the surfaces was determined, effects of
roughness on cells were studied. Chitosan nanoparticles were produced from
chitosan by sonication method and sodium tripolyphosphate was used as crosslinker.
The same chitosan solutions are sonicated with different power and time by different
TPP solutions. The zeta potentials and sizes of the produced nanoparticles were
analyzed with zeta sizer. For determination of drug loading and release profiles of
nanoparticles, siprofloksasin was preferred as model drug, nanoparticles were loaded
by encapsulation method. When the 48-hour release profiles of the medicated
nanoparticles of different sizes were examined, it was shown that the drug was
successfully loaded into the nanoparticles and controlled release could be happened.
The production of microparticles was carried out by emulsification method. The
effect of different mixing speeds on particle size during microparticle production was
investigated. When the 48-hour drug release profiles of microparticles were

examined, it was shown that the drug was loaded successfully and controlled release
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could be performed similarly to the nanoparticle. Success of microparticles are better
than nanoparticles. Alkali treatment, heat treatment and silanization processes were
applied to the surfaces of Ti samples, respectively, in order to fix the particles on Ti
surfaces. After the silanization process, —NHz groups formed on the surfaces were
treated with glutaraldehyde, the particles were applied to surfaces for immobilization.
After immobilization, the roughness of the surfaces was determined with a
mechanical profilometer. Finally, fibroblast cells were seeded on Ti surfaces with
different surface roughness and cell viability tests were performed. Cytotoxicity tests
showed that coatings applied to Ti surfaces did not have any toxic effect on cells. In
cell adhesion tests, it was determined that surface roughness affected cell adhesion
negatively. It was shown that polymeric particles of different sizes arrested on surface
for use in the local release of various molecules from Ti surfaces change surface

roughness of materials and affect cell adhesion.

Keywords: Chitosan, drug release, MTT, surface roughness
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1

GIRIS

Titanyum (Ti) ve alagimlar1 viicutta sert doku kayiplarinin tedavisinde yogun bir
sekilde kullanilmaktadir. Bunun baslica sebepleri arasinda yiiksek korozyon
direncine sahip olmalari, iyonlarinin viicutta kolayca tolare edilebilmeleri, yiiksek
osteoentegrasyon Ozellikleri gelmektedir. Fakat biyoinert olmalari, hastane
enfeksiyonlar1 ve yiizey 6zellikleri gibi unsurlar bu malzemelerin basarisini ciddi
oranda etkilemektedir. Literatiirde 6zellikle yiizey 6zelliklerinden kaynakli implant
basarisizligina neden olan birgok vaka bulunmaktadir. Malzemelerin yilizey kimyasi,
yiizey mekanik oOzellikleri, farki nano/mikro yapidaki yiizey motifleri ve yiizey
piiriizliligi in vivo kosullarda basariyr etkileyen onemli yiizey parametrelerinin
basinda gelmektedir. Ozellikle yiizey piiriizliiliigii kemik hiicrelerinin tutunmast,
cogalmast ve farklilasmasi gibi birgok davranisini direkt olarak etkilemektedir.
Ayrica Ti ylizeylerinde bakteriler tarafindan olusturulan biyofilm ve hastane
ortamindan bulusan diger mikrobiyal ajanlar da implant basarisini dogrudan
etkilemektedir. Cerrahi operasyonlardan sonra hastalara antibiyotik tedavisi
uygulanmakta ve olasi enfeksiyonlarin 6niine gegilmek istenmektedir. Fakat tedavi
amagli uygulanan yiiksek dozlu antibiyotik saglikli hiicrelere de zarar vermekte ve
ciddi yan etkilere neden olabilmektedir. Bu nedenle lokal ilag salim sistemlerine
yonelik ciddi calismalar yiiriitiilmektedir. Lokal ilag salim sistemlerinde ilag
tastyicilar implant malzemelerin yiizeylerine tutuklanmakta boylece hem tedavinin
etkinligi arttirilmaya hem de olasi yan etkiler azaltilmaya c¢alisilmaktadir. Hem ylizey
parametrelerinin hem de lokal salim ¢alismalarinin Ti malzemelerin basarist
tizerindeki 6nemi gz Oniine alinarak onerilen ¢aligma kapsaminda farkli boyutlarda
polimerik nanopartikiiller kullanilarak Ti yiizeylerin yiizey piiriizliliiklerinin
degistirilmesi ve fibroblast hiicreleri {lizerindeki etkilerinin ortaya konulmasina
caligtlmigtir. Calisma kapsaminda ayrica Ti ylizeylere tutuklanan polimerik
nanopartikiillerin ilag¢ yiikleme ve salim profilleri de incelenerek bu yiizeylerden
biyomolekiillerin kontrollii bir sekilde lokal olarak saliminin yapilip yapilamayacagi
da degerlendirilmistir. Ilgili calismalar hakkinda detay sunulmadan ve konunun daha
anlagir olabilmesi adina dncelik biyomalzemeler ve ilag salim sistemleri hakkinda bir

bilginin irdelenmesi gerekmektedir.



1.1 Biyomalzemeler

Biyomalzemeler, insan viicudundaki canli dokularin iglevlerini yerine getirmek veya
desteklemek amaciyla kullanilan dogal ya da sentetik malzemelerdir.
Biyomalzemeler ameliyat ipligi ve vidali teller gibi malzemeler kullanilarak yarali
kisimlarin tedavisi ve iyilesmesinde (Giiven, 2014), protez malzemesi olarak
hastalikli ve hasarli dokularin tedavisinde (Mutlu vd., 2005), isitme cihazi (Elgin,
2018), lensler (Giiven, 2014) ve kalp pilleri gibi viicut fonksiyonlarini arttirmada ve
diizenlemede (Parsinli, 2004), silikon ya da dis implantlar1 (Williams, 1982) olarak
kozmetik problemleri ortadan kaldirmada, teshise yardimci olmada, iskelet sistem
fonksiyon bozukluklarini diizeltmede, biyoteknolojide ve farmasdtide kullanilan

aparatlarda, ve gesitli ilag tagima Sistemleri gibi pek ¢ok alanda kullanilir (Sekil 1.1).

< BIYOMALZEMELER
/ 1 1 \ Kompozitler

Polimerler
Elaitikove Oretiesd ketay Metaller Seramikler Duayandds v ylzey-
yapisl uyumiuiufu
Kullanim Alanlan Dayanikis ve yekil Biyouyumiviugy yUksek
: i::;:';:::'lnu — ok Kullareen Alanlaes
* Yumugak dokubar Kullanim Alanlan Kudlanim Alanlan * Kemik cokusu
v Xaka oidemi * Eldem + Diswe * Digrezini (estetik
v Kulak pargalarn ortopedik dolgu malzemesi)
s Burun *  Dis Kok implantiar
implantian
*  Cerrahi sUtir
baglama ve
destegi
* Kemik
plakalyn vo

Sekil 1.1 Biyomalzemelerin medikal uygulamalarina 6rnekler (Park vd., 2007).

Cesitli tibbi uygulamalarda kullanilan biyomalzemelerin, toksik ve kanserojen
0zellikte olmamasi, mekanik dayanimlarinin yeterli olmasi, viicutta meydana gelen
reaksiyonlarin diginda reaksiyonlara sebep olmamasi ve korozyona ugramamalari
beklenmektedir (Karakecili vd., 2002; Parsinli, 2004). Bir biyomalzemenin viicut
dokularina fiziksel, kimyasal, biyolojik uyumu ve viicudun mekanik davranigina
sagladigr optimum uyum biyouyumluluk olarak tanimlanabilir. Biyouyumlu bir
malzeme, etrafin1 gevreleyen dokular iizerinde iltihaplanma, pthti olusumu v.b.

olumsuz etki yapmayan malzemedir. Biyomalzemelerden; iy1 mekanik 6zellikler,



biyouyumluluk, korozyona dayanim, iistiin siirtiinme ve aginma dayanimi gostermesi
arzu edilmektedir. Ayrica, alerjik reaksiyonlara neden olmamalari, zehirli tiriinler
salgilamamalari, kolay sekillendirilebilir olmalar1 ve sterilizasyon islemlerinde

ozelliklerinin bozulmamasi da biiyiik 6nem arz etmektedir.

Seramikler, metaller, polimerler ve kompozitler gibi farkli malzemeler tibbi

uygulamalar i¢in biyomalzeme iiretiminde kullanilmaktadir. (Dash vd., 1998)

1.2 Seramik Esash Biyomalzemeler Hakkinda Genel Bilgi

Seramikler yiiksek biyouyumluluga (toksik olmama, alerjik olmama, kanserojen
olmama gibi) sahip olmalari, inert olmalari, yiiksek erime sicakligina sahip olmalari,
cekme dayanimlarmin diisiik, basma dayanimmin yiiksek olmalart gibi
ozelliklerinden dolayr medikal uygulamalarda yogun bir sekilde tercih
edilmektedirler (Yilmaz vd., 2019). Fakat kirllgan olmalari nedeniyle yiiksek yiike
maruz kalan bolgelerde kullanimlarinin kolay olmamasi, iiretiminde yasanan
zorluklar ve diisiik elastisite gibi 6zellikleri medikal uygulamalarda kullanimlarini
kisitlamaktadir (Wnek vd., 2008). Aliminyum oksit, zirkonyum oksit, kalsiyum
fosfat medikal uygulamalarda kullanilan seramiklere 6rnek olarak verilebilir.
Ortopedi, omurlarin onarimi, dis implantlari, solunum tiipleri, kalp kapake¢iklar
seramik esaslt biyomalzemelerin kullanildigi 6nemli uygulama alanlarindan

bazilaridir (Yilmaz vd., 2019).

1.3 Polimer Esash Biyomalzemeler Hakkinda Genel Bilgi

Polimer, ¢ok sayida kii¢clik molekiiliin kovalent baglarla birbirlerine baglanarak
olusturdugu makromolekiildiir. Biyomedikal malzeme {iretiminde kullanilan
polimerler kaynagina gore dogal ve sentetik olabilir (Sekil 1.2) Polimerler
biyomalzeme {iretiminde kullanilan diger malzemeler ile karsilastirildiginda

mekanik 6zellikler bakiminda daha zayiftir.
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Sekil 1.2 Biyomalzeme {iretiminde kullanilan polimerlerin siniflandirilmas1 (Yorug

vd., 2017)
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Dogal veya sentetik polimerler kalp kapakciklari, damar sistemleri, lensler, doku
miihendisligi, yara ortli malzemeleri, yapistiricilar, plastik cerrahi, dis ve goz
tedavisi, ortopedik malzemeler ve ilag tasima sistemleri gibi birgok medikal
uygulamada kullanilmaktadir. Mekanik 6zelliklerinin yumusak dokuya daha yakin
olmasindan dolayr viicutta en fazla yumusak doku uygulamalarinda tercih

edilmektedir.

1.4 Metal Esash Biyomalzemeler Hakkinda Genel Bilgi

Metalik biyomalzemeler viicudumuzda kemik ve dis gibi sert dokularin onariminda
ve degistirilmesinde kullanilan biyomalzemelerin {iretiminde kullanilmaktadir.
Yogunluklar1 yiiksek ve dokulara gore daha serttir (Hench, 1982). Ayrica diger
malzemeler ile karsilastirildiginda kuvvet dayanimlarnt daha yiiksek olup
sekillendirilebilirler. Fakat korozif ortamda sergilermis olduklar1 davranislari
biyouyumluluklarini kisitlamaktadir. Korozyon sonucunda olusan partikiiller
dokularda alerjik reaksiyon veya dolasim sistemine katilarak organlarda olumsuz yan
etkilere neden olabilmektedir (Lane, 1895; Lambotte, 1909). Paslanmaz ¢elik, kobalt

4



krom alasimlari, titanyum alagimlart 6zellikle dental implantlarin, ortez ve protez
malzemelerin lizeriminde yogun bir sekilde kullanilmaktadir (Sherman, 1912; Chen
vd., 2015).

