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OZET

KONTROLLU ILAC SALIMI iCIN ENJEKTE EDILEBILEN KiTOSAN KRiYOJEL
MIKROKURELERIN GELISTIRILMESI

Kontrollii ila¢ salim uygulamalar1 etken maddeyi istenen zamanlarda terapotik doz
araliginda salabilen sistemlerdir. Canli viicuduna implante edilebilen bu sistemlerin tasimasi
gereken temel ozellikler vardir. Biyouyumluluk, mekanik stabilite, bozunur olma, bozunma
tiriinlerinin toksik olmamasi, mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal aktivite gostermesi gibi
ozelliklerin yaninda implante edilecek malzemenin enjekte edilebilir olmasi biiylik 6nem
tasimaktadir. Ayni1 zamanda ila¢ salim sisteminin birbiri ile baglantili bir gézenek yapisi
sergilemesi doku rejenerasyonu ya da yeni doku olusumuna destek saglayabilecek ilaclarin
tasinmasi ve kontrollii salimi icin oldukc¢a 6nemlidir.

Bu kapsamda tez calismasinda enjekte edilebilir 6zellikte ve gozenekli yapida, doku
onariminda kullanilmak tizere farkli fizyolojik kosullar i¢in kontrollii ilag salimi yapabilen
mikrokiireler gelistirilmistir. Mikrokiirelerin iiretiminde enjekte edilebilir 6zellikte olmasi igin
oda kosullarinda yag/su emiilsiyon faz olusturma ve gézenekli bir yapi sergilemesi icin kriyojenik
kosullarda capraz baglama teknikleri birarada kullanilmistir. Olduk¢a yeni bir teknik olan
kriyojenik jelasyon tekniginin kullanilmasi iiretilen malzemelerin yenilikgi tarafidir.

Calismanin ilk boélimiinde optimum kosullarda kitosan dogal polimeri kullanilarak
kriyojel mikrokiireler tiretilmis ve temel karakterizasyon analizleri yapilmistir. Kimyasal olarak
¢apraz baglanan kriyojel mikrokiireler, ¢capraz baglama ajani olarak gluteraldehit kullanilarak
sentezlenmistir. Mikrokiirelerin kimyasal yapisi, partikill boyutu ve gozeneklilik dagilimini
ortaya koyan morfolojik goriintiileri, enjekte edilebilirligi, farkl fizyolojik kosullar icin sisme
davranisi, sisme kinetigi ve bozunma profilleri incelenmistir.

Calismanin ikinci boéliimiinde, karakterizasyon analizleri tamamlanan mikrokiirelerin
model ila¢ olarak hidrofilik (Rhodamine-B) ve hidrofobik (Nile-Red) o6zellik gésteren boyar
maddeler kullanilarak farkl sicaklik, karistirma hizi ve boyar madde konsantrasyonuna bagh
olarak ilag¢ yiikleme kapasiteleri belirlenmistir. Optimum ila¢ yiikleme parametreleri belirlenen
mikrokiirelerin yapay mide, yapay bagirsak ve yapay gozyasi sivilari icerisinde salim profilleri
incelenmis ve kinetik modelleri belirlenmistir.

Calismanin tg¢lincii boliimiinde fare embriyonik fibroblast (MEF) (CF-1) (ATCC1SCRC-
1040™) hiicre hatti ile in vitro biyouyumluluk testleri yapilmistir. Mikrokiirelerin
biyouyumlulugunu test etmek icin 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5- difeniltetrazolyum bromiir
analizi ve hiicre morfolojisini gozlemlemek icin taramali elektron mikroskopu (SEM)
kullanilmistir. Son olarak, malzemelerin implantasyona dayali enfeksiyonuna ve biyofilm
olusumuna izin vermemek ic¢in, antimikrobiyal 6zellikleri belirlenmistir. Bu amagla, biyolojik
aktiviteyi arttirmak icin, mikrokiirelerin {izerinde glimiis nanopartikiller (AgNP’ler)
sentezlenmis, karakterize edilmis ve biyomedikal uygulamalar icin antimikrobiyal 6zellikleri
degerlendirilmistir. Kitosan mikrokiirelerin test edilen antimikrobiyal tiirler tizerinde, dikkate
deger antimikrobiyal aktivite gosterdigi ve AgNP sentezi ile bu aktivite degerlerinin arttig
gorilmiistir.

Yapilan c¢alismalar sonucunda, kitosan jel mikrokiirelerin sergiledikleri biyobozunur,
biyouyumlu ve antimikrobiyal 6zellikler ile secilecek hedef bélgeye minimum invazyonlar
implante edilerek hem hidrofilik hem de hidrofobik ilaclar icin uygun bir kontrollii salim profili
ile doku onarimi uygulamalari icin potansiyel bir iirtin oldugu ortaya konmustur.

Anahtar Kelimeler: doku miihendisligi, ila¢ salimi, mikrokiireler, kitosan, biyouyumluluk

Danisman: Prof. Dr., Nimet Karagiille, Mersin Universitesi, Kimya Miihendisligi Anabilim Daly,
Mersin.
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ABSTRACT

DEVELOPMENT OF INJECTABLE CHITOSAN CRYOGEL MICROCHERES FOR CONTROLLED
DRUG RELEASE

Controlled drug release applications are systems that can release the active substance in
the therapeutic dose range at desired times. These systems, which can be implanted in the living
body, have basic properties. In addition to features such as biocompatibility, mechanical stability,
degradability, non-toxicity of degradation products, antimicrobial activity against
microorganisms, it is of great importance that the material to be implanted is injectable. At the
same time, the interconnected pore structure of the drug delivery system is very important for
the transport and controlled release of drugs that can support tissue regeneration or new tissue
formation.

In this context, injectable and porous microspheres that can controlled release of drugs
for different physiological conditions have been developed to be used in tissue repair in the thesis
study. In the production of microspheres, oil/water emulsion phase formation at room conditions
to be injectable and cryogenic conditions to exhibit a porous structure were used together. The
use of the cryogenic gelation technique, which is a fairly new technique, is the innovative side of
the produced materials.

In the first part of the study, cryogel microspheres were produced using chitosan natural
polymer under optimum conditions and basic characterization analyzes were performed.
Chemically crosslinked cryogel microspheres were synthesized using glutaraldehyde as the
crosslinking agent. The chemical structure, particle size and porosity distribution of the
microspheres, injectability, swelling behavior for different physiological conditions, swelling
kinetics and degradation profiles were investigated.

In the second part of the study, the drug loading capacities of the microspheres, whose
characterization analyzes were completed, were determined by using hydrophilic (Rhodamine-
B) and hydrophobic (Nile-Red) dyestuffs as a model drug, depending on different temperature,
mixing speed and initial dyestuff concentration. The release profiles of the microspheres, for
which optimum drug loading parameters were determined, were examined in artificial gastric,
artificial intestinal and artificial tear fluids and their kinetic models were determined.

In the third part of the study, in vitro biocompatibility tests were performed with the
mouse embryonic fibroblast (MEF) (CF-1) (ATCC1SCRC-1040™) cell line. 3-(4,5-dimethylthiazol-
2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide analysis was used to test the biocompatibility of the
microspheres and scanning electron microscopy (SEM) was used to observe the cell morphology.

Finally, the antimicrobial properties of the materials were determined to prevent
implantation-based infection and biofilm formation. For this purpose, silver nanoparticles
(AgNPs) on microspheres were synthesized in situ and characterized to increase biological
activity, and their antimicrobial properties were evaluated for biomedical applications. It was
observed that chitosan microspheres showed remarkable antimicrobial activity on the tested
antimicrobial species and these activity values increased with AgNP synthesis.

As a result of the studies, it has been revealed that the biodegradable, biocompatible and
antimicrobial properties of chitosan gel microspheres are a potential product for tissue repair
applications with a controlled release profile suitable for both hydrophilic and hydrophobic drugs
by implanting minimum invasions into the target area to be selected.

Keywords: tissue engineering, drug relase, microspheres, chitosan, biocompatibility.

Advisor: Prof. Dr., Nimet Karagiille, Department of Chemical Engineering, Mersin University,
Mersin.
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1. GIRIS

Doku miihendisligi stratejileri kullanilarak yapay organlarin gelistirilmesi, dokularin
onarilmasi ve ila¢ salim sistemlerinin tretilmesi ile hasarli doku ve hastalik gibi insan saghgini
olumsuz yonde etkileyen zorluklarin giderilmesinde énemli ilerlemeler kaydedilmistir. Uretilen
biyomalzemeler arasinda o0zellikle kontrolli ilag salimi yapabilen, biyouyumluluk,
biyobozunurluk, fonksiyonellesebilme ve mekanik stabilite gibi essiz 6zellikler sergileyebilen ve
minimum invazyon ile implantasyonu saglanabilen malzemeler heniiz iiretilmemistir. Bu nedenle
konu ile ilgili galismalar giincelligini koruyarak devam etmektedir.

Biyoteknoloji ve kimyadaki ilerlemeler sayesinde, ¢ok cesitli yeni, daha gii¢lii ve spesifik
ilaclar Ttretilebilmektedir. Ancak, iiretilen ilaclarin ¢ogunun diisiik c¢o6ziinirlige ve zayif
stabiliteye sahip olmalari nedeniyle, bu ilaglarin viicut igerisine dagitimi igin tasiyici sistemlerin
kullanilmasina ihtiya¢ vardir. Nitekim, gelistirilen ila¢ dagitim sistemleri ile ila¢ etken madde
etkinliginin optimize edilebilmesi ve yan etkileri en aza indirecek sekilde, gerekli miktarda, dogru
zamanda ve viicuttaki uygun konuma terapotik bir ajan saglanmasi da miimkiin olabilecektir.

Mevcutilag salim sistemlerinde ilacin hedef bolgeye belirli bir konsantrasyonda, terapotik
doz araliginda ve uzun siireler i¢in belirli zaman araliklarinda kontrollii salimin yapilabilmesi ile
ilgili problemler devam etmektedir. Kontrollii salim yapilarak ila¢ verme sistemleri, geleneksel
dozaj uygulama yontemleriyle iliskili birgok zorlugun tistesinden gelmek icin gelistirilmeye
devam etmektedir. Bu tiir sistemler, geleneksel ilag verme yontemlerine gore ¢esitli avantajlar
sunar. [lk olarak, ila¢c salim oranlar belirli bir uygulamanin ihtiyaglarina gore uyarlanabilir. Ikinci
olarak, kontrollii salim sistemleri, viicut tarafindan hizla yok edilen ilaglarin, 6zellikle proteinlerin
korunmasini saglar. Son olarak, kontrollii salim sistemleri, sik (6rnegin giinliik) dozlar seyrek
(ayda bir veya daha az) enjeksiyonla degistirerek hasta konforunu ve uyumlulugunu artirabilir.
Bununla birlikte, tedavide kullanilan ilag¢ maddelerinin yan etkisi, bunlarin yok edilmesi, diger
hiicrelerle etkilesimi ve kimyasal yapilari nedeniyle dokulara niifuz edememe gibi ¢esitli faktorler
tarafindan sinirlandirilmasi da hentiz tam anlamiyla elimine edilmemistir. Bu nedenle, daha ileri
fizyolojik yanitlar icin yeni protokoller tartisilmaktadir; bunlarin arasinda, polimerik malzemeler
bu ilerlemelerin ¢ogunun anahtar1 olmustur. Ozellikle, ilaclarin hastalara uygulanmasinda yeni
biyomalzemelerin gelistirilmesi 6énemli hale gelmistir. Farkl iiretim teknikleri kullanilarak
hazirlanabilen bu malzemeler, zaman ve dagitim kontrollii ilaglarin verilmesi icin uygun bir
aractir. Kontrollii salim sistemi olarak, ilact kapsiilleyen ve nispeten uzun siireler boyunca
kontrollii hizlarda salan polimer temelli diskler, fiberler, boncuklar veya nano/mikropartikiiller
gibi farkli morfolojik yap, sekil ve boyularda biyomalzemeler kullanilmaktadir. Bunlarin arasinda
biyolojik olarak pargalanabilir polimerik mikrokiireler kullanilan en yaygin tiplerden biridir ve

cesitli avantajlara sahiptir. Mikrokireler, kiiciik molekiiller, proteinler ve niikleik asitler dahil
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olmak iizere bircok ilag tiiriinii kapsiilleyebilir ve bir siringa ignesi ile hastalikli/hasarh bolgeye
kolayca enjekte edilerek uygulanabilirler. Genellikle biyolojik olarak uyumludurlar, yliksek
biyoyararlanim saglayabilirler ve uzun siireler boyunca siirekli ve kontrollii bir salim yapabilirler.
Mikrokiirelerin dezavantajlar1 arasinda biiyiik 6lcekli iiretim ve tasiyacagi ilag miktarinin
arttirilma zorlugu ve iiretim sirasinda ilacin inaktivasyonu yer almaktadir. Mikrokiirelerin
tasariminda ila¢ ve polimerin secimi kadar hazirlama yonteminin belirlenmesi de elde edilen
tiriiniin  6zelliklerinin belirlenmesi acisindan oldukca énemli bir role sahiptir. Ila¢ yiiklii
mikrokiiresel taneciklerinin hazirlanmasi icin fiziksel, kimyasal ve fizikokimyasal olmak tlizere ii¢
ana grupta toplanan ¢ok ¢esitli tiretim yontemleri kullanilmaktadir. Mevcut yontemlerin sahip
olduklar1 dezavantajlarin iistesinden gelebilmek icin, mikrokiire iiretim siirecleri geleneksel
yontemlerin modifiye edilmesiyle gelistiriimeye devam etmektedir.

Bu tez calismasinda, mikrokiire iiretiminde kullanilan ve geleneksel bir yontem olan
yagda su emiilsiyonu ile daha yeni ve dikkat ¢ceken bir yontem olan kriyojenik kosullarda ¢apraz
baglama y6nteminin bir arada kullanilmasiyla kontrollii ila¢ salimina yonelik enjekte edilebilir
mikrokiireler iiretilmistir. Istenen parcacik capinda ve gozenek yapisinda mikrokiirelerin
hazirlanmasi arastirilmis, uygun kosullarda iiretilen mikrokiireler kontrollii ila¢ salim sistemi
olarak kullanilmis ve bu siirecteki gozlemler ve elde edilen veriler sunularak degerlendirilmistir.
llag¢ yiikleme kapasiteleri ve salim profilleri belirlenen mikrokiirelerin, ilag tasiyic1 sistemler
olarak canli viicudunda kullanilma potansiyelinin ortaya konmasi icin biyouyuymluluk ve
biyolojik aktivite analizleri gercgeklestirlmistir. Bu baglamda; bu tez metninin baslangig
boliimlerinde kontrollii ila¢ salim sistemleri, salim meknizmalari, kullanilan polimerler,
mikrokiireler ve salim verilerinin modellenmesi hakkinda genel bilgiler derlenmistir. Daha
sonraki boliimlerde ise kullanilan iiretim ve analiz yontemleri ayrintili olarak agiklanmis, elde

edilen deneysel sonuclar degerlendirilmis ve tartisiimistir.
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2. KAYNAK ARASTIRMALARI
2.1. Geleneksel ila¢ Verme Yéntemleri

Geleneksel ila¢ verme yontemleri; ilacin haplar, kapsiiller, dogrudan hastanin koluna igne
enjekte edilerek (intravendz infiizyonlar), aerosoller, vb. seklinde periyodik olarak
uygulanmasini icerir. Bu yontemlerin ana dezavantaji, bu tiir bir uygulamanin hem kontrolsiiz
hem de hedeflenmemis olmasidir. Detayli bir sekilde aciklanacak olursa; secilen ilag hedef
bolgeye ulasana kadar kan dolasimi ile viicuda dagitilir ve bu da viicudun baska bir yerinde toksik
seviyelerin olugma olasilifina yol acar. Ilaclarin bu sekilde uygulanmasi, baslangicta keskin bir
konsantrasyon tepe noktasina ve ardindan metabolizma ve atilim nedeniyle bir diisiise neden
olur. Bunun bir sonucu olarak, terapotik dozu muhafaza etmek icin, maliyetli ve toksisiteye bagh
yan etki riskini artiran ikinci bir dozun uygulanmasi gerekir. Bu hem hastanin iyilesme siireci
hem de maliyet acisindan istenmeyen bir durumdur.

Son yillarda salim gelisen teknoloji ile birlikte etken maddenin dozunu azaltan, dozlama
araligini uzatan, yan ve toksik etkilerden arindiran, etkin maddeyi hedef boélgeye ulastiran
kontrollii ve /veya hedefli salim sunan alternatif ila¢ tasima sistemleri iiretilmistir [1]. Boylelikle
kanda bulunan ila¢ etken madde konsantrasyonu istenilen terapotik diizeyde sabit tutularak
viicut icindeki etken maddenin eliminasyonu azaltilmis ve ilactan elde edilecek olan fayda
arttirilmistir [2].

Kontrollii ilag saliminin geleneksel ilag verme yontemlerine gore sahip oldugu avantajlari
soyle siralayabiliriz:

e Hastada uzun siire ve uygun farmakolojik cevap saglayan siirekli etken madde
terapotik kan diizeyleri saglanir. Yani, tedavi edici oranda ila¢ duzeyi siirekli
korunur

e Dozlarin sayisi ve siklig1 azalir.

e Daha az ila¢ kullanilir ve bunun bir sonucu olarak saglik harcamalar1 azalir.

e Kullanilan toplam etkin madde miktar1 azalir.

e Kronik ila¢ kullaniminin neden olabilecegi etkin maddenin birikimini minimuma
indirir.

e Yiiksek dozlarin kullanilmamasiyla hastada olusabilecek yan etkilerin siddeti ve
siklig1 azalir.

e Protein ve peptid yapidaki ilaglar gibi kisa yarilanma émriine sahip ilaglar i¢gin ilag
yoOnetimini kolaylastirir.

e Sikuygulamadan kaynaklanan psikolojik rahatsizliktan kaginilir.

e Ekonomik avantaj saglar.
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2.2. Ila¢ Salim Sistemlerinin Siniflandirilmasi

Klasik (geleneksel, konvansiyonel) dozaj sekilleri, hizli ve tam bir sistemik emilim
saglayabilmek icin etkin maddeyi hizli salacak sekilde tasarlanan sistemlerdir. Salim sistemi, ilaci
cevreleyen tablet ve kapsiil gibi ¢esitli kaplamalarla ya da ilacin sikistirilarak pellet haline
getirilmesi ile saglanabilir. Mide-bagirsak kanalindaki hastaliklar icin ilacin akut verilmesi veya
ilacin hizh bir sekilde verilmesini gerektiren enfeksiyonlar gibi durumlar icin arzu edilir [3].
Ancak bu tip dozaj sekillerinin uygulanmasi ile sik ve tekrarlanan dozlarin verilmesi, etkin madde
konsantrasyonunun etkili diizeyin altina diismesi veya toksik diizeyin listiine ¢ikmasi ve buna
baghh olarak da yan etkilerin veya yan etki siddetinin artmasi gibi bazi1 sorunlar1 ortaya
cikarmaktadir. Bu sistemlerde ila¢ alindig1 an kandaki ila¢ konsantrasyonu yiikselir, ardindan
zirve yapar ve azalir. Her ilacin lizerinde toksik oldugu ve altinda etkisiz oldugu bir plazma
konsantrasyon seviyesi oldugundan, belirli bir zamanda bir hastadaki plazma ilag¢
konsantrasyonu, 6ngoriilen rutine uyuma baglidir. Bunun tersine, kontrollii salim sistemlerinde,
ila¢ salim hizj, ila¢ eliminasyon hizi ile eslesir. Bu nedenle, ila¢ konsantrasyonu daha uzun siire
terapotik aralikta kalmaktadir. Boylelikle bu tiir uzatilmis salim sistemleri sayesinde, etkin
maddeyi hemen salan dozaj sekillerine gére, daha uzun siirede salim saglanarak sistemik emilim
ve etkin maddenin biyolojik etkinliginin uzatilmasi hedeflenmektedir. Geleneksel salim
sistemlerine kiyasla bu sistemler, maksimum ila¢ etkinligi, minimum yan etkiler ve kronik
dozlama ve ilag seviyesi dalgalanmasi ile azaltilmis ila¢ birikimi dahil olmak lizere bircok avantaj
saglar [4]. Konvansiyonel, siirekli ve kontrollii salim sistemleri icin plazma ila¢ konsantrasyonu

profilleri Sekil 2.1'de goriilmektedir.
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Sekil 2. 1. Klasik salim, siirekli salim ve kontrollii salim sistemleri i¢in zamanla plazma ilag¢

konsantrasyonlarindaki degisim
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Ila¢ salim sistemleri, kontrollii salim sistemlerinden énce farkl isimlerle ifade edilmistir.
Geleneksel salim sistemleri haricinde, aralarinda kiiciik farklar bulunmasina karsin, etken
maddeyi daha yavas salma 6zelligi bakimindan ortak 6zellige sahiptirler. Genel olarak modifiye
edilmis ila¢ salim sistemleri olarak adlandirilirlar. Sekil 2.2’de giiniimiize kadar uygulanan ilag¢

salim sistemleri toplu olarak listelenmistir.

Ila¢ Salim
Sitemleri
Geleneksel Salim Modifiye Edilmis
Sistemleri Salim Sistemleri
Geciktirilmis Uzatilmis Salim Tekrarlanan Doz
Salim Sistemleri Sistemleri Iceren Sistemler
Kontrollti Salim Stirekli Salim
Sistemleri Sistemleri

Sekil 2. 2. ila¢c salim sistemlerinin siniflandirilmasi

Geciktirilmis salim sistemleri, ilacin belirli bir bélgede ve belirlenmis kosullarda salimini
kapsamaktadir. Ornegin mide sivisindan ilact korumak icin etken madde mide pH’ina duyarh olup
intestinal alanda salim yapabilen, genelde enterik kapl halde hazirlanan salim sistemleridir.

Tekrarlanan doz iceren sistemler ise etken maddenin tek dozaj halinde ve birden fazla
dozunu barindirdigl belirli zaman araliklarinda tek dozluk saliminin gergeklestigi sistemlerdir.
Kullanim acisindan biiytik bir kolaylik saglayan sistemlerdir.

Uzatilmis salim sistemleri, klasik dozaj formlari ile karsilastirildiginda dozlama sikliginin
en az iki defa azalmasina imkan veren sistemlerdir. Kontrollii ve siirekli salim sistemlerini
icermektedir. Kontrollii salim sistemleri; salim hizlar1 6énceden planlanabilen ve sifirinci derece
kinetikle etkin madde salabilen sistemlerken, siirekli salim sistemleri; etkin maddenin plazma

veya doku diizeyini konvansiyonel dozaj formlarina oranla ¢ok daha uzun siire devam ettirebilen
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sistemlerdir. Ancak siirekli salim sistemi bulundugu ortam sartlarindan etkilenebildigi icin salim
mekanizmasini 6nceden belirleyebilmek giictiir. Genelde salim hizi birinci derece kinetikle

uyumludur.

2.3. Kontrollii ila¢ Salim Sistemleri

Ila¢ endiistrisi son on yilda yeni kimyasal bilesenlerin bulunmasi ve ¢ok sayida biyolojik
olarak aktif bilesigin hizli bir sekilde taninmasina izin veren kombinatoryal (btitiinlestici) kimya,
genomik ve proteomik gibi alanlardaki gelismeler nedeniyle koklii bir dénlisiim gecirmistir.
Mevcut ila¢ tedavilerinde karsilasilan temel zorluk, daha giiclii ilaglar bulmak yerine daha ¢ok bu
ilaclar1 gerekli hizda gereken yere ulastirilmasi i¢in gelismis yollar bulmaktir. Bu yaklasimla ilag¢
dozunu minimuma indirmek, dozlama araligin1 uzatmak, hastanin yan ve zararh etkilerden
etkilenmemesini saglayarak yasam kalitesini arttirmak amaglanmaktadir. Tiim bu siirecte ilag
salim sistemleri 6zel bir yere sahiptir [5]. Saglamis oldugu avantajlar nedeniyle, ila¢ salim
sistemleri ile ilgili yapilan calismalar artmis ve kardiyoloji, oftalmoloji, endokrinoloji, onkoloji ve
immiinoloji gibi tibbin hemen her dalinda etkili oldugu goriilerek o6nemli ilerlemeler

kaydedilmistir.

Kontrollii ilag salim sistemlerinin genel bir tanimi yapilacak olursa; tedavi icin gerekli olan
etkin maddenin salim hizin1 kontrol ederek hedef hiicreye, dokuya ya da organa ulastiran
sistemler olarak ifade edilebilir [3]. Bir baska deyisle, kontrollii salim sistemleri ila¢ tasiyabilen

ve tasidiklar ilaci istenilen hiz ve siirede belirlenen bolgede salabilen uygulama sekilleridir.

2.3.1. Kontrollii ila¢ Salim Sistemlerinin Tarihgcesi

En eski zamanlardan beri, insanlar ilaglar viicutlarina almanin yollarini aramislardir. Bu
sturec sifali bitkilerin yaprak ve koklerinin ¢ignenmesi ile baslamis ve daha giivenilir dozaj
formlara dogru gelismistir. 1950°li yillardan 6nce, tiim ilaclar, herhangi bir salim kinetigini
kontrol etme yetenegi olmaksizin, suyla temas ettikten hemen sonra ytliklenmis ilaci salan hap
veya kapstl formiilasyonlar1 halinde uygulanirdi. 1952'de Smith Klein Beecham tarafindan ilag
salim kinetigini kontrol edebilen ve 12 saatlik etkinlik elde edebilen ilk siirekli salim
formiilasyonu piyasaya siiriildii. Spansules® adi verilen ve bu alandaki ilk ticari iiriin olarak
bilinen bu sistem ile oral yolla alinan ilaglarin etki siiresinin uzatilmasi hedeflenmistir. Bu
calismada ila¢ etrafinda c¢esitli kalinliklarda kaplama yapilarak ilacin salim siiresinin
degistirilebildigi gosterilmistir [6].

1950’li yillarda baslayip giiniimiize kadar gelistirilerek devam eden kontrollii ilag salim
sistemlerinin tarihgesi Tablo 2.1’de sunulmugstur [6]. ila¢ salim mekanizmalarinin temel anlayisi

1950'den 1980'e kadar olan ilk neslin gelisimi sirasinda elde edilmistir. Bu dénemde tretilen oral
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ve transdermal (deri-gecisli) salim formiilasyonlarinin gelistirilmesini hizlandiran dort farkl ilag
salim mekanizmasi tanimlanmistir. Bu mekanizmalardan en siklikla kullanilanlar1 bozunma ve
difiizyon kontrollii sistemlerdir. Ozmotik basinca dayali formiilasyonlar gecici bir popiilerlik
kazanmis, ancak yine de ozmotik basing kontrollii iirtin sayisi, diger formiilasyonlara gore
oldukca az kalmistir. iyon degistirme mekanizmas: ise difiizyon kontrollii mekanizma ile
birlestirilmeden faydali olmamistir. Oral uygulama, en uygun ila¢ uygulama sekli oldugundan, bu
yoldan verilen salim formiilasyonlar1 giiniimiizde de calisiimaya ve gelistirilmeye devam
etmektedir.

1980’lerden 2010’lara kadar olan ve ikinci nesil olarak adlandirilan ¢alismalarda 6zellikle
sifirinci dereceden salim sistemlerinin gelistirilmesine odaklanildi. Arastirmacilar, sifirinci
derece salim kinetigine sahip dagitim sistemlerinin, kandaki sabit ila¢ konsantrasyonunu
koruyacaklari i¢in daha istliin olacaklarimi diisiindiiler. Ancak, bu dénemde tiretilen klinik
trtinlerin birinci nesil ile kiyaslandiginda daha az basarili oldugu goriilmiistiir. Bunun nedenleri,
bu nesilde gelistirilen teknolojilerin daha zor formiilasyonlarla ugrasmasidir. Ornegin, biyolojik
olarak parcalanabilen poli (laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) enjekte edilebilir salim sistemleri,
peptit ve protein ilaglarin1 bir ay veya daha uzun bir siirede kontrollii olarak salmak tizere
tasarlanmistir. Ancak, ¢cogu tiriin, genellikle bir veya iki giinde toplam ilacin yarisini salarak ilk
ani salimi kontrol etmekte zorlanmistir [7]. Yine bu nesilde, insiilin salimi i¢in pulmoner salim
sistemleri gelistirilmis, ancak gerektiginden birka¢ kat daha fazla ilag verilmesi diger faktorlerle
birlestiginde beklenmedik yan etkilere yol agarak tiriiniin piyasadan ¢ekilmesine neden oldu [8].

Ikinci nesilde, cevresel faktorlerdeki degisikliklere (pH, sicaklik, glikoz seviyesi, vb.) cevap
verebilen "akilli" polimerler ve hidrojeller olarak adlandirilan farkli ila¢ salim sistemleri de
gelistirildi. Ayrica, biyolojik olarak parg¢alanabilir mikropartikiiller, kati1 implantlar ve yerinde jel
olusturucu implantlar da peptidler ve proteinlerin salimi icin kullanildi. 2. neslin son on yili ise
nanoteknoloji tabanli ilag dagitim sistemlerinin gelistirilmesiyle devam etmistir [9].

