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OZET

Sanigol, E. Tibbi Cihaz Uygulamalarina Bagh Olarak Gelisen Biyofilm Bazh
Osteomiyelit Tedavisi I¢in Polimerik Ila¢ Tasiyic1 Sistemlerin Formiilasyonu Ve
Degerlendirilmesi, Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisi,
Farmasotik Teknoloji Programm Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2013. Tibbi cihaz
uygulamalarina bagli olarak gelisen biyofilm bazli osteomiyelitte (BBMCKO),
biyofilm kullanilan antibiyotiklere kars1i yiiksek oranda diren¢ gostermekte ve
antibiyotigin enfekte olan dokuya yetersiz veya gecikmis penetrasyonuna neden
olarak tedaviyi daha da zorlastirmaktadir. Bu nedenle, BBMCKO’nun tedavisi igin,
cerrahi bir girisim gerektirmeksizin bolgeye direkt enjeksiyon ile uygulanabilecek,
bolgede olusmus olan biyofilmi kirarak enfeksiyonu tedavi igin uzun siireli tedavi
dozunda antibiyotik konsantrasyonunu saglayabilecek ilag tastyict sistemlere ihtiyag
vardir. Bu tez calismasinda, diisiik, orta ve yiiksek olmak {izere ii¢ farkli molekiil
agirligindaki biyouyumlu-biyoparcalanir 6zellikteki polikaprolakton (PCL) polimeri
kullanilarak, metisilin rezistan Staphylococcus aureus enfeksiyonlarinin tedavisinde
birinci sirada tercih edilen antibiyotik olan vankomisin hidrokloriirii (VA) igeren ve
kontrollii salimin1 saglayacak mikrokiireleri hazirlanmis, gamma radyasyon ile
sterilize edilmis ve sterilizasyon Oncesi ve sonrast mikrokiirelerin iiretim verimi,
partikiil blyiikligi, yiizey morfolojisi, VA yiikleme etkinligi, in vitro VA salim
profilleri ve yapisal 6zellikleri agisindan in vitro karakterizasyonlar1 yapilmistir. Bu
caligmalar sonrasinda, VA yiiklii PCL mikrokiireleri ve serbest halde, antibiyofilm
aktivitesi oldugu bildirilen enzim yapidaki serratiopeptidaz (SP) ile VA’y1 igeren
termosensitif kitosan ve pluronik jel formiilasyonlar1 hazirlanmis, reolojik yonden ve
in vitro VA ve SP salim profilleri agisindan degerlendirilmistir. Ayrica in vitro
kosullarda biyofilm olusturulmus, jel formiilasyonlarindan antibiyofilm aktivitesi en
yiiksek olani secilerek in vivo pilot ¢alismalar yapilmistir. Bu g¢alismalar sonucu,
BBMCKO’nun tedavisinde o©nemli bir basamak olan biyofilmin kirilmasi
basarilmistir.

Anahtar Kelimeler: Vankomisin hidrokloriir, serratiopeptidaz, biyofilm bazli
osteomyelit, PCL mikrokiire, termosensitif jel, lokal ilag tasinmasi

Destekleyen Kurum: TUBITAK Hizli Destek Programi 1002 Projesi (SBAG,
111S275), TUBITAK.
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ABSTRACT

Sanigol, E., Formulation And In Vitro/In Vivo Evaluation Of Polymeric Drug
Delivery Systems For The Treatment Of Biofilm-Based Medical Device-Related
Osteomyelitis, Hacettepe University Health Sciences Institute, Pharmaceutical
Technology Programme, Master Thesis, Ankara, 2013. Medical device is a
suitable substrate for bacteria in order to form biofilm which causes a high resistance
to used antibiotics and slow or incomplete penetration of antibiotic to infected area,
which makes the treatment of medical device-related (MDRO) osteomyelitis more
difficult. Therefore, drug delivery system with direct injection to the infected site
without surgery is required for the treatment of MDRO. Hence, breaking of biofilm
and high antibiotic concentration which required for long term therapy could be
provided. In this study vancomycin hydrochloride (VA) was encapsulated in low,
medium and high molecular weight biocompatible-biodegradable polycaprolactone
(PCL) polymer and is used to prepare VA encapsulated microspheres. After
preparation of the microspheres are sterilized by gamma irradiation and before and
after sterilization microspheres were characterized through particle size
determination, encapsulation efficiency, surface morphology determinations, in vitro
release studies, DSC thermograms and FT-IR spectrums. After these studies,
thermosensitive chitosan and pluronic gels carrying serratiopeptidase (SP) enzyme,
VA and VA loaded PCL microspheres were prepared and characterized through
reological properties and in vitro VA and SP release properties. By the way, an in
vitro biofilm model was developed and after the antibiofilm activity studies the most
effective gel formulation was chosen for in vivo pilot studies. The results indicated
that the biofilm, the most important part for the treatment of MDRO, is successfully
broken by the chosen gel formulation.

Key Words: Vancomycin hydrochloride, Serratiopeptidase, Biofilm based
osteomyelitis, PCL microspheres, Thermosensitive gels, local drug delivery
Supporting Institute: TUBITAK Short Term R&D Funding Program (SBAG,
1118275), TUBITAK.
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Sekil 2.7.

Sekil 2.8.
Sekil 3.1.

SEKIiLLER

Bazi metalik implantlar (Kirik plaklar, teller, igneler,
vidalar)

A: Cocukluk donemindeki normal tibia ve fibula
goriintiisii, B: Cocukluk doneminde septik osteomiyelit
nedeni ile tibiada kayip ve dengeleyici olarak fibulada
kalinlasma

Biyofilm olusum basamaklart:

1) mikroorganizmalarin ylizeye tutunmast,

2) mikroorganizmalarin yilizeye geri donlisiimsiiz
tutunmasi ve ¢ogalma

3) biyofilmin olgunlasmasi,

4) hiicre dliimleri ve dagilma

Biyofilm olusumunda bakterilerin sinyal molekiili ile
iletigimi

Coklu emiilsiyon olusturma — ¢oziicii buharlagtirma
yonteminin sematik gosterimi

Polisakkaritlerin su icerisinde jellesme mekanizmasi.

A: Gelisigilizel sarmallar (random coil),

B: Heliks sekline doniismesi, C: Heliks yapisinin son
asamada jelin kavsak bolgelerini olusturacak sekilde
agrege olmasi

Blok kopolimer cozeltisindeki krtik misel
konsantrasyonunun (cmc) ve kritik jel konsantrasyonunun
(cgc) sematik gosterimi

Vankomisinin molekiiler formiili

Emiilsifikasyon/Coziicii buharlagtirma yontemi
kullanilarak hazirlanan mikrokiire formiilasyonlarinin

liretim semasi
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Sekil 3.2.

Sekil 3.3.

Sekil 4.1.

Sekil 4.2.

Sekil 4.3.

Sekil 4.4.

Sekil 4.5.

Sekil 4.6.

Sekil 4.7.
Sekil 4.8.

Sekil 4.9.
Sekil 4.10.

Sekil 4.11.

llag vyiiklii steril jel formiilasyonlarinin in vitro salim
calismalarinda kullanilan diizenegin sematik goriiniimii.
Mikrotitrasyon plagi kuyucuklarinda biyofilm
olusturulmasinin sematik gosterimi

Vankomisin HCI’'nin UV spektrumu (distile su iginde
¢Oziilmiig, 200 pg/ml konsantrasyonda)

VA’nin FT-IR spektrumu

Vankomisin HCI’nin DSC termogrami

Vankomisin HCI’tin HPLC kromatogrami (distile su
icinde ¢oziilmiig, 200 pg/ml konsantrasyonda)
Vankomisin HCl’nin kalibrasyon dogrusu ve dogru
denklemi (n=6)

Analitik yontem validasyonunda 6zgiinliik bulgulari
(A:kitosan, B:Pluronic, C:bos PCL  mikrokiire,
D:vankomisin HCI, E:serratiopeptidaz)

Serratiopeptidazin pH 7,4 PBS tamponu igerisindeki UV
spektrumu

Serratiopeptidazin FT-IR spektrumu

Serratiopeptidazin DSC termogrami

Diisiik, orta ve yiiksek molekiil agirhikli PCL ile
hazirlanan VA yiiklii ve bos mikrokiire formiilasyonlarma
ait SEM gortintiileri

(A,B: F1 formiilasyonu, C,D: F3 formiilasyonu, E,F: F5
formiilasyonu)

Diisiik, orta ve yiiksek molekiil agirhikli PCL ile
hazirlanan VA yiiklii ve bos mikrokiire formiilasyonlarina
ait SEM gortintiileri

(G,H: F6 formiilasyonu, LJ: F7 formiilasyonu, K,L:

F8 formiilasyonu)
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Sekil 4.12.

Sekil 4.13

Sekil 4.14.

Sekil 4.15.

Sekil 4.16.

Sekil 4.17.

Sekil 4.18.

Sekil 4.19.

Diisiik, orta ve yiiksek molekiil agirlikli PCL ile
hazirlanan VA ytiklii ve bos mikrokiire formiilasyonlarina
ait SEM gortintiileri

(M: F3 formiilasyonunun i¢ yapisi, N: F6
formiilasyonunun i¢ yapisi, O: F8 formiilasyonunun i¢
yapist, P: Bos F1 formiilasyonu, R: Bos F3
formiilasyonu)

Diisiik, orta ve vyiiksek molekiil agirlikli PCL ile
hazirlanan VA ytiklii ve bos mikrokiire formiilasyonlarina
ait SEM gortintiileri

(S: Bos F5 formiilasyonu, T: Bos F6 formiilasyonu,U:
Bos F7 formiilasyonu, V: Bos F8 formiilasyonu)
Mikrokiire  formiilasyonlarinin  partikiill ~ biiytikligi
dagilimi grafikleri A) F1, B)F3, C)FS5, D)F6, E)F7, F)F8
Formiilasyonu

A:VA’nin FTIR spektrumu, B: Yiiksek molekiil agirlikli
PCL ile hazirlanmis bos mikrokiire, C: VA yikli
mikrokiire

Saf VA, bos F8 mikrokiiresi ve F8 mikrokiiresinin DSC
termogrami

Farkli molekiil agirhigima sahip PCL polimerleri ile
hazirlanan farkli i¢ faz PVA konsantrasyonlarindaki
mikrokiirelerden zamana kars1 vankomisin HCI salim
profilleri (n=6)

Farkli molekiil agirhgmma sahip PCL polimerleri ile
hazirlanan farkli i¢ faz PVA konsantrasyonlarindaki
mikrokiirelerden zamana kars1 vankomisin HCI salim
profilleri (n=6)

A: I¢c fazinda %0,05 PVA iceren mikrokiire
formiilasyonlari B: I¢ fazinda %0,1 PVA igeren
mikrokiire formiilasyonlari

Saf VA (A) ve mikrokiirelerden saliman VA’ya ait (B)
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Sekil 4.20.

Sekil 4.21.

Sekil 4.22.

Sekil 4.23.

Sekil 4.24.

Sekil 4.25.
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Sekil 4.28.
Sekil 4.29.

Sekil 4.30.

HPLC pikleri

Yiksek molekil agirlikli  PCL  ile  hazirlanan
mikrokiirelerin A sterilizasyon Oncesi, B:
sterilizasyon sonrasi FTIR spektrumlar1

F8 formiilasyon kodlu mikrokiireye ait sterilizasyon
oncesi ve sonrast DSC termogramlari

Hazirlanan mikrokiire formiilasyonlarinin sterilizasyon
sonrast SEM goriintiileri (A,B: F1 formiilasyonu, C,D: F3
formiilasyonu, E,F: F5 formiilasyonu,)

Hazirlanan mikrokiire formiilasyonlarinin sterilizasyon
sonrast SEM goriintiileri (G,H: F6 formiilasyonu, I,J: F7
formiilasyonu, K,L: F8 formiilasyonu)

Hazirlanan mikrokiire formiilasyonlarinin sterilizasyon
oncesi ve sonrast SEM gorintiileri (A: F1 formiilasyonu, B:

Sterilizasyon sonrasi F1 formiilasyonu, C: F3 formiilasyonu, D:
Sterilizasyon sonrasi F3 formiilasyonu, E: F5 formiilasyonu, F:

Sterilizasyon sonrast F5 formiilasyonu,)
Hazirlanan mikrokiire formiilasyonlarinin sterilizasyon

oncesi ve sonrast SEM goriintiileri (G: F6 formiilasyonu, H:
Sterilizasyon sonrasi F6 formiilasyonu I: F7 formiilasyonu, I:
Sterilizasyon sonrasi F7 formiilasyonu, K: F8 formiilasyonu, L:

Sterilizasyon sonrasi F8 formiilasyonu)

A: Sterilizasyon Oncesi, B: Sterilizasyon sonrasi farkl
MA’l1 PCL polimerleri ile hazirlanan farkli i¢ faz PVA
konsantrasyonlarindaki mikrokiirelerden zamana Kkarsi
vankomisin HCI salimi profili

Saf Vankomisin HCI’e iligkin pik

Salim sonras1 Vankomisin HCI’e pik

Sterilizasyon 6ncesi termosensitif kitosan jelin 37 °C’deki
kayma hizina kars1 kayma gerilimi grafigi

Sterilizasyon Oncesi termosensitif pluronik jelin 37

°C’deki kayma hizina kars1 kayma gerilimi grafigi
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Sterilizasyon sonrasi termosensitif pluronik jelin 37
°C’deki kayma hizina kars1 kayma gerilimi grafigi
Sterilizasyon sonrasi SP igeren termosensitif pluronik
jelin 37 °C’deki kayma hizina karst kayma gerilimi
grafigi

Sterilizasyon sonrast VA igeren termosensitif pluronik
jelin 37 °C’deki kayma hizina karst kayma gerilimi
grafigi

Sterilizasyon sonrast VA, SP ve VA yiikli mikrokiire
iceren termosensitif pluronik jelin 37 °C’deki kayma
hizina kars1 kayma gerilimi grafigi

[lag yiiklii steril jel formiilasyonlarindan VA salimi

llag yiiklii steril pluronik jel formiilasyonlarindan VA
salim1

llag iceren steril pluronik jel formiilasyonlarindan elde
edilen salim numuneleri lizerinde yapilan serratiopeptidaz
aktivitesi deney sonuglari (n=6)

Mikrotitrasyon plagt kuyucuklar1 igerisinde olugmus
biyofilm tabakasi (A: SP uygulanmamis, B: SP
uygulanmais)

SP ve VA igeren PBS pH 7,4 ¢ozeltileri ile muamele
sonrasinda biyofilm olusturan S. epidermidis bakterilerine
ait koloniler

Steril Sonug jel formiilasyonuna ait DSC termogrami

JP8 jel formiilasyonundan Zamana kars1 % Kiimiilatif VA
Salim profili

Sonu¢ jel formiilasyonlarindan elde edilen salim
numuneleri lizerinde yapilan serratiopeptidaz aktivitesi
deney sonuglar1 (n=6)

Sonug jel formiilasyonundan zamana kars1 % Kiimiilatif

SP salimi profili
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Sekil 4.45.

Sekil 4.46.

Sekil 4.47.

Sekil 4.48.

Sekil 4.49.

Cerrahi islem Oncesi hazirlanan biyofilm kapli implant
yiizeyi

Otenazi islemini takiben cerrahi miidahalenin yapildig1
bolgenin goriintiisii A: Osteomiyelit grubu, B: Tedavi
grubu

Al (X 200),A2 (X 6000),A3 (X 25000): Osteomiyelit
Grubu tavsandan ¢ikarilan implantin SEM goriintiisii

B1 (X 200), B2 (X 6000), B3 (X 25000): Tedavi Grubu 1
No’lu tavsandan ¢ikarilan implantin SEM goriintiisii

C1 (X 200), C2 (X 6000), C3 (X 25000): Tedavi Grubu 2

No’lu tavsandan ¢ikarilan implantin SEM goriintiisii
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TABLO

Tablo 2.1.

Tablo 2.2.

Tablo 2.3.

Tablo 2.4.

Tablo 3.1.

Tablo 3.2.

Tablo 3.3.

Tablo 3.4.

Tablo 3.5.

Tablo 3.6.

Tablo 3.7.

Tablo 3.8.

Tablo 4.1.

Tablo 4.2.
Tablo 4.3.

TABLOLAR

Literatiirde  ortopedi alaninda siklikla  kullanilan
biyomateryaller

Mikrokiire formiilasyonlarinda kullanilan biyopargalanir
polimerler

Mikrokiire formiilasyonlarinda kullanilan biyolojik olarak
parcalanmayan polimerler

Ortopedi  alaninda  kullanilan baz1  biyoparcalanir
polimerler ve kullanim alanlarina dair 6rnekler
Vankomisin HCI’lin miktar tayininde kullanilan HPLC
kosullar1

HPLC yonteminde mobil faz olarak kullanilan
¢Ozeltilerin akis semasi

Bos PCL Mw 14000 mikrokiirelerde partikiil
biiyiikliigiiniin ayarlanmasi i¢in yapilan ¢alismalar

VA yikli PCL mikrokiirelerinin 6n formiilasyon
calismalarina iligkin bilgiler

Salim deneylerinde kullanilan steril jel formiilasyonlarina
iligkin bilgiler

Antibiyofilm  aktivitesinin ~ gosterilmesi  i¢in  On
calismalarda kullanilan ¢6zelti formiilasyonlari

In vitro antibiyofilm aktivite testinin yapildig: steril ilag
yiiklii jel formiilasyonlari

Pilot ¢alismalar sonrasi yapilacak olan in vivo c¢aligmalar
icin belirlenen deney gruplari

Tekrarlanabilirlik sonuglar1 (n=6)

Tekrar elde edilebilirlik sonuglar1 (n=6)

Analitik yontem validasyonunda VA’ya iliskin stabilite

sonugclar1 (n=6)
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1. GIRIS VE AMAC

Osteomyelit, kisaca kemik veya kemik iligi enfeksiyonu olarak
tanimlanabilir. Enfeksiyona neden olan mikroorganizmalar genellikle kan dolagima,
cevre doku enfeksiyonlari, travma veya medikal cihazlar yolu ile kemige
taginmaktadir. Cerrahi tekniklerdeki ilerlemeler ve aseptik islemlerin siki bir sekilde
uygulanmasina ragmen, implantasyon islemi sirasinda meydana gelen doku hasar1 ve
enflamasyon, cihaz disfonksiyonu ve sistemik enfeksiyonlar nedeniyle medikal cihaz
kaynakli osteomyelit siklikla ortaya c¢ikmaktadir. Medikal cihaz kaynakl
osteomyelit, kemik nekrozu, zayif vaskiiler perfiizyon ve buna bagl olarak enfekte
dokuda iyilesmenin yavas olmasi nedenleriyle tedavisi gii¢, zaman alic1 ve pahali bir
hastaliktir. Buna ilaveten, medikal cihazlar biyofilm olusturmalari i¢in bakterilere
uygun bir ortam saglamaktadirlar. Medikal cihaz tizerinde olusan biyofilm kullanilan
antibiyotiklere kars1 yiiksek oranda direng gostermekte ve antibiyotigin enfekte olan
dokuya yetersiz veya gecikmis penetrasyonuna neden olarak tedaviyi daha da
zorlagtirmaktadir.

Gilinliimiizde, biyofilm-bazli medikal cihaz kaynakli (BBMCK) osteomyelitin
tedavisi i¢in uygulanan yaklagim, oncelikle medikal cihazin cerrahi bir islem ile
¢ikarilmasi ve 4-6 hafta veya daha uzun siireyle yiiksek dozda sistemik antibiyotik
uygulanmasi seklindedir. Ancak bu uygulama, hastada yan etkilerin ortaya ¢ikmasina
ve uyuncun azalmasina neden olmaktadir. Zira sistemik tedaviyi takiben yeni bir
cerrahi islem ile tekrar medikal cihaz implantasyonu yapilarak tedavi
tamamlanmaktadir. Iki kez cerrahi isleme ve uzun siiren sistemik antibiyotik
tedavisine maruz kalmak pekcok hastada yan etkilere, 6zellikle yasli hastalarda ilave
baska komplikasyonlarin gelismesine, is giicii ve yagsam kalitesi kaybina, ayrica,
tedavinin yiiksek tutar1 nedeniyle saglik sisteminde ekonomik kayiplara da yol
acmaktadir. Bu durumda, s6zkonusu faktorler de gbz oOniine alindiginda klinikte,
cerrahi igleme gerek duyulmadan enjeksiyon yolu ile enfeksiyonun oldugu bolgeye
uygulanabilecek ve lokal olarak istenen miktarda ve kontrollii ilag salimi saglayacak
basarili tedavi sistemlerine ihtiya¢ duyuldugu asikardir.

Termosensitif jeller herhangi bir cerrahi isleme gerek duyulmadan istenen

bolgeye enjeksiyon yolu ile uygulanabilen ve yiiksek ilag yiikleme kapasitesi,



kontrollii ilag salimi saglamalar1 gibi {stiinliiklere sahip olan ilag tasiyic
sistemlerdir. Ayrica, termosensitif jellere ilag yaninda mikrokiire, nanopartikiil gibi
ilag tasiyici sistemler de yiiklenerek daha uzun siireli ve kontrollii ilag salimi
saglayan formiilasyonlar hazirlanabilmekte ve partikiiler sistemlerin sakincalarindan
olan patlama etkisi (“burst effect”) ile ila¢ salim1 problemi engellenmektedir.

Enfeksiyon tedavisinde, biyofilmler, konak¢inin immiin sistemine kars1

diren¢ olusturarak ve 1ila¢ penetrasyonunu engellemek suretiyle uygulanan
antibiyotikleri neredeyse etkisiz kilabilmektedirler. Literatiir bilgileri ve klinik
verilere gore, osteomyelit tedavisinde uzun zamandir ilk sirada kullanilan ve tedaviye
1yi sonu¢ veren vankomisin gibi glikopeptid yapida, gram(+) bakterilere kars1 etkili
antibiyotikler, BBMCK osteomyelitin tedavisinde olusan diren¢ ve ilag
penetrasyonunun engellenmesi nedeniyle istenen/beklenen diizeyde etkin sonuglar
verememektedir. Literatiirde, biyofilmin yok edilmesi igin sadece proteolitik
enzimlerin kullanildigi veya BBMCK osteomyelitin tedavisi i¢in sadece farkli
antibiyotik veya kombinasyonlarinin kullanildig1 az sayida ¢alisma yer almakta ve bu
caligmalarda tedavide basariya ulasilmasi igin daha etkin ve farkli yaklagimlara
ihtiya¢ duyuldugu bildirilmektedir. Ayrica, bu ¢aligmalarin incelenmesi sonucunda,
in vitro olarak biyofilm olusturulmasinda denenen yontemlerin iyilestirilmesine ve
biyofilmin parg¢alanmasi ve ilag penetrasyonun degerlendirilmesi gereken
mekanizmalarin daha ileri diizeyde arastirilmasina ihtiya¢ duyuldugu tespit
edilmistir.

Bu c¢alismanin amaci, BBMCK osteomyelitte daha etkin tedavi saglamak

uzere;
a) biyofilmin pargalanmasi ve etki bolgesinde hem ani, hem uzun sireli
antibiyotik saliminin saglanmasinin ayni anda gergeklestirilebilmesi i¢in;

- Dbiyofilmi pargalama potansiyeli olan serratiopeptidaz enzimini dayanikli
ve etkin bir sekilde tasiyacak ve kontrollii salimini saglayacak,

- antibiyotigi (vankomisin HCI) serbest (ani etki) ve polimerik mikrokiireye
yiiklii (uzun siireli etki) halde, dayanikli ve biyoaktif olarak tasiyacak ve
kontrollii salimin1 saglayacak,

- mikrokiire hazirlamada uzun siire ila¢ salimi1 saglamalar1 ve parcalanma

driinlerinin asidik olmamasi nedeni ile kemik icin uygun olan



biyopargalanir ve biyogecimli polimerlerden poli(e-kaprolakton)’u
igerecek,

- enzim ve antibiyotigin kendi aralarinda ve kullanilan polimer gibi
yardimc1 maddeler ile etkilesmeden, dayanikli ve biyoaktif bir sekilde
salimin1 saglayacak,
termosensitif jel formiilasyonlarinin tasarimi ve in vitro karakterizasyonu,

b) in vitro olarak biyofilm modelinin olusturulmast ve antibiyotik
penetrasyonunun ve formiilasyonlarin ve sadece serratiopeptidaz iceren jel
formiilasyonlarinin etkinliginin in vitro olarak degerlendirilmesi,

c) secilen formiilasyonlarin etkinliklerinin degerlendirilmesi olarak belirlenmistir.

Bu amagla, tezimizde belirtilen gerekgelerle formiilasyon c¢aligsmalari
gerceklestirilmis ve serratiopeptidazin biyofilmi parcalama {izerindeki etkinligi

mikrobiyolojik yontemler yardimiyla da irdelenmeye ¢aligilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1.Tibbi Cihazlar

Tibbi cihaz (Medikal cihaz), 9 Ocak 2007 tarihli Resmi Gazete’de Saglik
Bakanlig1 tarafindan yaymlanan Tibbi Cihaz YOnetmeligi’ne gore; insanda
kullanildiklarinda asli fonksiyonunu farmakolojik, immiinolojik veya metabolik
etkiler ile saglamayan, fakat fonksiyonunu yerine getirirken bu etkiler tarafindan
desteklenebilen ve insan iizerinde:

1) hastaligin tanisi, 6nlenmesi, izlenmesi, tedavisi veya hafifletilmesi,

2) yaralanma veya sakathigin tanisi, izlenmesi, tedavisi, hafifletilmesi veya

magduriyetin giderilmesi,

3) anatomik veya fizyolojik bir islevin aragtirilmasi, degistirilmesi veya yerine

baska bir sey konulmasi,

4) dogum kontrolii veya sadece ilag uygulanmasi
amactyla imal edilmis, tek basima veya birlikte kullanilabilen, amaclanan islevini
yerine getirebilmesi i¢in gerekiyorsa bilgisayar yazilimi ile de kullanilan ve cansiz
hayvanlarin dokularindan da elde edilen iirtinler dahil olmak iizere, her tiirlii arac,

alet, cihaz, aksesuar veya diger malzemeleri ifade etmektedir (1) .

2.1.1. Ortopedide Kullanilan Tibbi Cihazlar

Biyomateryal, tedavi etmek, diizeltmek veya insan viicudunun anatomik
yapilarinin yerini almak amaci ile insan doku ve sivilari ile temas halinde bulunan
malzemedir. Sayisiz ortopedik uygulama amaci ile iiretilen ortopedik alanda

kullanilan biyomateryal cihazlar, yaygin olarak implant olarak adlandirilmaktadir (2)

Rekonstriiktif implantlar, kirik sabitleme {tirtinleri, spinal iiriinler, rehabilitasyon
tirtinleri, artroskopi triinleri, elektriksel uyari iiriinleri ve kalip (casting) tirlinlerini
iceren ortopedik biyomateryaller, hareketliligin ve her yil milyonlarca bireyin yagam
kalitesinin yeniden saglanmasinda son derece biiyiik bir 6neme ve basariya sahiptir.

Bu driinler, genel olarak, ya kiriklarin sabitlenmesinde ya da eklem replasman



tedavisinde kullanilmaktadir. Bu iki kategorinin daha

uygulamalari su sekilde listelenebilir (3) :

1. Kiurik Sabitleme Cihazlari

e Spinal sabitleme cihazlar
e Kirik plakalari

e Teller, igneler, vidalar

e Intramedular cihazlar

e Yapay ligamentler

2. Eklem Replasmani

e Kalga artoplastisi

e Diz artoplastisi

e Topuk artoplastisi

e Omuz artoplastisi

e Dirsek artoplastisi

e El bilegi artoplastisi

e Parmak artoplastisi

ayrintili

ortopedik



Sekil 2.1. Bazi metalik implantlar (Kirik plaklari, teller, igneler, vidalar) (4)

(alintilanma tarihi 24.11.2012)

2.1.1.1.0Ortopedik Biyomateryallerin Ozellikleri ve Materyal Tipleri

Biyomateryallerin dogalari, yapisal diizenleri, ve genel ozellikleri ile birlikte
insan viicudunun yumusak ve sert dokulari, kan ve hiicre i¢i — hiicreler arasi sivilari
ile etkilesimlerinin anlasilmasi, ortopedik operasyonlar i¢in biiyiik O6nem
tasimaktadir. Ortopedik biyomateryaller, metaller, polimerler ve seramikler olmak
tizere U¢ bliylik malzeme tipini iceren ve genellikle dongiisel yilikleme-tasima
uygulamalarina karsi koyabilen malzemeler ile sinirhidir. Bu kimyasal bilesikler
yararli malzeme Ozelliklerine sahip olmalarina ragmen, polimerlerin diisiik
saglamlig, seramiklerin kirilmalara karst diisiik dayamikliliklar1 ve metallerin
korozyona egilimleri ve kimyasal reaktiflikleri gibi her malzeme pek ¢ok eksikligi de
beraberinde getirmektedir. Genel olarak ortopedik tasarimlarda en 6nemli malzeme
ozellikleri su sekilde siralanabilir (2,5) :

e Biyouyumluluk
e Gerilime kars1 dayaniklilik
e Dayaniklilik (kirilmalara kargi dayaniklilik, mekanik asinma direnci)

e Kimyasal asinma direnci



e Esneklik

Biyomalzemelerin genel ozelliklerinin, kullanimlarinin ve kisitlamalarinin
bilinmesi, implant malzemesinin performansinin artirilmasi i¢in nelerin gerektiginin
ve endiistriye sadece birka¢ malzemenin hakim olma nedenlerinin anlasilmasi
acisindan 6nem tasimaktadir. En yaygin olarak kullanilan ortopedik biyomalzemeler

ve birincil kullanim alanlar1 Tablo 1°de gosterilmektedir(6) .

Tablo 2.1. Literatiirde ortopedi alaninda siklikla kullanilan biyomateryaller (6)

Malzeme Birincil Kullanim Alam
Metaller
Titanyum (Ti) ve Ti alagimlari Plaka, vida, Total Eklem Artroplastisi

(TEA) bilesenlerinin yiik tasimayan
ylizeyleri

Kobalt-Krom-Molibden (Co-Cr-Mo) | Yiik tasiyan yiizeylerin de dahil oldugu

alasimlari TEA bilesenleri
Paslanmaz ¢elik alasimlari Tel, igne, vida, plaka, kablolama
Polimerler

Ultra yliksek molekiil agirlikli polietilen | TEA’da yiik tasiyan yiizeylerin distiik

(UHMWPE) stirtiinmeli ekleri

Polimetilmetakrilat (PMMA) Kemik ¢imentolari

Seramikler

Alumina TEA bilesenlerinin yiik tasiyan yiizeyleri
Zirkonya TEA bilesenlerinin yiik tasiyan yiizeyleri

2.1.1.1.1. Metaller

Metaller, 17. Yiizyildan bugine kadar terapotik uygulamalarda
kullanilmaktadir. 18. Yiizyillda ilk defa metal vida ortopedik uygulamalarda
kullanilmigtir (2) . Kimyasal asinmaya dayanma, gerilme direnci, sertlik, uzun
yorulma Omri, kirtlmaya dayanma ve biyouyumluluk gibi malzeme 6zellikleri ile

metaller, ortopedik tibbi cihazlar igin ¢ok uygun bilesenlerdir. Metal alasimlarinin




yiikleme-tagima implant malzemeleri olarak genis ¢apli kullanimina neden olan en
onemli 6zelligi, gerilime ve kimyasal asinmaya kars1 dayanikliliklardir (6) . Ozellikle
total eklem replasmaninda tercih edilen, titanyum esasli alasimlar, kobalt esasl
alagimlar ve paslanmaz c¢elik alagimlar olmak tizere ortopedide kullanilan baslica {i¢

metal alagimi vardir (5) .

2.1.1.1.2. Polimerler

Ortopedide kullanilan en diisiik gerilim dayamikliligina sahip; ancak g¢ok
esnek ve uyumlu malzemelerdir. Yiikleme altinda kayma ve viskoelastisite
ozellikleri polimerleri implant materyali olarak essiz bir konuma getirmektedir (5) .
Polimerler, yaygin olarak, eklem replasmanlarinin yiizeylerinin eklemlestirilmesinde
ve c¢imento malzemelerinin kemik ile implant yiizeylerinin ara yiizeylerinde

kullanilmaktadir(6) .

2.1.1.1.3. Seramikler

Seramik, polikristal yapida malzemedir. Seramik malzemelerin en 6nemli
ozellikleri, sertlikleri ve kirilganliklaridir (2) . Yiik tasiyan yiizeylerde, metal-metal
veya metal polimer yiizeylere oranla ¢ok daha yliksek dayanikliliga sahip olmakla
birlikte, oksidasyona karsi dayanikliliklar1 viicut ile inert bir 6zellik gostermelerini

saglamaktadir (5) .

2.2. Osteomiyelit

2.2.1. Kemik

Kemik, matriks olusturucu osteoblast ve kemik matriksini tekrar emen
osteoklastlarin etkisine karsi eklem tarafindan kontrol edilen bir siire¢ ile siirekli
olarak yeniden yapilanan, lif ile desteklenmis kire¢lenmis (calcified) bir dokudur (7)

Kemik; ekstremiteler ve hayati organlari iginde bulunduran, viicut bosluklari igin

sert destek yap1 olusturan, Kaslara tutunacak yer ve hareketi saglayan, hematopoetik



dokuyu saran, kalsiyum, magnezyum, sodyum, fosfor gibi iyonlar i¢in depo gorevi
goren, sert bir dokudur (8) . Kemikler, olduk¢a sert yapilardir ve fonksiyonlarina
gore degisen sekillere sahiptirler. Metabolizmalar1 birincil olarak endokrin, immiin
ve norovaskiiler sistem ile kontrol edilir, i¢ ve dis uyarilara verdikleri yanitlar halen

tam olarak belirlenememistir (9) .

2.2.2. Osteomiyelit Tanim

Osteomiyelit; bir mikroorganizmanin enfeksiydz ve inflamatuar siiregler ile
kemik dokuda hasar yaratmasi sonucu ortaya cikan ilerleyici karakterde bir
hastaliktir. Kemigin sadece bir boliimii tutulabildigi gibi mediiller kanal, periost,
korteks ve ¢evre yumusak dokularin tiimii bu tabloya katilabilmektedir (10) .

Osteomiyelitte, kemik dokusunun harabiyetinden, bakterinin salgiladigi
endotoksinlerin yaptigi hasar (bakteriyel lipopolisakkarit), bakterinin osteoklastik
aktiviteyi tetiklemesi ve kemik matriks sentezinin engellenmesi olmak tizere iig
mekanizma sorumlu tutulmaktadir (7) . Enfeksiyon sirasinda, fagositler, istilaci
mikroorganizmalar1 kendi iglerine alma girisiminde bulunurlar ve bu siireg, toksik
oksijen radikallerinin olugmasina ve c¢evre dokuyu sindiren proteolitik enzimlerin
salinmasina neden olur. Pek ¢ok bakteriyel bilesen, direk veya indirek olarak kemik
degistirici faktorler olarak etki ederler. Kemik kirilmasina yanit olarak iiretilen giilii
osteoklast antagonisti Prostaglandin E, gibi arasidonik asit metabolitlerinin

bulunmasi, enfeksiyon olusumu i¢in gerekli olan bakteri miktarint azaltmaktadir (11)
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B
B |
Tibia
Tibia Fibula
3

Sekil 2.2. A: Cocukluk dénemindeki normal tibia ve fibula goriintiisii, B: Cocukluk
doneminde septik osteomiyelit nedeni ile tibiada kayip ve dengeleyici olarak fibulada
kalinlagma (12)

2.2.3. Osteomiyelit Etiyolojisi

Osteomiyelit, cogu zaman bakteriyel kokenli olup, hematojen yayilim ile
olusan osteomiyelit ve bulasma ile olusan osteomiyelit (cerrahi, travma, komsu
enfeksiyon odagi) olmak tizere genel olarak iki olusum sekli vardir (10) .

Kan dolasimindan bakterinin kemige yerlesmesi ile gelisen hematojen
osteomiyelit, osteomiyelit vakalarinin %20’sini olusturmaktadir. Kandaki bir bakteri
tiiriiniin direk olarak kemige yerlesmesi ile gelisen birincil hematojen osteomiyelit,
yetiskin popiilasyonda da rastlanmasina ragmen bebek ve ¢ocuklarda yaygin olarak
goriilmektedir. Yetiskinlerde goriilen hematojen osteomiyelit, genellikle, bakteri
tirliniin kan dolagimina ge¢mesi ve distal kemik ve kemik iligine yerlesmesi ile
gelisen ikincil enfeksiyon ile olusmaktadir (13) . Akut hematojen osteomiyelit,
hastanin yasina bagli olarak farkli klinik ozellikler gostermekte, bu nedenle,
bebeklerin, ¢ocuklarin ve yetigkinlerin osteomiyelitleri, genel veya septisemik faz
olmak iizere birkag ortak 6zelligi olan ti¢ farkli klinik olusum gostermektedir (14) .

Akut osteomiyelit, birka¢ glin veya birka¢ haftalik bir siire boyunca
gelismekte ve tek basina antibiyotik tedavisi ile iyilestirilebilmektedir. Kronik
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osteomiyelit ise, aylar veya yilar boyu gelisebilen ve diisiik dereceli enflamasyon,
nekrozlu kemik dokusu, ve nekroze kemik dokuya reaksiyon olarak yeni kemik
eklemesi ve borusal yollarin olusumu ile kétiiye giden ve direngli bir enfeksiyondur.
Kronik kemik enfeksiyonu ile ilgili en 6nemli nokta, etiyolojik ajanin ve hastaya

uygun tedavinin dogru olarak saptanmasinin zorlugudur (15) .

2.2.4. Osteomiyelit Etkenleri

Hematojen osteomiyelit, genellikle monomikrobiyotik yani tek tiir bakteri
kaynakli olmaktadir, polimikrobiyal hematojen osteomiyelite ¢ok nadir
rastlanmaktadir. Bebeklerde enfekte kemik bolgesinden en sik izole edilen bakteri
tirleri, Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae ve Escherichia coli
olurken; c¢ocuklarda Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes Ve
Haemophilus influenzae 'ya sikga rastlanmaktadir. Yetiskinlerde ise, Staphylococcus
aureus en yaygin rastlanan hematojen osteomiyelit etkenidir. Bunlarin disinda,
Enterococcus spp., Streptococcus spp., Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter spp.,
Mycobacterium spp., ayrica anaerobik bakteriler ve fungal tiirler (6zellikle Candida
spp.) gibi diger baz1 patojenik mikroorganizmalar da osteomiyelit etkeni
olabilmektedir (13) .

Hematojen osteomiyelitin aksine, komsu odakli osteomiyelitte, enfekte
kemikten, Staphylococcus aureusve koagulaz-negatif stafilokok izolatlarinin
%75’in1 olusturdugu stafilokoklarin ¢ogunlukta oldugu birden fazla patojenik tiir
izole edilmektedir. Bununla beraber gram-negatif basil ve anaerobik organizmalar da
izole edilebilmektedir. Enfeksiyon genellikle, travma, ameliyat veya yumusak doku
enfeksiyonu yolu ile organizmanin inokiilasyonu sonrasi bir ay igerisinde

gelismektedir (16) .

2.2.4.1. Tibbi Cihaz Kaynakh Osteomiyelit

Cerrahi tekniklerdeki ilerlemeler ve aseptik islemlerin siki bir sekilde

uygulanmasina ragmen;
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» implantasyon islemi sirasinda meydana gelen doku hasart ve
enflamasyon,

» cihaz disfonksiyonu,

» sistemik enfeksiyonlar

nedenleri ile tibbi cihaz kaynakli osteomyelit siklikla ortaya ¢ikmaktadir (17) .

Implant kaynakli osteomiyelit; yabanci materyal yiizeyine bakteri yapismast,
antibiyotiklerin enfekte kemige yetersiz dagilimi, kemik nekrozu, zayif vaskiiler
perfiizyon ve buna baglh olarak enfekte dokuda iyilesmenin yavas olmasi sebepleri

ile tedavisi oldukga gii¢ bir enfeksiyondur (17) .

2.2.5. Osteomiyelitte Tedavi Yaklasimlari

Osteomiyelitte tedavinin ana prensipleri radikal bir sekilde nekrotik dokularin
temizlenmesi, Olii bosluklarin doldurulmasi ve uzun siireli etkin antibiyoterapidir
(10) .

Antibiyotik tedavisi, osteomiyelitli dokunun tedavisinde onemli bir asama
olup, antibiyograma goére uygulanmalidir. Antibiyotik uygulanmasi igin, pek c¢ok
hekimin tercih ettigi 6 ila 24 hafta arasinda uygulama siiresi gerektiren sistemik yol
ile antibiyotigin yavas salimimna olanak veren tasiyicilarin hasarli bolgeye direkt
uygulanmasi ile saglanan direkt yol olmak tizere iki ¢esit yaklasim bulunmaktadir
(18) . Travma, ameliyat veya implantasyon yolu ile gelen bakteri kaynakli kemik
enfeksiyonu (osteomiyelit), ciddi ve hayati tehlike olusturabilen bir vakadir.
Antibiyotiklerin enfekte olan iskelet dokusundaki sinirli kan akimi nedeni ile bolgede
diisiik dagilimlar1 ve implant ylizeyinde patojenlerin gelismesi ile olusan biyofilme
dogrudan ulagsmadaki yetersizlikleri, osteomiyelitin tedavisini gii¢lestiren en 6nemli
nedenlerdir. Dokuya ve biyofilme yeterli antibiyotik penetrasyonunun saglanmasi
icin yliksek sistemik antibiyotik doz uygulanmasi, olasi toksik yan etkileri nedeni ile
tercih edilmemektedir (19) . Lokal antibiyotik salim sistemi uygulanmasi, Sistemik
yan etki riskini diisiirerek, parenteral antibiyotik uygulamasindan daha yiiksek
konsantrasyonda antibiyotigin dogrudan boélgeye uygulanmasini saglamaktadir.

Yerlestirilen materyalin ikinci bir ameliyat prosediirii ile tekrar ¢ikarilmasi gereginin
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Online  gecilmesi  agisindan, uygulama sirasinda  kullanilan  sistemlerin
biyopargalanabilir sistemler olmasi, bu sistemlerin tercih edilmesine neden
olmaktadir (20) .

Genellikle tibbi cihaz kaynakli osteomyelit, sklerotik damarsiz kemik
tarafindan ¢evrelenen nekrotik kemik dokusu ile karakterize oldugundan
antibiyotigin bu bolgeye ulagmasi oldukca zordur. Bu nedenle, tibbi cihaz kaynakli
osteomyelit tedavisinde sadece sistemik antibiyotik tedavisi ile tatmin edici sonuglar
elde edilemeyebilir. Bu problemin asilmasi icin literatiirde ilag tasiyict sistemler
kullanilarak antibiyotiklerin istenen diizeyde, lokal ve kontrollii tasginmasinin
saglanmas1 amaciyla ¢aligmalar yapilmis ve osteomyelit tedavisinde iimit verici
sonuglarin alindigi bildirilmistir (21-23) . Buna ilaveten, tibbi cihazlar biyofilm
olusturmalar1 i¢in bakterilere uygun bir ortam saglamaktadirlar. Tibbi cihaz iizerinde
olusan biyofilm kullanilan antibiyotiklere kars1 yiiksek oranda direng gostermekte ve
antibiyotigin enfekte olan dokuya yetersiz veya gecikmis penetrasyonuna neden
olarak tedaviyi daha da zorlastirmaktadir. Son zamanlarda, literatiirde bu problemin
asilmast i¢in de antibiyotik-antibiyotik, antibiyotik-antifungal ilag veya antibiyotik-
biyofilm matriksini parcalayan ila¢ kombinasyonlar1 iceren tasiyici sistemler ile
biyofilm-bazli tibbi cihaz kaynakli (BBMCK) osteomyelitin tedavisine yonelik
caligmalara rastlanmaktadir. Ayrica literatiirde biyofilmin asilmasi igin gelecekte
yeni madde kombinasyonlar1 ve ilag tasiyici sistemlerin arastirilmas: gerekliliginden
soz edilmektedir (24) . Antibakteriyellere ve konak savunmasina karsi direng
gelisimi bakimindan biyofilm gelisiminin en tehlikeli 6zelligi glikokaliks yapisinin
olusumudur. Bu durum, postoperatif enfeksiyonlarin tedavisi i¢in yeni tedavi
yaklasimlarinin = gelistirilmesine neden olmustur. Bu yaklagimlardan biri de,
proteolitik enzimler kullanarak antibiyotiklerin bakteriyel biyofilm iizerindeki
aktivitelerinin artirilmasi yoniindedir (25) .