1.5 Kompozit Biyomalzemeler Hakkinda Genel Bilgi

Kompozit malzeme, iki ya da daha fazla sayida malzemenin kullanimiyla olusturulan
malzeme tiiriidiir (Jian vd., 2021). Kompozit malzemeler farkli 6zelliklere sahip
siirekli ve siirekli olamayan iki fazdan meydana gelmektedir. Bu malzemelerin
tasarlanmasindaki ama¢ uygulamaya spesifik olarak gerek mekanik oOzellikler
gerekse biyouyumluluk agisindan en ideal malzemeleri elde etmektir. Ornegin;
kullanilan implantlarin ve kemik dokunun mekanik 6zelliklerinin benzer olmasi
beklenmektedir fakat metal ya da seramik malzemelerin sertlik dereceleri kemik
dokusundan farklidir (Ariga vd., 2016). Bu durumda kompozit biyomalzemeler
tercih edilebilir.

Farkli polimerler, cam, karbon, seramik ve metalik malzemeleri siirekli matrisin
icerisine katkilayarak malzemelerin mekanik o6zleliklerinin degistirilebilmek
miimkiindiir (Chung, 2002). Yiiksek mukavemet ve diislik elastikiyet, arttirilmig
korozyon direnci, biyomalzemelerden smirli iyon salimi ve disiik kirilganlik
kompozit malzmelerin dnemli avantajlarindandir (Ozkan vd., 2016). Yapay damarlar
(Ozkan vd., 2016), dis implantlar1 (O'brien, 2002), parmak eklemleri (Balasundaram,
2014), yapay karin duvart (Jain vd., 2013), yapay kal¢a kemigi (Balasundaram,
2014), diz protezi (Jain, 2013) ve yapay kikirdaklar (Heli vd., 2016) kompozit

malzemelerin kullanildig1 uygulamalara 6rnek olarak verilebilir.

1.6 Titanyum ve Titanyum Esash Biyomalzemeler

Ti ve Ti alasimlar1 sert doku uygulamalarinda en yogun sekilde kullanilan
malzemelerdir. Ti yiiksek korozyon direnci, yiiksek erime sicakligt (1668 °C,
demirden yiiksek erime sicakligina sahiptir) ve yiikksek mukavemete sahip bir
metaldir (Kaya, 2017). Yogunlugu 4,51 gr/cm? olup mekanik 6zellikler bakimindan
kemige en yakin malzemelerden birisidir. Yiiksek korozyon direnci, viicutta tolere
edilebilir iyonlar ve biyoinert 6zelligi medikal uygulamalarda saglamis olduklari en
biiyiik avantajlarin basinda gelmektedir (Yalcin vd., 2007). Fakat biyoinert 6zelligi

osseointegrasyon agisindan Ti esasli malzemelerin basarisin1  diisirmektedir.
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Osseointegrasyonu artirici yiizey kaplamalarinin kullanimi ile bu problemi azaltmak
ve Ti esasli implantlarin basarisini arttirmak miimkiindiir (Coulthard vd., 2003). Bu
amagla cok sik kullanilan yontemlerden biri kemigin yapisinda dogal olarak bulunan
hidroksiapatit mineralinin yiizeylerde kaplama olarak kullanilmasidir (Navarro vd.,
2008). Protezler, eklemler, yliz cerrahisi, cerrahi tiipler, kirik hatlarinin
sabitlenmesinde kullanilan plaka ve vidalar ve viicut ile temas eden metalik pargalari
Ti ve Ti esasli malzemelerin yogun olarak kullanildigi baslica uygulamalardan
bazilaridir (Karakegili vd., 2002). Bunlarin diginda bir¢ok uygulamasi da mevcuttur
(Sekil 1.3)

Bastan Ayaga Titanyum Uygulamalari

Takma gozleri ve kulaklari takmak
icin kullanilan titanyum mandallar:
saf titanyum 1zgara implantlar,

interorbital 6zellikler icin sabitleme
saglar.

Titanyum plakalar, pure ve akrilikler,
kranioplasti ve beyin cerrahisi hizl
operasyonlarinda ve enjeksiyon
degisikliklerini azaltmak icin
iyilesmede kullanilir.

Kemik iletimli isitme cihazlari, orta
kulaga baglanan bir titanyum ile
sabitlenmistir.

Titanyum dis implantlari, tam bir dis kemeri
veya tek bir dis icin glvenli bir temel saglayan
yapay kok gorevi gorar: titanyum ortodontik
dis telleri celikten daha guicli ve daha hafiftir
ve biyolojik olarak daha uyumludur.

Titanyumdan yapilan cene yiz
protezleri: Ti implantlar yumusak doku
protezlerini stabilize eder.

Omuz ve dirsek eklemi implantlan
genellikle titanyumdan yapilir.

Titanyumdan yapilmis genisletilebilir
g64gus kafesleri, bir cocugun gégus
kafesinin hastayla birlikte
'buytmesine' olanak tanir.

Titanyum kalp kapakciklari,
dokudan yapilan kapakciklarla
rekabet halindedir; kalp pili kiliflan
ve titanyum. Koroner anjiyoplasti
kateterlerinde nikel-titanyum
superelastik borular kullanilir.

Titanyumun en yaygin
kullanimlarindan biri spinal
fuzyon kafesleri, implantlar,
dizeltme parcalan ve
fiksasyondur.

Titanyum-nikel sekil hafizali
alasimlar, bir odanin seklini
degistiren bir istma/sogutma
dongusu olusturan bir elektrik akimi
nedeniyle esneyen ilac mini
pompalarinda kullanilir.

Gunumuzde titanyumun en
yaygin biyomedikal kullanimlan
kalca protezidir

Titanyum Greteral
darliklan tedavi etmek icin
ureteral stentlerde
kullanilir.

Tum diz protezlerinin yaklasik yarisi
titanyumdur.

Titanyumdan yapilan aletler arasinda
cerrahi cihazlar, dis matkaplari, lazer
elektrotlan, stentler, isaret bantlari,
optik prosedur cihazlarn, vena kava
klipsleri, igneler, zmbalar, bicaklar ve
pensler bulunur

Alt bacak kiriklarinin
guclendirilmesinde titanyumdan
yapilan kaval kemigi civileri
kullaniimaktadir.

Rekonstriktif titanyum kemik plaklart ve
kink kemikleri destekleyen aglar
gunumuzde yaygin olarak
kullaniimaktadir. Diger titanyum sabitleme
cihazlan arasinda kemik vidalari, plakalar,
bélmeler, kancalar, civiler ve zimbalar
bulunur.

Ayak parmagi ve parmak
implantlari titanyumdan
yapilmistir.

Sekil 1.3 Bastan ayaga titanyum uygulamalar1 (Watari vd., 2004)



1.7 Titanyum Malzemelerin Basarisin1 Etkileyen Faktorler

Biyomalzemelerin basarisini etkileyen unsurlarin basinda malzemelerin yiizey
Ozellikleri gelmektedir. Bir malzeme ¢evresi ilk temasim yiizeyi ile kurar ve bu
baglamda ilk reaksiyonda c¢evrede bulunan proteinlerin malzeme yiizeyine
tutunmasidir (Xuanyong vd., 2004). Daha sonrasinda adsorbe edilmis proteinler bu
yiizeylerde hiicrelerin davramiglarimi kontrol ederek biyomalzemenin basarisini
etkilemektedir. Ozellikler sert doku uygulamalarinda kullanilan Ti malzemelerin
yiizey oOzellikleri kemik doku ile saglam baglanmay1 etkileyen unsurlardan bir
tanesidir. Zayif baglanma implant basarisizligina neden olmakta ve revizyon
cerrahisine neden olmaktadir (Voigt vd., 2016). Bu bakimdan yiizeylerin kimyasi,
yiizey enerjisi, korozyon direnci, ylizeylerin mekanik ozellikleri ve yiizey
purtizliiligii gibi faktorler Ti malzemelerin basarisini ciddi bir sekilde etkilemektedir.
Ti malzemelerin bagarisin1 etkileyen faktorler genel olarak Sekil 1.4° de
gosterilmistir. Ornegin; hiicrelerin yiizeylerinde integrin resceptdrleri bulunmaktadir
ve bu reseptorler peptitler (6zellikle RGD), fibronektin, vitronektin, laminin ve
kolajen yapilari ile kolayca bag kurmaktadir (Jager vd., 2017; Nascimento vd., 2017).
Bundan dolay1 Ti implant malzemelerinin yiizeyleri degistirilerek implant doku

arakesitinde kuvvetli baglar kurmak miimkiindiir (Lele vd., 2006).

Topografya ’/’\ r ~ Yuzey Yikil
Elastik Modald \[ Islanabilirlik
Biyouyumlulugu Etkileyen

Faktorler

Ozgiil Mukavemet _- o Serbest Yiizey Enerjisi

I

“
‘ \
\
\ Korozyon Direnci
Sitotoksisite A

Sekil 1.4 Titanyum malzemelerin biyouyumlulugunu etkileyen faktorler (Quinn
vd., 2020)

Ayni sekilde yiizeylerin sertligi malzeme hiicre etkilesimini etkilemektedir. Sertlik

hiicrelerin tutunmasini, farklilagsmasint ve malzeme yiizeylerinde yayilmasini
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etkilemektedir (Krell, vd., 2003). Bu nedenle Ti yiizeyler farkli mekanik 6zelliklere
sahip polimer, seramik ve karbon nano malzemeler ile kaplanmaktadir (Veronesi vd.,
2017). Ayrica yiizey fiziksel ozellikleri ve ylizey piriizliliigii de osteoblast
hiicrelerinin tutunma, farklilasma, ¢ogalma gibi bir¢ok davranisini etkilemektedir.
Ornegin, Levin ve digerleri (2022) plazma piiskiirtme yontemi ile Ti yiizeylerinin
plriizliliigiinii degistirmis ve piiriizsiiz yiizeylerde hiicre cogalmasi daha fazla iken
puriizlii yiizeylerde hiicre farklilasmasinin daha iyi oldugunu gostermislerdir (Levin
vd., 2022). Benzer sekilde mekanik yontemler ile Ti ylizey piiriizliigliniin degistirdigi
ve ¢alisildigr calismalar da mevcuttur (Anselme vd., 2000).

Ti yiizeylerine lokal salim yapmak {izere seramik, polimerik, etalik veya komposit
yapida farkli ilag tasiyici sitemler kaplanmaktadir (De Pasquale vd., 2017, May).
Terapotik etkilerinin yani sira bu kaplamalar yiizeylerin hem mekanik hem de fiziksel
Ozelliklerinin degigsmesine neden olmaktadir. Bunlardan bir tanesi de yiizey

purtizlilligiinde meydana gelen degisikliktir.

1.8 Tla¢ Tasima ve Salim Sistemleri

flag tasima sistemleri tedavi edici etken maddenin bir tastyic1 sisteme tutuklanmasi
ile elde edilir. Etken madde yiiklii tagima sistemleri oral olarak, enjeksiyon, solunum
ve transdermal olarak hastaya uygulanir (Saltzman, 2001) ve patojenlerin tedavisinde
kullanilir. Uygulanan etken maddenin etkili olabilmesi i¢in viicutta belli bir seviyede
(etken doz) olmasi beklenir (Sekil 1.5) ve bu dozdan daha diisiik miktarlar, patojenler

ile miicadele yetersiz kalir.

/ TOKSIK DUZEY

Kontrolli Sakm
‘>Klasik Salim

MINIMUMETKIN DUZEY

A MO P -

Sekil 1.5 ilag¢ uygulamasindan sonra kandaki ila¢ diizeyinin degisimi (Basan vd.,
2001).

