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BOR KATKILI DOKU iISKELELERININ GELISTIRILMESI

Demet CAKIR
Yiksek Lisans, Kimya Muhendisligi Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. Menemse GUMUSDERELIOGLU
Ocak 2018, 110 sayfa

Sunulan tez calismasinda herhangi bir kemik hasarinda enfeksiyonu onleyici ve
tedavi surecini hizlandirici sistemler olarak, beta-laktam antibiyotikleri ile sinerjik
etkiye sahip bor katkil hidroksiapatit (B-HAp)/kitosan doku iskelelerinin gelistiriimesi
amaglanmistir. Bu kapsamda, MC3T3-E1 fare oncul kemik hicre hatti ile hicre
kultar calhigmalari yapilarak hucre proliferasyonu incelenmistir. Ayrica, secilen gesitli
bakteri suglari ile galigilarak bir beta-laktam antibiyotigi olan amoksisilin (AMX) ve

biyomimetik yontem ile Uretilen B-HAp arasindaki sinerjik etki incelenmistir.

ikili-emlsiyon hazirlama-gdziicii buharlagtirma (w/o/w) yéntemi kullanilarak AMX
yuklu poli(laktik-ko-gikolik asit) (PLGA) nanopartikuller Uretilmistir. AMX'in, PLGA
nanopartikullere enkapsulasyon verimi %36 olarak bulunmustur. Bos ve AMX yUklu
PLGA nanopartikullerin gaplari sirasiyla, 187 nm ve 182 nm olarak belirlenmistir.
PLGA nanopartikuller ile gerceklestirilen 85 gunluk salim galismasi sonucunda, ilk
saatte ani patlama etkisi ile AMX’'in %20’sinin salindigi ve AMX saliminin uzun
donemli olarak kontrollu bir sekilde gergeklestigi belirlenerek salim mekanizmasinin



‘Higuchi modeli’ne uygun olarak difuzyon mekanizmasi ile gerceklestigi

kanitlanmigtir.

Tez caligmasinin devaminda AMX yukli PLGA nanopartikullerin varhiginda
dondurarak-kurutma yontemiyle B-HAp/kitosan nanokompozit doku iskeleleri
hazirlanmis ve karakteristik o0zellikleri belirlenmigtir. AMX saliminin partiktllerden
salima nazaran daha yavas ve daha kontrollu bicimde difizyon mekanizmasiyla

gerceklestigi gorulmustur.

AMX yukli PLGA nanopartikil iceren B-HAp/kitosan doku iskelelerinin hucre
proliferasyonuna etkisini incelemek igin MC3T3-E1 hicre hatti ile 7 gun suren in-
vitro hicre kultar galismalari gergeklestirilmistir. B-HAp ile birlikte kullanilan daguk
AMX miktarlarinin hucre proliferasyonu uUzerinde istatistiksel olarak anlamli bir

etkisinin olmadigi gozlenmistir.

Beta-laktam antibiyotigi AMX ile B-HAp arasindaki sinerjik etkinin incelenebilmesi
icin beta-laktamaz enzimi Ureten 4 farkli bakteri susu (Staphylococcus aureus
ATCC®25923, Escherichia coli ATCC®25922, Klebsiella pneumoniae
ATCC®BAA-1144 ve Klebsiella pneumoniae ATCC®700603) ve 3 fakh yontem ile
(cift disk sinerji yontemi, agar difuzyon yontemi ve gradiyent testi) bakteriyel
calismalar gergeklestirilmistir. Test sonuglari AMX ile B-HAp arasindaki sinerjik

etkinin varligini kanitlamistir.

Tez galigmasi kapsaminda elde edilen sonugclar 1s1ginda, beta-laktam antibiyotigi
salan ve bor igeren doku iskelelerinin kemik dokusunun yenilenmesinde hlcresel ve

antibakteriyel 6zellikleri ile etkin bir bicimde kullanilabilecekleri gosterilmistir.

Anahtar kelimeler: amoksisilin; ilag salimi; doku iskelesi; bor; hidroksiapatit;
antibakteriyel davranis.