Staphylococcus aureus 'un kii¢iik koloni varyantlarina artan direng nedeni ile,
kemik doku enfeksiyonlarinda goriilen metisiline direngli Staphylococcus aureus
(MRSA) enfeksiyonlarmin tedavisi, zorlugunu siirdiirmektedir. S. aureus
enfeksiyonlarmin tedavisi i¢in, vankomisin gibi glikopeptid yapida antibiyotikler
siklikla kullanilmaktadir (26) .
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2.3. Biyofilm

Biyofilm, bir yiizey {izerinde mikroorganizma kolonileri ve onlarin tirettikleri
hiicre dis1 polisakkaritler (EPS), proteinler (glukozaminoglikanlar) ile ¢evreden
absorplanan organik ve inorganik maddelerden olusan bir tabakadir (27) .

Biyofilmler, bakterileri nem, 1s1 ve pH degisiklikleri gibi ¢evresel kosullardaki
degisimlerin ve ultraviyole 1s18a maruz kalmanin doguracagi zararlardan korurken,
besinlerin depolanmasini ve atiklarin uzaklastirilmasini1 da kolaylastirir. Bakterilerin
kiimeler halinde ve ekzopolisakkarit matriks i¢erisinde bulunmalar1 sonucu fagosite
edilmeleri giiclesir ve hiimoral immiin sistem bilesenlerinin bakterilere ulagmalari
engellenmis olur (28) .

Biyofilm, madde ile iligkili enfeksiyonlarin tedavisinde, antibiyotik etkinligini
giiclestirmektedir. Olgun bir biyofilm igerisindeki organizmalar, biyofilmden ¢ok
diisiik oranlarda ayrilarak belirli antibiyotiklere kars1 daha az duyarli hale gelirken,
yiizeyde yer almak yerine ekzopolisakkarit matriks icerisinde olacak sekilde hareket
ederek antibiyotikler tarafindan daha zor wulasilir hale gelirler. Matriksin
fizikokimyasal oOzellikleri ve EPS’den diisiik ve geciken penetrasyonun sonucu
olarak, biyofilm icerisindeki mikroorganizmalarin o6ldiirilmesi i¢in gerekli olan
antibiyotik konsantrasyonu, planktonik haldeki tiirdeslerinin tedavisi i¢in gereken

antibiyotik konsantrasyonunun 1000 ila 15000 kati arasinda olmaktadir (29) .

2.3.1. Biyofilmin Yapisi

Su, %97’ye varan Kkiitlesel orani ile, biyofilm matriksinin ana bilesenidir. Su,
bakteriyel hiicre kapsiillerini baglayabilecegi gibi, igerisinde ¢oziinen maddeler ile
ozellikleri tespit edilen bir ¢oziicii olarak da bulunabilir. Biyofilm igerisinde yerlesen
hiicreler, matriks kiitlesinin sadece %5’ini olustururken, ekzopolisakkaritler %1-2,
globuler glikoproteinler ile litik {rlinleri ve iiretilen enzimleri de igeren diger
proteinler %1-2, pargalanan hiicrelerden agiga ¢ikan niikleik asitler %1-2 oranlarinda
bulunabilmektedir. Ayrica, lipidler, fosfolipidler ve matriksi saran ¢evreden gelen

serbest iyonlar da matriksin yapisini olusturan bilesenlerdendir (30) .
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Matriks bilesimi, yapisan hiicrelerin genotipleri gibi i¢ faktorler ile matriksi saran
fiziko-kimyasal g¢evreyi igeren dis faktorlerin karisimindan temel alir. Bu nedenle,
ayni organizma tiirleri tarafindan iretilen biyofilm matriksleri bile, bilesim ve
fiziksel ozellikleri agisindan biiyiik ¢esitlilik gosterebilmektedir (30,31) .

Bakteriler ylizey ile birlestiklerinde, biyofilm olusturmak igin, hiicre dis1
polimerlerden olusan miisilajen bir matriks salgilarlar. Hiicre dis1 polimerik salgilar
biyofilm igerisindeki mikrobiyal hiicrelerin matriksi ¢evreleyen hiicreler ile
aktivitesini yapilandiran veya artiran, mikrobiyal mikrogevrenin birincil yapisal
bilesenleridir ve biyofilmlerin fiziksel 6zelliklerini kontrol ederler (32) . Matriks
yapis1 ve biitiinliigii, matriksi saran makro-¢evredeki degisikliklerden yiiksek oranda
etkilendigi ve biyofilm matriksini siirekli olarak degistirdigi icin, dinamik bir ¢evre
olarak nitelendirilebilir (33)

Matriksin onemli bir ozelligi de, yerlesik bakterinin integral hiicre yilizeyi
bilesenlerinin dis ylizeyinde, biyosentetik mikrobiyal polimerlerin bulunmasidir. Bu
hiicredis1  biyopolimerler, ekzopolisakkaritler, niikleik asitler, proteinler,
glikoproteinler ve fosfolipitleri igermektedir. Polisakkaritler, yaygin bilesenlerden
olmalar1 nedeni ile, “glikokaliks” terimi, bagli hiicreleri ¢evreleyen jelatinimsi

kiitleyi tanimlamak amaci ile kullanilmaktadir (34) .

2.3.2. Biyofilm Olusum Mekanizmalari

Sentetik veya biyomateryal 6zellikte olup olmadigi fark etmeksizin, her yiizey,
ilk olarak su, elektrolitler ve organik maddeler gibi lokal cevre bilesenleri ile
kaplanir. Bu kosullandirilmis film, genellikle herhangi bir mikroorganizmanin yiizey
materyaline ulagmasindan o6nce olugsmakta ve ortamda su, elektrolit ve organik
maddelerin varligi, in vitro kosullarda materyal yiizeyi iizerindeki mikrobiyal
gelisme ve ileri kolonizasyonu artiric etki géstermektedir (35) . Mikroorganizmalar,
serbest ylizen planktonik organizma hallerinden, kompleks, ylizeye bagl toplulugun
bir {liyesi olan hiicreler haline gecerken koklii degisikliklere ugramaktadir. Bu
degisiklikler, biyofilm bakterileri tarafindan gelistirilen yeni fenotipik 6zelliklere

yansimakta ve ¢esitli ¢evresel sinyallere yanit olarak olusmaktadir (36) .
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Biyofilm olusumu farkli asamalara ayrilarak incelenebilir. Birinci asamada,
materyal ylizeyinde, mikrobiyal adezyon icin ilk substrati olusturacak sekilde
kosullandirilmis film birikimi gergeklesmektedir. ikinci asamada, organizmalar
doniisiimlii olarak substrata baglanmaktadir. Ugiincii asamada, yeterli gevresel
uyarinin (sinyal molekiilleri araciligi ile — Quorum Sensing (QS)) saglanmasi
durumunda, organizmalar gen ekspresyonlarinda, ekstraseliiler polimerik maddelerin
iiretimine ve ylizeye geridonlissiiz baglanmaya olanak verecek temel degisiklikler
gecirmektedir. Dordiincii asamada, biyofilm biiyiiylip, akiskan faza artirilmis kiitle
transferine olanak veren siitun ve kanallardan olusan karmasik {ic boyutlu yapiya
olgunlagsmaktadir. Son asamada ise, biyofilm igerisindeki bazi organizmalar
planktonik gen ekspresyonu yaptiklart durumlarma geri donerek, biyofilm
dongiistinii yeni konumlarda tekrar baglatma potansiyeline sahip olarak biyofilmi

saran ¢cevreye dagilmaktadirlar (29) .

Biyofilm Dongiisii
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Sekil 2.3. Biyofilm olusum basamaklari: 1) mikroorganizmalarin yiizeye tutunmasi,
2) mikroorganizmalarin ylizeye geri donligimsiiz tutunmast ve ¢ogalma

3) biyofilmin olgunlagmasi, 4) hiicre 6liimleri ve dagilma (29) .

Biyofilm igerisindeki bakterilerin hiicreler arasi iletisiminde ve degisen gevre
kosullarina kars1 davranislarinin diizenlenmesindeki en 6nemli mekanizmalardan biri
de “Quorum Sensing (QS)” olarak adlandirilan sinyal molekiilii aracili islemdir. QS,

pek cok durumda diisiik molekiil agirlikli difiize olabilen sinyal molekiillerinin,
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sensor kinazlarin aktivasyonu veya regiilator proteine yanitina dayanmaktadir (37) .

Yiizeye tutunan bakterilerin sayis1 arttik¢a, bu sinyalin lokal konsantrasyonlar artar,

bu artis ile, biyofilm olusumuna yonelik bir dizi islem baslatilmis olur. Bu

mekanizma aracilifi ile, bakteriler c¢evrelerindeki bakteriyel popiilasyonun

yogunlugunu belirlemektedirler (28,38) .

Sekil 2.4. Biyofilm olusumunda bakterilerin sinyal molekiilii ile iletisimi (28)

Biyofilmlerde dinamik bir denge soz konusudur. Film igerisinde bulunan

bakteriler zaman zaman filmden ayrilabilir ve bdylece serbest olarak yasamlarim

stirdiirebilirler ya da serbest mikroorganizmalar film yapisina katilabilir. Bundan

dolay1 enfeksiyonlar yayilabilir ve biyofilmlerde karisik enfeksiyonlar olusabilir.

Bakterilerin biyofilm olusturmasina neden olan durumlar asagidaki sekilde

Ozetlenebilir (36,39) :

a)

b)

Savunma: Biyofilm kan akimi ve tiikiirigiin yikama giicii gibi bir takim stres
giiclerine karst savunma amaghi gelisir. Biyofilm ig¢inde yasayan
mikroorganizmalar, besin yoksunlugu, pH degisiklikleri, oksijen radikalleri,
dezenfektanlar, fagositoz ve antibiyotiklere karsi planktonik hiicrelerden
daha direnclidir. Bu nedenle biyofilm kronik seyirli enfeksiyonlarda bu
0zelligi kazandiran 6nemli bir faktor olarak bilinmektedir.

Adhezyon ve kolonizasyon: Bakterilerin viicudun herhangi bir bolgesinde
sabit kalabilmeleri ve yasayabilmeleri igin yiizey proteinleri ile konak¢iya

yapisirlar. Yapisma sonrast bu bolgeye yerlesen bakteriler bir yandan belli
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bir popiilasyona ulagmak i¢in ¢ogalirken diger yandan da biyofilm yapimina
baslarlar.

c) Yasanabilir ¢evre gelistirme:  Ortamdaki glukozun bakteri tarafindan
kullanilabilir olmasi i¢in biyofilme ihtiya¢ duyulmaktadir.

d) Topluluk olusturmak: Bakterilerin ortama adaptasyonundaki beraberlik

biyofilm olusturmada siklikla goriilmektedir.

2.3.3. Tibbi Cihazlarda Biyofilm

Son yillarda, tibbi uygulamalarda girisimsel tekniklerin ve kalici tibbi cihazlarin
kullaniminin artis1 biyofilm enfeksiyonlarinda da artisa neden olmustur. Kalic1 tibbi
cihazlar tizerinde gelisen biyofilmler gram-pozitif ve/veya gram-negatif bakteriler
ve/veya mayalardan olusabilir (40-42)

S. aureus ve S. epidermidis tiirii bakteriler, implant kaynakli enfeksiyonlarin
yaygin nedenlerindendir. S. aureus, metal biyomateryal, kemik-eklem ve yumusak
doku enfeksiyonlarina neden olurken, S. epidermidis, daha ¢ok polimer kaynakli
implant enfeksiyonlarina neden olmaktadir (35) .

Viicuda yerlestirilen tibbi cihazlar lizerinde biyofilm olusumunun engellenmesi
i¢in giiniimiizde en yaygin olarak kullanilan yontem, hastaya siirekli olarak sistemik
antibiyotik tedavisi uygulamaktir. Buna ek olarak literatiirde, tibbi cihaz igerisine
antibiyotik yerlestirilerek biyofilm olusumunun 6nlenmesine yonelik ¢aligmalar da
yer almaktadir. Ancak bu yaklagimlar, siirekli olarak antibiyotige maruz kalma
sonucunda hastada sistemik veya lokal direng¢ meydana gelmesine neden olmalari
nedeni ile pratikte fazla uygulanamamaktadirlar (40-42) .

Biyofilm bazli enfeksiyonlar {izerinde yapilan in vitro ¢aligmalarda minimal
inhibitdr konsantrasyonun binlerce kat1 konsantrasyonda antibiyotik tedavisi sonrasi
bile bakteriyel biyofilmin devamliligini siirdiirebildigi gosterilmistir. Yine bu konuda
yapilan in vivo ¢alismalarda, kullanilan antibiyotiklerin serbest bakterileri 6ldiirerek
enfeksiyon semptomlarini baskilayabildigi ancak biyofilme gomiilii halde olan
bakterileri yok etmekte, biyofilme penetre olmakta yetersiz oldugu ve antibiyotik
tedavisi sonlandirildiginda biyofilmin enfeksiyonun tekrarina neden oldugu

bildirilmistir (40-42) .
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Biyofilm bazli enfeksiyonlarin tedavisinde uygulanan antibiyotik tedavisi ile
genellikle tatmin edici sonuglar alinamadig: i¢in giincel olarak klinikte uygulanan
yontem, tizerinde biyofilm gelismis tibbi cihazin cerrahi islem ile ¢ikarilmasi ve
antibiyotik tedavisinin ardindan ikinci bir cerrahi islem ile yeni cihazin
yerlestirilmesi seklindedir. Hasta icin olduk¢a zor olan cerrahi girisimler, ayni
zamanda zaman ve ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Literatiirde bu sorunun
asilmast ve iizerinde biyofilm olusan tibbi cihaz c¢ikarilmadan tedavinin
gergeklestirilebilmesi icin biyofilmdeki matris proteinleri ¢ézen enzim kullanilmasi
veya matris sentezini bloke eden kimyasal reaksiyonlardan yararlanilmasi ve hiicre-
hiicre haberlesmesini saglayan sinyal molekiillerinin benzerlerini kullanilmasi gibi

yaklagimlar bulunmaktadir (24) .

2.3.4. Anti-Biyofilm Yaklagimlari

Anti-biyofilm yaklagimlari;
a) tibbi cihaz yiizeyine bakteri yapismasinin engellenmesine yonelik,
b) biyofilm olusumunun 6nlenmesine yonelik,
C) tibbi cihaz yiizeyinde olusmus biyofilmin ortadan kaldirilmasina yonelik

olarak siniflandirilabilir (24) .

2.3.4.1. Tibbi Cihaz Yiizeyine Bakteri Yapismasinin Engellenmesi

Mikrobiyal adezyon, yiiksek oranda, tibbi cihazin hazirlandigi materyalin
hidrofilitesi ve ylizey yiikii gibi fizikokimyasal 6zelliklerine baglidir (24) .
Staphylococcus aureus ve Staphylococcus epidermidis, eklem artroplastisinde
enfekte bolgeden en sik izole edilen bakteriyel patojenlerdir. Akut enfeksiyonlar
siklikla, yliksek viriilansa ve iltihapli enflamasyon olusturma yetenegine sahip S.
aureus nedeni ile gelisirken, S. epidermidis, diisiik viriilansi ile subakut enfeksiyon
olusturur. Bu koagiilaz-negatif enfeksiyonlarin tedavisi, glikokaliks ile ¢evrelenmis
biyofilm salgis1 bakteri yapismasi nedeniyle oldukca giictiir. Kemik ile protez
arasinda olusan biyofilm, konak¢i defans mekanizmalarina ve antimikrobiyal

terapiye karsi direng gostermektedir (43) .
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Biyofilm olusumunun engellenmesine yonelik yontemler, biyomateryal yiizeyini,
tibbi cihaz polimerlerinin antimikrobiyal maddeler ile birlestirilmesi, mekanik
tasarimda farkliliklar ve antibiyotik salimi gibi antiadezif ylizey olusturucak sekilde
fizikokimyasal modifikasyonunu i¢ermektedir; ancak, bu yontemlerin basarisi,
cihazin uygulandigr ortamlarin ve koloni olusturacak organizmalarin c¢esitliligi

nedeni ile oldukga diisiik olmaktadir (35) .

2.3.4.2. Biyofilm Olusumunun Onlenmesi

Gram-pozitif ve gram-negatif bakterilerin hiicreleraras1 iletisim igin
kullandiklar1 sinyal molekiilleri, 6zel enzimlerin, viriilans faktorlerinin ve
metabolitlerin tretilmesi ile ilgili gen ekspresyonunu sagladiklari kadar, biyofilm
gibi mikrobiyal topluluklarin olusturulmasimi da saglamaktadir. Bu nedenle, QS
mekanizmasin1 engelleyen molekiillerin kullanimi, konak¢i cevreye mikrobiyal

adaptasyonu 6nlemek i¢in umut veren bir yontemdir (24) .

2.3.4.3. Olusmus Bir Biyofilmin Ortadan Kaldirilmasinda Tlag

Tastyicr Sistemlerin Rolii

Cihaz ile ilgili enfeksiyonlarda, farkli mikroorganizma tiirlerinin biyofilmlerinin
bulundugu ve bulunan mikroorganizmalarin antimikrobiyal direng gelistirdikleri
dikkate alindiginda, mikrobiyal 6liimiin saglanmasi igin siirekli giincellestirmeleri
gerekli kilmaktadir (24) .

Ilag tastyict sistemler, hedeflenen bolgeye istenen diizeyde, lokal ve kontrollii ilag
tasinmasinin  saglanmasi ve sistemik toksisitenin azaltilmasi gibi stiinliikleri
nedeniyle son zamanlarda anti-biyofilm ¢alismalarinda iizerinde yogun bir sekilde
arastirma yapilan sistemler haline gelmislerdir.

Son zamanlarda literatiirde biyofilm olusumunu onlemek veya olusmus
biyofilmi yok etmek iizere lipozom, implante edilebilir matriks, mikropartikiil, fibréz
destek matriksi ve termosensitif jel gibi ila¢ tasiyict sistemler siklikla

kullanilmaktadir (35,42) .
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2.3.5. Staphylococcus spp. Kaynaklh Biyofilm

Staphylococcus tiirleri, glikokaliks veya salgi tabakasi icerisine gomiilmiis ¢ok
tabakali biyofilm olusturabilirler. Glikokaliks, enfeksiyon olusturmak {tizere, o6lii
doku ve kemik veya tibbi olarak implante edilmis cihaz {izerinde gelisir. implant
varlig1, implantasyon sonrasi etrafinin hizla konak¢i proteinler tarafindan kaplanmasi
ve bu proteinlerin bakteri yapismasi i¢in milkemmel bir kaynak olmasi nedeni ile

enfeksiyon gelisimi i¢in zemin hazirlayici bir faktordiir (13) .

2.4. Mikrokiireler

Mikrokiireler, ¢aplari1 1000 pum’den kiiciik, etkin madde yiikli kiiresel
partikiillerdir. Etkin madde, polimerik matriksin kanallarinda veya porlarinda
tutulabildigi gibi, polimerin yiizeyine adsorplanmis veya kimyasal olarak baglanmig

durumda bulunabilir (44,45) .

2.4.1. Mikrokiirelerin Ozellikleri

Mikrokiirelerden beklenen 6zellikler, uzun etkili ve kontrollii ilag salimi
saglayabilmesi, etkin maddenin yap1 ve aktivitesini degistirmemesi, in vitro-in vivo
kosullarda dayanikli olmasi, biyolojik sistemlerle uyumlu olmasi, biyolojik olarak
parcalanabilmesi ve pargalanma iiriinlerinin toksik olmamasi, farkli fizikokimyasal
ozellik ve farmakolojik aktivite gosteren etkin madde gruplarini tagiyabilmesi, kolay
hazirlanabilmesi, hazirlanmalarindan kullanilmalarina kadar gecen siirede fiziksel ve
kimyasal olarak dayanikli olmasidir (46) .

Mikrokiirelerin ilag tasiyici sistemler olarak tasarlanmasinin amaglar1 asagidaki
gibi siralanabilir:

+ Etkin maddenin uzatilmis ya da kontrollii saliminin saglanmasi,
* Etkin maddenin hedef organ, doku veya hiicreye tasinmasi,

* Diisiik dozda etkin madde kullanimina olanak saglanmasi,

* Diisiik doza bagh olarak toksisitenin azaltilmasi,

« Etkin maddenin stabilitesinin artirilmasi,
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* Yagda ¢6ziinen etkin maddelerin formiilasyonunda kolayliklar saglanmasi.

2.4.2. Mikrokiirelerin Kullanim Alanlar:

Mikrokiireler, farmasdtik amacla, antibiyotikler, antitiiberkiiloz ilaglar,
antineoplastikler, antihipertansifler, steroidler, peptid/proteinler, DNA, asilar,
antienflamatuvarlar gibi pek c¢ok etkin madde grubunun kontrollii salimi, pasif
hedeflendirilmesi amac1 ile kullanilmaktadir (47-49) . Ila¢ salimmin disinda,
radyoopak maddeler ile radyolojik goriintiilemede, kan akiminin tespitinde,
implantlarda kullanimi mevcuttur (50) . Mikrokiirelerin, goze uygulanmasi(51)
ortopedik olarak hasarli bolgeye direk uygulanmasi (52) doku miihendisligi
caligmalarinda doku iskeleleri igerisine yerlestirilmesi (53) , mideye ulasip mide
duvarina biyoadezyon ile tutunarak kontrollii salim yapmasi (54) gibi pek ¢ok

alanda yaygin kullanim1 mevcuttur.

Genis spektrumlu antibiyotiklerin sistemik uygulanmasi, kronik enfeksiyon
oranini azaltmada yetersiz kalmakta ve bu hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisi igin,
antibakteriyel bilesiklerin 4-6 haftaya kadar siirekli yliksek lokal konsantrasyonlarda
uygulanmasi1 gerekmektedir. Biyoparcalanabilen mikropartikiiller, ilaclarin uzun
siireli uygulanmasinda, minimum yan etki ile lokal ve uzatilmis ila¢ salimim

saglamalar1 nedeni ile ilag tasiyici sistem olarak, 6nemli bir alternatif sunmaktadirlar

(52) .

2.4.3. Mikrokiire Hazirlanmasinda Kullanilan Polimerler

Mikrokiire hazirlanmasinda kullanilan polimerler, biyoparcalanir olan ve
biyoparcalanir olmayan olmak tiizere iki temel sinifa ayrilabilir. Bir polimer, sadece,
biyokatalitik siire¢ (bakteri, fungus, enzim gibi) veya kimyasal ve radikal siire¢
(hidroliz, oksidasyon, UV radyasyon gibi) gibi ¢evresel etki ile parcalanabiliyorsa
biyoparcalanir olarak adlandirilir. Ilag tagmmasi uygulamalarinda biyoparcalanir
polimerlerin segilme nedeni, ilacin timii salindiktan sonra uygulanan sistemin
ameliyat ile ¢ikarilmas1 geregini ortadan kaldirmis olmasidir. Ancak, ilag

tasinmasinda kullanilacak polimerlerin sadece biyopargalanir 6zellikte olmasi yeterli
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degildir, polimerler ayni zamanda biyouyumlu olmali ve uygun islenebilirlik,
sterilize edilebilirlik, saklama stabilitesi 6zelliklerine de sahip olmalidir. Ilag
tasinmasinda kullanilan biyopargalanir polimerler dogal ve sentetik polimerler olarak

ikiye ayrilir ve asagidaki gibi siniflandirilabilir (55) :

Tablo 2.2. Mikrokiire formiilasyonlarinda kullanilan biyopargalanir polimerler

Dogal Polimerler Sentetik Polimerler

Alifatik Poliesterler

Polisakkaridler (dekstran veya Poli(glikolid), PGA

seluloz) Poli(laktid), PLA

Kitin Poli(glikolid-ko-laktid), PLGA
Kitosan Poli(e-kaprolakton), PCL
Proteinler (kollajen, fibrin, jelatin, Poli(3-hidroksibutirat), PHB
albumin) Poli(3-hidroksibutirat -ko-3-

hydroksivalerat), P(HBco-HV)
Polianhidridler

Tablo 2.3. Mikrokiire formiilasyonlarinda kullanilan biyolojik olarak pargalanmayan

polimerler

Hidrofilik Polimerler Hidrofobik Polimerler
Polietilen oksit Silikonlar

Polivinil alkol Poliiiretan elastomerleri
Polihidroksimetakrilat Etilen vinil asetat kopolimerleri
Polivinilprolidon

Poliakrilamid

Ortopedik uygulamalarda, doku miihendisligi ve kontrollii ilag salimi
amaclar1 ile biyoparcalanir polimerler ile hazirlanan mikrokiirelerin kullanimi
oldukca yaygindir. Ortopedi alaninda kullanilan biyopargalanir polimerler ve

kullanim alanlarina iliskin bazi 6rnekler Tablo 2.4.’te goriilebilir:
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Tablo 2.4. Ortopedi alaninda kullanilan biyopargalanir polimerlere ve kullanim

alanlarma iliskin 6rnekler

Mikrokiire Kullanim Amaci Icerdigi Etkin Referans
Formiilasyonunda Madde
Kullanilan Polimer

Poli(D,L-laktik asit) ve | Ortopedik Fiisidik asit (56)

Poli(3-hdroksibutirik enfeksiyonlarin (2009)

asit-ko-3- onlenmesi ve tedavisi

hidroksivalerik asit)

(PHBV)

Kitosan Kemik hasarlarinda Rekombinant insan (57)
osteojenik aktiviteyi kemik morfojenetik (2010)
artirmak protein-2(rhBMP-2)

Kitosan-Hidroksiapatit | Hasarli kemik (58)

Kompoziti dokusunun onarilmasi - (2012)
ve bolgenin
doldurulmasi

Polilaktid-ko-glikolik Postoperatif implant Gentamisin (59)

asit (PLGA) enfeksiyonunun (2009)
proflaksisi

Polilaktid-ko-glikolik Metisiline direngli S. Vankomisin (60)

asit (PLGA) aureus kaynakli diskit (2011)

enfeksiyonunun

tedavisi

2.4.3.1. Polikaprolakton (PCL) Polimeri

Sentetik, toksik olmayan, biyoparcalanir alifatik poliesterler grubunda semi-

kristal yapida bir polimerdir. Kloroform, diklorometan, karbontetrakloriir, benzen,

toluen, sikloheksanon ve 2-nitropropan igerisinde oda sicakliginda ¢oziiniir; aseton,
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2-biitanon, etilasetat, dimetilformamid ve esectonitril igerisinde az ¢Oziiniir ve alkol,
petrol eteri, dietileter ve suda ¢oziinmez. PCL ve kopolimerleri, zincir kesilmesini
takiben agirlik kaybinin gergeklesmesi ile molekiil agirliginin azalmasi olmak iizere
iki faza hidroliz ile pargalanir. Polimerin tamamen hidrolizi ile hidroksikaproik asit
olusur ve in vivo’da saptanan tek metaboliti su olmustur. Kii¢iik ilag molekiillerine
yiikksek permeabilite gostermesi, polilaktid ve glikolidlere oranla pargalanma
triinlerinin asidik c¢evre olusturmamasi, diger polimerler ile karisimlarinin
hazirlanabilir olmasi ve bir yildan daha uzun siireli ila¢g saliminin saglanmasi
acisindan homopolimerlerinin PLGA ve poliglikolik asit-ko-laktik asit polimerlerine
gore ¢ok daha yavas parcalanmast PCL’nin en 6nemli iistiinliikleridir. Tlag salimu,

erozyon kontrollii salima oranla daha ¢ok difiizyon kontrollii olarak olmaktadir

(49,55,61,62) .

2.4.4. Mikrokiirelerin Hazirlama Yontemleri

Cesitli  mikrokiirelerin  hazirlanmasinda  kullanilan  yOntemlerin ~ secimi,
mikrokiirelerin partikiil boyutu, uygulama yolu, ila¢ saliminin siiresine baghdir ve bu
karakterler karistirma hizina, ¢apraz baglama teknigine, ugurma siiresine, ko-
presipitasyon ve bunun gibi teknik 6zelliklere bagl olarak degismektedir. Mikrokiire
hazirlama yontemi, ilacin stabilitesini ve aktivitesini olumsuz yonde etkilememeli,
yontemin hazirlama verimi ve enkapsiilasyon etkinligi yiiksek olmali, tiretilen
mikrokiirelerde agregasyon olmamali, ayn1 6zellikte mikrokiireler tekrar iiretilebilir

olmalidir. Mikrokiire hazirlanmasinda kullanilan yontemler (49,63-66) :

e Monomer polimerizasyonu

e Emiilsiyon olusturma - Coziicii buharlagtirma
e Emiilsiyon olusturma — Capraz baglama

e Emiilsiyon olusturma - Coziicii difiizyonu

e Koaservasyon

o Piiskiirterek kurutma

e lyonik jelasyon
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e Hot melt (Eriterek) mikroenkapsiilasyon

e Siiperkritik s1v1 teknolojisi

Siralanan bu yontemlerden c¢aligmalarimizda mikrokiirelerin hazirlanmasinda

kullanilan yontem agiklanacaktir.

2.4.4.1. Emiilsiyon Olusturma — Coziicii Buharlastirma Yontemi

Bu yontemde, polimer, uygun bir su ile karismayan ¢oziicii igerisinde ¢oziiliir ve
etkin madde bu polimerik cozelti igerisinde disperse edilir veya ¢oziiliir. Sonug
¢ozelti veya dispersiyon, ayri damlaciklar olusturacak sekilde sulu bir siirekli faz
icerisinde emiilsifiye edilir. Mikrokiirelerin olugmasi igin, Oncelikle organik
¢oziliciiniin sulu faza difiize olmasi, ardindan su-hava arayiiziinden buharlagsmasi
gerekmektedir. Coziicliniin buharlagmasi ile mikrokiireler sertlesir ve serbest akan
mikrokiireler uygun bir filtrasyon ve kurutma ile hazirlanir (67,68) . Bu yontemle,
Y/S (yag/su) ve S/Y (su/yag) gibi tekli emiilsiyonlarin yan1 sira, S/Y/S (su/yag/su)

gibi ¢coklu emiilsiyonlar olusturularak da mikrokiireler hazirlanabilmektedir.

24411 Coklu Emiilsiyon Olusturma-Coziicii Buharlastirma

Yontemi

Suda ¢oziinen etkin maddelerin mikrokiirelerinin hazirlanmasinda enkapsiilasyonu
artirmak amaci ile tercih edilir. Etkin maddenin sulu ¢dzeltisinin, organik solvan
icerisindeki polimer c¢ozeltisinde uygun bir karistirict kullanilarak emiilsifiye
edilmesi ile S/Y emiilsiyonu elde edilir. Bu emiilsiyonun, uygun bir karistirici
kullanilarak sulu siirekli faz igerisinde damlaciklar olusturacak sekilde emiilsifiye
edilmesi ile S/Y/S sonug¢ emiilsiyonu elde edilir. Coziicliniin uzaklastirilmas: ve
mikrokiirelerin uygun bir yontem ile filtre edilmesi ile mikrokiireler elde edilir.
Emiilsiyon hazirlanmasi sirasinda, fazlar arasi yiizey gerilimini diisiirmek amaci ile
sulu fazlara ¢esitli yiizey aktif maddelerin (polivinil alkol-PVA gibi) ilavesi
yapilabilmektedir (55,69,70) .
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Polimerin organik ¢o6ziicii Etkin maddenin uygun yiizey
igerisindeki ¢ozeltisi aktif madde igeren sulu
cozeltisi

Uygun yontem ile karigtirma ve
birincil emiilsiyonun (s/y)
eldesi

s/y emiilsiyonunun sulu siirekli

faz igerisine karistirma altinda

ilavesi ve s/y/s emiilsiyonunun
olusumu

Oda sicakliginda karigtirma ile
organik solvanin ugurulmasi ve
mikrokiirelerin eldesi

Mikrokiirelerin filtrasyon ile toplanmasi, yikanmasi ve
kurutulmasi

Sekil 2.5. Coklu emiilsiyon olusturma — ¢6ziicii buharlastirma yonteminin sematik

gosterimi

2.45. Mikrokiirelerin Karakterizasyonlar:

Mikrokiirelerin ~ karakterizasyonlari,  partikiil  boyutu  Olgiimii, yiizey
morfolojisinin incelenmesi (Taramali Elektron Mikroskobu — SEM), ila¢ yiikleme
etkinliginin tespiti, ilag-polimer etkilesmesinin tespiti, ilag salimi tayini ile

gerceklestirilmektedir (65) .
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2.4.6. Mikrokiirelerin Sterilizasyonlar:

Sterilizasyonda temel amag, tibbi malzemeden mikroorganizmalarin tamaminin
yok edilmesi ve wuzaklastirilmasidir. Teoride, sterilizasyona maruz kalan
mikroorganizmalarin hayatta kalma olasiliginin zamanla katlanarak azalmasi
gerekmektedir. Genel olarak Avrupa’da, bir malzemenin “steril” olarak etiketlenmesi
icin, hayatta kalma seviyesi veya sterilite giivence seviyesi (SAL) 10° kabul
edilmektedir. Tibbi malzemelerin geleneksel olarak sterilizasyon yontemleri, kuru
hava veya nemli sicak hava kullanilarak termal sterilizasyon ile, kimyasal (etilen
oksit) yol ile veya radyasyon ile olmaktadir. Sicaklik ile sterilizasyonda siklikla
polimer omurgasinda degredasyon olurken, kimyasal sterilizasyonda da sterilizasyon
agjaninin  kalintilarinin  kalmasma dayali toksikolojik problemler olusmaktadir.
Radyasyon ile sterilizasyon uygulama kolayligindan dolay1 polimerik malzemelerin
sterilizasyonunda tercih edilmektedir. Gama radyasyon ile sterilizasyonda, 25 kGy
(2.5 Mrad) doz, farmasotik iriinlerin sterilizasyonunda genel olarak yeterli kabul
edilmekte ve pek cok yayinda polimerik malzemenin yapisal 6zelliklerinde 6nemli

degismelere neden olmadigi gosterilmektedir (55,71) .

2.5. Jeller

Jeller, uygun jellestirme ajanlarinin uygun sivilar ile jellestirilmesiyle meydana gelen
yar1 kat1 preparatlardir (72) . Jeller, maddenin ara hali olup, hem kati hem de sivi
bilesenleri iceren yumusak, kat1 ya da katiya benzeyen yapilardir. Bir sivi1 tarafindan
birbirine niifuz etmis kii¢iik inorganik partikiillerin ya da biiyiik organik molekiillerin
siispansiyonlarindan olusan yar1 kat1 sistemlerdir. Kiiclik kati madde veya
¢Oziinmeyen pargaciklarin sivi ortamda dagilmasi ile olusmuslardir. Kat1 bilesen olan
jel yapict madde, sivi siirekli fazin hareketini engelleyerek birbiri ile baglantili

molekiiller ile kiimelesmis yapilarin ii¢ boyutlu ag yapisini olusturur (73-75) .

2.5.1. Jellerin Simiflandirilmasi

Avrupa Farmakopesi 7.6’ya gore iki grupta siniflandirilirlar.



29

2.5.1.1.Lipofilik Jeller

Lipofilik jeller (oleojeller), genellikle polietilenglikollii sivi parafin, kolloidal
silika, aliiminyum ¢inko sabunlariyla jellestirilmis yaglardan olusan preparatlardir
(72) .

2.5.1.2. Hidrofilik Jeller

Hidrofilik jeller (hidrojeller), genellikle poloksamerler, nisasta, seliiloz deriveleri,
karbomerler ve magnezyum-aliiminyum silikatlar gibi uygun jellestirme ajanlarinin

su, gliserin veya propilen glikol ile jellestirilmesi ile olusan preparatlardir (72) .

2.5.2. Jellerin Mikro Yapisi

Jellestirici ajanlar, uygun bir sivi igerisinde disperse edildiklerinde, sivi ile
karisarak ii¢ boyutlu, kolloidal ag yapisi olustururlar. Bu ag, ¢oziicli molekiillerini
hapsederek veya hareketsizlestirerek, molekiillerin akisini sinirlar ve jelin akmaya
kars1 direncinden ve bu nedenle viskoelastik 6zelliklerinden sorumludur (76) . Ufak
anorganik partikiiller, jel yapisi i¢inde ii¢ boyutlu ag olustururken, dogal veya
sentetik polimerler olan biiyiik anorganik makromolekiiller ise birbirlerinin zincirleri
ile temasta olarak jel yapisini olustururlar (77) . Jel agi, temel olarak polimerik
etkilesimlerden olugmasina ragmen, jelin biitlinliigiinii belirleyen esas, polimer-
solvan afinitesinin dogasidir. Klasik jel teorisi; jel ag1 icinde ¢oziiciinlin serbest
oldugu sistemler, ¢Oziiciiniin tabaka olarak ag yapiya bagli oldugu sistemler ve
¢oziiciiniin jel ag1 icerisinde hapsedildigi sistemler olmak {izere ii¢ farkli polimer-
¢oOziicli afinitesi gosterir. Verilen bir jeldeki {li¢ solvan tipinin orani, polimer
konsantrasyonu ve polimerin solvan afinitesine baglidir (76) .

Jel aglar farkli yapilar seklinde olusur. Bunlarin en bilinen birkag tanesi (12) :

e “Random coil”; gelisigiizel halka seklinde kivrilmis ipliklerden olusan bir

yapidir, en ¢ok sentetik polimerler ve seliiloz tiirevlerinde goriiliir.

e “Helix”; iki adet polimer zincirinin birbirine sarilmasi ile olusmus helozon

seklinde bir yapidir, ksantan ve nisastada goriiliir.
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e “Stacks”; raf tipi olarak tanimlanabilir, yumurta kolilerinin iist tiste dizilmesi
seklinde bir goriintii olusturur, kalsiyum aljinatta goriiliir.
e “The house of cards”; kartlar ile yapilmis eve benzer bi¢cimde bir goriintii

olusturur, bentonit ve veegumda goriiliir.

2.5.3. Termosensitif Hidrojeller

Biiyiik miktarlarda suyu absorbe edebilen hidrofilik ii¢ boyutlu polimerik ag
yapilarindan olusan hidrojeller, biyomedikal alanda gittikge artan bir 6neme sahiptir.
flag salim sistemleri ve doku miihendisligi alanlarin1 da kapsayan biyomedikal
uygulamalarda hidrojel arastirmalarinda yeni yaklasim, in Situ olusan sistemler
lizerinde yogunlasmaktadir. [n situ olusan sistemler, uygulama &ncesi sivi sulu
¢ozelti halinde olup, fizyolojik kosullarda gel haline doniisen sistemlerdir(78,79) .
Bu alanda ilk arastirmalar sulu ¢ozeltilerinde sol-jel gegisi gosteren poli(etilen
glikol)/poli(propilen  glikol) blok kopolimerleri (poloksamerler), poli(etilen
glikol)/poli(butilen glikol) blok kopolimerleri, poloksamer-g-poli(akrilik asit) ve
nizopropilakrilamid termosensitif jel malzemelerinin sentezinde odaklanmustir.
Agaroz, jelatin, amilopektin, seliiloz tlirevleri, karrajenler gibi baz1 dogal polimerler
de termodoniisiimli jellesme 6zellikleri gostermektedirler (78) .

Jelatinde tclii helikal konformasyonun ve polisakkaritlerde c¢ift helikal
konformasyonun renatiirasyonu, jel olusumu sirasinda gekirdeklenme ve kristal
bliylimesi olusumuna neden olur. Helezonlarin agregasyonu sonucu heliks olusumu,
birlesme noktas1 olusumu ile sonuglanir (Sekil3). Yiiksek sicakliklarda, gelisigiizel
sarmal (random coil) konformasyonu olusturma egilimindedirler. Sicakligin
diislirilmesi ile diiglim noktalari; bagka bir deyisle jelin fiziksel kavsaklari gibi

davranan ¢ift helezonlar ve agregatlar olusturmaya baslarlar (80) .
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Sekil 2.6. Polisakkaritlerin su igerisinde jellesme mekanizmasi. A: Gelisiglizel
sarmallar (random coil), B: Heliks sekline doniismesi, C: Heliks yapisinin son

asamada jelin kavsak bolgelerini olusturacak sekildeki agregasyonu (80)

In situ jel olusumunun saglanmasi i¢in; ¢oziicii degisimi, UV-1sinlama, iyonik
capraz baglama, pH degisimi ve sicaklik degisimi gibi pek c¢ok mekanizma
mevcuttur. Bu yaklasimlardan, organik ¢6ziicli, kopolimerizasyon ajanit veya
disaridan uygulanan jellesmeyi tetikleyici bir madde gerektirmeyen ve c¢evre
sicakliginin degismesi ile sicaklik duyarli hidrojel olusumunu saglayan termosensitif

yaklasim biyomedikal uygulamalarda biiyiik ilgi gérmektedir. (78,79)

2.5.3.1. Kitosan Termosensitif Hidrojeller ve Hazirlama Sekilleri

Kitosan, kitinin farkli deasetilasyon ve depolimerizasyon derecelerinde
deasetilasyona ugratilmasi1 ile olugsmakta ve bu nedenle kesin kimyasal
kompozisyonu kolayca tespit edilememektedir. Suda c¢oziiniir 6zellikte olabilmesi
icin deasetilasyon derecesinin %80-85’ten daha fazla olmasi gerekmektedir (62) .
Kitosan, biyomedikal uygulamalarda bollugu ve genis uygulama alan1 nedenleri ile
onemli rol oynayan, biyopargalanir, biyouyumlu ve mukoadezif bir biyopolimerdir.
Kitosanin, yine biyopargalanir bir madde olan gliserofosfat (GP) ile kombinasyonu,

ilag tasinmasi alaninda umut vadeden termosensitif hidrojel olusturmaktadir.



32

Herhangi bir ylizey aktif madde, ¢apraz baglayici ajan veya organik ¢oziicli
icermemesi, bu sistemi pek ¢ok hassas biyolojik iirlin ile ge¢imli hale getirmektedir.
Gliserofosfatin  kitosan ¢06zeltisine ilavesi, pH’y1 artirarak, kitosan zincirleri
arasindaki elektrostatik itmeyi azaltmaktadir. Bu tepki, kitosanda zincirler igi
hidrojen baglarmin kurulmasimi artirmaktadir. Buna ek olarak sicakliktaki artis, Su
molekiilleri ile kitosan zincirleri arasindaki hidrojen baglarini serbest birakmakta, bu
da kitosan zincirleri arasindaki hidrofobik etkilesimlerin artisina neden olmaktadir
(81,82) .

Termosensitif kitosan hidrojellerin hazirlanmasi igin, Kitosan, uygun bir asit ile
hazirlanmis uygun molaritede asidik c¢ozelti igerisinde (asetik asit ¢ozeltisi,
hidroklorik asit ¢ozeltisi gibi) ¢oziiliir ve +4 °C’ye sogutulur. Diger taraftan, gerekli
miktar gliserofosfatin sulu ¢ozeltisi hazirlanir ve +4 °C’ye sogutulur. Termosensitif
kitosan jel, gliserofosfat ¢ozeltisinin +4 °C’de siirekli karistirma altindaki kitosan

cozeltisine damla damla ilavesi ile olusur (81-83) .