Ozellikle cerrahi operasyonlardan sonra veya enfekte olan hastalarda yiiksek

miktarda ila¢ uygulanmakta olup bu durum saglikli hiicrelerin zarar gérmesine neden
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olmaktadir. Bu nedenle kontrollii ilag salim1 yapabilen ve kanda etken doz miktarinin
belirli bir siire sabit kalmasini saglayan kontrollii ila¢ salim sistemleri medikal

uygulamalar i¢in olduk¢a 6nemlidir.

[lag salim sistemlerinde terapétik etkiyi arttiran ve tedavinin yan etkilerini azaltmak
icin kullanilan bir diger yontem ise ila¢ tagima sistemlerini hedefe yonelik olarak
tasarlamaktir. Ilag salim sistemleri viicuda uygulandiktan sonra aktif ve pasif olmak
tizere iki sekilde viicutta tasinir ve lokalize olurlar (Degim vd., 2011). Pasif taginan
sistemlerde ilag tasiyicilar uygulandiktan sonra viicutta dagilir ve viicudun her

bolgesinde doku ve organlarda birikmeye baslarlar (Sekil 1.6a).

(a) Pasif Hedef (b) Aktif Hedef
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Hicresi

o€
o G . . Y ’ Hedef
R @ F- DA f&eseptbr

- * ) - ) . v W
(;._1 ;(.c_)(so_) €« ;(,cgt_ci)
()

Pencereli Damar Sistemi Endotelyal Hiicre

Sekil 1.6 Ilag tasima sistemlerinin hedefleme yéntemleri (Aghebati-Maleki vd.,
2020)

Bu durum fazla ila¢ kullanimina neden olurken ayni zamanda saglikli hiicrelerde
olumsuz etkilere neden olmaktadir. Aktif tasima olarak bilinen hedeflenmis tasima
sistemleri ise tasiyici sistemlerin yiizeylerinde bulunan ve uygulanacak alana 6zgi
reseptorler igermekte olup ilgili bolgede toplanmaktadirlar (Sekil 1.5b). Bu sayede
lokal ila¢ salim1 yapmak ve ilaglarin terapotik etkisinin arttirilmasi, saglikli hiireler
tizerindeki olumsuz etkilerin azaltilmas1 ve kandaki ilag seviyesinin belirli bir
seviyede tutulmasi miimkiin olabilmektedir (Singh vd., 2009). Ila¢ tasima
sistemlerini  liretmek igin lipozomlar, miseller, dendrimerler, nanotiipler,

nanopartikiiller gibi farkli malzemeler kullanilmaktadir (Sekil 1.7).
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Sekil 1.7 Ilac tasima sistemleri olarak kullanilan bazi malzemeler (Bawa vd., 2016)

[lag salim mekanizmalarma gére salim sistemlerini difiizyon kontrollii salim
sistemleri, kimyasal kontrollii sistemler, su gegis kontrollii sistemler ve ayarlanabilen
sistemler olmak iizere siniflandirilabilir (Sekil 1.8). Difiizyon kontrollii sistemlerde
tastyict sistem ince bir polimerik membran ile ¢evrilidir ve salim bu membrandan
difizyon ile gergeklesir (Torchilin, 2000).  Kimyasal-kontrollii ilag salim
sistemlerinde kimyasal reaksiyonlar veya enzimler kullanilarak polimere kovalent
olarak baglanmis olan ilag¢ salimi kontrol edilir (Singh vd., 2009). Su ge¢is kontrollii
sistemlerde ilag salim1 suyun tasiyici sistem igerisine girisi ile kontrol edilmektedir.
Bu sistemlerde su sistem igerisine girebilirken etken maddenin tasiyici sitemden
disar1 ¢ikisina izin verilmez. Ozmoz nedeniyle sistem igerisindeki hacim artiginin
neden oldugu basing ilacin disar1 salimina neden olur (Sutradhar vd., 2016).
Ayarlanabilir kontrollii salim ise tasiyici sistemin digaridan uyarilmasi (manyetik

alan, 151k kullanim1 gibi) yoluyla (Dash vd., 1998) veya tasiyict sistemin farkli
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fizyolojik ortamlarda cesitli substratlara (Gao vd., 2013) veya ¢evresel faktorlere
(pH, sicaklik gibi) baglh olarak kontrol edilmektedir (Park, 2014). Bu
mekanizmalarin birlikte kullanildig1 sistemlerde miimkiindiir (Onder, 2016; Gao vd.,

2013; Park, 2014).
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Sekil 1.8 Difiizyon kontrollii (a), su gecis kontrollii (b) ve kimyasal kontrollii (c),
ila¢ salim mekanizmalar1 (Bajpai vd., 2008; Peppas vd., 1993)

1.9 ila¢ Tasima Sistemleri Olarak Polimerik Nanopartikiiller

Hakkinda Genel Bilgi

Boyutlart 10-100 nm olan polimerik nanopartikiiller ila¢ tasima sistemlerinde etken
maddelerin yiiklenmesi ve tasinmasinda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.
Polimerik nanopartikiillerin iiretiminde dogal ve sentetik birgok polimer
kullanilmaktadir (Tablo 1.1). Bu polimerler kimyasal yapisi, toksik 6zellikleri ve
mekanik oOzelliklerine gore nanopartikiiler ilag tasima sistemlerinin {iretiminde

kullanilmaktadir.
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Tablo 1.1 Ilag Tasiyic Sistemlerde Kullanilan Polimerler (Tiiylek, 2017)

Polimerler

Polimer Gruplari

Numuneler

Dogal ve biyolojik
olarak parcalanabilenler

Proteinler

Albumin, Kolajen, Jelatin, Sigir ve insan
Serum Albuminleri (BSA ve HSA)

Polisakkaritler

Sellloz, dekstran, kitozan, Kondroitin
sdlfat, aljinat Nisasta, hiyaluronik asit

Poliamidler

Poliamino asit, polipeptid

Sentetik ve biyolojik olarak
par¢alanabilenler

Polyesterler

Poli(laktik asit)
Poli(glikolik asit)
Poli(laktik-ko-glikolik asit)*
Poli(kaprolakton)
Poli(dioksanon)
Poli(hidroksibltirat)

Polianhidridler
Poliortoesterier
Polifosfoesterler

Polifosfat, polifosfonat,
polifosfit

Sentetik ve biyolojik olarak
parcalanamayanlar

Silikon elastomerler
Poli(etilen-ko-vinil asetat)
Poliakrilatiar

Poli(metil metakrilat)

Boyutlar1 ayarlanabilen polimerik nanopartikiiller kiiciik kapilerden gegerek hiicre
icerisine kolaylikla ulasabilir ve hedef bolgede etkin maddenin birikmesine olanak
saglar (Acar, 2012). Biyobozunur 6zelligi ile terapotik etkenlerin kontrollii salimi
miimkiin olabilmektedir. Ayrica ilaglarin/proteinlerin ya da peptidlerin stabilitesinin
artmasini saglarlar (Sengel-Turk vd., 2009). Sterilizasyon islemleri kolay olup
viicutta parcalandiklari zaman ortaya ¢ikan yan iriinler toksik degildir (Sun vd.,
2005). Etkin madde yiikleme kapasitelerini ve viicutta belirli bir bolgede salim
yapabilmelerini kontrol etmek miimkiin olabilmektedir. Etkin madde polimerik
nanopartikiille yliklendikten sonra polimerin yapisinda bulunan reaktif gruplar
hedeflenen bolgeye 6zgii reseptor ile modifiye edilebilir (Sengel-Turk vd., 2009).
Polimerik nanoparikiillerin yapisi etkin maddenin hedeflenen bolgeye ulasana kadar
etken maddeyi gevresel faktorlerden korur (Sengel-Turk vd., 2009; Derman vd.,
2013). Bu ozelliklerinden dolayr polimerik nanopartikiiller nanoteknoloji, tip,
(antikanser ilaclar, antienflamatuvar ilaglar, antiparaziter ilaglar, peptit ve proteinler
i¢in tastyict sistem, as1 ve tan1 maddeleri), veterinerlik (hayvanlari parazitlere karsi
korumak i¢in igme suyu i¢inde verilen ve bagirsakta pargalanarak ilaci serbestlestiren
nanopartikiiller) biyoteknoloji ve diger alanlarda yogun olarak tercih edilmektedir

(Sengel-Turk vd., 2009; Yapar, 2012; Derman vd., 2013).
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1.10 Polimerik Ila¢ Tasima Sistemlerinin Uretimi

Nano/mikro boyutta polimer esaslh ilag tasiyici sistemlerin iiretiminde kullanilan
bircok yontem mevcuttur. Bu yontemleri emiilsifikasyon-¢oziicii buharlastirma
yontemi, salting-out yontemi, nanogoktiirme yontemi, diyaliz ve siiperkritik sivi
teknolojisi olmak {izere bes ana baslik baslik altinda toplamak miimkiindiir (Derman
vd., 2013). Emiilsifikasyon-¢oziicii buharlastirma yonteminde dikolorometan,
kloroform, etil asetat gibi u¢ucu ¢o6ziiciiler kullanilarak polimer ¢6zeltisi hazirlanir.
Daha sonra bu polimer ¢ozeltisi sulu ¢ozeltiye eklenerek emiilsiyon olusturulur.
Hazirlanan emiilsiyon ¢ozeltisinden ¢oziicii evapore edilince nanopartikiil
siispansiyonuna doniisiir. Evaporasyon islemi algak basing ya da sabit bir karistirma
islemi kullanilarak oda sicakliginda gerceklestirilir. Bu emiilsifikasyon islemi kendi
arasinda tekli ve ikili emiilsifikasyon olmak iizere iki alt bagliga ayrilir. Tekli
emiilsifikasyon yonteminde, etken madde ve polimer ayni organik ¢oziicii igerisinde
¢cozdiiriiliir ve ¢ozeltiye yiizey aktif madde eklenerek nanopartikiiller iiretilir (Konan
vd., 2002). ikili emiilsifikasyon ydnteminde ise etken madde suda, polimer ise su ile
karigmayan organik ¢dziiciide ¢Oziiniir ve iki ¢ozelti karistirilarak ilk emiilsiyon elde
edilir. Daha sonrasinda bu emiilsiyon sulu ylizey aktif madde ¢ozeltisi ile
karistirilarak ikinci emiilsiyon elde edilir. Bu islem daha gok protein ya da peptid gibi
hidrofilik molekiillerin oldugu partikiil iiretimleri icin kullamlir. Icerisinde polimer
olan organik bir faza, etkin maddenin sulu ¢ozeltisi eklenir, evaporasyon yontemi ile
¢oziicii ¢ozeltiden uzaklastirilir. Geriye kalan etkin maddeli nanopartikiil sulu
cozeltisi nanopartikiilleri toplamak i¢in sirasiyla santrifiijlenir, yikanir ve
liyofilizatérde dondurularak kurutulur (Nazir vd., 2010; Wei vd., 2009). Salting-out
yonteminde aseton gibi bir ¢oziiclide polimer ve etkin madde ¢ozdiiriiliir ve koloidal
stabilizatorlerin sulu jel ¢ozeltisinde emdiilsifiye edilirler (Muthu, 2009; Allémann
vd., 1993). Bu stabilizatére, magnezyum kloriir ya da kalsiyum kloriir gibi
elektrolitleri igeren (salting-out ajani) polivinilpiroldon 6rnek olarak verilebilir.
Seyreltikten sonra difiize edilerek, nanopartikiiller elde edilir. Baska bir yontem olan
nanog¢Oktiirme yontemi ‘¢oziicli yer degistirme yontemi’ olarak da bilinir. Prensibi,
polimer ara yiizey ¢okme isleminin gergeklestirilmesidir (Muthu vd., 2009; Thioune
vd., 1997). Bu yontemde lipofilik ¢dzeltideki suyla karisabilen yar1 polar ¢dziiciiniin
yer degisimi sonucu ¢okme gerceklesir. Coziicli olarak aseton kullanilir ve polimer

ile etkin madde aseton igerisine eklenerek ¢oziindiiriiliir. Daha sonra ortama distile
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su ilave edilir, karistirilir ve aseton vakum ile ortamdan alinir. Diyaliz yontemi kiigiik
nanopartikiillerin tiretiminde oldukga kullanigh olan yontemdir (Rao vd., 2011; Fessi
vd.,1989; Jeong vd., 2001; Jeon vd., 2000). Polimer organik ¢6ziictide ¢ozdiirtliir ve
¢Ozelti uygun diyaliz tiipline yerlestirilir. Polimerin kademeli agregasyonu sonucu
esit bir sekilde homojenize olmus nanopartikiil siispansiyonu olusur. Stiperkritik sivi
teknolojisinde ¢oktiiriilen iirlin ¢oziicii igermez ve basing degisikligi faz degistirmine
neden olmaz. En Onemli ve yaygin kullanilan siiperkritik sivi, siiperkritik
karbondioksittir. Bu s1vi yanmaz, pahali degildir ve toksik madde icermez. Yaygin
olarak kullanilan bagka bir siiperkritik sivi ise sudur (Mohanraj, 2006). Siiperkritik
¢ozeltinin hizli genlesmesi (RESS) ve stiperkritik anti ¢oziicli yontemi (SAS) en ¢cok
kullanilan yontemlerindendir. RESS’te yliksek basing ile; SAS’ta organik ¢oziiciide
(6rnegin, metanol) cozdiiriildiikten sonra siiperkritik sivi ile temasta birakilir.