Gegen altmis yilda ilag salim teknolojilerindeki kayda deger ilerlemelere ragmen, daha iyi
salim sistemleri ve daha yeni teknolojiler gelistirmek i¢cin hala agilmasi gereken bir¢ok engel s6z
konusudur. Mevcut engellerin asilmasi amaciyla gliniimiizii de kapsayan li¢lincii nesil ile beraber
en az dort farkli modiile edilmis ila¢ salim sistemi gelistirilmistir. Bunlar acma-kapama 6zelligi
olan glikoza duyarl insiilin salimi, antikanser ajanlarinin veya siRNA'nin tiimor hiicrelerine
hedeflenmis salimi, 6 aydan bir yila kadar degisen uzun siireli ila¢ salimi yapabilen sistemler ve
in vivo farmakokinetik profilleri tahmin edebilen in vitro salim sistemleridir [8].

Bu tiir biyolojik engellerin iistesinden gelmek icin yeni yaklasimlar veya yollar bulmak,

ticlincii nesil dagitim sistemlerinin basarisinin anahtari olacaktir.
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Tablo 2. 1. 1950'den gliniimiize ila¢ salim teknolojisinin tarihi [4]

1. Nesil
(1950-1980)
Kontrollii salimin temelleri

2. Nesil
(1980-2010)
Akilli ilag tasiyici sistemler

3. Nesil
(2010-2040)
Modiile sistemler

Oral yolla salim
e Giinde bir kere, giinde iki kere

Transdermal salim
o Sifirinci dereceden salim

Az ¢oziinen ilaglarin salimi
° Toksik olmayan yardimci

Transdermal salim
e Gunde bir kere, haftada bir
kere

Peptid ve protein salimi
e Pulmoner salim

e Biyobozunur
kullanimi

polimerlerin

Peptid ve protein salimi

° 6 aydan fazla salim
suresi

° Salim
kontroli

° Non-invaziv salim

kinetiginin

Ilag salim mekanizmalar1
e Bozunma

e Diflizyon
e Ozmos
e iyon degisimi

Akilli polimerler ve hidrojeller

e Cevreye duyarl

e Kendi kendine salim yapabilen
(sadece in vitro)

Akilli polimerler ve hidrojeller

° Sinyale 6zgii salim

° Hizl1 cevap kinetigi (in
vivo)

Nanopartikiiller
e Tliimore hedefli salim
sistemleri

e Gen salim ¢alismalari

Hedeflenen salim sistemleri

° Hedef olmayan
hiicrelere toksik olmama

° Kan-beyin  bariyerini
asma

2.4. [la¢ Salim Sistemlerinin Siniflandirilmasi

llag tasiyicr sistemler, etkin maddenin/ilacin agiga ¢ikis mekanizmalarina gére farkh

smiflarda gruplandirilmaktadirlar. Ila¢ salmi; sisme, ila¢ ¢oziinmesi, ila¢ difiizyonu gibi

mekanizmalar veya bunlarin kombinasyonlari ile kontrol edilebilir. Kullanilan salim sisteminin

kimyasal bilesimi, mekanik 6zellikleri, morfolojik yapisi ve geometrisi, sonucta ortaya c¢ikan

yonetim siireclerini belirlemekte etkilidir. Salim mekanizmasina goére asagidaki sekilde

siniflandirilabilir.

e Diflizyon kontrollii sistemler

Membran sistemler

Matriks sistemler

e Kimyasal kontrollii sistemler

Y1g81n erozyonlu sistemler
Yiizey erozyonlu sistemler
Coziict kontrollii sistemler
Sisme kontrollii sistemler

Ozmotik kontrollii sistemler
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e Uyaran kontrollii sistemler
I¢ uyaranlar (sicaklik, pH, iyonik giic, ses ve elektrik)

Dis uyaranlar (manyetik alan)

2.4.1. Difiizyon Kontrollii Sistemler

Diflizyon, bircok kontrollii salim sisteminin cok 6nemli bir bilesenidir. Difiizyon kontrollii
sistemlerin temeli ila¢ molekiillerinin saliminin bir polimer zar veya bir polimer matris icinden
yayllmasi ile olusmaktadir. Bu sistemler rezervuar (membranli) ve matriks (monolitik) olmak
tizere ikiye ayrilirlar (Sekil 2.3). Matriks sistemde ila¢ polimer matris icine dagilmisken, rezervuar
sistemde ila¢ suda ¢oziinmeyen polimerik bir zarla ¢evrili bir ¢ekirdek goértinlimiindedir. Salim,
ilac molekiillerinin ya mikro gozeneklerden ya da polimer zarindan diflizyonu yoluyla

gerceklesir. Diflizyon, ilag molekiillerinin boyutuna ve polimer zincirleri arasindaki bosluga

baghdir.
Polimer x x Polimer ® x
\‘ = ilag ® x - flag x ®
" ®
x ® ® ® z x
3k x x® i
LiE3 % L ”®
»® t ]
Baslangic Herhangi bir t aminda Baslangi¢ Herhangi bir taminda

t=0 t=t, t=0 t=t,

Sekil 2. 3. Diflizyon kontrollii sistemleri sematik gosterimi. A) Rezervuar (membranli) sistem ve

B) Matriks (monolitik) sistem.

Ila¢ molekiillerinin rezervuar ve matriks sistemlerden yayilimi sirasindaki temel adimlar
Sekil 2.4'de gosterilmektedir. Rezervuar sistemler i¢in diflizyon; rezervuar tasiyici sivisi ve
membran arasinda ¢dziinme, membrandan difiizyon, membran ve salim ortami arasindaki bélme
ve son olarak sistem ylizeyinden uzaga tasinmadir. Rezervuar fazla miktarda aktif madde
iceriyorsa, Sekil 2.4A'da gosterildigi gibi bir kararli durum konsantrasyon profili korunabilir.
Bununla birlikte, rezervuarin tiikenmesinden sonra, konsantrasyon profili, Sekil 2.4B'de
gosterilen s6zde kararli durumda veya kararsiz bir sekilde degisecektir [10].

Ilag molekiillerinin monolitik bir sistemden salimi sirasinda gerceklesen ilk adim, aktif
maddenin ayr1 bir faz olarak dagilmasina veya matris (polimer) icinde ¢éziinmesine bagh olarak
degisir. Matris icinde ¢oziiliirse, ilgili adimlar matrisin ylzeyine difiizyon, matris ile eliisyon
ortami arasinda bélme ve cihaz ylizeyinden uzaga tasinmadir (Sekil 2.3A). Aktif madde ayr1 bir
faz olarak dagitilirsa, ylizeye yayllmadan 6nce matriks siirekliligi icinde ¢éziinmesi gerekir (Sekil

2.3B). By, "¢ozelti-yayllma" mekanizmasi olarak adlandirilir.
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Her iki tip cihazdaki hiz kontrol adimi, polimer i¢indeki difiizyondur, ancak genel salim
hizinin kendisi diger adimlardan etkilenir. Onceki paragraflarda agiklanan adimlar, aktif
maddenin molekiillerinin polimer siirekliligi boyunca yayildigin1 varsayar. Bununla birlikte, zar
veya matrisin gozenekli oldugu ve gozeneklerin eliisyon ortaminin sivisi tarafindan niifuz ettigi
durumlar olabilir. Bu durumlarda, salim, bu sivida ¢6ziinme ve difiizyonla gerceklesir. Bununla
birlikte, serbest birakma mekanizmasindaki temel adimlar ayni kalir. Rezervuar ve monolitik tip
cihazlar oncelikli olarak diflizyon kontrollii olarak siniflandirilan cihazlar olsa da, polimerler
yoluyla difiizyon, diger cihazlarda veya sistemlerde de, 6rnegin sisme kontrollii veya asinabilen
sistemlerde 6nemli bir rol oynar. Bu sistemlerin modifikasyonu veya tasarimi, polimerik

malzemelerdeki diflizyonun kimyasal ve fiziksel 6zelliklerinin anlasilmasini gerektirir [11].

A

Rezervuar Membran Salim ortami

Difiizyon Difiizyon Difiizyon

Konsantrasyon Profilleri

N

L 1 L

o

Konsantrasyon

B

Matriks Salim ortami

Difiizyon Difiizyon

Konsantrasyon Profilleri

Konsantrasyon

. ~ Mesafe
Ilacin dagildigi durum

" Mesafe

Mesafe Mesafe .
Ilacin ¢oziindiigii durum

Asiriila¢ varhginda Asiriolmayan ilag varhiginda

Sekil 2. 4. Diftizyon kontrollii sistemlerin ¢calisma prensipleri. A) Rezervuar (membranli) sistem

ve B) Matriks (monolitik) sistem.

2.4.2. Kimyasal Kontrollii Sistemler

Bu sistemde ilag, biyobozunur polimer ile karistirilir ve kovalent baglarla kimyasal olarak
baglanir. Bu sistemler, polimer zincirlerinin kimyasal ya da enzimatik bozunmasinin bir sonucu
olarak biyolojik olarak giivenli ve giderek daha kii¢iik parcalara ayrisacak ve boylece etken
maddeyi salacak sekilde tasarlanmistir. Polimerler aktif olarak (enzimler tarafindan) veya pasif
olarak (hidroliz ile) bozunabilir, bu da ylizey ve y18in erozyonla sonuglanir (Sekil 2.5). Ylzey
erozyonu, polimerin bozunmasinin sadece ylizeyde gerceklestigi ve hizin yiizey alaniyla orantili
oldugu heterojen bir siirectir. Ylizey asindirici sistemlerde ila¢ salimi, cogu zaman, birgok ilac¢
verme uygulamasi icin ideal oldugu diisiiniilen, 6ngoriilebilir bir erozyon orani ile iligkilidir.

Erozyon disaridan baglar ve iceriye dogru ilerler. Cogu durumda, daha kalin sistemler daha uzun

10
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erozyon slirelerine sahiptir ve hidrofilik polimerler hidrofobik malzemelere kiyasla daha hizl
bozunur. Yi8in erozyon sistemlerde, bozulma malzeme boyunca homojendir ve ¢cogu durumda
sistemin boyutu sabit kalir. ila¢ {ic asamada salinir: yiizeyden ani salinim, polimerin ilk
bozunmasinda salinim ve polimerin tam bozunmasi/homojen erozyonu ile ilacin tamaminin
salinmasi. Polianhidritler ve polyesterler, sirasiyla yiizey ve y18in erozyon sistemleri icin tipik
orneklerdir. Hidrofobik veya orta derecede ¢ozlinmeyen ilacglar genellikle erozyonla salinir [12].

llaclarin biyobozunur polimerlere kimyasal olarak baglanmasi, ila¢ salim sistemlerine
“dokuya hedefleme” ve “bagisiklik eksikliginin azaltilmas1” gibi yeni 6zellikler saglamaktadir.
Ornegin, kanserli dokuya hedeflendirilen ila¢ salim uygulamalarinda ilaclar, suda ¢éziinebilen,
biyouyumlu ve biyobozunur polimerlere kimyasal olarak baglanir ve hedefe ulasildiginda
zincirden koparak ortama salinir. Bu yaklasim hala ¢ok sayida kanser tedavisi icinde yer alan
kemoterapi siireclerinde kullanilmakta ve “pasif hedefleme” olarak adlandirilmaktadir. ilaglarin
belirlenen dokuya aktif olarak hedeflenmesi, polimer-ilac tasiyici sistemin dokunun hiicre-yiizey
almaclar tarafindan taninacak bir molekiille (antikor, karbonhidrat gibi) birlestirilmesiyle
saglanir. Klinik calismalar1 siirdiiriilen bu yaklasimin zorlugu, ila¢ tasiyic1 sistemde spesifik
hedefleme molekiillerinin bulunmasindadir [13].

Abuchowski ve ark. yaptiklari iki ayr1 calismada adenozin deaminaz ve asparajinaz gibi
yliksek molekiil agirlikli proteinlerin polietilen glikole (PEG) kovalent baglanmasiyla, tavsanlarda
ve farelerde biiyiik 6lciide ilaclara karsi gelisen immiinojenisiteyi ve etkin maddelerin biyolojik

yar1 6miirlerinin azaltildigini géstermislerdir [14,15].

Polimer

flag

A) YIGIN EROZYONU %

B) YUZEY EROZYONU

3

Sekil 2. 5. Kimyasal kontrollii sistemlerin calisma prensipleri. A) Y1gin erozyonlu sistem ve B)
Yiizey erozyonlu sistem

2.4.3. Coziicii Kontrollii Sistemler

Bir salim sistemine ¢oziiciiniin tasinmasi, tasiyicidan gerceklesen ila¢ salim davranisini
etkileyebilir. Bu tiir sistemlerde salim, 0ozmoz kontrollii ve sisme kontrollii gerceklesir (Sekil 2.6).
Ozmoz kontrollii salim, suyun ortamdan (diistik ilag konsantrasyonu ile) ilag¢ yiiklii polimere

(yiiksek ilag konsantrasyonu ile) tasinmasi ile meydana gelir. Sistemi ¢evreleyen yari-gecirgen

11
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zar suyun iceri girisine izin verir, ancak ilacin disar1 ¢cikmasini engeller. Su, ilacin yarattig1 ozmoz
nedeniyle polimerik sisteme tasinir ve sistem icerisindeki hacim artisinin olusturdugu basing
sayesinde ila¢ salim ortamina pompalanir. Bu mekanizma, zar boyunca sabit bir konsantrasyon
gradyani korundugu siirece sifir dereceli bir salim profili ile sonuglanir [16].

Kuru halde camsi goriiniime sahip hidrofilik polimerik sistemler, viicut sivilarini iceren
sulu bir ¢6zeltiye yerlestirildiginde, su sisteme diftize olur. Su alimi, polimerik partikiillerin
sismesi ve ardindan ila¢ salm (sisme kontrollii salma) ile sonuclanir. ila¢ salim hizi, suyun
difiizyon hiz1 ve polimerlerin zincir gevseme hizi ile belirlenir [17]. Sisme kontrollii sistemler, ag
boyutunun ila¢ salim davranisini kontrol etmede merkezi bir rol oynadigi hidrojeller gibi ii¢
boyutlu ¢capraz bagli aglara sahip polimerik malzemelerden olusur. Bu sistemlerde ilag salimi, yar1
deneysel Peppas modeli (M;/Mo = ktn) ile analiz edilebilir; burada M;ve M, sirasiyla t zamaninda
ve sonsuz zamanda salinan mutlak kiimiilatif ila¢ miktaridir, k bir sabit, ve n serbest birakma
tissiidiir. Bu denklem salim mekanizmasinin (6rnegin Fickian veya Fickian olmayan difiizyon)
belirlenmesine izin verir Sisme kontrollii sistemler, sistemdeki ilk ila¢ dagilimina veya polimer

bilesimine bagl olarak sifir dereceli bir ilag salimi saglayabilir [18,19].

A B

Polimer /ila(; »* ] Yar1 gecirgen membran

zincirleri * ® » "
\ A % ) = ®* . ®
o * * * — ® x 0% —
Polimer %, % X
=

Sismis polimy‘
zincirleri

Sekil 2. 6. Coziicii kontrolli sistemlerin calisma prensipleri. A) Sisme kontrollii sistem ve B)

Ozmotik kontrolli sistem

2.4.4. Uyaran Kontrollii Sistemler

Uyaranlara duyarl polimerlerden ila¢ salimi, sicaklik, pH, iyonik giic, ses ve elektrik veya
manyetik alanlar gibi i¢ veya dis uyaranlar tarafindan kontrol edilir. Uyaranlar1 kontrol etmek
miimkiin oldugundan, bu tasiyicilar hedefe ézel ila¢ dagitimi icin aragtirnlmistir. Ornegin, birgcok
tlimorin zayif asidik pH'indan yararlanilarak, tiimére 6zgii ilag dagitimi icin pH'a duyarh
baglayicilara sahip tasiyicilar gelistirilmistir [20,21]. Dis Termosensitif ila¢ tasiyicilarinda ilag
salimi, polimerin sicakliga bagli faz gecisinden kaynaklanir. Dis uyaranlardan biri olan manyetik
kuvvet altinda aktive olan ilag tasiyici sistemler ise, nano ya da mikro boyutta manyetik 6zellik
gosteren malzemelerin polimer icerisine homojen bir sekilde disperse edilmesiyle tretilir [22].

Bu sistem biyolojik ortama yerlestirildiginde, konsantrasyon gradyanina dayali bir difiizyon olay1
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gorulir. Ancak dis salinimli manyetik alan etkisinde kalindiginda, daha fazla miktarda etken
madde hizla ortama salinir. Bu ila¢ salim sistemlerinin en biiylik avantaji, disaridan manyetik

uyaran kullanarak salim hareketlerinin degistirilmesinin miimkiin olmasidir [23].

2.5. ila¢ Salim Sistemlerinin Modellenmesi

Salim sistemlerinin mekanizmasi sekil, gozeneklilik ve gbézenek boyutu gibi morfolojik
yapisina, kimyasal bag yapisina, ilag ile polimer arasindaki etkilesime, polimerin bozunma hizina
bagh olarak degisim gostermektedir. Salim sistemlerinde modelleme, etken madde salim
kinetiginin daha dnceden tahmin edilmesi ve aydinlatilmasi i¢in 6nemli bir rol oynar. Bu sayede
salim kinetigini optimize edecek deneysel parametrelerinin énceden belirlenmesi miimkiindiir.
Modelleme sonucu elde edilen fiziksel parametrelerin (ila¢ difiizyon katsayisi gibi)
belirlenmesine olanak saglanarak sistemden alinacak terapotik yararda artis goriilecektir. Ayrica,
deneme yanilma yonteminden ziyade sistematik bir yaklasimla yeni farmasétik iiriinlerin
gelistirilmesini kolaylastirir. Matematiksel modellemenin kullanimiyla ilag sisteminden istenilen
etkinin alinmasi i¢in sistemin boyutunun, geometrisinin, polimer kompozisyonunun ve yiiklenen
ilac miktarinin nasil olmasi gerektigi bilgisine ulasilabilmektedir [24]. Bu sayede, is yiikiiniin
minimize edilmesi, biyolojik ¢alismalarin azaltilmasy, iiriin gelistirme siirecinin kolaylastirilmasi
ve bunlara bagh olarak da maliyetin azaltilmas1 saglanabilmektedir. ila¢ salim sistemlerinin
kinetigi 1960’ yillardan beri teorik olarak calisiimaktadir. O zamandan beri yapilan bu
calismalarda ila¢ salim sistemlerinin ¢esitli mekanizmalari ¢alisilarak birgok matematiksel model
ortaya konmustur. Gelistirilen bu ampirik ve yari-ampirik matematiksel modeller arasindan
uygun modelin se¢imi istenen veya gerekli tahmini yetenegine ve dogruluguna baghdir. Tablo

2.2’de ilag¢ salim profillerini tanimlayan kinetik modellerin 6zeti goriilmektedir.

Tablo 2. 2. ila¢ salim mekanizmalarini tamimlamak icin uygulanan kinetik modeller ve

modellerde kullanilan matematiksek esitlikler

Kinetik Model Matematiksel Esitlik Uygulama
Kapli salim veya membran
Sifirinci Derece Q:=Qo + Kot
kontrollii salim sistemleri
Homojen ¢6zlinme, salim ilag¢
Birinci Derece In Q:=1nQo + Kyt
miktarindan bagimsizdir
Suda ¢oziiniir ilaglar gézenekli
Hixson-Crowell Qo173 - Q3 = Kt matrisler icindedir, salim hizi

polimerik matris icinden
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difiizyon ile degil, ila¢ ¢oziinme
hizi ile simirhdir
Diflizyon kontrollii model, ilag
Higuchi Q: = KuVt tek tip bir polimerik matris
sisteminde dagilir
Difilizyon ana ila¢ salim
Korsmeyer-Peppas (Q/Qu) = Keto mekanizmasidir, farkh salim
mekanizmalarini karakterize
etmek icin n degeri kullanilir
Ampirik model, bazi eksiklikler
sunar ve bazi elestirilere konu
Weibull log [-In(1 - ( Q:/Q«))] = b.logt - loga olmustur; hemen hemen her
tiirli ¢6zlinme egrisine
uygulanir
Cesitli geometrilere sahip
Hopfenberg Q:/Qew=1-[1 - Kkot/Coao "
ylzeyden asinan sistemler

Gompertz Qi = A.eeK(t-y) Cozlinme egrilerine uygulanir

Canli igerisinde gergeklesebilecek ila¢ salim profilini tahmin etmek amaci ile, laboratuar
ortaminda (in vitro) elde edilen verilerin farkli yontemlerle modellenmesi gereklidir. ilag yiiklii
bir salim sisteminin in vitro ortamda ila¢ salim mekanizmasinin belirlenmesi, fosfat tampon
¢oOzeltisi (Phosphate-buffered saline, pH: 7.4, PBS) veya yapay viicut sivisi (simulated body fluid,
SBF) ortamindan belirli zaman araliklarinda alinan 6rnek 6l¢timleri ile yapilabilmektedir. Salim
sliresince viicut ortami taklit edilmelidir. Bu nedenle ortam sicakhiginin 37°C’de sabit tutulmasi

ve deneylerin sicaklik kontrollii bir ¢alkalamali inkiibatorde gergeklestirilmesi gerekmektedir.

2.5.1. Sifirinci Derece Kinetik

Sifirinc1 derece kinetik modele uygun olarak salim yapan sistemler, etken maddenin
performansini mimkiin olanin o6tesinde potansiyel olarak daha da genisletebilen ve
iyilestirebilen bir kontrollii ilag verme seklidir. Sifir dereceli ila¢ salim sistemleri, ilac1 polimerik
tasiyicinin 6mri boyunca sabit bir oranda serbest birakir. Denge aninda, viicuttan atilma hizina
esdeger hizda ila¢ salinir, boylece sik tekrarlamaya gerek kalmadan terapotik doz icinde stabil
ilac plazma konsantrasyonlar1 saglanir. Bu da yan etkileri en aza indirerek ve hasta uyumunu
artirir [25].

En basit haliyle, sifirinci dereceden ilag salim kinetigi, Esitlik 1'deki gibi ifade edilebilir.
Qo — Q¢ = Kot (1)
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Esitlik 1'in diizenlenmesiyle Esitlik 2 elde edilir.
Qt = Qo + Kot (2)
Burada Q, herhangi bir t anindaki salim miktarini, Qo salim 6ncesinde ¢6zeltide bulunan toplam
ilac miktarinm (genellikle, Qo=0), Ko sifirinci dereceden salim katsayisini (konsantrasyon/zaman)
ve t zamani belirtir. Elde edilen birikimli ila¢c miktarlarinin zamana karsi grafiginin ¢izilmesi ile
salim profili olusturulmaktadir (Sekil 2.7).

Bu model, bazi transdermal sistemlerde, diisiik ¢oziintirliige sahip ilaglar iceren disi

kaplanmis matris formlar1 ve membran kontrollii salim yapan sistemler icin uygulanabilir [24].

a b
4 MSC
A«

o
=
8
i MEC
=

f,= Kt &
=
(3}
=

a=K, 4 3 .
t Zaman, t

Sekil 2. 7. A) Sifir dereceli kinetigin grafiksel gosterimi: fi, t siiresi boyunca ¢6ziinen ilacin
fraksiyonunu, KO ise acisal katsay1 veya goriiniir ¢oziinme hizini ifade eder. B) ilag diizeyine
karsi sifir dereceli kontrollii salim profili: a, absorpsiyon fazini; b, eliminasyon asamasini; MSC,

maksimum giivenli konsantrasyonu ve MEC, minimum etkili konsantrasyonu ifade eder.

2.5.2. Birinci Derece Kinetik

Birinci mertebe kinetik dogrudan konsantrasyona bagli bir modeldir, salinan ilag¢
miktarinin polimerik matriste kalan ila¢ miktariyla dogru orantili oldugunu ifade etmektedir.
Esitlik 3’deki gibi ifade edilebilir.
== —KC 3)
Burada ifade edilen k birinci dereceden hiz sabitidir. Esitlik 3'in diizenlenmesiyle Esitlik 4 elde
edilir.
log C = log Cy +Kt/2.303 (4)
Burada, Cy ilacin baslangi¢ konsantrasyonudur, K birinci dereceden hiz sabitidir ve t zamandir.
Birikimli ila¢ konsantrasyonu yiizdelerinin logaritma degerlerinin zamana karsi grafiginin
cizilmesi ile -K/2.303 egimine sahip bir dogru elde edilmektedir (Sekil 2.8).

Bu model, gbzenekli matrislerin icinde bulunan ve suda ¢dziinebilir ilac molekiillerinin

salimini modellemeleri i¢cin uygundur.
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Salinan ila¢ miktari, %

]

Zaman, min

Sekil 2. 8. Birinci derece ila¢ salim modelinin grafiksel gosterimi, zamana karsi kiimiilatif ilag

salimi (%)

2.5.3. Hixson-Crowell Modeli

Hixson ve Crowell (1931), parcaciklarin yiizey alaninin, hacminin kiip kokiiyle orantili
oldugunu kesfetmislerdir ve bu iligkiyi kullanarak Esitlik 5 ile ifade edilen denkligi elde
etmislerdir [26].

})/3 _ %/3 = Kt (5)
Burada Qo baslangicta polimerik sistemdeki ila¢c miktarini, Q; herhangi bir t anindaki sistemde
kalan ila¢ miktarini, K yiizey-hacim iliskisini olusturan sabiti ve t zamani gostermektedir.

Bu model, sistemin yiizey alaninin degistigi parcaciklardan veya tabletlerden ilag
saliminin modellenmesi icin kullanilmaktadir. Sistemde geriye kalan % ila¢ miktarinin kiip

kokiiniin zamana karsi grafiginin ¢izilmesi ile ila¢ salim profili elde edilmektedir (Sekil 2.9A).

2.5.4. Highuchi Modeli

Matriks sistemlerinden ila¢ ¢6ziinmesini tanimlayan matematiksel bir model 1960'lara
kadar gelistirilmemistir. 1961'den 1963'e kadar, ila¢ salinimimi anlamak i¢cin matematiksel
modellerin gelistirilmesinde biiylik bir ilerleme olmustur. 1961'de Higuchi, ilaglarin matris
sistemlerinden salinma oranini tanimlamak i¢cin en sik kullanilan matematiksel denklemi
yayinladi. Higuchi modeli, ila¢ salimini Fick yasasina bagh olarak zamanin karekokii ile orantili

olarak tanimlar [27](Esitlik 6).

Q¢ = Kvt (6)

Burada, Q: t aninda salinan ila¢ miktarini, K Higuchi salim sabiti ve t zamani ifade etmektedir

(Sekil 2.9B). Higuchi modeli ortaya ciktiktan sonra, ila¢ salim sistemlerinin matematiksel
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modellenmesi lizerinde arastirmalar hiz kazanmis ve farkli durumlar icin analitik modeller de

gelistirilmistir.

Bu model, difiizyon kontrollii ila¢ salim sistemlerinin analitik modellenmesi ve polimer
tabanli matris sistemler icin kullanilmaktadir. Fakat bu esitligi kullanmak i¢in baslangic ilag
konsantrasyonunun ilacin ¢oziinebilirliginden daha fazla olmasi1 gerektigi ve ilacin difiizyon

hizinin sabit olmasi gibi baz1 varsayimlarda bulunmak gerekmektedir.

‘

A o
] =
8 S
= =
‘g g Higuchi
oy Hixson-Crowell E‘
g g
= =
3 p 3
Zaman, t Zaman, t%5

Sekil 2. 9. A) Hixson-Crowell modeli salim profili, B) Highuchi modeli salim profili

2.5.5. Korsmeyer-Peppas (Power Law) Modeli

Bu modelde polimerik sistemlerden ila¢ salimi, salimin gecgen siireyle iissel olarak

artisiyla modellenmistir ve kullanilan esitlik asagida sunulmustur.

Q¢ n
=t =K
Nt (7)

Burada, Q: herhangi bir t anina kadar salinmis olan ila¢ miktarini, Q. denge anindaki ilac¢
miktarini, K salim sabitini ve n tasinim davranisini ifade etmektedir. Denklem 7’de yer alan n
degeri, farkli salim mekanizmalarini tanimlamaktadir. Tablo 2.3’de salim iissii degeri ile salim

mekanizmalari arasindaki iligki goériilmektedir.

Tablo 2. 3. Polimerik filmlerde salim iisstine bagh olarak tasinim mekanizmalarinin

yorumlanmasi [24]

Salim iissii, n Tasinim mekanizmasi Zamanin fonksiyonu olarak hiz
0.5 Fickian difiizyon t1
0.45<n=0.89 Fickian olmayan diflizyonu tn-1
0.89 Case Il tasinim Sifir derece salim
>0.89 Super Case II taginim to-1
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llag salim profilini elde etmek icin, in vitro ilag salim ¢alismalarindan elde edilen

verilerden logaritma zamana karsi logaritma kiimiilatif ylizde ila¢c salimi grafigi ¢izilmistir.

Esitlik 7’de n=1 olarak alindiginda ila¢ salim hizinin zamandan bagimsiz oldugu
gorilmektedir. Bu durumda salim mekanizmasi sifirincit derece kinetigine uymaktadir. Diiz
levhalar icin sifirinci derece salimi olusturan mekanizma bilim adamlar1 arasinda Case II tasinimi
olarak bilinir. Salim iissii i¢in iki u¢ deger olan 0.5 ve 1’in yalnizca diizlemsel levha geometrisi i¢in
gecerli oldugu unutulmamalidir. Kiireler ve silindirler icin Tablo 2.4'te listelendigi gibi farkli n

degerlerine baglh olarak farkli tasinim mekanizmalar1 6nerilmistir.