ABSTRACT

DEVELOPMENT OF BORON DOPED TISSUE SCAFFOLDS WHICH
HAVE SYNERGISTIC EFFECTS WITH BETA-LACTAME
ANTIBIOTICS

Demet CAKIR
Master of Science, Chemical Engineering Division
Supervisor: Prof. Dr. Menemse GUMUSDERELIOGLU

January 2018, 110 pages

In the presented study, it was aimed to develop boron-doped hydroxyapatite (B-
HAp)/chitosan tissue scaffolds which have synergistic effect with beta-lactame
antibiotics as systems to prevent infection and speed up the treatment of any bone
damage. For this purpose, cell proliferation was investigated by cell culture studies
with MC3T3-E1 mouse precursor bone cell line. In addition, the synergistic effect
between amoxicillin (AMX), a beta-lactam antibiotic, and B-HAp, produced by the

biomimetic method, was studied with selected bacterial strains.

AMX loaded poly(lactic-co-glycolic acid) (PLGA) nanoparticles were produced using
the double-emulsion preparation-solvent evaporation (w/o/w) method.
Encapsulation yield of AMX to PLGA nanoparticles was found to be 36%. The
diameters of empty and AMX loaded PLGA nanoparticles were determined to be
187 nm and 182 nm, respectively. It has been proven through the 85-day release
study with PLGA nanoparticles that 20% of AMX is released by a burst effect in the
first hour and the AMX release is carried out in a long-term and controlled manner,



proving that the release is achieved by the diffusion mechanism according to the

"Higuchi model".

In the on-going study B-HAp/chitosan nanocomposite tissue scaffolds were
prepared by freeze-drying method in the presence of AMX loaded PLGA
nanoparticles and their characteristics were determined. It has been observed that
the AMX release is achieved by a slower and more controlled diffusion mechanism
than that of the particles.

In-vitro cell culture studies were performed with the MC3T3-E1 cell line for 7-day to
examine the effect of AMX loaded PLGA nanoparticle containing B-HAp/chitosan
tissue scaffolds on cell proliferation. There was no statistically significant effect of
low AMX doses used with B-HAp on cell proliferation.

Four different bacterial strains (Staphylococcus aureus ATCC®25923, Escherichia
coli ATCC®25922, Klebsiella pneumoniae ATCC®BAA-1144 and Klebsiella
pneumoniae ATCC®700603), which produce the beta-lactamase enzyme, and
three different methods (double disk synergy method, agar diffusion method and
gradient test) were used to examine the synergistic effect between the beta-lactame
antibiotic, AMX, and B-HAp. Test results proved the synergistic effect between AMX
and B-HAp.

The results obtained within the scope of the study indicated that beta-lactam
antibiotic releasing and boron containing tissue scaffolds could be used effectively
with their cellular and antibacterial properties in bone tissue regeneration.

Keywords: amoxicillin; drug delivery; tissue scaffold; boron; hydroxyapatite;
antibacterial behaviour.
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1. GiRi$

Kemik dokusu damarli, karmasik, mineralize ve organize bir bag dokusudur. Bu
doku genel olarak kolajen temelli yapilardan, hidroksiapatit kristallerinden ve
osteoblast ve osteoklast hicrelerinden olusmaktadir. Kemik dokusu surekli olarak
yeniden sekillenebilen bir dokudur, bu suregte osteoblastlar yapici ve osteoklastlar
yikici rol almaktadir. Kemik dokusu genel olarak kendini tamir edebilmektedir; fakat
blyuk ve parcall hasarlarda ve kiriklarda kemik dokusunun kendini tamir edebilme
yetisi yetersiz kalmaktadir. Bu tur hasarlarda doku transplantasyonu guncel tedavi
yontemidir. Ancak kaynak yetersizligi ve doku uyusmazhg gibi dezavantajlardan
dolay! son yillarda “kemik doku muhendisligi yaklagimi” 6n plana ¢ikmaktadir. Bu
yaklagim ile doku iskeleleri, kemige 6zgu hucreler ve buyume faktorleri birlikte veya
ayri ayri kullanilarak kemik doku olusumu amaglanmaktadir [1-3].