Sonrasinda filtre islemi gergeklestirilir. (Sun vd., 2005)

1.11 Kitosan ve Uygulamalar

Kitosan kabuklu deniz canlilarinin yapisinda bol miktarda bulunan dogal bir
polimerdir. Temel yapist poli-[f-(1,4)-2- amino-2-deoksi-B-D-glukopiranoz]
seklindedir (Sekil 1.9) ve kitinden elde edilmektedir. Kitinden kitosan elde edilmesi
genel olarak deproteinizasyon, demineralizasyon, dekolorizasyon ve deasetilizasyon

olmak tizere dort asamadan olusmaktadir (Marangoz vd., 2020).

CH,0H NHCOCH;
0
H
KITIN —0 !
H NHCOCH; CH,0H

CH;0H

KITOSAN ,\f

Sekil 1.9 Kitin ve Kkitosanin kimyasal yapis1 (Kurtulus vd., 2020)

Kitosan toksik olmamasi, biyouyumlulugu, biyolojik bozunabilirligi, diisiik

allerjenite ve muko-yapigmasi nedeniyle tibbi uygulamalar alaninda 6nemli bir role
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sahiptir. (Di Martino vd., 2005; Khor vd., 2003; Senel vd., 2004). Ozellikle yiiksek
biyouyumlugu ve biyolojik olarak pargalanabilirligi tibbi uygulamalar i¢in 6nemli
firsatlar saglamaktadir. Ornegin kitosan doku miihendisligi uygulamalarinda yap1
iskelesi tasariminda ve hiicrelerin yiiklenmesinde yogun bir sekilde tercih
edilmektedir. Bunun baslica nedeni kitosanin yiiksek su hapsetme kapasitesinin
olmasi, porlu yapisi, yap1 iskelenin mekanik 6zelliklerinin ayarlanmasina olanak
saglamasi ve biyo yikilabilir olmasidir (Dutta vd., 2002; Malerba vd., 2019). Yara
ortii malzemeleri kitosanin yogun bir sekilde kullanildig1 diger bir uygulama alanidir.
Yiiksek oksijen gecirgenligi, biyo yikilabilir olmas1 ve yiiksek su hapsetme kapasitesi
kitosanin bu uygulama i¢in sahip oldugu en 6nemli O6zelliklerinden bazilaridir
(Agboh vd., 1997; Karahan vd., 2009). Ila¢ tasima sistemleri kitosanin yaygi bir
sekilde kullanildig1 bir diger uygulama alamidir. Biyolojik olarak biyo yikilabilir
olmasi, sivi ortaminda sisme ve porlu yapisi ilag tasima sistemleri i¢in Onemli
avantajlardir (Dash vd., 1998). Memeli viicudunda kolondaki lizozim ve bakteriyel
enzimler, metabolik aktivitelerde kitosan1 parcalayabilir (Dias vd., 2013). Kitosanin
yapisinda bulunan —NH2 6zellikle akilli ilag salim sistemleri ve hedeflenmis ilag
tasima sistemlerinin tasariminda olduk¢a 6nemlidir. —NH> grubu asidik ortamda
protonlanarak pozitif yiiklenir ve ilag tasiyict sistemin salim kinetigi kontrol
edilebilir. Bu durum akilli ila¢ tasima ve salim sistemleri a¢isindan oldukca
onemlidir. -NH2 gruplar1 ayrica aktif tasima sistemlerinde kullanilan hedefe 6zgii
ligandlarin tutuklanmasi i¢inde kullanilmaktadir (Muzzarelli, 1992). Bunun yaninda
implant ylizeylerinden lokal ila¢ salim1 yapmak {izere ila¢ tasiyici sistemler yine —
NH> gruplarindan implant yiizeylerine tutuklanabilir (Szymanska vd., 2015). implant
yiizeylerinden yapilacak salim ile implant doku ara kesitinde hiicrelerin davranigini
hem salim1 yapilan molekiil ile hem de implant ylizeyinde olusturulacak desenler ile

kontrol edebilmek miimkiindiir (Roberts, 1992).

1.12 Tezin Amaci

Onerilen tez kapsaminda i) Ti esasli malzemelerin kaplamasinda kullanilabilecek
farkli boyutlarda kitosan esasli polimerik nano/mikro partikiillerin iiretilmesi ve
karakterizasyonlarinin yapilmasi, ii) nano/mikropartikiillerin ila¢ salim sistemi
olarak kullanilma potansiyellerinin belirlenmesi, iii) farkli biiyiikliikteki

nano/mikropartikiillerin neden oldugu yiizey piiriizlilligiiniin tespit edilmesi ve iv)
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yiizey piriizliigiiniin ~ hiicreler  {lizerindeki  etkisinin ortaya konulmast

amagclanmaktadir.
1.13 Hipotez

Kitosan esasli nano/mikropartikiiller kullanilarak Ti yiizeylerden lokal salim
yapabilecek kaplamalar gelistirilebilir. Biyomolekiillerin yiizeylerden lokal salimi ile
Ti ylizeylerde hiicrelerin davranislarinin  kontrol edilmesi, dolayisiyla bu
malzemelerin basarisinin kontrol edilmesi miimkiindiir. Fakat bu basarida sadece
salim1 yapilacak biyomolekiillerin degil ayn1 zamanda biyomolekiillerin tutuklandigi
nano/mikropartikiillerin boyutlarinin da etkili olabilecegi diisiiniilmektedir. Farkli
nano/mikro partikiil boyutlari farkli yiizey piiriizliiliiklerine neden olacaktir ve yiizey
plirtizliliigii implant doku ara kesitinde hiicresel davraniglar1 etkileyen en 6nemli
unsurlardan birisidir. Bu nedenle Ti yiizeylerin farkli boyutlardaki kitosan
nano/mikropartikiiller ile kaplanarak yiizey piiriizliiliklerinin degistirilmesi ve
olusturulan farkli yiizey piiriizliiliiklerinin fibroblast hiicreleri iizerindeki etkilerinin

incelenmesi istenmektedir.
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2

MATERYAL VE METOD

2.1 Materyal

Tez kapsaminda kullanilan kimyasallara ait bilgiler EK A’da, cihazlara ait 6zellikler

ise EK B’de verilmistir.

2.2 Metod

Calisma kapsaminda Ti yiizeylerin kaplanmasi ve yiizey piriizliiligiiniin
degistirilmesi amaciyla farkli boyutlarda polimerik nanopartikiiller ve mikro

partikiiller hazirlanmig olup ilgili deneylerin adimlar asagida verildi.

2.3 Kitosan Cozeltisinin Hazirlanmasi

Ilk olarak 99 ml su icerisinde %100°liik asetik asitten 1 ml alinip ¢ozdiiriilerek %1°lik
asestik asit ¢ozeltisi hazirlandi (100 ml) ve igerisinde 3 mg kitosan eklendi.
Kitosanin ¢oziilmesi i¢in karisim 1 giin boyunca 50°C derece ve 700 rpm hizda
mekanik karistirict ile karistirildi. 3 mg kitosan tartimi alinarak, %1°lik asetik asit
¢ozeltisinde ¢Ozdiirildi, hazirlanan bu %3’lik kitosan ¢ozeltisinden daha sonra
nanopartikiil liretiminde kullanilmak iizere 4 mg/ml derisimde kitosan ¢ozeltisi
hazirlandi. Nanopartikiil iiretimine baslanmadan 6nce bu ¢dzelti 0,45 mikrometre
filtreden gegirilerek kalintilardan arindirildi ve 1 N NaOH kullanimi ile pH’1 4,8

olarak ayarlandi.

2.4 Nanopartikiil Sentezi ve Karakterizasyonu

Nanopartikiillerin hazirlanmasinda sodyum tripolifosfat (TPP) c¢apraz baglayici
olarak tercih edildi. Bu amagcla farkli derisimlerde (4mg/ml ve 2 mg/ml) TPP
cozeltileri hazirlandi ve 0,20 mikrometre filtreden geg¢irildi. Daha sonra
ultrasonikasyon ile nanopartikiil tiretim asamasma gecildi. 2 farkli boyutta

nanopartikiil elde edilmesi i¢in farkli derisimlerde TPP kullaniminin yaninda farkli
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sonikatdr gii¢ degerleri de kullanildi. ilk olarak 20 ml’lik kitosan ¢ozeltisi 2
mg/ml’lik 4 ml TPP (5:1 orani) ile sonikatdrde 10 saniye boyunca 10 Watt degerinde
muamele edildi. Daha sonrasinda farkli boyuta sahip nanopartikiil elde edebilmek
amaciyla 20 ml’lik kitosan ¢6zeltisi 4 mg/ml’lik 4 ml TPP (5:1 orani) ile sonikatorde
5 dk boyunca 80 Watt degerinde muamele edildi. Son olarak ¢ozeltiler santrifiij
edilerek partikiillerin ¢cokmesi saglandi. Partikiiller toplandiktan sonra liyofilizatorde

kurutuldu.

Uretilen nanopartikiillerin karakterizasyonu icin Zeta sizer cihazi kullanild1 ve
tiretilen partikiillerin boyut ve zeta potansiyel degerleri 6l¢iildii, FTIR analizi ile

partikiillerin yiizeylerinde bulunan fonksiyonel gruplar tespit edildi.

2.5 Mikropartikiil Sentezi ve Karakterizasyonu

Kitosan mikropartikiillerin iiretimi emiilsifikasyon yontemi ile gerceklestiridi.
Oncelikle 0.1 gr kitosan 5 ml asetik asit (%) igerisinde manyetik karistiricida
cozdiiriildii ve % 2°1ik kitosan ¢ozeltisi hazirlandi. 50 ml mineral yag ile 1 ml Span
80 mekanik karistiricida 10 dk karistirildi (500rpm) daha sonra ¢dziinen kitosan
enjektdr yardimiyla karigmakta olan yag fazinin i¢ine damla damla eklendi. 30 dk
sonra ¢apraz baglayici olarak %25°lik Gluteraldehit soliisyonu (400 pl) mekanik
karistiricida karigmakta olan yag fazina eklendi. Kitosan kiirelerin olusmasi i¢in 1
saat karistirma islemine devam edildi. Sonrasinda karisim 60°C’ye ayarlanan su
banyosunda 1,5 saat inkiibe edilerek karisimdaki ¢Oziicliniin  ortamdan
uzaklastirilmas1 ve kiirelerin ¢okmesi saglandi. Kiirelerden yagin uzaklastirilmasi
icin kiireler hekzan ile 3 defa yikanarak 4000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi ve ¢eker
ocak altinda kurumaya birakildi. Farkli boyutta mikro kiire tiretimi i¢in karistirici hizi

1000 rpm olarak ayarlandi ve biitiin islemler tekrarlandi.