Tablo 2. 4. Farkli geometriye sahip polimerik salim sistemlerinde salim {issiine bagl olarak

tasinim mekanizmalarinin yorumlanmasi [18]

Salim iissii, n Tasinim
_ mekanizmasi
Ince Film Silindir Kiire
0.5 0.45 0.43 Fickian difiizyon
0.5<n<1 0.45<n<0.89 0.43<n<0.85 Anomalous transport
1 0.89 0.85 Case-II transport

2.5.6. Weibull Modeli

Weibull tarafindan 1951 yilinda ¢6ziinme/salim islemleri icin gelistirilmistir. Bu esitlik
biitiin ¢éziinme egrileri icin uygulanabilmektedir. Ussel, sigmoidal ve parabolik sekildeki
¢Oziinme egrilerini tanimlamada basarili olmustur. Modelinin matematiksel formiilasyonu Esitlik

8’de verilmistir.
_ _ Q)
In (1 Qw) Ina + Blnt (8)

Burada Q/Q. orani t anina kadar salinmis olan ila¢ miktarini, a ve  sekil dl¢titlerini ve t zamani
ifade etmektedir. Sekil olciitii egrisel profiller i¢cin b=1, sigmoidal sekilli profiller icin b>1 ve
parabolik sekilli ¢6ztinme profilleri icin b<1 degerini alir. Salim sabitlerinden a salim siirecini
ifade ederken, § degeri salim yada ¢éziinme profilinin karakteri hakkinda yorum yapar ve sekilsel

benzerlik ile modelin uyumlu olup olmadigini ortaya koyar [28].

2.5.7. Hopfenberg Modeli

Farkli geometrilere sahip yiizey erozyonu kontrollii salim sistemlerinden ilacin salimi,
heterojen erozyon sergileyen diiz levha, kiire ve sonsuz silindirlerden de ila¢ saliniminm

tanimlamak icin genel bir matematiksel denklem gelistiren Hopfenberg tarafindan analiz
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edilmistir (Hopfenberg, 1976). Bu modelin degistirilmis bir formu El-Arini ve Leuenberger
tarafindan gelistirilmistir ve Esitlik 9°da sunulmustur. Diizlemsel levha, silindir ve kiire i¢in n

degeri sirasiyla 1, 2 ve 3 olarak alinir [28].

QiQo =1—[1—kqt(t—1)]" 9)

2.5.8. Gompertz Model

Gompertz modeli ile in vitro ¢oziinme profilleri ifade edilir. Esitlik 10°’da verilen
denklemde ifade edilen daha basit bir listel model ile tanimlanir.
X(t) = Xmax exp[—ae 18Pt (10)
Burada X(t) 100 ile boliinen t zamanda ¢6zlinmiis ylizde, Xmax maksimum ¢6ziinme, at = 1
zamaninda ¢ézlinmemis orani belirler ve konum veya 6lgek parametresi olarak tanimlanir,  sekil
parametresi olarak tanimlanan birim zaman basina ¢6zlinme oranidir. Bu model basta dik bir

artisa sahiptir ve asimptotik maksimal ¢6ziinmeye yavasca yakinsar.

2.6. Kontrollii ila¢ Salim Sistemlerinde Aranan Ozellikler

Bir ila¢ salim sisteminin optimal tasarimi, salim mekanizmalarinin, ila¢ 6zelliklerinin,
ilacin farmakolojik etkisinin ayrintili bir sekilde anlasilmasinmi gerektirmektedir [29]. Bunun
yaninda tasiyici malzemelerin tiretiminde kullanilacak malzemelerin 6zellikleri de buiyiik 6nem
arz etmektedir. Diger tim biyomalzemeler gibi, canli viicudu ile ilisikli olan ilag salim
sistemlerinin de baslica sahip olmasi1 gereken 0zellikler arasinda biyouyumluluk ve
biyobozunurluk yer almaktadir. Asagidaki boliimde kontrollii ilag saliminda kullanilacak tasiyici

malzemelerin sahip olmasi gereken baslica 6zellikler hakkinda detayl bilgi verilmistir.

2.6.1. Biyouyumluluk

Biyouyumluluk bir biyomalzemenin yerlestirildigi bolgedeki dokularin normal
degisimlerine engel olmamasi ve ilgili biyolojik cevrede iltihaplanma, toksik etki, pthti olusumu
vb. gibi istenmeyen tepkiler olusturmamasidir. Bu nedenle viicuda implante edilen kontrolli
salim sistemlerinde aranan en énemli 6zelliklerden ilki biyouyumluluktur. implante edilecek
malzemenin sekli, boyutu, morfolojik yapisi, kimyasal reaktifligi, mekanizmasi, bozunma hizi ve
bozunma sonrasi iirtinleri gibi bircok faktor implantin yerlestirildigi bolgede ve ¢evresinde olasi
doku tepkilerine neden olabilmektedir. ila¢ salim sistemi olarak kullanilacak malzemelerin
yerlestirildikleri bolgelerde olumsuz etkiler yaratmamasi ve hiicreler ile doku arasindaki iliskiye
zarar vermemesi istenmektedir. Sadece salim sistemi olarak kullanilacak biyomalzemenin saglam
haldeki durumu degil, bozunma iiriinleri de biyolojik olarak uyumlu olmalidir. Ozellikle asidik

pH’a neden olan bozunma firiinleri olduk¢a ciddi tehlike yaratmaktadir. Bu sebeple; salim
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sistemlerinin yani sira doku iskeleleri ve yara ortii materyalleri gibi diger tiim biyomalzemelerin

liretiminde biyopolimerler se¢ilmelidir.

2.6.2. Biyobozunurluk

llag salim sistemlerinin hazirlanmasinda biyolojik olarak bozunabilen dogal ya da
sentetik polimer temelli malzemelerin kullanilmasj, ilaglarla birlikte proteinler ve genlerin de
istenen dokuya hedeflendirilmesi ve salimi icin dnemli bir 6zellik olarak ortaya ¢ikmaktadir [30].
Biyobozunur malzeme olarak kullanilabilen polimerler yapilarina, molekiil agirliklarina,
morfolojilerine, bilesenlerine ve islenme kosullarina baghh olarak viicut igerisinde
yerlestirildikleri bodlgede dogal olarak gerceklesen prosesler ile molekiiler diizeye kadar
parcalanir ve viicuttan filtre edilerek veya metabolize olarak atilirlar [31]. Biyolojik olarak
bozunabilen polimerler, gelismis ve etkili ila¢ salim sistemleri i¢cin oldukc¢a 6nemli bir potansiyele
sahiptir. Bu polimerler kullanilarak iiretilen malzemeler viicuda yerlestirildigi anda, tasidiklari
ila¢ ya da etken maddenin kontrollii bir sekilde salimini saglarken ayni zamanda bozunarak da
viicuttan uzaklastirilirlar. Bu polimerlerin biyobozunurluklarini etkileyen faktorler arasinda
molekil agirlhig ve dagilimi, kimyasal yap1 ve kompozisyon, iyonik gruplarin varligi, amorf, yari
kristalin veya mikroyapi morfolojisi, iyon degisimi ya da iyonik gii¢ gibi fizikokimyasal 6zellikler,
sekil ve boyut degisiklikleri, difiizyon katsayisi varyasyonlar1 ve mekanik mukavemet gibi fiziksel

etkenler ve hidroliz mekanizmasi siralanabilir.

2.6.3. Uygun Bozunma Hizi

Bir ila¢ tasiyici sistemin bozunma hizinin dnceden ayarlanabilmesi olduk¢a zor bir
durumdur. istenen hizda kontrollii bir salim i¢in; ilaglarin kimyasal yapilar1 degistirilir. Boylelikle
farkli bozunma hizlarina sahip olacak sekilde elde edilebilirler. Bu durum, biyobozunur

polimerlerin kullanilmasi ile de saglanabilmektedir [32].

2.6.4. Uygun Mekanik Ozellik

Implante edilecek ila¢ salim sisteminin mukavemet, dayanikhlik, sertlik ve yumusakhk
gibi mekanik 6zellikleri ev sahibi dokunun mekanik 6zellikleri ile uyumlu olmalidir. Boylece ilag
salimi ve doku iyilesmesi gerceklesinceye kadar malzemenin parcalanmadan stabilitesini
korumasi saglanabilecektir. Bir biyomalzemenin mekanik 6zelliklerinin kontrol edilmesi olduk¢a
zor olmakla beraber, implantasyon bdlgesindeki mekanik 6zelliklerin (deformasyon
mekanizmasi ve elastik modiil gibi) belirlenebilmesi bu malzemelerin 6zelliklerinin nihai iirtin
veya kullanim yerine gore iyilestirilmesine yardimci olacaktir [32]. Bu nedenle, iiretilen ilag
tasiyici sistemlerin mekanik 6zelliklerinin belirlenmesi; ila¢ tutma kapasitesi, salim performans;,

biyouyumluluk ve biyolojik bozunabilirlik gibi diger parametreler kadar 6nemlidir [33].
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2.6.5. Sterilize Edilebilirlik

Sterilizasyon, bakteri sporlari dahil tiim mikroorganizmalarin ortadan kaldirilarak
ortamin (biyomalzemenin) kabul edilebilir sterilite glivence diizeyini saglayacak olciide
arindirilmas1 olarak tanimlanmaktadir. ilag salim sistemlerinin de igerisinde yer aldig
biyomalzemelerin hizli ve kolay bir sekilde enfeksiyona sebep olmamalari i¢in sterilize edilmeye
uygun olmalar1 gerekmektedir. Diger bir deyisle, secilecek sterilizasyon metodunun
malzemelerin biyoaktifligi lizerinde herhangi bir etkisi olmamali ve kimyasal bilesimlerinin
degistirmemelidir. Ayrica, biyouyumluluklar1 ve bozunma davraniglari da sterilizasyondan
etkilenmemelidir. Etken madde igeren iiriinlerin sterilizasyonunda 1s1 (kuru hava ya da buhar) ile
sterilizasyon, filtrasyonla sterilizasyon, gazlarla sterilizasyon ve radyasyonla sterilizasyon
yontemleri kullanilir. Ancak sterilizasyon yontemi belirlenmeden 6nce etken madde tlizerinde
olusabilecek etkiler goz 6niinde bulundurulmalidir. Bu nedenle, 6zellikle salim sistemlerinin
tasidiklar ilag etken ve yardimci maddelerin sterilizasyonunda, 6zel dogalar1 geregi, gama (y)
radyasyonu ile sterilizasyon yontemi tercih edilmektedir. Yapilan son ¢calismalar, yeni ila¢ dagitim
sistemleri arasinda yer alan mikro/nanokiireler, jeller, lipozomlar, niyozomlar, jelozomlar ve
mikro/nanopartikiillerin sterilizasyonunda ise radyasyon sterilizasyonunun da kullanildigini
gostermektedir. Boylelikle aktif maddeyi tasimak i¢cin tasarlanan sistemin korunmasinin yani sira

1sinlamadan sonra aktif bilesenin yapisinin da korunmasi saglanabilecektir [34,35].

2.7. Kontrollii ilag Salim Sistemlerinin Tasarlanmasinda Kullanilan Polimerler

Gegmisten glinlimiize ilerlemenin kaydedildigi ila¢ tasiyici sistemlerin, biyolojik cevre ile
uyum saglamasi icin yeni malzemelerin gelistirilmesi tizerine oldukca fazla calisma
yapilmaktadir. Viicut icerisine yerlestirilen bu sistemler, insan viicudundaki canli dokularin
islevlerini yerine getirmek ve desteklemek, hasarli dokularin onarimini saglamak ya da hedef
bolgede ila¢g salim1 yapmak icin kullanilan dogal ya da sentetik malzemeler olup, stirekli ya da
belirli araliklarla bagta kan olmak iizere birden fazla viicut akiskani ile temas halindedirler.

Kontrollii ila¢ salim sistemlerinin iiretiminde dogal veya sentetik temelli polimerler ya da
bu polimerlerin bir araya getirilerek olusturduklar1 kompozitler kullanilmaktadir. Polimer, kiiciik
ve basit tekrarlanan birimlerden (monomerler olarak adlandirilan kiigiik molekiillii organik
maddeler) olusmus biiyiik molekiillerdir. Polimerik malzemeler farkli morfoloji ve sekillerde
hazirlanabilmeleri, yiizey 6zelliklerinin kolaylikla modifiye edilebilmesi gibi pek ¢ok avantaja
sahiptirler. Ayrica, polimerlerin karbon zinciri uzadik¢a molekil agirliginin artmasiyla asinma,
cekme gerilmeleri ve burulmalara karsi mukavemeti ile elastikiyeti de artmaktadir. Biyomalzeme
olarak kullanilan metal ve seramiklerin esnek olmamasi ve sert bir yapiya sahip olmalar, yliksek

miktarda su igeren canli viicudunun esnek yapidaki dokulari i¢cin uygun degildir. Bu durum daha
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esnek yapidaki ve yogunluklarinin dokularin yogunluk degerlerine ¢ok yakin olan polimerlerin
biyomalzeme olarak kullaniminin daha iyi bir secenek oldugunu da agik¢a géstermektedir. Bu
malzemelerin dezavantajlarini az da olsa ortadan kaldirmak icin kompozit malzemeler
gelistirilmektedir. Polimerlerin ya da kompozitlerinin kullanilmasi ile film, nano/mikropartikiil,
fiber, jel, boncuk, nano/mikro kiireler gibi degisik sekil ve morfolojilerde ilag tasiyici sistemler
hazirlamak miimkiindiir.

Polimerler dahil viicut yapisina disardan katilacak herhangi bir yabanci malzemeye karsi
tlimor iretimi, bagisiklik sisteminde hareketlenme, pihti olusumu, damarlanma ve alyuvar
sayisinin artigi gibi tepkiler s6z konusudur. Bu durumda kullanilacak olan polimerik malzemenin
de biyouyumlu olmasi gerekmekte yani uygulama sirasinda malzemenin viicut sistemine uygun
cevap verebilme yetenegine sahip olmasi gerekmektedir.

Doku miihendisligi ve rejeneratif tip alaninda kullanilan biyouyumlu polimerler dogal ve
sentetik polimerler olarak iki kisimda incelenmektedir (Sekil 2.10). Dogal polimerler kendi
aralarinda proteinler, polisakkaritler ve poliesterler olarak li¢ gruba ayrilirlar. Polisakkarit esash
polimerler kolajen, jelatin, ipek ve fibrinojendir. Mikrobiyal poliesterler ise poliortoesterler,
polianhidritler, poliesteramidler ve poliiminokarbonatlar olarak siniflandirilabilmektedir. Bu
polimerler yapilarindaki ester gruplari nedeniyle kolay hidroliz olma 6zelligine sahiptirler. Yine
kitin, kitosan, nisasta ve seliiloz iceren protein esasli polimerler de sahip olduklari elastomerik
davranislari, miikemmel biyouyumluluklari ve oksijen gecirgenligi gibi essiz 6zellikleri sayesinde
genis bir uygulama alaninda kullanilma potansiyeline sahiptirler. Bu 6zellikleri sayesinde ilag
salim sistemlerinin yani sira doku onarimi/yenilenmesi i¢cin doku iskeleleri, ve biyosensérler gibi
bir cok malzemenin tiretiminde kullanilmaktadir. ila¢ salim sistemleri iiretiminde kullanilan en
popiiler sentetik polimerler poli (laktik asit) (PLA) ve poli (laktik glikolik asit) (PLGA)’dir.
Polisakkarit olarak hyaluronik asit yaygin olarak kullanilmaktadir. Protein temelli polimer
ailesinde yer alan pozitif yiiklii bir biyopolimer olan kitosanda sergiledigi essiz ozellikler

sayesinde sikca kullanilmaktadir [36-38].
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Sekil 2. 10. ilag tasiyic1 sistemlerin iiretilmesinde kullanilan dogal ve sentetik temelli polimerler

Biyolojik olarak pargalanabilen sentetik polimerlerin gelistirilmis olmalarina ragmen,
dogal polimerlerin istlnliikleri hala daha fazladir. Bu iistiin 6zellikler asagidaki sekilde
siralanabilir [39,40]:

e Biyolojik olarak pargalanabilme 6zellikleri daha iyidir.

e Antijenik degildirler.

e Metabolize olabilirler.

e Retikiiloendotelyal sisteme tasinabilirler.

e Stabiliteleri ve biiyiikliik dagilimlari kolay kontrol edilebilir.

e Suda ¢6ziiniirliigii fazla olan maddeler i¢in yliksek ytikleme saglanabilir.

Sahip olduklar1 avantajlarin yaninda, dogal polimerlerin bazi dezavantajlari da vardir. Bunlar:
e Saflastirilmalari zordur.
e Biiylik 6l¢ekte kullanimlar1 sinirhdir.

Bu doktora tez ¢alismasinda, dogal bir aminopolisakkarit olan kitosan kullanilmistir.

2.8. Kitosan

Kitosan, benzersiz kimyasal yapisi, pozitif yiikii, reaktif hidroksil varligi ve serbest amino
gruplar1 nedeniyle genis biyolojik uygulamalara sahip polikatyonik bir biyopolimerdir. Kitosan,
biyolojik olarak yapiskan, biyolojik olarak uyumlu ve biyolojik olarak parcalanabilir gibi

miltkemmel fizikokimyasal 6zelliklere sahiptir [41]. Biyobozunurluk ve toksik olmama gibi

23



Didem DEMIR KARAKUS, Doktora Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2021

benzersiz biyolojik ozelliklerinden dolayi, gida, ilag, tekstil, tarim, su aritma, kozmetik ve
biyomalzeme endiistrilerinde ya tek basina ya da diger dogal polimerlerle harmanlanmis birgok
uygulamasi mevcuttur. Kitosan (poli-(3-1-4)-2-amino-2-deoksi-d-glukopiranoz) dogal bir
bilesen olan Kkitinin kismen veya tamamen deaktive edilmesiyle liretilir. Kitin, yapi olarak seliiloza
benzer bir yapi gosterir. N-asetil-Dglukozaminin uzun zincirli bir biyopolimeri olup, polikatyonik
bir polisakkarittir. Kitin’in eklembacaklilar, solucanlar, bakteriler, mantarlar, bocekler ve kabuklu
deniz canlilar1 gibi canlilarin iskelet sistemlerinin iceriginde %20-30 oraninda bulunuyor olmas;,

yenilenebilir bir kaynak oldugunu géstermektedir.

2.8.1. Kimyasal Ozellikler

Kitin ile kitosan kimyasal olarak birbirine benzer, yalnizca genel karbonhidrat
yapisindaki iki numaral karbona bagl gruplarinda farklilik mevcuttur. Bu gruplar kitinde N-
asetil, kitosanda da ise amin gruplaridir. Kitin amin (R2-NH) ve hidroksil gruplar ile metal
baglayan bir metal selatlama ajani iken kitosan 2-amino-2-deoxy-D-glukoz (glukozamin)
biriminin amino grubunun (R-NHz) varligi nedeniyle metal iyonlarinin selatlar olusturarak
toplanmasina uygun bir dogal polimerdir. Kitosan ayrica ¢ok sayida hidroksil grubuna sahip
olmasi sebebiyle yiiksek hidrofilite gosterir. Kitosanin molekiil agirligi ve deasetilasyon derecesi,
kitinin kaynagina, izolasyon yontemine, sodyum hidroksit ile islem gérme stiresine, derisimine

ve islem sirasindaki sicakliga baghdir. Sekil 2.11’de kitin ve kitosanin bag yapilar1 gosterilmistir.

Kitin ve Kkitosan arasindaki temel farklilik, yapilarindaki asetil igeriginden
kaynaklanmaktadir. Deasetilasyon derecesi kitinin yapisinda bulunan aminoasetil gruplarindan
asetil grubunun uzaklastirilma derecesidir. Bu sekilde geriye yalnizca amin grubu kalmaktadir.
Amino gruplarinin varlhigr kitosanin kimyasal modifikasyonunu saglar. Arastirmalar sonucu, iyi
bir ¢oziintrlik i¢cin kitosanin en az %75-80 deasetilasyon derecesine sahip olmasi gerektigini
gostermistir. Kitosanda %5-8 arasinda bulunan azot icerigi de deasetilasyon derecesi bagl olarak
ortaya cikmaktadir. Kitosan kitine gore iki biiylik avantaji bulunmaktadir. Bunlardan birincisi
kitini ¢ozmek icin lityum Kkloriir ve dimetilasetamid gibi toksik 6zellikte olabilen c¢oziiciiler
kullanilmasina karsin kitosanin seyreltik asetik asit icinde kolayca ¢éziinebilmesidir. ikincisi ise

bir¢ok kimyasal reaksiyon icin aktif kisim olan serbest amin gruplarina sahip olmasidir.
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Kitin Kitosan
OH OH
O O
OH OH
no  HN NH;

){CH3 HO

Sekil 2. 11. Kitin ve kitinin deasetilasyonu ile elde edilen kitosanin kimyasal yapilari

Kitosan notral ve alkali pH’da ¢6ziinmez, ancak hidroklorik asit, laktik asit ve asetik asit
gibi inorganik ve organik asitlerle suda ¢oziinebilen formlara doniisiir. Asit iceren ortamda,
¢O6zlinmenin baslamasiyla polimerde mevcut halde bulunan amino gruplar1 protonlanir boylece

pozitif yiiklenir [42] (Sekil 2.12).

_ OH .
O

OH
. HO NH; i

Sekil 2. 12. Asit iceren ortamda, kitosanin ¢éziinmeye baslamasiyla polimerde mevcut halde

bulunan amino gruplarinin protanlanmasi

Kitosan sahip oldugu glukozamin {initelerinin her birinde bir yiik bulundugundan ytiksek
yuk yogunluguna sahiptir bu sayede negatif ylizeylerle kuvvetli bir etkilesim gerceklestirir. pH 7’
nin lizerindeki ¢6zeltilerde ¢ozlinmemesinin sebebi kararh kristal yapisindan dolayidir. Molekiil
ici ve molekiiller arasi hidrojen baglar1 boyunca esnemez bir kristal yapi ile karakterize olan
kitinin deasetilasyon derecesi %0 ve %100 oldugunda en yiiksek kristallik elde edilir. Kitosanin
¢oziniirligi genelde %1'lik veya 0.1 M asetik asit ¢ozeltisi ile test edilir. Kitosanin ¢oziiniirligiint
kontrol altina almak olduke¢a zordur ¢iinkii; deasetilasyon derecesine, iyonik derisime, pH’ 1na,
protonlama icin kullanilan asidin yapisina, asetil gruplarinin polimer zincirindeki dagilimlarina
ve polimerdeki hidroksil gruplarinin hidrojen baglarina baghdir. Céziiniirligi molekiil agirhiginin
artmasiyla azalmaktadir. Yiiksek molekiil agirligi ve dallanmamis diiz yapisina sahip olmasi
kitosan c¢o6zeltilerinin asidik ortamlarda yiiksek viskoziteye sahip c¢ozeltiler vermesi ile

sonuglanir.
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2.8.2. Bakteriyostatik ve Fungistatik Ozellikler

Kitosanin antimikrobiyal aktivitesi bir¢ok bakteri, mantar ve mayalara karsi
kanitlanmistir. Gram-pozitif ve gram-negatif bakterilere karsi genis bir aktivite spektrumuna ve
yliksek 6ldiirme oranina sahiptir [43]. Kitosan, bakteri ve mantar biliyiimesini engelleyen i¢sel bir
antibakteriyel aktivite sergiler. Ornek olarak, Staphylococcus aureus Xkiiltiirlerinde kitosan
tedavisi, yiizey hiicre yapilarinin bozulmasina ve bakteriyel 6liime yol acan s6zde membran-
duvar kompleksinde yapisal degisikliklere sebep olur. Bakteriyel biliyiime inhibisyonunun,
kitosan katyonik amino gruplari ve bakteri hiicre duvarinda bulunan N-asetilmuramik asit, sialik
asit ve noraminik asit gibi anyonlar arasinda elektrostatik etkilesimler kurma yetenegi ile ilgili
oldugu diusiintilmektedir. Elektrostatik etkilesimlere ek olarak, kitosanda N-asetillenmis
kalintilarin varhigindan kaynaklanan hidrofobik etkilesimlerin de kitosan bakteriyostatik
ozelliklerine katkida bulundugu disiiniilmektedir, yiiksek oranda asetillenmis kitosanlarin

Escherichia coli izerinde de antimibrobiyal aktivite sergiledigi bilinmektedir [44].

2.9. ila¢ Tasiy1c1 Sistemler Olarak Mikrokiireler

Kontrollii salim, belirli zamanlarda veya belirli salim profili ile 6nceden belirlenmis bir
hizda veya kontrollii hizda hastaya ilac1 birakmak amaciyla ilag saliminin kullanimini ifade eder.
Geleneksel ilag verme sisteminin mevcut sorunlarinin iistesinden gelmek icin cesitli ilerlemeler
kaydedilmis ve kontrollii ilag salim sistemleri icin mikrokiirelerin gelistirilmesi bunlardan biridir

[45].

Mikrokiireler birka¢ mikrondan mm boyutlarina kadar degisik boy ve dagilimlarinda,
gozenekli veya gozeneksiz, viicutta parcalanabilen veya parcalanmayan, farkl ylizey ve yi8in
yapilarinda hazirlanabilen ve enjekte edilebilirliZe uygun mikrotasiyicilardir. Mikrokiire
teknolojisinin altinda yatan temel fiziksel siire¢ Sekil 2.13'de sematik olarak gosterilmistir.
Yontem temel olarak, homojen damlaciklar iiretmek icin bir nozzle icinden polimer iceren bir
¢ozeltinin puskirtiilmesini icerir. [46]. Farkl ozelliklere sahip cesitli tiirlerde mikrokiireler

tretmek miimkiindiir. Asagida mikrokiire tiirleri verilmistir [47].

e Biyo-yapiskan mikrokiireler

e Manyetik mikrokiireler

e Yiizen mikrokiireler

e Radyoaktif mikrokiireler

e Polimerik mikrokiireler
Biyobozunur polimerik mikrokiireler

Sentetik polimerik mikrokiireler
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Bu zamana kadar poli(d,l-laktid-ko-glikolid) (PLG), polianhidritler, etilseliiloz, kitosan,
jealtin ve nisasta da dahil olmak tlizere gesitli sentetik ve dogal polimerler kullanilarak kat1 formda
mikron yapida kiireler iiretilmistir. Bu tez calismasi kapsaminda da ila¢ salim uygulamalari i¢in

polimerik mikrokiireler, kitosan dogal polimeri kullanilarak iiretilmistir.

Nozzle

Polimer ¢ozeltisi

Sekil 2. 13. Polimerik mikrokiirlerin olusumu ve 6rnek mikroskobik goriintiileri [48]

Mikrokiire salim sistemlerinden beklenen o6zellikler; etkin maddeyi kontrollii olarak
salmasi, biyouyumlu olmasi, diistik dozlarda etkin madde kullanimina olanak vermesi ve buna
bagh olarak toksisiteyi azaltmasi, biyobozunur olmasi ve bozunma iiriinlerinin toksik 6zellik
gostermemesi, etkin maddenin 6zelliklerini olumsuz yonde etkilememesi ve etkin maddenin
stabilitesini koruyabilmesidir [49]. Bu 6zelliklere ek olarak mikrokiirelerin mevcut geleneksel

dozaj bicimlerine gore avantajlari su sekildedir:

e Mikrokiireler, uzun stireli ve sabit tedavi saglarlar.

e Mikrokiireler, dozlama sikligini azaltir ve bu nedenle hasta uyumunu iyilestirir.

e Mikrokiireler, ilacin kontrolli, siirekli ve hedefe yonelik verilmesini saglar.

e Midede ila¢ bosalmasi engellenir ve bu nedenle lokal istenmeyen etkiler azalir.

e Ilaglarin kisa yar1 6mrii igin daha iyi terapétik etki elde edilebilir, biyoyararlanmim arttirilir,
e Mikrokiireler ilaglarin ¢evreye karsi korunmasini saglar.

e ilaglarin tat ve kokusunu maskeler.

e Ilk gecis metabolizmasim énler.

e Kiiciik ve kiiresel boyutlar1 nedeniyle viicuda kolayca enjekte edilebilir.

27



Didem DEMIR KARAKUS, Doktora Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2021

2.10. Mikrokiirelere ila¢ Yiiklenmesi/Enkapsiilasyonu

Ila¢ molekiilleri, ister iiretim prosesi sirasinda yapi icine istenilirse de iiretim sonunda
elde edilen nihai iiriine emilim ile katilabilir. Uretim sonrasi yontem ile ila¢ miktarinin
ayarlanmasi kolaylasir ve iiretim esnasinda gerceklesebilecek yan reaksiyonlar elimine edilebilir.
lla¢ yiiklenmesi bircok etmene bagl bir siirectir; sisme orani, jel miktari, polimer ¢ézeltisinin
viskozitesi, ilac-polimer etkilesimleri, ¢oziiniirliik, konsantrasyon, ilagc molekiiliiniin biytkligi,
ilacin pH degeri ve difiizyon 6zellikleri gibi ézellikler ile belirlenebilir. ilacin salim1 da bir¢ok
parametreye baghdir; ilag miktari, salim sisteminin geometri ve ilacin hidrofilik ya da hidrofobik
olmasi gibi birgok parametre ila¢ salimin etkileyecektir.

Mikrokiirelerde kontrollii salim uygulamalar1 6ncesinde yapilan ilag yiikleme calismalari
kapsaminda iki farkli yontem kullanilmaktadir. Sekil 2.14’de sematik gosterimi yer alan bu iiretim
yontemlerinin ilki, farkli oranlarda bir araya getirilen polimer ve ilacin uygun bir ¢dziiciide
¢oziilmesi ve ilag yiiklii malzemenin iiretilmesidir. Dogrudan olan bu ydntemde ilag polimer
matris icine dagitilmis ya da polimer tarafindan enkapsiile edilmis durumdadur. ikinci yéntem ise
Uretilen polimerik malzemenin, belirlenen konsantrasyonlarda hazirlanan ila¢ c¢ozeltileri

icerisinde bekletilerek ilacin malzemeye emdirilerek dolayl ytikleme yapilmasi seklindedir.