Antibiyotikler, bakteri ve fungus gibi mikroorganizmalar tarafindan dogal veya
sentetik olarak Uuretilen, duguk konsantrasyonlarda bile mikroorganizmalarin
gelismesini ve uremesini durduran veya onlari 6lduren maddelerdir [4]. Butin
bakterilerde cogalma evresi 3 donemden olusmaktadir, bunlar; i) hazirlik evresi, ii)
logaritmik evre ve iii) durgunluk evresidir. Antibiyotikler bakterilerin hizli gelisme ve
yavas gelisme donemlerine etki ederler. Bu etkilesim iki sekilde olur:

e bakterilerin 6ldurulmesi (bakterisid veya bakterisidal etki),

e bakterilerin gelisiminin ve Uremesinin engellenmesi (bakteriyostatik etki).

Ornegin penisilinler, aminoglikozidler ve sefalosporinler gibi antibiyotikler
bakterilerin mukopeptid sentezini inhibe ederek bakterileri oldurmekte iken
(bakterisid etki), tetrasiklinler ve sulfonamidler gibi antibiyotikler ise bakterilerin

uremesini ve gelisimini durdurmaktadirlar (bakteriostatik etki) [5—7].

Antibiyotikler bakteri hicresi uzerinde farkli mekanizmalarla etki gostermektedirler.

Bunlar;

e hucre duvarinin sentezini engellemek,
e sitoplazmik zarin gegirgenligini degistirmek,
e nukleik asit sentezini engellemek,
e protein sentezini engellemek ve
e antagonistik etki
seklinde siralanabilir.



Klinikte kullanimi yaygin olan beta-laktam antibiyotiklerinden olan penisilinler huicre

duvarinin sentezini engelleyerek etki gosteren antibiyotiklerdir [7].

Direng, bir bakterinin, antimikrobiyal bir ajanin gelismeyi ve Uremeyi engelleyici veya
oldurucu etkisine karsi koyabilme yetisidir. Bakterinin diren¢ gelisimi genel olarak
gereksiz ve yanlig antibiyotik kullanimina baglanmaktadir; fakat, 1940’li yillarda
antibiyotiklerin kullaniimadigi bazi yoérelerde tetrasiklin ve streptomisine direngli
bakterilerin varhgi tespit edilmistir. Dolayisiyla, bakterilerin antibiyotik direncinin
yalnizca yaygin antibiyotik kullaniminin bir pargasi olmadigi, bakterilerin olumsuz
kosullarda yasamlarini surdurebilmek i¢in kullandiklari savunma mekanizmalarinin
da bir parcasi oldugu belirtimektedir. Gunumuzde hizla yeni antibiyotikler
gelistiriimektedir. Ancak antibiyotiklerin siklikla kullaniimasi sonucunda yillar icinde
“coklu direngli mikroorganizmalar” ortaya g¢ikmigtir. Bunun sonucu olarak ¢ogul
direngli mikroorganizmalardan kaynaklanan enfeksiyonlarin sayisinda artig
gozlenmektedir. Bu artis sonucunda olugan sorunlarin boyutlari giderek
bliyumektedir. Avrupa’da yilda yaklasik 25 000 kiginin antibiyotiklere direng
gelistirmis bakteri kaynakh enfeksiyonlardan dolayr hayatlarini kaybettikleri
bildirilmistir. Ayrica, 2013 yilinda ABD Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezi (US
Centers for Disease Control and Prevention) tarafindan yayinlanan raporda, her yil
en az 2 milyon civari kisinin antibiyotiklere direncli bakteriler tarafindan enfekte
oldugu ve bu insanlarin da yaklasik 23 000’inin bu enfeksiyonlar nedeniyle hayatini
kaybettigi belirtilmistir [8, 9].