Uretilen mikropartikiillerin boyutlarinin tayini i¢in 11tk mikroskopu ve taramali

elektron mikroskopu kullanildi ve FTIR analizleri yapildi.

2.6 Nanopartikiillere fla¢ Yiikleme Cahsmalar

[lag yiikleme ve salim ¢alismalarinda model ilag olarak bir antibiyotik
(siprofloksasin) tercih edilmistir. siprofloksasin iki farkli konsantrasyonda

(ilag:gozelti, 2:24 ve 8 :24 mg:ml) hazirland1 ve {retilen farkli boyutlardaki
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nanopartikiillerin salim profillerinin elde edilmesinde kullanildi. Nanopartikiillere
ila¢ yiikleme islemi i¢in siprofloksasin nanopartikiil tiretiminde kullanilacak polimer
¢ozeltisi icerisine eklendi. Uretilen nanopartikiillerin ilag yiikleme verimliliklerinin
hesaplanmasi i¢in nanopartikiillerin ¢oktiiriilmesi sonrasinda elde edilen siipernatant
kismindan Ornek toplandi ve sonrasinda nanopartikiillere yiiklenen ilag miktar

asagidaki formiil ile hesaplandi.

toplam kati partikiil icerisindeki ilag miktari (mg)

x 100

yiikleme verimliligi (%) =
1)

Serbest ila¢ miktarin belirlenebilmesi ve salimi yapilan ilag miktarinin tespitinde

toplam kati partikil miktart (mg)

UV-Vis spektrofotometre kullanildi. Bu amagla 6ncelikle siprofloksasin i¢in 275
nm’de farkli konsantrasyonda hazirlanan ilag ¢ozeltilerinin absorbanslar1 dlgtilerek
kalibrasyon egrileri hazirland1 ve ila¢ yiikleme caligmalarinda 6lgiilen absorbans

degerleri ilag miktarina ¢evrildi.

2.7 Mikropartikiillere Ilac Yiikleme Calismalar

Mikropartikiillere ilag yilikleme islemi mikro partikiiller iiretildikten sonra literatiire
benzer sekilde (Doymus, 2020) difiizyon yontemi ile yapildi. Bu amagla 500 pl/mg
olacak siprofloksasin 1 ml asetik asit igerisinde ¢ozdiiriildii, 50 mg’ lik mikropartikiil
bu ¢ozeltiye eklendi ve ilag ylikleme islemi i¢in ¢ozelti 24 saat inkiibasyona birakildi
(37 C ve 200 rpm). Nanopartikiillere benzer sekilde mikro partikiiller de ilag ile
muamele edildikten sonra santrifiijlendi, slipernatant kismindan 6rnek toplandr ve

ilag yiikleme verimlilikleri denklem (1) ile hesaplandi.

2.8 Tla¢ Salim Calismalar

Mag yiiklii nano/mikro partikiillerin salim galismalar1 PBS (0.01 M) tampon ¢ozeltisi
igerisinde gerceklestirildi. Hazirlanmis olan ilag yiiklii partikiiller ayr1 ayri mikro
santrifiij tlip igerisine yerlestirildi, iizerine hazirlanan PBS tampon ¢6zeltisinden 800
ul eklendi ve 37°C calkalayicida (100 rpm) salim galigmalar1 baslatildi. Salinan ilag
miktarini tespit etmek i¢in tiiplerden farkli zamanlarda numuneler alindi ve tiiplere
alinan hacim kadar PBS eklendi. Toplanan orneklerdeki ila¢g miktar1 275 nm’de
yapilan spektrofotometre 6lgiimleri ve hazirlanmig olan kalibrasyon egrisi ile tespit

edildi.
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2.9 Nanopartikiillerin ve Mikropartikiillerin Ti Yiizeylere

Tutuklanmasi

Calisma kapsaminda 1 cm x 1,5 mm x 1,5 cm ebatlarinda Ti plakalar (grade II)
kullanildi. ilk olarak, HF, HNO3 ve dH20 (sirastyla %20, %45, %35 v/v)’dan olusan
bir karisim kullanilarak yiizeylerde 5 sn boyunca kimyasal temizlik islemi yapildi.
Yiizeysel temizlik sonrasi 6rnekler 5 M NaOH ile 60°C'de 24 saat muamele edildi ve
dH20 ile yikandi. Daha sonrasinda ornekler 60°C 24 saat kurutuldu ve yiizeyleri
aktiflestirmek i¢in 25°C'de 24 saat boyunca APTES (%5) ile muamele edildi.
Aktifleme islemi sonrasinda ornekler sirasiyla toluen, etanol (%70 v/v) ve distile su

ile 15’er dakika siireyle yikindi ve deneylerde kullanilmak tizere hava ile kurutuldu.

Titanyum yiizeylerin kitosan mikropartikiillerle kaplanmasi i¢in ilk olarak 6nceden
hazirlanmis olan Ti Ornekler oda sicakliginda 1 saat %8 (v/v) glutaraldehit
soliisyonuna daldirildi ve distile su ile yikanarak kurutuldu. Sonra 0.1 M asetik asit
kullanilarak (%2 w/v) lik kitosan soliisyonu hazirlandi. Onceden hazirlanmis olan
kitosan mikropartikiiller (3.3 mg) kitosan soliisyonunun igerisine eklenerek
karistirildi. Ti 6rneklerin kaplanmast i¢in her bir yiizeye 33 pl bu soliisyondan
eklendi ve yiizeyler 30 dakika oda sicakliginda kurumaya birakildi. Son olarak
kaplanmis Ti 6rnekler -20 °C'de 30 dakika bekletildi ve gece boyunca liyofilizatorde

kurutuldu.

2.10 Nano (NP)/mikropartikiil (MP) Kaplanms Yiizeylerin

Karakterizasyonu

Kaplanmis Ti 6rneklerin karakterizasyonu i¢in taramali elektron mikroskopu (SEM)
ve mekanik profilometre kullanildi. Kaplanmis Ti 6rneklerin yiizeylerinde bulunan
nano ve mikro partikiillerin goriintiilenmesi amaciyla SEM analizleri yapildi. Bu
analizlerden 6nce ornekler ince bir Au tabakasi ile kaplandi. Kaplama iglemi
sonrasinda farkli geometri ve biyiikliikteki partikiillerin olusturdugu yiizey

plirtizliiliigii ise mekanik profilometre ile belirlendi.

2.11 Hiicre Kiiltiirii Cahismalan

Kaplanmis yiizeylerin sitotoksisiteleri ve yiizey piiriizliiliigiiniin hiicre yapismasi

tizerine etkisinin tespit edilebilmesi i¢in farkli boyutlardaki mikropartikiiller ile
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kaplanmis Ti yiizeylerde fibroblast hiicreleri ile MTT ve hiicre yapisma ¢aligmalari
yapild.

2.12 MTT Deneyleri

Hiicre ¢alismasinda kullanilan 6rneklerin gruplandirilmasi Tablo 2.1° de verildi.

Tablo 2.1 Hiicre kiiltiirtinde kullanilan numunelere ait bilgiler

Grup Isim Say1
1 Kaplanmamis Ti ylizeyler 6
2 1500 rpm ile iiretilen MP ile kapl 6
Ti ylizeyler
3 500 rpm ile iiretilen MP ile kapl 6
Ti ylizeyler

Hiicre caligmalarindan 6nce numunelerin sterilizasyon islemi su sekilde yapildi:

1. %70 alkolde yarim saat bekleme,

2. Gece boyunca c¢eker ocakta kurutma,
3. UV ile arkali 6nlii sterilizasyon,

4. 1 XPBSile 2 kez yikama.

Sterilizasyon islemi sonrasinda indirekt yontemi ile hiicre canliliginin tespiti i¢in
hazirliklar yapildi. Bu amagla éncelikle 1.25 mm?/mL numune besiyeri igine alind
(2 numune + 2 mL besiyeri) (Lada-Tondyra vd., 2021; Park vd., 2019). Daha sonra
ornekler 130 rpm’de 37°C’ye ayarlanmis ¢alkalamali su banyosuna alindi. 72 saat
sonra da numunelerin i¢inde bulundugu besiyeri (ekstrakt) alindi ve hiicrelere

uygulanmak tizere 4°C’de bekletildi.

Hiicre ¢alismalarinda 1929 fibroblast hiicreleri kullanildi. Oncelikle fibroblastlar %1
penisilin-streptomisin antibiyotigi ve %10 FBS igeren DMEM/F12 besiyerinde
cogaltildi ve %95 nem, %5 CO. ve 37°C’ye ayarlanmis inkiibator kosullarinda
kiiltire edildi. Daha sonra hiicreler numune iizerine ekilerek MTT yontemi ile (Zhao
vd., 2018) hiicre canlilig1 analizleri yapildi. Bu analiz i¢in i¢in 96 kuyulu plakalarin
her kuyusuna 1*10° hiicre/mL besiyeri olacak sekilde hiicre ekimi gergeklestirildi.
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Plakalar 24 saat inkiibasyon kosullarinda bekletildi. Daha sonra kuyulardaki besiyeri
numunelerin ekstraktlar1 ile degistirilirken, kontrol grubu taze besiyeri ile
degistirildi. Numunelerin uygulandig1 plakalar, 24 ve 72 saat i¢in inkiibe edildi. Bu
siirelerden sonra her kuyuya 10 pL MTT soliisyonu eklendi ve 4 saat boyunca inkiibe
edildi. Bu siiregte tetrazolyum tuzlari canli hiicreler tarafindan formazan kristallerine
doniistiiriilir. Olusan formazan kristallerini ¢ozdiirmek i¢in her kuyuya 100 pL
DMSO eklendi ve 30 dakika boyunca karanlik ortamda bekletildi. Daha sonra
kuyulardaki optik yogunluk 570 nm’ye ayarlanmis mikroplaka okuyucuda okundu
ve asagidaki esitlik kullanilarak hiicre canliligi (%) hesaplandi. Her grup i¢in iig
tekrarli galisildi ve +SD hesaplandi.

Hiicre canliligi (%) =(ODsmek) / (ODkontrol) X 100%
()

2.13 Hiicre Yapismasi Deneyleri

Hiicrelerin (L929) numune yiizeylerine adezyonunu incelemek iizere yilizeylerine
20.000 sayida hiicre ekimi gergeklestirildi ve numuneler 72 saat boyunca
inkiibasyona birakildi. Bu siire sonunda numuneler PBS ile yikandi ve ardindan
metanol ile fiksasyon islemi gergeklestirildi (Litchfield vd., 2021). Fikse olan
hiicreler DAPI boyasi ile muamele edildi ve 20 dakika boyunca karanlik ortamda
inkiibe edildiler. Daha sonra boya ortamdan aspire edilerek hiicreler PBS ile yikandi
ve boyanmis hiicreler floresan mikroskopta 20X biiylitmede goriintiilendi. Elde

edilen gorsel veriler lizerinden numunelerin hiicre adezyonuna etkileri karsilastirildi.
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3

BULGULAR VE TARTISMA

3.1 Nanopartikiillerin Zeta Sizer ile Analizi

Uretilen nanopartikiillerin zeta sizer analizinden elde edilen boyut, zeta potansiyel ve

PDI degerleri Tablo 3.1° de verilmistir.