2.5.3.2. Poloksamer Termosensitif Hidrojeller ve Hazirlanma
Sekilleri

Poloksamerler, noniyonik polioksietilen-polioksipropilen  kopolimerleridir.
Cesitli oral, parenteral ve topikal farmasotik formiilasyonlarda kullanilmakta olan
poloksamerler, genel olarak toksik ve irritan olmayan malzemeler olarak kabul
edilmektedirler. Viicutta metabolize edilmezler (62) . Poloksamerlerin jellesme
sicakliklari, ¢apraz baglayici ajanlarla ve monomerlerle ayarlanabilmektedir (84) .
Poloksamerlerin ~ jellesme  mekanizmalar1  1980°lerin  baslarindan  beri
arastirtlmaktadir, miseller 6zelliklerindeki agregasyon numarasi veya miseller simetri
gibi bir yapisal degisikligin sulu poloksamer ¢ozeltisinin jel olugturmasina neden
oldugu diisiiniilmektedir. Bu durum, artan sicaklik ile krittk misel
konsantrasyonundaki azalmanin saglanmasindan temel almaktadir (Sekil 2.7.) (80) .

Pluronic F 127, su igerisinde termodoniigiimlii jellesme 6zelligi gosterir. Protein
stabilitesini artiran ve kontrollii ila¢ salim1 saglayan yiiksek viskozitede siv1 kristal

mezofaz olusturabilmektedir (85) .
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Sekil 2.7. Blok kopolimer ¢ozeltisindeki krtik misel konsantrasyonunun (cmc) ve

kritik jel konsantrasyonunun (cgc) sematik gosterimi (73)

Poloksamer termosensitif hidrojeller soguk yontem ile hazirlanirlar. Bu amagla,
uygun miktarda tartilan poloksamer, +4 °C’ye sogutulmus siirekli karistirma
altindaki saf su igerisine yavas yavas ilave edilir ve sistem bir gece +4 °C’de

karismaya birakilir (84) .

2.6. Serratiopeptidaz

2.6.1. Fizikokimyasal Ozellikleri

Lisansh iiriin bilgilendirmesine gore, beyaz veya bronz renkte, serbest akan, suda
¢oziinen, kendine has koku ve tadda bir tozdur. Aktivitesi i¢in en uygun pH 8,5-9,5
arasinda, en uygun sicaklik 40 °C’dir. pH 5,5 ile 9,5 arasinda ve 40 °C’de stabildir,
ancak 60 °C’de 10 dakika igerisinde hizla aktivitesini kaybetmektedir (86) .

2.6.2. Farmakolojik Ozellikleri

Serratopeptidaz (serrapeptaz) (SP), patojenik olmayan Serratia spp.’den izole
edilen proteolitik enzimdir. Enflamasyonun ve travma, enfeksiyon, solunum yolu
tikanikliklar1  veya kronik vendz yetmezlik durumlarinda olusan 6demin
azaltilmasinda 5-10 mg (10 000-20 000 {inite) dozda giinde {i¢ defa oral yol ile
kullanilmaktadir (87) .
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Serratiopeptidaz, kandaki alfa-2-makroglobiilini 1:1 oraninda baglayarak
antijenisitesini maskelerken enzimatik aktivitesini siirdiirerek yavasga inflamasyon
bolgesine aktarilir. Serratiopeptidaz, 6dem olusumundan sorumlu bradikinin,
histamin ve serotonini hidrolize eder.(12,88)

Enzimin, fibrin, biyofilm ve inflamatuvar aracilar gibi ¢6ziinmeyen protein
irtinlerinin  degredasyonunu artirdigir bilinmektedir. Ayni1 zamanda, sizintinin
viskozitesini azaltmakta, drenaji hizlandirmakta ve bradikinin salimini inhibe ederek
agriyr hafifletmektedir. (43) Ayrica, yapilan son arastirmalarda bazi bakteri
tirlerinde adhesin ekpresyonunu modiile etmek suretiyle olugsmus biyofilmin
pargalanmasinda etkili oldugu ve antibiyotiklerin biyofilme penetrasyonunu artirdigi
bildirilmistir (89) . Bunun, bakteriyi ¢evreleyen fibrinoz pihtinin hidrolizi ile
enfeksiyon bdlgesindeki antibiyotik konsantrasyonun artmasina bagli oldugu
distiniilmektedir. Denenen farkli proteolitik enzimler arasinda, in vitro kosullarda
antibiyotik aktivitesinde ve biyofilm tretiminin inhibisyonunda en yiiksek artisi

saglayan enzimin serratiopeptidaz oldugu tespit edilmistir (43) .

2.6.3. Serratiopeptidaz Enzim Aktivitesi Tayin Yontemleri

Serratiopeptidazin proteolitik aktivitesi, kazeinin 37 °C de, pH 7.0 de 30 dk
proteolitik hidrolizini temel alan yontem ile gerceklestirilir. Bunun i¢in, hidrolize
olmamis kazein filtre edilerek ortamdan uzaklastirilir ve ¢6ziinmiis kazein miktari
spektrofotometrik olarak 275 nm de tayin edilir. Bu yontemde “Bacillus subtilis var.”
ve “Bacillus licheniformis var.” den elde edilmis preparatlarin proteaz aktivitesi
proteaz iinitesi (PC) finitesi olarak ifade edilmektedir. Bir bakteriyal PC, miktar
tayini sartlarinda dakikada 1.5 pug/mL L-tirozine esdeger miktarda enzim miktari
olarak ifade edilmektedir. Enzimin aktivitesi asagida belirtilen Esitlik-1 ile

hesaplanmaktadir (90) :

PC Au 1.56
= Esitlik- 1
g As 30w




35

Au = test okumasindan bos okumanin ¢ikarilmasi sonucu elde edilen deger
As = standart ¢dzeltinin absorpsiyonu

1.56 = reaksiyon karisiminin mL olarak son hacmi

30 = reaksiyon siiresi, dk.

w = original numunenin “g” deki agirlig

g = g degeri

2.7. Vankomisin

2.7.1. Fizikokimyasal Ozellikleri

Vankomisin, temel olarak Amycolatopsis orientalis’in suslart tarafindan
tiretilen vankomisin B iceren glikopeptidlerin karisimidir. Vankomisinin hidrokloriir
tuzu, beyaz veya beyaza yakin renkte, kokusuz, higroskopik tozdur. 1 kismi1 10 kisim
suda, 700 kisim alkolde ¢oOzlniir. Sudaki %5’°lik ¢ozeltisinin pH’s1 2.5 ile 4.5
arasindadir. izoelektrik noktasi yaklasik pH 5°tir. Molekiil agirhigi 1485,7 dir.
Lisansl tirtin bilgilendirmesine gore 2-8°C arasinda saklanmasi bildirilmis olmasina
ragmen, farkli seyrelticiler igerisindeki cozeltileri (%0.9’luk sodyum kloriir, %5
glukoz, ve peritoneal diyaliz ¢Ozeltisi igerisinde) oda sicakliginda en az 14 giin
dayanikli kaldig1 gosterilmistir (72,87,91) .
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Sekil 2.8. Vankomisinin molekiiler formiilii (92) (alintilanma tarihi: 04.11.2012)

2.7.2. Vankomisinin Farmakolojik ve Farmakokinetik Ozellikleri

Glikopeptid yapida bir etkin madde olan vankomisin, Staphylococcus aureus ve
diger Staphylococcus tiirleri gibi Gram-pozitif bakteri tiirlerine karsi yiiksek
antibakteriyel aktivite gosteren ve bu bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlarin
proflaksisinde ve tedavisinde kullanilan bir antibiyotiktir. Gram-pozitif bakterilerin
hiicre duvar1 sentezini inhibe ederek aktivitesini gosterir (93) . Metisiline direngli
Staphylococcus aureus (MRSA) enfeksiyonlarinin tedavisinde birinci sirada tercih
edilen antibiyotiktir. (94)

Vankomisin, oral yol ile uygulandiginda tam olarak absorbe edilemez ve birincil
olarak renal yol ile elimine edilir, tek doz uygulama sonrasi >%80—%90’1ik bir oranm
uygulama sonrasi 24 saat igerisinde lirinden degismeden elde edilir (95) . Normal
kreatinin klerensine sahip hastlarada, eliminasyon yar1 omrii 6-12 saat arasinda ve
dagilim hacmi 0,4-1 L/kg’dir. Vankomisinin proteinlere baglanmasinin, %10 ile %50
arasinda oldugu literatiirde bildirilmistir (96-98) . Dokulara dagilimi, uygulama
miktar1 ve proteinlere baglanma etkisi, vankomisinin total aktivitesine etki eden
faktorlerdir(99) .
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Toksisite agisindan incelendiginde, nefrotoksik olmadigmna iliskin hayvan
deneyleri bulunmasina ragmen, serum vankomisin konsantrasyonlarinin renal hasara
yol actigimi gdsteren bazi klinik ¢aligmalar vardir. Klinik raporlarin aksine, hayvan
deneyi c¢alismalarinda, serum konsantrasyonu ile ototoksiste arasinda bir iliski
bulunamamistir ve wuzmanlarin biliyllk c¢ogunlugu ilacin ototoksik olmadigi

goriisiindedir (99) .

2.7.3. Vankomisin Miktar Tayini Yontemleri

Vankomisinin miktar tayini i¢in, mikrobiyolojik yontemler (100) , kiitle
spektroskopisi (101) , biyoassay, radyoimiinoassay (RIA), floresans polarizasyon
immiinoassay (FPIA) (102) ve yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC)
(103-105) , yontemleri kullanilabilmektedir. Biitiin bu yontemler arasinda, HPLC
analizi, en kolay ve kisa zamanda sonu¢ veren yontem olmasa da, ¢ok diisiik
miktarlardaki vankomisini yiiksek hassasiyet ve dogruluk ile en hassas ve 0zgiin
saptayan yontemdir. HPLC analizi, FPIA gibi yontemlerle saptama sinirmin altinda
kalan doku ve kemikteki vankomisin miktarlarinin saptanmasinda kullanilmistir
(103) . Gigli katyon degisimi-kat1 faz ekstraksiyonu yontemi ile (106) , floresan
dedektorlii yiiksek performansli sivi kromatografisi ile (104) , floresans polarizan
immunoassay yontemi (107) gibi yontemler kullanilarak biyolojik numunelerden

VA tayini yapilmasi miimkiindiir.

2.7.3.1. Vankomisin Miktarmmin Yiiksek Performansh Sivi

Kromatografisi ile Tayini

Tez ¢alismalarimizda kullanilan bir yontem olmasi nedeni ile bu kisimda daha
ayrintili agiklama yapilmaktadir. Vankomisinin ve par¢alanma {iriinlerinin miktarinin
HPLC analizi ile saptanmasi i¢in ¢esitli yontemler gelistirilmistir (104,105,108,109) .
USP 30-NF 25’te vankomisin HCI’nin HPLC analizi igin belirtilmis olan kosullarda,
pH 3.2°ye ayarlanmis trietilamin tamponu igerisinde farkli oranlarda asetonitril ve

tatrahidrofuran iceren iki farkli mobil faz izokratik ve lineer gradient kosullarda 280
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nm dedektdr ve 4.6 mm x 25 cm boyutlarinda, 5 pm boyutlu kiiresel partikiil iceren
C 18 kolon (USP L1 Kategorisinde) ile 30 dakika boyunca analiz edilir (91) .

2.7.4. Vankomisinin Piyasa Preparatlari

Vankomisinin, Tiirk ilag piyasasinda parenteral uygulama i¢in miistahzarlar
bulunmaktadir. Ticari isimleri Edicin ®, Vancocin CP®, Vancorin®, Vancotek®,
Vankomisin HCI® olan bu preparatlar, 1.V. uygulama igin liyofilize toz ve ¢dziicii
ampuliinii icermekte ve enterokoklar da dahil streptokoklar, Corynebacterium ve
Clostridium ile Staphylococcus aureus ve S. epidermidis gibi gram pozitif
bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlarm tedavisinde endikedir. Ozellikle metisiline
direngli stafilokok enfeksiyonlarinda tercih edilmektedir. Farmakopelerde kayith
preparatlar1  steril vankomisin hidrokloriir, vankomisin hidrokloriir kapsiil,
enjeksiyonluk vankomisin hidrokloriir, vankomisin hidrokloriir oral ¢dzeltisi olarak

verilmistir (91,110) .



3. GEREC VE YONTEM
3.1. Arac ve Gerecler

3.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Diklorometan

Disodyum hidrojen fosfat
Potasyum dihidrojen fosfat
Sodyum kloriir

Pluronic® F127

PCL (Mw 14.000 Mn 10.000)
PCL (Mn 60.000)

PCL Mn 70.000-90.000
Vankomisin hidroklortir

Serratiopeptidaz

PVA

Kitosan (diisiik molekiil agirliklr)

B - Gliserofosfat
Hidroklorik asit
TSA besiyeri

Miiller Hinton agar

Sigma Aldrich, Almanya
Merck, Almanya

Merck, Almanya

Riedel De Haen, Almanya
Sigma Aldrich, Almanya
Sigma Aldrich, Almanya
Sigma Aldrich, Almanya
Sigma Aldrich, Almanya
Sandoz Pharm. Co. , Tiirkiye
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Speciality Enzymes and Biochemicaals Co.,

Amerika

Sigma Aldrich, Almanya
Fluka BioChemika, Israil
Sigma Aldrich, Almanya
Sigma Aldrich, Almanya
Merck, Almanya

BD Besiyeri

3.1.2. Kullamlan Biyolojik Maddeler

Staphylococcus epidermidis

ATCC 35984



3.1.3. Kullanilan Aletler

DSC
SEM
UV Spektrofotometresi

FT-IR Spektrofotometresi
Liyofilizastor

Membran filtre

Hassas terazi

Manyetik karistirict
Mekanik karistirici
Mekanik karistirict
HPLC kolonu

HPLC

Optik mikroskop

Partikiil biiytikliigli tayin cihazi
Yatay calkalayicili su banyosu
Ultra saf su cihazi

Vorteks

pH metre

Calkalamali Inkiibator
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PerkinElmer Diamond DSC, Almanya
Nova Nanosem 430, Amerika
UV-1800
Spektrofotometresi (Kyoto, Japonya)
FT-IR/FT-Raman (Bruker IFS 66V/S)
Heto PowerDry PL 3000, Danimarka
Millipore, ABD

Shimadzu AX 200, Japonya
Heidolph, Almanya

Shimadzu Ultraviyole

Heidolph, Almanya

Silverson L4RT, Ingiltere

uBondapak, Waters, UK, CI18, 10um
125A, 3.9 x300 mm

Agilent Technologies, 1200 Series,
Almanya

Leica DFC 320, Almanya

Malvern Mastersizer (Hydro 2000S)
Memmert, Almanya

Merck Millipore / Milli-Q Advantage
Fine vortex, FINEPCR, Kore

Sartorius PP-20, Almanya

GRANT ES-20, Ingiltere


https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=4&cad=rja&sqi=2&ved=0CEQQFjAD&url=http%3A%2F%2Fle-csss.asu.edu%2Fftir&ei=OJnxUKuXDeGL4ATGg4GIDQ&usg=AFQjCNGqjS9RaPUqeHgeFiy8o2ZePGXTrA&sig2=g_8EyJRTITb1zRf4JAKv9A&bvm=bv.1357700187,d.bGE
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3.2. Yontem

3.2.1. Vankomisinin Kimyasal, Fizikokimyasal ve Mikrobiyolojik

Ozelliklerinin Tayini

3.2.1.1.Vankomisin HCI’nin UV Spektrumu

Vankomisin HCI’nin, pH 7,4 fosfat tamponu (PBS) igerisinde, A=200-400 nm
araliginda, UV-1800 Shimadzu Ultraviyole Spektrofotometresi (Kyoto, Japonya)
kullanilarak UV Spektrumu ¢ekilmis ve maksimum dalga boyu (Amax) belirlenmistir.

3.2.1.2.Vankomisin HCI’nin Fourier Transform Infrared (FT-IR)
Spektrumu

Vankomisin HCI’nin, FT-IR spektrumu, ATR (attenuated total reflectance)
kullanilmak sureti ile, FT-IR/FT-Raman (Bruker IFS 66V/S) spektrofotometresinde
tayin edilmistir. Vankomisin HCI 1/100 oraninda potasyum bromiir ile karistirilmig
ve elde edilen homojen karisimin sikistirilmasi ile hazirlanan disklerin IR Spektrumu
4000-400 cm™ arahiginda almmis olup dalga sayist cm™  cinsinden

degerlendirilmistir.

3.2.1.3.Vankomisin HCI’nin Diferansiyel Taramal Kalorimetre
(DSC) Termogram

Diferansiyel taramali kalorimetri yontemi (DSC), kimyasal maddelerin
termodinamikleri, stabiliteleri ve molekiiler yapilarinin tayinleri ve incelenmesi gibi
amaglar ile kullanilmaktadir. Antibiyotik 6zellikli etkin madde vankomisin HCI’nin
termal 6zelliklerinin belirlenmesi amaci ile DSC termogrami ¢ekilmistir. Analiz igin
standart aluminyum Ornek kaplarini tam olarak dolduracak kadar numune, 6rnek
kabinin ylizeyini tam olarak kaplayacak ve bosluk birakmayacak sekilde
doldurulmustur. DSC ¢alismalarinda kullanilan analiz kosullar1 asagidaki gibidir:

e Cihaz: PerkinElmer Diamond DSC


https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=4&cad=rja&sqi=2&ved=0CEQQFjAD&url=http%3A%2F%2Fle-csss.asu.edu%2Fftir&ei=OJnxUKuXDeGL4ATGg4GIDQ&usg=AFQjCNGqjS9RaPUqeHgeFiy8o2ZePGXTrA&sig2=g_8EyJRTITb1zRf4JAKv9A&bvm=bv.1357700187,d.bGE
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e Atmosfer: Azot (50 mL/dk)
e Baslangic ve bitis sicakliklari: 25-300 °C
e Sicaklik yiikseltme ve sogutma hizi: 10 °C/dk

e Standart: Aliiminyum pan

3.2.1.4.Vankomisin HCP’nin Minimum inhibitor

Konsantrasyonunun Saptanmasi

Minimum Inhibitér Konsantrasyonu (MIK, pg/mL) degerinin saptanmasi
caligmalarinda CLSI’in (Clinical and Laboratory Standards Institute) onerdigi
mikrodiliisyon yontemi esas alinmistir. Calismalarda Staphylococcus epidermidis
ATCC 35984 (American Type Culture Collection) bakteri susu ve Miiller Hinton siv1
besiyeri (MHSB) kullanilmistir (111) .

Deneysel caligmalara baglamadan bir gece dnce Miiller Hinton agara (MHA)
ekilen S. epidermidis ATCC 35984 bakteri susu, ¢alisma giinii MHSB’a alinarak 37
°C’de 2-6 saat inkiibe edilmistir. Bakteri siispansiyonunun bulanikligit MHB
kullanilarak McFarland 0,5 siispansiyonuna esdeger bulanikliga getirilmis (O,5X108
cfu/mL) ve sonug inokiilum 5x10° cfu/mL (5x10* cfu/kuyu basina) olacak sekilde
ayarlanmugtir.

Deneylerde, her sirasinda 12 kuyu bulunan 8 siradan olusmus steril U tabanli
mikrotitrasyon plaklar1 kullanilmistir. Tiim kuyulara steril damlalik kullanilarak 0,05
mL sivi besiyeri dagitilmis, sonra 1. kuyuya steril mikropipet yardimiyla
konsantrasyonu bilinen VA ¢ozeltisinden 0,05 mL koyulmustur. Her siranin 1.
kuyusundaki karisim 8 kanall1 mikropipetle iyice karistirilarak 2. kuyuya aktarilmas,
ayni islemler 2’den 3’e, 3’ten 4’¢ ... 10°dan 11. kuyuya kadar siirdiiriilerek 11.
kuyudan 0,05 mL ¢ozelti disar1 atilmigtir. Boylece kuyularda 2 kat artan oranlarda
seri dillisyonlar yapilmistir. Bundan sonra kuyularin tiimiine steril damlalik ile
bakteri siispansiyonundan 0,05 mL eklenmistir. Mikrotitrasyon plaklarmin son
siradaki ¢ukurlarindan biri tireme kontrolii (besiyeri ve mikroorganizma) digeri ise
besiyeri (sadece besiyeri) kontrolii olarak kullanilmistir. Mikrotitrasyon plaklar
hafifce c¢alkalanarak bakteriler 37 °C’de bir gece inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyon siiresi sonunda mikroorganizma iiremesi ile olusan bulaniklik dikkate
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alinarak hi¢ bulanikligin olmadig, diger bir ifade ile tiremenin goriilmedigi en diigiik
konsantrasyondaki madde miktarin1 igeren diliisyon minimum inhibitor

konsantrasyonu (MIK, ng/mL) olarak belirlenmistir.

3.2.1.5.Vankomisin HCPliin HPLC (Yiiksek Basin¢ch Sivi

Kromatografisi) ile Miktar Tayini

Mikrokiirelere yiiklenen ve in vitro salim ¢alismalarinda salinan etkin
maddenin miktar tayini i¢in yiilksek basingli sivi kromatografisi (HPLC)
kullanilmigtir. HPLC analizleri, 280 nm dalga boyunda USP 30-NF 25’te belirtilen
HPLC kosullarinda yapilmigtir (Tablo 3.1., 3.2.). Buna goére, mobil faz olarak
fosforik asit ile pH’s1 ayarlanmis trietilamin c¢ozeltisi (pH 3,2) asetonitril ve
tetrahidrofuran ile sirasiyla 92:7:1 oranlarinda karigtirilarak A Cozeltisi, 70:29:1
oranlarinda karistirilarak B Cozeltisi hazirlanmis, Tablo 3.1.°de gdsterilen HPLC
kosullarinda, Tablo 3.2.’de gdsterilen akis profili ile ¢alisilmistir.

Tablo 3.1. Vankomisin HCI’lin miktar tayininde kullanilan HPLC kosullari

Enjeksiyon hacmi 50 uL

Akis hza 1.5 mL.dk™

Dedektor UV dedektor

Dalga boyu 280 nm

Sicakhik 25°C

Kolon uBondapak, Waters, UK, C18,
10um 125A, 3.9 x300 mm
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Tablo 3.2. HPLC yo6nteminde mobil faz olarak kullanilan ¢6zeltilerin akis semasi

Siire (dk) A Cozeltisi (%) | B Cozeltisi (%) Eliisyon (%)
0-12 100 0 [zokratik
12-20 100 —>0 0 —>100 Lineer gradient
20-22 0 100 [zokratik
22-23 0 —>100 100 —=>0 Lineer gradient
23-30 100 0 [zokratik

Vankomisin HCI’nin miktar tayini i¢in uygulanan ve yukarida aciklanan bu
yontemin kalibrasyon ve validasyon calismalar1 gerceklestirilmistir. Gergeklestirilen

calismalar agagida sunulmustur:

3.2.1.5.1. Analitik Yontem Validasyonu

Analitik yontem validasyonu, analizi yapilacak maddenin tayininde kullanilacak
olan analitik yoOntemin belirlenen kosullarda dogru, 6zgiin ve tekrarlanabilir
oldugunu garanti etmek i¢in uygulanan iglemdir. HPLC metodunun
degerlendirilmesinde asagidaki parametreler incelenmis ve sonuglar istatiksel olarak
yorumlanmustir.

e Dogrusallik (“Linearity”)

o Kesinlik (“Precision”)

e Duyarlilik (“Sensitivity”)

e Ozgiinliik (“Specificity”)

e Stabilite (“Stability”)

3.2.1.5.1.1.Dogrusallik (“Linearity”)

Dogrusallik, bir analitik yontemin belirli bir aralikta, analizi yapilan maddenin
konsantrasyonu ile deney sonuglarimin direkt olarak orantili olmasini saglama
ozelligidir.

Analitik validasyon icin gerekli dogrusallik parametresini gostermek {iizere,
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vankomisin HCl’'in PBS (pH 7,4) igerisinde hazirlanan 200 pg/ml
konsantrasyondaki alt1 adet stok ¢ozeltisi hazirlanmistir. Her bir stok g¢ozeltiden
gerekli seyreltmeler yapilarak 0,5-128 pg/ml konsantrasyon araliginda (0,5, 1, 2, 4,
8, 16, 32, 64, 128 ng/ml) dokuz standart ¢ozelti hazirlanmistir. Kalibrasyon dogrusu,
cozeltilerin konsantrasyonlarina karsilik elde edilen pik alanlari kullanilarak

cizilmistir. Sonuglar istatiksel olarak degerlendirilmistir.

3.2.1.5.1.2 Kesinlik (“Precision”)

Belirlenen sartlarda yapilan bagimsiz test sonuglar1 arasindaki uyumu ifade eden
bir validasyon kriteridir. Standart sapma (SS) ve varyasyon katsayis1 (VK) ile ifade
edilen analitik yontem kesinligi, istatiksel olarak anlamli sayida ayni
konsantrasyondaki 6rneklerin absorbans degerlerinin ardarda Olglilmesi ile
degerlendirilir. Kesinlik, normal deney kosullarinda bir analitik yontemin tekrar
edilebilirlik (repeatability) ve tekrar elde edilebilirlik (reproducibility) derecesinin

Olciisiidir.

e Tekrar Edilebilirlik

Analitik yontemin tekrar edilebilirliginin tespiti igin, kalibrasyon calismalarinda
hazirlanan c¢ozeltilerden orta konsantrasyon 16 pg/ml secilmis ve bu
konsantrasyondaki standart ¢ozeltinin arka arkaya alti kez HPLC analizi yapilmustir.
Elde edilen konsantrasyon degerlerinin ortalamasi, standart sapmasi ve varyasyon
katsayis1 hesaplanmistir. Analitik yontemin tekrar edilebilirliginin uygunlugunun

gosterilmesi i¢in varyasyon katsayisinin %2’den kii¢iik olmas1 gerekmektedir.

e Tekrar Elde Edilebilirlik

Tekrar elde edilebilirlik parametresinin degerlendirilebilmesi amaciyla,
hazirlanan ana stoktan hareketle seyreltme ile elde edilen orta konsantrasyondaki (16
ug/ml) standart ¢ozeltiden alti adet hazirlanmig ve HPLC analizi yapilmistir. Elde

edilen konsantrasyon degerlerinin ortalamasi, standart sapmasi ve varyasyon
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katsayist1 hesaplanmistir.  Analitik yontemin tekrar elde edilebilirliginin
uygunlugunun gosterilmesi i¢in varyasyon katsayisinin %?2’den kiiclik olmasi

gerekmektedir.

3.2.1.5.1.3.Duyarhlik (“Sensitivity”)

Analiz yonteminin duyarliliginin belirlenmesine yonelik olarak saptanabilirlik ve
tayin edilebilirlik sinirlart incelenmistir. Saptama smir1 (“Limit of Detection”),
analizi yapilan maddenin kalitatif olarak saptanabildigi en diisiik konsantrasyondur.
Bu deger sinyal giiriiltii oranmin 3:1 oldugu konsantrasyon ile ifade edilmektedir.
Miktar tayin smir1 (“Limit of Quantification”) ise, analitik yontemin belirlenen
sartlarda, analizi yapilan maddenin kabul edilebilir kesinlik ve dogruluk ile tayin
edilebildigi en diisiik konsantrasyon olarak tanimlanir ve bu deger sinyal:giiriilti

oraninin 10:1 oldugu konsantrasyon ile ifade edilir.

3.2.1.5.1.4.0zgiinliik (“Specificity”)

Bir analitik yontemin 0zgiinliigli, ortamda bulunan etkin madde disindaki
yardimcr maddelerin, safsizliklarin veya pargalanma {iiriinlerinin varhiginda etkin
maddenin analiz edilebilme 6zelligini gostermektedir.

Bu olgiitlerin degerlendirilmesi amaci ile formiilasyonda kullanilan diger
maddelerin (kitosan jel, Pluronik jel, serratiopeptidazin ¢ozeltisi ve bos PCL
mikrokiirelerin) PBS pH 7,4 ortamindaki 37°C’de bir haftalik inkiibasyonu ile
¢ozeltiden alinan 6rnekleri, vankomisin HCI’nin analiz edildigi HPLC kosullarinda
enjekte edilmis ve bu maddelerin vankomisin HCI ile ayni sartlarda pik verip

vermedikleri incelenmistir.
3.2.1.5.1.5.Stabilite (“Stability™)
Vankomisin HCI’lin analiz boyunca stabilitesini incelemek tizere pH 7,4 PBS

tamponu igerisinde 128 pug/ml konsantrasyonda ¢ozeltisi hazirlanmistir. Hemen ve

hazirlandiktan sonra 1. giin, 3., 5., 7., 14., 21., 28., 35. giinlerde HPLC kolonuna
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enjekte edilerek elde edilen piklerin sekli ve alanlar1 karsilastirilmistir.

3.2.2. Serratiopeptidazin Fizikokimyasal Ozellikleri Uzerinde
Yapilan Calismalar

3.2.2.1.Serratiopeptidazin UV Spektrumu

Serratiopeptidazin, PBS pH 7,4 tamponu igerisinde, A=200-400 nm araliginda,
UV-1800 Shimadzu Ultraviyole Spektrofotometresi (Kyoto, Japonya) kullanilarak
UV Spektrumu ¢ekilmis ve maksimum dalga boyu (Amax) belirlenmistir.

3.2.2.2.Serratiopeptidazin FT-IR Spektrumu

Serratiopeptidazin FT-IR spektrumu, Boliim 3.2.1.2."te anlatildig1 sekilde alinmis

ve degerlendirilmistir.

3.2.2.3.Serratiopeptidazin DSC Termogrami

Enzim ozellikli madde serratiopeptidazin termal o6zelliklerinin belirlenmesi

amaci ile DSC termogrami Boliim 3.2.1.3.’te anlatildig: sekilde gekilmistir.

3.2.3. Formiilasyon Calismalari
3.2.3.1.Bos Poli(e-kaprolakton) (PCL) Mikrokiirelerin

Hazirlanmasi ve Partikiil Biiyiikliigiiniin Ayarlanmasi

Calismalarimizdaki mikrokiirelerin hazirlanmasinda biyoparcalanir,
biyouyumlu ve FDA onayl bir polimer olan Poli(e-kaprolakton) kullanilmistir. Bu
amagla kullanilan PCL polimerlerinin ticari olarak mevcut tipleri asagidaki gibidir:

e Mw 14.000 Mn 10.000
e Mn 60.000
e Mn 70.000-90.000
* Mw: Agwrlik¢a ortalama molekiil agirligi

Mn: Sayica ortalama molekiil agirlig
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PCL mikrokiire formiilasyonlari emiilsiyon olusturma - ¢6ziicii buharlastirma
yontemi (S/Y/S) ile hazirlanmistir. Mikrokiire liretim yontemi olarak emiilsifikasyon
ve ¢Oziicii buharlastirma yontemi (70) , istenen boyutlarda ve kiiresel yapida
mikrokiire iiretilmesini sagladigi i¢in tercih edilmistir. Literatiirde emiilsifikasyon ve
¢oziicli buharlastirma yontemine iliskin formiilasyon ¢aligsmalarinda yer alan c¢esitli
modifikasyonlar (69,70,112) , uygulanarak optimum kosullar tespit edilmeye
calisilmistir. Olusan yapilarin kiiresel olup olmadiklarinin 6n degerlendirmesi, Leica
151k mikroskobunda yapilmis, sonug¢ iiriinlerin goriintiilenmesinde ise taramali
elektron mikroskobu (SEM) fotograflar1 kullanilmistir.

Temel olarak secilen yontem, PCL polimerinin diklorometan (DCM)
icerisinde ¢Oziilmesi sonrasi, yiizey aktif madde olarak uygun miktarda polivinil
alkol (PVA) igeren i¢ su fazi ile uygun yontemle karigtirtlmasi sonucu ilk
emiilsiyonun (S/Y) olusturulmasi, olusan ilk emiilsiyonun yiizey aktif madde olarak
uygun miktarda PVA igeren sulu dis faz igerisinde uygun yontem ile karistirilmasi
sonucu ¢oklu emiilsiyonun olusturulmasi (S/Y/S) ve organik solvanin ugurularak
uzaklastirllmas1 sonucu olusan mikrokiire silispansiyonundan mikrokiirelerin
filtrasyon ile (0,2 pm’lik membran filtre kullanilarak) siiziiliip yikandiktan sonra -20
°C’de dondurulup liyofilize edilmesi ile mikrokiirelerin eldesine dayanmaktadir.
Yontem lizerinde asagidaki modifikasyonlar yapilarak optimum formiilasyona
ulasilmaya calisilmistir:

* Enkapsiilasyonu artirmak amaci ile etkin maddeyi icerecek olan i¢ su fazina
iki farkli konsantrasyonda yiizey aktif madde (PVA) ilave edilmistir.

» Partikiil boyutunu artirmak amaci ile polimer/organik solvan oranlar1 ve
karigtirma hizlari, stireleri ve dis su fazindaki yiizey aktif madde oranlari
tizerinde degisiklikler yapilmustir.

[k partikiil bilyiikliigii ayarlama calismalari, PCL Mw 14000 polimeri
kullanilarak yapilmig, elde edilen optimum karistirma hizi, karistirma siiresi ve
polimer/organik solvan oranlar1 sabit tutulup, i¢ faz PVA oranlan degistirilerek PCL
Mn 60000 ve PCL Mn 70.000-90.000 polimerleri ile de bos ve antibiyotik yiiklii
mikrokiireler hazirlanmistir. Bu amacgla 6n denemelerde kullanilan PCL Mw 14000
polimeri ile hazirlanan mikrokiirelerin hazirlanma kosullart Tablo’da gérilmektedir.

I¢c faz PVA oranlarina karar vermek amaci ile yapilan literatiir taramasi sonucu, ig
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sulu fazda suda ¢oziinen etkin maddenin enkapsiilasyonunu artirmak amaci ile %
0,05 ile % 0,5 oranlar1 arasinda PVA kullanildigi, ancak PVA oranindaki artis ile
partikiil biiyiikliigiiniin de azalabilecegi goriilmistiir (69,70,112) . Bu nedenle, 6n

formiilasyon ¢aligmalarinda i¢ faz PVA orani1 % 0,05 ve %0,1 olarak denenmistir.

Tablo 3.3. Bos PCL Mw 14000 mikrokiirelerde partikiil biiyiikliigiiniin ayarlanmasi

i¢in yapilan ¢alismalar

i¢ Faz PVA Dis Faz PVA PCL/DCM Karistirma Hizi
Kons. Kons. Oram (rpm)
%0,05 %0,05 500 mg/10 ml 1000
% 0.05 %0.5 500 mg/5 ml 1000
%0.05 %0.1 600 mg/4 mi 1000
%0.05 %0.1 600 mg/4 mli 500
%0.05 %0.1 600 mg/4 mli 1000
%0.05 %0.1 600 mg/4 ml 1000
%0.05 %0.1 600 mg/3 ml 1000
%0.1 %0.1 600 mg/3 mli 1000
%0.05 %0.1 600 mg/2 mli 1000
%0.1 %0.1 600 mg/2 mli 1000

3.2.3.2.Vankomisin HCI Yiiklii PCL Mikrokiirelerin Hazirlanmasi

PCL Mw 14000 ile yapilan 6n denemeler sonrasi karar verilen optimum
karigtirma hizi, karistirma siiresi ve polimer/DCM oranlar1 kullanilarak PCL Mw
14.000, PCL Mn 60.000 ve PCL Mn 70.000-90.000 polimerleri ile bos ve antibiyotik
yiiklii mikrokiireler hazirlanmistir.

Coklu emiilsiyonun i¢ fazini olusturmak i¢in, 3 mL DCM ig¢inde 600 mg
polimer ¢oziindiiriilerek organik faz hazirlanmistir. Daha sonra hazirlanan bu organik
faz %0,05 ve %0,1 oranlarinda PVA ve polimer miktarinin % 10 (a/a) ve % 20
(a/a)’si kadar antibiyotik ¢oziindiiriilerek hazirlanan 1 ml sulu faza ilave edilerek 2

dakika boyunca vorteks ile karistirilmistir. Bu karisim, %0,1 PVA igeren 150 ml saf
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suya enjektor ile iki dakika icerisinde damla damla ilave edilmis ve 1000 rpm’de
karistirict kullanarak (Silverson L4RT) bir saat siire ile karistirilarak ¢coklu emiilsiyon
olusturulmustur. Bu siire sonunda DCM’nin tamamini1 ugurmak amaci ile emiilsiyon
sistemi 100 ml %0,05 PVA igeren saf su ile seyreltilerek 800 rpm’de mekanik
karistirici(ADI) ile oda sicakliginda bir saat karigtirnlmistir. Siire sonunda
mikrokiireleri iceren slispansiyon vakum ile siiziilerek mikrokiireler elde edilmis, 2
kez saf su ile yikanarak PVA kalintilar1 uzaklastirilmistir. Elde edilen mikrokiireler -
20 C°’de dondurulmus ve 48 saat liyofilize edilmistir. Mikrokiirelerin hazirlanmasi

sematik olarak Sekil 3.1.’de gdsterilmistir.

600 mg PCL nin (M.UAL 1 ml 20,05/
14000/65000/80000) 3 ml 20,1 PV A
DON T dekl ¢hzeltisd Iceren distile su

2dK vortex ile Karmistirma

150 ml %0.1 PV A ¢izeltisine
damia damlia llave etme

€= 1000 rpm’de Silverson cihazinda
- Karmistuirma

L;(—]j 1 saat
¥, o (g, —_ Z.J
1 ¢ sonra S

PV A ¢izeltist

%% 0.05 PV A iceren SO mi
gozeltive ilave

\ % 1 sant mekanik karmstiricida 800
- rpm’de Karmstirma (oda

stcakhiginda)

v

Qluyan mikrokilrelerin stizme ile toplanmasis
Yekama; 1 Kez distile su
Livofilizasyon (48 saar)

Sekil 3.1. Emiilsifikasyon/Coziicii buharlagtirma yontemi kullanilarak hazirlanan

mikrokiire formiilasyonlarinin tiretim semasi
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Mikrokiire formiilasyonlarinin tiretiminde kullanilan PCL polimerleri, i¢ faz
PVA oranlart ve yiiklenen teorik vankomisin HCI miktarlari ile formiilasyonlara

verilen kodlar Tablo 3.4.’teki gibidir.

Tablo 3.4. VA yiiklii PCL mikrokiirelerinin 6n formiilasyon g¢aligmalarina iliskin

bilgiler
Kullanilan | Kullanilan PVA oram Kullanilan Formiilasyon
Polimer Vankomisin HCI oram Kodu
%0,05 Bos F1B
%10 F1
20,1 Bos F3B
%10 F3
%20 F4
%0,05 Bos F5B
Mn 60.000 %10 =
%0,1 Bos F6B
%10 F6
%0,05 Bos F7B
90.000
%0,1 Bos F8B
%10 F8

3.2.3.3.PCL Mikrokiire Formiilasyonlarimin Karakterizasyonu

Emiilsifikasyon ve ¢oziicii buharlastirma yontemi ile hazirlanan
mikrokiirelerin karakterizasyonu amaci ile morfolojik 6zellikleri, partikiil bliyiikligi
tayini yapilmig, iiretim verimi, mikrokiirelere yiiklenen vankomisin HCl miktari
hesaplanmigtir. Ayrica, mikrokiirelerin DSC ile termal 6zellikleri de arastirilmistir.
Uretilen mikrokiirelerden VA saliminin incelenmesi ve salim &zelliklerinin

degerlendirilebilmesi igin in vitro salim ¢aligmalar1 yapilmstir.
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3.2.3.3.1. Morfolojik Ozellikler

Etkin madde yiikli olan ve olmayan mikrokiirelerin yilizey 6zellikleri SEM
kullanilarak incelenmistir. Mikrokiire O6rnekleri, piring levhalar iizerine ¢ift tarafi
yapigkan olan bant ile sabitlenerek, kaplama cihazinda vakum altinda altin ile
kaplanmistir. Uygulanan kaplama islemi sonrasi ornekler SEM cihazina
(Nova Nanosem 430) yerlestirilmistir. Orneklerin incelenmesi sirasinda 20 kV’luk
voltaj uygulanmis ve farkli bliylitme oranlarinda mikrokiirelerin fotograflari

cekilmigtir*.
3.2.3.3.2. Mikrokiirelerin Partikiil Biiyiikliigiiniin Tayini

PCL mikrokiirelerinin partikiil biiylikliigii tayini icin Malvern Mastersizer
(Hydro 2000S) aleti kullanmilmistir. Mikrokiireler distile su igerisinde siispande

edildikten sonra 1 dk ultrasonikasyona tabi tutularak 6l¢iim yapilmustir.

3.2.3.3.3. Mikrokiirelerin Uretim Verimi

PCL mikrokiirelerini hazirlamada kullanilan emiilsifikasyon ve ¢oziicii
buharlastirma yonteminin etkinliginin degerlendirilmesi amaci ile hazirlanan
formiilasyonlarin {iretim verimi hesab1 yapilmistir. Bu amacla, her bir serinin
tiretiminden sonra liyofilizasyon ile elde edilen mikrokiire agirhigi (mg olarak),
tretim sirasinda kullanilan etkin madde ve polimer agirligmmin toplamina
oranlanmistir. Sonugta elde edilen bu oran yiizde cinsinden ifade edilmektedir. Her
seri i¢in elde edilen bu degerlerin ortalamasi ve standart sapmasi bulunarak, her bir
formiilasyon igin iiretim verimi hesaplanmaistir.

%Verim = (A/B) x 100
A: Elde edilen toplam mikrokiire agirligi (g)
B: Etkin madde + polimer agirlig1 (g)

e
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3.2.3.3.4. Mikrokiirelerde Yiikleme Veriminin Tayini

PCL mikrokiirelerinin yiizeyinde bulunan vankomisin HCI miktarinin tespiti
icin, 50 mg tam olarak hassas terazide tartilmis olan PCL mikrokiireleri 2 mL’ lik
polipropilen kapakli-tiip i¢ine alinmis ve iizerine 1 mL distile su ilave edilerek 20 sn
vortekslenmistir. Bu siire sonunda tiip 13500 rpm’de 10 dk santrifiijlenerek
stipernatan ayirilmistir. Siipernatan 0.22 pum por capina sahip membran filtreden
stiziilerek HPLC kolonuna enjekte edilmistir. Mikrokiirelere hapsedilen antibiyotik
miktarinin tespiti i¢in ¢oken kismin {lizerine 1 mL metilen kloriir ilave edilerek
polimerin ¢dziinmesi saglanmistir. Bu fazin iizerine 1 mL distile su ilave edilmis ve 2
dakika vorteksleme ile ekstraksiyon yapilarak antibiyotigin su fazina gecmesi
saglanmistir. Daha sonra su fazi 0.22 pum por capma sahip membran filtreden
stiziilerek HPLC kolonuna enjekte edilmistir. Elde edilen egri alti alan degerleri
kalibrasyon dogrusu denklemine yerlestirilerek, bu egri alti alan degerine karsilik
gelen konsantrasyon saptanmig ve bu sekilde etkin maddenin toplam yiikleme

etkinligi hesaplanmistir.

3.2.3.3.5. Mikrokiirelerin Termal ve Yapisal Ozelliklerinin

Incelenmesi
3.2.3.3.5.1.FT-IR Spektrumlarinin Incelenmesi

Hazirlanan  mikrokiire formiilasyonlarindan F8 formiilasyon kodlu
mikrokiirelerin FT-IR spektrumlari, Bolim 3.2.1.2.°dte anlatildigi sekilde ATR
(attenuated total reflectance) kullanilmak sureti ile FT-IR/FT-Raman
(Bruker IFS 66V/S) spektrofotometresinde, 400-4000 cm™ arahiginda alinmus olup,

dalga sayist cm’ cinsinden degerlendirilmistir.