Molekulinin antibakteriyel etkisinden sorumlu c¢ekirdek kisminda beta-laktam
halkas! iceren antibiyotiklere “beta-laktam antibiyotikleri” veya kisaca “beta-
laktamlar” adi verilir. Beta-laktam halkasi biri azot, Ggu karbon atomu olan 4 Gyeli
doymus bir halkadir. Beta-laktamlar halkanin yapisina gore penisilinler (penamlar),
sefalosporinler  (sefemler), karbapenemler ve  monobaktamlar  olarak
siniflandinlirlar. Ginumuzde antibiyotiklere kargi direncin kirilmasinda beta-laktam
antibiyotiklerinin klavulanik asit, sulbaktam ve tazobaktam gibi beta-laktamaz
inhibitorleri ile birlikte kullanimi gindeme gelmektedir. Fakat bu inhibitorler beta-
laktamaz enzimlerinin tamamina karsi etkin degildirler. Bu yuzden yeni sentetik
beta-laktamaz inhibitorleri arayigi guindeme gelmistir [10]. Bunun yani sira, lokal
terapi yaklagsimi ile kemik enfeksiyonlarinin onlenebilmesi icin antibiyotiklerin
kontrolll ilag sistemleri ile birlikte kullanimi da gundemdedir [11, 12].



Yukarida bahsedilen sorunlara ¢ozum getiriimesi amaci ile sunulan tez galismasinin
hedefi, son zamanlarda doku iskelelerinde kullaniimaya baslanan bor katkih
hidroksiapatit (B-HAp)'in genis spektrumlu beta-laktam antibiyotikleri olarak bilinen
ve penisilinler grubunun Uyesi olan amoksisilin (AMX) ile birlikte kitosan doku
iskelelerinde kullaniimasi ve doku iskelelerinin in-vitro kosullarda antibiyotik salim
davranislarinin incelenmesidir. Sunulan tez ile AMX antibiyotik yukli B-HAp/kitosan
nanokompozit doku iskelelerinin hem kemik enfeksiyonunu onleyici hem de kemik
hasari tedavi surecini hizlandirici sistemler olarak 6ngorulen potansiyeli kemik doku
muhendisligi agisindan degerlendirilmigtir.

Tez kapsaminda ilk olarak biyomimetik yontemle HAp ve B-HAp sentezi yapiimistir.
Ardindan kitosan bazli nanokompozit doku iskelelerine bir beta laktam antibiyotigi
olan AMX yuklemesi gerceklestiriimigtir. Yapilan hucre kudltir calismalar ve
bakteriyel deneylerle hicre proliferasyonu ve beta-laktam antibiyotikleri ile B-HAp

arasindaki sinerjik etki incelenmistir.



2. GENEL BILGILER

Tezin bu bolumunde galisma kapsaminda siklikla bahsedilen ve ¢alismanin temelini
olusturan konular ayrintili olarak sunulmustur. ilk olarak doku miihendisligi ve kemik
doku muhendisligi alanlarindaki literatur bilgileri aciklanmistir ve kemik doku
muhendisliginde kullanilan biyosinyaller, doku iskeleleri ve hucre hatlari ile ilgili
bilgilere yer verilmigtir. Ardindan antibiyotikler hakkinda literatur bilgisi verilmigtir ve
sonrasinda beta-laktam antibiyotikleri ve tez kapsaminda kullanilan “Amoksisilin
(AMX)” antibiyotigi ile ilgili bilgiler ayrintili olarak sunulmustur. Beta-laktamazlar ve
beta-laktamaz inhibitorleri hakkinda ayrintili bilgi verildikten sonra bor elementi,
hidroksiapatit ve bor katkili nanohidroksiapatit ile ilgili bilgiler sunulmustur. Son
olarak ise partikul Uretim yontemleri, 6zellikle tez kapsaminda kullanilan ikili-

emulsiyon hazirlama-¢ozici buharlagtirma yontemi ile ilgili bilgiler sunulmustur.