Tablo 3.1 Kitosan Nanopargacigm Zeta Sizer Cihazinda Olgciilen Boyut, Zeta ve

Sonikasyon (10 W , 10 sn) 430,9:128,2

llag (2 ve 8 mg)

406,8+58,3

381,7+£23,2

296+22 [305+2,8

32,6+1,0

0,556+0,005

PDI Degerleri
(mV)
Ortalama Boyut(nm) Zeta Deger . . PDI | ;
ilagsiz llagh (mg) ilagsiz llagh (mg) ilagsiz llagh (mg)
Uretim Yéntemi 2 s 2 3 2 P

Kitosan

TPP (4 mg/ml)

Sonikasyon (80W , 5 dk) 144210 18311 1576 2242 3241 2121 0,364 0,365 0,298
llag (2 ve 8 mg)

Kitosan

TPP (2 mg/ml)

0,693+0,218

0,706+0,097

Bu sonuclara gore farkli miktarda ¢apraz baglayici, sonikasyon siiresi ve sonikasyon

siirecinde kullanilan prob giiclinlin olusan nanopartikiillerin boyutlarini etkiledigi

goriildii. Daha fazla TPP kullanimi, sonikasyon siiresinin uzatilmasi ve daha fazla

gli¢ kullanimi daha kiigiik boyutlarda (144 nm) nanopartikiil iiretilmesine neden oldu.

Daha yiiksek gili¢ ve siire, sentez sirasinda ortama eklenen kitosan polimerin

fonksiyonel gruplariyla daha c¢ok etkilesimde olmasini saglayarak, daha fazla ¢apraz

baglayict (TPP) kullanimi ile daha fazla —NH2 grubu ile bag kurarak olusan

partikiillerin boyutlarinda azalmaya neden oldu. Giig, siire ve ¢apraz baglayicidaki

azalma olusan partikiillerin boyutunda artisa neden oldu. Bu sonuglar literatiirdeki

bilgileri destekledi (Bhumkar vd., 2006). Uretilen nanopartikiillere ilag yiiklenmesi
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de boyut degisikligine neden oldu. Ilag yiikleme islemi sonrasinda meydana gelen
boyut degisikliklerinin ilacin yiikiiniin ve ilacin nanopartikiillerin yiizeylerine
tutunmasindan kaynaklanabilecegi degerlendirildi. Literatiirdeki bilgilere gore
siprofloksasinin pH 7.4’te zeta potansiyeli negatiftir (Mahdavinia vd., 2019) ve
dolayistyla partikiiliin igerisindeki —NH> gruplari ile etkileserek boyutu kiictiltebilir
ya da yiizeydeki —NH ile etkileserek boyutu biiyiitebilir. Uretilen kitosan partikiilleri
kitosan polimerinin yapisinda bulunan —NH: gruplarindan dolay1 pozitif zeta
potansiyeline neden oldu. Nanopartikiillerin PDI degerleri gore de partikiillerin
monodisperse yakin olduklari degerlendirildi. Bu sonuglar farkli biiytikliiklere sahip
kitosan nanopartikiillerin basarili bir sekilde tretildigini gosterdi ve ¢aligmalara bu

partikiiller ile devam edildi.

3.2 Kitosan Nanopartikiillerin FTIR Analizi

Kitosan, ilag igermeyen ve ilag yiiklii nanopargaciklara ve siprofloksasine ait FTIR
grafikleri Sekil 3.1°te verildi. FTIR spektrumlari incelendiginde kitosan polimeri,
TPP capraz bagh kitosan ve ilag yiiklii kitosan nanopartikiil FTIR grafikleri arasinda
farklilik olmadig1 ve grafiklerin benzer oldugu tespit edildi. Literatiir ¢aligmalari
incelendiginde Singh ve digerlerinin (2018) benzer sekilde TPP capraz baglayici ile
kitosan polimerinden nanopartikiil iirettigi, siprofloksasini nanopartikiil iiretmeden
once polimer igerisine ekledigi goriildii (Singh vd., 2018). Ilgili calismada da ilag
yiiklenmis ve yiiklenmemis nanopartikiillerin FTIR grafiklerinde bir farklilik tespit
edilemedigi belirtilmistir. Bu durum ilacin herhangi bir fonksiyonel grup
etkilesimine sahip olmadan nanoparcacik ¢ekirdeginde hapsolmasi ile agiklanmistir.
Benzer durumun bizim c¢alismamizda da oldugu degerlendirilmis olup, ilgili
calismanin FTIR sonuglar1 ile bizim calismamizin FTIR sonuglart benzerdir.
Dolayisiyla FTIR analizi ilacin nanopartikiillere basarili bir sekilde yiiklenmesi

hususunda bilgi vermistir.
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Sekil 3.1 144 nm bos ve siprofloksasin ilag yiiklii nanopartikiillere ait FTIR grafigi

3.3 Kitosan Nanopartikiillerin Ila¢ Salim Profilleri

Ilag yiiklii nanopargaciklarin farkli konsantrasyonlarda ila¢ ¢dzeltilerinin 275 nm’de

absorbanslariin okunmasiyla elde edilen kalibrasyon egrisi Sekil 3.2°de verildi.
4,5
3,5

2,5

absorbans

1,5

0,5

0 0,005 001 0015 002 0025 003 0035 004 0,045

konsantrasyon (mg/ml)

Sekil 3.2 siprofloksasin Ilacinin Kalibrasyon Egrisi

Kalibrasyon egrisi ¢izildikten sonra ilag yiiklii nanopargacilarin ¢oktiiriilmesinden
sonra orneklerin list fazidan alinan ornekler analiz edilerek nanoparcaciklarin ilag

yiikleme verimlilikleri hesaplandi ve Tablo 3.2° de gdsterildi. Bu sonuglara gore ilag
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miktarindaki artis ayni boyuttaki nanopartikiiller i¢in yilikleme verimliliginde
farkliliga neden olmazken, yiiksek boyuttaki nanopartikiillerin yiikleme
verimliliginde artisa neden oldu. Bu durumun nedeni ilag yiikleme rezervuarlarinin
daha fazla olmasi, pargacig1 olusturmak ig¢in gerekli polimer miktarinin daha fazla
olmasi nedeniyle ilacin bir ¢apraz baglayici gibi davranarak partikiil yapisina daha
fazla katilmasi ile aciklanabilir. Ozellikle asidik ortamda pozitif yiiklii kitosan ile
negatif yikli siprofloksasinin elektrostatik baglar ile birbirine baglanmasi yiikleme

verimliliginde ciddi artisa neden olabilir.

Tablo 3.2 Kitosan nanopartikiillere ait yiikleme verimlilikleri

Cozeltiye (24 ml) eklenenilag miktan (mg) Yiikleme verimi (%)
2
52
144 nm boyutundaki nanopartikiiller
8 54
2
89
430 nm boyutundaki nanopartikiiller 8 89

Ortalama 144 nm boyutlara sahip nanopartikiillere ait 48 saatlik salim profillerini
gosteren grafikler Sekil 3.3’te verildi. Bu sonuglara gore salim isleminin
baslamasindan sonra ilk 4 saat civarinda salim hizinin hizli oldugu sonrasinda ise ilag¢

saliminin yavasladigr goriildii.

0,010 0,0370
a b
= 00105 ° — 00350 o0 L] L4
£ oo ® B °
b B
E 00100 £ 00330
E ° E
® 0,0095 = 00310
3 3
& 5
S 00090 S 0,029
E 5 °
3 =
2 ° 2
0,0085 0,0270
0,0080 0,0250

0 10 20 30 40 0 10 20 30 40

Stre (saat) Stire (saat)

Sekil 3.3 144 nm boyutlarindaki nanopartikiillere ait @) 2 mg b) 8 mg siprofloksasin

salim profilleri

[lk 4 saatten sonra ila¢ saliminda bir degisiklik tespit edilmedi. Bunun baslica

nedenlerinin ila¢ ve nanopartikiil arasinda baglanmanin kuvvetli olmasi, partikiil
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yiizey alaninin kiigiikk olmasi olarak degerlendirildi. Salim profillerinde ayrica
yiiklenen ila¢ miktarinin artmasi ile salim1 yapilan ila¢ miktarinin arttig1 goriildii. Bu
fark patlama saliminin gergeklestigi ilk 4 saatte 3 kat daha fazladir (Sekil 3.3b).
Benzer sonuglar yiiksek boyutlu nanopartikiillerden (430 nm) elde edilen ilag salim
profillerinde de elde edildi (Sekil 3.4). Farkli boyutlara sahip farkli miktarda ilagla
yiikleme islemine maruz birakilan nanopartikiillere ait ila¢ profillerinde de farklilik
tespit edilmedi. Ornegin, ortalama 144 nm boyutlaria sahip nanopartikiiller ilk 4
saatte yaklagik 0.035 mg/ml ila¢ salim1 gerceklestirirken daha fazla ilag ile yiiklenmis
olan ortalama 430 nm boyutlara sahip nanopartikiillerden ilk 4 saatte yaklasik olarak
0.0375 mg/ml ilag salimi1 gerceklesti. Bu durum ilag ve partikiil arasindaki kuvvetli
baglanmadan dolayr salim hizinda meydana gelen yavaslamadan kaynaklanabilir.
Daha uzun salim siirelerinde hizlanmanin artmasi muhtemeldir. Siprofloksasin bu
calismada sadece model ilag¢ olarak se¢ilmis olup farkli molekiillerin secilmesi
durumunda (farkli ytik, reaktif grup gruba sahip molekiiller) ¢ok daha hizli ve uzun

stireli molekiil saliminin ilgili nanopartikiillerden gergeklesebilecegi degerlendirildi.

0,0165

-]
o

0,0160 0,0385
0,0380
00375 | o o b g i
0,0370
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0,0360
0,0355
0,0350
0,0345
0,0340
0,0135 00335 o
0 10 20 30 40 0,0330

0,0155

0,0150

0,0145

kumilatif salim (mg/ml)
kiimiilatif salim (mg/mly

0,0140 °

0 10 20 30 40

Stire (saat)

Siire (saat)

Sekil 3.4 430 nm boyutlarindaki nanopartikiillere ait a) 2 mg b) 8 mg siprofloksasin

salim profilleri

Nanopartikiillerden ila¢ salim sonuglar1 farkli boyutlardaki nanopartikiillerden salim
yapilabilecegini ve Ti yiizeylerinden lokal salim yapabilecek kaplamalarin

tiretilmesinde kullanilabilecegini gosterdi.

3.4 Kitosan Nanopartikiil Kaph Ti Yiizeylerin Yiizey Piiriizliiliik
Analizi

Ilagsiz nanopartikiille kaplanmis Ti yiizeylerin mekanik profilometer ile yapilan

yiizey piiriizliiliik testlerinden elde edilen sonuglar Tablo 3.3’te verildi. Bu sonuglara
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gore kaplanmamis Ti yiizeyler ile kaplanmig Ti ylizeylerin piirtizliilikkleri arasinda
ciddi bir fark s6z konusudur. Kaplama islemi sonrasi yiizeylerin piiriizliiliikleri
artmistir. Ayrica 144 nm boyutundaki nanopartikiil ile kaplanmis Ti ylizeylerin
yiizey puriizliiliigii 430 nm boyutundaki nanopartikiil ile kaplanmis Ti yiizeylere gore
daha disiiktiir. Nanopartikiillerin boyutlarindaki artis yiizey pliriizliiglinde artisa

neden olmustur.