HO 1lag/Model ilag
HO o O .
OH o§ NH, ‘.'. ® |:> O
HO NHe| 2,
Kitosan Cozeltisi Ilag/Model ilag Ilag enkapsiile edilmis mikrokiire

flag/Model ¢ozeltisi «

Mikrokiireler P

Ilag yiiklenmis mikrokiire

Sekil 2. 14. Farkli ilag yiikleme yontemlerinin sematik gosterimi

2.11. Mikrokiire Uretim Yontemleri

Katy, sivi veya gazlarin polimerik kaplamalara dahil edilmesi mikroenkapsiilasyon teknigi
ile yapilabilmektedir. Mikroenkapsiilasyon icin kullanilan farkli yontemler, partikiil boyutuna,
uygulama yoluna, ila¢ salim siiresine, capraz baglama yontemine, ilacin tiiriine, vb. karakterlere

baghdir [50]. Genel olarak mikrokiireler, faz ayirma veya c¢okelme, emiilsiyon/¢oziicii
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buharlastirma ve/veya piiskiirtme yontemlerinin kombinasyonlarini iceren cesitli tekniklerle
tiretilmistir. Uretim parametrelerinin varyasyonlari, parcactk boyutu ve boyut dagiliminin
kontroliine izin verir. Ilaglar, ilacin ézelliklerine bagh olarak partikiillere birkag farkli sekilde
dahil edilebilir. Hidrofobik terapoétikler, metilen Kkloriir veya etil asetat gibi bir ¢6ziicii icinde
polimer ile birlikte c¢oziilebilir. Proteinler dahil olmak tizere hidrofilik terapétikler, ince
ogitilmiis kuru bir toz olarak organik fazda slispanse edilebilir. Alternatif olarak, bir hidrofilik
terapotik maddenin sulu bir ¢ozeltisi, bir yag icinde su emiilsiyonu olusturmak i¢in organik
polimer ¢ézeltisi ile de karistirilabilir [48]. Ilag yiiklii mikrokiire iiretim teknikleri Tablo 2.5’de

Ozetlenmistir.

Tablo 2. 5. Mikrokiire liretim teknikleri ve ¢esitleri

Uretim Teknigi Cesitleri
Emiilsiyon
Polimerizasyon Stspansiyon
Misel

Tek fazli emiilsiyon (Yag/Su, Su/Yag,
Yag/Yag)
Cift fazli emiilsiyon (Yag/Su/Yag,
Su/Yag/Yag)

Coziicii buharlastirma yontemi

Basit
Faz Ayirimi/Koaservasyon
Kompleks
Gluteraldehit

Dispers fazda jellesme ve ¢apraz baglanma Formaldehit

Genipin

Puskiirtme Kurutma ve dondurma

Polimerizasyon yonteminin esasi su/yag emiilsiyonundan yararlanarak matriksi
polimerize etmeye dayanir. Matriks polimerizasyonunda mikrokiireleri stabilize etmek icin
ortama emiilgator eklenir. Yag fazi uzaklastirilir, yikama, siizme ve kurutma islemleri sonucu

mikrokiireler elde edilir.

Coziicli buharlastirma yontemi, Emiilsifikasyon/slispansiyon ya da misel olusturma
islemlerini kapsayabilir, iki veya c¢ift fazli sulu (su) ve organik fazlarda (yag) gerceklestirilir.

Yontem, emiilsiyon i¢ fazinin karistirilma yoluyla buharlastirilmasi esasina dayanir. Bu yontemde
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de ilag/c¢oziicii/polimer fazi damlarinin yag icerisindeki dispersiyonu emiilgator eklenerek
saglanir. Coziicliniin uzaklastirilmasi i¢in vakum, 1s1 veya oda sicakliginda buharlasma
kullanilabilir. Bu teknikle istenilen boyutta mikrokiire hazirlanabilir ve uygun ¢oziicii icerisinde

¢Ozlnebilen ilaclar polimerik sistemlere hapsedilebilir.

Koaservasyon, kolloidal ¢ozeltilerde sivi fazlarin ayrilmasi olarak tanimlanir.
Koaservasyon sirasinda, aktif bilesen kaplama polimer ¢ozeltisi icinde dagilabilir ve belirli bir
cevresel etkide (iyonik, pH, termal degisim), cekirdek malzeme kabugu olusturacak polimer
tarafindan kapsiillenirken faz ayrimi meydana gelir. Basit koaservasyon, polimerler arasindaki
uyumsuzluklara dayanmaktadir. Partikiil boyutu esas olarak bilesenlerin 6zelliklerine (viskozite,

ylizey gerilimi) ve karistirici kurulumuna baghdir [51].

Piskiirtme 6zellikle ilag¢ ve gida endiistrisine 6zel uygulamalarda kullanilan en iyi bilinen
tekniklerden biridir. Piiskiirtmeli kurutma tekniginde 6nce polimerin tamami diklorometan veya
aseton gibi uygun bir ugucu organik ¢6ziicii icinde ¢6ziiliir ve ardindan kat1 haldeki ilag yiiksek
hizli homojenizasyon ile polimer ¢ozeltisi icinde dagitilir. Bu dagilim daha sonra bir sicak hava
akimi icinde atomize edilir. Atomizasyon, kiiciik damlaciklarin veya ¢oziiciiniin aninda
buharlastigi ince sis olusumuna yol acar ve bu da 1-100 pm boyut araliginda kiiresel partiktllerin
olusumuna yol acar. Mikropartikiiller, siklon ayirici vasitasiyla sicak havadan ayrilirken, vakumlu
kurutma ile solvent kalintis1 da uzaklastirilir. Bu islemin en biiyiik avantajlarindan biri, aseptik

kosullar altinda operasyon fizibilitesidir [47].

Tez kapsaminda, kitosan mikrokiirelerin hazirlanmasinda yagda/su emiilsifikasyon

yontemi kullanilmistir, yéntem hakkinda detayl bilgi asagidaki béliimde anlatilacaktir.

2.12. Emiilsiyon Olusturma Tekniginin Esaslari

Emiilsiyon olusturma teknigi ila¢ endiistrisinde yaygin olarak kullanilan bir
mikroenkapstilasyon teknigidir. Bir emiilsiyon formiilasyonunun gelistirilmesi i¢in birbiri ile
karismayan en az ii¢ bilesene gereksinim vardir. Tablo 2.6’da birbiriyle karismayan bazi faz

bilesenleri goriilmektedir.
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Tablo 2. 6. Birbiriyle karismayan bazi faz bilesenleri ve ornek icerikleri

Bilesenler Igerikleri

Polioller
Butilen glikol
Polar yardimc1 maddeler Gliserin
Polietilen glikoller
Propilen glikol
Su
Esterler
Yaglar
Lanolin
Sentetikler (izopropil mristat, izopropil
paimitat, gliseril
monostearat)
Bitkisel yaglar
Eterler
Yag asitleri
Yag alkolleri
Hidrokarbonlar (Biitan, propan, mineral
yaglar, vazelin)
Halohidrokarbonlar (perflorokarbonlar,
Karisik kloroflorokarbonlar)
Mumlar, bitkisel ve hayvansal yaglar

Nonpolar yardimci maddeler

Tez ¢alismasi kapsaminda sulu polimer ¢dzeltisi bir yag ve yardimci maddelerden olusan
bir organik faz ile karistirilmak suretiyle emiilsiyon olusturulmustur. Organik faz olarak; aycicek
yagl, zeytinyagl, susam yagl, misir yag1 veya pamuk yagi gibi organik yaglar kullanilabilir. Yag ve
su fazi her zaman tek bilesen degildir. Her faz yardimci maddeleri de icerebilir. Hem hidrofilik,
hem de hidrofobik kisimlar1 iceren molekiiller olarak tanimlanabilen ve daha ¢ok mikrokiirelerin
stabilitesini arttirmak icin kullanilan bu yardimeci bilesenlerden bazilar1 span 80, tween 20 gibi
emiilgatorler olabilir. Ayrica, eterler ve hidrokarbonlarda emiilsiyon faz olusturmada
kullanilirlar. Bundan sonra emiilsiyon icerisinde elde edilen stabil kati parcaciklar santrifiij
yoluyla toplanir. Sonraki asamada yikama ve ardindan kurutma ile kati1 parcaciklar elde edilir.
Kurutma isleminde, en ¢cok da kullanilan ilaca bagh olarak, liyofilizasyon yontemi tercih edilebilir.
Sprey kurutucu ya da vakum ortaminda da kurutma islemini yaparak kati mikrokiiresel

parcaciklari elde etmek miimkiindir [51,52].

Emiilsiyonlar fazlarina goére Yag/Su, Su/Yag, Yag/Yag, Yag/Su/Yag, Su/Yag/Yag tipi
emiilsiyonlar olarak tek ya da ¢ok fazli olarak smiflandirilir [53]. Eger emiilsiyon, yag
damlaciklarini su iginde iceriyorsa Y/S (su icinde yag) emiilsiyonu ve su damlaciklarini yag icinde

iceriyorsa S/Y (yag icinde su) emiilsiyonu olarak tanimlanir (Sekil 2.15).
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__________ @ Hidrofilik kisim —— e o — — — — —
N\ ~— Liyofilik kisim ’

Sekil 2. 15. Fazlarina gore emiilsiyon tipleri

Emiilsiyonlar termodinamik olarak dayaniksizdir. Fiziksel olarak dayanikli bir emiilsiyon,
raf 6mrii boyunca, dagilmis olan fazda hi¢bir ayrilma gostermemeli, az bir ¢alkalama ile homojen
olarak ilk durumuna gelebilmeli ve kolaylikla akabilmelidir. Bekleme sirasinda emiilsiyonlarda
goriilen instabilite sorunlari asagida verilmistir.

e Kremalasma
¢ Flokilasyon
e Koalesans

e Faz ayrismasi

o Faz donlisimi

Bu sorunlarin iistesinden gelebilmek icin faz bilesenlerini ve oranlarini belirleyebilmek

oldukg¢a 6nemlidir.

2.13. Gozenekli Mikrokiireler

Gozenekli mikrokiireler, sahip olduklari birbirine bagh dis ve i¢ g6zenek yapisi sayesinde
diisiik kiitle yogunluguna ve yiiksek ylizey alanina sahiptirler. G6zenekli mikrokiireler, midede
kalic1 ilag dagitimy, alveol hedefli ila¢ dagitimi, yiiksek hizli kromatografi, doku rejenerasyon igin
iskelelerinin gelistirilmesi ve biyofarmasotiklerin tasiyicisi olarak umut verici malzemelerdir.
Gozenek yapisi ve gozeneklilik, uygulamalarini yoneten ana faktorlerdir [54].

Gozeneksiz mikrokiirelerle karsilastirildiginda, ila¢ tutma ve salma 6zellikleri acisindan
benzersizdirler. Aktif maddeler genellikle ya yiizeyde adsorbe edilir ya da mikropartikiil matrisi
boyunca dagilir. flaclarin salim kinetigi kadar yiikleme kapasitesi verimliligi de mikro kiirelerin
gozenekliligine baghdir [55].

IUPAC'a gore, gozenekli malzemeler gézenek boyutlarina (genisliklerine) gore: Mikro
gozenekli malzemeler (<2nm), Mezogozenekli malzemeler (2-50nm), Biyiikk gozenekli
malzemeler (>50nm) olarak siniflandirilabilir [56]. G6zenekli mikrokiirelerin tretilmesinde
¢Ozlcl buharlastirma, polimerizasyon, sinterleme, faz ayirma, sprey kurutma, dondurarak

kurutma ve Kriyojelasyon yer almaktadir. Bu yontemler arasinda son yillarda gelistirilen ve
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gozenekliligin yan sira birbirine bagh gozenekli bir yapi serfileyen kriyojelasyon yontemi
sayesinde istenen boyut araliginda jeller tiretmek miimkiindiir.

Yukarida bahsedilen tiim bu avantajlardan dolay1 tez calismasi kapsaminda enjekte
edilebilir mikrokiirelerin gozenekli yapida olmasi biliyiik dénem arz etmektedir. Gozeneklilik

kriyojelasyon yontemi ile saglanmistir.

2.13.1. Kriyojelasyon Yontemi ile Gézenekli Mikrokiirelerin Uretimi

Hidrojellerin bir tiirii de biyoteknolojide biiylik bir dneme sahip olan kriyojellerdir.
Kriyojeller (ya da sifirin altindaki sicakliklarda iiretilen jeller), monomerik veya polimerik
baslaticilarin donmus ¢ozeltilerinden iiretilen, gézeneklilik derecesi kontrol edilebilen ii¢ boyutlu
polimerik jel yapilandir.

Kriyojelasyon tekniginde baslaticilar, uygun ¢oziicii icerisinde ¢6ziilerek hizli bir sekilde
dondurulurlar. Céziicliniin dondurulma islemi sirasinda, polimerik baslaticilar1 ve donmamis sivi
mikrofazlari iceren, buz kristalleri olusur. Bu sirada ¢apraz baglanma reaksiyonu gergeklesirken;
buz kristalleri etrafinda agsi bir yap1 olusmaktadir. Belirlenen siirede reaksiyon tamamlandiktan
sonra, ¢oziiciinlin uygun kosullarda ortamdan uzaklastirilmasiyla, ii¢ boyutlu makro gézenekli bir
yapt olusturulur. Bu olusturulan yapi, kriyojel olarak adlandirilmaktadir. Sekil 2.16’da

kriyojelasyon tekniginin ayrintilar1 sematik olarak 6zetlenmistir.

28 -10°C < T <-40°C T > 0°C
Dondurma Eritme
—_— —

- Ice crystals

Gozenekler

Capraz baglayici Kriyoj elasyon Polimeril duvarlar

Monomer/ Polimer

Birbiri ile baglantih gozenek yapis1 sergileyen kriyojel

Sekil 2. 16. Kriyojelasyon teknigi basamaklarinin sematik gésterimi
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Kriyojenik kosullarda capraz baglama sonucu iiretilen polimerik jellerin morfolojik
yapilart oda sicakliginda hazirlanmis hidrojel olarak adlandirilan matrisler ile ile
karsilastirildiginda oldukea farkhidir. Hidrojel seklini koruyabilen bir yapiya sahip degil iken,
kriyojel tiretildigi sekli muhafaza etmektedir. Bu nedenle de o6zellikle mekanik mukavemet
bakimindan kiyaslandiginda, hidrojeller zayif mekanik 6zellik sergilerler. Kriyojeller ise sahip
olduklar1 gozeneklilikten dolay: siingerimsi bir yap1 sergilerler bu da onlarin yiiksek mekanik
kuvvet altinda dahi biitlinliigiinli koruyarak, mekanik kuvvet kaldirildiginda eski sekline geri
donebilmelerini saglamaktadir. Hidrojel ve kriyojel doku iskelelerinin sahip olduklar1 dzellikler

Tablo 2.7'de 6zetlenmistir.

Tablo 2. 7. Hidrojel ve kriyojel matrislerin karsilastirilmasi

Ozellikler Hidrojel Kriyojel
Stabilite Diisiik Yiiksek
Mekanik dayaniklilik Diisiik Yiiksek
Gozeneklilik Derecesi Diisiik Yiiksek
Sekil Jel Siinger
Hazirlama Siiresi Kisa Uzun

Kriyojellerin silingerimsi yapisi, makrogozeneklere sahip olmasi, ince film, monolitik
kolonlar, disk, boncuk gibi farkh sekillerde iiretilme kolayligi, mekanik kararliliklar ile de bir
araya gelerek bu jelleri biyoteknoloji ve biyomiihendislik alaninda benzersiz biyomalzemeler
haline getirmistir. Kriyojellerin birbiriyle baglantili makro gézenekleri sayesinde nano ve mikro
biiyiikliikteki partikiillerin kiitle transferi ve difiizyonun etkin bir bigcimde gerceklesmesi
saglanabilmektedir. Bu nedenle doku rejenerasyonuna/olusumuna yonelik doku miihendisligi
uygulamalar ve kontrollii ila¢ salimi uygulamalarinda 6nemli bir yere sahiptir. Kriyojellerin,
gozenek biliyiikliigliniin ayarlanabilmesi, mikro ve makro gézeneklerin birbiri ile baglantili olmasi

ve kolay liretilmesi dne ¢ikan avantajlaridir.

2.14. Enjekte Edilebilir Mikrokiireler

Rejeneratif tip ve doku miithendisligi uygulamalari, enfeksiyon ve reddedilme riski
olmadan cesitli hastaliklar1 ya da doku hasarlarini iyilestirmek icin invaziv olmayan ya da
minimum invaziv olan operasyonlara yonelmistir ve bunun icin enjekte edilebilir doku iskeleleri
ve ila¢ salim sistemleri gelistirilmistir. Bu sistemler hasarli bolgeye implantasyondan sonra o
bolgede yapisal stabilite ve mekanik destek saglayabilmelidir. Ayn1 zamanda, gegici olduklari igin

yeterli bir oranda bozunma hizina sahip olurken, bozunma iiriinlerinin de toksik olmamasi
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gereklidir [57]. Ozellikle, hiicre proliferasyonu ve besin difiizyonlari icin yeterli i¢ alan saglayan
acik gozenekli mikrokiireler, doku kusurlarinin rekonstriiksiyonlarinin tamamlanmasina etkili
bir sekilde yardimci olabilirler.

Enjekte edilebir kiire formundaki sistemlerin sahip oldugu avantajlar;

e Cerrahi operasyon siiresinin daha kisa olmasi,

e Cerrahi operasyon sirasinda kas dokusuna verilen zararin en az olmasi

e Ameliyat sonrasi agrinin daha az olmasi, yara boyutunun kiiciik olmasi

e Daha hizl bir iyilesme stirecinin olmasi

e Minimum maliyetle gerceklestiriliyor olmasi

e Hiicre tasiyiciiginin yani sira hedef organ ya da dokuya kontrollii ila¢ saliminin da

gerceklestirilebilmesi

o Diizensiz sekil veya boyuttaki defektleri doldurabilmesi seklinde siralanabilir.

Ilag salm yapabilen enjekte edilebilir mikrokiireler, geleneksel dozaj formlarina kiyasla
daha az uygulama sikligi, daha diisiik olumsuz yan etkiler ve cerrahi bir prosediire gerek
olmamasi gibi miikemmel avantajlar1 nedeniyle son zamanlara artan bir ilgi gérmektedirler. Bu
nedenle, gelisen teknoloji ve yeni yaklasimlarla beraber ila¢ salim1 yapabilen enjekte edilebilir
sistemlerin gelistirilmesinde biiyiik ilerlemeler kaydedilmistir.

Enjekte edilebilir sistemler arasinda yer alan polimerik mikropartikiiller, daha 6nceki
boliimlerde bahsedildigi gibi geleneksel emiilsifikasyon yontemleri kullanilarak tiretilebilirler.
Cap boyutu 250 pum'den daha az ve mikrometre diizeyinde olan bu kii¢iik kiiresel pargaciklar, 10-
18 Gauge igne capli enjektorlerden kolaylikla gegebilir. Tipik olarak, kimyasal ve fiziksel olmak
tizere iki ayr1 liretim yontemi kullanilarak polimerik jeller tretilebilir. Kimyasal jeller kovalent
etkilesimler ile olusturulurken, fiziksel jeller 1s1 ve pH degisimleri ile olusur. Her iki tip enjekte
edilebilir jel sistemler, kendi avantaj ve dezavantajlarini igerir. Asagidaki boliimde polimerik jel

mikrokiireler kullanilarak yapilan ¢alismalar ve sonuglari tartisilmistir.

2.15. Literatiir Taramasi

Siirekli salim yapabilen enjekte edilebilir mikrokiirelerin ilk pazar {iriinii (Decapeptyl),
1986 yilinda Ipsen tarafindan gelistirilmistir. Giiniimtizde de siirekli salim yapabilen enjekte
edilebilir mikrokiire ticari oOrnekleri raflarda bulmak miimkiindiir. Bunlardan bazilar:
Sandostatin LAR (Novartis), Somatuline Depot (Ipsen), Nutropin Depot (Genentech), Vivitrol
(Alkermes), Lupron Depot (Takeda), Risperdal Consta (Janssen) ve Trelstar Depot (Watson)
seklindedir [58].

Enjekte edilebilir mikrokiirelerin tasariminda énemli bir faktér biyouyumlu ve uygun

parcalanma hizina sahip polimelerin secimidir. Genel olarak, kullanilan malzemeler dogal ve
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sentetik polimerler olmak iizere iki ana boliime ayrilir. Sentetik polimerler arasinda FDA onayli
polilaktik-ko-glikolik asit (PLGA) ve polilaktik asit (PLA) tibbi ve farmasotik alanlarda yaygin
olarak kullanilmaktadir. Dogal polimerler olarak proteinler (6rnegin albiimin), jelatin ve kollajen,
polisakkaritler (6rnegin nisasta, kitosan), dekstran, seliiloz ve sodyum aljinat kullanilmaktadir.
Dogal polimerler, biyouyumlu ve toksik olmama, biyobozunur olma, antimikrobiyal aktivite
ozellikleri ve salim davranislarini kontrol etme avantajlarini sergilerler. Devam eden boliimde,
son yillarda yapilan; ilag/hormon tasiyabilen enjekte edilebilir ve kontrollii ila¢ salimi yapabilen
mikrokiireler ile ilgili olan ¢calismalar irdelenmistir.

Yuan ve ark. yaptiklar1 calismada, biyolojik olarak parcalanabilen ve FDA onayl
polihidroksialkanoat (PHA) tiirevi olan poli(4-hidroksibutirat) (P4HB) sentetik polimerini
kullanarak cift faz emilsiyon ¢oziicii buharlastirma yontemi ile acik gozenekli mikrokiireler
sentezlenmislerdir. A¢ik gozenek yapisina sahip mikrokiirelerin, yagdan tiiretilen kok hiicrelerin
osteoblast farklilasmasini in vitro artirabildigi ve in vivo olarak sican kalvarial kemik defekti
iyilesmesini hizlandirdigr bulunmustur. Bu sonuglar, enjekte edilebilir acik gézenekli PAHB
mikrokiirelerinin kemik dokusu rejenerasyonunda dikkate deger bir potansiyel sundugunu
gostermistir [59].

Rosellini ve ark, kalp onarimi i¢in enjekte edilebilir mikrokiire formunda yeni bir
biyoaktif yapi iskelesinin hazirlamis ve karakterize etmislerdir. Jellan/jelatin mikrokiireler, yag
icinde su emiilsiyonu ile hazirlanmis ve doku rejenerasyonunu desteklemek igin instilin benzeri
biiylime faktorii adsorpsiyon yoluyla mikrokiirelere ytliklenmistir. Elde edilen mikrokiireler,
statik ve dinamik kosullarda hiicre kiiltiirii testleri ve in vivo testler dahil olmak iizere morfolojik,
fizikokimyasal ve biyolojik karakterizasyona tabi tutulmustur. Mikrokiirelerin morfolojik analizi,
kiiresel bir sekil, mikro gézenekli bir ylizey ve ortalama 66+17um (kuru kosullar altinda) ve
123+24 pm (1slak kosullar altinda) gdzenek capi sergilemistir. Kimyasal analizi, mikrokiire
matrisi icinde jellan, jelatin ve insiilin benzeri bliylime faktorii-1'in homojen bir sekilde dagilimini
gostemistir. In vitro hiicre kultiirii testleri, mikrokiirelerin sigan kardiyak progenitor hiicrelerinin
yapismasini ve kiime olusumunu destekledigini gosterirken, bir biyoreaktér icinde dinamik
slispansiyon Kkiiltiirlinden sonra, hiicrelerin hala mikrokiirelere yapisik oldugunu ve
sitoplazmalarin1 mikrokiire yiizeyine yaydiklarin1 gostermistir. In vivo olarak, sican modelinde
mikrokiirelerin intramiyokardiyal uygulamasi incelediginde, odacik genislemesini, miyokardiyal
hasar1 ve fibrozu azaltarak iyilesme sagladig1 tespit edilmistir. Genel olarak, bu g¢alismanin
bulgulari, tiretilen mikrokiirelerin, kalp dokusu miithendisligi icin enjekte edilebilir iskele olarak
gelecekteki uygulamalar i¢in potansiyel olarak yeterli morfolojik, fizikokimyasal, fonksiyonel ve
biyolojik 6zellikler sergiledigini gdstermistir [60].

Deshmukh ve ark., yaptiklari calismada, erlotinib hidroklortr (Erlotinib-HCL) 'iin enjekte

edilebilir mikrokiirelerin formiilasyonuna katilarak, salim davranislarini incelemislerdir. Enjekte
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edilebilir mikrokiirelerin iiretiminde polimer olarak polikaprolakton kullanilmis ve suda yag
emiilsiyonu ¢6ziicii buharlastirma teknigi ile hazirlanmistir. Erlotinib HCL ytiklii mikrokiireler,
partikiil boyutu, in vitro salim, in vivo uygulama, ve malzemelerin fizikokimyasal 6zelliklerinin
belirlenmesi acisindan degerlendirilmistir. Enkapsiilasyon verimliligi %51.2 ve %86.8 arasinda
degisrken, polimer miktarinin kapsiilleme etkinligini etkiledigi sonucuna varmislardir. Ila¢ ve
polikaprolakton polimeri iceren optimize edilmis formiilasyon, 48 saat sonunda %86.8 ila¢c tutma
verimliligi ve %95.23 siirekli ilag salimi ile en iyi sonuglar1 gostermistir. Erlotinib HCL yuiklu
polikaprolakton bazli enjekte edilebilir mikrokiireler, kii¢iik hiicreli olmayan akciger kanseri,
pankreas kanseri ve boyun kanseri gibi farkli organa 6zgii kanser tiirlerinin tedavisinde uzun
stire boyunca hedefe yonelik ve siirekli ila¢ salinimi i¢in etkili bir sekilde kullanilabilir oldugu
sonucuna varmislardir [61].

Peters ve ark. tarafindan yapilan bir diger calismada, fare gozlerinde intravitreal ilag
dagitimi icin potansiyel ilac tasiyic1 ve salim mekanizmasi olarak poli(ester amid) (PEA) veya poli
laktik-ko-glikolik asit (PLGA) bazli enjekte edilebilir mikrokiirelerin uygunlugunu
incelemislerdir. Ek olarak, deksametazon yiikli PEA mikrokiireleri (PEA + DEX)
degerlendirilmistir. Mikrokiireler, emiilsiyon ¢6ziici buharlastirma teknigi kullanilarak
hazirlanmistir. Kisaca, polimer (PEA veya PLGA) ve diklorometandan (DCM) olusan organik bir
faz, sulu bir polivinil alkol c¢ozeltisi ile emiilsiyon haline getirilmistir. Daha sonra elde edilen
emilsiyon, organik solventin buharlasmasina ve mikrokiirelerin sertlesmesine izin vermek icin
stirekli karistirma altinda tutulmustur. Son asamada, kat1 mikrokiireler elde etmek i¢in sirasiyla
yikama, siizme ve dondurarak kurutma islemlerine tabii tutulmustur. Ilac yiiklii mikrokiirelerin
hazirlanmasinda ise DEX, PEA ve DCM 'den olusan organik bir fazda dagitilirak kullanilmistir.
Intravitreal olarak tug¢ farkll mikrokiire (PEA, PLGA ve PEA + DEX) enjekte edilmis ve gozlere
etkileri, morfolojik ve fonksiyonel incelemeler kullanilarak kontrol grubu ile karsilagtirilmistir.
Enjekte edilen gruplarin hig¢biri, calisma boyunca geri doniisii olmayan toksik etki belirtileri
gostermemistir [62].

Xu ve ark., yaptiklari ¢calismada, uzun siireli salim yapabilen ve lokal anestezik i¢in yiiksek
ilac yiiklemeli bupivakain (anestezik ilag) iceren enjekte edilebilir mikrokiireler hazirlamislardir.
Bupivakain ytiklii PLA veya PLGA mikrokiireler suda yag emiilsifikasyon ¢oziicli buharlastirma
yontemiyle liretilmis ve karakterize edilmistir. Mikrokiirelerin uzun siireli ila¢ saliniminin yan
sira, mikrokiirelerin siganlara enjeksiyonundan sonra plazma ila¢ konsantrasyonu ve siyatik sinir
blokaji arastirilmistir. Matrisin tipine ve ilacin polimere besleme oranina bagh olarak, %70'in
tizerinde yiiksek ila¢ ytliklenebilen mikrokiireler basariyla elde edilmistir. Karakterizasyon
sonuglari, PLA’dan olusan gozenekli ¢ekirdek ve bupivakain kristalleri ve PLA tabakasindan
olusan yogun kabuk olarak karakterize edilen yeni bir cekirdek-kabuk mikrokiire yapisini

gostermistir. Optimize edilmis mikrokiireler, 5 giin boyunca diisiik ve sabit plazma ilag
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konsantrasyonu gostermistir. Sonuglar, PLA mikrokiire formiilasyonunun gozenekli ¢ekirdek-
kabuk yapisinin, bupivakainin lokal olarak uzatilmis dagitimi1 ve postoperatif agrinin kontrolii

icin enjekte edilebilir bir depo olarak muazzam bir potansiyel saglayacagini géstermistir [63].