3.2.3.3.5.2.DSC Analizi

Hazirlanan mikrokiirelerin termal o6zelliklerinin arastirilmasi i¢in Bolim

3.2.1.3.’te anlatildig1 sekilde Perkin Elmer Diamond DSC cihazi ile DSC analizleri


https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=4&cad=rja&sqi=2&ved=0CEQQFjAD&url=http%3A%2F%2Fle-csss.asu.edu%2Fftir&ei=OJnxUKuXDeGL4ATGg4GIDQ&usg=AFQjCNGqjS9RaPUqeHgeFiy8o2ZePGXTrA&sig2=g_8EyJRTITb1zRf4JAKv9A&bvm=bv.1357700187,d.bGE
https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=4&cad=rja&sqi=2&ved=0CEQQFjAD&url=http%3A%2F%2Fle-csss.asu.edu%2Fftir&ei=OJnxUKuXDeGL4ATGg4GIDQ&usg=AFQjCNGqjS9RaPUqeHgeFiy8o2ZePGXTrA&sig2=g_8EyJRTITb1zRf4JAKv9A&bvm=bv.1357700187,d.bGE
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yapilmistir. Analiz kapsaminda, etkin madde iceren ve igcermeyen F8 formiilasyon
kodlu mikrokiire formiilasyonlarinin, VA’nin ve polimerlerin -65 - 150 °C araliginda

DSC termogramlar ¢ekilmis ve incelenmistir.

3.2.3.3.6. Mikrokiirelerden In Vitro Sahm Deneyleri

PCL mikrokiirelerinden in vitro ilag salim ¢alismalar1 “Diyaliz Torbasi

Yontemi” kullanilarak gerceklestirilmistir.

3.2.3.3.6.1. Antibiyotik Yiiklii PCL Mikrokiirelerden Vankomisin HCI

Saliminin Tespiti

Antibiyotik yiiklii PCL mikrokiirelerden VA salim deneyleri Maheshwari ve
digerleri (85) tarafindan kullanilan diyaliz membran yonteminde modifikasyonlar
yapilarak gerceklestirilmistir. Salim deneylerinde, hazirlanan mikrokiirelerden VA
salim &zelliklerinin incelenmesi i¢in kullanilan ortam, in vivo ortami en iyi sekilde
taklit etmesi nedeni ile PBS (pH 7.4) tamponudur. Calismalarda antibiyotik yiiklii ve
bos PCL mikokiirelerden (kontrol grubu) 100’er mg tam tartim ile alinarak diyaliz
zar1 (300 000, MWCO) igerisine yerlestirilmis ve 0,5 ml PBS pH 7,4 tamponu ilave
edilerek mikrokiirelerin siispande olmasi saglanmistir. Sistem 10 ml’lik falkon tiip
icerisine almarak dis ortam olarak 2 ml PBS pH 7,4 tamponu ilave edilmis ve
diizenek sicakligt 37+0,5 °C’de sabit tutulan, 50 rpm hizda c¢alkalayan yatay
calkalayici igerisine yerlestirilmistir.

Calismada, her 6rnek alma zamaninda (1., 3., 6., 12., 24., 48., 72., ... saat)
salim ortammin hepsi alinarak 6l¢iim yapilmistir. Orneklerdeki antibiyotik miktart
HPLC ile tespit edilmistir. Calismada her bir seri i¢in 6 hiicre kullanilmis ve her bir
ornek alma zamaninda hiicreler arasi fark olup olmadigi X, SS ve VK hesaplanarak
istatiksel olarak degerlendirilmistir. /n vitro salim ¢alismalarina salim 6rneklerinden

HPLC ile analiz sonucu saptanamaz diizeye gelene kadar devam edilmistir.
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3.2.3.3.6.2.In Vitro Sahm Deneyleri Sonrasinda Antibiyotigin Kimyasal

Stabilitesinin HPLC Yontemi ile incelenmesi

Hazirlama yontemlerinin ve enkapstilasyon isleminin PCL mikrokiirelerinden
salinan vankomisin HCI" iin kimyasal stabilitesi iizerinde herhangi bir etkisi olup
olmadiginin arastirilmasi amaciyla elde edilen salim numuneleri ilizerinde kalitatif ve
kantitatif olarak HPLC analizi yapilmistir. Salim numunelerinden elde edilen HPLC
kromatogramlar1 ve pik alanlar1 saf maddeye ait kromatogramlar ve pik alanlar1 ile

karsilastirilarak degerlendirilmistir.

3.2.3.4.Steril PCL Mikrokiirelerin Hazirlanmasi

3.2.3.4.1. PCL Mikrokiirelerinin Sterilizasyonu

Boliim 3.3.2.°de belirtilen yontem ile hazirlanan bos ve antibiyotik yiiklii PCL
mikrokiireleri, in vivo ¢alismalar igin gerekli olan sterilitenin saglanmasi amaci ile
Tiirkiye Atom Enerjisi Kurumu’nda ®°Co kaynagi kullamlarak 3.62 kGy/saat doz
hizinda 25 kGy (2,5 Mrad) dozda oda sicakliginda gama radyasyon ile sterilize

edilmistir.

3.2.3.4.2. Sterilizasyon Sonrasi1 PCL Mikrokiirelerinin Sterilite

Kontrolii

Mikrokiire formiilasyonlarinin sterilite kontrolleri, USP 36’da belirtilen
testler dogrultusunda yapilmistir. Mantar ve bakteri liremesine yonelik olarak iki
farkli sivi besiyeri hazirlanmistir. Bu besiyerleri sivi tiyoglukolat ve triptik soy
buyyon (soyabean-casein broth digest) besiyerleridir. 25 kGy dozda gama radyasyon
ile sterilize edilmis mikrokiire formiilasyonundan 50 mg alinmis ve 12 ml steril
distile suda siispande edilmistir. Bu silispansiyondan 1 ml 6rnek alinarak 15 ml
besiyerine ilave edilmistir. Biitiin kontroller n=6 0Ornek {izerinden calisilmistir.
Besiyerleri 25 °C’de mantar ve 37 °C’de bakteri iiremesinin kontrolii i¢in 14 giin

stireyle bekletilmis ve bu siire sonunda sterilitenin degerlendirilmesi yapilmigstir.
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3.2.3.4.3. Sterilizasyon Sonrasi PCL Mikrokiirelerde
Karakterizasyon Calismalar:

Cesitli calismalarda gama radyasyon ile sterilizasyonun mikrokiire
formiilasyonlar {izerine olumsuz etkilerinin olabilecegi belirtilmistir. Olast olumsuz
etkilerin tespiti amaci ile hazirlanan mikrokiireler iizerinde sterilizasyon oncesi ve

sonrasi in Vvitro karakterizasyon ¢alismalari yapilmistir.

3.2.3.4.3.1.Sterilizasyon Sonrasi PCL Mikrokiirelerin Termal ve Yapisal

Ozelliklerinin incelenmesi

Boliim 3.3.4.1.°de anlatildig1 sekil de gergeklestirilen gama radyasyon ile
sterilizasyonun mikrokiirelerin yapisal o6zellikleri iizerine olasi olumsuz etkilerini

degerlendirmek amaci ile FTIR ve DSC analizleri yapilmistir.

3.2.3.4.3.1.1. FT-IR Spektrumlarimin Incelenmesi
Bolim 3.2.1.2.’te anlatildig1 sekilde, sterilizasyon sonrasi F8 fomiilasyon

kodlu mikrokiireleri kullanilarak gergeklestirilmistir.

3.2.3.4.3.1.2. DSC Analizi
Bolim 3.2.1.3.’te anlatildig1 sekilde, sterilizasyon sonrasi F8 fomiilasyon

kodlu mikrokiireleri kullanilarak gergeklestirilmistir.

3.2.3.4.3.2.Sterilizasyon Sonrasi PCL Mikrokiirelerinin Yiizey Ozellikleri

Etkin madde yiiklii olan ve olmayan steril PCL mikrokiirelerin ylizey
Ozellikleri Taramali Elektron Mikroskobisi (SEM) kullanilarak incelenmistir.
Mikrokiire Ornekleri, piring levhalar iizerine ¢ift tarafi yapiskan olan bant ile
sabitlenerek, kaplama cihazinda vakum altinda altin ile kaplanmistir. Uygulanan
kaplama islemi sonrasi 6rnekler SEM cihazina (Nova Nanosem 430) yerlestirilmistir.
Orneklerin incelenmesi sirasinda 20 kV’luk voltaj uygulanmis ve farkli biiyiitme

oranlarinda mikrokiirelerin fotograflar1 ¢cekilmistir.
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3.2.3.4.3.3.Sterilizasyon Sonrasi PCL  Mikrokiirelerinin  Partikiil

Bityiikliigiiniin Tayini

Steril PCL mikrokiirelerinin partikiil blyiikligi tayini Bolim 3.3.3.2.’de
anlatildig1 sekilde gergeklestirilmistir.

3.2.3.4.3.4.Sterilizasyon Sonras1 PCL Mikrokiirelerde Etkin Madde
Yiikleme Etkinliginin Tayini

Steril PCL mikrokiirelerinin yilizeyinde bulunan vankomisin HCI miktarinin

tespiti Boliim 3.3.3.4.te anlatildig1 sekilde gerceklestirilmistir.

3.2.3.4.3.5.Sterilizasyon Sonras1 PCL Mikrokiirelerinden Vankomisin
HCI Saliminin Tespiti

Steril PCL mikrokiirelerinden vankomisin HCI] saliminin tespiti Boliim
3.3.3.6.1.’de anlatildig1 sekilde gergeklestirilmistir.

Salim ortam1 olarak pH 7.4 PBS tamponu kullanilmistir. Calismalarda
antibiyotik yiiklii ve bos PCL mikokiirelerden (kontrol grubu) 100’er mg alinarak
diyaliz zar1 (300 000, MWCO) igerisine yerlestirilmis ve 0,5 ml PBS pH 7,4
tamponu ilave edilerek mikrokiirelerin siispande olmasi saglanmistir. Sistem 10
ml’lik falkon tiip igerisine alinarak dig ortam olarak 2 ml PBS pH 7,4 tamponu ilave
edilmis ve diizenek sicakligi 37°C’ye ayarlanmis olan 50 rpm’de c¢alisan yatay
calkalayici icerisine yerlestirilmistir.

Calismada, her ornek alma zamaninda (1., 3., 6., 12., 24., 48., 72., ...saat)
salim ortaminin hepsi almarak 6lgiim yapilmistir. Orneklerdeki antibiyotik miktari
HPLC ile tespit edilmistir. Calismada her bir seri i¢in 6 hiicre kullanilmis ve her bir
ornek alma zamaninda hiicreler arasi fark olup olmadig1 X, SS ve VK hesaplanarak
degerlendirilmistir. In vitro salim calismalarina salim &rneklerinden HPLC ile analiz

sonucu saptanamaz diizeye gelene kadar devam edilmistir.
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3.2.3.4.3.6.Sterilizasyon Sonras1 PCL Mikrokiirelerinden Salnan
Vankomisin HCL’iin Kimyasal Stabilitesinin HPLC Yontemi

ile incelenmesi

Sterilizasyon isleminden sonra PCL mikrokiirelerinden salinan vankomisin
HCLin kimyasal stabilitesinin HPLC yontemi ile incelenmesi i¢in elde edilen salim
numuneleri iizerinde kalitatif ve kantitatif olarak HPLC analizi yapilmistir. Salim
numunelerinden elde edilen HPLC kromatogramlar1 ve pik alanlar1 saf maddeye ait

kromatogramlar ve pik alanlar ile karsilastirilarak degerlendirilmistir.

3.2.3.5. ila¢ iceren Termosensitif Hidrojellerin Hazirlanmasi ve ila¢
Yiiklii Jel Formiilasyonlar1 Uzerinde Sterilizasyon Oncesi ve

Sonrasi Karakterizasyon Calismalari
3.2.3.5.1. llag iceren Steril Jel Formiilasyonlarimin Hazirlanmasi
3.2.3.5.1.1.Bos Termosensitif Kitosan Hidrojellerinin Hazirlanmasi

Bos termosensitif kitosan hidrojellerinin hazirlanmasi i¢in, 200 mg kitosan
(Fluka low-viscous) 9 ml 0.1 M HCI i¢inde 12 saat manyetik karistiricida oda
sicakliginda karistirilarak ¢oziilmiis ve buz banyosunda 5 dakika sogutulmustur.
Sogutulan bu ¢ozeltiye 0.5 mL gliserol-2-fosfat disodyum tuzu (B-GP)nun sudaki
¢ozeltisi (560 mg B-GP/1,5 ml saf su) (5°C) damlalar halinde homojen ¢ozelti
olusuncaya kadar eklenmis ve Ornekler ¢ok noktali karistirici ile 15 dakika

karistirilmistir (81) .
3.2.3.5.1.2.Bos Termosensitif Pluronik Hidrojellerinin Hazirlanmasi

Bos termosensitif pluronik hidrojelleri “cold method” yontemi ile Pluronic® F
127 kullanilarak hazirlanmustir. Pluronic® F 127°nin saf sudaki % 20 (a/h) ‘lik
¢ozeltisine 12 saat +4°C’de manyetik karigtiricida karigsmaya birakilmistir (84) .

Jele Vankomisin HCl eklenmesi sonrasi Serratiopeptidaz i¢in gerekli pH
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stabilizasyonunun saglanmasi amaci ile pluronik jel pH 7,4 PBS tamponu icerisinde
de hazirlanmistir. Bu sekilde pluronik jel hazirlanmasinda, pluronik’in saf sudaki
%20 (a/h)’lik c¢ozeltisi saf su yerine pH 7.4 PBS tamponu igerisinde ayni
konsantrasyonda 12 saat +4°C’de manyetik karistiricida karismaya birakilmasi ile
hazirlanmistir. Istenilen pH stabilizasyonunun saglanmasi nedeni ile sonug

formiilasyonda PBS igeren pluronik jel formiilasyonu kullanilmistir.

3.2.3.5.1.3.Bos Kitosan ve Pluronik Jellerin Otoklav ile Sterilizasyonu

Bos kitosan ve Pluronik jel formiilasyonlarinin sterilizasyonu, 121 °C’de 15

dakika otoklav sterilizasyonu ile gergeklestirilmistir (113,114) .

3.2.3.5.1.4. Serratopeptidaz-VA ve VA Yiiklii Steril Mikrokiire Iceren
Termosensitif ~ Pluronik  ve  Kitosan  Hidrojellerinin

Hazirlanmasi

Serratiopeptidaz - vankomisin HCI - vankomisin HCI yiiklii steril PCL
mikrokiire igeren steril kitosan ve pluronik termosensitif jeller, toz haldeki
serratopeptidaz, antibiyotik ve steril mikrokiirelerin hazirlanan steril jele steril

kosullar altinda ilave edilip ve 30 dakika karistirilmasi ile hazirlanmastir.

3.2.3.5.2. Jellesme Sicakhgmmin Tespit Edilmesi ve Viskozitenin

Degerlendirilmesi

Serratopeptidaz-antibiyotik ve antibiyotik yiiklii PCL mikrokiirelerini iceren
termosensitif  hidrojellerin  jellesme sicakliginin  tespit edilmesi i¢in, jel
formiilasyonlari, su banyosu igerisine yerlestirilmis ve manyetik karistirict ile siirekli
karistirilarak termometre kontroliinde sicakligi yiikseltilmis, manyetik karistiricinin
donmemeye bagladig: sicaklik derecesi sol-jel gecis sicakligr olarak kaydedilmistir.

Sol-jel gecis sicakliginin tespitinden sonra, jeller iizerinde reolojik dl¢timler
yapilmustir. Reolojik 6l¢iimler, sterilizasyon oncesi bos Kitosan ve pluronik jeller ile,

sterilizasyon sonrast bos kitosan ve bos, sadece serratopeptidaz igeren, sadece
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antibiyotik iceren ve serratopeptidaz-antibiyotik ve antibiyotik yiikli PCL
mikrokiirelerini igeren pluronik hidrojeller tizerinde yapilmistir. Reolojik dlgiimler,
37 °C’de, Brookfield DV III Reometre ve CP51 spindle kullanilarak yapilmistir.
Tespit edilen viskozite (CP) degerleri kayma hizina (1/s) kars1 grafige gecirilmistir.

3.2.3.5.3. 1la¢ Yiiklii Steril Jel Formiilasyonundan In Vitro Sahm

Deneyleri ve Validasyonu

In Vitro salim ¢alismalar1 “Diyaliz Torbas1 Yontemi” kullanilarak gerceklestirilmistir

(81) (Sekil3.2.).

* Sahm ortama

L Antibiyotik-serrationentidaz ve
antibivotik viillii PCL milroliire
iceren termosensitif jel formiilasyonu

Sekil 3.2. ilag yiiklii steril jel formiilasyonlarmin in vitro salim ¢aligmalarinda

kullanilan diizenegin sematik goriiniimii.

Salim ortami olarak PBS pH 7.4 kullanilmistir. Calismalarda serratopeptidaz-
antibiyotik ve antibiyotik yiikli PCL mikrokiirelerini igeren termosensitif jel
formiilasyonlarindan 0,5 ml alinarak diyaliz zar1 (300 000, MWCO) igerisine
yerlestirilmistir. Bu sistem, 2 ml pH 7,4 PBS tamponu igeren kapakli falkon tiip
igerisine yerlestirilip 372 °C’de 50 rpm hizla ¢alismakta olan yatay calkalayiciya
koyulmustur. 1., 3., 6., 12., 24., 48. Saatler olmak {iizere salim 6rneklerinden HPLC
analizi ile vankomisin HCI tayin edilemeyecek diizeye ulasincaya kadar her 24 saatte
bir dis hacim tamamen alinarak yerine taze pH 7,4 PBS tamponu eklenmistir. Alinan
ornekler iizerinde, HPLC ile vankomisin HCI miktar analizi, serratiopeptidaz
aktivitesi tayini, ve antimikrobiyal aktivite tayinleri gergeklestirilmistir. Salim

deneylerinde kullanilan jel formiilasyonlar1 Tablo 3.5.’te goriilmektedir.
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Tablo 3.5. Salim deneylerinde kullanilan steril jel formiilasyonlarina iliskin bilgiler

Mikrokiire Mikrokiire | Serbest | Serratiopeptidaz | Jel Tiirii Jel
Formiilasyonu Miktar1 VA Miktar: (mg) (0,5mL) | Formiilasyonu
Kodu (mg) Miktar Kodu
(mg)
F3 100 16 2,5 Kitosan JK1
Pluronik JP1
F6 100 16 2,5 Kitosan JK2
Pluronik JP2
100 16 2,5 Kitosan JK3
Pluronik JP3
F8 250 16 5 P4
300 16 5 Pluronik JP5
500 16 5 JP6
200 4 25 JP8

3.2.3.5.3.1. In Vitro Salim Deneyleri Sonrasinda Antibiyotik Kimyasal

Stabilitesinin HPLC Yontemi ile incelenmesi

Hazirlama yontemlerinin ve enkapsiilasyon isleminin hazirlanan jel
formiilasyonlarindan saliman vankomisin HCI'lin kimyasal stabilitesi {izerinde
herhangi bir etkisi olup olmadiginin arastirilmasi amaciyla elde edilen salim
numuneleri lizerinde kalitatif ve kantitatif olarak HPLC analizi yapilmistir. Salim
numunelerinden elde edilen HPLC kromatogramlar1 ve pik alanlar1 saf maddeye ait

kromatogramlar ve pik alanlar ile karsilastirilarak degerlendirilmistir.

3.2.35.3.2. In Vitro Salim Deneyleri Sonrasinda Serratiopeptidazin

Aktivitesinin Incelenmesi

Hazirlama yontemlerinin ve enkapsiilasyon isleminin hazirlanan jel

formiilasyonlarindan salinan serratiopeptidaz ve vankomisin HCl'in in vitro
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biyoaktivitesi tizerinde herhangi bir etkisi olup olmadiginin arastiritlmasi amaciyla
elde edilen salim numuneleri iizerinde asagidaki deneyler gergeklestirilmistir:

Serratiopeptidaz _icin: Hazirlanan jel formiilasyonlarindan zamanin

fonksiyonu olarak alinan numunelerdeki serratiopeptidazin proteolitik aktivitesi
Rawat ve ark. (90) tarafindan gelistirilen yontem ile ger¢eklestirilmistir.

Yontemin Validasyonu: Proteolitik aktivite substrat olarak kazein kullanilarak
Olclilmiistiir. 100 mM Tris pH 8 igersinde ¢oziilmiis 0.75 mL %1 Kazein ¢ozeltisi ile
0.1 mL proteaz 6rnekleri 30 dakika boyunca 30°C’ta 1sitilmistir. Bu silirenin sonunda
orneklere 0.85 mL %10 trikloroasetik asit (TCA) eklenmis ve bu karigim 5 dakika
daha 30°C’ta sitilmistir. TCA ile inkubasyon sonrasi ornekler 10 dakika boyunca
10000 g’de santrifiijlenmis ve proteinden uzaklastirilmistir. Ust sivinin 280 nm’de
absorbans1 Olgiilerek agiga cikan tirozin miktar1 standart grafik araciligr ile
saptanmigtir. Tirozin standart1 final 1 mM olacak sekilde tampon igerisinde
¢oziilerek hazirlanmistir. Kor ¢ozelti olarak % 10 TCA kullanilmaktadir. Standart
tirozin grafigi yardimi ile agiga ¢ikan tirozin miktar1 hesaplanmaistir.

Bir serratiopeptidaz iinitesi tanimi: Kazeinden 30°C, pH 8'de dakikada 1
mikromol tirozin tireten enzim miktar1 olarak tanimlanmaktadir. Bu {linite degeri elde
edilen verilerden su sekilde hesaplanmustir.

Unite/ ml enzim = (micromol tyr x total hacim (ml) / enzim hacmi(ml) x dakika) x

dilusyon

3.2.3.6.Hazirlanan Steril Preparatlarn In Vitro Anti-biyofilm

Aktivitesinin Incelenmesi

3.2.3.6.1. In Vitro Ortamda Biyofilm Olusturulmas:

In vivo deneylerde biyofilm olusturulmus implantlar kullanilarak medikal
cihaz kaynakli biyofilm ve osteomiyelit bulgular1 taklit edilecektir. Bu nedenle
oncelikle in vitro kosullarda biyofilm olusturulmus ve in vitro kosullarda 6n deneysel
caligmalar yapilmistir.

In vitro ¢alismalarin gergeklestirilecegi biyofilm Lellouche, et al. (115)

tarafindan gelistirilen yontemle hazirlanmistir. Yontemde, TSB besiyerinde bir gece
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inkiibasyona birakilmis S. epidermidis ATCC 35984 kiiltiirii final konsantrasyonu
yaklasik 3 x 108 CFU/mL olacak sekilde seyreltilmistir. Bu hiicre kiiltiiriinden 200
uL alinarak 96 kuyucuklu mikrotitrasyon plaginin her bir kuyucuguna eklenmistir.
Plaklar 37 °C’de 70 rpm hizda yatay c¢alkalayan etiivde inkiibasyona birakilmis ve 24
saat sonunda her kuyucuk, 200 pL. PBS ile adhere olmamis planktonik bakterileri

uzaklagtirmak tlizere yikanmistir.

3.2.3.6.2. In Vitro Antibiyofilm Aktivitesinin incelenmesi

Biyofilm iceren kuyucuklar farkli konsantrasyonlarda 100 pL hacimde
vankomisin HCI ve serratiopeptidaz iceren PBS c¢ozeltileri ile 37 °C’de, 24 saat, 60
rpm hizda yatay ¢alkalayan inkiibatorde tutulmustur.

Cozelti veya jel ile muamele edilmeyen kuyucuklar kontrol grubu olarak
kullanilmistir. Muamele sonrasi, kuyucuklar ikiser kez PBS ile yikanarak planktonik
hiicreler uzaklastirilmistir, sonrasinda biyofilm, 5 dakika diisiik enerjili sonikasyon
uygulanmasi ile ylizeyden kaldirilmistir.

Hayatta kalan hiicreler seri diliisyon ile seyreltilmis ve TSA besiyeri igeren
plaklara ekim yapilmistir. 24 saat inkiibasyon sonrasi olusan koloniler sayilmaistir.

Tezde kullanilan formiilasyonlarin antibiyofilm aktivitesinin mikrotitrasyon
plaginda gosterilmesinden once, farkli SP ve VA konsantrasyonlarini igeren ¢ozelti
formiilasyonlart kullanilarak 6n denemeler yapilmigtir (Tablo 3.6.).

On denemeler sirasinda ayrica, serratiopeptidaz igeren PBS pH 7,4 ¢ozeltisi
ile kontrol grubu olarak sadece pH 7,4 PBS tampon ¢6zeltisinin uygulandigi biyofilm

iceren kuyucuklarin SEM goriintiileri ¢ekilmistir.
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Tablo 3.6. Antibiyofilm aktivitesinin gosterilmesi i¢in 6n calismalarda kullanilan

¢ozelti formiilasyonlari

Vankomisin HCI Serratiopeptidaz miktari

Konsantrasyonu (VA kons.x jeldeki oran)

3 mg/mL x 0
X 50
X200
256 ng/mL X0
X 50
X200

16 ng/mL X0
X 50
X 200

256 pg/mL X0
x 10
X 25
X 50

3.2.3.6.2.1. lac¢ Yiiklii Jel Formiilasyonlarinin Antibiyofilm Aktivitesinin

Gosterilmesi

Bolim 3.2.3.6.2.°de anlatilan yontemle tezde kullanilan steril pluronik jel
formiilasyonlarinin ~ antibiyofilm  aktivitesi  belirlenmistir.  Hazirlanan  bu
formiilasyonlarin kodlar1 ve igerikleri Tablo 3.7.’de goriilmektedir. (Antibiyofilm

aktivitesi en yiiksek bulunan formiilasyon sonug¢ formiilasyon olarak se¢ilmistir.)
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Tablo 3.7. In vitro antibiyofilm aktivite testinin yapildig1 steril ila¢ yiiklii jel

formiilasyonlari

FORMULASYON
KODLARI

ICERIKLERI
(0,5 mL Pluronik Jel)

JP8

200 mg MK
25 mg SP
4 mg VA

JP11

100 mg MK
25 mg SP
4 mg VA

JP9

200 mg MK
50 mg SP
4 mg VA

JP12

100 mg MK
50 mg SP
4 mg VA

JP7

200 mg MK
0SP
4 mg VA

JP10

100 mg MK
0SP
4 mg VA

3.2.3.6.3. Steril Sonu¢ Jel Formiilasyonunda Kullanilan Enzim-

Antibiyotik-Polimerler Arasindaki Olas1 Etkilesimlerin

Incelenmesi

Saf haldeki VA, SP ve VA yiiklii F§ fomiilasyon kodlu PCL mikrokiire ile

pluronik jel ve steril sonug pluronik jel fomiilasyonunun; Bolim 3.2.1.3.’te

anlatildig1 gibi DSC analizleri gergeklestirilmistir. Pluronik jel ve steril sonug jel

formiilasyonlar1 yar1 kat1 formda olmalar1 nedeniyle, formiilasyonlar hazirlanmalarin
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takiben 24 saat +4°C’de buzdolabinda bekletildikten sonra, -80 °C’de dondurularak
liyofilize edilmistir. Liyofilize toz halinde elde edilen formiilasyonlar DSC analizleri
gergeklestirilmistir.

Analizler sonrasit elde edilen bulgular karsilastirilarak enzim-antibiyotik-
polimerler arasinda olast bir fizikokimyasal etkilesim olup olmadig1

degerlendirilmistir.

3.2.3.6.4. Steril Sonu¢c Jel Formiilasyonunun 7n Vitro Sahm

Deneyleri

Antibiyofilm aktiviteleri denenenen ilag yiiklii steril jel formiilasyonlarindan
antibiyofilm aktivitesi en yiiksek bulunan formiilasyon ile in vitro salim deneyleri
Boliim 3.2.3.5.3.’te anlatildigi yontem ile yapilmis ve salim Ornekleri {lizerinde in
vitro VA salim profili, salim numunelerindeki SP’nin enzim aktivitesi, salim
numunelerindeki VA’nin  antimikrobiyal aktivitesi ve salim numunelerinin

antibiyofilm aktivitesi deneyleri yapilarak degerlendirilmistir.

3.2.3.6.4.1.Steril Sonug Jel Formiilasyonundan VA Salim Profili

In vivo galismalarda kullanilmak iizere secilen sonug jel formiilasyonundan in
vitro kosullarda VA salim profilinin degerlendirilmesi amact ile Bolim
3.2.3.5.3.1.°de anlatildig1 sekilde salim numunelerinden HPLC ile VA miktar analizi

yapilmis ve salim profili degerlendirilmistir.

3.2.3.6.5. Steril Sonu¢ Jel Formiilasyonundan Salinan SP’nin in

vitro Aktivitesinin Degerlendirilmesi

In vivo c¢ahismalarda kullanilmak {izere segilen sonug¢ jel formiilasyonu
lizerinde yapilan in vitro salim g¢aligmalari ile elde edilen salim numunelerindeki
SP’nin aktivitesinin degerlendirilmesi amaci ile Bolim 3.2.3.5.3.2.’de anlatildig1

sekilde salim 6rnekleri lizerinde enzim aktivitesi tayini yapilmistir.
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3.2.3.6.5.1. Steril Sonu¢ Jel Formiilasyonundan Salinan Vankomisin

Hidrokloriiriin Antimikrobiyal Aktivitesinin Incelenmesi

Hazirlanan ilag yiiklii steril sonug jel formiilasyonundan salinip in vitro salim
ortamina gegen antibiyotigin antimikrobiyal aktivitesinin kantitatif olarak
degerlendirilmesi i¢in sivi diliisyon yontemi kullanilmistir ve Bolim 3.2.1.5.°te
anlatildig1 sekilde c¢alisilmis, konsantrasyonu bilinen VA c¢ozeltileri yerine salim

ornekleri kullanilmistir (116) .

3.2.3.6.5.2.S0nu¢ Jel Formiilasyonundan Salinan Salim Orneklerinin in

vitro Antibiyofilm Aktivitesinin Incelenmesi

Antibiyofilm aktiviteleri denenenen ilag¢ yiiklii steril jel formiilasyonlarindan
antibiyofilm aktivitesi en yiiksek bulunan formiilasyon ile in vitro salim deneyleri
Boliim 3.2.3.5.3.’te anlatildig1 yontem ile yapilmis ve salim 6rneklerinin antibiyofilm
aktivitesi Bolim 3.2.3.6.2.°de anlatilan yontemle, salim O&rnekleri kullanilarak

gosterilmistir.

3.2.4. Invivo Pilot Cahsmalar

Bu tez bir TUBITAK 1002 Projesidir. Proje kapsaminda in vivo galigmalarmn
yapilmasi planlanmis; ancak in vitro ¢alismalar sirasinda karsilagilan problemlerin

¢Oziimii vakit aldigi igin, tez siiresince sadece in vivo pilot ¢aligmalar yapilabilmistir.

324.1.10n Vivo Cahsmalarda Kullamlacak Biyofilm Kaph

Implantlarin ve Bakteri Siispansiyonunun Hazirlanmasi

In vivo calismalarda kullanilacak biyofilm ve bakteri siispansiyonunun
olusturulmas: i¢in implantlar plazma sterilizasyonunu ve sterilizasyon kontrolii
yapilmistir. S.epidermidis ATCC 35984 susunun 37 °C’de triptik soy broth sivi
besiyerinde (TSB) bir gecelik kiiltiirinden McFarland 0,5 bulaniklia sahip (~
0,5x10° cfu/mL) bakteri stispansiyonu hazirlanmis ve 20 mL TSB igeren erlene 500
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uL eklenmistir. Aymi erlene biyofilm ile kaplanacak olan steril implantlar
eklenmistir. Etiivde 100 rpm hizda 37 °C’de 24 saatlik inkiibasyon sonrasi biyofilm
olusturmamis planktonik bakterilerin uzaklastirilmasi i¢in implantlar 3 kez steril
deiyonize su ile yikanmis ve cerrahi isleme kadar +4 °C’de steril ortamda
saklanmustir.

Bakteri siispansiyonunun hazirlanmasi igin, biyofilm olusturmak {izere 12
saat inkiibe edilen S.epidermidis ATCC 35984 susunun bakteri kiiltiiriinden elde
edilen bakteriler yikanip 10° cfu/mL olacak sekilde PBS icerisinde re-siispande
edilmis ve her bir hayvana cerrahi islem sirasinda implantlarin uygulandigi bolgeye

enjeksiyon yolu ile 0.2 mL olacak sekilde (~2x10° cfu) verilmistir.

3.2.4.2.Cerrahi Islem ve Tedavi Uygulamasi

Asagida Ozet bir sekilde deneysel bolimii sunulan in vivo hayvan
calismalarmin gergeklestirilmesi i¢in Hacettepe Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu’ ndan 2011/32-7 nolu izin alinmistir.

In vivo ¢alismalarda Gracia ve dig. (117) , Efstathopoulos ve dig. (118) ve
Yin ve dig. (119) tarafindan gelistirilen yontemler modifiye edilerek kullanilmustir.
In vivo caligmalara gecmeden once, 4 adet Yeni Zelanda Tipi Albino Tavsan
(ortalama agirhigi 2.5-3 kg) iizerinde pilot calismalar gerceklestirilmistir. Bu pilot
calismalarda elde edilecek veriler dogrultusunda onceden belirlenen gruplar ve

tavsan sayisi takip edilerek in vivo galigmalar gergeklestirilecektir (Tablo 3.8.).
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Tablo 3.8. Pilot ¢aligmalar sonrasi yapilacak olan in vivo ¢alismalar i¢in belirlenen

deney gruplari
Deney Grubu Uygulanacak Formiilasyonlar Tavsan Sayisi
Kodu
VA ve VA vyiiklii yiiksek molekiil agirlikli (Antibiyotik Grubu)
PCL mikrokiiresi iceren Pluronic®127 n=>5
AP.1. termosensitif jel formiilasyonunun
uygulandigi grup
Serratiopeptidaz-antibiyotik ve antibiyotik § (Enzim+Antibiyotik
yiiklii PCL mikrokiiresi iceren Grubu)
AP.2. Pluronic®127 termosensitif jel n=>5
formiilasyonunun uygulandig1 grup
Bos PCL mikrokiiresi i¢ceren bos (Kontrol Grubu)
Pluronic®127 termosensitif jel n=4
AP.3. formiilasyonunun uygulandigi grup

Cerrahi islemden Once tavsanlara i.m. olarak Ketamin/Ksilazin (35/5mg/kg)
uygulamasi ile anestezi yapilmustir. /n vivo deneyler boyunca tavsanlarm sol diz
eklemleri lizerinde ¢alisilmistir. Anestezi sonrasinda femur ¢evresindeki operasyon
alan1 dezenfekte edilmis ve femurda bir insizyon yapilmistir. 18 G igne ucu
kullanilarak (1.2 x 40 mm) proksimalden distale olacak sekilde delinmis ve olusan
kaviteye yukarida belirtilen biyofilm (Staphylococcus epidermidis susu) tasiyan
implant yerlestirilmis ve 0.2 mL bakteri siispansiyonu (Staphylococcus epidermidis
susu) bu kaviteye inokiile edilmistir. Daha sonra insizyon steril cerrahi siitur ile
dikilip kapatilip dezenfekte edilmistir. Osteomiyelit grubu olarak kullanilacak olan 1
No’lu tavsana (osteomiyelit grubu) baska islem uygulanmazken, 2,3 ve 4 No’lu
tavsanlara (tedavi grubu) bolgenin dikisle kapatilmasini takiben 0,2 mL ilag igeren
steril pluronik jel enjekte edilmistir. Buna gore in vivo deney gruplari su sekilde
olmustur:

- AP.1. Sadece bakteri siispansiyonu uygulanan grup (Osteomiyelit Grubu) n=1
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- AP.2. Serratiopeptidaz-antibiyotik ve antibiyotik yiikli PCL mikrokiiresi

iceren Pluronic®127 termosensitif jel formiilasyonunun uygulandigi grup

(Tedavi Grubu) n=3

Deney sonrasinda, postoperatif enfeksiyon gelisimine karsi tavsanlara im.
Deposilin (1.200.000 IU flakon dorde boliinerek enjekte edilmistir) uygulanmastir.

3 hafta sonra tavsanlara CO, kabininde tutularak &tenazi uygulanmistir. Otenazi
sonrast cerrahi islem goren bolgeler agilmis, mikrobiyolojik degerlendirme i¢cin SEM
analizi yapmak amaci ile implantlarin bir kismi ¢ikarilmig ve implantasyonun
gerceklestirildigi kemik doku ve ¢evre doku histolojik degerlendirmenin

yapilabilmesi icin kesilerek ¢ikarilmistir.

3.2.4.3. Tavsanlara Tedavi Uygulamasimm Takiben Yapilan

Degerlendirmeler

3.2.4.3.1. Mikrobiyolojik Degerlendirme

Hazirlanan formiilasyonlarin uygulanmasindan 3 hafta sonra hayvanlara CO,
kabininde tutma ile 6tenazi uygulamasi yapilarak, implantlar ¢ikarilmis ve implant
ylizeyinde biyofilm varligt SEM ile tespit edilerek implantasyon oncesi implantin

SEM goriintiileri ile karsilagtirilmistir.

3.2.4.3.2. Histolojik Degerlendirme

Mikrobiyolojik degerlendirmeler boliimiinde bahsedilen implant ¢ikarma
islemini takiben ¢evre dokudan standart bir miktarlarda alinan 6rnekler formaldehit
ile fikse edildikten sonra parafine gomiilmiis ve hemotoksilin-eozin boyasi ile

boyanarak optik mikroskopta incelenecektir.
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4. BULGULAR

4.1. Vankomisinin Kimyasal, Fizikokimyasal ve Mikrobiyolojik

Ozelliklerinin Tayini

4.1.1. Vankomisin HCI’nin UV Spektrumu

Vankomisin HCI’nin, Bo6lim 3.2.1.1.°de anlatildigi gibi PBS (pH 7,4)
cozeltisinde cekilen UV spekturumunda, maksimum absorbans gosterdigi spesifik
dalga boyu (Amax) 280 nm olarak gozlenmis olup Sekilde gosterilmistir. Bu bulgu,

VA’nin literatiirde belirtilen maksimum absorbans gosterdigi dalga boyu ile uyumlu

bulunmustur.
0,188 . 1
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0,100
4
<
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0,021 44 1 L
245 61 300,00 350,00 388,77
Dalga Boyu nm.

Sekil 4.1. Vankomisin HCI’'nin UV spektrumu (distile su i¢inde ¢oziilmis, 200

png/ml konsantrasyonda)
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4.1.2. Vankomisin HCI’nin Fourier Transform Infrared (FT-IR)

Spektrumu

VA’nin FT-IR spektrumu Bolim 3.2.1.2.°de anlatildigi sekilde ¢ekilmis ve
elde edilen spektrum Sekil 4.2.°de gosterilmigtir. FT-IR spektrumunda gozlenen
absorbsiyon bantlari, VA’ya iliskin referanstaki (120) absorbsiyon bantlar1 ile uyum

i¢inde bulunmustur.

VA’nin FT-IR spektrumunda gozlenen karakteristik pikler asagidaki gibidir:

e 3263 cm™de goriilen genis pik C-H baglarima ait gerilim bandidr.

o 1647 cm™de goriilen pik “amid 1 bandr” olarak bilinen ve 1650-1690 cm™
dalga sayis1 araliginda goriilen, amid yapisina 6zgii C=O gerilim bandidur.

e 1487 cm™de gozlenen pik “amid 2 bandi” olarak bilinen, amidin primer ya
da sekonder olmasina gore yeri degisebilen, amid 1 pikinin yarisi, bazen
1/3’1 siddetinde gézlenen N-H baginin deformasyon titregimidir.

o 1224 cm™de gozlenen keskin pik ise 1300-1200 cm™de gozlenen, C-N

bagmin gerilme titresiminden kaynaklanmaktadir.
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Sekil 4.2. VA min FT-IR spektrumu
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4.1.3. Vankomisin HCP’nin Diferensiyel Taramah Kalorimetre

(DSC) Termogrami

VA’nin DSC termogrami Boliim 3.2.1.3.°te anlatildig1 sekilde ¢ekilmistir.
Literatiir ile uyumlu bulunmustur (121) .
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Sekil 4.3. Vankomisin HCI’nin DSC termogrami

4.1.4. Vankomisin HCP’nin Minimum inhibitor

Konsantrasyonunun Saptanmasi

Vankomisin HCI’nin minimum inhibitér konsantrasyonunun saptanmasi

Boliim 3.2.1.4.’te anlatildig1 sekilde yapilmis ve 2 pg/mL olarak bulunmustur.

4.1.5. Vankomisin HCI’nin Miktar Tayini ve Validasyonu

Bolim 3.2.1.5.°te belirtilen kosullarda VA’nin HPLC miktar tayini
gergeklestirilmistir ve VA’ya iliskin asagidaki HPLC piki elde edilmistir.
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b 1)

1700

Egri Alti Alan

Sekil 4.4. Vankomisin HCI’tin HPLC kromatogram (distile su i¢inde ¢oziilmiis, 200

pg/ml konsantrasyonda)
4.1.5.1. Analitik Yontem Validasyonu

4.15.1.1. Dogrusallik (“Linearity”)

Kalibrasyon Dogrularinin Olusturulmasi

Boliim 3.2.1.5.1.1.°de belirtildigi sekilde hazirlanan ve herbirinde 0,5, 1, 2, 4,
8, 16, 32, 64, 128 pg/ml VA ¢ozeltileri kullanilarak elde edilmistir. Hazirlanan bu
cozeltiler 280 nm’de USP 30-NF 25°te verilen akis semast kullanilarak HPLC ile
analiz edilmistir. Elde edilen pik alanlari ¢ozeltilerin konsantrasyonlarina karsi
grafige gecirilerek kalibrasyon dogrusuna ait denklem lineer regresyon ile
bulunmustur (Sekil 4.5.). Elde edilen dogru denkleminin tanimlayicilik katsayisi
(regresyon katsayisi) r? = 0,9993 olarak bulunmus ve denklemin dogrusallig1

gosterilmistir (n=6).
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Sekil 4.5. Vankomisin HCI’nin kalibrasyon dogrusu ve dogru denklemi (n=6)

4.1.5.1.2. Kesinlik (“Precision”)

Bolim 3.2.1.5.1.2.°de belirtildigi sekilde gerceklestirilmistir, sonuglar Tablo
4.1 ve Tablo 4.2° de sunulmustur. Hesaplanan konsantrasyonlar arasi varyasyon

katsayis1 %2 den kiigiik bulunmustur.



Tablo 4.1. Tekrarlanabilirlik sonuglar1 (n=6)
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Konsantrasyon | Pik Alam Ol¢iilen Ortalama + | Varyasyon
(ng/mL) Konsantrasyon Standart Katsayisi
(ng/mL) Sapma (VK)
(x£ss)
16 103,1 14,74
16 104,1 14,87
16 103,3 14,76
16 103,9 14,84 14,79+0,049 0,33
16 103,4 14,78
16 103,5 14,79
Tablo 4.2. Tekrar elde edilebilirlik sonuglar1 (n=6)
Konsantrasyon Pik Alam Olciilen Ortalama £ | Varyasyon
(ng/mL) Konsantrasyon Standart Katsayis1
(ng/mL) Sapma (VK)
(x£ss)
16 100,3 14,37
16 103,1 14,74
16 104,8 14,96
16 105,2 15,01
16 102,4 14,64 14,75+0,23 1,56
16 103,4 14,77
4.1.5.1.3. Duyarhhlk (“Sensitivity”)

Bolim 3.2.1.5.1.3.’te bildirildigi gibi gerceklestirilmistir. Miktar tayin sinir1 0,42

ug/ml, saptama sinirt 0,21 pg/ml olarak tespit edilmistir (n=6).
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4.1.5.1.4. Ozgiinliik (“Specificity”)

Bolim 3.2.1.5.1.4.te anlatildig1 sekilde gergeklestirilmistir. Hazirlanan jel
formiilasyonunda kullanilan yardimci maddelerin ve serratiopeptidazin VA’nin
HPLC analizi kosullarinda VA piki ile ¢cakismanin bulunmadig1 gosterilmistir (Sekil
4.6).