Tablo 3.3 Kitosan Nanopartikiil Kapli Ti Yiizeylerin Piirtizliiliik Degerleri

144 nm boyutunda 430 nm boyutunda
Kaplanmamis g . g >
Ti nanopartikiiller ile nanopartikiiller ile
kaplanms Ti kaplanmus Ti
Ra
(mm)  020+0,04 12,74+ 0,40 16,94 + 0,32

3.5 Kitosan Nanopartikiil Kaph Ti Yiizeylerin SEM Analizi

Farkl1 biiytikliikteki nanopartikiiller ile kaplanmis Ti ylizeylerin SEM goriintiileri
Sekil 3.5 ve Sekil 3.6 ‘da verildi. 144 nm biiyiikligiindeki partikiillerin kullanimi ile
elde edilen yiizey kaplamasina ait analiz goriintiileri incelendiginde partikiillerin
birbirlerine yapistig1 (Sekil 3.5a) ve ince bir filmin altinda kaldiklar1 goriildii (Sekil
3.5b). Nanopargaciklarin birbirine yapigmasinin ortamda bulunan ve ¢apraz baglama

da kullanilmayan TPP den kaynaklandig: diistiniildii.

nanopartikiil

S 1 » ™ .
WA

10 pm
EHT=1500kV WD= 85mm Mag= 7500 K X ] { EHT=1000kV WD= 95mm

Sekil 3.5 144 nm boyutundaki nanopartikiiller ile kaplanmis Ti yiizeylere ait SEM

gorilintiileri
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SEM analizleri kaplama igerisinde bulunan nanopartikiillerin detayli analizinin
miimkiin olamayacagini gosterdi. Ozellikle 430 nm boyutta partikiillerin kullanildig1
kaplamalarda nanopartikiil tespiti zor olmakla birlikte yiizeyde yogun bir sekilde
kitosan film kaplama goriildii (Sekil 3.6). Bununla birlikte yiizey piirtizliiliik testleri
g6z onilinde bulunduruldugunda (Tablo 3.3) nanopartikiil kaplama islemi sonrasinda
Olciilen  yiizey  pirizliliiginiin = sadece  kaplama igerisinde  bulunan
nanopartikiillerden degil ayn1 zamanda ylizeylerde olusan porlu kitosan ince filmden

de kaynaklanabilecegi diisiiniildii.

10 pm

EHT=10.00kV WD=11.0mm  Signal A=SEl Mag= 100K X

Sekil 3.6 430 nm boyutundaki nanopartikiiller ile kaplanmis T1 yiizeylere ait SEM

goriintiileri

3.6 Mikropartikiillerin Boyut Analizi

Isik mikroskopu ile analiz edilen mikropartikiillerin boyutlar1 Sekil 3.7’te verildi. 500
rpm karistirma hizinda iiretilen partikiillerin boyutlari ortalama 20 pm + 4 pm (Sekil
3.7a), 1500 rpm karistirma hizinda elde edilen partikiillerin boyutlarinin ise ortalama
5 £ 1um (Sekil 3.7b) olarak o6lgiildii. Elde edilen mikropartikiillerin kiire seklinde
oldugu ve karistirma hizinin artmasma bagli olarakta boyutlarmin kiictildigi
goriildii. Bu durum karistirict hizinin artmasina bagl olarak artan ylizey geriliminin
daha kiiciik boyutta partikiil olusumuna neden olmasindan kaynaklanmakta olup,
sonuglar literatiirii (Reis vd., 2006; Pal vd., 2011) desteklemektedir.
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Sekil 3.7 500 rpm (a) ve 1500 rpm (b) karistirma hizlarinda tiretilen

mikropartikiillerin 151k mikroskopu gériintiileri

3.7 Mikropartikiillerin fla¢c Salim Profilleri

Farkli boyutlarda tiretilen mikropartikiilere ait ila¢ ylikleme verimlilikleri Tablo
3.4’te verildi. Bu sonuglar farkli biiyiikliiklerdeki mikropartikiillere ilacin yiiksek
verimlilik ve basarili bir sekilde yiiklenebildigini gésterdi. Bu mikropartikiillere ait
48 saatlik ilag¢ salim profilleri Sekil 3.8” de verildi.

Tablo 3.4 Kitosan mikropartikiillere ait yiikleme verimlilikleri

Konsantrasyon (pg/ml) Yiikleme verimi (%)
Yiikleme sonrasi serbest ilag
miktari 39,88
500 rpm ile liretilen
mikropartikiiller
Ortama eklenen ilag miktari 500 92
Yikleme sonrasi serbest ilag
miktari 40,08
1500 rpm ile iiretilen
mikropartikiiller Ortama eklenen ilag miktar 500 91

Bu salim profillerine goére model ilag siprofloksasinin farkli boyutlardaki
mikropartikiillerden kontrollii bir sekilde saliminin gergeklestigi goriildii. Salimin ilk
10 saatlik dilimine bakildiginda mikropartikiillerden salimi olan ila¢ miktarlarinin
benzer oldugu, 10. saatten sonra 500 rpm ile iiretilen mikropartikiillerden ilag
saliminin daha hizli oldugu goriildii. 48. saatin sonunda 500 rpm ile iiretilen

mikropartikiillerden salim hizi artmaya devam etmis (Sekil 3.8a), 1500 rpm ile
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tiretilem mikropartikiillerin ise salim hiz1 yavaslamistir (Sekil 3.8b). Bu durum
kiirelerin ytizey alanlari ile agiklanabilir. 500 rpm karistirma hiz1 iiretilen ve ortalama
20 um olan mikro kiireler daha fazla yiizey alanina sahip olup bu durum ilag salim
hizinda artisa neden olmus olabilir. 1500 rpm karistirma hizi ile hazirlanan ve daha
kiiclik ylizey alanina sahip ortalama 5 pm boyutundaki mikropartikiillerde ise ilag
salim hiz1 daha yavagtir. Mikropartikiillere ait ila¢ salim profilleri nanopartikiillere
ait sonugclar ile karsilastirildiginda hem yiikleme hem de ilag salimi yapilan ilag
miktarinda bir artis gézlemlenmistir. Bu durum partikiillerin boyutlarinda meydana

gelen artis ile aciklanabilir. Biiyiik boyutlu partikiillere daha fazla ilag yiiklemek

mimkindiir.

a 0,025 b 0,03

0,025
0,02 ’ L]

0,02

0,015 }

£ o001

0,015

5 o001

Kiimalatif salim{mg/ml)
[
Kiimulatif salim{mg/ml)

0,005
0,005

0 10 20 sure(sa] 30 40 50 0 10 20 sure[sal 30 40
Sekil 3.8 500 rpm (a) ve 1500 rpm (b) ile iiretilmis mikropartikiillere ait ila¢ salim
profilleri

[lag salim profilleri incelendiginde farkli boyutlarda iiretilen mikropartikiillerin de
farkli molekiillerin lokal saliminda kullanilmak iizere Ti yiizeylerin degistirilmesinde

kullanilabilecegini gosterildi.

3.8 Mikropartikiil Kaph Ti Yiizeylerin Yiizey Piiriizliiliik Analizi

[lagsiz mikropartikiille kaplanmis Ti yiizeylerin mekanik profilometer ile yapilan
ylizey piuriizliliikk testlerinden elde edilen sonuglar Tablo 3.5° te wverildi.
Nanopartikiil ile kaplanmis yilizeylerin piiriizliilik degerlerinde meydana gelen
degisikliklere benzer sekilde kaplanmamis Ti ylizeyler ile mikropartikiillerle
kaplanmis Ti yiizeylerin piiriizliliikleri arasinda onemli fark olup, kaplanmis
yiizeylerde ylizey pilrizliligi artmistir. 20 um mikropartikiil ile kaplanmis
yiizeylerin ylizey plirtizliiligii 5 pm mikropartikiil ile kaplanmis ylizeylere gore daha
31
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diistiktiir. Fakat nanopartikiil ile kaplanmis yiizeyler ile kiyaslandiginda farkin
azaldigr goriildii (Tablo 3.3). Bunun baglica nedeninin kiire sekline sahip olan

mikropartikiillerin daha diizenli/diiz bir yiizeye neden oldugu degerlendirildi.

Tablo 3.5 Kitosan Mikropartikiil Kapli Ti yiizeylerin Piiriizliiliik Degerleri

Kaplanmamis 20 pm mikropartikiil ile 5 pm mikropartikiil ile
Ti kaplanmus Ti kaplanmus Ti

Ra (pm)
0,16+ 0,02 7,97+ 0,60 8,57+0,21

3.9 Mikropartikiil Kaph Ti Yiizeylerin SEM Analizi

500 rpm karistirma hizi ile iiretilen mikropartikiillerin Ti yiizeylere tutuklanmasindan
sonra Ti altlik malzemelerin yiizey gorlintiisiine ait mikrograflar Sekil 3.9’da verildi.
Bu goriintiilerde Ti althk malzemelerin homojen bir sekilde kaplandig: goriildii. Ti
yiizeylere tutuklanan Mikropartikiillerin ortalama 20 pm boyutlarinda oldugu ve bu
sonugclarin 151k mikroskopu analizlerinden elde edilen sonuglart destekledigi goriildii

(Sekil 3.7).

Sekil 3.9 20 um boyutlu kitosan mikropartikiiller ile kaplanmis Ti ylizeylerin SEM
goriintiisti (200X, dlgek 100 pum)

Bu goriintiiler gerek kaplama yonteminin gerekse mikropartikiillerin Ti ylizey
modifikasyonu i¢in uygun oldugunu gosterdi. Daha kiiciik boyuttaki (5 pm) mikro
partikiillerin  kullanildig1 o6rneklerde de benzer sekilde kiirelerin yiizeylere

tutuklandig goriildi (Sekil 3.10).
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)

10 pm
EHT =15.00kV WD = 85mm Signal A = SE1 Mag= 500K X

Sekil 3.10 5 um boyutlu kitosan mikropartikiiller ile kaplanmis Ti yiizeylerin SEM

goruntisu

Ayrica, nanopartikiil kaplanmis yiizeylerde nanopartikiillerden daha c¢ok kitosan
filmin yiizeyleri kapladig1 ve ylizey piiriizliliigiine porlu yapinin daha ¢ok katki
sagladigr belirtilmisti (Sekil 3.6). Mikropartikiillerin kullanilmasi durumunda ise
yiizeylerde kitosan film kaplamanin degil mikropartikiillerin baskin oldugu gortildii.
Bundan dolayr iki farkli boyutta mikropartikiil kaplamasi sonucunda yiizey
puriizliliklerinde meydana gelen farkliligin ince filmden daha ¢ok

mikropartikiillerden kaynaklandig1 degerlendirildi.

3.10 Hiicre Kiiltiirii Cahismalan

Kaplanmamis Ti ve farkli mikropartikiiller (Tablo 2.1) ile kaplanmis 6rneklere ait
hiicre canlilig: testi (MTT) sonuglar1 Sekil 3.11 de verildi. Bu sonuglar Ti veya
mikropartikiillerin hiicreler lizerinde herhangi bir olumsuz etkisinin olmadigini ve
hiicrelerin biiylimeye devam ettigini gosterdi. Kontrol grubu (sadece hiicre) ile
kaplanmamis/kaplanmis Ti Ornekleri karsilagtirildiginda hiicre canliliginin %95
seviyesinden ortalama %75 seviyesine gerilegi goriinmektedir. Bu azalma durumu
hiicrelerin ylizeye tutunmasi ve yabanci ylizeye adaptasyonu i¢in zamana ihtiyag

duymus olabileceginden kaynaklanmis olabilir.
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Sekil 3.11 MTS sonuglari

Kaplanmamis Ti ve farkli mikropartikiiller ile kaplanmig Ti 6rneklerin yiizeylerinde

gerceklestirilen hiicre yapismasi deneylerine ait sonuglar Sekil 3.12’°de verildi.