2.16. Doktora Tez Calismasinin Amaci

Bu tez calismasinin amaci, enjekte edilebilir ve gozenekli mikrokiirelerin gelistirilmesi ve
ilac salim uygulamalarinda kullanilma potansiyelinin ortaya koyulmasidir. Mikrokiirelerin
liretimi i¢in gelistirilen yontem ile oda kosullarinda gergeklesen klasik yagda su emiilsifikasyon
yontemi, daha yeni bir yaklasim olan kriyojelasyon yontemi ile biraraya getirilmistir. Optimum
kosullarda iiretilen mikrokiireler olduk¢a yiiksek ytizey alani ve baglantili gézenek yapisi ile
oldukga ilgi ¢ekmistir. Ayrica, mikrokiirelerin iiretiminde dogal bir polimer olan kitosanin
kullanilmasiyla yiiksek sivi absoprlama kapasitesine sahip, biyolojik olarak uyumlu, yiiksek hiicre
canliligl saglayan, biyobozunur ve antimikrobiyal aktiviteye sahip malzemeler elde edilmistir.

llag salim uygulamalan i¢in hidrofilik ve hidrofobik 6zellikte model ilag¢ olarak boyar
maddeler tercih edilmistir. la¢ maliyetini diisiirmek, gereksiz ila¢ kullamimi ortadan kaldirmak
ve deney sayisini diisiirebilmek adina secilen boyar maddeler ile salim davranisinin belirlenmesi
ile diger bir¢ok ilac icin de uyumlu bir salim sisteminin elde edilebilecegi diisiiniilmiistiir. Kinetik
salim calismasi ile de malzemenin difiizyon parametrelerinin degisik kosullardaki davranisi
irdelenerek ilag-malzeme etkilesiminin farkli fizyolojik ortamlardaki davranisi da ortaya
konmustur. Doktora tez calismasinin {i¢ ana béliimden olusmus ve béliimlerin asamalari Sekil
2.17’da sematik olarak oOzetlenmis ve devam eden bolimlerde yapilacak ¢alismalar sunulan

siraya gore degerlendirilmistir.

« Kriyojel Mikrokiirelerin Uretimi ve Karakterizasyonu
Kimyasal bag yapisi, morfoloji, gozenek boyut dagilimi, biyobozunurluk,

enjekte edilebilirlik, sisme davranislari

\
« ilag Yiikleme ve Salim Calismalar1
Farkli kosullaricin optimum ilag yiikleme miktarinin belirlenmesi, farkl
fizyolojik kosullardailag salim profilleri ve kinetik modelleme ¢alismalari
J
~
« Biyolojik Degerlendirme
In vitro sitotoksisite ve mikrobiyal aktivite calismalari
J

Sekil 2. 17. Doktora tez calismasinin ii¢ ana béliimden olusmus ve béliimlerin asamalari
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyaller

Mikrokiirelerin tliretimi ve ila¢ salim deneylerinde kullanilan kimyasal malzemeler,

ozellikleri, deney sistemlerindeki gorevleri ve bu kimyasallarin temin edildigi firma bilgileri

Tablo 3.1’de verilmistir.

Tablo 3. 1. Deneylerde kullanilan kimyasal malzemeler

Kimyasal

Kullanim amaci

Firma bilgileri

Kitosan, yliksek viskoziteli
Gluteraldehit, 25%, v/v
Asetik asit, glacial, 100%

Petrol eteri

Span 80, sorbitan monooleate

Aycicegi yagl
Etanol, Absolute

PBS Tablet

NaOH
HCl
NacCl
NaHCO3
CaClz

Polimer
Capraz baglayici ajan
Cozicu
Organik faz bileseni
Organik faz bileseni
Emiilsiyonlastirici ajan
Organik faz bileseni
Sterilizasyon
Salim, sisme ve degradasyon
ortami
pH ayarlama
pH ayarlama
Fizyolojik ¢ozelti
Fizyolojik ¢ozelti
Fizyolojik ¢ozelti

Sigma Aldrich, USA
Merck, Almanya
Merck, Almanya

Sigma Aldrich, USA

Croda, Tiirkiye

Yerel Market, Tiirkiye
Merck, Almanya

Merck, Almanya

Sigma Aldrich, USA
Sigma Aldrich, USA
Emir Kimya, Turkiye
Sigma Aldrich, USA
Sigma Aldrich, USA

3.2. Cihazlar

Ila¢ salim1 icin mikrokiirelerin tiretimi deneyleri oda kosullarinda su/yag faz1 emiilsiyonu

ve ardindan kriyojenik kosullarda ¢apraz baglama reaksiyonu ile devam etmistir.

Uretilen

mikrokiirelerin ilag yiikleme ve salim ¢alismalari gergeklestirilmistir. Bu siirecte kullanilan temel

laboratuvar cihazlari, kullanim amaglar1 ve marka/model bilgileri Tablo 3.2’de verilmistir.
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Tablo 3. 2. Deneylerde kullanilan temel laboratuvar cihazlari

Cihaz Kullanim Amaci Marka bilgileri
Ohaus Corp. Pine Brook,
Hassas terazi Tartim
AR2140, Cin
Elektro.mag, M420-P,
Etiv Kurutma

Calkalamali inkiibator

pH metre

Mekanik karistirici

Manyetik karistirici

Siringa pompasi

Sogutmal Sirkiilatér

Liyofilizator

UV-Vis

Salim, degredasyon, sisme

deneyleri

pH ayarlama

Mikrokiire olusumu

Cozelti hazirlama

Mikrokiire damlatma

Mikrokiire capraz baglama

Dondurarak kurutma

Absorbans o6l¢ciimleri

Tirkiye
Daihan Scientific CO. LTD.,
WiseBath WB-22, Kore
Mettler Toledo, Portable
pH meter SG-23, ABD
Velp Scientifica, Digital
Overhead Strirrer-DLS,
Italya
Heldolph Instruments, MR
Hei-Standart, Almanya
New Era Pump Systems,
NE-300, ABD
WiseCircu WCR - P6 CFC
404 A, Wisd Lab. Inst,,
Almanya
Labconco, FreeZone
Benchtop Freeze
DrySystem-7670531, USA
Chebios Optimum-One
UV-Vis, italya

3.3. Optimizasyon Calismalari

Polimer olarak dogal bir polisakkarit olan kitosan se¢ilmistir. Yiiksek viskoziteli kitosanin
¢ozlinmesi icin uygun c¢oziicii olarak asetik asit ile denemeler yapilmistir. Mikrokiirelerin
olusmasinda hazirlanacak kitosan polimer ¢ozeltisinin yag faz icerisine kolaylikla damlatilmaya
en uygun akigkanlikta olmasi icin yapilan gorsel denemeler sonucu kitosan ¢o6zeltisinin
hazirlanmasinda saf su igerisinde hacimce %6’lik asetik asit ¢ozeltisi kullanilmasina karar
verilmistir. Enjekte edilebilirlige uygun optimum partikiil capina sahip mikrokireleri tiretmek
icin farkli polimer (%0.5, %1 ve %2, w/v) ve capraz baglayict (1%, 3% ve 6%, v/v)
konsantrasyonu, reaksiyon sicakligi (-10, -16 ve -24°C) ve karistirma hizlarinda (500, 1000 ve
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1500 rpm) yapilan seri deneyler sonunda optimum deneysel parametreler yapilan daha 6nceki

calismalarla belirlenmistir [64].

Bu kapsamda, agirlikca %2’lik kitosan ¢6zeltisi, hesaplanan miktar polimerin tartilarak
asetik asidin %6’lik sulu ¢ozeltisinde cozliinmesiyle hazirlanmistir. Kitosan ¢ozeltisi homojen bir

karisim icin manyetik karistiricida diisiik karistirma hizinda 24 saat siire ile birakilmistir.

Secilen polimer konsantrasyonunda tretilecek mikrokiirelerin gézenek yapisi1 dogrudan
reaksiyon sicakligl ve capraz baglayict konsantrasyonu ile iliskilidir. Bu nedenle, yapilan 6n
calismalar 1s181inda, homojen yapida goézenek yapisi icin kriyojenik reaksiyon sicakligi -16°C

olarak secilirken, capraz baglayici miktar1 %3 gluteraldehit olarak belirlenistir.

Polimer konsantrasyonu, reaksiyon sicakligt ve c¢apraz baglayict miktarinin
belirlenmesinden ardindan olusan partikiillerin enjekte edilebilirlife en uygun capta
tretilebilmesi i¢in karistirma hizi degistirilerek denemeler yapilmistir. Bu kapsamda, diisiik
karistirma hizlarinda mikrokiirelerin biraraya gelerek agrede oldugu ve daha biuyiik c¢aph
partikiiller olusturdugu, 6te yandan yiiksek karistirma hizlarinda ise partikiillerin daha kiigiik
caplarda Tretildigi ancak piriizsiz kiiresel yapilarini koruyamadiklar: goériilmiistiir. Bu

sonuglardan yola ¢ikarak, optimum karistirma hizi 1000 rpm olarak secilmistir [64].

Devam eden boliimde, yapilan 6n karakterizyon analizleri sonucunda segilen optimum

calisma parametreleri kullanilarak mikrokiirelerin iiretimi detayl olarak anlatilmistir.

3.4. Kitosan Kriyojel Mikrokiirelerin Uretimi

llag salim uygulamalan icin iiretilen kitosan kriyojel mikrokiireler, oda kosullarinda
dagilma ortami icinde (yagda su, w/o) emiilsiyon faz olusturma ve kriyojenik kosullarda ¢apraz
baglayici ajan varliginda kimyasal ¢apraz baglama tekniklerinin bir arada kullanilmasiyla elde
edilmistir. 2 mL polimer ¢6zeltisi (su fazi) siringaya alinarak; mekanik karistiricida 50 mL yag
fazina (organik faz, 37.5 mL petrol eteri, 10 mL aycicegi yagi ve 2.5 mL span 80 karistirilarak
olusturulmustur) damla damla ilave edilmistir. Ekleme islemi bittikten 10 min sonra karisima 0.5
mL gluteraldehit ¢cozeltisi (6%, v/v) hizlica ilave edilip; kriyojelasyonun gergeklesmesi icin 2 saat
-16 °C sicaklikta sogutmali sirkiilator (kriyostat cihazinda) bekletilmistir. Dagilma ortaminda
donmus olan 6rnekler, daha sonra aym sicaklikta 24 saat derin dondurucuda bekletilmistir.
Reaksiyon tamamlandiktan sonra orneklerin sicaklifi oda kosullarina getirilmistir. Eriyen
ornekler sirasiyla hekzan, etanol ve distile suyla yikanmis, her bir yikama sonunda 6rnekler

santrifiijle toplanmistir. Sekil 3.1’de lretim siireci sematik olarak 6zetlenmistir.
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Yikanan mikrokiire formundaki Kkriyojellerin seklini muhafaza ederek kurumasini
saglamak icin dondurarak kurutma islemine tabii tutulmustur. Bunun icin reaksiyona girmemis
reaktanlardan yikayarak tamamen uzaklastirilan mikrokiireler bir gece boyunca -24°C’'de
dondurucuda birakilmis, ardindan tamamen donan érnekler 24 h boyunca liyofilizator cihazinda
kurutmaya birakilmistir. Kuruyan 6rnekler polietilen kaplara konarak sonraki calismalar icin

buzdolabinda bekletilmistir.

-16°C
Kitosan Sogutmal Sirkiilatér
Cozeltisi
®9
)
Qo 0%
0% 09,
- . o 900
e ©
Emiilsifikasyon Capraz Baglama Kriyojelasyon  Mikrokiireler

Sekil 3. 1. Kitosan mikrokiirelerin emiilsiyon olusturma ve kriyojelasyon yontemlerinin

birarada kullanilmasiyla tiretimini 6zetleyen sematik gésterim

3.5. Kitosan Kriyojel Mikrokiirelerin Karakterizasyonu
3.5.1. Kimyasal Bag Yapisi

Mikrokiire liretiminde kullanilan kimyasallar ve tretilen mikrokiirelerin kimyasal bag
yapilar1 Fourier Déniisiimlii Infrared Spektrometre (FTIR, PerkinElmer, FT-IR/FIR/NIR, ATR) ile
belirlenmistir. FT-IR analizleri 400 - 4500 cm-! spektrum dalga boyu araliginda yapilmistir.

3.5.2. Morfolojik Yap1

Uretilen mikrokiirelerin kiiresel dis yapilar1 optik mikroskop kullanilarak belirlenmistir.
Kriyojelasyonun sonucu olarak sergiledikleri birbirleriyle bagh gézenekli i¢ yapilari ise taramal
elektron mikroskobu (SEM, Quanta 400F Field Emission, ABD) ile goriintiilenmistir.
Mikrokiirelerin boyut dagilimi ve gozenek boyutu dagilimlar1 mikroskobik goriintiilerin Image-]
yazilimi ile analiz edilmesi ile belirlenmistir. Boyut dagilimi histogram grafikleri en az 50

gozenegin ve 30 mikrokiirenin ¢ap 6l¢limiiniin yapilmasi ile olusturulmustur.
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SEM analizi Oncesinde kriyojel mikrokiirelerin gozenek yapilarini bozmadan,
icerebilecekleri nemin tamaminin uzaklastirilmasi ve sismis haldeki goézenek biiyiikliigiinlin
belirlenebilmesi icin liyofilizasyon islemine tabii tutulmustur. Kuru olan mikrokiirelerin
yuzeyleri elektrik iletkenligini saglayabilmek amaciyla vakum ortaminda platin ile kaplandiktan

sonra 5 kV'da, farkli biiylitme oranlarinda SEM gortntiileri alinmistir.

3.5.3. Enjekte Edilebilirlik

Mikrokiirelerin in vitro enjekte edilebilirlik 6zelliklerini gostermek i¢in Sarmadi ve ark.
uyguladiklar yéntem, baz1 degisikliklerle gerceklestirilmistir [15]. i1k olarak igne ucunun enjekte
edilebilirlige etkisini gozlemlemek icin, 1 mL distile suya esit miktarda mikrokiireler eklenerek
U¢ farkl siispansiyon hazirlanmistir. Daha sonra mikrokiirelerin siispansiyonu, bir siringa
pompasi (New Era, NE-300) kullanilarak farkl caplarda igne ug¢larina (18 Gauge, 21 Gauge ve 26
Gauge) sahip plastik enjektorlerden gecirilmistir. ikinci olarak, optimum belirlenen igne ucu
kullanilarak mikrokiire siispansiyon konsantrasyonunun edilebilirlige etkisi incelenmistir.
Burada konsantrasyon 1 mL distile su icerisindeki mikrokiire sayisi olarak tanimlanmistir. Ug
farkli konsantrasyonda (25, 50 ve 100 adet mikrokiire/mL saf su) hazirlanan siispansiyonlarin
optimum igne ucu takili plastik bir enjektérden yine siringa pompasi kullanilarak sabit akis
hizinda ge¢mesi sonucu petri kabinda toplanan mikrokiire sayisi belirlenmistir. % Enjekte
Edilebirlik sayisal olarak su sekilde hesaplanmistir: Baslangicta enjektore aktarilan kiiresel
parcaciklar, optik mikroskop (Eclipse ME600, Nikon, Japonya) altinda en az li¢ kez sayilmistir.
Daha sonra, her bir deney setinde enjektérden gecen mikrokiireler bir petri kabinda toplanarak
yine optik mikroskop kullanilarak en az ii¢ kez sayilmistir. Mikrokiirelerin enjekte edilebilirlik

performanslari Esitlik 11 kullanilarak sayisal olarak ifade edilmisgtir.

Enjekte edilebilirlik (%)= (Petri kabina gecen mikropartikiil sayisi/ baslangigta ytliklenen toplam
mikropartikiil sayis1)*100 (11)

3.5.4. Farkl Fizyolojik Kosullarin Hazirlanmasi

Ila¢ yiiklii kitosan mikrokiirelerin ilac salim sistemi olarak kullanilabilirliginin test
edilebilmesi i¢in yapay viicut sivisi ortamlarinda salim profilleri ve sisme davranislari incelendi.

Bunun icin ince bagirsak, mide ve géz yapay sivilari hazirlandu.

In vitro mide ortaminin hazirlanmasi
Mide ortamini in vitro olarak taklit etmek icin kullanilacak olan pH 1.5 ortami 0.1 N HCl

¢oOzeltisi ile hazirlandu.
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In vitro bagirsak ortaminin hazirlanmasi
Ince bagirsak ortamini in vitro olarak taklit etmek i¢in kullanilacak olan 0.01 M pH 6.8

ortami potasyum fosfat tampon tabletlerinin (PBS) saf suda ¢oziilmesi ile hazirlandu.

In vitro gézyasi ortaminin hazirlanmasi

GOzyasi ortamini in vitro olarak taklit etmek icin kullanilacak ortam (pH 7.4) 0.67 g NaCl,
0.20 g NaHCO3 ve 0.008 g CaCly’lin 100 mL sudaki ¢6zeltisi ile hazirlandi. Hazirlanan ¢ézeltinin
pH’1 7.4’e ayarland.

3.5.6. Farkli Fizyolojik Kosullarda Mikrokiirelerin Sisme Davranislarinin ve Kinetiklerinin

Belirlenmesi

Mikrokiirelerin sisme 06zelligi lizerine ortamin pH degerinin etki edip etmedigi
arastirilmistir. Bu amagla, hazirlanan mikrokiirelerin, salim ¢alismalarinin yapilacagi farkli pH
degerlerinde hazirlanan in vitro mide, ince bagirsak ve gozyasi yapay ortamlarina birakilmis,
belirli zaman araliklarinda c¢ozeltilerden ¢ikartilip mikrokiirelerdeki kiitle degisimleri
kaydedilmistir. Sisme testleri 3 tekrarli olarak yapilmistir. Sisme testleri icin mikrokiireler
dondurarak kurutulmus ve agirliklar1 kaydedilmistir (Mo). Kurutulan mikrokiireler 37°C’'de
bekletilen ortamlar igerisine birakilmis ve belirli zaman araliklariyla mikrokiireler su icerisinden
cikarilip tizerlerindeki fazla su kaba filtre kagidi yardimiyla uzaklastirilmis ve tartim alindiktan
sonra tekrar ortamina birakilmistir (M¢). Bu isleme mikrokiireler denge sisme degerine
ulasincaya kadar devam edilmistir. Mikrokiirelerin sisme degerleri Esitlik 12’de verilen formiil

ile gravimetrik olarak hesaplanmistir;
Sisme (%, w/w)=[(M-Mo)/ Mo]*100 (12)

3.5.7. Mikrokiirelerin Sisme Kinetiginin Belirlenmesi

Mikrokiirelerin sisme davranislarini anlamak amaciyla sisme kinetikleri arastirilmistir.
Ag yapili sisebilen polimerlerin su molekillerini absorpsiyonu genellikle Fick difiizyon kanunu

ile aciklanmaktadir. Fick diflizyon kanunu, asagida verilen esitlikte ifade edilmektedir;
F= Qt/Qe=kxtn (13)

Esitlikte; F sisme kesrini, Q; herhangi bir t aninda absorplanan su miktarini (g), Q. denge
aninda absorplanan su miktarini (g), k Fick sabitini ve n diflizyon tstelini ifade etmektedir.

Esitligin dogal logaritmasinin alinmasiyla asagidaki esitlik elde edilir;

InF=Ink+nxInt (14)
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Esitlik kullanilarak, In F degerlerine kars1 In t grafiginin egiminden (n) ve y eksenini kesim
noktasindan (In k) kinetik parametreleri elde edilmektedir. Grafigin egiminden elde edilen n

degerinin buyiikliigli suyun mikrokiirelere difiizyonu hakkinda bilgi vermektedir.

3.5.8. In vitro Degradasyon

Mikrokiire formunda kitosan kriyojellerin degradasyonu PBS icinde, 37°C'de ¢alkalamali
su banyousu icerisinde (Daihan Scientific CO. LTD., WiseBath WB-22, Kore) izlenmistir. Kriyojel
mikrokiire 6rnekleri esit miktarlarda (2 mg) sabit agirhiga gelinceye kadar kurutulmustur, 5 ml
PBS iceren kaplara konulmustur. 30, 60 ve 90 giin sonunda, 6érnekler ortamdan alinmis ve
kurutulmustur. Daha sonra siirekli degradasyonu incelemek icin tekrar distile su icine
konulmustur. Asagida belirtilen Esitlik 15 yardimiyla mikrokiirelerin degradasyon orani olarak

belirlenmistir.
Degredasyon orani, %= [(Wi-Wf)/Wi]x100 (15)

Burada, Wi: ilk agirlik, Wf: kurutulduktan sonraki agirlik olarak tanimlanmistir.

3.6. Model ilaglarin Secimi ve Calisma Grafikleri

Model ilag olarak Nile Red (NR, hidrofobik ilaglara model) ve Rhodamine-B (RB, hidrofilik
ilaclara model) boyar maddeleri se¢ilmistir. Boyar maddelerin enjekte edilebilir mikrokiirelere
emilimi ve salimi1 devam eden boéliimlerde sunulan deneysel yontemler kullanilarak detayl olarak
arastirllmistir. Calismanin her asamasinda ¢ozeltide boyar madde derisiminin tayini
gerekmektedir. Bu tayin i¢in, UV-Vis bolgede absorbans olglimii yapilir ve Lambert-Beer
yasasindan yararlanilarak derisim hesaplanir. Kullanilan boyar maddeler UV-Vis bolgede
absorbans yapan bir bilesiklerdir. Bu nedenle spektrofotometre ile tayini miimkiin olmustur. Nile
Red boyar maddesinin kantititaf analizini yapmak icin 548 nm dalga boyunda 6lgtimler
alinmisken [65], Rhodamine-B analizi icin 554 nm dalga boyunda 6l¢iimler alinmistir [66,67].
Hidrofilik olan Rhodamine-B i¢in ¢6ziicii olarak distile su kullanilirken, hidrofobik olan Nile Red
etanol icerisinde ¢ozdiriilerek kullanilmistir. Farkli konsantrasyonlara bagh alinan oélciimler
kullanilarak her iki boyar madde icin standart ¢alisma grafikleri cizilmistir. Sekil 3.2’'de
Rhodamine-B ve Nile Red boyar maddeleri icin elde edilen ¢alisma dogrular1 ve denklemleri yer

almaktadir.
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Sekil 3. 2. Rhodamine-B ve Nile Red boyar maddeleri i¢in elde edilen kalibrasyon ¢alisma

dogrularn ve denklemleri

3.6.1. Hazirlanan mikrokiirelere ila¢ yiiklenmesi

Tez ¢alismasi kapsaminda, yagda su emiilsiyon ve kriyojelasyon tekniklerinin bir arada
kullanilmasiyla tretilen ¢apraz bagh kitosan kriyojel mikrokiirelere ila¢ yiikleme galigsmalari
emdirme yontemi kullanilarak gerceklestirilmistir. Belirli konsantrasyonlarda (0.05, 0.1 ve 0.5
mg/mL) hazirlanan boyar madde ¢dzeltilerinden 5 mL alinarak cam beherlere yerlestirilmistir. 5
mg agirhiktaki kuru mikrokiireler tartilarak boyar madde cozeltileri i¢cine konulmus ve farklh
sicakliklarda (25, 35 ve 60°C) manyetik karistirici yardimiyla farkl karistirma hizlarinda (100,
200 ve 500 rpm) ilag yiikleme siiresince (24 h) karistirilmistir. Mikrokiirelerin hafif, yapiskan ve
elektriklenmeye miisait yapilari nedeniyle her seferinde boyar madde c¢o6zeltisinden
toplanmasinin yerine boyar madde ¢ozeltisi toplanmistir. Belirlenen siirelerin ardindan,
mikrokiirelerin gegmeyecegi bir enjektor yardimiyla tiim boyar madde ¢ozeltisi temiz bir falkon
tiipe alinmistir. Beherda kalan mikrokiireler yine 5 mL taze distile su eklenerek yikanmistur.
Boylelikle mikrokiireler adsorbe olmayip ylizeylerine tutunan fazla boyar madde yikanarak
uzaklastirllmistir. Cozeltilerde bulunan boyar madde miktarlar1t UV-Vis spektrofotometre ile
belirlenmistir. Deneysel ¢alismalar sirasinda Spekord 210 Plus, Analytic Jena (Almanya) marka
model spektrofotometre kullanilmistir. Baslangigtaki boyar madde miktarindan ¢ozeltilerde
(y1ikama ¢ozeltisi dahil) kalan boyar madde miktar ¢ikarilarak yiiklenen miktar belirlenmistir.

Ilac yiikleme yiizdesi Esitlik 16 ile hesaplanmigtir.

%llag Yiikleme = [(baslangi¢taki boyar madde miktar - ¢ozeltide kalan boyar madde miktari) /
(baslangigtaki boyar madde miktar1)]*100 (16)
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Deneysel yontemin sematik gosterimi Sekil 3.3’de 6zetlenmistir. Deneyler 3 tekrarh

yapilmis olup sunulan nihaii degerler ortalama degerler olup standart sapma degerleri ile birlikte

sunulmustur.

Calkalamali su banyosu

Sekil 3. 3. ilac Yiikleme calismalar1 deney diizeneginin sematik gosterimi
3.6.2. Mikrokiirelerden ilag Salimi

Salim deneyleri i¢cin 14 giin boyunca ilagla yiliklemis mikrokiireler (ila¢g yiikleme
kapasiteleri maksimum olarak belirlenen c¢alisma kosullarinda boyar madde ytklenen
mikrokiireler), 10 mL hacmindeki ve belirli pH degerlerinde hazirlanan farkli salim ortamlarina
transfer edilmektedir. ila¢ iceren ¢ézeltiden periyodik araliklarla 500 pL alinarak 548 ve 554 nm
dalga boylarinda UV-Vis Spektrofotometre ve ¢alisma dogrusu kulanilarak ortama salinmis ilag
miktar1 belirlenmistir. Esitlik 17 yardimiyla mikrokiirelerden ortama salinan ila¢ miktari

hesaplanmistir.
Salinmis ilag miktar1 = Q. / Qo (17)

Bu esitlikte Q;, herhangi bir t anindaki salinmis ilag miktarini ve Qo ise baslangi¢ (t=0) zamaninda

mikrokiirelerde mevcut bulunan ila¢ miktarini belirtmektedir.

Salinan ila¢ miktarinin belirlenmesi icin yapilan bu deneylerde salim ortamiyla, ilag yiiklii
mikrokiireler arasindaki derisim farkinin sabit tutulmasi amaciyla, salim ortaminda belirli zaman
araliklarinda yenileme yapildi. Bu amagla belirli zaman araliklarinda, salim ¢6zeltisinden 0.5’er

mL 6rnek alinip yerine 0.5’er mL taze ¢6zelti koyuldu.

Bu asamada, y1g1n halinde ila¢ salim1 olup olmadiginin gézlemlenebilmesi i¢cin baslangicta
ornek alma islemi daha sik araliklarla gergeklestirilirken, daha sonra zaman araliklan
uzatimistir. Deneyler 3 tekrarli yapilmistir. Sonuclar ortalama degerler olup standart sapma

degerleri ile birlikte sunulmustur.
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3.6.3 Salim Kinetiginin Belirlenmesi

Calismanin son asamasinda elde edilen salim degerlerinden salim tipinin hangi kinetik
modele uydugu tespit edilerek ve en uygun kinetik model belirlenmistir. Bu amacla farkh
fizyolojik sivilardan hazirlanan sistemlerin salim datalarindan yararlanilmistir. Bu salim
profillerini tamimlayan model, asagida verilen modellerden hangisine uygunluk goésterdigi
hesaplanarak tespit edilmistir. Ila¢ salim kinetiginin belirlenmesinde in vitro kontrollii ilag salim
modelleri olarak Tablo 3.3’de de verilen sifirinci dereceden, birinci dereceden, Hixson Crowel],

Higuchi, ve Korsmeyer-Peppas matematiksel modelleri secilmistir.

Bu esitliklerdeki Q; t aninda ilag-polimer kompozit formiilasyonundan salinan ilag¢
miktarini, Q. ise, oo siirede ortamda bulunan ila¢g miktarin1 yani ilag-polimer kompozit
formiilasyonun icerdigi ila¢ miktarinin tiimiinii ifade etmektedir. Dolayisiyla, herhangi bir t
zamanindaki Qw/Q: oranin 100 ile ¢arpimi, t =zamaninda ilag-polimer kompozit

formiilasyonundan salinan ilag yiizdesine (% salim) karsilik gelmektedir.

Tablo 3. 3. Tez ¢alismasi kapsaminda salim profillerinin modellenmesinde kullanilan

matematiksel esitlikler

# Model Esitlik

1 Zero order Q=Qo+Kot

2 First order In Q=In Qo+Kit
3 Hixson-Crowel Qoo1/3-Qi1/3=K,t
4 Higuchi Q=KuVt

5 Korsymeyer-Peppas  Q¢/Qw= Kitn

3.7. Biyouyumluluk Calismalari

Kontrollii ilag salimi ¢alismalari tamamlanan enjekte edilebilir mikrokiirelerin doku
mithendisligi uygulamalarinda kullanilma potansiyelinin ortaya konulabilmesi icin in vitro
biyouyumluluk c¢alismalar1 gerceklestirilmistir. Calismanin bu béliimiinde iretilen
mikrokiirelerin biyouyumluluk testleri yapilmistir. Direkt ve indirekt testleri metiltiazol difenil
tetrazolyum ile yapilmistir. Ayrica, hiicre morfolojisini belirlemek igcin SEM goériintiileri
incelenmistir. Sitotoksisite testleri icin Mouse Embryonic Fibroblast (MEF) (CF-1) (ATCC®SCRC-
1040™) hiicre hatt1 kullanilmistir. Hiicreler, %10 fetal bovine serumu (FBS, Lonza) ve 55 uM beta
merkaptoetanol iceren Dulbecco’s Modified Eagle Media (DMEM, Lonza, Belgika) besiyeri
kullanilarak kiiltiire edilmistir. inkubatér (NUAIRE, NU-5800, ABD) 37 °C‘de %5 CO; oraninda

sabit tutulmustur. Yapilan analizlerin ayrintilari asagida sunulmustur.
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3.7.1. MTT Analizi

Kitosan kriyojel mikrokiirelerin lizerindeki MEF hiicrelerinin canliligt MTT analizi ile test
edilmistir. Analizin prensibi, MTT tuzu ihtiva eden sar1 renkli MTT ¢o6zeltisinin hiicre
mitokondrisinde bulunan mitokondriyal dehidrojenaz enzimleri tarafindan mor renkli formazan
kristallerine indirgenmesi esasina dayanir. Indirgenen formazan kristallerinin yogunlugu, kiiltiir
ortaminda bulunan hiicrelerin mitokondriyal aktivitesi hakkinda, yani buna bagh olarak hiicre

canliligi hakkinda bilgi vermektedir.