Surtiklenme Zamani (dk)

Sekil 4.6. Analitik yontem validasyonunda 6zgiinliik bulgulart (A:kitosan, B:Pluronik,
C:bos PCL mikrokiire, D: serratiopeptidaz, E: vankomisin HCI)
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4.1.5.1.5. Stabilite (“Stability”)

Bolim 3.2.1.5.1.5.’te anlatildig1 sekilde, VA’nin analiz boyunca stabilitesini
gostermek amaci ile 128 pg/ml konsantrasyonda ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu ¢ozelti
hazirlandiktan hemen sonra ve 1. giin, 3., 5., 7., 14., 21., 28. ve 35. giinlerde HPLC
kolonuna enjekte edilerek elde edilen piklerin sekli ve alanlari karsilastirilmastir.
Degerlendirmeler sonucunda pik zamani, pik sekli ve pik alanlarinda bir degisiklik

goriilmemis olup varyasyon katsayis1 %2’nin altinda bulunmustur.

Tablo 4.3. Analitik yontem validasyonunda VA’ya iliskin stabilite sonuglart (n=6)

Olciim zamam | Konsantrasyon | Hesaplanan Konsantrasyon | % Kalan
(giin) (ng.mL™) (ng.mL™) (X£SS) VA
0 128 127,740,11 100
1 128 127,5+0,09 99,8
3 128 127,3+0,10 99,6
5 128 126,8+0,09 99,2
7 128 126,1+0,08 98,7
14 128 125,2+0,12 98,0
21 128 124,2+0,10 97,2
28 128 123,6+0,07 96,7
35 128 122,8+0,05 96,1
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4.2. Serratiopeptidazin Fizikokimyasal Ozellikleri Uzerinde Yapilan

Cahismalar
4.2.1. Serratiopeptidazin UV Spektrumu
Serratiopeptidazin, UV spektrumu Boliim 3.2.2.1.°de anlatildig1 gibi PBS pH

7,4 tamponu igerisinde, A=200-400 nm araliginda, ¢ekilmis ve maksimum dalga boyu

(Amax) 280 nm olarak belirlenmistir.

0,186 — . T

T
1
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0,100
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0,000

0,019 4 1 1
2492 31 300,00 350,00 37193
Dalga boyu nm.

Sekil 4.7. Serratiopeptidazin pH 7,4 PBS tamponu igerisindeki UV spektrumu
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4.2.2. Serratiopeptidazin FT-IR Spektrumu

Serratiopeptidazin  FT-IR spektrumu, Bolim 3.2.2.2.°de anlatildig1 sekilde,

¢ekilmis ve elde edilen spektrum sekilde gosterilmistir. VA ’nin FT-IR spektrumunda

gozlenen karakteristik piklere iliskin agiklamalar asagidaki gibidir:

3266 cm™°de goriilen genis pik C-H baglarina ait gerilim bandidir.

1636 cm™’de goriilen pik “amid 1 bandr” olarak bilinen ve 1650-1690 cm™
dalga sayis1 araliginda goriilen, amid yapisina 6zgii C=0O gerilim bandidir.
1537 cm™°de gbzlenen pik “amid 2 bandi” olarak bilinen, amidin primer ya
da sekonder olmasina gore yeri degisebilen, amid 1 pikinin yarisi, bazen
1/3’1 siddetinde gézlenen N-H baginin deformasyon titresimidir.

1408 cm™*de gozlenen pik C-N baginin gerilim bandidir.

1074 cm™ de gdzlenen pik ise 1020-1275 cm™’de gozlenen, ester yapisina ait
C-O bandidir.
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4.2.3. Serratiopeptidazin DSC Termogram

Serratiopeptidazin DSC termogrami Boliim 3.2.2.3.’te anlatildig1 sekilde ¢ekilmistir.
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Sekil 4.9. Serratiopeptidazin DSC termogrami

4.3. Formiilasyon Calismalari

4.3.1. PCL Mikrokiire Formiilasyonlarimin Karakterizasyonu

4.3.1.1. Morfolojik Ozellikler

Etkin madde yiiklii olan ve olmayan mikrokiirelerin ylizey 6zellikleri, B6lim
3.2.3.3.1.°de anlatildig1 sekilde Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) kullanilarak
incelenmistir.

SEM fotograflar1 incelendiginde, bos veya etkin madde i¢eren mikrokiirelerin
sekillerinin kiiresele yakin ozellik gosteren, homojen dagilimda olduklar

gortilmektedir.
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PCL Mikrokiirelerin SEM Goriintiileri

(A) (B)

(C) (D)

(E) (F)
Sekil 4.10. Diisiik, orta ve yiiksek molekiil agirlikli PCL ile hazirlanan VA yiiklii ve

bos mikrokiire formiilasyonlarina ait SEM goriintiileri

(A,B: F1 formiilasyonu, C,D: F3 formiilasyonu, E,F: F5 formiilasyonu) Formiilasyon kodlar igin
bkz. Tablo 3.4)
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PCL Mikrokiirelerin SEM Goriintiileri

(G) (H)
(1) ()

(K) L
Sekil 4.11. Diisiik, orta ve yiiksek molekiil agirlikli PCL ile hazirlanan VA yiiklii ve

bos mikrokiire formiilasyonlarina ait SEM goriintiileri

(G,H: F6 formiilasyonu, 1,J: F7 formiilasyonu, K,L: F8 formiilasyonu) Formiilasyon kodlari i¢in
bkz. Tablo 3.4)
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PCL Mikrokiirelerin SEM Goriintiileri

T AT

(N)

(O)

(P) (R)
Sekil 4.12. Diisiik, orta ve yiiksek molekiil agirlikli PCL ile hazirlanan VA yiiklii ve

bos mikrokiire formiilasyonlarina ait SEM goriintiileri

(M: F3 formiilasyonunun i¢ yapisi,N: F6 formiilasyonunun i¢ yapisi, O: F8 formiilasyonunun ig¢
yapisi, P: Bos F1 formiilasyonu, R: Bos F3 formiilasyonu) Formiilasyon kodlari i¢in bkz. Tablo
3.4)
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PCL Mikrokiirelerin SEM Goriintiileri

(S) (M

C) V)
Sekil 4.13 Diisiik, orta ve yliksek molekiil agirlikli PCL ile hazirlanan VA yiiklii ve

bos mikrokiire formiilasyonlarina ait SEM goriintiileri
(S: Bos F5 formiilasyonu, T: Bos F6 formiilasyonu, U: Bos F7 formiilasyonu, V: Bos F8
formiilasyonu) Formiilasyon kodlari igin bkz. Tablo 3.4)

4.3.1.2. Mikrokiirelerin Partikiil Bilyiikliigiiniin Tayini

Mikrokiirelerin partikiil biiyiikliigii tayini Boliim 3.2.3.3.2.°de anlatildig
sekilde Malvern Mastersizer Hydro 2000S aleti kullanilarak yapilmistir.
Mikrokiireler distile su igerisinde siispande edildikten sonra 1 dk ultrasonikasyona
tabi tutularak 6l¢lim yapilmistir.

Tez c¢aligmalarmiz kapsaminda hazirlanan mikrokiire formiilasyonlarinin

partikiil biiyiikliikleri incelendiginde (Tablo 4.4.), biitiin formiilasyonlarin partikiil
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biyiikliiklerinin  54-134 pum araliginda yer aldigi gorilmiistir. Mikrokiire
formiilasyonlarinin partikiil biiytikliigi, disik molekiil agirliklikli PCL Mw 14000
polimeri ile hazirlanan formiilasyonlarda, 58 um civarinda ¢ikarken, orta molekiil
agirlikli PCL Mn 60000 polimeri ile hazirlanan mikrokiirelerde yaklasik olarak 75
um ve yiiksek molekiil agirlikli PCL Mn 70000-80000 ile hazirlanan mikrokiire

formiilasyonlarinda yaklasik 130 um civarinda ¢ikmaistir.

Tablo 4.4. Farkli MA’li PCL polimerleri ile hazirlanan farkli i¢ faz PVA

konsantrasyonlarindaki mikrokiirelerin partikiil biiytikligi degerleri

Formiilasyon Kodu * | Polimer/ VA (a/a) (mg) | Partikiil Biiyiikliigii (um)
X £+ SS** (n=3)
F1 600/ 60 58,05+ 0,09
F1B 600/0 54,48 + 0,13
F3 600/ 60 58,08 £ 0,10
F3B 600/0 64,57 + 0,17
F5 600/ 60 71,84 £ 0,62
F5B 600/0 81,49 + 0,48
F6 600/ 60 76,36 + 1,93
F6B 600/0 71,51 +0,87
F7 600/ 60 134,12+ 1,98
F7B 600/0 130,16 + 1,56
F8 600/ 60 120,15+ 1,43
F8B 600/0 118,69 + 1,81

*bkz. Tablo 3.4.
**X= Ortalama

SS= Standart Sapma
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Sekil 4.14. Mikrokiire formiilasyonlariin partikiil biiytikliigii dagilim1 grafikleri A)

F1, B)F3, C)F5, D)F6, E)F7, F)F8 Formiilasyonu (Formiilasyon kodlar1 i¢in Bkz.

Tablo3.4.)
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4.3.1.3.Mikrokiirelerin Uretim Verimi

Boliim 3.2.3.3.3.’te anlatildig1 sekilde, formiialsyonlarin iiretilmesini takiben
hesaplanan iiretim verimleri sonuglar1 Tablo 4.5.’te verilmistir. Hazirlanan mikrokiire

formiilasyonlarina iliskin tiretim verimleri % 38,6 ile % 80,9 arasinda degismektedir.

Tablo 4.5. Farkli MA’li PCL polimerleri ile hazirlanan farkli i¢ faz PVA

konsantrasyonlarindaki mikrokiirelerin tiretim verimi degerleri (n=3)

Formiilasyon Kodu™ Uretim Verimi (%)
F1B 78,46
F1 73,11
F3B 80,96
F3 74,32
F5B 69,77
F5 59,62
F6B 62,91
F6 60,83
F7B 48,33
F7 47,51
F8B 50,87
F8 49,8

*bkz. Tablo 3.4.

4.3.1.4. Mikrokiirelerde Yiikleme Veriminin Tayini

Bolim 3.2.3.3.4.te anlatildig1 sekilde tespit edilmistir. Yiikkeleme verimi %

4.1 ile % 58,4 arasinda bulunmustur. Elde edilen sonuglar Tablo 4.6.’da sunulmustur.
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Tablo 4.6. Farkli MA’li PCL polimerleri ile hazirlanan farkli i¢ faz PVA

konsantrasyonlarindaki mikrokiirelerin yiikleme etkinligi degerleri (n=3)

Formiilasyon | Yiizeydeki | I¢ Fazdaki | Enkapsiilasyon
Kodu % VA % VA Etkinligi

(%)
F1 0,12 0,35 4,7
F3 0,08 0,33 4,1
F5 1,39 2,67 40,6
F6 1,05 3,66 47,1
F7 0,89 4,59 54,8
F8 0,72 5,12 58,4

4.3.1.5. Mikrokiirelerin Termal ve Yapisal Ozelliklerinin

Incelenmesi

4.3.1.5.1. FT-IR Spektrumlarinin Incelenmesi

Bolim 3.2.3.3.5.1.’de anlatildigi sekilde gerceklestirilmistir. PCL
mikrokiirelerin FT-IR spektrumlarinda gozlenen karakteristik piklere iliskin
aciklamalar asagidaki gibidir:

. 2943 cm-1°de goriilen pik karboksilik asit yapisinda goriilen O-H baglarina
ait gerilim bandidir.

. 1720 cm-1°de goriilen pik aldehid, keton, karboksilik asit ve ester yapilarinda
gortilen, C=0 gerilim bandidir.

. 1160 cm-1°de gozlenen pik alkol, eter, karboksilik asit ve ester yapilarinda

bulunan C-O bagimin gerilim titresimidir.
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Sekil 4.15. A:VA’nin FTIR spektrumu, B: Yiiksek
hazirlanmis bos mikrokiire, C: VA yiiklii mikrokiire

molekil agirliklh PCL ile
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4.3.1.5.2. DSC Termogramlarinin incelenmesi

Bolim 3.2.3.3.5.2.’de anlatildig1 sekilde gergeklestirilmistir. Sekil 4.15.
incelendiginde, goriilen endotermik pikler mikrokiirelerin yapisinda bulunan yiiksek
molekiil agirlikli PCL’ye ait Ty degerlerine ait olup, BF8 fomiilasyon kodlu bos
mikrokiirenin erime sicakligi 55,97 °C olarak o6lgiilirken, VA yikli F8
formiilasyonunun erime sicaklifi 56,85 °C olarak olgiilmistiir. Cekilen DSC
termogramlar incelendiginde, bos ve VA yiiklii mikrokiirelerin termogramlarinin
hemen hemen birbirleri ile ortistiigii goriilmektedir. Etkin madde yiiklenmis
mikrokiirelerde VA’ya iliskin termogram ortadan kaybolmustur. Bu durumun, etkin

maddenin mikrokiire yapist tarafindan enkapsiile edilmesinden kaynaklandig

diistiniilmektedir.
5
_.-100 -50 ( 50 100 150 200
bo -5
-~
E L VA
Z,. 10 55'97 oc 56,85 C — BF8
4 - an e
< 15 7 F8
a2
-20
L (] e
A 0" &----‘--
h----— ------ - e & --—--
-30
Sicaklik (°C)

Sekil 4.16. Saf VA, bos F8 mikrokiiresi ve F8 mikrokiiresinin DSC termogrami

4.3.1.6. Mikrokiirelerden In Vitro Vankomisin HCl Sahm Deneyleri

Bolim 3.2.3.3.6.1.’de anlatildig1 sekilde gerceklestirilmistir. Salim
deneylerine, mikrokiirelerden salinan VA, salim Orneklerinden HPLC ile analiz
sonucu saptanamaz diizeye gelene kadar devam edilmistir.

Diisiik molekiil agirlikli PCL  polimeri (Mn 10.000) ile hazirlanan
mikrokiirelere yiiklenen VA’ ’nin, tamamina yakin bir giin igerisinde salinirken, orta
molekiil agirlikli (Mn 60.000) polimerler ile hazirlanan mikrokiirelerden ise VA
salimi 18 giin boyunca devam etmistir. Yiiksek molekiil agirlikli PCL polimeri (Mn
70.000-90.000) ile hazirlanan mikrokiirelerden VA salimi 50 giin boyunca devam



etmistir.

Mikrokiirelerden etkin madde

salimmin hangi
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kinetik modele gore

gerceklestiginin tayini i¢in 0. Derece, Higuchi ve Hixon-Crowell modelleri

uygulanmis ve mikrokiire formiilasyonlar1 i¢in en bilyiik R? degeri Higuchi

kinetiginden elde edilmistir. Mikrokiirelerden etkin madde saliminin uydugu Higuchi

kinetigi matriksten ila¢ salimini 6ngdren bir kinetiktir (45) .

Tablo 4.7. Mikrokiire formiilasyonlarinin salim kinetiklerinin degerlendirilmesine

iligkin veriler

Uygulanan Kinetik Model

Formiilasyon Higuchi 0. Derece Hixon-Crowell
m n R’ m n R’ m n R®
F1 12,60 | 6,62 |090 |1,42 |27,27 |0,76 |0,04 |0,44 |0,86
F3 12,38 | 6,92 |09 |1,39 |27,36 [0,75 [0,03 |045 |0,85
F5 4531 |1290 097 |019 |31,72 086 (0,01 |0,40 |0,98
F6 5,65 |10,96|094 |0,27 |31,77 {080 |0,01 |041 |0,97
F7 1,41 |6,01 {099 |0,03 [17,49 |0,92 |0,001 | 0,27 |0,92
F8 164 |738 |097 |0,04 |2094 0,86 |0,00, |0,33 |0,92
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Sekil 4.17. Farkli molekiil agirligina sahip PCL polimerleri ile hazirlanan farkli i¢
faz PVA konsantrasyonlarindaki mikrokiirelerden zamana kars1 vankomisin HCI

salim profilleri (n=6) (F1: %0,05 PVA-14000 PCL, F3:%0,1 PVA-14000 PCL, F5: %0,05 PVA-
65000 PCL, F6: %0,1 PVA-65000 PCL, F7: %0,05 PVA-80000 PCL, F8: %0,1 PVA-80000 PCL.)
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Sekil 4.18. Farkli molekiil agirligina sahip PCL polimerleri ile hazirlanan farkli i¢
faz PVA konsantrasyonlarindaki mikrokiirelerden zamana kars1 vankomisin HCI
salim profilleri (n=6) A: I¢ fazinda %0,05 PVA igeren mikrokiire formiilasyonlar1
fazinda %0,1 PVA igeren mikrokiire formiilasyonlar1 (Formiilasyon kisaltmalar1 i¢in bkz.Tablo
3.4)

B: ¢
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4.3.1.6.1. In Vitro Sahm Deneyleri Sonrasinda Antibiyotigin

Kimyasal Stabilitesinin HPLC Yéntemi ile Incelenmesi

Bolim 3.2.3.3.6.2.°de anlatildigi gibi, hazirlama ydntemlerinin ve
enkapsiilasyon isleminin hazirlanan jel formiilasyonlarindan salinan vankomisin
HCI' iin kimyasal stabilitesi {izerinde herhangi bir etkisi olup olmadiginin
arastirtlmasi amaciyla elde edilen salim numuneleri iizerinde kalitatif ve kantitatif
olarak HPLC analizi yapilmistir. Salim numunelerinden elde edilen HPLC
kromatogramlar1 ve pik alanlar1 saf maddeye ait kromatogramlar ve pik alanlar ile
karsilastirilarak  degerlendirilmistir. Kromatogramlar pik zamanlari agisindan
degerlendirildiginde salim sonrasi elde edilen piklerin Vankomisin HCI’{lin saf olarak
uygulandig1 pik zamanlar ile ayn1 zamanda geldigi ve herhangi bir bozunma piki

gelmedigi gorilmiistiir.

Egri Alti Alan_

Egri Alti Alan

Surtiklenme Zamani (dk)

Sekil 4.19. Saf VA (A) ve mikrokiirelerden salinan VA’ya ait (B) HPLC pikleri
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4.3.2. Steril PCL Mikrokiirelerin Hazirlanmasi

4.3.2.1. Sterilizasyon Sonras1 PCL Mikrokiirelerinin Sterilite

Kontrolii

Bolim 3.2.3.4.1.°’de anlatildig1 sekilde gama radyasyon yontemi ile sterilize
edilen mikrokiire formiilasyonlarinin sterilite kontrolleri Bolim 3.2.3.4.2.°de
anlatildigr sekilde gerceklestirilmistir. USP 36’ya gére gama radyasyon ile sterilize
edilen Orneklerde on dort giinlik inkiibasyon siiresi sonunda goézle gorliniir bir
bulaniklik tespit edilmemistir. Dolayisiyla sterilizasyonun basarili bir sekilde

gerceklestigi dogrulanmastir.

4.3.2.2.Sterilizasyon Sonrasi PCL Mikrokiirelerde in vitro

Karakterizasyon Calismalari

2,5 Mrad dozda gamma radyasyon ile sterilizasyonun PCL polimerlerinde
neden olabilecegi zincir gevesemelerinin mikrokiire salimma olast olumsuz
etkilerinin arastirilmasi amaci ile sterilizasyon sonrast mikrokiireler {izerinde in vitro

karakterizasyon caligsmalar1 yapilmastir.

4.3.2.3.Sterilizasyon Sonrasi PCL Mikrokiirelerin Termal ve

Yapisal Ozelliklerinin Incelenmesi
Bolim 3.2.3.4.3.1.°de anlatildigi sekil de gerceklestirilen gama
radyasyon ile sterilizasyonun mikrokiirelerin yapisal oOzellikleri {iizerine olas1
olumsuz etkilerini degerlendirmek amaci ile FTIR ve DSC analizleri yapilmstir.

4.3.2.3.1. FT-IR Spektrumlarimin incelenmesi

Bolim 3.2.3.4.3.1.1.’de anlatildig1 sekilde gerceklestirilmistir. Sterilizasyon

oncesi F8 formiilasyon kodlu mikrokiirelerin FT-IR spektrumlar: ile sterilizasyon
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sonrast FT-IR  spektrumlari incelendiginde, spkerumlar arast bir fark

goriilmemektedir.
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Sekil 4.20. Yiiksek molekiil agirhikli PCL ile hazirlanan mikrokiirelerin

A: sterilizasyon Oncesi, B: sterilizasyon sonrast FTIR spektrumlari

4.3.2.3.2. DSC Analizi

Bolim 3.2.3.4.3.1.2.°de anlatildig1 sekilde gerceklestirilmistir. Sterilizasyon

oncesi yliksek molekiil agirlikli PCL polimeri ile hazirlanan F8 formiilasyon kodlu
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VA yiiklii mikrokiirenin erime derecesi 56,36 °C olarak olgiiliirken, sterilizasyon

sonrast 56,85 °C olarak bulunmustur.
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Sekil 4.21. F8 formiilasyon kodlu mikrokiireye ait sterilizasyon Oncesi ve sonrasi

DSC termogramlar1

4.3.2.3.3. Sterilizasyon Sonrast PCL Mikrokiirelerinin Yiizey
Ozellikleri

Bos ve etkin madde yiikli mikrokiirelerin ylizey 0zellikleri, Bolim
3.2.3.4.3.2.°de anlatildig1 sekilde SEM kullanilarak incelenmistir.

SEM fotograflar1 incelendiginde, diisiik (Mn 10.000), orta (Mn 60.000) ve
yiiksek (Mn 70.000-90.000) molekiil agirlikli PCL ile hazirlanan mikrokiirelerin

kiiresele yakin sekilde partikiiller oldugu belirlenmistir.
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VA Yiiklii Steril Mikrokiirelerin SEM Goriintiileri

(E) (F)

Sekil 4.22. Hazirlanan mikrokiire formiilasyonlarinin sterilizasyon sonrast SEM
goriintlileri (A,B: F1 formiilasyonu, C,D: F3 formiilasyonu, E,F: F5

formiilasyonu)
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VA Yiikli Steril Mikrokiirelerin SEM Goriintiileri

(G) (H)
(1 J)
(K) (L)

Sekil 4.23. Hazirlanan mikrokiire formiilasyonlarinin sterilizasyon sonrast SEM

goriintiileri (G,H: F6 formiilasyonu, 1,J: F7 formiilasyonu, K,L: F8 formiilasyonu)
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Sterilizasyon Oncesi Sterilizasyon Sonrasi

(A) (B)

(C) (D)

(E) (F)

Sekil 4.24. Hazirlanan mikrokiire formiilasyonlarinin sterilizasyon dncesi ve sonrasi

SEM goriintiileri (A: F1 formiilasyonu, B: Sterilizasyon sonrasi F1 formiilasyonu, C: F3
formiilasyonu, D: Sterilizasyon sonrasit F3 formiilasyonu, E: F5 formiilasyonu, F: Sterilizasyon

sonrast F5 formiilasyonu,)
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Sterilizasyon Oncesi Sterilizasyon Sonrasi

(G) (H)
(1) (J)
(K)

(L)

Sekil 4.25. Hazirlanan mikrokiire formiilasyonlarinin sterilizasyon oncesi ve sonrasi

SEM goriintiileri (G: F6 formiilasyonu, H: Sterilizasyon sonrasit F6 formiilasyonu I: F7

formiilasyonu, J: Sterilizasyon sonrasi F7 formiilasyonu, K: F8 formiilasyonu, L: Sterilizasyon

sonrast F§ formiilasyonu)
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4.3.2.3.3.1.Sterilizasyon  Sonras1 PCL  Mikrokiirelerin  Partikiil

Bityiikliigiiniin Tayini

Steril PCL mikrokiirelerin partikiil blytikligii 6l¢iimii Boliim 3.2.3.4.3.3.°te
belirtildigi gibi gergeklestirilmistir.

Mikrokiire formiilasyonlarinin partikiil biyiikligii, diisiik molekiil agirliklikli
PCL Mw 14000 polimeri ile hazirlanan formiilasyonlarda, 61 pum civarinda orta
molekiil agirlikli PCL Mn 60000 polimeri ile hazirlanan mikrokiirelerde yaklasik
olarak 76 um ve yiliksek molekiil agirlikli PCL Mn 70000-80000 ile hazirlanan
mikrokiire formiilasyonlarinda ortalama 125 pm olarak 6l¢iilmiistiir.

Tez caligmalarimiz kapsaminda hazirlanan mikrokiire formiilasyonlarinin
partikiil biiyiikliikleri incelendiginde (Tablo 4.8.), tim formiilasyonlarin partikiil
biiyiikliiklerinin 60-134 pm araliginda bulundugu saptanmuistir.

Tablo 4.8. Sterilizasyon sonrasi farkli MA’l1 PCL polimerleri ile hazirlanan, farkli i¢
faz PV A konsantrasyonlarindaki mikrokiirelerin partikiil biiyiikliigii degerleri (n=3)

PCL MA/ Polimer/ Sterilizasyon Sterilizasyon Istatistiki
I¢c fazPVA | VA (a/a) Sonrasi Partikiil Oncesi Partikiil | Karsilastirma
orani (%) (mg) Biiyiikliigii Biiyiikliigii (um) X
(um) X £ SS + SS
F1 600 / 60 61,67 +0,12 58,05+ 0,09 p>0,05
FiB 600/0 60,16 = 0,16 54,48 £ 0,13 p>0,05
F3 600 / 60 62,23 +0,13 58,08+0,10 p>0,05
F3B 600/0 63,29 £ 0,21 64,57 £ 0,17 p>0,05
F5 600 / 60 77,71 £0,57 71,84 £ 0,62 p>0,05
F5B 600/0 79,52 + 0,35 81,49 +£ 0,48 p>0,05
F6 600 / 60 74,99+ 1,47 76,36 £ 1,93 p>0,05
F6B 600/0 74,48 + 1,87 71,51+ 0,37 p>0,05
F7 600 / 60 130,26 + 1,86 134,12+ 1,98 p>0,05
F7B 600/0 130,16 + 1,36 130,16 + 1,56 p>0,05
F8 600 / 60 119,35+ 1,32 120,15+ 1,43 p>0,05
F8B 600/0 117,92+ 1,14 118,69 + 1,81 p>0,05
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4.3.2.3.3.2. Sterilizasyon Sonras1 PCL Mikrokiirelerde Etkin Madde

Yiikleme Etkinliginin Tayini

Bolim 3.2.3.4.3.4.°te anlatildig1 sekilde gerceklestirilmistir. Tablo 4.9°da

goriildiigli gibi, mikrokiire formiilasyonlarinda kullanilan PCL polimerinin molekiil

agirh@inin artis1 ile i¢ faza yiiklenen VA miktarinin da istatiksel olarak anlamli

miktrada arttig1 gorilmiistiir (p<0,05). Bu artisin nedeninin, PCL polimerinin

molekiil agirligindaki artis ile artan partikiil biiyiikliigiine bagh oldugu diisiiniilebilir.

I¢ faz PVA oranlarindaki artisin da, ayn1 polimer agirhigina sahip PCL polimerleri ile

hazirlanan mikrokiire formiilasyonlarinin enkapsiilasyon etkinliklerinde bir artiga

neden oldugu, ancak bu artisin istatiksel olarak anlamli olmadig1 goriilmiistiir .

Tablo 4.9. Sterilizasyon sonrasi farkli MA’l1 PCL polimerleri ile hazirlanan farkli i¢

faz PV A konsantrasyonlarindaki mikrokiirelerin yiikleme etkinligi degerleri

Formiilasyon | Yiizeydeki i¢ Sterilizasyon Sterilizasyon Istatistiki
Kodu % VA Fazdaki Oncesi Sonrasi Karsilastirma
% VA Enkapsiilasyon | Enkapsiilasyon
Etkinligi (%) | Etkinligi (%)
F1 0,17 0,36 47 44 p>0,05
F3 0,16 0,34 41 51 p>0,05
FS5 1,22 2,73 40,6 39,5 p>0,05
F6 1,16 3,41 47,1 45,7 p>0,05
F7 0,75 4,89 54,8 54,1 p>0,05
F8 0,78 4,46 58,4 52,1 p>0,05

4.3.2.3.3.3. Sterilizasyon Sonras1 PCL Mikrokiirelerden In Vitro Sahm

Deneyleri

In vtro salm calismalar1 “Diyaliz Torbast Yontemi” kullanilarak Bolim

3.2.3.43.5.te

anlatildigt

sekilde

gerceklestirilmistir.

Salim  deneylerine,
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mikrokiirelerden salinan VA, salim oOrneklerinden HPLC ile analiz sonucu
saptanamaz diizeye gelene kadar devam edilmistir.

Diisiik molekiil agirlbikli (Mw 14000) PCL polimeri ile hazirlanan
mikrokiirelere yiiklenen VA’nin, tamamina yakini bir giin i¢erisinde salinirken, orta
molekiil (Mn 60.000) agirlikli polimerler ile hazirlanan mikrokiirelerden ise VA
salim1 20 giin boyunca devam etmistir. Yiiksek molekiil agirlikli (Mn 70.000-90.000)
PCL polimeri ile hazirlanan mikrokiirelerden VA salimi 50 giin boyunca devam
etmistir.

Diisiik molekiil agirlikli PCL ve i¢ fazinda %0,05 oraninda PVA igeren
mikrokiirelerden 12. saat sonunda mikrokiirelere yiiklenmis olan VA’nin %62,7’si,
24. saat sonunda ise %72,3’li salmmustir. I¢ fazinda %0,1 oraninda PVA igeren ayni
molekiil agirlikli mikrokiirelerde ise, benzer olarak 12. saat sonunda VA’nin
%63,1°1, 24. Saat sonunda ise %73,3’1 salinmustir.

Orta molekiil agirlikli PCL mikrokiireleden ise, 2. giin sonunda i¢ fazinda
%0,05 oraninda PVA igeren formiilasyona yliklenen VA’nin %50,5’inin, i¢ fazinda
%0,1 oraninda PVA igeren formiilasyona yiiklenen VA’nin ise %53,5’inin salindig1
gorilmustiir. 20. giin sonunda ise i¢ fazinda %0,1 oraninda PVA igeren
mikrokiirelerden VA’nin %1001, i¢ fazinda %0,05 PVA igeren mikrokiirelerden ise
%96,81 salinmustir.

Yiiksek molekiil agirliklikli PCL mikrokiirelerinde ise, 25. glin sonunda i¢
fazinda %0,05 oraninda PVA igeren formiilasyona yiiklenen VA’ nin %44,5’inin, i¢
fazinda %0,1 oraninda PVA igeren formiilasyona yiiklenen VA’nin ise %45,8’inin
salindig1 goriilmiistiir. 50. giin sonunda ise i¢ fazinda %0,1 oraninda PVA iceren
mikrokiirelerden VA’ ’nin %64°1, i¢ fazinda %0,05 PVA iceren mikrokiirelerden ise
%61,81 salinmustir.

F1 ve F3 formiilasyonlar1 ile sterilizasyon sonrast SF1 ve SF3
formiilasyonlarinin  salim profillerinin ¢ok yakin olmasi nedeni ile salim

grafiklerinde, F1 ve F3 profilleri ile SF1 ve SF3 profilleri ¢akigsmistir.
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Sekil 4.26. A: Sterilizasyon oncesi, B: Sterilizasyon sonrasi farkli MA’li PCL
polimerleri ile hazirlanan farkli i¢ faz PVA konsantrasyonlarindaki mikrokiirelerden
zamana kars1 vankomisin HCI1 salim1 profili (F1: %0,05 PVA-14000 PCL, F3:%0,1 PVA-
14000 PCL, F5: %0,05 PVA-65000 PCL, F6: %0,1 PVA-65000 PCL, F7: %0,05 PVA-80000 PCL,
F8: %0,1 PVA-80000 PCL) (SF1: Steril F1 PCL, SF3: Steril F3, SF5: Steril F5, SF6: Steril F6, SF7:
Steril F7, SF8: Steril F8) (Fromiilasyon Kodlart icin bkz. Tablo 3.4.)
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4.3.2.3.3.3.1. Sterilizasyon Sonras1 PCL Mikrokiirelerinden Salinan

Vankomisin HCL’iin Kimyasal Stabilitesinin Incelenmesi

Gama radyasyon ile sterilize edilen mikrokiirelerde, sterilizasyonun
hazirlanan mikrokiire formiilasyonlarindan salinan vankomisin HCl'nin kimyasal
stabilitesi lizerinde herhangi bir etkisi olup olmadiginin arastirilmasi amaciyla elde
edilen salim numuneleri tizerinde Boliim 3.2.3.4.3.6.°da anlatildig1 sekilde kalitatif
ve kantitatif olarak HPLC analizi yapilmistir. Salim numunelerinden elde edilen
HPLC kromatogramlar1 ve pik alanlar1 saf maddeye ait kromatogramlar ve pik
alanlar1 ile karsilagtirilarak degerlendirilmistir. Kromatogramlar Sekil 4.27. ve Sekil
4.28.°deki gibi elde edilmistir. HPLC analizi sonucu salim numunelerindeki VA ile

saf VA’nin siiriiklenme zamanlar1 arasinda bir fark bulunamamustir.

5
<
<
3
Suriklenme Zamani (dki
Sekil 4.27. Saf Vankomisin HCI ¢ ait pik
5
?_( .
<
= .
N ’
Sﬁrﬂklenme Zamani (dk.)

Sekil 4.28. Salim sonras1 Vankomisin HCI’e ait pik
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4.3.2.3.3.4. Tlac iceren Termosensitif Hidrojellerin Hazirlanmas: ve ilac
Yiiklii Jel Formiilasyonlar1 Uzerinde Sterilizasyon Oncesi ve
Sonrasi Karakterizasyon Calismalari

4.3.2.3.3.4.1. Jellesme Sicakhi@inin Tespiti ve Viskozitenin

Degerlendirilmesi

Hazirlanan termosensitif jellerin jellesme sicakliginin tespitine iligkin
caligmalar Bolim 3.2.3.5.2.°de anlatildig1 gibi yapilmigtir. Steril olmayan pluronik
jellerde sol-jel gecis sicakligi 22°C, kitosan jellerde ise 41°C olarak tespit edilmistir
(n=3). Otoklav sterilizasyonu sonrasi steril pluronik jellerin sol-jel gecis sicaklig
21°C olarak bulunurken, steril kitosan jellerin sterilizasyon sonrasi sol-jel gecis
ozelliklerinde bozunma tespit edilmistir.

Sol-jel gegis sicakliginin tespitinden sonra, jeller tizerinde 37 °C’de reolojik
Olgtimler yapilmistir. Reolojik dl¢iimler, sterilizasyon oncesi bos kitosan ve pluronik
jel ile sterilizasyon sonrasi bos Kitosan jel ile, bos, sadece serratopeptidaz igeren,
sadece antibiyotik igeren ve serratopeptidaz-antibiyotik ve antibiyotik yikli PCL
mikrokiirelerini igeren pluronik hidrojeller tizerinde yapilmigtir. Steril kitosan jel
Olctimlerinde ise viskozitenin ¢ok diismesi nedeni ile anlamli sonuglar elde
edilememistir.

Jel formiilasyonlarinin, kayma hizina karsi viskozite degerlerinin grafikleri
verilmistir. pluronik ile hazirlanan jel formiilasyonlarmin grafikleri incelendiginde
(Sekil 4.30., 4.31., 4.32.,, 4.33.,4.34)) kayma hiz1 arttikga viskozite degerlerinin
azaldig1 goriilmektedir. Kayma hizi arttikga viskozitenin azalmasi ve hesaplanan
power index degerlerinin 1°den kiigiik olmasit nedenleri ile pluronik jel
formiilasyonlarinin akis tipinin psédoplastik akis oldugu belirlenmistir. Kitosan jel
formiilasyonuna ait kayma hizina kars1 viskozite grafigi (Sekil 4.29.) incelendiginde
ise, baglangicta viskozitenin kayma hizindaki artis ile arttig1, ancak kayma hizi 192 s
1’degerine ulagtiktan sonra kayma hizindaki artis ile viskozitenin azaldig
goriilmektedir. Reometre cihazinin verdigi degerler incelendiginde, power indeks
degeri 1°den kiiciik ¢ikmis ve %73,3 giiven araliginda power law’a uydugu tespit
edilmistir. Bu nedenle, kitosan jelin akis tipinin de psddoplastik akis oldugu

belirlenmistir.



Tablo 4.10. Sterilizasyon 6ncesi kitosan jelin reolojik 6l¢iim bulgulari (n=3)
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Doniis Hiz Viskozite (cP) | Kayma Gerilimi Kayma Hiz1
(rpm) (dyn/cm?) (1/s)
30,00 105,33 121,34 115,20
35,00 190,92 256,60 134,40
40,00 261,59 401,80 153,60
45,00 273,96 473,41 172,80
50,00 250,71 481,37 192,00
55,00 224,15 473,41 211,20
60,00 162,31 373,95 230,40
65,00 150,62 375,94 249,60
70,00 140,60 377,93 268,80
75,00 138,13 397,82 288,00
300
250
= 200
2
§ 150
3
S

100

050

000

000 050 100 150 200 250 300 350
Kayma Hizi (1/sn)

Sekil 4.29. Sterilizasyon Oncesi termosensitif kitosan jelin 37 °C’deki kayma hizina

kars1 kayma gerilimi grafigi
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Tablo 4.11. Sterilizasyon 6ncesi pluronik jelin reolojik 6l¢iim bulgulart (n=3)

Doniis Hiz Viskozite (cP) |Kayma Gerilimi| Kayma Hiz1
(rpm) (dyn/cm?) (1/s)
0,10 113.442,00 435,62 0,38
0,20 62.937,00 483,36 0,77
0,30 44.893,33 517,17 1,15
0,40 37.166,50 570,88 1,54
0,50 33.359,20 640,50 1,92
0,60 30.907,33 712,10 2,30
0,70 28.342,00 761,83 2,69
0,80 25.187,75 773,77 3,07
0,90 22.216,44 767,80 3,46
1,00 19.943,00 765,81 3,84
4,5
4,0
3,5
3,0
= 2,5
< 20
E 1,5
s 1,0
0,5
0,0
0 20.000 40.000 60.000 80.000 100.000  120.000
Kayma Hizi (1/s)

Sekil 4.30. Sterilizasyon dncesi termosensitif pluronik jelin 37 °C’deki kayma hizina

kars1 kayma gerilimi grafigi
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Tablo 4.12. Sterilizasyon sonrasi pluronik jelin reolojik 6l¢iim bulgulart (n=3)

Doniis Hiz Viskozite (cP) Kayma Gerilimi Kayma Hiz1
(rpm) (dyn/cm?) (1/s)
0,10 286454,00 1099,98 0,38
0,20 162134,00 1245,19 0,77
0,30 120694,00 1390,39 1,15
0,40 97254,50 1493,83 1,54
0,50 82776,40 1589,31 1,92
0,60 71311,33 1643,01 2,30
0,70 60680,00 1631,08 2,69
0,80 52706,50 1619,14 3,07
0,90 46562,44 1609,20 3,46
1,00 41440,00 1591,30 3,84
4,5
4,0
3,5
3,0

o
L 25
]
§ 20
3
> 15

1,0
0,5
0,0

0 50000 100000 150000 200000 250000 300000 350000
Kayma Hizi (1/s)

Sekil 4.31. Sterilizasyon sonrasi termosensitif pluronik jelin 37 °C’deki kayma

hizina kars1 kayma gerilimi grafigi
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Tablo 4.13 Sterilizasyon sonrasi SP iceren pluronik jelin reolojik 6l¢iim bulgular

(n=3)
Doniis Hizi (rpm) | Viskozite (cP) | Kayma Gerilimi Kayma Hiz1
(dyn/cm?) (1/s)
0,10 49728,00 190,96 0,38
0,20 29267,00 224,77 0,77
0,30 27972,00 322,24 1,15
0,40 23051,00 354,06 1,54
0,50 19269,60 369,98 1,92
0,60 16489,67 379,92 2,30
0,70 14282,00 383,90 2,69
0,80 12755,75 391,86 3,07
0,90 11396,00 393,85 3,46
1,00 10204,60 391,86 3,84
4,5
4,0
3,5
' 30
1
£ 25
2
S 2,0
1,5
1,0
0,5
0,0
0 10000 20000 30000 40000 50000 60000
Kayma Hizi (1/s)

Sekil 4.32. Sterilizasyon sonrast SP igeren termosensitif pluronik jelin 37 °C’deki

kayma hizina kars1 kayma gerilimi grafigi
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Tablo 4.14. Sterilizasyon sonrast VA igeren pluronik jelin reolojik 6l¢iim bulgulart

(n=3)
Doniis Hizi (rpm)| Viskozite (cP) | Kayma Gerilimi Kayma Hiz1
(dyn/cm?) (1/s)

0,10 185.962,00 714,09 0,38
0,20 102.046,00 783,71 0,77
0,30 74.246,67 855,32 1,15
0,40 59.181,50 909,03 1,54
0,50 49.106,40 942,84 1,92
0,60 41.267,33 950,80 2,30
0,70 34.706,00 932,90 2,69
0,80 29.526,00 907,04 3,07
0,90 25.784,89 891,13 3,46
1,00 23.051,00 885,16 3,84
4,5
4,0
3,5

T 30

£ 25

g

L 20

S
1,5
1,0
0,5
0,0
0 50.000 100.000 150.000 200.000

Kayma Hizi (1/s)

Sekil 4.33. Sterilizasyon sonrasit VA igeren termosensitif pluronik jelin 37 °C’deki

kayma hizina kars1 kayma gerilimi grafigi
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Tablo 4.15. Sterilizasyon sonrast VA, SP ve VA yiiklii mikrokiire iceren pluronik

jelin reolojik 6l¢iim bulgulart (n=3)

Doniis Hizi (rpm) | Viskozite (cP) Kayma Gerilimi Kayma Hizi
(dyn/cm?) (1/s)

0,10 290080,00 1113,91 0,38
0,20 150738,00 1157,67 0,77
0,30 103600,00 1193,47 1,15
0,40 79642,50 1223,31 1,54
0,50 67754,40 1300,88 1,92
0,60 58965,67 1358,57 2,30
0,70 51134,00 1374,48 2,69
0,80 45972,50 1412,28 3,07
0,90 40461,56 1398,35 3,46
1,00 35483,00 1362,55 3,84
4,5
4,0
3,5
3,0

o

S 2,5

2

g 2,0

S 1,5
1,0
0,5
0,0

0 50000 100000 150000 200000 250000 300000 350000
Kayma Hizi (1/s)

Sekil 4.34. Sterilizasyon sonrasit VA, SP ve VA yiiklii mikrokiire igeren termosensitif
pluronik jelin 37 °C’deki kayma hizina kars1 kayma gerilimi grafigi




117

4.3.2.3.3.4.2. Tla¢ Yiiklii Steril Jel Formiilasyonundan in vitro Salim
Deneyleri ve Validasyonu

In vitro salim calismalar1 “Diyaliz Torbas1 Yontemi” kullanilarak Bolim
3.2.3.5.2.°de anlatildig1 sekilde gergeklestirilmistir. Salim deneylerine, ilag yiikli
steril jel formiilasyonlarindan salinan VA, salim orneklerinden HPLC ile analiz
sonucu saptanamaz diizeye gelene kadar devam edilmistir.

Serbest VA ve SP ile VA vyikli mikrokiire igeren steril sonug
formiilasyonlarda, in vivo galigmalar ig¢in optimum salimi saglayacak formiilasyonun
tespit edilebilmesi igin, kitosan veya pluronik jel igerisinde degisik miktarlarda
serbest VA ve SP ile VA yiiklii mikrokiire i¢eren jel formiilasyonlar1 hazirlanmig ve
in vitro salim profilleri elde edilmistir. Bu amagla ilk olarak, pluronik veya kitosan
jellerden hangisi ile ileri formiilasyon calismalarina devam edileceginin tespiti
yapilmistir. Bunun igin, kitosan ve pluronik jellerin ayni hacimleri igerisinde (0,5 mL
jel), ayn1 miktarda VA (16 mg), SP (2,5 mg) ve VA yiikli mikrokiire (i¢ fazinda
%0,1 oraninda PVA iceren; 100 mg) iceren formiilasyonlar1 kullanilmis, elde edilen
sonuglar degerlendirilerek uygun jel tipine karar verilmistir.