2.1. Doku Mihendisligi

Doku muhendisligi laboratuvar kosullarinda dokularin onarimini ve/veya olusumunu
amaglayan oldukga yeni ve disiplinler arasi bir alandir. Bu amaca ulagsmak igin
dokuya 6zgu hucreler, biyosinyal molekuller ve iki boyutlu/U¢ boyutlu doku iskeleleri
tek baglarina veya birlikte kullanilmaktadirlar. Doku iskeleleri yapay bir hicre digi
matriks gorevi gorerek ekstrasellular matriksi (ECM) taklit edecek bigimde
tasarlanmaktadir. 1993 yilinda Langer ve Vacanti yeni dokularin ve organlarin
olusturulmasi amaciyla doku iskelesi olmadan veya doku iskelesi ile hicre
transplantasyonu ile ilgili “Doku Muhendisligi” basligi altinda galigmalar yapmislar
ve bu cgaligmalar isiginda bu yeni alanin temellerini atmiglardir [13, 14]. Doku
muhendisliginde c¢esitli yaklasimlar bulunmaktadir. Fakat bunlar arasinda doku
iskeleleri ve hucrelerin birlikte kullaniimasi ile doku ve organ onarimini ve/veya
olusumunu hedefleyen yaklasim c¢alismalarda siklikla tercih edilmektedir.
Gunumuzde doku muhendisliginin deri, kikirdak ve kemik dokusu gibi farkh
dokularin geligtiriimesindeki uygulamalari mevcuttur. Son yillarda bu alanlarda
kullaniimasi hedeflenen birgok doku muhendisligi ariina de ticarilestiriimis ve tibbi

urin pazarinda yerlerini almiglardir.
2.2. Kemik Doku Miihendisligi

Son yillarda kemik enfeksiyonlari, kemik kiriklari, osteoporoz ve kemik tumdrlerine

bagh kemik kayiplarindan o6turl, kemik onarimina ve/veya yenilenmesine giderek



artan bir ihtiyag vardir. Bu sebeple kemik doku muhendisligi alaninda gun gectikce
artan sayida arastirmalar yapilmaktadir. Kemik doku muhendisligi laboratuvar
kosullarinda ug boyutlu, canli ve fonksiyonel kemik olusumunu amacglamaktadir. Bu
kapsamda u¢ boyutlu tasiyici sistemlerde mineralize dokunun yeterli miktarlarda
elde edilebilmesi ve kemigin rejenerasyonunun ve dogal yapisinin iyi bir gsekilde
taklit edilebilmesi kritik noktalardir [15, 16].

2.2.1. Kemigin Yapisi ve Ozellikleri

Kemik, kendini yenileyebilme 6zelligine sahip, karmasik, damarli ve mineralize bir
dokudur. Kemik dokusu iki farkh yapidan olugmaktadir, bunlar; kortikal ve
trabekuler kemik'tir. Kortikal kemik siki ve sert bir yapiya sahipken trabekuler
kemik esnek bir yapiya sahiptir. Kemigin yapisinda gogunlugunu hidroksiapatitin
olusturdugu cgesitli inorganik bilesenler ve organik bilesenler bulunmaktadir.

Kemik dokusu, yapisinda yer alan osteoblast ve osteoklast hlcreleri sayesinde
dinamik bir 6zellige sahiptir. Bu 6zelligin saglanmasinda osteoblast hicreleri kemik
yapimindan sorumlu iken osteoklast hucreleri kemik yikimindan sorumludur. Ayrica,
osteoblast ve osteoklast hicreleri arasinda var olan hassas denge sayesinde kemik
dokunun yapisal batunlugu ve devamhligi saglanmaktadir [17]. Bu hucrelerin
disinda kemigin yapisinda osteosit hiucreleri de bulunmaktadir. Osteositler kemigin
esas hucreleridir ve “olgun kemik hucreleri” olarak da adlandiriimaktadir. Kemigin
hiyerarsik yapisi Sekil 2.1°de sunulmaktadir.

Kemik dokusu vicudumuza yapisal olarak destek saglamakta ve i¢ organlarimizi
korumaktadir. Bu temel gorevlerinin yaninda kalsiyum ve fosfor depolamakta ve
boylelikle homeostazi saglamaktadir. Butun bu gorevlerinden dolayr kemik dokusu
hayati 6nem tasimaktadir ve kiginin yagam kalitesinin temelini olusturmaktadir.