Test igin ilk olarak, doku iskelesinin icinde bulundugu besi ortami alinmis ve her béliime 500
uL MTT cozeltisi ilave edilmistir. Mor renkli ¢okelti goriiniir hale gelene kadar yaklasik 1 saat
inklibe edilmistir. Goriiniir mor c¢okeltilerin olusmasindan sonra, her bélime 1000 uL
izopropanol (Merck, Almanya) ilave edilmistir. Plakalar, mor ¢okelti tamamen c¢oziilene kadar
yaklasik 30 dakika inkiibe edilmistir. Her boliimiin ¢dziinmiis formazan kristalleri, UV-Vis
spektrofotometrede (Shimadzu UV-VIS, UVmini-1240, Japonya) 570 nm dalga boyunda
Olclilmiistiir. Deneyler, ii¢ tekrarli (n=3) yapilmistir. Hiicre canliligi, kontrol gruplarina gore

normalize edilmistir.

3.7.2. Direkt Sitotoksisite

Mikrokiireler alkol (%70-100) ile steril edildikten sonra ii¢ kez besiyeri ile yikanmistur.
Direkt sitotoksisite testi icin mikrokiireler esit agirlikta (0.02 g) boliinerek plakalara (24°liik well
plate) eklenmistir (n=3). Mikrokiire doku iskelelerinin iistiine ve kontrol grubu olarak plakalara
esit olarak 100000 hiicre eklenmistir. Tiim plakalar 1, 3 ve 5 giin siireyle 37°C’ de %5 CO:
kosullarinda inkiibe edilmistir. inkiibasyon siiresi tamamlandiktan sonra besiyeri ortamdan

cekilmis, MTT assay ile canlilik testi yapilmistir.

3.7.3. indirekt Sitotoksite

Mikrokiireler esit agirlikta (0.02 g) béliinerek plakalara (24’liikk well plate) yerlestirilmis
(n=3) ve 1, 3 ve 5 giin boyunca besiyeri ortaminda 37°C’ de inkiibe edilmistir. Daha sonra bu
besiyeri ortamdan alinarak indirekt sitotoksisite testi icin kullanilmigtir. indirekt test icin 15000,
10000 ve 5000 MEF hiicresi plakalara koyulmus ve besiyeri doku iskelesi ile inkiibe edilmistir.
Kontrol grubu icin ise normal (DMEM + %10 FBS + ve 55 pM Beta Mercaptoethanol) besiyeri
eklenmistir. 1 giin i¢cin 15000 eklenmis hiicre plaka; 3 giin icin 10000 eklenmis hticre plaka ve 3
glnliik inkiibasyon icin 5000 hiicre eklenmis plaka kullanilmistir. Tiim plakalar 37°C’ de %5 CO;
kosullarinda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda MTT assay ile canlilik testi

yapilmistir.
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3.7.4. Hiicre Morfoloji Analizi

Doku iskelesi lizerine ekilen hiicrelerin morfolojisini inceleyebilmek ve
degerlendirebilmek i¢in SEM (FE-SEM Zeiss/Supra55, Quanta 400F Alan Emisyonu, ABD)
kullanilmistir. 0.02 g mikrokiire icin 100000 MEf hiicresi ekilmis. Hiicrenin ekiminden 5 giin
sonra, doku iskeleleri 4°C'de 2 saat boyunca %2.5 glutaraldehit ile capraz baglanarak hiicrelerin
bulunduklari yer ve sekilde sabitlenmeleri saglanmistir. Sabitleme islemi sonrasinda, numuneler
PBS ile yikanarak ve farkli konsantrasyonlarda etanol (30, 50, 70, 90%) kullanilarak dehidre
edilmistir. SEM degerlendirmeleri i¢in 6rnekler oda sicakliginda etiivde kurutulmus ve

sonrasinda numuneler altin ile kaplanarak hiicre morfolojileri incelenmistir.

3.8. Biyolojik Aktivite Calismalar:

Uretim, karakterizasyon, kontrollii ila¢ salimi ve biyouyumluluk ¢alismalari tamamlanan
kitosan kriyojel mikrokiirelerin biyolojik aktivite 6zelliklerinin belirlenmesi i¢in antimikrobiyal
analizleri yapilmistir. Antimikrobiyal 6zellige sahip kitosan polimeri ile liretilmis mikrokiirelerin
mevcut aktivitelerine ek olarak, antimikrobiyal 6zelliklerini arttirmak i¢cin mikrokiireler tizerinde
AgNPs sentezlenmistir. Asagidaki boliimde AgNPs sentezi ve antimikrobiyal ¢alismalar hakkinda

detayl bilgiler sunulmustur.

3.8.1. Mikrokiirelerin AgNP’lerin ile Kaplanmasi

AgNP'lerin kitosan kriyojel mikrokiireleri izerinde in-situ sentezi, baz1 modifikasyonlar
ile 6nceki calismalarda anlatildigi gibi bir indirgeyici ajan (NaBH4) kullanilarak giimiis tuzunun
(AgNO3) kimyasal indirgeme yontemi ile gerceklestirilmistir [68]. (10 mg), Ilk olarak, sabit
miktarda kurutulmus mikrokiireler (10 mg), 4 saat boyunca oda sicakliginda hazirlanan AgNO3
¢oOzeltisi icerisinde bekletilmistir. AgNO3z konsantrasyonunun AgNPs tiretimi tizerindeki roliini
degerlendirmek icin ii¢ farkli konsantrasyonda (5, 10 ve 20 mmol.L-1) AgNOs c¢ozeltileri
hazirlanmistir. Daha sonra AgNO3 ¢ozeltisinde sismis mikrokiireler siiziilmiis ve birkag kez distile
su ile yikanmistir. Ardindan Ag+ iyonu dahil edilmis kitosan mikrokiireler, NaBH, ¢ozeltisi
icerisinde bekletilmistir. Bu reaksiyon, 4°C'de 24 saat boyunca gerceklestirilmistir. indirgeme
isleminin sonunda, AgNPs kapl kitosan mikrokiirelerinin rengi acik saridan koyu kahverengiye
degismistir. AgNP'lerin kitosan mikrokiireleri tizerindeki sentez adimlari Sekil 3.4'de
gosterilmektedir. Calismanin devaminda numuneler CH ve xAg-CH olarak adlandirilmistir;
burada CH, chitosan'in kisaltmasi iken ve x, mmol.L-1 cinsinden AgNO3z ¢ozeltisinin

konsantrasyonunu temsil etmektedir.
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In situ Ag*
indirgenmesi
J B
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AgNO; + NaBH, - Ag + %H, + ¥:B,H, + NaNO;

@ AgNPs

AgNO, O NaBH, ® oo

Sekil 3. 4. Kitosan mikrokiirelerin antimikrobiyal 6zelliklerini arttirmaya yonelik in situ Ag+

indirgenme reaksiyonuna dayanan yontemin sematik gosterim

3.8.2. Karakterizasyon Calismalari

UV-Vis spektrofotometresi  (Chebios Optimum-One UV-vis, Italya) kitosan
mikrokiirelerinde AgNP'lerin olusumunu dogrulamak icin kullanilmistir, absorpsiyon

spektrumu, 350-600 nm dalga boyu araliginda analiz edilmistir.

AgNP yuklii kitosan mikrokiirelerin kimyasal bilesimi, 600-4000 cm! dalga boyu
araliginda FTIR spektrofotometresi (PerkinElmer, FT-IR/FIR/NIR Spectrometer Frontier-ATR,
ABD) ile belirlenmistir.

Kitosan mikrokiirelerde AgNP'lerin varligi, SEM analizinden elde edilen goriintiiler ve

element bilesiminin kantitatif analizini saglayabilen EDX dedektorii ile dogrulanmistir.

3.8.3. Antimikrobiyal Aktivitenin Belirlenmesi

Kitosan ve AgNPs kapl kitosan mikrokiirelerinin antimikrobiyal aktivitesini gostermek
icin kullanilan mikroorganizmalar sunlardir: Enterococcus hirae (ATCC 10541), Bacillus cereus,
Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Legionella pneumophila subsp. pneumophila (ATCC 33152),
Escherichia coli (ATCC 10536), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027) ve Candida albicans.

Antimikrobiyal ¢alismalardan 6nce tiim cam malzemeler ve kiiltiir ortam1 121°C'de 20
dakika otoklavlanmistir. Minimum inhibitér konsantrasyonu (MIC) testi, orneklerin

antimikrobiyal yeteneklerini belirlemek i¢in iki kat seri kiltiir seyreltme deneyi ile
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gerceklestirilmistir. MIC, mikroorganizmalarin goriiniir biliyiimesini engelleyen test
numunelerinin en diisiik konsantrasyonu olarak tanimlanir. MIC degerleri, inkiibasyondan sonra
bulanik metrik deney ile belirlendi. Farkli konsantrasyonlarda (2000, 1000, 500, 250, 125, 62.5,
31.25 ve 0 mg/mL) mikrokiireler iceren seri kiiltiir ortamlari, 2.107-108 koloni olusturan birim
CFU/mL iceren bir bakteri kiiltiirii ile ayr1 ayr1 karistirlmistir. Kiltiir ortamlari, déner bir

calkalayicida 37°C ve 120 rpm'de 24 saat siireyle inkiibe edilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

Bu béliimde doku miihendisligi uygulamalarinda doku rejenerasyonuna yoénelik ila¢
salimi yapabilen enjekte edilebilir sekilde minimum invazyon ile kullanilmak iizere hazirlanan
kiire formunda kitosan kriyojel doku iskelelerinin tiretimi, temel karakterizasyon calismalary, ilag
ylikleme ve salim ¢alismalari, ilag salim mekanizmalari, biyouyumluluk ve biyolojik aktivitilerinin
belirlenmesi ile ilgili deneysel sonuglar sunulmus ve elde edilen bulgular iizerine tartismalar
yapilmistir. Sentezlenen mikrokiire formundaki kriyojellerin karakterizasyonu; farkl fizyolojik
kosullar icin sisme orani ve kinetikleri, in vitro degradasyon davranislar karakterize edilmis;
kimyasal yapilar1 ve gézenek morfolojileri FTIR, SEM ve optik mikroskop ile incelenmistir. Bu
veriler 15181nda, mikrokiirelerin birbiri ile baglantili bir gézenek yapisi sergiledigi, yliksek su
tutma kapasitesine sahip oldugu, biyobozunur oldugu ve canli viicuduna enjeksiyonla verilmeye
uygun oldugu sonucuna varilmistir.

Ilag olarak secilen hidrofobik ve hidrofilik 6zellikteki boyar maddelerin mikrokiirelere
ylklenmesi islem degiskenleri olarak karistirma hizi, sicaklik, baslangic boyar madde
konsantrasyonu gibi degiskenler kullanilarak irdelenmistir. Optimum kosullarda segilen ilag
yuklii mikrokiirelerin salim davranislar1 ve kinetik modelleri farkl fizyolojik sivilar igin
incelenmistir.

lla¢ yiikleme ve salim calismalar1 tamamlanan mikrokiirelerin biyouyumluluklar1 ve

antimikrobiyal 6zellikleri detayli olarak belirlenmistir.

4.1. Kitosan Kriyojel Mikrokiirelerin Uretimi

Enjekte edilebilir doku iskeleleri 6zellikle diizensiz sekilli doku kusurlarinin minimal
invaziv cerrahi operasyonla doldurularak yenilenmesine veya yeni doku olusumuna izin veren
sistemlerdir. Hatta sergiledikleri gézenekli yapi sayesinde difiizyon ve kiitle transferine imkan
verdikleri i¢in ila¢ salim uygulamalarinda da kullanilma potansiyeli oldukca yiiksektir. Tez
calismasi kapsaminda yagda su emiilsiyonu ve kriyojenik kosulda ¢apraz baglama reaksiyonu
birarada ytiriitiilerek kriyojel mikrokiireler basari bir sekilde tiretilmistir (Sekil 4.1). Calismanin
yenilikeci tarafi klasik emiilsiyon yontemi sonunda c¢apraz baglamanin kriyojenik kosullarda
gerceklestirilirek mikron boyutta kiitlesel olarak hafif ama oldukca genis yiizey alanina sahip
gozenekli kiiresel parcaciklarin iiretilmesidir. Uretilen mikrokiirelerin goriintiileri Sekil 4.12’de
verilmistir. Kuru formda oldukca hafif ve elektriklenmeye miisait olan malzemeler, su icerisinde
slispanse edildiginde sekillerini korumaya devam etmekte ve zamanla suyu absorplama
ozelliklerinden dolay1 agirlasip dibe ¢okmektedirler.

Polimer ¢ozeltilerinin viskozite degerleri yag faz icerisinde meydana gelen damlaciklarin

boyutunu, morfolojisini ve stabilitesini etkilemektedir. Bu viskozite degeri polimer ¢ozeltisinin
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dagilma ortamina damlatilabilirligi acisindan kiire olusumuna izin verecek 6zellikte olmalhdir.
Daha dnceki ¢alismalarimiz dikkate alindiginda tez ¢alismasinda kullanilan kitosan polimerinin
agirlikca %?2’lik konsantrasyonda, %6'lik (v/v) asetik asit ¢ozeltisi icerisinde hazirlanmasina
karar verilmistir. Homojen bir karisimin elde edilmesi icin kitosan ¢ozeltisi en az 24 saat stire ile

hafif karistirma hazinda ¢éziinmeye birakilmistir.

Kriyojelasyon = ! \ Polimerik
mikrokiire

T<0°C

H

Kriyojenik E
kosulda :
capraz baglanma|

T>0°C

Gozenekli
kriyojel
mikrokiireler

Rl o

Sekil 4. 1. Tez calismasi kapsaminda yagda su emiilsiyonu ve kriyojenik kosulda ¢apraz
baglama reaksiyonu birarada ytiriitiilerek kriyojel mikrokiirelerin {iretilmesinin sematik

gosterimi

Sekil 4. 2. Uretilen mikrokiirelerin petri kabi icerisindeki kuru formda ve enjektér icinde

stispansiyon haldeki goriintiist
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4.2. Kitosan Kriyojel Mikrokiirelerin Karakterizasyonu
4.2.1. Morfolojik Degerlendirme

Uretilen mikro pargaciklarin dis morfolojik yapilar1 Sekil 4.3A ve 4.3B’de verilen optik
mikroskop goriintiileri ile degerlendirilmistir. Aycicegi yag1 ve yardimci maddelerden (Span 80
ve petrol eteri) olusturulan organik faz icerisine kitosan polimerinin sulu asetik asit icerisinde
¢Ozlinmesiyle hazirlanan ¢dzeltinin damlatilmasi sonucu meydana gelen kiiresel damlaciklar
gluteraldehit ile capraz baglanarak kiiresel formlarint koruduklari goriilmektedir. Image-]
yazilimi kullanilarak optik mikroskop goriintiileri lizerinden olgiilen pargacik boyutlarinin
kullanilmasiyla mikrokiirelerin parcacik boyut dagilim histogrami elde edilmistir (Sekil 4.3C).
Farkl biiyiitmelerde ¢ekilen goriintiilerden en az 50 pargacigin 6l¢lilmesiyle ortalama partikiil
¢apt 175.68+50.95 um olarak hesaplanmistir. Bu deger ile kiiresel partikiillerin mikron boyutta
oldugu dogrulanmistir. Ancak, histogram grafigi incelendiginde mikron boyuttaki partikiillerin
yaninda azda olsa makro boyutta partikiillerin de oldugu goériilmektedir. Bu nedenle ¢alismanin
devam eden boliimlerinde mikrokiireler 250 pm elek aciklik boyutuna sahip elekten gecirilerek

homojen partikiil boyutunda kullanilmistir.

]

Partikiil sayis1
~

L \

]
0 50 100 150 200 250 300 350 400
Partikiil capi, mm

Sekil 4. 3. A, B) Mikrokiirelerin dis morfolojisinin degerlendirilmesinde kullanilan optik

(=T i~ I N - N -]

mikroskop goriintiileri, C) Mikrokiirelerin pargacik boyut dagilim grafigi
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Uretilen parcaciklarin kiiresel yapilar1 SEM mikroskobu ile de ortaya konmustur. Sekil

4.4A ve B’'de sunulan goriintiiler incelendiginde, kiiresel, piiriizsiiz yapida ve homojen dagilimda

mikrokiireler net bir sekilde goriintiilenmistir.

« 1

% ; & F e e |
Sekil 4. 4. A) Mikrokiirelerin dis morfolojisinin degerlendirilmesinde kullanilan SEM mikroskop

goriintiileri, B) Tek bir kiiresel partikiile ait SEM mikroskop goriintisii

Uretilen mikrokiirelerin i¢ morfolojilerinin degerlendirilebilmesi icin Sekil 4.5A ve B’'de
sunulan SEM goriintilerinden yararlanilmistir. Kitosan mikrokiirelerin, Kkriyojelasyon
yonteminin sonucu olarak, birbiri ile baglantili gézenekli bir yap:1 sergiledigi gortilmektedir.
Image-] yazilimi kullanillarak SEM goriintiileri iizerinden &lciilen gozenek boyutlarinin
kullanilmasiyla mikrokiirelerin gézenek boyut dagilim histogrami elde edilmistir (Sekil 4.5C).
Farkli biiylitmelerde c¢ekilen goriintiilerden en az 100 go6zenegin Olciilmesiyle mikrokiire
ortalama gozenek capi 7.01£2.90 pm olarak hesaplanmistir. Ayn1 zamanda histogram grafigi
incelendiginde mikrokiirelerin goézenek yapisinin mikro ve nano o6lgekli oldugu sonucuna

varilmistir.
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Sekil 4. 5. A, B) Mikrokiirelerin i¢ morfolojik yapisinin degerlendirilmesinde kullanilan SEM

mikroskop goriintiileri, C) Mikrokiirelerin gozenek boyut dagilim grafigi

4.2.2. Kimyasal Bag Yapis1 ve Capraz Baglanma Reaksiyonu

Kriyojel mikrokiirelerin ve hazirlanmasinda kullanilan hammaddelerin (kitosan, aycicegi
yagl ve span 80 emiilgatorii) kimyasal yapisi FTIR spektrumlari kullanilarak analiz edilmis ve
Sekil 4.6’da sunulmustur. Kitosana ait karakteristik pikler incelendiginde; 3448-3450 cm-! dalga
boyundaki genis bandin -OH grubuna, 1560 cm-! civarindaki pikin amit I NH; egilmesi pikine,
1560 cm-! de polimer zincirinde bulunan Amit [ (NH2) grubuna ve Amit II (NHCOOH3) grubuna
ait pikler gorilmektedir. 2926 cm-! dalga boyundaki pikin ise yine kitosanin karakteristik piki

olan CHz'nin asimetrik egilme pikine ait oldugu goriilmektedir [69,70].

Emiilsiyonun olusturuldugu organik fazi bilesenlerinden Span 80, aycicegi yag1 ve petrol
eteri emiilsiyonun olusmasini saglayan bilesenlerdir. Bu bilesenlerden petrol eteri ucucu bir
bilesendir ve mikrokiire tiretim prosesi sirasinda buharlasarak malzemeden ayrilmistir. Ancak,
Span 80 ve aycicegi yag1 hidrofobik yapilarindan dolay1 yikama esnasinda malzemede kalabilirler.
Bu nedenle span 80 ve aycicegi yagina ait FTIR spektrumlarida elde edilmistir (Sekil 4.5A).
Boylelikle {iretilen mikrokiirelerden yag fazin yikamayla uzaklastiritlip uzaklastirilmadigi

hakkinda bilgi vermektedir. FTIR sonuglarinda, 1740 cm-! bandinda yaglarin sahip oldugu
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karekteristik lipid - ester (C=0) baginin varligi goriiliirken, doymamis yag asitlerinin sahip oldugu

etilen bagida (C - H) 2851 - 2923 cm-! band araliginda mevcuttur.

Capraz baglanmis mikrokiirelere ait spektrum incelendiginde (Sekil 4.6B) ; 3431 cm-!'de
-OH ve -NH gruplarinin absorpsiyon yogunlugu, kitosaninkinden biraz daha diisiiktiir, bu da
birincil amin grubunun gluteraldehit ile capraz baglama reaksiyonunda yer aldigini gosterir [71].
1725 cm' dalga boyunda ortaya cikan C=0 bandi, daha biiyiikk bir capraz baglama zinciri
olusturmak icin gluteraldehitin sulu ¢ozelti icinde kendi kendine polimerizasyonu ile ilgilidir
[72]. Gluteraldehitin aldehit gruplar ile kitosanin serbest amino gruplari arasinda Schiff baz
reaksiyonu ile olusan ¢apraz baglanma, 1646 cm-l'de yer alan N=C imin baginin varlg ile

kanitlanmistir. Kitosan ve gluteraldehit arasinda meydana gelen reaksiyon Sekil 4.7’de

Ozetlenmistir.

:
:

Gecirgenlik, %
Gegirgenlik, %

—— Kitosan

—— Span 80

—— Aycicegi Yagi
— T

Kitosan Mikrokiire

L] M 1 v 1 v L] M L] M T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 4000 35I00 30IOO 25l00 20|00 ISlOO IOIOO 560
Dalga sayis1, em™ Dalga sayisi, cm™
Sekil 4. 6. Kitosan, Span 80 ve aycicegi yagina ait FTIR spektrumlar. B) Kitosan kriyojel

mikrokiirelerin FTIR spektrumu
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Sekil 4. 7. Kitosan ve gluteraldehit arasinda gerceklesen capraz baglanma reaksiyonu
4.2.3. Enjekte Edilebilirlik

Uygulamaya bagh olarak, ilac dagitim sistemlerinin tasarimi, salim kinetigine,
malzemenin biyouyumluluga, degradasyonuna, mikrobiyal o6zelliklerine ve enjekte
edilebilirligine bagli olarak degismektedir. Doku rejenerasyonu/olusumu veya ilag salimi
uygulamalarini iceren doku mihendisligi uygulamalarinda biyomalzemelerin minimal invaziv
yolla direkt enjeksiyonu hem hasta konforu hem de iyilesme siireci acisindan en etkili tedavi

olarak kabul edilmektedir.

Tez c¢alismasi kapsaminda, daha 6nce monolit formda tretilen kitosan kriyojel yapi
iskelelerini miimkiin oldugunca birbirine baghh gézenek yapisini ve yiiksek porozitesini
koruyarak enjekte edilebilirlige uygun sekil, boyut ve ¢apta ila¢ salim sistemi {retilmesi
hedeflenmistir. Enjekte edilebilirlik; kullanilan ignenin 6l¢iisti, parcacik boyutu, parcacik sekli ve
konsantrasyonu gibi faktorlere bagh olarak degisebilir. Mikropartikiillerin enjeksiyon yoluyla
ylksek verimli transferi, hastaya dogru dozun verilmesinde dnemli bir faktordiir [73]. Bu
dogrultuda, ¢alismanin bu kisminda iretilen mikrokiirelerin enjekte edilebilirligi farklh
konstrasyonlarda hazirlanan siispansiyonlarinin farkl igne uc¢larindan (18 Gauge, 21 Gauge ve
26 Gauge) gecme potansiyellerine gore degerlendirilmistir. Enjeksiyon sivis1 olarak distile su

kullanilmistir. Partikiil konsantrasyonu ve boyutun enjekte edilebilirlik iizerindeki etkisine
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iliskin elde edilen sayisal degerler ve kullanilan igneler Sekil 4.8'de sunulmustur. Ortalama
partikil ¢ap1 175.68+50.95 pm olup, yaklasik 80-300 pum partikiil boyutu araliginda iiretilen
mikrokiireler, 18 G igneden (i¢ cap: 0.838 mm) kolayca gecerken, tahmin edildigi gibi, daha kiiciik
capli igne uclarindan gecerken enjekte edilebilirlik ylizdesi azalmistir (Sekil 4.7A). Mikrokiireler,
¢ap1 26 G olan igne ucundan transfer edilememistir. Ortalama partikiil cap1 26 G igne (i¢c cap: 0.26
mm) ucundan gecebilecek kadar biiyiik olmasina ragmen zamanla igne ucunun icindeki daha
biiytik partikiillerle cakismaktadir, bu partikiillerin ge¢mesi i¢in daha biiyiik bir kuvvet
gerekmektedir ve bir siire sonra, bu kuvvet enjeksiyon sirasinda partikiillerin hizh
sedimantasyon ile igne ucunu tikamasina neden olur. Bu nedenle optimum enjekte edilebilirlik
performansi i¢in partikiillerin partikiil boyutuna uygun igne ucunun secgilmesi gerekmektedir

[74]. Tez calismasinda tretilen mikrokiireler i¢in en uygun igne ucu 18 G olarak seg¢ilmistir.
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Sekil 4. 8. Mikrokiire formunda hazirlanan doku iskelelerinin A) farkli igne uglarina sahip
enjektorlerden gecme orani, B) partikiil konsantrasyonuna bagh enjekte edilebilirlik degerleri

ve C) kullanilan igne caplari

Enjekte edilebirlik icin belirlenen en uygun igne wucunun ardindan, partikiil
konsantrasyonuna bagh enjekte edilebilirlik degerleri belirlenmistir (Sekil 4.8B). Partikiil
konsantrasyonu enjekte edilen 1 mL'lik siispansiyon icerisinde yer alan mikrokiire sayisi olarak

tanimlanmistir. Artan partikiil konsantrasyonunun ancak belirli bir konsantrasyon esigi
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asildiktan sonra (yani enjeksiyon hacmi basina 75 ila 100 partikiil arasinda) etkili oldugu
bulundu. 25-50 partikiil yiiklii ¢ozeltilerin enjekte edilebilirligi hemen hemen ayniyken, 75-100
partikiil yiikli ¢ozeltilerinin enjekte edilebilirligi ise konsantrasyon artisi ile kismen azalma
gostermistir.  Tim bu sonuclar, enjekte edilebilirliin igne boyutuna ve partikiil
konsantrasyonuna bagl oldugunu ve cogu durumda 18G ignenin 21G igneden daha yiliksek

parcacik iletimine sahip oldugunu ortaya koymustur.

4.2.4. Farkh Fizyolojik Kosullarda Mikrokiirelerin Sisme Davranislarinin Belirlenmesi

Tez calismasi kapsaminda liretilen capraz bagh kitosan kriyojel mikrokiireler hidrofilik
matrislerdir. Hidrofilik polimer zincirlerinin sulu bir ortamda ¢6ziinmesini énlemek ve siiper
emici bir jel olusturmak i¢in capraz baglama gereklidir [75]. Capraz baglama sonucu sulu ortamda
¢oziinme olmaz, ancak kriyojenik kosullarda gerceklesen c¢apraz baglanma sonucu olusan
gozeneklilik yap1 ve matrisin hidrofilitesine bagl olarak yiiksek sisme davranisi gozlenebilir. Bu
mikrokiirelerin sulu ortamlarda hacimsel degisime ugraylp ugramadiklarinin tespiti,
malzemelerin uygulama alanlarinin belirlenmesinde ve kontrollii salim sistemlerinde kontrol
altinda tutulmasi gereken tasiyici sistemlerin salim hizlar1 ve salim siirelerinin saptanmasinda
belirleyici rol oynamaktadir. Bu nedenle, iiretilen mikrokiirelerin implante edilebilecekleri
potansiyel ortamlardaki sivi tutma kapasitelerinin belirlenebilmesi icin sisme davranislari

incelenmistir.

Mikrokiirelerin kontrollii ila¢ salim sistemi olarak kullanilabilirliginin test edilebilmesi
icin farkl yapay viicut sivisi ortamlari olarak insan viicudunda karsilasilabilecek ortamlar ve pH
degerleri ile uyumlu olmasi i¢in ince bagirsak, mide ve goz yapay sivilari se¢ilmistir. Bu amacla,
mide ortamini yansitan pH 1.5, ardindan bagirsak ortamini yansitan pH 6.8 ve géz ortamini
yansitan pH 7.4 gozyasi sivisi icerisinde maksimum sisme kapasitesine ulasincaya kadar oda
sicakliginda sisme testleri gerceklestirilmistir. Mikrokirelerin farkh fizyolojik ortamlardaki

sisme degerlerinin zamanla degisimi Sekil 4.9’da goriilmektedir.