Sekil 3.12 Kaplanmamis Ti (a), 5 um boyutlu mikropartikiiller ile kaplanmig Ti
(b) ve 20 um boyutlu mikropartikiiller ile kaplanmis Ti ylizeylere tutunmus

hiicrelere ait floresan mikroskopu goriintiileri

Bu sonuglarda kaplanmamis yiizeylerde yogun bir hiicre yapismast oldugu ve

kaplanmig yiizeylere gore cok diisiik ylizey piiriizliiliigline sahip (Tablo3.5) Ti
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yiizeylerin hiicre tutunmasi tizerinde herhangi olumsuz bir etkisinin olmadig: tespit
edildi (Sekil 3.12 a). Fakat lokal salim amagh Ti yiizeylere tutuklanan ve ylizey
piiriizliliigiinde ciddi bir artisa neden olan mikropartikiillerin hiicre tutunmasini
etkiledigi goriildii. 5 pm boyutlu mikropartikiiller ile kaplanmis Ti yiizeylerinde
(Sekil 3.12b) hiicre sayisinin kismen azaldigir ve hiicre ¢ekirdeklerinin seklinde
kiiciilme goriildi. Bunun nedeni olarak yilizeylerde hiicre boyutlarinin
kiiciilmesinden ve hiicrelerin  biizlismesinden kaynaklanmis  olabilecegi
degerlendirildi. (Dingel vd., 2016). 20 um boyutlu mikropartikiiller ile kaplanmis Ti
yiizeylerinde de (Sekil 3.12C) benzer sekilde hiicre tutunmasinin ylizeyden
etkilendigi goriildii. Fakat daha biiyiik boyutta partikiillere sahip bu yiizeylerde hiicre
yogunlugu daha cok azalirken, hiicre seklinde bozulma ve bozulmus c¢ekirdegin
boyutunda artis gézlemlendi. Bu durum da benzer sekilde hiicre 6liimiine neden
olmaktadir. Hiicre yapigmasi deneyleri MTT sonuglarinda hiicre canliliginda

meydana gelen azalmayi indirekt bir sekilde agiklamaktadir.

35


https://dergipark.org.tr/tr/download/article-file/220065

A

SONUC

Bu calisma kapsaminda Ti ylizeylere tutuklanan ve bu yiizeylerden lokal olarak
molekiillerin saliminda kullanilan farkli boyutlardaki nanopartikiillerin neden oldugu
ylizey piirlizliiliigliniin hiicreler tizerindeki etkisi arastirildi. Bu amagla ilk olarak
farkli 144 nm ve 430 nm boyutlara sahip ilag tasima sistemi olarak kullanilabilecek
kitosan nanopartikiiller sonikasyon ydntemi ve TPP kullanilarak iiretildi. Uretilen
nanopartikiillerin ilag¢ tasima kapasitelerinin belirlenmesi i¢in model ilag¢ olarak
siprofloksasin tercih edildi ve nanopartikiillerin ilag salim profilleri ¢alisildi. 144 nm
ve 430 nm boyutlarinda partikiillerin ilag yiikleme verimlilikleri belirlemek igin
farkli ila¢ konsantrasyonlarinda ila¢ yiliklemesi yapildi ve ilag konstrasyonlarindaki
farka ragmen (ilag:¢ozelti, 2:24 ve 8:24 mg:ml) nanopartikiillerin ilag yiikleme
verimlilikleri UV spektrofotometre kullanilarak 275 nm’de sirasiyla yaklasik 52% ve
89% olarak belirlendi. 37 °C ve PBS (0,01 M, pH:7.4) igerisinde yapilan 48 saatlik
ila¢ salim ¢aligmalarinda siprofloksasin salimiin gergeklestigi goriildii. Daha sonra
farkli boyutlardaki nanopartikiillerin Ti ylizeylere tutuklanmasi i¢in, Ti ornekler
izerinde sirasiyla alkali islem, 1s1l islem ve APTES kullanilarak silanizayon islemi
gergeklestirildi. — NH2 gruplarinin olustugu bu yiizeylere daha sonra GA ve
kitosandan iiretilmis ila¢ igermeyen nanopartikiiller uygulanarak tutuklandi.
Yiizeylerde yapilan SEM analizlerinde nanopartikiillerin ylizeylere homojen bir
sekilde tutuklanmadig1 ve ince bir film yapisinda kaplama olusturduklart gortildii. Bu
ylizeylerde mekanik profilometre ile yapilan yiizey piiriizliiliigii testlerinde ise yiizey
puriizliliigiiniin ciddi miktarda degistigi saptandi. Kaplanmamis yiizeylerin Ra
degeri 0.20 um iken 144 nm ve 430 nm partikiil iceren ylizeylerde bu deger sirasiyla
12.74 ym ve 16.94 um olarak olciildii. Benzer sekilde mikropartikiillerin yiizey
plirtizliiligii lizerine etkisinin belirlenmesi i¢in emiilsifikasyon yontemi ile kitosan
esasli mikropartikiiller {iretildi. Farkli boyutlarda mikropatikiil iiretmek igin
partikiiller 500 ve 1500 rpm olmak iizere iki farkli karistirma hizinda hazirlandi.
Uretile mikropartikiiller hem 151k mikroskopu hem de SEM ile analiz edildi ve
partikiillerin kiire seklinde oldugu, boyutlarinin ise karigtirma hizina bagl olarak

sirastyla 5 um ve 20 pum oldugu belirlendi. Ilag yiikleme calismalarinda ise
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mikropartikiiller 500 ul/mg siprofloksasin (Iml) igerisinde inkiibe edildi ve
mikropartikiillerin ila¢ yiikleme verimlilikleri sirastyla %92 ve %91 olarak bulundu.
Ayrica ilag salim profilleri incelendiginde yilizey alani artan mikro partikiilllerden
ilag salim hizinin arttig1 gortldi. Yiizey piriizliligi 6l¢iisti Ra ise 5 um boyutundaki
mikropartikiillerin ~ kullanilmast  durumunda 7.97 um 20 pupm boyutlu
mikropartikiillerin  kullanilmast durumunda ise 8.57 pm olarak o6lgildi.
Mikropartikiil kaplanmis Ti yiizeylerin SEM analizlerinde yiizeylerin homojen bir
sekilde kaplandigr da goriildii. Mikropartikiillerin yilizeylere homojen bir sekilde
kaplanmasi, ila¢ yiikleme ve salim profillerinin daha iyi olmasindan dolay1 yilizey
plriizliliigiin hiicre yapigmasi iizerine etkisi ile partikiillerin sitotoksik etkileri
mikropartikiiller ile kaplanmis Ti yiizeylerinde gerceklestirildi. Hiicre canliligt
fibroblast hiicreler kullanilarak MTT testi ile belirlendi. Kitosan mikropartikiiller ile
kaplanmis Ti Ornekler 72 saat besiyeri igerisinde bektetildikten sonra, besiyeri
hiicrelerin kiiltiire edilmesinde kullanild1 ve hiicrelerin biiyiimeleri incelendi. MTT
testlerinde yiizeylerden ayrilmis olabilecek kitosan partikiillerin hiicreler {izerinde
olumsuz bir etkisinin olmadig1 goriildii. Ayrica fibroblast hiicreleri ile yapilan hiicre
yapismasi deneylerinde Ti yiizeylere tutuklanan partikiillerin hiicrelerin yapismasini
etkiledigi ortaya konuldu. Kaplanmamis Ti 6rnekler ile karsilastirildiginda 5 pm
boyutunda mikropartikiiller ile kaplanmis yiizeylerde hiicre boyutlarinda kiigiilme
gozlemlenirken, 20 pm boyutundaki mikropartikiillerin bulundugu yiizeylerde hem
hiicre yogunlugunda hem de hiicre sekillerinde bozulmalarin meydana geldigi
gorildii. Bu sonuglar farkli boyutlardaki nano/mikro kitosan esasli partikiillerin Ti
yiizeylerden ¢esitli molekiillerin salim1 i¢in kaplama olarak kullanilabilecegini fakat
partikiillerin ylizeylerde neden oldugu piiriizliiligiin hiicrelerin tutunmasi iizerine
olumsuz etkisinin olabilecegini gosterdi. Mikropartikiillerin boyutlarindaki artig bu
olumsuz etkiyi daha belirgin hale getirdigi goriildii. Dolayisiyla daha kiigiik
boyuttaki mikropartikiiller veya nanopartikiillerin kullanimi ile bu etkinin
diigiiriilebilecegi ve bu partikiillerden salimi yapilacak molekiiller ile birlikte
implant/doku  arakesitinde hiicre davranismnin pozitif yonde etkilenecegi

degerlendirildi.
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1.lla¢ Yiiklii/Bos Kitosan Nano/Mikropartikiillerin Sentezinde Kullanilan
Kimyasallar Hakkinda Bilgi

Chitosan medium molecular weight (CAS: 9012-76-4), asetik asit, (CAS:64 19-7),
siprofloksasin (iiriin numarasi: 17850), distile su (Milli-Q), TPP (sodyum
tripolifosfat, C6-7-1-1), NaOH (sodyum hidroksit, {irlin numarast 969.112.1000),
span 80 (iiriin numarasi: 85548), hekzan (iirtin numarasi1 208752), mineral yag (iiriin
numarasi: M5904).

2.Yiizey Karakterizasyonu Testleri I¢in Kullanilan Kimyasallar Hakkinda Bilgi

HF (hidroflorik asit, {irlin numarast 695068), HNO3 (nitrik asit, iiriin numarasi
438073), APTES (%98, iiriin numarasi: A3648), titanyum plakalar (Medical Grade
I1), toluen (iiriin numaras1 108325), C2HS5OH (etanol, %96, iirlin numaras1 32205),
gluteraldehit (iirtin numarasi: G6257).

3.1la¢ Salim Calismalarinda Kullanilan Kimyasallar Hakkinda Bilgi

PBS (Phosphate Buffered Saline), KCI (potasyum kloriir, tiriin numaras1 P9541),
NaCl (sodium klordir, liriin numarasi 134239), KH2PO4 (potasyum hidrat monobazik,
tirtin numarasi P5379), NaoHPO4 (sodyum fosfat dibazik, tiriin numaras1 255793).

4 Hiicre Kiiltlirti Caligmalarinda Kullanilan Kimyasallar Hakkinda Bilgi
Fibroblast hiicreleri 1.929 (fare fibroblast hiicreleri), DMEM/F12 besiyeri
(Capricorn), %31 penisilin-streptomisin antibiyotigi (Capricorn), %10 FBS

(Capricorn), tetrazolyum tuzlari (Biomatik), DMSO (Sigma), DAPI (4',6-Diamidine-
2'-phenylindole dihydrochloride) (Serva).

S.la¢ Yiikli/Bos Kitosan Nano/Mikropartikiillerin ~Sentezinde Kullanilan
Ekipmanlar Hakkinda Bilgi

Sonikator (Bandelin Electronic, UW 2070, vortex (Heidolph REAX top), mekanik
kanigtirict (Heidolph, MR 3001), santrifiij cihazi (NUVE NF800 R), zeta Slger
(Atomika Teknik Nano-ZS), liyofilizator (Markasiz).

6.Yiizey Karakterizasyonu Testleri I¢in Kullanilan Ekipmanlar Hakkinda Bilgi
SEM (FEI Quanta- 600 FEG), mekanik/optik profilometre (Mahr Perthometer S2).
7.1la¢ Salim Calismalarinda Kullanilan Ekipmanlar Hakkinda Bilgi

FTIR (Thermo scientific Nicolet iS10, ATR mod 6l¢timii), UV-Vis. (SHIMADZU,
UV-Pharma spec-1700), distile su (Milli-Q), vortex (Heidolph REAX top)
calkalamali su banyosu (GFL).

8.Hiicre Kiiltiirii Caligmalarinda Kullanilan Ekipmanlar Hakkinda kullanilan Bilgi
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Invert mikroskop (Olympus), floresan mikroskop (Olympus), inkiibatoér (Binder),
mikrookuyucu (Thermo Scientific Multiskan FC), c¢eker ocak, calkalamali su
banyosu (GFL), 96 kuyulu plakalar (Nest).
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