Kitosan formiilasyonlarina bakildiginda, VA yiiklii mikrokiire olarak diisiik
molekiil agirlikli polimerden hazirlanmis mikrokiire igeren jel formiilasyonunda
(JK1), jeldeki total VA’ nin % 63,7’si 3. saat sonunda salinirken, % 90,1’°inin 48 saat
sonra salindigi tespit edilmistir. Orta molekiil agirlikli polimerden hazirlanmis
mikrokiireleri igeren kitosan jel formiilasyonunda (JK2) ise jeldeki total VA ’nin %
62,6’s1 3. saat sonunda salinirken, ikinci glin sonunda % 89,9’u salinmistir. Yiiksek
molekiil agirlikli polimerden hazirlanmig mikrokiireleri igeren kitosan jel
formiilasyonunda (JK3) ise 3. saat sonunda jeldeki total VA’ nin %69,2’si salinirken,
ikinci giin sonunda % 93,1°i salinmustir (Sekil 4.35.).

Pluronik formiilasyonlarindan salim bulgular1 incelendiginde, VA yiikli
disiik molekiil agirlikli  polimerden hazirlanmig  mikrokiire iceren jel
formiilasyonunda (JP1), jeldeki total VA’nin % 48,9°u 3. saat sonunda salinirken,
24’{incii saatte % 66,31, altinc1 glin sonunda % 67,2’si salinmigtir. Orta molekiil
agirhikli polimerden hazirlanmis mikrokiireleri iceren pluronik jel formiilasyonunda

(JP2), 3. saat sonunda jeldeki total VA’nin %58,8’1 salinirken, birinci giin sonunda %
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77,31, altinct glin sonunda ise % 78,1°1 salinmustir. Yiiksek molekiil agirlikli
polimerden hazirlanmis mikrokiire igeren pluronik jel formiilasyonunda (JP3) ise 3.
saat sonunda jeldeki total VA’nin % 75,7’si salinirken, birinci giin sonunda % 83,8°1,

altinci giin sonunda ise % 85,31 salinmustir (Sekil 4.35.).

Tablo 4.16. Jel formiilasyonlarindan zamana kars1 % Kiimiilatif VA salim degerleri

Zaman % Kiimiilatif VA Salim Degerleri
(giin) JP1 JP2 JP3 JK1 JK2 JK3
0,0 29,9 36,1 27,6 35,4 28,3 37,7
0,1 48,9 58,8 55,9 63,8 62,7 69,3
0,3 60,3 71,9 75,7 77,3 75,2 82,2
0,5 64,8 75,9 82,3 86,1 80,4 87,5
1,0 66,4 77,3 83,8 89,2 85,3 90,3
2,0 66,9 77,7 84,6 90,1 89,9 93,1
3,0 67,1 77,9 84,9
4,0 67,2 78,0 85,0
5,0 67,2 78,1 85,2
6,0 67,3 78,1 85,4
100
——JP1
£ == = O= =
= ~ ~ R R =il |P2
(%] \g \g \g 4
E 3
b=
£ = K1
:Q
e == JK2
JK3
20
10
0
0 1 2 3 4 5 6 7
Zaman (giin)

Sekil 4.35. Ilag yiiklii steril jel formiilasyonlarindan VA salimi
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On denemeler sonucunda ilag yiiklii steril pluronik jelden VA salimmin daha
uzun siire ve daha stabil bir profil sergiledigi goriilmiis ve ileri ¢aligmalarina Pluronic
jel bazli formiilasyonlar ile devam edilmistir. PCL mikrokiire formiilasyonlarindan
elde edilen sonuglara gore, daha yliksek VA enkapsiilasyon etkinligi ve daha uzun
stireli salim profili elde edilmesi nedeni ile PCL Mn 70000-90000 polimeri ile
hazirlanan ve i¢ fazinda %0,1 oraninda PVA igeren mikrokiire formiilasyonlari ile
calismalara devam edilmistir.

Optimum salim profilini bulmak {izere yapilan ileri formiilasyon
calismalarinda, 0,5 mL steril pluronik jel i¢erisinde sabit miktarlarda VA (16 mg) ve
SP (5 mg) ve degisen miktarlarda VA yiikli mikrokiire igeren (formiilasyonlarda VA
miktar1: 500 mg — JP6, 300 mg — JP5, 250 mg — JP4) jel formiilasyonlar1 hazirlanmis
ve salim ¢aligmalar1 yapilmistir. Ayni formiilasyonlarin SP icermeyenleri ile de, SP
aktivitesinin gosterilmesi amaci ile salim ¢alismalar1 yapilmistir.

Bu ¢aligmalarda, birinci giin sonunda igerisinde yiiksek molekiil agirlikli PCL
polimeri ile hazirlanan mikrokiireleri igeren pluronik jel formiilasyonundan 500 mg
mikrokiire i¢eren formiilasyonda (JP6) birinci giin sonunda total VA’nin % 56,7’si
salmirken, 300 mg mikrokiire igeren jel formiilasyondan (JP5) VA’nin % 79,51, 250
mg mikrokiire iceren jel formiilasyondan (JP4) ise VA ’nin % 86,6’s1 salinmustir. JP6
formiilasyonundan on besinci giin sonunda total VA’nin % 77,6’s1 salinirken, JP5
formiilasyonundan altinc1 giin sonunda VA’nin % 89,2’si, JP4 formiilasyonundan
altinc1 glin sonunda VA’nin % 89,2’si liclincli giin sonunda % 91,6’s1 salinmustir.
Steril pluronik jel formiilasyonlarindan VA salim profilleri Sekil 4.36.’da

gosterilmistir.
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Tablo 4.17. Pluronik jel formiilasyonlarindan zamana kars1 % Kimiilatif VA salim

degerleri
% Kiimiilatif VA Salim Degerleri

Zaman (giin) JP6 JP5 JP4
0,04 6,9 19,5 19,7
0,13 18,6 449 39,9
0,25 32,6 66,1 57,5
0,50 447 79,8 73,0
1 56,7 86,6 79,5
2 64,6 90,1 82,9
3 70,6 91,6 84,4
4 73,5 92,3 85,2
5 74,4 92,5 85,6
6 74,8 92,7 85,8
7 75,1 92,7 86,0
8 75,1 92,8 86,1
9 76,2 92,8 86,1
10 76,7 92,8 86,2
11 76,9 92,9 86,2
12 76,9 92,9 86,2
13 77,0 92,9 86,2
14 77,2 92,9 86,3
15 77,3 92,9 86,3
16 77,4 86,3
17 77,5 86,3
18 77,6 86,3
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Sekil 4.36. Ilag yiiklii steril pluronik jel formiilasyonlarindan VA salimi

4.3.2.3.3.4.3. In Vitro Sahm Deneyleri Sonrasinda Serratiopeptidazin

Aktivitesinin Incelenmesi

Boliim 3.2.3.5.3.2.”de anlatildig1 sekilde yapilmistir.

Pluronik jel ve diisiik, orta ve yiiksek molekiil agirlikli PCL mikrokiireleri ile
hazirlanan jel formiilasyonlarindan salim Ornekleri ile yapilan SP aktivitesi
deneylerinde, 2,5 mg total SP igeren JP1 formiilasyonunda 2 giin, JP2
formiilasyonunda 1 giin, JP3 formiilasyonunda 2 giin; yiiksek molekiil agirlikli PCL
mikrokiireleri ile hazirlanan ve 5 mg total SP igeren JP4 formiilasyonunda 4 giin, JP5
ve JP6 formiilasyonlarinda ise 6 giin boyunca olgiilebilen SP aktivitesi degerleri
tespit edilmistir. Ol¢iim sonuglar1, SP icermeyen jel formiilasyonlarindan elde edilen

salim orneklerinin kor olarak kullanilmasi ile hesaplanmustir.
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Sekil 4.37. Ilag iceren steril pluronik jel formiilasyonlarindan elde edilen salim

numuneleri iizerinde yapilan serratiopeptidaz aktivitesi deney sonuglari (n=6)

(Formiilasyon kodlart igin bkz. Tablo 3.5.)

4.3.2.3.3.4.4. Hazrrlanan Steril Preparatlarin In Vitro Antibiyofilm
Aktivitesinin Incelenmesi

4.3.2.3.3.4.4.1. In Vitro Ortamda Biyofilm Olusturulmasi

Bolim 3.2.3.6.1.°de anlatildigi gibi mikrotitrasyon plaklarinda biyofilm
olusturulmustur. Yontemin caligabilirliginin tespit edilmesi amaci ile, ila¢ yiikli
steril jel formiilasyonlarmin uygulanmasindan 6nce, VA ve SP’nin pH 7,4 PBS
igerisindeki farkli konsantrasyonlardaki ¢ozeltileri hazirlanarak deneyler yapilmistir.
SP’nin tek basina biyofilm yapisini kirabildgini gostermek amaci ile, SP igeren pH
7,4 PBS c¢ozeltisi ile kontrol grubu olarak sadece pH 7,4 PBS tampon ¢ozeltisi
uygulanmig biyofilm igeren kuyucuklarin SEM (Nova Nanosem 430) goriintiileri

cekilmis ve serratiopeptidazin biyofilmi parcaladigr Sekil 4.38.’de gosterilmistir.
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(A)

(B)
Sekil 4.38. Mikrotitrasyon plagi kuyucuklar igerisinde olusmus biyofilm tabakasi

(A: SP uygulanmamis, B: SP uygulanmis)
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Yontemin  uygulanabilirliginin ~ gdsterilmesi ~ amaci  ile  farkh
konsantrasyonlarda SP ve VA igeren PBS pH 7,4 ¢ozeltileri ile on denemeler
yapilmistir. Sekil 4.39.da SP ve VA iceren PBS pH 7.4 ¢ozeltileri ile muamele
sonrasinda biyofilmi olusturan S. epidermidis bakterilerinin sayilarini belirlemek
amaciyla TSA besiyeri igeren plaklara ekilmesi sonrast olusan Kkolonileri

goriilmektedir.

Sekil 4.39. SP ve VA igeren PBS pH 7,4 ¢ozeltileri ile muamele sonrasinda biyofilm

olusturan S. epidermidis bakterilerine ait koloniler

Tablo 4.18.’de farkli konsantrasyonlarda serratiopeptidaz ve vankomisin HCI
iceren PBS pH 7,4 cozeltilerinin igerikleri ve elde edilen deney sonuglar
goriilmektedir. Her bir ¢6zelti VA’ ’nin farkli konsantrasyonlarina kars1 SP icermeyen

veya artan miktarlarda SP igerecek sekilde hazirlanmstir.
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Tablo 4.18. SP ve VA igeren PBS pH 7,4 ¢ozeltilerinin igerikleri ve antibiyofilm

aktivitesi sonuglari

Vankomisin HCI | Serratiopeptidaz Cozelti ile
Konsantrasyonu miktari inkiibasyon SONUC
(VA kons.x sonucu iireyen
jeldeki oran) koloni sayis1 (n=3)
(cfu/mL)
3 mg/mL x0 *tntc Antibiyofilm
X 50a 4,2x10° Aktivitesi
X200a 3.9x10° gosterilmistir
256 ng/mL X0 tntc Antibiyofilm
X 50a 3,76 x10° Aktivitesi
X 200a 3.8x10° gosterilmistir
16 pg/mL X0 *tntc Antibiyofilm
X508 m— Aktivitesi VA
konsantrasyonunun
X 200a *tntc yetersiz kalmasi
nedeni ile
gosterilememistir
256 pg/mL X0 *tntc Antibiyofilm
X10a *tntc Aktivitesi
X 25a 15 x10° gosterilmistir
X 50a 2,2 x10°
*tntc: too numerous to count
43233442 1la¢ Yiikli Jel Formiilasyonlarimin  Antibiyofilm

Aktivitesinin Gosterilmesi

Boliim 3.2.3.6.2.1.’de anlatildig: sekilde, ileri formiilasyon ¢aligsmalari sonucu

secilen, 16 mg VA, 2,5 mg veya 5 mg SP ve 100 mg, 250 mg, 300 mg ve 500 mg VA

yikli  yiiksek molekiil

agirlikl

PCL

ile hazirlanmig

steril  pluronik

jel

formiilasyonlarinin (sirast ile JP3, JP4, JP5, JP6) ve bu formiilasyonlarin SP

icermeyen sekillerinin in vitro antibiyofilm aktivitesi degerlendirilmis, ancak SP
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iceren ve SP icermeyen jel formiilasyonlarinin in vitro antibiyofilm aktiviteleri
arasinda anlamli bir fark bulunamamistir. Bu sonuglar bize VA ile SP arasinda, jel
formiilasyonunun pH’smma baglhi bir etkilesim oldugunu gosterdiginden
formiilasyonlarda degisiklige gidilmistir. Degistirilen icerikler Tablo 4.19.’da
goriilmektedir.

Farkli miktarlarda F8 formiilasyon kodlu mikrokiire ile serbest halde VA ve
SP igeren, steril pluronik jel formiilasyonlar1 (PBS pH 7,4 tamponu ile hazirlanan)
hazirlanarak bu yontem ile antibiyofilm aktiviteleri denenmistir. Tablo 4.19.°da
goriildiigii gibi serratiopeptidaz igermeyen formiilasyon ile muamele edilen biyofilm
tabakasindan elde edilen koloni sayisi ortalama 1,64x10" (n=9) iken, 25 mg SP
iceren formiilasyon ile muamele edilen biyofilm tabakasindan elde edilen koloni

sayis1 ortalama 7,7X106’ya diismiistiir.

Tablo 4.19. Biyofilm tabakasi {izerine yerlestirilen ilagl steril jel formiilasyonlar1 ve

inkiibasyon sonucunda iireyen koloni sayilari

Formiilasyon Formiilasyon Koloni Sayisi

Kodu* (0,5 mL Pluronik Jel) (cfu/ml) n=9

JP7 200 mg MK 1,64 x10’
0SP
4 mg VA
JP8 200 mg MK 7,7 x10°
25 mg SP
4 mg VA
JP9 200 mg MK 1,8 x10’
50 mg SP
4 mg VA
JP10 100 mg MK N.D.**
0SP
4 mg VA
JP11 100 mg MK 1,2 x10’
25 mg SP
4 mg VA

JP12 100 mg MK 5,43 x10’
50 mg SP
4 mg VA

*bkz. Tablo 3.7.
** N.D.: Not determined
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Antibiyofilm aktivitesi en yiiksek olan jel formiilasyonu 200 mg mikrokiire,
25 mg SP, 4 mg VA igeren JP8 formiilasyonu olmustur. Bu nedenle in vivo
caligmalarda kullanilmak {izere bu formiilasyon se¢ilmistir.

Bu formiilasyonun in vitro salim deneyleri yapilarak VA salim profili, salinan
VA’nin kimyasal ve mikrobiyolojik aktivitesi, salinan SP’nin aktivitesi ve salim

orneklerinin In vitro antibiyofilm aktivitesi degerlendirilmistir.

4.3.2.3.3.4.5. Steril Sonug¢ Jel Formiilasyonu Uzerinde Yapilan in vitro

Deneyler

4.3.2.3.3.45.1. Steril Sonu¢ Jel Formiilasyonunda Kullamilan Enzim-
Antibiyotik-Polimerler Arasindaki Olas1 Etkilesimlerin

Incelenmesi

llag yiiklii steril sonug jel formiilasyounda kullanilan VA, SP ve VA yiiklii
mikrokiire ile pluronik jel arasinda olast kimyasal etkilesimlerin varligini
degerlendirmek amaci ile yapisal inceleme i¢in Bolim 3.2.3.6.3.’te anlatildig
sekilde DSC analizleri yapilmistir.

DSC termogramlar1 incelendiginde, ila¢ yiiklii steril pluronik jelin DSC
termograminda, PCL’ye ait erime piki ve pluronike ait erime piklerinin yer aldigi

goriilmektedir.
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Sekil 4.40. Steril sonug jel formiilasyonuna ait DSC termogrami

4.3.2.3.3.45.2. Steril Sonu¢ Jel Formiilasyonundan in vitro Sahm

Deneyleri

In vitro antibiyofilm aktivitesi deneyleri sonucu, antibiyofilm aktivitesi en
yiiksek bulunan ilag yiiklii steril jel formiilasyonu sonug formiilasyon olarak se¢ilmis
ve bu formiilasyonun Bolim 3.2.3.6.4.’te anlatildig1 sekilde in vitro salim deneyleri
yaptlmigtir. Buna gore in vitro antibiyofilm aktivitesi en yiiksek olan jel
formiilasyonunun JP8 formiilasyon kodlu, 0,5 mL steril pluronik jel i¢erisinde 4 mg
serbest VA, 25 mg serbest SP ve 200 mg yiikksek molekiil agirlikli PCL ile
hazirlnamis VA ylikli mikrokiire igeren jel formiilasyonu oldugu yapilan deneyler

sonucu gorilmiistiir.
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4.3.2.3.3.45.2.1. Steril Sonug Jel Formiilasyonundan VA Salim Profili

Steril sonu¢ jel formiilasyonundan in vitro salim deneyleri Bolim
3.2.3.6.4.1.’de anlatildig1 sekilde yapilmistir. Her 6rnek alma zamaninda salim
ortaminin tamami alinarak VA miktar tayini icin HPLC analizi yapilmais, yerine ayni
hacimde taze ortam koyulmustur. Salim galismalarina, salim numunelerindeki VA
kondantrasyonu HPLC analizi ile tespit edilemez diizeye inene kadar devam
edilmistir.

Steril sonug jel formiilasyonundan VA salim profili incelendiginde, birinci
giin sonunda jel formiilasyonundaki total VA’nin %67,8’inin, ikinci giin sonunda
%69,9’unun, yirmibesinci giin sonunda ise %74,5’inin salindig1 goriilmistiir. Elde

edilen VA salim profili Sekil 4.41."de goriildiigii gibi olmustur.
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Sekil 4.41. JP8 jel formiilasyonundan Zamana kars1 % Kiimiilatif VA Salim profili

4.3.2.3.3.45.2.2. Steril Sonu¢ Jel Formiilasyonundan Salinan SP’nin in

vitro Aktivitesinin Degerlendirilmesi

Bolim 3.2.3.6.5.°te anlatildig1 gibi salim orneklerinde SP aktivitesi tayini

yapilmistir.
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0,5 mL steril pluronik jel icerisinde 4 mg serbest VA, 25 mg serbest SP ve
200 mg yiiksek molekiil agirlikli PCL ile hazirlnamis VA yiiklii mikrokiire igeren jel
formiilasyonu JP8 formiilasyon kodlu sonug jel formiilasyonunda 10 giin boyunca
dlgiilebilen SP aktivitesi degerleri tespit edilmistir (Sekil 4.42.). Ol¢iim sonuglari, SP
icermeyen jel formiilasyonlarindan elde edilen salim orneklerinin kor olarak
kullanilmasi ile hesaplanmustir.

Sonu¢ jel formiilasyonundan  %kiimiilatif SP  salimi  degerleri
hesaplandiginda, birinci giin sonunda formiilasyon igerisindeki total SP’nin

%41,8’inin hizl1 bir salim ile salindig1 goriilmektedir (Sekil 4.43.).
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Sekil 4.42. Sonug jel formiilasyonlarindan elde edilen salim numuneleri iizerinde

yapilan serratiopeptidaz aktivitesi deney sonuglari (n=6)
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Sekil 4.43. Sonug jel formiilasyonundan zamana kars1 % Kiimiilatif SP salim1 profili

4.3.2.3.3.45.2.3. Steril Sonu¢ Jel Formiilasyonundan Sahman Salim

Orneklerinin Antimikrobiyal Aktivitesi

Konsantrasyonu belli VA ¢ozeltileri yerine salim numunelerinin kullanilmasi
ile Bolim 3.1.5.°te anlatildig1 sekilde yapilmistir. Salim numunelerindeki VA’ ’nin
MIK degerleri incelendiginde, salim numunelerindeki VA’nin birinci giinden sonra

MIK aktivitesi gdstermedigi goriilmektedir.

Tablo 4.20. Salim numunelerinin MIK degerleri

Salim Ornegi MIK Degerleri (cukur sayisi)
1 saat 9
3 saat 9
6 saat 8
12 saat 6
1 giin 6
2 giin >1
3 giin >1
4 giin >1

5-6 giin >1
7 glin >1
8 giin >1
9 giin >1
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4.3.2.3.3.45.24. Steril Sonu¢ Jel Formiilasyonundan Sahnan Salim

Orneklerinin in vitro Antibiyofilm Aktivitesi

Bolim 3.2.3.6.5.2.’de anlatilan yontem ile salim numuneleri kullanilarak

gosterilmistir.

Tablo 4.21. Biyofilm tabakasi lizerine yerlestirilen salim numunelerinin inkiibasyon

sonucunda lireyen koloni sayilari

Salim Ornegi

Total bakteri sayisi (cfu/ml)

1 saat 9.0x 10*
3 saat 7.2 x 10
6 saat 9.4 x 10°
12 saat 5.3 x 10°
1 giin 6.6 x 10°
2 giin 4.6 x 10°
3 giin 7x10°
4 glin 9.5 x 10°
5-6 giin 43x 10°
7 giin 5.7 x 10°
8 giin 2.5 x 10°

4.4. In vivo Pilot Calismalar

Yeni Zelanda tipi albino tavsanlar kullanilarak in vivo kosullarda medikal

cihaz uygulamalarina bagli olarak gelisen biyofilm bazli osteomiyelit taklit edilmeye

calisilmig, tavsanlarda olusturulan biyofilm bazli osteomiyelitin tedavisi in vitro

antibiyofilm c¢aligmalar1 sonucu segilen sonu¢ jel formiilasyonu kullanilarak

degerlendirilmistir.
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4.4.1. In vivo Cahsmalarda Kullamlacak Biyofilm Kaph implantin
SEM Goriintiileri

Tavsanlara cerrahi uygulama yapilmasindan Once, biyofilm kaplanan
implantlarin  ylizeyinde biyofilm olusumunun gosterilmesi amaci ile Bolim
3.2.4.1.’de anlatildig1 sekilde 24 saatlik inkiibasyon sonunda biyofilm kaplandigi
diisiiniilen implantlarin SEM goriintiileri alinmistir. SEM analizi sonucu elde edilen

goriintililer Sekil 4.45.”de goriildiigl gibidir.

Sekil 4.45. Cerrahi islem 6ncesi hazirlanan biyofilm kapli implant ytizeyi

44.2. Tavsanlara Tedavi Uygulamasim Takiben Yapilan

Degerlendirmeler

Cerrahi iglem uygulamasini takiben iig¢lincii hafta sonunda tavsanlar Gtenazi
edilmistir. Otenazi sonrasi cerrahi miidahalenin yapildigi bélge acilmustir. Ilag
uygulanmayan osteomiyelit grubu ve ilag uygulanan tedavi grubundaki tavsanlarin
cerrahi miidahalenin yapildig1 bolgelerinin {igiincii hafta sonundaki goriintiileri Sekil

4.46°daki gibi olmustur. Sekiller incelendiginde, tedavi uygulanmayan tavsanda,
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tedavi uygulanan tavsana gore gozle goriilebilir oranda yiiksek biyofilm olusumu

goriilmektedir.

Cerrahi islem géren bolgede
olusan enfeksiyon yapisi

Cerrahi islem goren bolgede
olusan enfeksiyon yapisi

Sekil 4.46. Otenazi islemini takiben cerrahi miidahalenin yapildigi bolgenin

goriintiisii A: Osteomiyelit grubu, B: Tedavi grubu

4.4.2.1 Mikrobiyolojik Degerlendirmeler

Tavsanlara cerrahi islem uygulanmasini takiben iiglincii hafta sonunda
tavsanlar 6tenazi edilmis ve cerrahi islem goren bolge acilarak implantlarin bir kismi
¢ikarilmis ve Bolim 3.2.4.3.1.’de anlatilan yontem ile implantlar altinla kaplanarak
SEM goriintiilleri  alinmigtir.  Jel formiilasyonunun uygulanmadigi  kontrol

gurubundaki tavsandan ¢ikarilan implanta ait SEM gorlntisi ve el
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formiilasyonunun uygulandig: tedavi gruplarindan ¢ikarilan implantlarin goriintiileri

Sekil 4.47., 4.48. ve 4.49.’da goriilmektedir.

Sekil 4.47. Al (X 200),A2 (X 6000),3 (X 25000): Osteomiyelit Grubu tavsandan

¢ikarilan implantin SEM goriintiisii
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Sekil 4.48. B1 (X 200), B2 (X 6000), B3 (X 25000): Tedavi Grubu I No’lu

tavsandan ¢ikarilan implantin SEM goriintiisii
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Sekil 4.49. C1 (X 200), C2 (X 6000), C3 (X 25000): Tedavi Grubu 2 No’lu

tavsandan ¢ikarilan implantin SEM goriintiisii

SEM goriintiileri incelendiginde, osteomiyelit grubu tavsanindan ¢ikarilan
implant yilizeyinde olusan biyofilm tabakasinin tedavi grubu tavsanlarindan cikan
implant yiizeylerinde olusan biyofilm tabakasina oranla daha yaygin ve kalin yapida

oldugu goriilmektedir.
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5. TARTISMA

Bu boliimde tez ¢alismalar1 boyunca siirdiiriilen deneysel ¢alismalarin ve bu
caligmalardan elde edilen bulgularin degerlendirmesi yapilacak ve bu sonuglar
literatlir verileriyle karsilagtirilarak tartisilacaktir. Bu amacgla etkin madde
Vankomisin hidrokloriiriin  (VA) fizikokimyasal ve mikrobiyolojik o6zellikleri,
serratiopeptidazin  fizikokimyasal ozellikleri, VA  igeren  mikrokiire
formiilasyonlariin hazirlanmasi, elde edilen mikrokiirelerin sterilizasyon oncesi ve
sonrast in vitro karakterizasyonu (liretim verimleri, partikiil biiyiikliikleri, morfolojik
ozellikleri, VA yiikleme etkinlikleri, in vitro deney salim sonuglari, sterilite testleri),
steril ilag ve mikrokiire yiikli jel formiilasyonlarinin hazirlanmasi, in vitro
karakterizasyonlari (jellesme sicakligi, viskoziteleri, pH degerleri, in vitro VA salim
sonuglari, salinan SP’nin aktivite sonuglari), in vitro biyofilm olusturulmasi ve jel
formiilasyonlarinin antibiyofilm aktivitelerinin incelenmesine iliskin deneysel

bulgular degerlendirilmistir.

5.1. Vankomisin Hidrokloriiriin Fizikokimyasal ve Mikrobiyolojik

Ozellikleri ile ilgili Cahsmalar

Tez calismamizda, formiilasyon ¢alismalarma  baslamadan  Once
antimikrobiyal etkin madde olan VA ile ilgili fizikokimyasal ve mikrobiyolojik
ozellikler incelenmis, sonuglar literatiir verileriyle karsilastirilarak maddenin
standardizasyonu ve saflik kontrolleri yapilmistir. Bu amacla, oncelikle VA’nin
erime derecesi Ol¢iilmiis, UV ve IR spektrumlart alinmistir. Buna gore, VA’ nin pH
7,4 fosfat tamponunda literatiire uygun olarak (101) 280 nm’de maksimum
absorbans verdigi saptanmistir (Sekil 4.1.). VA’nin Bolim 3.1.3.°te belirtildigi
sekilde cekilen IR spektrumunda, 600-1000 cm™ dalga boylari arasinda goriilen
yogunluk, aromatik halkanin varligini1 gostermektedir. 3291, 1664, 1508, 1399, 1229,
1127, 1062, 1025 ve 147 cm™ dalga boylarinda gozlenen absorbsiyon bantlar (Sekil
4.2.) ve ayrica DSC termogramlart (Sekil 4.3.) da literatiir bulgulariyla uyumlu
bulunmustur (121,122) MIK konsantrasyonunu saptamak icin B&lim 3.1.5.°te
anlatildig sekilde yapilan tayinde VA’ nin MiK degeri 2 png/mL olarak belirlenmistir.
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VA’nin Staphylococcus epidermidis bakterisine karst MIK degerinin <4 pg/mL
araliginda oldugu literatiirde bildirilmektedir (111) .

5.1.1. Vankomisin Hidrokloriiriin Miktar Tayini ve Validasyonu

Vankomisinin miktar tayini i¢in literatiirde, mikrobiyolojik yontemler (100) ,
kiitle spektroskopisi (101) , biyoassay, radyoimiinoassay (RIA), floresans
polarizasyon immiinoassay (FPIA) (102) ve yiiksek performansli sivi kromatografisi
(HPLC) (103-105) yontemleri kullanilmaktadir. Tezimizde, in vitro ¢alismalar igin,
bu yontemler i¢inde diisiik miktarlardaki VA’y1 yiiksek hassasiyet ve dogruluk ile en
hassas ve 6zgiin bir sekilde saptayan yontem olmasi nedeni ile HPLC yodnteminin
kullanimina karar verilmistir.

VA’nin 9 farkli konsantrasyonda hazirlanan ¢ozeltileri ile olusturulan
kalibrasyon dogrusu ve kalibrasyon dogrusuna iliskin denklem Sekil 4.5.°te
verilmistir. Validasyon parametrelerinden regresyon katsayist 00,9993 olarak
hesaplanmistir. Boylece, bu degerler ile calisilan aralikta VA ig¢in elde edilen
kalibrasyon dogrusunun dogrusalligi gosterilmistir. Bu kapsamda ayrica, tekrar
edilebilirlik, tekrar elde edilebilirlik ve gilinler arasi farklilik ile analiz siiresince
stabilite, gozlenebilirlik siir1 ve alt tayin limiti saptanmistir. Literatiire gore,
varyasyon katsayisinin (VK) %2’nin altinda olmasi istenmektedir. VK’nin %2’nin
altinda olmasi, yontemin istatiksel yayiliminin diisiik oldugunu, tekrarlanabilirlik ve
tekrar elde edilebilirlik degerlerinin kabul edilebilir 6l¢iide fark gosterdigini
belirtmektedir. Elde edilen degerlere iliskin varyasyon katsayilari (VK<%2) ile
tayinin hassas ve tekrarlanabilir oldugu kanitlanmig, ayrica formiilasyonlarda
kullanilacak maddelerin ve ortamlarin analiz esnasinda birbiriyle herhangi bir girisim
olusup olusturmadigi Bolim 3.2.1.5.1.4.°te anlatildigi sekilde incelenmis ve
formiilasyonlara giren PCL mikrokiirelerin salim ortami igerisindeki ornekleri, su
icerisinde kitosan ¢dozeltisi, su icerisinde pluronik c¢ozeltisi, su igerisinde SP
¢ozeltisinin VA’nin HPLC analizi kosullarinda VA piki ile herhangi bir girisim

yapmadig1 gosterilmistir.
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5.2. Serratiopeptidazin Fizikokimyasal Ozellikleri ile ilgili Calismalar

Serratiopeptidazin fizikokimyasal &zelliklerinin incelenmesi amaci ile Boliim
3.2.2.°de anlatildig1 iizere UV ve FT-IR spektrumlari ve DSC termogrami
cekilmisgtir.

5.2.1. Serratiopeptidazin UV Spektrumunun Incelenmesi

Serratiopeptidazin Boliim 3.2.2.1.’de anlatildig1 sekilde pH 7,4 PBS tamponu
icerisinde A=200-400 nm araliginda, UV Spektrumu ¢ekilmis ve maksimum dalga
boyu (Amax) 280 nm olarak belirlenmistir. Serratiopeptidazin maksimum dalga boyu
Ve absorbans spektrumu hakkinda literatiirde 375 nm (123) , 230 nm (124,125) gibi

farkli bulgular s6z konusudur.

5.2.2. Serratiopeptidazin FT-IR Spektrumunun incelenmesi

Bolim 3.2.2.2.°de anlatildig1 sekilde ¢ekilen Serratiopeptidazin FT-IR
spekturumu incelendiginde, C-H baglarina ait gerilim bandi, amid yapisina 6zgi
C=0 gerilim bandi, N-H baginin deformasyon titresimi, C-N baginin gerilim bandi
ve ester yapisina ait C-O bandi gozlenmis ve bulgular literatiir ile uyumlu

bulunmustur (125) .

5.2.3. Serratiopeptidazin DSC Termograminin Incelenmesi

SP’nin DSC termogrami Boliim 3.2.2.3.’te anlatildigi gibi ¢ekilmistir. DSC
termogrami incelendiginde, SP’nin sabit bir erime noktasinin olmadigi, 80-90 °C
arasinda yayvan bir pik verdigi goriilmistiir. Literatiir verileri incelendiginde SP’nin

DSC termogramini veren herhangi bir ¢alisma bulunamamustir.
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5.3. Formiilasyon Calismalari

5.3.1. Mikrokiire Formiilasyonlarinin Hazirlanmasi

Biyofilm bazli medikal cihaz kaynakli osteomiyelitin tedavisi en az 6 haftalik
antibiyotik tedavisi gerektirmektedir, bu nedenle, uzun siireli ilag salimi saglayabilen
bir polimere ihtiya¢ duyulmustur. Mikrokiirelerin hazirlanmasi amaciyla biyouyumlu
ve biyopargalanir, parcalanma {irtinleri asidik mikrogevre olusturmayan ve yiiklenen
etkin maddeyi 1 yila kadar salabilen bir polimer olan polikaprolakton (PCL)
secilmistir (126) . Mikrokiire formiilasyon ¢aligmalarinda PCL’nin ti¢ farkli molekiil
agirligina sahip tipi (diisik Mw 14.000, orta Mn 60.000 ve yiiksek Mn 70.000-
90.000) denemeye alinmustir.

PCL polimeri ile farkli iiretim teknikleri kullanilarak gergeklestirilmig
mikrokiire ¢alismalar literatiirde yer almaktadir (49,127-129) . Tez ¢alismamizda,
suda ¢Oziinen etkin maddelerin enkapsiilasyonunu artirmasi ve istenen mikrokiire
boyutlarinin hazirlama seklindeki modifikasyonlar ile kolaylikla elde edilebilir
olmasi nedenleri ile ¢ift emiilsiyon (double emulsion) (s/y/s) olusturma/¢oziicii
buharlastirma yontemi se¢ilmistir (69,70,130) .

Bu yontemin esasi, suda ¢oziinen etkin madde ve uygun bir ylizey aktif
madde igeren sulu i¢ fazin, uygun organik bir ¢dziicii icerisinde ¢Ozililmiis olan
polimer ¢deltisi ile karistirilarak ilk emiilsiyonun olusturulmasi (s/y), sonrasinda bu
emiilsiyonun uygun bir yiizey aktif madde igeren sulu dis faz ¢ozeltisi icerisine
damla damla siirekli karistirilarak ilave edilmesi ile ¢ift emiilsiyon olusumu ve oda
sicakliginda karistirma ile emiilsiyon damlaciklarini olusturan polimer ¢ozeltisindeki
organik ¢oziictinlin ugurulmasi ile mikrokiirelerin eldesine dayanmaktadir (69)

Literatiir arastirmalar1 sonucu, PCL polimeri ile emiilsiyon olusturma-¢6ziicti
buharlastirma yontemi kullanilarak mikrokiire hazirlanmasinda en yaygin kullanilan
organik ¢oziiciiniin diklorometan (DCM), stabilizan olarak en yaygin kullanilan suda
¢cozlinen yiizey aktif maddenin de polivinil alkol (PVA) oldugu belirlenmis, bu
nedenlerle tez ¢alismalarimizda PCL’yi ¢6zmek amaci ile DCM, su ve organik faz
arast yiizey gerilimini dislirerek emiilsiyon olusumunu artirmak amaci ile yiizey

aktif madde olarak da PVA’nin kullanilmasina karar verilmistir (49,127,130,131) .
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Yapilan 6n formiilasyon c¢alismalarinda degisik ¢oziicii  oranlarn
(diklorometan-DCM) (%5, %10, %15, %20, %30), karistirma hizi (500-1000 rpm),
i¢ ve dis sulu faz polivinil alkol (PVA) oranlar1 (%0,05-0,1) ve diisiik molekiil (Mw
14.000) agirlikli PCL polimeri kullanilarak bos mikrokiirelerde partikiil boyutu
ayarlanmistir. On calismalar sonucu segilen ¢oziicii (%20), ic ve dis faz PVA
(%0,05-0,1/%0,05) oranlari ile karistirma hizi (1000 rpm) sabitlenerek ayni
kosullarda orta (Mn 60.000) ve yiiksek molekiil agirlikli (Mn 70.000-90.000) PCL ile
de mikrokiireler hazirlanmistir.

On formiilasyon calismalari sirasinda, ¢ift emiilsiyon olusumunun hemen
sonrasinda, mikrokiirelerin kiiresellikleri ve ¢ift emiilsiyon olusumunun saglanip
saglanmadigi  Leica optik mikroskobu kullanilarak  arastirilmis,  biitiin
formiilasyonlarin  kiiresele yakin olduklar1 ve c¢ift emiilsiyon olusumunun
gerceklestigi gdzlenmistir.

Calismalar sirasinda, polimeri ¢ozen DCM orani sabitlendiginde, molekiil
agirligy arttikga polimer ¢ozeltisinin viskozitesinin arttigi, bunun sonucu olarak ¢ift
emiilsiyonun olusumu sonrasinda DCM’nin uzaklastirilmasi i¢in yapilan karistirma
esnasinda, ¢oziicli buharlasamadan mikrokiirelerde ¢okme gerceklestigi, bunun da
tiretim veriminde azalmaya neden oldugu goriilmiis; ancak ayni sekilde polimer
cozeltisinin viskozitesindeki artis ile olusan partikiillerin boyutlarinin arttig
gozlenmistir. Literatiirde Yang ve digerlerinin farkli molekiil agirlikli PCL polimeri
kullanarak c¢ift emdiilsiyon olusturma/¢éziicii buharlastirma yontemini kullanarak
yaptiklar1 calismada da molekiill agirligr arttikca {iretim veriminin azaldig

gosterilmistir (130) .

5.3.2. Mikrokiire Formiilasyonlarimin Karakterizasyonu

Bu boliimde, ¢ift emiilsiyon olusturma-¢oziici buharlastirma yontemi ile
hazirlanan PCL mikrokiire formiilasyonlar1 {izerinde yapilan karakterizasyon
caligmalar1 ve sonuglar1 degerlendirilecektir. Bu amagla, morfolojik o6zelliklerin
incelenmesi, partikiil biiyilikliigii tayini, hazirlama verimi, mikrokiirelere yiiklenen
VA miktar tayini ¢aligmalar1 ve in vitro salim deneyleri degerlendirilerek literatiir

bulgulart ile karsilastirilmistir.
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5.3.2.1. Morfolojik Ozellikler

On formiilasyon calismalar1 ile optimize edilen ve diisiik, orta ve yiiksek
molekiill agirhikli  PCL  polimerleri  kullanilarak  hazirlanan ~ mikrokiire
formiilasyonlarinin  yilizey Ozelliklerinin incelenmesi i¢in SEM fotograflari
cekilmistir (Bkz. Sekil 4.10., 4.11., 4.12., 4.13.).

SEM fotograflar1 incelendiginde, diisiik, orta ve yiiksek molekiil agirliklt PCL
ile hazirlanan etkin madde igeren ve igermeyen mikrokiire formiilasyonlarinda
kullanilan i¢ faz PVA oranmin degismesinin (%0,05 - %0,1) mikrokiirelerin yiizey
ozelliklerini  ve  kiireselliklerini  degistirmedigi  gozlenmistir. ~ Mikrokiire
formiilasyonlarinin etkin madde igerip igermemesinin morfolojik 6zellikler {izerinde
etkili olmadigi, biitiin formiilasyonlarin tamamen kiiresele yakin sekilde oldugu ve
yiizeylerinin genel olarak piiriizsiiz oldugu goriilmiistiir. Geraldes ve digerlerinin
(132) yapmis oldugu galismada da, PCL polimeri ile hazirlanan bos ve etkin madde
yiklenmis mikrokiirelerin, etkin madde yilikleme sonrast SEM goriintiileri
incelendiginde, etkin maddenin mikrokiirenin yiizey ozellikleri {tizerinde bir
degisiklige yol agmadigi bildirilmektedir.

Incelemelerde, diisiik ve orta molekiil agirhikli PCL ile hazirlanan
mikrokiirelerin ylizeylerinde yer yer kii¢iik gozeneklere rastlanirken, yiiksek molekiil
agirlikli PCL ile hazirlanan mikrokiirelerin ylizeylerinin gozeneksiz yapida oldugu
goriilmistir. Mikrokiirelerin i¢ yapilart incelendiginde, her lic molekiil agirligindaki
PCL ile hazirlanan mikrokiirelerin de gozenekli yapida oldugu goriilmiistiir (Sekil
4.12. M,N,0). Ayrica, molekiil agirligi arttikga partikiil biiyiikliigliniin arttig
goriilmistir. Yang ve digerlerinin yaptig1 ¢aligmada da, molekiil agirlig arttikca
PCL polimeri ile hazirlanan mikrokiirelerin partikiil biytlikligiiniin  arttig
gosterilmistir (130) .

Sonug olarak, her ii¢ molekiil agirligindaki PCL ile ¢ift emiilsiyon olusturma-
¢Oziicii buharlastirma yontemi ile hazirlanan mikrokiirelerinin SEM goriintiileri
incelendiginde, kiiresele yakin yapida ve pordz i¢ yapiya sahip mikrokiirelerin elde
edildigi, etkin madde yliklenmis veya yiiklenmemis olmasinin kiiresel yapida
herhangi bir farkliliga neden olmadigi goriilmiis ve literatliirde bulgularimizi

destekleyen c¢aligmalarin bulundugu tespit edilmistir (127,133-135) .
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5.3.2.2. Mikrokiirelerin Uretim Verimi

Mikrokiirelerin  tiretim verimi Bolim 3.2.3.3.3.’te anlatildig1 sekilde
mikrokiirelerin liyofilizasyon ile eldesi sonrasi hesaplanmistir. Tablo 4.5.°te
goriildiigii gibi formiilasyonlarin iiretim verimleri % 47,5 - % 80,9 arasinda
degismektedir.

Tablo 4.5. incelendiginde, VA yiikli ve i¢ fazlarinda %0,05 ile %0,1
oraninda PVA igeren ve diisiilk molekiil agirlikli PCL ile hazirlanan mikrokiirelerin
tiretim verimleri siras1 ile % 73,11 ile %74,32 olarak belirlenmistir. Orta molekiil
agirlikli PCL ile hazirlanan VA yiiklii mikrokiirelerde i¢ fazinda % 0,05 PV A igeren
mikrokiirelerin liretim verimi % 59,62, % 0,1 PVA iceren mikrokiirelerin ise %
60,83 oldugu goriilmektedir. Yiiksek molekiil agirlikli PCL ile hazirlanan VA yiikli
mikrokiireler incelendiginde ise, i¢ fazinda % 0,05 oraninda PVA iceren
mikrokiirelerin iiretim verimleri % 47,51, i¢ fazinda % 0,1 oraninda PVA igeren
mikrokiirelerin tiretim verimleri ise % 49,8 olarak belirlenmistir.

Cift emiilsiyon olusturma-¢oziicii buharlastirma teknigi ile hazirlanan
mikrokiirelerde, ayn1 molekiil agirligindaki PCL polimeri ile hazirlanan bos ve VA
yikli mikrokiirelerde, i¢ faz PVA oraninin %0,05’ten 9%0,1’e artirilmas1 ile
mikrokiire tiretim verimlerinde istatistiksel olarak anlamli bir artis gézlenmemistir.
Ayni1 konsantrasyonda PCL polimeri igeren farkli molekiil agirlikli PCL polimeri ile
hazirlanan mikrokiirelerde molekiil agirliginin artmasi ile mikrokiire iiretim verimi
anlamli oranda azalmistir. Uretim verimindeki bu azalmanin, polimer molekiil
agirhigr arttikca polimer ¢ozeltisinin viskozitesinin artmasi ve bunun sonucu olarak
ikincil emiilsiyonun damlacik boyutlarinin biiyiimesi, ikincil emiilsiyonun olusumu
sonrasinda DCM’nin uzaklastirilmas1 i¢in yapilan karistirma esnasinda, ¢oziici
buharlasamadan mikrokiirelerin agirligindan dolayr ¢okmeye baslamasi nedeni ile
oldugu diisiiniilmektedir. Literatiirde Yang ve digerlerinin farkli molekiil agirlikli
PCL polimeri kullanarak ¢ift emiilsiyon olusturma/¢dziicii buharlastirma ydntemini
kullanarak yaptiklar1 calismada da molekiil agirlig1 arttikca iiretim veriminin azaldigi

gosterilmistir (130) .