Kemigin rejenerasyon kapasitesi oldukga yuUksektir, fakat; kemik tumorleri,
enfeksiyonlari ve kirilmalari sonucunda meydana gelebilecek buyuk boyutlardaki
kemik hasarlari zamanla kendiliginden iyilesememektedir. Bu gibi durumlarda kemik
doku muhendisligi yaklasiminin da kullanildigi cerrahi mudahalelere gereksinim
vardir. Kemigin rejenerasyon sureci agamasinda sentezlenen TGF-3 (donusturicu
bliyume faktoru-beta) ailesi, PDGF (trombosit buyume faktora), VEGF (vaskuler
endotel buyume faktoru), EGF (epidermal buyume faktoru), vb. bayume faktorleri
bu surecin g¢esitli asamalarini kontrol ederek sureci diuzenlemektedirler [16].
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Sekil 2.1: Kemigin hiyerarsik yapisi, a) makro yapisi, b) mikro yapisi, ¢) nano yapisi
([18]'den degistirilerek).

2.2.2. Kemik Doku Miihendisligi Yaklagimi
GUnUmuzde cerrahi uygulamalar gerektiren kemik hasarlarinin tedavisinde kemik
yamalari, metaller ve seramikler kullaniimaktadir. Kemik yamalari olarak kiginin



saglikli  kemiginden alinan otogreftler, kadavralardan alinan allogreftler ve
hayvanlardan alinan zenogreftler kullaniimaktadir. Bunlar arasinda otogreftler
klinikte sikhkla tercih edilmektedirler. Cunku, otogreftler klinik uygulamalarda
implante edildigi kemik ile butiinlesmesi ve hastanin bagisiklik sisteminde herhangi
bir tepkiye neden olmamasi agisindan daha avantajlidir. Fakat, hastanin yeni bir
operasyon gegirmesine ve yeni bir kemik hasarina neden olmasi gibi nedenlerden
dolayi kullanimi kisithdir [19].

Yukarida bahsedilen yontemlerin gesitli dezavantajlarinin olmasindan dolay1 kemik
hasarlarinin tedavisinde son yillarda yapilan arastirmalar Kemik Doku
Muhendisligi Yaklagimrna yonelmistir. Yaklasimin temel hedefi, hucrelerin,
biyosinyal molekullerin ve doku iskelelerinin tek baglarina veya birlikte kullaniimalari
ile kemigin onarimini ve/veya yenilenmesini saglamak icin yeni kemik yamalari
olusturmaktir. Bu suregte biyosinyal molekulleri doku iskelesi i¢erisindeki hucreleri
yonlendirerek kemik dokuya farklilagmayi saglarken doku iskeleleri kemigin
cevresini taklit ederek yapisal destek saglamaktadir. Ayrintili olarak bahsedilen
kemik doku muhendisligi yaklagimi Sekil 2.2’de sematik olarak sunulmaktadir.

| —
Doku iskelesi

Biyosinyal
molekiiller

Miihendisligi v

Seki 2.2: Kemik doku muhendisligi yaklagimi ([20]'den degistirilerek).

2.2.3. Kemik Doku Miuhendisliginde Kullanilan Biyomalzemeler ve Doku
Iskeleleri

Doku iskeleleri hucreler igin yapay hicre disi matris olarak tasarlanan yapilardir.
Kemik doku muhendisligi uygulamalarinda kullanilacak olan doku iskelelerinin
kemigin dogal cevresini taklit edebilmesi, atlk maddelerin difuzyonunu



saglayabilmesi igin U¢ boyutlu ve gozenekli yapida olmasi, yuksek mekanik
dayanima sahip olmasi ve implante edildigi dokuyla butlinlesebilmesi
gerekmektedir. Bunlarin yanisira, iskelenin hucrelerin osteoblastik hucrelere
farklilagmasini indukleyebilmesi igin osteoinduktif 6zellikte olmasi ve kemigin U¢
boyutlu yapisini olusturabilmesi igin osteokonduktif 6zellikte olmasi gerekmektedir.
[21, 22].