Tlim fizyolojik ortamlarda, mikrokiirelerin ytliksek sivi tutma kapasitesine sahip oldugu
goriilmektedir. Bu, kriyojellerin gozenekli yapisindan kaynaklanmaktadir. Bu makro gézenekli
yapl; kisa mesafelerde ve ince duvarlar igerisinde su molekiillerinin hizla tasinmasini
saglamaktadir. Bu nedenle de, 6zellikle ilk 30 dakikalik siire¢cte mikrokiireler hizli bir sisme
davranisi sergilemislerdir. Mikrokiirelerin sisme degerleri artan pH ile birlikte kitosanin amin
gruplari ile uyumlu olarak azalmistir. Bu kitosanin serbest halde kalan NH; gruplarinin asidik
ortamda iyonlasarak NH3z* formuna doniismesi ve bu doniisiimiin matris aginin genislemesine ve

daha fazla suyu bilinyesine almasina sebep olmasindan kaynaklanir [76].
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Sekil 4. 9. Mikrokiirelerin farkl fizyolojik ortamlardaki sisme degerlerinin zamanla degisimi

4.2.5. Mikrokiirelerin Sisme Kinetiginin Belirlenmesi

Mikrokiirelerin farkli fizyolojik ortamlarda sisme davranislarini incelemek amaciyla
sisme kinetikleri Fick kanununa gore arastirilmistir. Bunun i¢in Esitlik 14 ve Esitlik 15’ten
yararlanarak Sekil 4.10°’da sunulan In F-In t grafikleri elde edilmistir. Sisme kinetigi verileri
incelendiginde, farkli fizyolojik kosullar i¢in arasinda sisme davranisi agisindan belirgin bir

farklilik g6zlenmemektedir.

Kinetik verilere gore, mide sivisi icerisinde sisme davranisi incelenen mikrokiireler ilk
150 dakikada denge sisme degerinin yaklasik %50’sine ulasirken, bagirsak ve gézyasi ortamlari
icin bu degere en az 180 dakikada ulasilmistir. Absorpsiyon hizi agisindan degerlendirildiginde,
mirokiireler yapay mide sivisini diger fizyolojik ortamlara nazaran yaklasik 2 kat daha hizl bir

sekilde absorplamaktadir.

Mikrokiirelerin sisme davranisinin modellenmesi i¢in, sivinin hidrojele difiizyon tiiriiniin,
difiizyon hizinin ve hidrojelin sismesinde etkin olan kuvvetlerin anlasilmasi gerekmektedir.
Genellikle su molekiillerinin absorpsiyonu, 1. Fick yasasinin, ag yapili sisebilen polimerlere
uyarlanmis sekli olan “Fick difiizyon kanunu” ile agiklanmaktadir. Jellerin sisme davranislari

“difiizyon kontrollii” veya “relaksasyon (gevseme) kontrolli” olabilmektedir.
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InF ve Int degerleri arasinda cizilen grafikten elde edilen dogrunun egimi ile (n) kinetik
parametresi bulunabilir. 0.5<n<1 olmasi durumunda diflizyon mekanizmasi, Fick olmayan (Non-
Fickian) tiptedir. Bu durumda suyun mikrokiirelere diftizyon hizi, polimer zincirlerinin gevseme
hizindan daha biiytiktiir. Dolayisiyla Fick olmayan diflizyonda, hidrojelin sisme hizini, polimer

zincirlerinin gevseme (relaksasyon) hizi belirler.

Calisma kapsaminda, tim fizyolojik kosullarda gerceklesen sisme davranislarina bagh
olarak elde edilen “n” degerleri, 0.5<n<1 sartin1 saglamaktadir. Bu durumda suyun jele olan
difiizyon hiz1 polimer zincirlerinin gevseme hizindan daha biiyiik oldugundan, jellerin sisme
hiziny, yavas olan adim yani polimer zincirlerinin gevseme hizi belirler. Sonug olarak burada Fick

olmayan tipte (Non-Fickian) bir diflizyon s6z konusudur [77].
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Sekil 4. 10. Mikrokiirelerin farkl fizyolojik ortamlardaki sisme davranislarina ait In F’ye karsi
In t grafigi
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Tablo 4. 1. Mikrokiirelerin farkl fizyolojik ortamlarda sisme kinetigine ait kinetik parametreler

ve korelasyon katsayisi degerleri

Fizyolojik ortam n R2

Mide (pH 1.5) 0.883 0.926
Bagirsak (pH 6.8) 0.898 0.916
Gozyasi (pH7.4) 0.865 0.939

4.2.6. Bozunma Davranisi

Genellikle biyobozunur/biyouyumlu olarak adlandirilan bircok polimer (6zellikle
kitosan) ve bunlarin nano/mikropartikiilleri, ilag dagitimi ve diger tibbi amaclar i¢cin arastirilmis;
ancak bozunma mekanizmalari tam olarak aydinlatilamamistir. Polimerlerin bozunmasi hidroliz,
oksidasyon ve enzimatik reaksiyonlarla gerceklesir. Kitosan, in vivo olarak cesitli enzimler
tarafindan, 6zellikle de tiim memeli dokularinda bulunan spesifik olmayan bir proteaz olan
lizozim tarafindan parcalanir ve daha sonra toksik olmayan oligosakkaritlere boliinerek viicuttan
atilir [78]. Hidrolitik mekanizma ile bozunma ise polimerdeki zayif baglarin su ile reaksiyonunu
icerir ve bozunma reaksiyonunun hizi suyun polimer matrisine erisilebilirligine baglidir [79].

Bu bdliimde kriyojel mikrokiirelerin degradasyon davranislari, sisme davranislarinin
incelendigi farkl fizyolojik kosullar icin in vitro ortamda hidrolitik olarak incelenmistir (Sekil
4.8). Calkalamali inkiibatérde 37°C’de secilen ortamlar icerisinde takip edilen tiim o6rnekler,
belirlenen zaman araliklarinda yikanmis, bir giin siireyle -24°C’de dondurucuda bekletilmis ve 24
h siire ile liyofilizatorde kurutulmustur. Kurutulan érneklerin tartimlari yapilmistir.

Kitosan taneciklerinin in vitro bozunmaya bagh agirlik kayb1 Sekil 4.11’de sunulmustur.
Sekil 4.10’da gorildiigi gibi tim mikrokiireler bozunmustur ve agirlik kayiplari birinci ayin
sonunda mide sivisi icin %57.51+5.68, bagirsak sivisi icin %77.14+4.04 ve gbzyas1 sivisl icin
%81.21+4.75 olarak hesaplanmistir. Tiim 6rnekleri i¢in inkiibasyon siiresi arttik¢a agirlik kaybi
orani artmistir. Farkli pH degerlerine sahip fizyolojik ortamlar icin, GA ile ¢apraz baglanmis
kriyojellerin degradasyon orani; kitosanin diisiik pH’larda yiiksek sisme orani ve gézenek boyutu
dagilimu ile iliskilendirilebilir (Sekil 4.8). Daha yiiksek bir sisme oranina sahip kriyojel daha hizh
degrade olur. Diger bir ifadeyle, daha yiiksek bir sisme oranina sahip kriyojelde daha fazla su
emilimi olur ve biiyiik gézenekleri sayesinde suyun daha hizli tasinmasi saglanir.

pH'a duyarl sismeye bagl olarak, asidik ortamda en ¢ok agirlik kaybi goriinsede in vivo
kosullarin asir1 dinamik ve karmasik dogasi geregi in vitro ve in vivo veriler arasinda dogrudan

bir karsilastirma yapmak oldukca zordur. Yine de elde edilen veriler 1s18inda bozunma hizina
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bagl olarak belirlenecek implantasyon bolgesinde mikrokiireler icin ila¢ salimi1 yapabilecekleri
slire tizerinde tahminler yapilabilir.
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Sekil 4. 11. Kitosan Kriyojel mikrokiirelerin farkl fizyolojik ortamlarda zamana bagh in vitro

bozunma davranisi

Sunulan tez ¢alismasinin bu bélimiinde yapilan analizler sonucunda, doku mithendisligi
yaklasimu ile ilag salim uygulamalar i¢in emiilsiyon ve kriyojelasyon tekniklerinin birarada
kullanilmasiyla tretilen mikro yapidak kiiresel partikiillerin kimyasal olarak basar ile capraz
baglandigi ve bu c¢apraz baglanmanin bir sonucu olarak goézenekli bir yapi sergiledigi
gorilmustiir. Farkli implantasyon bolgeleri icin sisme degerleri ve degradasyon profillerinde
farklilik oldugu goézlemlenmistir. Bu nedenle devam eden bdliimde ila¢ yiikleme ¢alismalar
ardindan ila¢ salim ¢alismalarinin da ayni fizyolojik ortamlar i¢in ayr1 ayr1 salim ¢alismalarinin

yapilmasina ve kinetik modellerin belirlenmesine karar verilmistir.

4.3. ilag Yiikleme Calismalari

Model ila¢ olarak Nile Red (NR, hidrofobik ilaglara model), Rhodamine-B (RB, hidrofilik
ilaclara model) boyar maddelerinin enjekte edilebilir mikrokiirelere emilimi (adsorpsiyonu)
asagidaki calisma kosullarindan elde edilen sonuglar irdelenerek detayli olarak tartisiimistir.

Uretilen mikrokiirelerin hem hidrofilik hem de hidrofobik model ilaclar icin en yiiksek
ylukleme kapasitesinin belirlenmesi icin, farkli sicaklik (25, 35 ve 60°C), farkl karistirma hizi
(500, 1000 ve 1500 rpm) ve farkli boyar madde konsantrasyonlarina (0.05, 0.1 ve 0.5 mg/mL)

bagl olarak farkl serilerde ila¢ yiikleme deneyleri gerceklestirilmistir.
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Kitosan hidrofilik karakterli, dogrusal zincirli yapisi ve cesitli bilesikleri adsorplama

kapasitesine sahip bir polimerdir.

ik olarak, 0.05-0.5 mg.mL" arahginda degisen miktarlarda baslangic boyar madde
konsantrasyonunun NR ve RB yiikleme verimine etkisi incelenmistir. Elde edilen sonuclar Tablo
4.2’de goriilmektedir. RB incelendiginde, % yiikleme kapasitesinin (%YK) boyar madde
derisminin 0.05 mg/mL’den, 0.1 mg/mL’ye ve 0.5 mg/mL’ye kadar artirilmasi ile %71.32’den,
%380.69’a arttig1 ve ardindan %77.48'e azaldig1 goriilmiistiir. Yiikleme oranindaki ilk artis kitosan
mikrokiirelerin yiizeyinde artan boyar maddenin adsorbe olacagl uygun bélge sayisinin
varligindan kaynaklanmaktadir. Ancak, artisin devam etmesiyle doymamis aktif grup
kalmadigindan desorpsiyon baslamis ve %YK'de az da olsa bie azalma sonucu 6nemli bir
degisiklik olmamistir [80]. Bu nedenle RB icin optimum boyar madde konsantrasyonu 0.1 mg.mL-

1 olarak belirlenmis ve bundan sonraki ¢alismalarda bu miktar kullanilmistir.

NR incelendiginde, %YK’'nin boyar madde derisminin 0.05 mg/mL’den, 0.1 mg/mL’ye ve
0.5 mg/mL’ye kadar artirilmasi ile sirasiyla %50.67’den, %51.00’e ve ardindan %51.21‘e arttig
gorilmiistiir. Konsantrasyon artisina baghh meydana gelen bu anlamsiz fark kitosanin hidrofobik
maddelere karsi olan zayif ilgisinden olabilir. Yaklasik %50 civarinda elde edilen YK degerleri,
etanol icinde hazirlanan NR boyar maddesinin, etanol ile beraber mikrokiire gézeneklerine
difiizlenmesinin bir sonucu olabilir. Calismanin devam eden kisimlarinda NR boyar madde
konsantrasyonu 0.05 mg/mL olarak belirlenmistir. YK verimivi arttirmal icin, Schiff baz
reaksiyonu yoluyla kitosanin yapisindaki amino gruplarina alkil zincirlerinin baglanmasi ile
hidrofobik olarak modifiye edilmis kitosan elde edilerek, hidrofobik ilaglar i¢in afinitesini

arttirmaya yonelik denemeler yapilabilir [81].

Tablo 4. 2. Farkli baslangi¢ boyar madde konsantrasyonlarinin ila¢ yiikleme verimi iizerine

etkisi
Boyar madde konsantrasyonu, mg/mL YKgs, % YKngr, %
0.05 71.32+#2.60 50.67+1.53
0.1 80.69+0.72  51.00+4.12
0.5 77.48+2.41 51.21%7.15

Baslangic boyar madde konsantrasyonun belirlenmesinin ardindan, yiikleme
kapasitesine sicakhigin etkisi aragtirllmistir. 25, 35 ve 60°C sicaklik araliginda mikrokiirelere
ylklenen NR ve RB miktarlari belirlenerek YK% degerleri hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar
Tablo 4.3’de goriilmektedir. Goriildiigu tizere, her iki boyar madde icin de 25°C'den 35°C'ye artan
sicaklikla adsorpsiyon kapasitelerinin arttigini gériilmektedir. Bu oldukea yaygin olan beklenen

bir sonuctur. Artan sicaklik, sadece boya molekiillerinin hareketliligini artirmakla kalmayip ayni
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zamanda kitosanin icyapisi icinde baglarin genislemesine bagh olarak sisme etkisine neden
olmustur. Sisme ile beraber boyar madde ihtiva eden ¢ozeltiler mikrokiirelerin gézeneklerine

dolmustur.

Tablo 4.3 incelenmeye devam edildiginde, sisme etkisine ek olarak RB i¢in 35°C'den
60°C’ye artan sicaklikla adsorpsiyon kapasitelerinin YK’sinin sicaklikla artmasi RB molekiilleri ve
kitosan arasinda sicakliga baghh endotermik bir kimyasal etkilesimin meydana geldigini
gostermektedir. Benzer sonuglar, Hossain ve digerlerinin yapmis olduklari1 ¢alisma da ortaya
konmustur [82]. YK yiizdesi NR i¢cin degerlendirildiginde, 35°C'den 60°C’ye artan sicaklikla
onemli bir oranda artis olmasada, sicaklik artisiyla etil alkolde kaynama goriildiigii ve bunun da
molekiillerin difiizyonunu arttigi diisliniilmektedir. Boylelikle ¢alismanin devaminda, optimum

ila¢ yiikleme sicakligy, her iki boyar maddei RB ve NR, icin 60°C olarak belirlenmistir.

Tablo 4. 3. Farkli sicakliklarin ilag ylikleme verimi lizerine etkisi

Sicaklik, °C YKRrs, % YKnr, %
25 81.86+1.06  51.39+3.65
35 84.08+2.09  52.04+2.81
60 86.87+1.49  55.92+0.85

Baslangi¢ boyar madde konsantrasyonu ve sicakligin belirlenmesinin ardindan, yiikleme
kapasitesine karistirma hizinin etkisi arastirilmistir. Kitosan mikrokiirelere RB ve NR boyar
maddelerinin adsorpsiyonuna ¢alkalama hizinin etkisini belirlemek amaciyla degisik calkalama
hizlarinda deneyler gerceklestirilmistir. 50, 100 ve 200x rpm karistirma hizi araliginda
mikrokiirelere ytliklenen NR ve RB miktarlari belirlenerek YK% degerleri hesaplanmistir. Elde
edilen sonuclar Tablo 4.4’de goriilmektedir. Her iki boyar madde icinde, 100 rpm’den 200 rpm’e
¢ikan yiiksek calkalama hizi adsorplanan madde miktarinin daha fazla olmasina yol agmistir.
Ancak, 100 rpm altinda g¢alkalama hiz1 yiiklenen boyar madde miktarinmi belirgin bir sekilde
etkilememistir. Genel olarak, mikrokiirelerin pargacik ¢aplarinin kii¢iik olmasi adsorplanan
molekiillerin pargaciklarin etrafina adsorplanmalarinin zorlasmasina ve kitle transfer
sinirlamasinin olusmasina neden olmustur. Disiik ¢alkalama hizlarinda, adsorplanan madde
miktarinda ¢ok fazla degisimin olmadig1 ancak yiiksek ila¢ yiikleme kapasitesi degerlerinde
yliksek calkalama hizinin etkin oldugu gorilmektedir [83]. Bu sonuglar dogrultusunda,
¢alismanin devaminda, optimum c¢alkalama hizi, her iki boyar madde, RB ve NR, icin 200 rpm

olarak belirlenmistir.
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Tablo 4. 4. Farkli calkalama hizlarinin ilag ylikleme verimi lizerine etkisi

Karistirma hizi, rpm YKrs, % YKng, %
50 83.18+1.19  54.46+3.31
100 86.87+0.37  54.59+3.87
200 89.32+1.57 61.51x0.70

Kitosan Kriyojel mikrokiireler RB ve NR boyar maddelerinin adsorpsiyonu yani
maksimum yiikleme kapasiteleri i¢cin optimum kosullar bulunmustur. Her iki boyar madde icin
farkli kosullarda ila¢ yilikleme deneylerinden elde edilen optimum kosullar Tablo 4.5’de
ozetlenmistir. Sonuglar her iki bilesenin kimyasal yapilarinin farklihgindan kaynaklanmaktadir.
Calismanin devaminda farkl fizyolojik kosullar i¢in ila¢ salim ¢alismalar1 Tablo 4.5’de belirtilen

optimum kosullar altinda model ilag yliklenmis mikrokiireler ile gerceklestirlmistir.

Tablo 4. 5. Her iki model ilac i¢in optimum ila¢ yiikleme kapasitelerinin elde edildigi ¢alisma

parametreleri
Konsantrasyon, Sicaklik, Calkalama hiz,
Boyar madde
mg/mL °C rpm
RB 0.1 60 200
NR 0.05 60 200

4.4, Mikrokiirelerin ila¢ Salim Davranislarinin Belirlenmesi

Bir o6nceki bolimde (Tablo 4.5) segilen optimum c¢alisma parametrelerine gore
maksimum ytlikleme kapasitesine sahip RB ve NR yiiklenmis mikrokiirelerin salim ¢alismalari
viicut ortamini taklit etmek icin 37°C sicaklik ve 50 rpm ¢alkalama hizinda sicaklik kontrollii bir
inklibatorde gergeklestirilmistir. Salim ortami olarak farkli pH’larda hazirlanmis mide, bagirsak
ve gozyasl yapay viicut sivisi ortamlarindan yararlanilmistir. Her iki boyar madde i¢in tiim
fizyolojik kosullarda zamana bagl salinan ila¢ miktar1 kiimiilatif olarak hesaplanmis ve grafige

gecirilmistir.

4.4.1. Farkh Fizyolojik Kosullar icin Mikrokiirelerden RB Salim Profili ve Salim
Mekanizmalarinin Belirlenmesi

Suda ¢ozlinebilen, hidrofilik yapidaki ilaglari temsil etmek iizere secilen RB'nin salim
davranisi incelenmistir. Sekil 4.12’de salim profili her bir fizyolojik ortam igin iki fazh
degerlendirilmistir. ilk ani salim 6ncelikli olarak RB difiizyonu tarafindan kontrol edilmekte ve

genellikle mikrokiire yiizeyine bagh ve yakin bulunan ila¢ molekiillerinden kaynaklanmaktadir.
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Ilacin viicut icerisindeki salimi sarisinda gerceklesen ani salimlarin yan etkilere sebep oldugu ve
ilacin etkinligini azalttigi unutulmamalidir. pH 1.5 olan mide sivisi ortaminda RB’nin ani salimi
diger yapay viicut sivisi ortamlarina gore (pH 6.8 ve pH 7.4) daha yiiksektir. Diger bir deyisle,
asidik pH'da boya salinimi fizyolojik ve bazik pH degerlerine gore daha hizlidir. Ciinkii RB
yapisindaki karboksilik asit gruplarinin asidik ortama yaklastik¢a protonasyonu sonucu katyonik
hale gelir (pKa ~4.2) ve 6nemli bir miktar boyar madde ilk 1 saatlik stirede salinir (1 h'de
%38.90% 2.56 salim). RB'nin asidik ortamlardaki salim profili benzer ¢alismalar ile uyusmaktadir

[84,85].
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Sekil 4. 12. Mikrokiirelerden farkl fizyolojik ortamlarda zamana (15, 30 min; 1, 8, 16 saat; 1, 2,
4, 6, 8 ve 10 giin) bagl RB ila¢ salim1

llac salim mekanizmasim inceleyebilmek icin, salm profilleri farkh modellere
uyarlanmistir. RB yiiklenmis mikrokiirelerin yapay bagirsak sivisi igerisindeki in vitro salim hizi
kinetigi sifirinci derece, birinci derece, Hixson Crowell, Higuchi ve Korsmeyer-Peppas
modellerine gore incelenmis ve ila¢ salim kinetigi grafikleri Sekil 4.13’da sunulmustur. Ayrica
kinetik model parametreleri (R?, k ve n) Tablo 4.6’da verilmistir.

Sekil 4.13’de mikrokiirelerin bagirsak sivisi icerisindeki salim profilinin sifirinci mertebe,
birinci derece ve Hixson Crowell kinetik modellere uyumunun incelendigi grafikler verilmistir.

Lineer regresyon sonucunda, sifirinci mertebe, birinci derece ve Hixson Crowell salim
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modellerinin, salim degerleri ile uyumlu olmadig1 sonucuna varilmistir (Tablo 4.6). Buradan,

salimin konsantrasyona bagli oldugu sonucu ¢ikarilabilir. Ayrica, Hixson-Crowell modeli

regrasyon sonucunun diisiik ¢cikmasi, salimin tabakalar halinde olmadigini da gdstermistir.
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Sekil 4. 13. Kitosan mikrokiirelerin yapay bagirsak sivisi icerisindeki RB ila¢ salim kinetigi

grafikleri

Tablo 4.6 incelenmeye devam ediliginde, Higuchi ve Korsmeyer-Peppas modelleri ile

yapilan lineer regresyon sonucunda, her iki modelin de, mikrokiirelerin bagirsak sivi igerisindeki

salim profilleri ile uyumlu oldugu anlasilmistir. Korsmeyer-Peppas modeline gore elde edilen
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salim issiiniin degeri onbir salim ¢alismasida da n<0.5 oldugundan, salim kinetigi yar1 Fickian

(quasi Fickian) ozellik gostermektedir.

Tablo 4. 6. Kitosan mikrokiirelerin yapay bagirsak sivisi icerisindeki RB ila¢ salim kinetigi

model parametrelerinin karsilastirilmasi

Model parametreleri

Kinetik model
n k R2
Sifirinci derece - 0.186 0.732
Birinci derece - 0.006 0.509
Hixson Crowell - 0.006 0.589
Higuchi - 2982 0.904

Korsmeyer-Peppas 0.243 15.029 0.938

RB yiiklenmis mikrokirelerin yapay mide sivisi icerisindeki in vitro salim hizi kinetigi
sifirinci derece, birinci derece, Hixson Crowell, Higuchi ve Korsmeyer-Peppas modellerine gore
incelenmis ve ilag salim kinetigi grafikleri Sekil 4.14’de sunulmustur. Ayrica kinetik model
parametreleri (R? k ve n) Tablo 4.7’de verilmistir. Mide sivis1 i¢cn ila¢ salim kinetigi degerleri
Korsmeyer -Peppas modeline uyum saglamistir. Higuchi Modeli regresyon sonucunun ¢ok ytiksek
¢ikmamasi salim sirasinda mide sivisi igersinde mikroktirelerin heniiz bozunmaya ugramadigini
gosterebilir. Bozunma sonuglari incelendiginde salim siiresince bozunmanin heniiz baslamadigi

goriilebilir.

Tablo 4. 7. Kitosan mikrokiirelerin yapay mide sivisi igerisindeki RB ila¢ salim kinetigi model

parametrelerinin karsilastirilmasi

Model parametreleri

Kinetik model
n k R2
Sifirinci derece - 0.189 0.513
Birinci derece - 0.004 0.372
Hixson Crowell - 0.005 0.420
Higuchi - 2822 0.726

Korsmeyer-Peppas 0.181 30.877 0.895
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Sekil 4. 14. Kitosan mikrokiirelerin yapay mide sivisi icerisindeki RB ilag salim kinetigi

grafikleri

RB yiiklenmis mikrokirelerin yapay gozyasi sivisi igerisindeki in vitro salim hizi kinetigi
sifirinci derece, birinci derece, Hixson Crowell, Higuchi ve Korsmeyer-Peppas modellerine gore
incelenmis ve ila¢g salim kinetigi grafikleri Sekil 4.15’de sunulmustur. Ayrica kinetik model

parametreleri (R, k ve n) Tablo 4.8’de verilmistir.
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Sekil 4. 15. Kitosan mikrokiirelerin yapay gozyasi sivisi igcerisindeki RB ilag salim kinetigi

grafikleri
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Tablo 4. 8. Kitosan mikrokiirelerin yapay gozyasi sivisi igerisindeki RB ila¢ salim kinetigi model

parametrelerinin karsilastirilmasi

Model parametreleri

Kinetik model
n k R2
Sifirinci derece - 0.131 0.533
Birinci derece - 0.006 0.362
Hixson Crowell - 0.005 0.421
Higuchi - 2.244 0.754

Korsmeyer-Peppas 0.248 12.550 0.868

4.4.2. Farkh Fizyolojik Kosullar i¢cin Mikrokiirelerden NR Salim Profili ve Salim
Mekanizmalarinin Belirlenmesi

RB icin salim profillerinin, kinetik modellerin ve modele bagli parameterlerin
belirlenmesinin ardindan, NR i¢in de benzer olarak ¢alismalara devam edilmistir. Bu kapsamda,

Sekil 4.16’da mikrokiirelerin farkli fizyolojik ortamlardaki zamana bagh salim profilleri

sunulmustur.
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Sekil 4. 16. Mikrokiirelerden farkli fizyolojik ortamlarda zamana (15, 30 min; 1, 4, 8, 16 saat; 1,
3,5,10 ve 15 giin) bagh NR ila¢ salimi
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Sekil 4.16’da gorildigi gibi, tiim salim ortamlarinda iki fazli salim profili goriilmistiir.
Yapilan salim ¢alismasi kapsaminda, salim hizinin ani ve ¢ok yliksek oldugu séylenebilir. Tim
numunelerde ilk ani salim oram fazladir. Yaklasik 30 dakikalik bir siirede yiiksek salim
miktarlarina ulasilmistir. Bunun nedeninin NR’in hidrofobik yapisindan dolay1 mikrokiirelerin
ylizeyine yakin bolgelerde ya da duvarlara baglanmadan gézeneklerin icinde yer almasindan
kaynaklandigini diisiiniilmektedir. Baska bir ifadeyle, ilk ani salim 6ncelikli olarak NR diftizyonu
tarafindan kontrol edilmekte ve genellikle mikrokiire yiizeyine bagh ve yakin bulunan ilac¢
molekiillerinden kaynaklanmaktadir [86]. Kontrollii ila¢ salim sistemi olarak kitosan Kriyojel
mikrokiirelerle NR ve benzeri hidrofobik yapidaki ilaglarin tasinmasi, ila¢ salimi sirasinda doz
miktarinin kontrollii bir sekilde salinmasi i¢in oldukca dikkat edilmesi gereken bir husustur.

Salim davranigina ek olarak NR yiiklenmis mikrokiirelerin salim profilleri bes farkli
kinetik modele gore degerlendirilmistir. Sekil 4.17, 4.18 ve 4.19°da, mikrokiirelerin yapay
bagirsak, yapay mide ve yapay gbzyasi ortmlari igin sifirinci derece, birinci derece, Hixson
Crowel, Higuchi ve Korsmeyer-Peppas kinetik modellerine gbre salim verilerinin kinetik

modellere uygunlugu tatrtisilmistir.

Sekil 4.17°de sunulan yapay bagirsak grafiklerinden elde edilen ve Tablo 4.9’da
sunulan parametereler degerlendirildiginde, en yiiksek regresyon degerinin Korsmeyer-
Peppas kinetik modelde elde edildigi goriilmektedir. Ayn1 zamanda salim hizi verilerinin
Higuchi kinetigine de uyum gosterdigi sOylenebilir. Mikrokiirelerin bu kinetige uyum
gostermeleri, matris yapisindan etkin madde saliminin difiizyonla gerceklestigini
gostermektedir. Yapilan ¢aligmalarda, kitosan ile hazirlanan ¢apraz bagli matris sistemler suda
coziinmedigi icin, etkin madde salimlarinda heterojen matristen etkin madde salim kinetigini

aciklayan Higuchi kinetigine uyum gosterdikleri sdylenmektedir [87].

Kinetik incelemelerde birinci derece kinetik model regrasyon katsayist da dikkat
cekmektedir. Hatta salim hizinin dengeye gelmedigi ve ani salimin gergeklestigi ilk 16 saat i¢in
salim profili incelendiginde regrasyon katsayisimin R?=0.9 olarak uyum sagladig
goriinmektedir. Bunun nedeninin partikiillerin yilizeyinde bulunan kristal haldeki etkin

maddenin hizla agiga ¢ikmasi oldugu diistiniilmektedir.
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Tablo 4. 9. Kitosan mikrokiirelerin yapay bagirsak sivisi icerisindeki NR ilag¢ salim kinetigi

model parametrelerinin karsilastirilmasi

Model parametreleri

Kinetik model
n k R2
Sifirinci derece - 0.145 0.724
Birinci derece - 0.004 0.535
Hixson Crowell - 0.004 0.605
Higuchi - 3.053 0.909

Korsmeyer-Peppas 0.259 15.640 0.975

Sekil 4.18'de sunulan yapay mide grafiklerinden elde edilen ve Tablo 4.10’da sunulan
parametereler degerlendirildiginde, en yiiksek regresyon degerinin Korsmeyer-Peppas kinetik
modelde elde edildigi goriilmektedir. Bunun yaninda Higuchi ve sifirinci derece kinetik modelleri

de uyum saglamistir.
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Tablo 4. 10. Kitosan mikrokiirelerin yapay mide sivisi igerisindeki NR ila¢ salim kinetigi model

parametrelerinin karsilastirilmasi

Model parametreleri

Kinetik model
n k R2
Sifirinci derece - 0.186 0.818
Birinci derece - 0.004 0.632
Hixson Crowell - 0.005 0.706
Higuchi - 3.788 0.954

Korsmeyer-Peppas 0.241 19.885 0.973

Sekil 4.19’de sunulan yapay gozyasi grafiklerinden elde edilen ve Tablo 4.11’de sunulan
parametereler degerlendirildiginde, en yiiksek regresyon degerinin Korsmeyer-Peppas kinetik
modelde elde edildigi goriilmektedir. Bunun yaninda Higuchi ve sifirinci derece kinetik modelleri

de uyum saglamistir denilenebilir.