145

5.3.2.3. Partikiil Biiyiikliigii Tayini

Cift emiilsiyon olusturma-¢oziicii buharlagtirma yontemine gore elde edilen
mikrokiirelerin partikiil biliyiikliiklerini etkileyen faktorler arasinda, karistirma hizi,
karistiricinin geometrisi, dispers ve siirekli fazlarin viskoziteleri, iki faz yiizeyleri
aras1 ylizey gerilimi, polimer konsantrasyonu, stabilizan tiirii ve konsantrasyonu,
karistirma siiresi ve sicakligi yer almaktadir(130,136-139) .

On formiilsayon calismalar1 sonucunda, partikiil biiyiikliigii ve dagilimini
etkileyen bu parametrelerin optimize edilerek sabit tutulmasina karar verilmistir.
Karistirma hizi 1000 rpm, polimer konsantrasyonu %20, i¢ faz stabilizan olarak PVA
konsantrasyonu %0,05 ile %0,1, karistirma siiresi iki saat, karigtirma sicakligi oda
sicakligr olacak sekilde ayarlanmistir. Bu yol ile, partikiil biiyiikligli ve dagilimi
tizerinde etkili olan yontem parametrelerinin etkisi kontrol altinda tutulmustur.

Bolim 3.2.3.3.2.°de verildigi sekilde, diisiik, orta ve yiiksek molekiil agirlikli
PCL polimeri ile hazirlanan mikrokiire formiilasyonlarinin partikiil biyiikliikleri
incelendiginde, partikiil biiyiikliiklerinin 58,05-134,12 um araliginda yer aldig
goriilmektedir. Literatiirde, ¢ift emiilsiyon olusturma-¢6ziicii buharlagtirma yontemi
ile PCL polimeri kullanilarak hazirlanan mikrokiire g¢alismalarinda da benzer
boyutlar elde edilmistir (133,134,140) . Literatiirde ayrica farkli molekiil agirlikli
PCL mikrokiireleri ile ¢ift emiilsiyon olusturma-¢oziicii buharlastirma yiintemi
kullanilarak hazirlanan mikrokiirelerin, ayn1 deney sartlar1 kullanilmasina ragmen,
partikiil boyutlarinin farkli elde edilmesi, kullanilan PCL polimerinin molekiil
agirliklarinin farkli olmasindan kaynaklandigi, bunun nedeninin polimer molekiil
agirhigr arttikga polimer ¢ozeltisinin viskozitesinin artmasindan kaynakli olabilecegi
Yang ve digerlerinin yaptig1 ¢calismada belirtilmistir (130,141) .

Elde edilen veriler degerlendirildiginde, hazirlanan mikrokiirelerin VA yiiklii
ve bos formlarinin partikiil biiyiikliikleri arasinda anlamli bir fark goriilmemistir.
(p>0,05). Ayrica, aym1 molekiil agirlikli PCL polimerleri ile hazirlanan mikrokiire
boyutlarinda, i¢ faz PVA oranlarmin degismesi ile anlamli bir fark goriilmezken
(p>0.05); PCL molekiil agirligr arttikca elde edilen mikrokiirelerin partikiil
biiyiikliiklerinde istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide (p<0,05) fark olustugu

gorilmiistiir.
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Mikrokiirelere ait partikiil biyiikligi dagilimi grafikleri incelendiginde,
biitlin mikrokiire formiilasyonlarinin monodispers dagilimda partikiil biiyiikliigiine
sahip olduklar1 goriilmektedir (Bkz. Sekil 4.14.).

Hazirlanan mikrokiirelerin SEM goriintiileri incelendiginde, mikrokiire
partikiil biytikligii dagiliminin homojen oldugu, ayni polimer konsantrasyonunda
molekiil agirhigr arttikga partikiil biiytikligiiniin arttigr goriilmektedir (Bkz. Tablo
4.4.). Aynm1 konsantrasyonda farkli molekiil agirliginda PCL polimeri i¢ceren PCL
cozeltileri ile hazirlanan mikrokiirelerde benzer sekilde polimer molekiil agirhigi
arttikca partikiil boyutlarmin arttigina iligkin bulgular literatiirde bulunmaktadir
(142) Ayrica, partikiil buyiikliigi arttikca enkapsiilasyon etkinligi ile ilag salim
sliresinin arttigi da literatiirde bildirilmektedir (143) .

Tez ¢alismalarimizda, amacimiz ilag yiikli steril termosensitif jelin minimum
invazyona neden olacak sekilde enjeksiyon yolu ile enfekte bolgeye verilmesidir. /n
vivo caligmalarda jel formiilasyonunu enjekte etmek amaci ile kullanacagimiz
enjektor ucu 21 G olup, i¢ ¢ap1 0,514 mm’dir. Bu enjektor yardimiyla enjeksiyon ile
enfeksiyon bolgesine verilecek olan sonug ilag yiikli steril termosensitif jel
formiilasyonundaki mikrokiire boyutunun, enjektér ucunu tikamadan gegisi
saglayabilecek boyutlarda ve bolgeye enjekte edilme sonrasi en az 6 hafta siire ile
etkin maddeyi etkin konsantrasyonda salabilecek salim profiline sahip olmasi
istenmektedir (52) .

Bu amagla, mikrokiire boyutunun kiiciik modifikasyonlarla kolayca
ayarlanabildigi yontem olan ¢ift emiilsiyon olusturma-¢6ziicli buharlastirma yontemi
secilerek  50-150 pum  partikiil  boyutu araliginda  mikrokiire  lretimi
gerceklestirilmistir.

5.3.2.4. Mikrokiirelere Yiikelenen Vankomisin Hidrokloriir
Miktarinin ve Etkin Madde Yiikleme Etkinliginin

Belirlenmesi

On formiilasyon calismalar1 sonras1 optimize edilen diisiik, orta ve yiiksek

molekiil agirliklt PCL ile hazirlanan mikrokiire formiilasyonlara yiiklenen VA ve
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yiikkleme etkinligi Bolim 3.2.3.3.4.’te anlatildig1 sekilde incelenmis ve sonuglar
Tablo 4.6.’da verilmistir.

Tablo 4.6.’da goriildiigii gibi, mikrokiire formiilasyonlarinda kullanilan PCL
polimerinin molekiil agirliginin artisi ile i¢ faza yiiklenen VA miktarinin da istatiksel
olarak anlamli miktarda arttigi goriilmistiir (p<0,05). Bu artisin nedeni olarak, PCL
polimerinin molekiil agirligindaki artis ile artan partikiil blyiikligi ile baglantili
olabilecegi diisiiniilmiistiir. I¢ faz PVA oranlarindaki artisin da, ayn1 polimer molekiil
agirhigina sahip PCL polimerleri ile hazirlanan mikrokiire formiilasyonlarinin
enkapsiilasyon etkinliklerinde bir artisa neden oldugu, ancak bu artisin istatiksel
olarak anlamli olmadig1 goriilmiistiir

Elde edilen sonuclar incelendiginde, polimerin molekiil agirhig arttikca
enkapsiilasyon etkinliginin istatiksel olarak anlamli oranda arttigi goriilmektedir.
Ayni molekiil agirlikli PCL ile hazirlanan farkli PVA i¢ faz konsantrasyonlarina
sahip olan mikrokiireler degerlendirildiginde, PVA konsantrasyonun %0,05’ten %0,1
cikmasiyla enkapsiilasyon etkinliginde bir artisin meydana geldigi, ancak bu artigin
istatistiksel olarak anlamli olmadig1 belirlenmistir.

Polimer molekiil agirligr arttikca daha yogun polimer sarmalina daha ¢ok
etkin maddenin hapsolmasi nedeni ile polimer molekiillerinin i¢ine aldig1 VA miktar
artmustir. Kim ve digerlerinin farkli molekiil agirliklarinda PCL polimeri ve felodipin
etkin maddesi kullanarak hazirladiklar1 mikrokiirelerde, polimer molekiil agirlig
arttikca organik fazin viskozitesinin arttig1, bu nedenle etkin maddenin mikrokiire
sertlesmesi tamamlanmadan dis su fazina difiizyonunun azaldigi, bunun sonucu
olarak da polimer molekiill agirhigi arttikca enkapsiilasyon etkinliginin arttig

belirtilmistir (144) .

5.3.25.FT-IR ile Mikrokiirelerin  Yapisal  Ozelliklerinin

Incelenmesi

Boliim 3.2.3.3.5.1.’de anlatildig: gibi gerceklestirilmistir. Bos PCL mikrokiire
ve VA yiikli mikrokiire ile VA’nin FT-IR spektrumlari incelendiginde, VA’ ’nin
spektrumuna ait piklerin VA yiiklii PCL mikrokiirenin spektrumunda bulunmadig,

bos PCL mikrokiire ile VA yiiklii PCL mikrokiirenin spektrumlar1 arasinda da farkli
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piklerin olmadig: goriilmektedir (Bkz. Sekil 4.15.). VA’nin piklerinin VA yiiklii PCL
mikrokiirenin spektrumunda goriillmemesi VA’nin tamaminin PCL mikrokiire
igerisine hapsoldugunu gostermektedir. VA yiikli ve bos PCL mikrokiirelerin
spektrumlar1 arasinda bir fark olamamasi da, VA yiliklemenin PCL yapisinda
herhangi bir bozulmaya ve etkilesmeye neden olmadigim1 gostermektedir. PCL

mikrokiirelerin FT-IR spektrumlari literatiir ile uyumlu bulunmustur (132,145) .

5.3.2.6. DSC ile Mikrokiirelerin Termodinamik Ozelliklerinin

Incelenmesi

Bolim 3.3.3.5.2°de anlatildigi sekilde gergeklestirilmistir. Bos PCL
mikrokiire ve VA yiikli mikrokiire ile VA’nin DSC termogramlari incelendiginde,
bos PCL mikrokiire ile VA yiikli PCL mikrokiirenin termogramlarindaki erime
piklerinin ortlistiigii goriilmektedir. Formiilasyona gire PCL polimerinin tek basina
VA’nin verdigi yayvan erime piki ile bir etkilesme yapmadigi gésterilmistir. Etkin
madde ytliklenmis mikrokiirelerde ise, VA’nin termograminda goriilen yayvan erime
pikinin, VA vyiikli PCL mikrokiirenin termograminda ortadan kayboldugu
goriilmiistiir (Bkz. Sekil 4.16.). Bu durum, etkin maddenin, PCL mikrokiire matriksi
icinde homojen ve kat1 halde disperse oldugunu, kristalize yapinsin ortadan kalkarak
amorf halde mikrokiire yapisina girdigini gostermektedir. PCL mikrokiirelerin DSC

termogramlari literatiir ile uyumlu bulunmustur (132) .

5.3.2.7. In Vitro Sahm Deneyleri

Literatiirde, VA ytiklii mikrokiirelerden salim ¢aligmalarinda genellikle salim
ortam1 olarak pH 7,4 PBS tamponu kullanildig1 ve deneylerin 37 °C’de yatay
calkalayicili su banyosunda gergeklestirildigi  bildirilmektedir, bu nedenle
caligmalarimiz sirasinda ayni ortamlar kullanilmigtir (121,146,147) .

Tez c¢aligmalarimizda, diisiik, orta ve yiiksek molekiil agirlikli PCL ile
hazirlanan mikrokiireler in vitro VA salim profilleri B6liim 3.2.3.3.6.1.’de anlatildig1

sekilde elde edilmistir (Sekil 4.17. - 4.18.). Formiilasyonlar arasinda en uzun siireli
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salim, yiiksek molekiil agirlikli PCL ile hazirlanan mikrokiirelerde gozlenirken (50
giin), en kisa siireli salim digiik molekiil agirlikli PCL polimeri ile hazirlanan
mikrokiirelerde gozlenmistir (1 giin). Orta molekiil agirlikli PCL polimeri ile
hazirlanan mikrokiirelerde ise VA salimi 18 giin boyunca devam etmistir. Ayni
molekiil agirliginda PCL ile hazirlanan farkli i¢ faz PVA oranlarina sahip
mikrokiirelerden VA salim profilleri arasinda anlamli fark bulunamamistir (p>0,05).
Her bir formiilasyon tipinde alti 6rnek lizerinden salim g¢alismasi yapilmis, elde
edilen zamana kars1 % kiimiilatif salim grafiginde her bir 6rnekleme zamani icin
varyasyon katsayist (VK) degerleri %5’ten kiiglik bulunmustur. Mikropartikiiler
sistemler i¢in in vitro salim yontemi validasyonunun degerlendirilmesinde, VK’ ’nin
%5’ten kiigiik olmasi istenmektedir. Bu nedenle, mikrokiirelerden in vitro salimi
incelemek i¢in tezimizde kullandigimiz yontemin uygun olduguna karar verilmistir.

Mikrokiirelerden VA salimi, salim orneklerinden HPLC ile analiz sonucu
saptanamaz diizeye gelene kadar devam edilmistir. Diisiik molekiil agirlikli PCL ile
hazirlanan i¢ fazinda %0,05 ve %0,1 oraninda PVA iceren mikrokiirelere yiiklenen
VA’nin %72’st birinci giin sonunda salinmistir. On sekizinci glin sonunda orta
molekiil agirlikli PCL ile hazirlanan i¢ fazinda %0,05 ve %0,1 oraninda PVA igeren
mikrokiirelere yiiklenen VA’nin %100’ salinirken, ellinci giin sonunda yiiksek
molekiil agirlikli PCL ile hazirlanan i¢ fazinda %0,05 ve %0,1 oraninda PVA iceren
mikrokiirelere yiiklenen VA’ nin sirasi ile %55 ve %62’°si salinmistir (Sekil 4.14. —
4.15.).

Suda ¢oziiniirliigii yiiksek olan etkin maddelerin suda ¢oziinmeyen polimerler
ile mikroenkapsiilasyonunda, genellikle patlama etkisi ile yiiksek konsantrasyonda
ilk salim goriilmektedir (148,149) . Tezimizde hazirladigimiz mikrokiirelerden VA
salim profilleri incelendiginde de baslangicta VA’ ’nin patlama etkisi ile hizli bir salim
profili sergiledigi goriilmektedir. Ancak partikiil biiylikliigilinlinlin artmasi ile yilizey
alan1 azalmakta, ylizeyde tutunan VA’nin azalmasi nedeni ile de patlama etkisinin
azaldig1 goriilmektedir (150,151) .

Salim profilleri incelendiginde yiiksek molekiil agirlikli PCL ile hazirlanan
mikrokiirelerden VA saliminin yavag ve uzun siireli oldugu gorilmektedir.
Literatiirde polimer molekiill agirliginin artmasi ile polimer degredasyonunun

yavagladigi, bu nedenle polimer degredasyonu ile olusan mikrokiire porlarina su
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diftizyonu ile salman suda c¢ozlinen etkin maddelerin salim hizinin azaldig:
bildirilmektedir (152-154) . Yang ve dig., farkli molekiil agirlikli PCL polimeri ve
etkin madde olarak bovin serum albumin kullanarak yaptiklar1 ¢calismada, patlama
etkisi ile ilk hizli salimin diisitk molekiil agirlikli PCL polimeri ile hazirlanan
mikrokiirelerde daha fazla oldugunu, bunun nedeninin diisiikk molekiil agirlikli PCL
ile hazirlanan mikrokiirelerin partikiil boyutunun daha diisiik olmasi ve bunun
sonucu olarak difiizyon i¢in daha biiyiik bir yiizey alanina sahip olmalar1 seklinde
aciklamiglardir (130) .

Buna gore, partikiil biiytikliigiindeki ve polimer molekiil agirligindaki artigin
ilacin enkapsiilasyon etkinligini artirdigi, patlama etkisi ile salimi azalttig1 ve salim
sliresini uzattig1 sonucuna ulasilabilir.

Salim numunelerinde bulunan VA’nin  kimyasal olarak stabilitesini
korudugunu gostermek amaci ile yapilan HPLC analizlerinde, saf VA ile salim
numunelerindeki VA’nin ayni retensiyon zamaninda pik verdikleri gorilmistiir. Bu
durum salim numunelerinde VA’nin  kimyasal stabilitesini  korudugunu

kanitlamaktadir.

5.3.3. PCL Mikrokiirelerinin Gama Radyasyon ile Sterilizasyonu

ve Sterilite Kontrolii

Ortopedik olarak kullanilacak olan implantlarin sterilize edilmeleri ve steril
kosullar altinda implante edilmeleri gerekmektedir (155-157) . Ilag yiiklii polimerik
mikrokiirelerin sterilizasyonunda iyonize radyasyon (gama 1sinlari) ile sterilizasyon
yaygin olarak kullanilan ve yiiksek penetrasyon yetenegi, diisiik kimyasal reaktifligi,
diisiik kalint1 diizeyi, ornekte diistik sicaklik degisikligi ve uygulama esnasinda az
degisken ile rahatca kontrol edilebilirligi gibi nedenlerle tercih edilen bir yontemdir
(158-161) . USP 36°’da 2,5 megarad (Mrad) doz ile sterilizasyonun uygun oldugu,
ancak sterilize edilecek malzemenin o6zelligine uygun olarak dozun ayarlanmasi
gerektigi belirtilmektedir. Literatiirde polimerik mikrokiirelerin gama radyasyon ile
sterilizasyonunda yaygin olarak 2,5 Mrad (25 kGy) doz kullanilmaktadir (159,162-
164) .
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Bos ve antibiyotik yiikli PCL mikrokiireleri Tiirkiye Atom Enerjisi
Kurumu’nda ®Co kaynagi kullamlarak 3.62 kGy/saat hizda 25 kGy dozda gama
radyasyon ile sterilize edilmistir. Sterilizasyon sonrasi mikrokiireler iizerinde USP
36’da Dbelirtilen sterilite testi yapilmis ve formiilasyonlar steril bulunmustur.
Mikrobiyolojik c¢aligmalar sonucu elde edilen sterilite bulgulari ile, literatiirde 25
kGy doz ile sterilize edilen polimerik mikrokiirelerin sterilizasyon sonrasi sonuglari
ile uyum gostermektedir (12) . Sonug¢ olarak, 25 kGy doz ile gama radyasyon
sterilizasyonunun diisiik, orta ve yiikksek molekiil agirlikli PCL ile hazirlanan
mikrokiirelerin USP 36’ya uygun sterilite degerlerini sagladig1 anlasilmaktadir.

Tez calismalarimizda, bos ve VA yiiklii PCL mikrokiirelerinin sterilizasyonu
icin 25 kGy dozda gama radyasyon ile sterilizasyona tabi tutulmus, sterilizasyon
sonras1t mikrokiireler lizerinde sterilite kontrolii, SEM ile yiizey o6zelliklerinin
incelenmesi, partikiil biliyiikligi tayini, VA yiikleme etkinligi tayini, in vitro VA
salim deneyleri, DSC ile termodinamik o6zelliklerinin ve FT-IR ile yapisal
ozelliklerinin incelemesi yapilmis ve sterilizasyon Oncesi ve sonrasi bulgular

karsilastirilarak degerlendirilmistir.

5.3.3.1. Sterilizasyon Sonras1i PCL Mikrokiirelerinin Yiizey
Ozellikleri

Gama radyasyon ile sterilizasyon sonrasi mikrokiirelerin yiizey 6zelliklerini
incelemek amaci ile SEM goriintiileri ¢ekilmistir. Sekil 4.13.°te goriildiigi gibi
sterilizasyon sonrast diisiik, orta ve yiiksek molekiil agirlikli PCL ile hazirlanan
mikrokiirelerin formiilasyonlarinda kullanilan i¢ faz PVA oraninin degismesi (%0,05
- %0,1) mikrokiirelerin yilizey oOzelliklerini ve kiireselliklerini degistirmemistir.
Mikrokiire formiilasyonlarinin etkin madde igerip igermemesinin morfolojik
ozellikler tlizerinde etkili olmadigi, biitiin formiilasyonlarin tamamen kiiresele yakin
sekilde oldugu goriilmiistiir (Bkz. Sekil 4.22. — 4.23.).

Diisiik ve orta molekiil agirlikli PCL ile hazirlanan mikrokiirelerin
yiizeylerinde yer yer kiiciik gézeneklere rastlanirken, yiiksek molekiil agirlikli PCL

ile hazirlanan mikrokiirelerin ylizeylerinin gézeneksiz yapida oldugu goriilmiistiir.
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Ayrica, molekiil agirhigr arttikga partikiil biyiikliigiinin arttigi goriilmistiir (Bkz.
Sekil 4.22. — 4.23.).

Goriintiiler  incelendiginde, sterilizasyon Oncesi ve  sonrasi
mikrokiirelerin ylizey morfolojileri, sekilleri ve biiyiikliikleri arasinda bir fark
gozlenmemistir (Bkz. Sekil 4.24. - 4.25.) Sterilizasyon oOncesi mikrokiirelerin
goriintiilerine paralel olarak, etkin madde igeren veya icermeyen mikrokiirelerin
boyutlarinin, mikrokiirenin hazirlanmasinda kullanilan PCL polimerinin molekiil
agirh@ arttikca arttign  gozlenmistir. Ayrica, formiilasyonlara etkin madde
yiiklenmesinin morfolojik 06zellikler iizerinde etkili olmadig1 gorilmistiir.
Literatirde PCL mikrokiirelerin 25 kGy dozla sterilizasyonu sonrasi SEM
goriintlileri incelendiginde yiizey morfolojilerinin sterilizasyondan etkilenmedigi

belirtilmistir (132) . Bulgularimiz literatiir verileri ile uyum gostermektedir.

5.3.3.2. Sterilizasyon Sonras1 PCL Mikrokiirelerin Partikiil

Biiyiikliigiiniin Tayini

Bolim 3.2.3.4.3.3.’te verildigi sekilde, diisiik, orta ve yiiksek molekiil
agirlikli PCL  polimeri 1ile hazirlanan mikrokiire formiilasyonlarinin partikiil
biyiiklikleri 60-134 pum araliginda yer almaktadir. Degerler Tablo 4.7.°de
verilmistir. Partikiil biiytikliigi degerleri incelendiginde, diisiik molekiil agirliklikli
PCL (Mw 14000) polimeri ile hazirlanan mikrokiire formiilasyonlarinda, 61 pum
civarinda, orta molekiil agirlikli PCL (Mn 60000) polimeri ile hazirlanan
mikrokiirelerde yaklasik olarak 76 pm ve yiiksek molekiil agirlikli PCL (Mn 70000-
80000) ile hazirlanan mikrokiire formiilasyonlarinda ortalama 125 pm olarak
Olciildiigli goriilmektedir.

Elde edilen verilerin degerlendirilmesi sonucunda, hazirlanan mikrokiirelerin
VA yikli ve bos formlarmin partikiil biiyiikliikleri arasinda anlamli bir fark
goozlenmemistir. (p>0,05). Ayrica, ayni molekiil agirlikli PCL polimerleri ile
hazirlanan mikrokiire boyutlarinda, i¢ faz PVA oranlarinin degismesi ile anlamli bir
fark goriilmezken (p>0.05); PCL molekiil agirlig arttik¢a elde edilen mikrokiirelerin
partikiil biiyiikliiklerinde istatistiksel olarak anlamli Glgiide (p<0,05) fark elde

edildigi goriilmiistiir.
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Sterilizasyon Oncesi ve sonrasi mikrokiirelerin partikiil biyiiklikleri
incelendiginde, sterilizasyonun partikiil biiyiikliigli degerleri {izerinde tiim
formiilasyonlar i¢in istatiksel olarak anlamli bir fark olusturmadig goriilmiistiir
(p>0,05) (Bkz. Tablo 4.8.).

Literatiirde, bulgularimiza benzer olarak, mikrokiirelerin 25 kGy dozla
sterilizasyonu sonrasi partikiil boyutlar1 incelendiginde partikiil boyutlarinin

sterilizasyondan etkilenmedigi bildirilmistir (160,165) .

5.3.3.3. Sterilizasyon Sonrasi PCL Mikrokiirelere Yiiklenen

Antibiyotik Miktarinin Belirlenmesi

Bolim 3.2.3.4.3.4.’te anlatildigi sekilde tespit edilmistir. Tablo 4.9.°da
goriildiigii gibi, mikrokiire formiilasyonlarinda kullanilan PCL polimerinin molekiil
agirliginin artii ile i¢ faza yiiklenen VA miktar da istatiksel olarak anlamli miktarda
artmaktadir (p<0,05). Bu artisin nedeninin, PCL polimerinin molekiil agirligindaki
artig ile artan partikiil biiyiikliigiine bagl oldugu diisiiniilebilir. I¢ faz PVA
oranlarindaki artigin da, ayni polimer agirligina sahip PCL polimerleri ile hazirlanan
mikrokiire formiilasyonlarinin enkapsiilasyon etkinliklerinde bir artiga neden oldugu,
ancak bu artigin istatiksel olarak anlamli olmadig1 gortilmiistiir .

Sterilizasyon Oncesi ve sonrasi mikrokiirelerin enkapsiilasyon etkinlikleri
karsilagtirildiginda, sterilizasyonun enkapsiilasyon etkinliginde tiim formiilasyonlar
icin istatiksel olarak anlaml bir farka neden olmadig1 goriilmistir (Bkz. Tablo 4.9.)
(p>0,05).

Literatiir bulgularina gore, mikrokiirelerin 25 kGy dozla sterilizasyonu
sonrast VA yiikleme etkinlikleri sterilizasyondan etkilenmemektedir (166) . Sonug
olarak diisiik, orta ve yliksek molekiil agirlikli PCL ile hazirlanan mikrokiirelerin VA

yiikleme etkinlikleri 25 kGy dozla sterilizasyondan etkilenmemistir.
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5.3.3.4. Sterilizasyon Sonras1 PCL Mikrokiirelerin Termal ve

Yapisal Ozelliklerinin Incelenmesi

Sterilizasyon sonrasi, gamma radyasyon ile sterilizasyonun PCL
mikrokiirelerinin yapisina olasi olumsuz etkilerinin incelenmesi amaci ile F8
formiilasyon kodlu mikrokiirelerin FT-IR spektrumlari ve DSC termogramlari

¢ekilmis ve incelenmistir.

5.3.3.4.1. FT-IR Spektrumlarimin incelenmesi

Sterilizasyon sonrast F8 formiilasyon kodlu mikrokiirelerin FT-IR
spektrumlart Bolim 3.2.3.4.3.1.1.’de anlatildig1 sekilde ¢ekilmis ve sterilizasyon
oncesi FT-IR spektrumu ile karsilastinnlmistir (Bkz. Sekil 4.15.). Spektrumlar
incelendiginde 25 kGy dozda gamma radyasyon ile sterilizasyonun mikrokiirelerin
FT-IR spektrumlarinda herhangi bir degsiklife yol ac¢madigi goriilmektedir.

Sterilizasyon sonrasi FT-IR spektrumu literatiir ile uyumludur (132) .

5.3.3.4.2. DSC Analizi

Sterilizasyon sonras1 F8 formiilasyon kodlu mikrokiirelerin DSC termogrami
Bolim 3.2.3.4.3.1.2.°de anlatildig1 sekilde cekilmis ve sterilizasyon oncesi DSC
termogramu ile karsilastirilmistir (Bkz. Sekil 4.16.). Termogramlar incelendiginde 25
kGy dozda gamma radyasyon ile sterilizasyonun mikrokiirelerin erime derecesi
degerlerinde herhangi bir degsiklie yol agmadigi goriilmektedir. Sterilizasyon

sonrast DSC termogramu literatiir ile uyumludur (132) .

5.3.3.5. Sterilizasyon Sonrasi PCL Mikrokiirelerden /n Vitro Sahm
Deneyleri

Sterilizasyon sonrasi mikrokiirelerden salim deneyleri Bolim 3.2.3.4.3.5.°te
anlatildig1 gibi gerceklestirilmistir. In vitro kosullarda steril mikrokiirelerden VA
salim profili Sekil 4.26.”daki gibidir.
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25 kGy gama radasyon ile sterilize edilen diisik molekiil agirlikli PCL
polimeri ile hazirlanan mikrokiirelere yliklenen VA’nin, tamamma yakini bir giin
igerisinde salinirken, orta molekiil agirlikli polimerler ile hazirlanan mikrokiirelerden
ise VA salimi 20 giin boyunca devam etmistir. Yiiksek molekiil agirlikli PCL
polimeri ile hazirlanan mikrokiirelerden VA salimi ise 50 giin boyunca siirmiistiir.

Diisiik molekiil agirlikli PCL (Mw 14000) i¢ fazinda %0,05 oraninda PVA
iceren 12. saat sonunda mikrokiirelere yiliklenmis olan VA’nin %62,7’s1, 24. saat
sonunda ise %72,3’ii salmmistir. I¢ fazinda %0,1 oraninda PVA igeren ayn1 molekiil
agirlikli mikrokiirelerde ise, benzer olarak 12. saat sonunda VA’nin %63,1°1, 24.
Saat sonunda ise %73,3’1 salinmustir (Bkz. Sekil 4.26.).

Orta molekiil agirliklt PCL (Mn 60.000) mikrokiirelerine bakildiginda, 2. giin
sonunda i¢ fazinda %0,05 oraninda PVA iceren formiilasyona yiiklenen VA’nin
%50,5’inin, i¢ fazinda %0,1 oraninda PV A igeren formiilasyona yiiklenen VA’ nin ise
%53,5’inin salindig1 goriilmistiir. 20. giin sonunda ise i¢ fazinda %0,1 oraninda PVA
iceren mikrokiirelerden VA’nin  %100°t4, i¢ fazinda %0,05 PVA igeren
mikrokiirelerden ise %96,8i salinmistir (Bkz. Sekil 4.26.).

Yiiksek molekiil agirliklikli PCL (Mn 70.000-90.000) mikrokiirelerinde ise,
25. giin sonunda i¢ fazinda %0,05 oraninda PVA iceren formiilasyona yiiklenen
VA’nin %44,5’inin, i¢ fazinda %0,1 oraninda PVA igeren formiilasyona yiiklenen
VA’nm ise %45,8’inin salindig1 goriilmiistiir. 50. giin sonunda ise i¢ fazinda %0,1
oraninda PVA igeren mikrokiirelerden VA’ ’nin %641, i¢ fazinda %0,05 PVA igeren
mikrokiirelerden ise %61,8i salinmistir (Bkz. Sekil 4.26.).

Sterilizasyon Oncesi ve sterilizasyon sonrast VA yiiklii mikrokiirelerin salim
profilleri karsilagtirildiginda, sterilizasyonun mikrokiirelerin salim profillerine
istatiksel olarak anlamli bir etkisinin olmadigir goriilmistir (p>0,05) (Bkz. Sekil
4.26.).

Literatirde gama radyasyon ile sterilizasyonun etkin  maddenin
mikrokiirelerden salimi iizerine etkilerinin incelendigi ¢alismalarda, salimin azaldigi,
arttig1 (167) veya degismedigi (166) ¢alismalara rastlanabilmektedir. Bizim tez
calismamizda da yine literatlirde yer aldig1 lizere gama radyasyon oncesi ve sonrasi
in vitro etkin madde salim profillerinde istatiksel ac¢idan anlamli bir fark

gozlenmemistir. Bu nedenle gamma radyasyon ile sterilizasyon yonteminin ve
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uygulanan dozun mikrokiire formiilasyonlarimizin sterilizasyonu igin uygun oldugu

goriilmektedir.

5.3.3.6.Sterilizasyon Sonrast PCL Mikrokiirelerinden Salinan
Vankomisin Hidrokloriiriin Kimyasal Stabilitesinin HPLC

Yontemi ile incelenmesi

Sterilizasyonun hazirlanan mikrokiire formiilasyonlarindan salinan VA'nin
kimyasal stabilitesi {lizerinde herhangi bir etkisi olup olmadigimin arastirilmasi
amaciyla elde edilen salim numuneleri tizerinde kalitatif ve kantitatif olarak HPLC
analizi yapilmistir. Salim numunelerinden elde edilen HPLC kromatogramlar: ve pik
alanlar1 saf maddeye ait kromatogramlar ve pik alanlar1 ile karsilastirilarak
degerlendirilmistir. Kromatogramlar alikonma zamani agisindan degerlendirildiginde
salim sonrast elde edilen piklerin Vankomisin HCIl’iin saf olarak uygulandigi
alikonma zamani ile ayn1 zamanda geldigi ve herhangi bir bozunma pikinin
bulunmadigi goriilmistiir (Bkz. Sekil 4.27., 4.28.).

Literatiirde vankomisin hidrokloriiriin ~ sterilizasyonu amaci ile gama
radyasyon ile sterilizasyon yonteminin kullanildigi goriilmektedir (168)
Sterilizasyon oncesi saf VA’nin HPLC ile analizinde verdigi pik zamani ile steril
mikrokiirelerden salinan VA’nin verdigi pik zamaninin ayni olmasi, herhangi bir
bozunma pikinin bulunmamasi, 25 kGy gama radyasyon ile sterilize edilen VA ’nin
kimyasal stabilitesini korudugunu gostermektedir. Sonug olarak 25 kGy gamma
radyasyon ile sterilizasyonun VA i¢in uygun bir sterilizasyon yontemi oldugu

sonucuna ulasilabilir.
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5.4. T1lag Iceren Termosensitif Hidrojellerin Hazirlanmas ve ila¢ Yiiklii
Jel Formiilasyonlar1 Uzerinde Sterilizasyon Oncesi ve Sonrasi

Karakterizasyon Calismalari

5.4.1. Tlag¢ Iceren Steril Jel Formiilasyonlarinin Hazirlanmasi

Ortopedik olarak kullanilacak olan implantlarin sterilize edilmeleri ve steril
kosullar altinda implante edilmeleri gerekmektedir (155-157) . Bu nedenle, bos ve
VA yiikli PCL mikrokiireler, USP 36’da belirtildigi gibi 2,5 megarad (Mrad) dozda
gamma radyasyon ile sterilize edilmis ve sterilizasyon Oncesi ve sonrasi in vitro
karakterizasyon ¢alismalar1 yapilarak sterilizasyon yonteminin uygun oldugu
gosterilmigtir.

Literatiirde pluronik ve kitosan bazli termosensitif jellerin sterilizasyonu igin
121 °C’de otoklav sterilizasyonu kullanilmistir (12,169-172) . Pluronik ve kitosan
termosensitif jellerin de otoklav sterilizasyonu sonrasit reolojik ozellikleri,
sterilizasyon &ncesi ve sonrasi bulgular karsilastirilarak degerlendirilmistir. lag
yiiklii steril jeller, VA, SP ve steril mikrokiireler ile steril jellerin steril kosullar

altinda karistirilmasi ile hazirlanmistir.

5.4.2. Jellesme Sicakhgmin Tespit Edilmesi ve Viskozitenin

Degerlendirilmesi

Deneyler, Boliim 3.2.3.5.2.’de anlatildig1 gibi yapilmistir. Makromiilekiiller
etkin maddelerin tasinmasi ve doku bariyerlerinin asilmasinda in situ hidrojel
olusumu, hidrojellerin kullanimin1 ¢ok daha elverisli kilmaktadir. Termosensitif
jellerde sol faz1 akigkan siv1 olarak tanimlanirken, jel faz1 deneysel bir zaman 6l¢egi
boyunca biitiinliigiinii koruyan akmayan yapidadir (80) . Termosensitif jellerin sol-jel
gecis sicakliginin tespiti, akiskan sivi halde iken viicuda enjeksiyon ile hedef bolgeye
uygulamanin yapilabilmesi, ardindan sistemin uygulandigi bolgede vuciit
sicakliginin etkisi ile jel haline doniisiimiiniin saglandiginin gosterilmesi acisindan
onem tasimaktadir. (173,174) . Sterilizasyon oncesi pluronik jellerde sol-jel gegis
sicakligr 22°C, kitosan jellerde ise 41°C olarak tespit edilmistir (n=3). Otoklav
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sterilizasyonu sonrasi pluronik jellerin sol-jel gecis sicakligi 21°C olarak bulunurken,
kitosan jellerin sol-jel gecis ozelliklerinin bozuldugu tespit edilmistir. Lenarts ve
digerlerinin (175) . Pluronikin sulu c¢ozeltileri (%15-30) ile 15-35 °C arasinda
yaptiklari reolojik ¢alismalarda, pluronik konsantrasyonuna bagli olarak, sicaklik ile
viskozite arasinda iissel bir iligki oldugu tespit edilmistir. Bu olay, sulu ¢ozeltideki
pluronik misellerinin sicaklik ile indiikklenen sisme ve ¢okme ile agiklanmuistir.

Sol-jel gegis sicakliginin tespitinden sonra, jeller {izerinde 37 °C’de reolojik
Olgtimler yapilmistir. Reolojik olgtimler, sterilizasyon dncesi bos kitosan ve pluronik
jel ile sterilizasyon sonrast bos kitosan jel ile, bos, sadece serratopeptidaz iceren,
sadece antibiyotik igeren ve serratopeptidaz-antibiyotik ve antibiyotik yiikli PCL
mikrokiirelerini igeren pluronik hidrojeller tlizerinde yapilmistir. Steril kitosan jel
Olclimlerinde, cihazin %Tork (sivinin rotasyonel harekete karsi direng degeri)
degerlerinin uygun araliklarda (%210-90) ¢ikamamasi nedeni ile anlamli sonuglar elde
edilememistir.

Gli¢ kanunu modeli (power-law) maddelerin reolojik 6zelliklerini agiklamak
icin kullanilan iki parametreli bir modeldir. Bu modelde, power indeks degeri (n) 1
(n=1) ise, akis tipi Newtonian, 1’den kiigiik ise (n<1) psddoplastik, 1’den biiylikse
(n>1) dilatant akistir. Bu model, polimer akigkanlarin dinamigini agiklamada en ¢ok
kullanilan metottur. Psodoplastik akiskanlarda, viskozite kayma hizinin bir

fonksiyonudur ve kayma hizi arttik¢a viskozite azalir (176) .

Pluronik jel formiilasyonunun reolojik 6zellikleri ile hesaplanan power index
degeri 1’den kii¢iik bulunmustur, bu nedenle akis tipi pseudoplastik akistir.
Pseudoplastik akis gosteren sistemlerde kayma hizi arttikga viskozite azalmaktadir.
Sterilizasyon oncesi pluronik jel formiilasyonunun reolojik Ozellikleri, reometre
cihazinin dlgiimii sonucu % 95,7 giiven araliginda Power Law’a uymaktadir (Bkz.
Sekil 4.30.). Sterilizasyon sonrasi pluronik jelin reolojik 6zellikleri incelendiginde,
power indeks degerlerine gore pseudoplastik akis gosterdigi ve %96,6 giliven
araliginda Power Law’a uydugu gorilmektedir (Bkz. Sekil 4.31.). Otoklav
sterilizasyonu, pluronik jelin reolojik 6zellikleri lizerinde anlamli bir farka neden
olmamistir (p>0,05). SP ilavesi sonrasi steril pluronik jelin reolojik o6zellikleri
incelendiginde, power indeks degerlerine gore pseudoplastik akis gosterdigi ve

%93,3 gliven araliginda Power Law’a uydugu gorilmektedir (Bkz. Sekil 4.32.). VA
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ilavesi sonrast pluronik jelin reolojik &zellikleri incelendiginde, power indeks
degerlerine gore pseudoplastik akis gosterdigi ve %95,7 giiven araliginda Power
Law’a uydugu goriilmektedir (Bkz. Sekil 4.33.). VA, SP ve VA yiiklii mikrokiire ile
hazirlanan steril pluronik jelin reolojik 6zellikleri incelendiginde ise power indeks
degerlerine gore pseudoplastik akis gosterdigi ve %97,9 giiven araliginda Power
Law’a uydugu gorilmektedir (Bkz. Sekil 4.34.). Kayma hizi degerlerine Kkarsi
viskozite degerlerinin grafige gecirildigi sekiller incelendiginde (Bkz. Sekil 4.30. -
4.34.) kayma hizindaki artigla viskozitenin azaldig1 goriilmektedir. Kayma hizinin
artmas1 ile viskozitenin azalmast da hazirlanan pluronik jel formiilasyonlarinin
psodoplastik akis 6zelligine sahip oldugunu gostermektedir.

Sterilizasyon Oncesi kitosan jel formiilasyonunun reolojik 6zellikleri
incelendiginde, hesaplanan power index degeri 1’den kiigiik bulunmustur, bu nedenle
akis tipi pseudoplastik akistir (Bkz. Sekil 4.29.). Kitosan jelin reolojik 6zelliklerinin
%73,3 giiven araliginda Power Law’a uydugu goriilmektedir. Sterilizasyon sonrasi
kitosan jelin reolojik 6l¢iim denemeleri yapilmis, ancak viskozitesi ¢ok diisiik
oldugundan Ol¢iim i¢in gerekli %Tork degerleri saglanamamis ve Ol¢iim
yapilamamistir. Bu da otoklav sterilizasyonu sonrast kitosan jelin viskozitesinin

anlamli derecede azaldigin1 gostermektedir (p<0,05).

5.4.2.1. Ila¢ Yiiklii Steril Jel Formiilasyonundan In Vitro Salm

Deneyleri ve Validasyonu

Ila¢ yiiklii steril jel formiilasyonlarindan in vitro salim calismalar1 Boliim
3.23.5.3.te anlatildigt sekilde “Diyaliz Torbasi Yontemi”  kullanilarak
gerceklestirilmistir. Salim deneylerine, ilag yikli steril jel formiilasyonlarindan
saliman VA, salim 6rneklerinden HPLC analizi ile saptanamaz diizeye gelene kadar
devam edilmistir.

llag yiikli jel formiilasyonlar: ile yapilan ©6n calismalarda, jel
formiilasyonlarindaki SP dozuna, periyodontit tedavisi amaci ile Maheshwari ve
digerlerinin yaptig1 calismada (85) gelistirdikleri tetrasiklin ve SP igeren jel
formiilasyonunda ve Priyanka ve Meenakshi’nin yapmis oldugu c¢aligmada (177) .

seknidazol ve SP iceren jel formiilasyonlarinda segtikleri SP konsantrasyonu degeri
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(%0,5 a/a) denenerek baglanmistir. VA dozu igin ise Muhl ve digerleri (178) ,
Joosten ve digerleri (179) , ve Tang ve digerlerinin (180)  yaptig1 ¢alismalarda
sectikleri VA konsantrasyonlar1 ve salinan VA miktarlar1 goz oniline alinarak birim
jel igerisinde (0,5 mL) 16 mg olacak sekilde se¢ilmistir. Yapilan in vitro salim
calismalar1 ve mikrobiyolojik ¢alismalar ile segilen SP ve VA konsantrasyonlarinin
uygunlugu degerlendirilmis ve dozlarda degisiklige gidilmistir.

Jeller ile yapilan salim ¢alismalarinin 6n denemelerinde, kitosan ve pluronik
jellerin ayn1 hacimleri igerisinde (0,5 mL jel) ayn1t miktarda VA (16 mg), SP (2,5 mg)
ve VA yiikli mikrokiire (i¢ fazinda %0,1 oraninda PVA igeren; 100 mg) iceren
formiilasyonlar1 kullanilmis, elde edilen sonuglar degerlendirilerek jel tipine karar
verilmistir. Jellerden VA salim profilleri Sekil 4.35.’te goriilmektedir.

Kitosan formiilasyonlar1 degerlendirildiginde, VA yiikli mikrokiire olarak
diistik molekiil agirlikli mikrokiire igceren jel formiilasyonunda (JK1), jeldeki total
VA’nin %63,7’s1 3. saat sonunda salinirken, ikinci giin sonunda %90,1°1 salinmistir.
Orta molekiil agirlikli mikrokiire iceren kitosan jel formiilasyonunda (JK2) ise
jeldeki total VA’ nin %62,6°s1 3. saat sonunda salinirken, ikinci giin sonunda %89,9’u
salinmustir. Yiiksek molekiil agirlikli mikrokiire i¢eren kitosan jel formiilasyonunda
(JK3) ise 3. saat sonunda jeldeki total VA’nin %69,2’si salinirken, ikinci giin
sonunda %93,1°1 salinmustir.