iskele Uretiminde kullanilacak malzemelerin biyouyumlu, biyo-inert olmasi ve
iskelenin vicut icerisinde toksik etkiye ve istenmeyen doku tepkilerine neden
olmamasi gerekmektedir. Ayrica iskele yuzeyinin hdcrelerin yapismasini ve
cogalmasini destekleyecek Ozellikte olmasi da gerekmektedir. Bunlarin haricinde,
hdcreler hucre disi matrislerini kendileri olusturabilecekleri yetigkinlige ulastiklarinda
yapay hucre digi matris olarak gorev alan bu iskelelere gereksinim kalmamaktadir.
Bu sebeple iskelelerin Uretildigi malzemelerin biyobozunur olmasi ve iskelenin vicut
icerisinde bozunmasi sonrasinda olusan urunlerin toksik olmamasi gerekmektedir
[21]. ilgili literatiirde gesitli biyobozunur malzemeler ile karaciger, mesane, sinir, deri,
kemik ve kikirdak gibi farkli doku muhendisligi alanlarinda kullaniimasi planlanan
gOzenekli, ug¢ boyutlu ve yeterli mekanik dayanima sahip doku iskelelerinin dretildigi

calismalar bulunmaktadir [23].

Kemik doku muhendisligi uygulamalarinda kullanilacak olan doku iskeleleri
seramiklerden, metallerden, polimerlerden ve ayrica bunlarin bir arada kullaniimasi
ile elde edilen kompozit malzemelerden uretilmektedir. Metallerden Uretilen iskeleler
biyobozunur olmamalari ve vicut igcinde istenmeyen tepkilere neden olabilmeleri
gibi dezavantajlarindan dolayr ¢alismalarda pek tercih edilmemektedir.
Seramiklerden uretilen iskeleler ise kirilganliklarina bagh dusik mekanik dayanima
sahip olmalarindan dolay! galismalarda pek tercih ediimemektedirler. Kemik doku
muhendisligi ¢alismalarinda, biyouyumlu olmalari, bilesimlerinin ve yapilarinin
ayarlanabilir olmasi gibi avantajlarindan dolayi genellikle biyobozunur polimerler
kullaniimaktadir [19, 24]. Biyobozunur polimerler dogal polimerler ve sentetik
polimerler olmak Uzere iki gruba ayrilmaktadir. Dogal polimerlere kitosan, nigasta,
aljinat, ipek ornek olarak verilebilirken, sentetik polimerlere poli(laktik asit) (PLA),
poli(glikolik asit) (PGA), bunlarin kopolimerleri ve poli(kaprolakton) (PCL) 6rnek
olarak verilebilmektedir. Katyonik ve dogrusal bir yapiya sahip olan kitosan dogal



polimeri, boceklerin ve kabuklu deniz canhlarinin kabuklarinda yer alan kitinin

deasetilasyonu ile elde edilen bir polisakkarittir.

Kitosan kemigin hicre digi matrisinin yapisinda yer alan glikozaminoglikanlara
benzemektedir. Bu sebeple in-vitro ortamlardaki kemik doku muhendisligi
uygulamalarinda etkin bir sekilde kullaniimaktadir [25]. Literatirde vyapilan
calismalarda kitosan doku iskelelerinin hucrelerin yapismasini ve ¢ogalmasini
destekledigi belirtiimektedir.

Kemik gibi sert dokularda matris mineralizasyonunun olusturulmasi ve mekanik
kuvvetin iletiminin saglanmasi i¢cin mekanik 6zellikler ¢cok 6nemlidir. Kitosan doku
iskelelerinin kemik doku muhendisliginde daha etkin bir sekilde kullanimi igin
mekanik Ozelliklerinin gelistiriimesine ihtiyag duyulmustur. Bu kapsamda mevcut
kitosan iskelelere gore daha ustun ozellikleri olan kitosan/biyoseramik kompozit
doku iskeleleri geligtirilmigtir. Dogal kemik yapisinin buyuk c¢ogunlugunun
hidroksiapatitten olusmasindan dolayr son yillarda vyapilan c¢alismalarda
kitosan/hidroksiapatit kompozit doku iskeleleri 6nem kazanmistir [26]. Bu
calismalara ek olarak, bor elementinin hucrelerin erken osteoblastik farklilasmasini
ve mineralizasyonu kuvvetle desteklemesinden dolayl gunimuiz c¢alismalarinda
kitosan/bor katkili hidroksiapatit kompozit doku iskeleleri de geligtiriimektedir [27].
2.2.4. Kemik Doku Miihendisliginde Kullanilan Hiucreler ve Biyosinyal
Molekuller