Genel olarak mikrokiirelerden NR saliminin, mikrokiirelerin matris yapisinda olmalari
nedeniyle, teorik olarak Higuchi kinetigine uyum gostermeleri beklenmistir. Biitiin deneylerin
kinetik parametreleri incelendiginde her li¢ ortamda gerceklesen salimin Higuchi kinetigine
uyum sagladig1 ve bunun yaninda Korsmeyer-peppas kinetige de uyum sagladigi gérulmustiir.
Cikislarda sifirinc1 dereceden ziyade Higuchi kinetigine uyumun olmasi, etkin maddenin (suda
¢Ozuntrligi cok diisiik olan NR) suda ¢oziiniirliigiiniin ¢ok diisiik olmasina ve matris icinde
kristaller halinde bulunmasina ragmen ¢oéziinme hizinin ¢6ziiniirliikk kontrolli olmadiginin ve
formiilasyon ¢alismalarinda matris yapinin elde edildiginin bir gdstergesi olarak

diistiniilmektedir.
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Sekil 4. 19. Kitosan mikrokiirelerin yapay gozyasi sivisi icerisindeki NR ilag salim kinetigi

grafikleri
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Tablo 4. 11. Kitosan mikrokiirelerin yapay gozyasi sivisi icerisindeki NR ila¢ salim kinetigi

model parametrelerinin karsilastirilmasi

Model parametreleri

Kinetik model
n k R2
Sifirinci derece - 0.131 0.533
Birinci derece - 0.006 0.362
Hixson Crowell - 0.005 0.421
Higuchi - 2.244 0.754

Korsmeyer-Peppas 0.248 12.550 0.868

4.5. Biyouyumluluk Calismalar

Uretilen biyomalzemelerin doku miihendisligi uygulamalarinda kullanilabilme
potansiyelinin ortaya konulabilmesi i¢in biyouyumlulugunun arastirilmasi gerekmektedir.
Boylelikle uygulama sirasinda malzemenin viicut sistemine uygun cevap verebilme yetenegi yani
kendisini cevreleyen dokularin normal degisimlerine engel olup olmayacagi ve dokuda
istenmeyen tepkiler (iltihaplanma, pihti olusumu, vb) meydana getirip getirmeyecegi ortaya
konacaktir.

Malzemelerin biyouyumlulugu, genotoksisite, mutajenite, karsinogenite, sitotoksisite,
histokompatibilite veya mikrobiyal etkiler gibi bircok parametreyle karakterize edilebilir. Tez
calismasi kapsaminda iretilen kitosan kriyojel mikrokiirelerin biyouyumlulugu sitotoksite
analizleri ile direkt ve indirekt temasla test edilmistir. Bunun i¢in, mikrokiirelere belirlenen
miktarda MEF hiicreleri eklenmis ve ayni sekilde belirlenen siirelerde canlilik testleri MTT analizi

ile gerceklestirilmistir.

4.5.1. Direkt ve indirekt Sitotoksite

Biyolojik ve kimyasal maddeler veya bu malzemelerin bozunma iiriinleri, hiicreleri farkh
sekillerde etkileyerek sitotoksisiteye yol acabilirler. Bir maddenin hiicrelerin yasamina etkisinin
incelenebilmesi i¢in hiicre tizerindeki toksik ya da non-toksik etkisinin analiz edilmesi gereklidir.
Sitotoksisite belirleme yontemleri genel olarak kolorimetrik, liiminesans ve enzimatik olarak
siiflandirilabilir. Kolorimetrik metodlardan biride c¢alismamizda kullamilan 3-(4,5-
dimetiltiyazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum-bromitr (MTT)’dir. Ayrica tez ¢alismasi kapsaminda
mikrokiirelerin sitotoksik etkilerinin incelenmesi amaciyla direkt ve indirekt sitotoksisite

testleri uygulanmistir (Sekil 4.20).
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= Hiicreler
. Mikrokiire doku iskeleleri
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Direkt (2D) Direkt (3D) indirekt

Sekil 4. 20. Direkt ve indirekt deneylerin sematik gosterimi

Sekil 4.21 ve Sekil 4.22’de direkt ve indirekt sitotoksisite sonuglari grafikle gdsterilmistir.
ISO 10993-5/ EN 30993 standardina gore indirekt testlerde bir malzemenin sitotoksik etkisinin
oldugunun gostergesi %70’in altindaki canlilik olarak belirtilmistir. MTT analiz sonuglari,
mikrokiirelerin zamanla hiicreler icin sitotoksik etki yaratmadigini gostermektedir. 1, 3 ve 5
glnliik sonuclarda kontrol grubu ile yapilan karsilastirmalarda, doku iskelelerinin hiicre
yasamasina elverisli oldugu goriilmektedir.

Direkt sitotoksisite sonuclarinda, inkiibasyon siiresi arttik¢a hiicre ¢ogalmasinin arttigi
gorilmektedir. Mikrokiireler hiicrenin yasamasi ve ¢ogalmasi i¢cin uygun goriinmektedir. Kontrol
grup (2D) ile karsilastirildiginda; mikrokiirelerde (3D) canlilik orani daha ytliksek goériinmektedir.
Bu durum mikrokiire formunda doku iskelelerinin gézenekli, dolayisiyla daha fazla yiizey alanina
sahip olmasi ile aciklanabilir.

Direkt ve indirekt sitotoksisite test sonuglari 1. giinden itibaren farklilik géstermeye
baslamustir. Indirekt sitotoksisite sonuglarinda mikrokiirelerin canlihk orani kontrol grubuna
gore daha ytiksek goriinmektedir. Bu duruma ek olarak indirekt test sonuglarinda zamana bagh
olarak canlilik oraninda artma gorilmiistiir ancak direkt test sonuglarina gore daha diistiktiir.
Indirekt kosullarda ortamda doku iskelesi bulunmadig1 icin, yiizey alaninin daha az olmasi
nedeniyle bu sonucun ortaya c¢iktig1 diisiiniilmektedir. Direkt testte, ortamda bulunan doku

iskelesi gozenekli yapisi nedeniyle hiicrelere alan olusturmaktadir.
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Sekil 4. 21. Mikrokiire formunda hazirlanan doku iskelelerinin direkt sitotoksisite sonuglari
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Sekil 4. 22. Mikrokiire formunda hazirlanan doku iskelelerinin indirekt sitotoksisite sonuclari

4.5.2. Hiicre Morfolojisi

Hiicre sitotoksisite sonuglarina ek olarak, mikrokiirelerde; hiicre morfolojisini incelemek
icin SEM analizleri yapilmistir. inkiibasyon siiresi 5 giin olarak secilen doku iskelelerinin
goruntiileri Sekil 4.23’de goriilmektedir. SEM goriintiilerinde, hiicrelerin yayilmalar1 ve doku
iskeleleri tizerindeki birbirleriyle yakin morfolojileri dikkat cekmektedir. Bu durum sitotoksisite
sonuclarini destekler nitelikte olup, iki doku iskelesi yapisinin da biyouyumlu oldugunu

gostermektedir.
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Sekil 4. 23. Doku iskelelerine ekilen MEF hiicrelerinin 5. gliin sonundaki farkli biliyiitmelerde

elde edilen SEM goriintileri

4.6. Antimikrobiyal Aktivite

Biyomalzemelerin implantasyonu sirasinda veya sonrasinda olusabilecek enfeksiyon,
doku onarimu iizerindeki etkinligini azaltir. Implantasyon sirasinda veya sonrasinda; bakteriler,
viriisler ve mantarlar gibi mikroorganizmalar, doku iskelesi ya da ila¢ tasiyici malzemenin
ylizeyine yapisarak malzeme ile konak doku arasinda bir biyofilm olusturma egilimindedirler. Bu
biyofilm, mikroorganizmalarin antimikrobiyal ajanlar ve bagisiklik sistemi gibi dis ve i¢ cevresel
faktorlere diren¢ gosterdigi temel bir hayatta kalma mekanizmasi olusturur. Bir takim
mikroorganizmalarin neden oldugu bu tiir enfeksiyonlar, kan dolasimi yoluyla iskelet sistemine
de yayilabilir. Bu nedenle implante edilecek malzemenin antimikrobiyal aktivitiye sahip olmasi
oldukca dnemlidir [88,89].

Implantla iliskili enfeksiyonun yayillmasim 6nlemek icin biyomalzemelere
bakterisidal/bakteriostatik maddelerin (biyositler) eklenmesi gibi yeni yaklasimlar
gelistirilmistir. Son yillarda yapilan calismalarda; antibiyotikler, giimiis iyonlar1 veya metalik
glimis, furanonlar ve 3-(trimetoksisilil)-propil dimetil oktadesil amonyum Kkloriir gibi biyositler

ile nihaii malzemenin ylizeyinin kaplanmasi veya iiretiminden dnce polimer ¢ozeltisine katilmasi
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ile antimikrobiyal 6zelliklere sahip biyomalzeme iiretimi yaygin bir yaklasim haline geldigi
goriilmektedir.

Antibakteriyel ajanlar arasinda, AgNP'ler genis bir antimikrobiyal aktivite spektrumuna
sahiptir ve 650'den fazla patojene karsi etkilidir. AgNP'lerin daha yiliksek antimikrobiyal
aktivitesi, mikroorganizmalar lizerindeki oldukca toksik etkilerinden kaynaklanmaktadir. Diger
taraftan AgNP'lerin insan ve diger memeli hiicrelerine dusiik toksisite gosterdigi de
bilinmektedir. Bu yaklasimla, tez calismasi kapsaminda iiretilen enjekte edilebilir kitosan kriyojel
mikrokiirelerin antimikrobiyal aktivitesini arttirarak ila¢ salimi icin implantasyonu sirasinda
veya sonrasinda olusabilecek enfeksiyon, iltihap ve biyofilm olusumu gibi istenmeyen
durumlarin ortadan kalidirilmasi hedeflenmistir. Bu kapsamda, malzeme {iretiminden sonra
mikrokiirelerin ylizeyinde AgNPler sentezlenerek, mikrobiyal aktiviteleri belirlenmistir [90].
Calismanin bu boélimiinde in-situ AgNP sentezi, temel karakterizasyon islemleri ve biyolojik

aktivitileri lizerine elde edilen sonuglar tartisilacaktir.

4.6.1. AgNP'lerin Kitosan Mikrokiireleri Uzerinde Sentezi

AgNP'lerin kitosan mikrokiireleri lizerinde in-situ sentezi UV-Vis spektroskopisi ile
kanitlanmigtir. Diiz kitosan mikrokiirelerinin siipernatani, herhangi bir absorpsiyon zirvesi
sergilememistir. Bununla birlikte, Sekil 4.24A'da gosterildigi gibi, farkli miktarlarda AgNP'lerle
kaplanmis kitosan mikrokiirelerinin siipernatani, absorpsiyon zirveleri sergilemistir. 5Ag-CH,
10Ag-CH ve 20Ag-CH numunelerinin absorpsiyon zirveleri sirasiyla yaklasik 442, 431 ve 439
nm'dir ve bu da mikrokiirelerde AgNP'lerin varligini gostermektedir [91,92]. Ek olarak
mikrokiireler lizerinde AgNP’lerin sentezi fiziksel olarak renk degisimi ile gézlenmistir (Sekil
4.24B). Bos kitosan kriyojel mikrokiireler sarimtirak bir renkte iken, AgNP sentezi ile ac¢ik
kahvereniden koyu kahverengiye dogru bir renk degisimi sergilemislerdir.

Kitosan ve AgNP’lerle kapli kitosan mikrokiirelerinin FTIR analizi, kitosan
mikrokiirelerinin kimyasal yapisini ve mikrokiire aglarinda AgNP'lerin sentezini dogrulamak i¢in
yapilmistir. AgNP'lerin mikrokiireler iizerinde sentezinden sonra, kitosan'in karakteristik pikleri
hala gozlenmistir (Sekil 4.25), bu da sentez proseduriiniin kitosanin ana yapisini etkilemedigini
ortaya koymustur. Ek olarak, giimiis nanopartikiillerin FTIR'da karakteristik pikleri yoktur.
Ancak, giimiis atomu ile kitosan'in fonksiyonel gruplar1 arasinda olusturulan koordinasyon
baginin varligini gosteren, amin tepelerinin yogunlugunda artis ve piklerde hafif bir kayma s6z
konusudur [93,94]. Baska bir deyisle, glimiis partikiiller kitosanda bulunan elektronca zengin
NH; ve OH gruplarina baglanir ve bu da her iki bag uzunlugunda da degisiklige neden olmustur.

Bu bulgular da, kitosan mikrokiirelerinde AgNP'lerin varligini dogrulamistir.
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Sekil 4. 24. AgNPs kapl kitosan kriyojel mikrokiirelerin UV-Vis spektrumlari, B: Mikrokiirelerin
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Sekil 4. 25. Kitosan ve AgNPs kapli kitosan kriyojel mikrokiirelerinin FTIR spektrumlari

Kitosan mikrokiirelerinin morfolojisi ve sentezlenen AgNP'lerin mikrokirelerdeki

dagilimi SEM kullanilarak degerlendirilmistir (Sekil 4.26). Kitosan mikrokiireleri daha 6nceki
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boliimlerde de bahsedildigi gibi birbirine bagl gézenekli bir yap1 gdstermistir. Birbirine bagh
gozenekli morfoloji, kriyojelasyon yonteminin bir sonucudur. Goézenek boyutu 5-30 um
araligindadir (gozeneklerin %50'sinden fazlas1 10 ile 20 um arasindadir). AgNP’lerin SEM ile
analizlenebilmesi icin goézenek duvarlarinin yiiksek biiylitmelerde gorintiilerinin alinmasi
gerekmektedir. Kitosan mikrokirelerinin gozenek duvarlari incelendiginde yiizeyin diiz bir
morfoloji sergiledigi gostermektedir (Sekil 4.26E). AgNP yiikli mikrokiirelerin gozenek
duvarlarinda ise olusan AgNP'lerin morfolojisi ve boyutu acgik¢a gozlemlenmistir [95] (Sekil
4.26F-H). AgNOz konsantrasyonun 5 mmolL-1'den 20 mmolL-1e ylkselmesiyle

nanoparg¢aciklarin miktarinin agikea arttig1 goriilmektedir.

Sekil 4. 26. Kitosan ve AgNP kapli kitosan kriyojel mikrokiirelerinin SEM goriintiileri (A, E: CH;
B, F: 5Ag-CH; C, G: 10Ag-CH ve D, H: 20Ag-CH). Sar1 oklar, mikrokiire ylizeyinde olusan AGNP

pargaciklarini gostermektedir.
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AgNP'lerin kitosan mikrokiirelerine dahil edilmesi EDX analizi ile dogrulanmistir. Bos
kitosan ve giimiis partikiillerle kaplanmis kitosan mikrokiirelerin kantitatif element analizi Sekil
4.27'de gosterilmektedir. EDX analizi sonuclari, mirokiire aglarinda AgNP'lerin olusumunu

desteklemistir [95].
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Sekil 4. 27. Kitosan ve AgNPs kapl kitosan kriyojel mikrokiirelerinin EDX spektrumlari (A: CH;
B: 5Ag-CH; C: 10Ag-CH ve D: 20Ag-CH).

4.6.2. Biyolojik Aktivitelerinin Belirlenmesi

Yedi farkli mikroorganizmaya karsi kitosan ve AgNP kapli kitosan mikrokiirelerinin
antimikrobiyal 6zellikleri incelenmis ve buna bagli olarak elde edilen MIC degerleri Tablo 4.10’da
sunulmustur. Tiim O6rneklerin, test edilen tiim mikroorganizmalara kars1 etkilidir. Mikrokiire
ylzeyinde sentezlenen AgNP miktarlann arttikca (AgNOs; konsantrasyonu arttikeca), MIC
degerlerinin distigli goriulmektedir. 20 mmol/L AgNO3z konsantrasyonunda hazirlanan

mikrokiirelerin MIC degerleri, S. aureus (ATCC 6538), P. aeruginosa (ATCC 9027), Bacillus cereus,
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L. pneumophila subsp. pneumophila (ATCC 33152) ve E. hirae (ATCC 10541) mikroorganizmalari
icin bos kitosan mikrokiirelere kiyasla 16 kat daha diisiiktiir. Benzer sekilde, yine en ytliksek
AgNO;3 konsantrasyonunda hazirlanan mikrokiireler bos kitosan mikrokiirelere gore C. albicans'a
kars1 MIC degeri 8 kat daha azdir.

Gilimis, antik ¢aglardan beri en diisiik sitotoksisiteye sahip gram pozitif ve gram negatif
bakterilere karsi antibakteriyel aktiviteye sahip biyolojik ajanlardan biridir. AgNP'lerin
mikroorganizmalara kars1 antimikrobiyal aktiviteleri, pozitif ytliklii glimiisiin negatif yiiklii biyo-
makromolekiiler bilesenler (disiilfid ve fosfat veya siilthidril enzim gruplari), niikleik asitler ve
yapisal degisiklikler, protein denatiirasyonu, mikrobiyal hiicre duvarlari ve zar deformasyonu ile
etkilesimi sonucu hiicre pargalanmasina ve oliimiine neden olmasi ile agiklanabilir [96,97]. Bu
arastirmanin énemi, sentezlenmis malzemelerin genis bir biyomedikal uygulamalar1 yelpazesini,
ozellikle kontrollii ila¢ salim uygulamalarinida kapsayan doku miihendisligi uygulamalarinda

implantla iliskili enfeksiyonu kontrol etme potansiyelini ortaya koymaktir.

Tablo 4. 12. Test edilen 6rneklerin MIC degerleri

Konsantrasyon (mg/L)

Microorganism CH 5Ag-CH 10Ag-CH 20Ag-CH

E. coli 250 125 62.5 31.25

B. cereus 2000 500 250 125
Legionella 1000 250 125 62.5
S. aureus 500 125 62.5 31.25
P. aeruginosa 500 250 125 31.25
E. hirae 500 125 62.5 31.25

C. albicans 1000 500 250 125
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5. SONUCLAR ve ONERILER

Son yillarda doku miihendisligi yaklasimi ile gelistirilen malzemelerin implantasyon
slirecinde invaziv olmayan ya da minimum invaziv olan yontemlerin tercih edilmesi hem hasta
konforu hem de iyilesme siireci iizerinde énemli bir etkiye sahiptir. Uretilen biyomalzemelerin
hiicre tasiyicilifinin yani sira hedef organ ya da dokuya kontrolli ilag salimini da
gerceklestirilebilmesi ve diizensiz sekil veya boyuttaki defektleri doldurabilmesi de aranan diger
ozelliklerindendir. Bu kapsamda mikrokiireler sahip olduklar1 biiyiikliik, geometri ve sekil
ozellikleri bakimindan enjektér ucundan ge¢meye uygun olmasi, kolay hazirlanabilmesi, raf
Omriiniin uzun olmasi, hedef dokuya ya da organa en kisa siirede ulasabilmesi ve kontrollii salim
sistemleri i¢in yliksek ila¢ yiikleme kapasitesine sahip olmasi ve salim hizinin kontrol
edilebilmesi gibi avantahlarindan dolay1 olduk¢a popiiler ve artan ilgiyle gelistirilen
malzemelerdir.

Ilag salim sistemleri olarak polimerlerik mikrokiireler ile ilgili calismalar uzun yillardan
bu yana devam etmekte ve heniiz diger tiim biyomalzemelerde oldugu gibi essiz 6zelliklere sahip
bir sistem tlretilemedigi icin ¢alismalar hizla devam etmektedir. Bu sistemlerde kullanilan
polimerlerin biyobozunur olmasi yani in vivo kosullarda enzimatik veya enzimatik olmayan
yollarla bozunarak biyouyumlu veya toksik olmayan yan trtlnlerin olusmasi tercih edilir. Bu
polimerler normal fizyolojik yollarla metabolize edilebilirler veya atilirlar. Bu 6zelligi tasiyan
polimerler kaynaklarina gore, dogal, yar1 sentetik ve sentetik olabilirler. Dogal biyobozunur
polimerler olarak bilinen en iyi temel polimerlerden biri olan kitosan bu tez ¢alismasinin konusu
olmustur.

Ilag salim sistemleri olarak kitosan mikrokiireler geleneksel emiilsifikasyon ¢oziicii
buharlastirma yontemi ile hazirlanmaktadir. Ancak iiretilen mikrojellerin cogu gozeneksiz
yapidadir. Bu da mekanik 6zelligi dusiik, kararsiz, diisiik ila¢ yiikleme kapasitesi ve hizl bir salim
davranisi ile sonu¢lanmaktadir. Bu olumsuzluklarin iistesinden gelebilmek adina gozenekli
mikrokiireler gelistirilmistir. Boylelikle sadece ila¢ degil hormon/biiylime faktorii gibi yeni doku
olusumunu indtkleyecek etken maddelerin de tasinarak hasarli implantasyon bolgelerinde hem
ilac salimi1 hem de yeni doku olusumu veya doku rejenerasyonunu saglamak miimkiin

olabilecektir.

Bu kapsamda, tez calismasinin amaci, enjekte edilebilir, gézenekli, biyobozunur,
biyouyumlu ve antimikrobiyal kriyojel mikrokiirelerin gelistirilmesi ve etken madde salim

uygulamalari i¢in kullanilabilirligini ortaya koymaktir. Tez calismasi 3 ana boliimden olusmustur.

Ik bélim optimum kogullarda kitosan kriyojel mikrokiirelerin iiretimi ve temel
Karakterizasyon analizlerinden olusmustur. Mikrokiireler kriyojenik kosullar altinda

gluteraldehit varhginda ¢apraz baglama ile basariyla iiretilmistir. Uretilen parcaciklarin mikron
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boyutta ve kiiresel yapida olduklari mikroskobik goriintiilerle kanitlanmistir. Ayrica, i¢ yapisal
morfolojileri incelendiginde ise, kriyojelasyonun bir sonucu olarak birbiri ile baglantili gozenekli
bir yapi sergilemistir. Bu yapi, gerek hiicreler icin besin alisverisi ve difiizyon agisindan gerekse
ylzey alaninin artmasiyla ila¢ adsorpsiyon miktarinin artmasi ve uzun siireleri salimin
gerceklesmesi agisindan oldukca 6nemlidir. Ek olaraki mikrokiirelerin sergiledigi gézenekli yap1
yliksek sivi absorplama kapasitesine yani yiiksek sisme oranlarina sahip oldugunu da
gostermektedir. Uretilen mikrokiireler enjekte edilebilir ézelliktedir. 18 Gauge igne ¢apindan
kolaylikla gecerek minimal invaviz yolla canli viicuduna implante edilebilirler. Mikrokiirelerin
tretiminde kullanilan kitosan dogal polimeri biyobozunur olmakla beraber ¢apraz baglama
sonucu suda ¢oziinmez, ancak yaklasik 3 aylik bir silirede biiylik bir kismi1 kademeli olarak

erezyona ugrayarak bozunur.

Tez ¢alismasinin ikinci kismina, karakterizasyon ¢alismalari tamamlanan kitosan kriyojel
mikrokiirelerin ila¢ yiikleme, ila¢ salim ve salim profiline uyan kinetik modellerin belirlenmesi
calismalari ile devam edilmistir. Bu kapsamda, hidrofilik ilaglar1 temsilen RB ve hidrofobik ilaglar
temsilen NR boyar maddeleri model ila¢ olarak kullanilmistir. Ilaglarin maliyeti gz oniinde
bulundurulugunda model ilaglarla bu tiir klinik Oncesi optimizasyon c¢alismalarinin
gerceklestirilmesi olduk¢a 6nemlidir. Her iki boyar madde i¢in ilag yiikleme calismalr1 farkli
sicaklik, farkli boyar madde konsantrasyonu ve farkli calkama hizi parametrelerinde
gerceklestirilmistir. Sonuglar degerlendirildiginde RB i¢in en yiiksek ila¢ yiikleme kapasitesi
%89.32+1.57 olarak 0.1 mg/mL boyar madde konsantrasyonu, 60°C sicaklik ve 200 rpm
karistirma hizinda elde edilmistir. NR icin en yiiksek ila¢ ylikleme kapasitesi ise %61.51+0.70
0.05 mg/mL boyar madde konsantrasyonu, 60°C sicaklik ve 200 rpm ¢alkama hizinda elde
edilmistir. Maksimum ilag¢ ytlikleme kapasitesi ile hazirlanan ila¢ ytklii mikrokiirelerin salim
calismalari farkl fizyolojik kosullar icin degerlendirilmistir. Yapay mide, yapay bagirsak ve yapay
gbzyasi sivilari kullanilan fizyolojik salim ortamlaridir. Her iki boyar madde de tiim fizyolojik
kosullarda iki fazli salim profili sergilemistir. Salim profillerini olusturan deneysel verilere
kinetik verilerin uyumu i¢in sifirinci derece, birinci derece, Hixson Crowell, Higuchi ve
Korsmeyer-Peppas kinetik modelleri ¢alisilmistir. Genel olarak mikrokiirelerden model ilag
olarak boyar madde saliminin Higuchi ve Korsmeyer-Peppas kinetik modelleri ile uyumlu oldugu

sonucuna Varllml$tlr.

Calismanin son kisminda, ila¢ salim profili belirlenen mikrokiirelerin ila¢ tasiyici sitem
olarak canli viicudunda kullanilmadan énce muhakkak arastirilmasi gereken biyouyumluluk ve
biyolojik aktivite calimalar1 gerceklestirilmistir. MEF hiicreleri ile yapilan sitotoksisite analizleri
sonucu, mikrokiirelerin hiicre canlilig1 tizerinde herhangi bir toksisitiye neden olmadigi, aksine

kontrol grubuna kiyasla hiicre canhhigimi arttirdigi sonucuna varilmistir. Bu sonug,
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mikrokiirelerin giivenli biyomalzeme olarak kullanilabirligini ortaya koymaktadir. Biyolojik
aktivite calismalar1 mikrokiirelerin farkli mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal etkilerinin
arastirilmasi ile ortaya konmustur. Kitosanin dogasi geregi antibakteriyel 6zellikte oldugu bilinse
de, iiretilen mikrokiirelerin ¢apraz baglanma, liretim yontemi, sekil ve boyutuna bagh olarak
mikrobiyal aktivitesinin degisebilcegi goz o©nilinde bulundurularak, mevcut o6zelliklerinin
arttirlmasina yonelik yaklasimlar gelistirilmistir. Bu amagla, iiretilen kuru mikrokiireler tizerinde
iyi bir antibakteriyel ajan olarak bilinen AgNP’ler sentezlenmistir. AgNP sentezi farkh
fizikokimyasal ve morfolojik analizlerle kanitlanmistir. Hali hazirda bakteriyel aktiviteye sahip
kitosan mikrokiireler AgNP sentezi ile yaklasik 8 kat daha giiclii aktivite sergileyecek hale
getirilmistir. Boylece, implantasyon sirasinda ya da hemen sonrasinda iplantasyona bagh

gerceklesebilecek enfeksiyon riski ve biyolojik film olusumu baskilanabilecektir.

Bu arastirmanin 6nemi, yeni bir malzeme olan kitosan kriyojel mikrokiirelerin ilag
ylikleme ve salim profillerinin ortaya konmasi ve uygulama oéncesi biyouyumluluk ve biyolojik
aktivite ozelliklerinin belirlenmesini kapsamaktadir. Minimum inaviz yolla implante edilebilen
bu sistem, hem doku rejenerasyonu icin doku iskelesi hem de ila¢ salimi i¢in tasiyici sistem olarak

genis bir biyomedikal uygulama yelpazesinde degerlendirilebilecektir.
lleriki calismalara gozlenen éneriler:

Secilecek gercek bir ilag ile hedefe yonelik ila¢ salim ¢alismalar1 gergeklestirilebilir. Bu
kapsamda, kitosan mikrokiireler fonksiyonellestirilerek kimyasal baglama ile yiizeyine etken
madde baglanmasi ya da farkli 6zelliklere sahip nanopartikiillerle bir araya getirilerek kullanilma

potansiyeli mevcuttur.

Gozenekli mikrokiirelerin sergiledikleri yiiksek yiizey alanindan yararlanilarak ila¢g salim
sistemi olarak kullaniminin yani sira doku iskelesi olarak da kullanimi degerlendirilebilir. Bu
kapsamda, mikrokiire doku iskelelerine hiicre ekimi yapilarak ulasilmasi zor ve diizgln
geometrik sekle sahip olmayan hasarli dokularin onariminda minumun invaziv yolla kullanimi

lizerine calismalar yapilabilir.

Hiicrelerin yaninda farkli biyolojik ajanlarin (ilag/biiylime faktorii/hormon) doku
iskelelerine eklenmesi ve bu etken maddelerin kontrollii saliminin yapilarak doku rejenerasyonu

ya da yeni doku olusumu siirecine katki saglanabilir.

Mikrokiirelerin in vivo c¢alismalarinin yapilmast malzemenin gelecek potansiyel
uygulamalarda kullanimi i¢in biiylik 6nem tasimaktadir. In vitro yapilan bu ¢alismanin in vivo

kosullarinda yapilmasi halinde daha yararli sonuglar alinmasi beklenmektedir.
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