Kitosan jel formiilasyonlarina yiiklenmis olan VA’nin bu hizli saliminin
nedeninin, sterilizasyon sonrasi kitosan jel formiilasyonunun viskozitesindeki
azalmadan kaynaklandig1 diigiiniilmektedir. Her li¢ molekiil agirhgindaki PCL ile
hazirlanan mikrokiireleri iceren jel formiilasyonlarindan VA salim profilleri arasinda
anlamli bir fark bulunamamaistir (p>0,05).

Pluronik jel formiilasyonlarimdan VA salim profilleri incelendiginde, VA
yikli  mikrokiire olarak diisiik molekiil agirhikli  mikrokiire igeren jel
formiilasyonunda (JP1), jeldeki total VA’nin %48,9’u 3. saat sonunda salinirken,
birinci giin sonunda %66,3’1i, altinc1 giin sonunda %67,2’s1 salinmistir. Orta molekiil
agirlikli mikrokiire igeren pluronik jel formiilasyonunda (JP2), 3. saat sonunda
jeldeki total VA’nin %58,8’1 salinirken, birinci giin sonunda %77,3’1, altinci giin

sonunda ise %78,1’1 salinmistir. Yiiksek molekiil agirlikli mikrokiire igeren pluronik
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jel formiilasyonunda (JP3) ise 3. saat sonunda jeldeki total VA’nin %75,7 si
saliirken, birinci giin sonunda %83,8’1, altinc1 giin sonunda ise %85,3’1i salinmistir.

Pluronik jel formiilasyonlarinda birinci giin igerisinde goriilen hizli VA
saliminin, jel igerisine dagitilmis haldeki serbest VA’nin patlama etkisi ile
salimindan kaynaklandigi distiniilmektedir. Biyofilm olusmus bdolgeye enjekte
edilerek uygulanmasi planlanan ilag igeren steril jel formiilasyonlarindan baslangigta
hizli ve yiliksek konsantrasyonda VA salimi, olusmus olan biyofilm yapisinin hizla
kirilabilmesi i¢in istenen bir dzelliktir.

Pluronik jel formiilasyonlarindan VA salim profilleri incelendiginde, yiliksek
molekil agirliklt PCL ile hazirlanan mikrokiireleri igeren formiilasyonlardan VA
salim hizinin daha yiiksek oldugu, salim hizinin PCL molekiil agirlhigi diistiikce
yavasladigi goriilmektedir. Salim profillerindeki bu farkin, PCL molekiil
agirhgindaki azalma ile mikrokiirelerin partikiil boyutunun kii¢ilmesi, partikiil
boyutundaki kii¢iilmenin de mikrokiirelerin kiime dansitesini azaltmasi nedeni ile
ayn1 kiitledeki mikrokiirelerin diisitk molekiil agirlikli PCL ile hazirlanan
mikrokiirelerde daha biiyiilk hacme sahip olmasi, bunun da jel igerisindeki kati
hacminin artmas: sonucu serbest haldeki VA’nin salimini yavaslatmasina baglh
oldugu distliniilmektedir.

Kitosan ve pluronik jel formiilasyonlarindan VA salim profilleri
karsilastirildiginda, pluronik jel formiilasyonlarindan VA saliminin daha yavas ve
kontrollii bir profil ile gergeklestigi goriilmektedir. Bunun nedeni, pluronik jel
formiilasyonlarinin daha ytiksek viskoziteye sahip olmalaridir.

On denemeler sonucu ilag yiiklii steril pluronik jelden VA salimmin daha
uzun siire ve daha stabil bir profil sergiledigi gortilmiis ve ilag yiikli jel ¢aligmalarina
pluronik jel bazli formiilasyonlar ile devam edilmistir. PCL mikrokiire
formiilasyonlarindan ise, daha yliksek VA enkapsiilasyon etkinligi ve uzun stireli
salim profili nedeni ile PCL Mn 70000-90000 polimeri ile hazirlanan i¢ fazinda %0, 1
oraninda PVA igeren mikrokiire formiilasyonlar ile devam edilmistir.

Veyries ve digerleri (181) , adhere kalan stafilokoklarin antimikrobiyal
duyarhiliklar1 tizerindeki degisiklikler ile Pluronic F127’nin antiadezif etkilerini
arastirmiglardir. Calismalar sonucu, bakteriyel adezyonun anlamli oranda azaldig

(%77°den %99,9’a), kalan adhere stafilokoklarin da antibiyotik aktivitesine daha
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duyarh hale geldikleri, bu nedenle, Pluronic F127 ile antibyotik kombinasyonunun
yabanci malzeme ylizeyinde enfeksiyon gelisimini engellemede umut verici bir
yaklasim oldugu belirtilmistir. Bu bulgular g6z oOniine alindiginda, deneysel
¢alismalarimiz sonucu segtigimiz pluronik jel formiilasyonunun, implant yiizeyinde
geligen stafilokok kaynakli biyofilm bazli enfeksiyonun 6nlenmesinde de umut verici
olacag diistiniilmektedir.

Pluronik jel formiilasyonu kullanilarak devam edilmesine karar verilen in
vitro salim ¢alismalarinda, mikrobiyolojik bulgular degerlendirildiginde SP igeren ve
SP icermeyen jel formiilasyonlarindan salinan salim Orneklerinin antibiyofilm
aktiviteleri arasinda anlamli bir fark bulunamamistir, bu nedenle SP dozunun iki
katina ¢ikarilmasina karar verilmis ve 0,5 mL steril pluronik jel igerisinde sabit
miktarlarda VA (16 mg) ve SP (5 mg) ve degisen miktarlarda VA yiiklii mikrokiire
iceren (500 mg — JP6, 300 mg — JP5, 250 mg — JP4) jel formiilasyonlar1 hazirlanmis
ve salim ¢aligmalari yapilmistir. Ayni formiilasyonlarin SP icermeyenleri ile de, SP
aktivitesinin gésterilmesi amaci ile salim ¢alismalar1 yapilmistir. Hazirlanan pluronik
jellerden VA salim profilleri Sekil 4.36.’da goriildiigii gibidir.

Yiiksek molekiil agirlikli PCL mikrokiireler ile hazirlanan pluronik jel
formiilasyonundan 500 mg mikrokiire igeren formiilasyonda birinci giin sonunda
total VA’nin %56,7’s1i salinirken, 300 mg mikrokiire igeren jel formiilasyondan
VA’nmm %79,5’1, 250 mg mikrokiire i¢eren jel formiilasyondan ise VA’ nin %86,6’s1
salimmigstir. 500 mg mikrokiire igeren formiilasyonda on besinci giin sonunda total
VA’nin %77,6’s1 salimirken, 300 mg mikrokiire i¢eren jel formiilasyondan altinct giin
sonunda VA’nin %89,2’s1, 250 mg mikrokiire igeren jel formiilasyondan altinci giin
sonunda VA’nin %89,2’si {igiincii giin sonunda %91,6’s1 salinmistir.

Jel formiilasyonlarindan salim profilleri incelendiginde, yiiksek molekiil
agirlikli PCL ile hazirlanan mikrokiire miktar1 arttikga VA salimimin yavasladig
gorilmektedir. Bunun nedent, jel igerisindeki kati kiitlesindeki artisa bagl olarak jel
igerisinde serbest halde bulunan VA’nin saliminin yavaslamasidir. Salim profilindeki
bu yavaslama daha kontrolli bir VA salimimi saglamistir; ancak, mikrokiire
kiitlesindeki artis ile jel formiilasyonunun enjekte edilebilirlik 6zelligi azalmistir.

Ileri formiilasyon calismalar1  sonucunda elde edilen  bulgular

degerlendirildiginde salim profillerinin uygunlugu ve enjekte edilebilir 6zellikte
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olmalar1 nedeni ile yliksek molekiil agirlikli PCL ile hazirlanan 200 mg ve 100 mg
VA yiiklii mikrokiire, 16 mg VA ve 5 mg SP iceren jel formiilasyonlarinin in vivo
deneyler icin ilimit vaat ettigi disiiniilerek antibiyofilm aktivitesi deneylerine

alinmislardir.

5.4.2.2.In Vitro Sahm Deneyleri Sonrasinda Serratiopeptidazin

Aktivitesinin Incelenmesi

Bolim 3.2.3.5.3.2.’de anlatildig1 sekilde salim 6rneklerindeki SP’nin aktivite
Olgiimleri yapilmuistir.

Pluronik jel ve diisiik, orta ve yiiksek molekiil agirlikli PCL mikrokiireleri ile
hazirlanan jel formiilasyonlarindan salim oOrnekleri ile yapilan SP aktivitesi
deneylerinde, 2,5 mg total SP igeren JP1 formiilasyonunda 2 giin, JP2
formiilasyonunda 1 giin, JP3 formiilasyonunda 2 giin; yiiksek molekiil agirlikli PCL
mikrokiireleri ile hazirlanan ve 5 mg total SP i¢eren JP4 formiilasyonunda 4 giin, JP5
ve JP6 formiilasyonlarinda ise 6 giin boyunca olgiilebilen SP aktivitesi degerleri
tespit edilmistir. Ol¢iim sonuglar1, SP igermeyen jel formiilasyonlarindan elde edilen
salim orneklerinin kor olarak kullanilmasi ile hesaplanmaistir.

Jel formiilasyonlarindan salinan SP aktivitesi incelendiginde, SP aktivitesinin
zamanla azaldigi  goriilmektedir. Bunun nedeni, zaman igerisinde jel
formiilasyonundan salian SP miktarinin azalmasidir. Yiiksek molekiil agirlikli PCL
ile hazirlanan mikrokiireleri igeren pluronik jel formiilasyonlari incelendiginde,
mikrokiire agirhigindaki artis ile aktivite siiresinde uzama oldugu goriilmiistiir, bu da
mikrokiire agirligindaki artis ile jel igerisindeki kati madde kiitlesinin artmasi ile SP
saliminin yavaglamasindan kaynaklanmaktadir.

Sonu¢ olarak, salim numunelerinde 6 giline kadar SP aktivitesi
gosterilebilmistir, daha uzun siire gosterilememe sebebinin salim ortaminin her giin
tazelenmesine bagli olarak SP  miktarinin  seyrelmesine bagli  oldugu

diistiniilmektedir.
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5.4.2.3. Hazirlanan Steril Preparatlarin In Vitro Anti-biyofilm

Aktivitesinin Incelenmesi

5.4.2.3.1. In vitro Ortamda Biyofilm Olusturulmasi

In vivo hayvan deneylerinde, medikal cihaz uygulamalarina bagl olarak
gelisen biyofilm bazli osteomiyelit modelinin gelistirilebilmesi amaci ile tavsanlara
biyofilm kaplanmis implant yerlestirilmesi planlanmistir.  Bu  modelin
olusturulabilmesi i¢in, oncelikle in vitro kosullarda biyofilm olusturulmali, biyofilm
olusumu SEM analizi ile kanitlanmali, sonrasinda biyofilm iizerinde hayvan
modelinde kullanilmak {izere antibiyofilm aktivitesi en yiiksek formiilasyonun
secilebilmesi amaci ile antibiyofilm aktivite ¢alismalar1 yapilmalidir. Bu nedenle, in
vitro kosullarda biyofilm yapisinin olusturulmasi ve bu yapimin formiilasyonlarimiz
ile kirilabildiginin gosterilmesi biiylik nem tagimaktadir.

in vitro ortamda biyofilm olusturulmasi ve antibiyofilm aktivitesinin
degerlendirilmesi amaci ile baslangigta Singh ve dig. (182) tarafindan gelistirilen
yontemle hazirlanmistir. Bunun igin Staphylococcus epidermidis kalite kontrol
susunun siyah polikarbonat membranlar iizerinde biyofilm olusturmasi saglanmistir.
Bu bakteriler, triptik soy broth sivi besiyerinde 37 °C’de, orbital c¢alkalayici
kullanilarak, bir gece inkiibe edilmis ve bu silire sonunda ayni besiyeri ile diliie
edilmistir. Daha sonra 600 nm’de optik dansite (OD) degeri 0.05 olacak sekilde PBS
ile konsantrasyon ayarlamasi yapilmistir. Kiiltiir edilmis bu bakterilerden triptik soy
agar plaklaria yerlestirilmis, siyah, polikarbonat membranlara (13 mm ¢apinda ve
0.4 um por ¢apina sahip) 10’ar pL’lik ekimler yapilmistir. Bu membranlar her 24
saatte bir taze plaga aktarilarak 37 °C’de 48 saat boyunca inkiibe edilmistir. Olusan
biyofilm tabakasinin hiicre sayisi, fosfat tamponu ile 180 rpm’de 1 dakika ajite
edilerek serbest hiicreler uzaklastirildiktan sonra, damla plak yontemi kullanilarak
belirlenmistir (183) . Biyofilm tabakasinin olusumu SEM (Taramali Elektron
Mikroskobu) kullanilarak teyit edilmistir. Biyofilm, S. epidermidis ekilmis Mueller-
Hinton agar (MHA) kati besiyerine aktarilmistir. Biyofilm tabakasinin iizerine
nitroseliiloz yapida bir diger membran (6 mm ¢apina ve 0.4 pum por ¢apina sahip)

konulmus ve en fliste antibiyotik-serratiopeptidaz ve antibiyotik yiiklenmis PCL
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mikrokiireleri iceren jel formiilasyonlar1 veya sadece serratipeptidaz iceren jel
formiilasyonlar1 yerlestirilmistir (184) . Kontrol olarak biyofilm tabakasi tagimayan
steril membranlar kullanilmistir. Kontrol grubunun MHA’da olusturdugu tlireme
inhibisyon zonu %100 penetrasyon degeri olarak alinacak ve antibiyotigin
penetrasyonun ve anti-biyofilm aktivitesinin belirlenmesinde kullanilmistir. Ancak;
yapilan c¢aligmalar sonucu, formiilasyonlarin antibiyofilm aktivitesi bu yontem ile
gosterilememistir. Bunun nedeninin, enzim yapida bir madde olan SP’nin aktivitesini
gostermesi i¢in sulu ortamda bulunmasmin gererekliligi oldugu, bu yontem ile
antibiyofilm aktivitesinin gosterilmesi sirasinda formiilasyonlarin uygulanmasini
takiben kisa bir siire sonra igeriklerindeki suyun buharlagmasinin SP’nin aktivitesini

gostermesine engel olmus olabilecegi diisliniilmektedir.

Bolim 3.2.3.6.1.’de anlatildig1 gibi mikrotitrasyon plaklarinda olusturulan
biyofilmler, Serratiopeptidaz i¢eren pH 7,4 PBS ¢ozeltisi ile kontrol grubu olarak
sadece pH 7,4 PBS tampon ¢ozeltisinin uygulanmis biyofilm ig¢eren kuyucuklarin
SEM (Nova Nanosem 430) goriintiileri ¢ekilmis ve serratiopeptidazin biyofilmi
parcaladigi Sekil 4.38.’de gosterilmistir.

Yontemin  uygulanabilirliginin =~ gosterilmesi ~ amac1  ile  farkli
konsantrasyonlarda serratiopeptidaz ve vankomisin HCl igeren PBS pH 74
cozeltileri ile 6n denemeler yapilmistir. VA’nin MIK degerinde, ve bu degerin
iistiinde ve altinda olmak tzere ii¢ farkli VA konsantrasyonu belirlenmistir. Daha
sonra, antibiyofilm aktivitesinin gozlendigi 256 ug/mL konsantrasyonda VA iceren
formiilasyona eklenecek olan SP konsantrasyonunun belirlenmesi amaci ile VA’ nin
10, 25 ve 50 kati konsantrasyonlarda SP icerecek sekilde ¢ozeltiler ile tekrar
denemeler yapilmistir. SP ve VA igeren PBS pH 7,4 cozeltileri ile muamele
sonrasinda biyofilmi olusturan S. epidermidis bakterilerinin sayilarint belirlemek
amaciyla kuyucuklardan alinan bakteri siispansiyonlar1 TSA besiyeri igeren plaklara
ekilmistir. Ekim sonrasi olusan koloniler sayilarak karsilagtirilmistir.

Sekil 4.38. A) incelendiginde, SP uygulanmamis kuyucuklarda bakterileri bir
arada tutan katmanli biyofilm yapisi rahathikla goriilmektedir. Sekil 4.38. B)
incelendiginde, SP igeren PBS uygulamasi sonrasi (24 saat inkiibasyon sonrasi)
bakterileri bir arada tutan biyofilm yapisinin kirildigi ve bir arada duran grubun

kiiglik gruplara bolindigi, bakteriyel enfeksiyonun uygun bir antibiyotik ile
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giderilmeye ac¢ik hale geldigi goriilmektedir. Sonuc¢ olarak serratiopeptidazin
antibiyofilm aktivitesi SEM goriintiileri ile kanitlanmustir.

Antibakteriyellere ve konak savunmasina karsi direng gelisimi bakimindan
biyofilm gelisiminin en tehlikeli o6zelligi glikokaliks yapisinin olusumudur. Bu
durum, postoperatif enfeksiyonlarin tedavisi ic¢in yeni tedavi yaklagimlarinin
gelistirilmesine neden olmustur. Bu yaklasimlardan biri de, proteolitik enzimler
kullanarak antibiyotiklerin bakteriyel biyofilm iizerindeki aktivitelerinin artirilmasi
yoniindedir (25) . SP ile yapilan bir baska ¢alismada, SP’nin topikal kullaniminin
yara bolgesine antibiyotik penetrasyonunu onemli Olgiide artirdigi ve enfeksiyon
oranini azalttigi belirtilmektedir (177) . Deneysel c¢alismalarimiz ile elde ettigimiz,
SP uygulanmis biyofilm yapisinin SEM goériintiileri de literatiir bulgularin1 destekler
niteliktedir(Bkz. Sekil 4.38.).

Tablo 4.18.’de farkli konsantrasyonlarda serratiopeptidaz ve vankomisin HCI
iceren PBS pH 7,4 cozeltilerinin igerikleri ve elde edilen deney sonuglar
goriilmektedir. Her bir ¢6zelti VA’nin farkli konsantrasyonlarina karsi SP icermeyen
veya artan miktarlarda SP icerecek sekilde hazirlanmistir. Yapilan deneyler
sonucunda, antibiyofilm aktivitesinin her ¢ozelti tipinde SP icermeyen ¢ozeltiler ile
muamele sonucu ¢ok diisiik oldugu, SP miktarinin yiiksek ve orta konsantrasyonlarda
(50k ve 200k) kullanildig1 g¢ozeltilerde hemen hemen aymi seviyede antibiyofilm
aktivitenin saptandigi, bu konsantrasyonlarn altinda ise (25k ve 10k) aktivitenin
giderek azaldig1 goriilmiistiir.

Bununla beraber 6n calismalar sirasinda, VA’nin PBS pH 7.4 cozeltisi gibi
bir tampon c¢ozelti igerisinde olmadigi durumlarda, ortamin pH’sini,
konsantrasyonundaki artiga bagli olarak dusiirdiigli, pH’daki bu diisiis ile SP
aktivitesinin  azaldigr  goriilmiistiir. Bu nedenle jel formiilasyonlarinin
hazirlanmasinda kullanilan pluronik jelin, VA varliginda SP’nin aktivitesini
gosterebilecegi bir pH degeri olan pH 7’°de sabitlenebilmesi amaci ile PBS pH 7,4
tamponu icerisinde hazirlanmasina karar verilmistir.

Bolim 5.4.2.1.’de ayrintili olarak anlatilan, pluronik jel formiilasyonlarindan
in vitro salim c¢alismalar1 sonucunda elde edilen bulgular degerlendirildiginde salim
profillerinin uygunlugu ve enjekte edilebilir 6zellikte olmalari nedeni ile yiiksek

molekiil agirlikli PCL ile hazirlanan 200 mg ve 100 mg VA yiiklii mikrokiire, 16 mg
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VA ve 5 mg SP iceren jel formiilasyonlarinin in vivo deneyler icin {imit vaat ettigi
diisliniilerek antibiyofilm aktivitesi deneylerine alinmislardir. Ancak, antibiyofilm
aktivitesi ¢calismalar1 sonucu, bu formiilasyonlar ile SP’nin aktivitesini gosteremedigi
tespit edilmis ve yapilan aragtirmalar sonucu, bu durumun jel formiilasyonu
icerisindeki asidik ozellikteki VA’nin yiiksek konsantrasyonu nedeni ile pluronik
jelin pH’sim1 7,5’ten 4,3’¢ indirdigi, bunun da optimum aktivite i¢in yiiksek pH
degerlerine gereksinimi olan SP’nin (optimum pH 8,5-9,5; stabil oldugu pH 5,5-9,5)
aktivitesini disiirdiigii anlasilmistir. Bu durumun oniine gecilmesi amaci ile serbest
VA dozunun azaltilmasina ve SP dozunun artirilmasina karar verilmistir. pH
degerinin tamponlanabilmesi amaci ile, Pluronikin pH 7,4 PBS tamponu igerisinde
jeli hazirlanmis ve hazirlanan jelin pH’s1 7,3 olarak 6l¢iilmiistiir. Sonrasinda, 0,5 mL
pluronik jel igerisinde 4mg ve 8 mg VA igerecek sekilde formiilasyonlar hazirlanmis
ve pH Ol¢iimi yapilmus, sirast ile pH 7,1 ile 6,8 olarak bulunmustur. 4 mg VA igeren
pluronik jelin pH’sinin SP’nin aktivitesini gosterebilmesi i¢in daha uygun olacagina
karar verilmis, ancak; optimum pH araligina ¢ikilamadig: i¢in SP’nin dozunun da
artirilmasina karar verilmistir. Thaller ve digerlerinin yaptig1 ¢alismada (185) SP
ilavesi ile vaskiiler graft enfeksiyonlarinda goriilen S.epidermidis kaynakli biyofilm
yapili enfeksiyonun tedavisinde VA’nin MIK ve MBK aktivitesinin arttigi
gosterilmistir. Bu literatiir bilgisi goz Oniinde bulundurularak, SP’nin yeterli
aktivitesinin saglanabildigi kosullarda, VA’nin antimikrobiyal aktivitesinin artacagi
diistiniiliirse, VA dozunun azaltilmasinin jel formiilasyonunun antibiyofilm aktivitesi
lizerine olumsuz etkilerinin olmayacagi diisiiniilmiis ve antibiyofilm aktivitesi
calismalarinda 4 mg VA igeren pluronik jel formiilasyonlari ile ¢alisilmistir.

Bu 6n c¢alismalar sonucunda, VA ile SP miktarlar1 arasinda, VA miktarinin
jelin pH degerini SP aktivitesini gdsterebilecegi pH degerinin altina indirmeyecek,
aynt zamanda etkin konsantrasyonda salinabilecek miktarda sabitlenmesine, SP
miktariin ytikseltilmesinin antibiyofilm aktiviteyi artirmada bir degisiklige neden
olmadigina, bu nedenle iki farkli konsantrasyonda SP iceren jel formiilasyonlar ile

denemeler yapilmasina karar verilmistir.
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5.4.2.3.2. Tla¢ Yiikli Jel Formiilasyonlarinin Antibiyofilm

Aktivitesinin Gosterilmesi

Icerdigi yiiksek molekiil agirlikli PCL %0,1 PVA formiilasyonlu Vankomisin
HCI yiiklii mikrokiire miktarlari, serbest vankomisin HCI miktarlari, serratiopeptidaz
miktarlar1 farkli, steril pluronik jel formiilasyonlar1 (PBS pH 7,4 tamponu ile
hazirlanan) hazirlanarak Bolim 3.2.3.6.2.°de anlatilan yontem ile antibiyofilm
aktiviteleri denenmistir. Tablo 4.19.’da gorildiigli gibi serratiopeptidaz icermeyen
formiilasyon ile muamele edilen biyofilm tabakasindan elde edilen koloni sayisi
ortalama 1,64x10’ (n=9) iken, 25 mg SP igeren formiilasyon ile muamele edilen
biyofilm tabakasindan elde edilen koloni sayis1 ortalama 7,7x106’ya diigmiistiir.

Antibiyofilm aktivitesi en yiiksek olan jel formiilasyonu 200 mg mikrokiire,
25 mg SP, 4 mg VA igeren JP8 formiilasyonu olmustur. Bu nedenle in vivo

calismalarda kullanilmak {izere bu formiilasyon se¢ilmistir.

5.4.2.4. Steril Sonu¢ Jel Formiilasyonunda Kullanilan Enzim-
Antibiyotik-Polimerler Arasindaki Olas1 Etkilesimlerin

Incelenmesi

Ilag yiiklii steril sonug jel formiilasyounda kullanilan VA, SP ve VA yiiklii
mikrokiire ile pluronik jel arasinda olast kimyasal etkilesimlerin varligini
degerlendirmek amaci ile yapisal inceleme i¢in Bolim 3.2.3.6.3.’te anlatildig:
sekilde DSC analizleri yapilmistir.

DSC termogramlart incelendiginde, ilag¢ yiklii steril pluronik jelin DSC
termograminda, PCL’ye ait erime piki ve pluronike ait erime piklerinin yer aldigi
gorilmektedir. Bu durum, jel formiilasyonu igerisinde, mikrokiire yapisindaki PCL
polimeri ile jel yapisindaki pluronik polimeri arasinda herhangi bir kimyasal
etkilesim olmadigini gdstermektedir. Ilag yiiklii jel formiilasyonunda SP ve VA’ya
ait termogramlarin goériilmemesinin nedeni, SP ve VA’nin keskin bir erime pikine

sahip olmamasindan kaynaklanmaktadr.
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5.4.2.5.Sonug Jel Formiilasyonundan in vitro Salim Deneyleri

Ilag yiiklii steril jel formiilasyonlari ile yapilan in vitro antibiyofilm aktivitesi
deneyleri sonucu, antibiyofilm aktivitesi en yiiksek bulunan ilag yiiklii steril jel
formiilasyonu sonug formiilasyon olarak segilmis ve bu formiilasyonun in vitro salim
deneyleri yapilmistir. Buna goére in vitro antibiyofilm aktivitesi en yiiksek olan jel
formiilasyonunun, 0,5 mL steril pluronik jel igerisinde 4 mg serbest VA, 25 mg
serbest SP ve 200 mg yiiksek molekiil agirlikli PCL ile hazirlanmis VA yiikli
mikrokiire igeren JP8 formiilasyon kodlu jel formiilasyonu oldugu yapilan deneyler
sonucu gorilmiistir.

In vivo calismalarda kullanilmak iizere antibiyofilm aktivitesi en yiiksek
olmasi nedeni ile segilen JP8 formiilasyonundan in vitro salim deneyleri yapilmig ve
VA salim profili, salim 0&rneklerindeki SP’nin enzimatik aktivitesi, salim
numunelerindeki VA’nin antimikrobiyal aktivitesi ve salim numunelerinin

antibiyofilm aktivitesi degerlendirilmistir.

5.4.25.1. Sonuc Jel Formiilasyonundan VA Salim Profili

Ilag yiiklii steril jel formiilasyonlarindan in vitro salim g¢aligmalari Boliim
3.23.6.4te anlatildigt sekilde “Diyaliz Torbast Yontemi” kullanilarak
gerceklestirilmistir. Salim deneylerine, ila¢ yiklii steril jel formiilasyonlarindan
salinan VA, salim 6rneklerinden HPLC analizi ile saptanamaz diizeye gelene kadar
devam edilmistir.

In vivo galismalarda kullanilmak {izere antibiyofilm aktivitesi en yiiksek
olmasi nedeni ile se¢ilen 0,5 mL steril pluronik jel igerisinde 4 mg serbest VA, 25
mg serbest SP ve 200 mg yiiksek molekiil agirliklt PCL ile hazirlnamis VA yiikli
mikrokiire igeren JP8 formiilasyonundan salim c¢aligmalar1 yapilmistir. Aym
formiilasyonun SP icermeyenleri ile de, SP aktivitesinin gosterilmesi amaci ile salim
caligmalar1 yapilmistir. Hazirlanan pluronik jellerden VA salim profili Sekil 4.41.’de
gortldiigl gibidir.
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Steril sonug jel formiilasyonundan VA salim profili incelendiginde, birinci
giin sonunda jel formiilasyonundaki total VA’nin %67,8’inin, ikinci giin sonunda
%69,9’unun, yirmibesinci giin sonunda ise %74,5’inin salindig1 goriilmiistiir. Jel
formiilasyonuna yiiklii serbest VA’ nin biiyiik bir kismi1 birinci giin sonunda hizli bir
salim ile salinmis, birinci giin sonrasinda kontrollii bir salim profili ile VA salim1
devam etmistir.

Salim oOrneklerinden analiz edilen VA’nin, totalde %74,5’inin salinmis
olmasma ragmen, 20. giin sonrasinda HPLC analizlerinde saptanamaz diizeye
diismesinin nedeni, her 6rnek alma zamaninda salim ortaminin tamaminin alinip
yerine taze ortam koyulmasindan kaynaklanan salim numunesindeki VA’nin
seyrelmesidir.

Sonug olarak, in vivo ¢alismalarda kullanilmak tizere segilen JP8 formiilasyon
kodlu steril sonug jel formiilasyonundan VA salimi 20 giin boyunca HPLC analizi ile
tespit edilebilir diizeylerde olmus ve bu siire sonunda jele yiiklenen total VA ’nin
%74,5’1 salinmistir. Baglangigta hizli bir VA salim profili saglanmis, bu sayede in
vivo kosullarda, formiilasyonun enjeksiyonunu takiben, kirilmasi gii¢ biyofilm yapisi
icerisindeki bakterilerin yiiksek dozda antibiyotik ile karsilasmasina olanak verecek,
sonrasinda daha kontrollii bir salim ile bakterilerin tekrar {iremesini 6nleyecek bir
VA salim profili elde edilmistir. In vitro antibiyofilm deneylerinde, biyofilm
tizerinde yiiksek antibiyofilm aktivitesi gostermis olan JP8 formiilasyonu, in vitro
salim deneyleri sonucu VA salim profili ile de in vivo deneyler i¢in umut vaat

etmektedir.

5.4.25.2. Sonu¢ Jel Formiilasyonundan Salinan SP’nin in vitro

Enzimatik Aktivitesinin Degerlendirilmesi

Bolim 3.2.3.6.5.te anlatildig1 sekilde JP8 formiilasyon kodlu sonug jel
formiilasyonunun salim 6rneklerindeki SP’nin aktivite 6l¢iimleri yapilmistir.

0,5 mL steril pluronik jel icerisinde 4 mg serbest VA, 25 mg serbest SP ve
200 mg yiiksek molekiil agirlikli PCL ile hazirlanmis VA ytiiklii mikrokiire igeren jel
formiilasyonu JP8 formiilasyon kodlu sonug jel formiilasyonunda 10 giin boyunca

dlgiilebilen SP aktivitesi degerleri tespit edilmistir (Bkz. Sekil 4.42.). Olgiim
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sonuclari, SP icermeyen jel formiilasyonlarindan elde edilen salim 6rneklerinin kor
olarak kullanilmasi ile hesaplanmistir. Sonug jel formiilasyonundan % Kiimiilatif SP
salim1 degerleri hesaplandiginda, birinci giin sonunda formiilasyon igerisindeki total
SP’nin %41,8’inin hizli bir salim ile salindig1 goriilmektedir (Bkz. Sekil 4.43.).

Jel formiilasyonlarindan salinan SP aktivitesi incelendiginde, SP aktivitesinin
zamanla azaldigi goriilmektedir. Bunun nedeni, zaman igerisinde jel
formiilasyonundan salinan SP miktarinin azalmasi ve her 6rnek alma zamaninda
salim ortaminin tamaminin alinmasi ve taze ortam koyulmasi ile salim 6rneklerinde
meydana gelen seyrelmedir. Jel formiilasyonu igerisindeki total SP’nin birinci giin
sonunda %41,8’inin salinmis olmasi, SP’nin hizla biyofilm igeren yiizeye salinip
biyofilmi kirmasi ve bu yol ile VA’nin etkinligini artirmasi agisindan olumlu bir
bulgudur.

Sonu¢ olarak, salim numunelerinde 10 giine kadar SP aktivitesi
gosterilebilmistir, daha uzun siire gosterilememe sebebinin salim ortaminin her giin
tazelenmesine bagli olarak SP  miktarinin  seyrelmesine bagli  oldugu

diistiniilmektedir.

5.4.2.5.3. Steril Sonu¢ Jel Formiilasyonundan Salinan Salim
Orneklerinin in vitro Antimikrobiyal ve Antibiyofilm

Aktivitesinin Degerlendirilmesi

Steril sonu¢ jel formiilasyonundan salinan salim O&rneklerinin in vitro
antimikrobiyal aktivite deneyleri sonucu elde edilen bulgular degerlendirildiginde,
salim sonrasi salim numunelerindeki VA’nin antimikrobiyal aktivitesini siirdiirdiigi
gosterilmigtir. Salim numunelerindeki seyrelmeye bagli olarak salim numunesi
igerisindeki VA’nin konsantrasyonundaki diisiise bagli olarak antimikrobiyal
aktivitesinin birinci giinden sonra azaldigi gorilmistir (Bkz. Tablo 4.20.). Bu
sonuca paralel olarak salim numunelerindeki VA’nin ve SP’nin antibiyofilm
aktivitesinin de birinci glinden sonra azaldigi gorilmistir (Bkz. Tablo 4.21.).
Antibiyofilm aktivitesi sonuglar1 ayn1 zamanda jelden SP salim profili ile de uyum
igerisinde bulunmustur. Jeldeki total SP’nin %41,8’inin birinci giin sonunda salinmis

olmasi, sonrasinda c¢ok diisiik ve sabit bir salim profili gostermesi antibiyofilm
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aktivitesinin birinci giinden sonra azalmasini destekleyici 6zelliktedir (Bkz. Sekil

4.43).

5.5. In vivo Pilot Calismalar

In vitro kosullarda antibiyofilm aktivitesi en yiiksek bulunan steril jel
formiilasyonu ile in vivo pilot galismalarin yapilabilmesi amaci ile, 4 adet Yeni
Zelanda tipi albino tavsan kullanilarak in vivo kosullarda medikal cihaz
uygulamalarina bagl olarak gelisen biyofilm bazli osteomiyelit modeli hazirlanmis
ve osteomiyelit grubu olarak sadece biyofilm kapli implant yerlestirilen ve bakteri
siispansiyonu enjekte edilen tavsan ile, tedavi grubu olarak biyofilm kapli implant
yerlestirilmesi ve bakteri siispansiyonu enjeksiyonunu takiben tedavi profilini
gormek amaci ile ilag yiiklii steril sonug jel formiilasyonu enjekte edilen tavsanlar,
osteomiyelit gelisimi ve tedavi siirecinin saglanmasi amaci ile cerrahi islem
uygulanmasini takiben iigiincii hafta sonunda &tenazi edilmislerdir. Otenazi sonrasi
cerrahi islem uygulanan bolge acilarak bolgenin fotografi ¢ekilmis, sonrasinda
yerlestirilen implantlarin bir kismi1 SEM analizi ile yiizeydeki biyofilm varliginin
tespiti amaci ile ¢ikarilmig, kalan kisim ve implantasyonun gerceklestigi kemik doku
ve ¢evre doku histolojik degerlendirmenin yapilabilmesi i¢in kesilerek ¢ikartilmistir.

Biyofilm kapli implantin implantasyonu Oncesi, yiizeyin biyofilm
kaplandigmnin gosterilmesi amaci ile SEM analizi yapilmistir. implantasyon oncesi
biyofilm kapli implanta ait SEM gortintiiler1 Sekil 4.45.°deki gibidir. Buna gore
implantasyon oncesi, in vivo kosullarda medikal cihaz uygulamalarina bagli olarak
gelisen biyofilm bazli osteomiyelit modeli gelistirmek amaci ile biyofilm ile

kaplanmas1 amaglanan implant yiizeylerinin biyofilm ile kaplandig1 gosterilmistir.

5.5.1. Tavsanlara Tedavi Uygulanmasimm Takiben Yapilan

Degerlendirmeler

Cerrahi islem uygulamasini takiben iigiincii hafta sonunda tavsanlara Gtenazi
uygulanmis ve cerrahi miidahalenin yapildig1 bolge acilarak fotograflari ¢ekilmistir.

Bolgeye iliskin goriintiiler Sekil 4.46.°daki gibidir. Sekil 4.46.’da goriildiigii gibi
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tedavi uygulanmayan osteomiyelit grubunda yiiksek bir biyofilm olusumu
gozlenirken, tedavi uygulanan tedavi grubunda biyofilm olusumu ¢ok kiigiikk bir
bolge ile sl kalmistir. ilk goriintiiler ile tadavi amaci ile ilag yiiklii steril jel

uygulamasinin biyofilm olusumunu azalttig1 sdylenebilir.

5.5.1.1. Mikrobiyolojik Degerlendirmeler

Tavsanlara cerrahi islem uygulanmasini takiben {iclincii hafta sonunda
tavsanlara 6tenazi uygulanmis ve cerrahi islem goren bolge agilarak implantlarin bir
kismi ¢ikarilmis ve Bolim 3.2.4.3.1.’de anlatilan yontem ile implantlar altinla
kaplanarak SEM goriintiileri alinmigtir. Jel formiilasyonunun uygulanmadigi
osteomiyelit gurubundaki tavsandan c¢ikarilan implanta ait SEM goriintiisii ve jel
formiilasyonunun uygulandigi tedavi gruplarindan c¢ikarilan implantlarin SEM
goriintlileri Sekil 4.48 ve Sekil 4.49.°da goriildigl gibi olmustur. Buna gore, tedavi
islemi uygulanan ve uygulanmayan tavsanlardan ¢ikarilan implant yiizeylerinde
biyofilme rastlanmistir; ancak, Sekil 4.47. Al, A2 ve A3’te goriildiigii gibi, tedavi
uygulanmayan osteomiyelit grubundan ¢ikarilan implant yiizeyinde daha genis
yayitlimli ve kirilmamis yapida bir biyofilm olusumu gergeklesirken, tedavi
gruplarindan ¢ikarilan implantlarin yiizey goriintiilerinin gosterildigi Sekil 4.48. B1,
B2, B3 ve Sekil 4.49. C1, C2, C3 goriintiileri incelendiginde, bu gruplardan ¢ikarilan
implant yiizeylerinde daha dar yayilimli ve kirilmig seyreltik goriintiilii bir biyofilm
olusumu gergeklesmistir.

Sonu¢ olarak, cerrahi islem ile tavsanlara yerlestirilen implantlarin
ylizeylerine ait SEM goriintiileri incelendiginde, tedavi uygulanmayan osteomiyelit
grubundan ¢ikarilan implant yiizeyinde genis yayilimli saglam biyofilm yapisi
goriiliirken, tedavi gruplarindan ¢ikarilan implant ylizeylerinde kirilmis, seyrelmis ve
daha dar yayilimli biyofilm yapisinin goriilmesi, tedavi gruplarina uygulanan ilag
yiiklii steril jelin biyofilm yapisini kirmada ve bolgedeki enfeksiyonu tedavi etmede

etkili olmada basarili olabilecegine iliskin umut vaat edebilecegi diisiiniilmektedir.
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6. SONUC

Elde edilen bulgular 1s181nda:

>

Bu tez calismasinda, giinlimiizde ortopedi alaninda klinikte karsilasilan en
biiyiilk problemlerden biri olan biyofilm bazli medikal cihaz kaynakl
(BBMCK) osteomiyelitin tedavisine yonelik vankomisin hidrokloriir (VA),
serratiopeptidaz (SP) ve VA yiikli mikrokiire iceren termosensitif jel
formiilasyonlar1 hazirlanmistir.

Glikopeptid yapisinda bir antibiyotik olan VA, diisiik, orta ve yliksek molekiil
agirlikll polikaprolakton (PCL) mikrokiirelerine basarili bir sekilde yiikklenmis
ve ylikleme sonrasi dayanikli oldugu gosterilmistir.

Mikrokiirelerin partikiil biiyiikligli, ila¢ yiikleme etkinligi ve salim
Ozelliklerinin kullanilan PCL’nin molekiil agirligindan etkilendigi tespit
edilmistir.

Hazirlanan mikrokiireler morfolojik 6zellikleri bakimindan incelendiginde,
kiiresele yakin sekilde olduklari ve partikiil biiyiikliigii acisindan monodispers
dagilimda hazirlanabildikleri goriilmiistiir.

PCL mikrokiireleri, sahip oldugu partikiil biiytikliikleri nedeni ile (58-134
um), BBMCK osteomiyelitin olustugu bolgeye cerrahi islem gerekmeksizin
direkt enjeksiyon ile uygulanabilir formiilasyonlar olarak hazirlanabilmis,
uygun salim ozellikleri sayesinde VA’nin 7 hafta boyunca kontrollii salimi
saglanmustir.

Gama radyasyon ile sterilizasyonun  hazirlanan = mikrokiirelerin
karakterizasyonlar lizerine (partikiil biiytikliigi, ilag ylikleme etkinligi, salim
profili, morfoloji, fizikokimyasal 6zellikler) herhangi bir etkisinin olmadigi
tespit edilmistir.

Serbest VA, VA yiiklii mikrokiire ve SP’yi dayamikli bir sekilde igeren
pluronik ve kitosan jel formiilasyonlar1 hazirlanmis ve jel formiilasyonlarinin
psOdoplastik akis gosterdikleri tespit edilmistir. Otoklav sterilizasyonunun
kitosan termosensitif jellerin reolojik ozellikleri lizerine olumsuz etkileri

oldugu saptanmistir.
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Jel formiilasyonlarindan salim ¢alismalarinda, VA’ nin kontrolli bir sekilde
salindig1 ve pluronik jellerin kitosan jellere gore daha yavas bir salim profili
gosterdigi bulunmustur.

In vitro olarak biyofilm modeli basarili bir sekilde olusturulmus, biyofilm
varlig1 ve SP’nin antibiyofilm aktivitesi Taramali Elektron Mikroskopisi ile
gozlenebilmistir.

In vitro olarak olusturulan biyofilm modeli iizerinde yapilan mikrobiyolojik
caligmalarda, formiilasyonlara ilave edilecek uygun SP dozu tespit edilmistir.
VA, SP ve mikrokiire igeren pluronik jelden meydana gelen formiilasyonlarin
antibiyofilm aktivitesi in vitro olarak olusturulmus biyofilm modelinde
degerlendirilmistir. incelemeler sonucunda, yiiksek VA miktarinin SP’nin
aktivitesini kaybetmesine neden oldugu tespit edildigi icin, formiilasyondaki
uygun antibiyotik-enzim orani belirlenmistir.

Yapilan c¢aligmalarda, ormiilasyonlardan saliman SP’nin enzimatik ve
antibiyofilm aktivitesini korudugu tespit edilmistir.

In vivo olarak biyofilm bazli medikal cihaz kaynakli osteomiyelit modeli
pilot ¢aligmalarda Yeni Zelanda tipi albino tavsanlar kullanilarak basarili bir
sekilde olusturulmustur.

Osteomiyelit grubundaki tavsandan ¢ikarilan implantta Taramali Elektron
Mikroskopisi ile yogun biyofilm yapis1 goriliirken, tedavi grubundaki
tavsanlardan ¢ikarilan implantta biyofilm yapisinin kirildig: tespit edilmistir.
Sonug olarak in vitro ve in vivo pilot ¢calismalar1 gergeklestirilen sonug jel
formiilasyonunun in vivo kosullarda da in vitro kosullarda gosterdigine yakin
antibiyofilm aktivitesine sahip oldugu, kesin sonuglara ulagabilmek ig¢in
kontrol grubunu da igeren daha fazla sayida hayvan ile yapilacak in vivo
caligmalarin yapilmasi gerektigi; ancak pilot caligmalar sonucu secilen sonug
jel formiilasyonunun in vivo kosullarda BBMCK osteomiyelitin tedavisi igin

umut vaat edici oldugu sonucuna ulagilmistir.
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POLYL]-CAPROLACTONE) MICROSPHERES:
0 CHARACTERIZATION
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