Kemik doku muhendisligi uygulamalarinda otolog hucreler, allojenik hucreler,
zenojenik hucreler, kok hucreler ve hucre hatlari olmak Uzere ¢ok gesitli hucre
kaynaklari kullaniimaktadir. Bu kaynaklarin hepsinin bazi avantajlari ve
dezavantajlari bulunmaktadir. Otolog hucreler hastanin kendisinden alinip izole
edildigi icin vUcutta immuan cevaba neden olmamaktadir; fakat, izolasyon sirasinda
sinirll sayida hucre elde edilebilmektedir. Allojenik hicreler farkh bireylerden elde
edilirken zenojenik hucreler farkli turdeki canlilardan elde edilmektedir. Allojenik ve
zenojenik hacreler vicut igerisinde immun cevap olusturabilmektedir, bu sebeple
calismalarda pek tercih edilmemektedirler. Bir diger hiicre kaynagi olan hucre hatlari
insanlardan veya hayvanlardan izole edilip uygun ortamlarda gogaltilan ve istenilen
fenotipe ulasilana kadar pasajlanan hicrelerdir. Gunumuzde hucre hatlarinin temin
edildigi bircok hucre bankasi bulunmaktadir. Hucre hatlari, teminlerinin kolay

olmasindan dolayi tercih edilmektedir. Kemik doku muhendisligi uygulamalarinda



olgunlagsmamig oncul kemik hucreleri olan kok hucreler, MC3T3-E1 (fare kemik
oncul hacreleri), MG63 (insan kemik kanseri hucreleri) ve SAOS-2 (insan
osteosarkom hucreleri) gibi osteoblast hiucrelere benzerlikleriyle dikkat geken hicre
hatlarinin kullanildigi ¢alismalara siklikla rastlaniimaktadir [28].

Kemigin onariminda ve/veya yenilenmesinde 6nemli gorevleri olan biyosinyaller
hdcrelerin bolinerek ¢ogalmasi ve farklilagmasi gibi hicresel fonksiyonlari uyarip
duzenleyebilen yuksek molekul agirlikli polipeptid yapili molekullerdir. Biyosinyal
molekuller, buyume faktorleri ve yapisma faktorleri olarak 2 grupta incelenmektedir.
Hucre yapisma faktorleri hucrelerin ylzeyine adsorplanarak hucrelerin Urettigi
proteinlerle  etkilesmektedirler. Boylece hucrelerin  ylzeye yapismasini
yonlendirmektedir. Hlcre buyume faktorleri ise endokrin bezlerden, bagisikhk
sistemi tarafindan ve vucuttaki cogu hicre tarafindan salgilanan buiyume faktorlerini
kapsayan ve kemik olusumunu duzenleyen proteinlerdir. Hicre yapigma faktorlerine
ornek olarak immunoglobulinler, integrin ve selektinler; hicre buyume faktorlerine
ornek olarak ise sitokinler, insulin benzeri buyume faktoru (IGF), transforme edici
blyume faktort (TGF-B) ve fibroblast buyume faktort (FGF) verilebilmektedir [29].
Yukarida bahsedilen yapigsma faktorleri ve buyume faktorlerinin yanisira farkli birgok
element ve bunlarin bilegikleri de kemik doku muhendisligi uygulamalarinda
biyosinyal molekul olarak kullaniimaktadir. Son zamanlarda yapilan ve bor
elementinin  hucrelerin osteojenik farklilagmasini  desteklediginin belirtildigi
calismalar ile borun biyosinyal olarak kemik doku muhendisliginde kullanimi
gundeme gelmistir [30].

2.3. Antibiyotikler

Antibiyotikler, fungus, bakteri vb. mikroorganizmalar tarafindan dogal olarak veya
sentetik olarak Uretilen ve duslik miktarlarda bile bakterilerin yasam sureglerini
olumsuz sekilde etkileyen maddelerdir. Farkli bakteri derigimleri igin farkli miktarda
antibiyotikler kullaniimaktadir. Gerekli antibiyotik miktarini belirleyebilmek icin MiK
(minimum inhibitor konsantrasyonu) ve MBK (minimum bakterisidal konsantrasyon)

gibi testler yapiimaktadir.

Antibiyotik kavraminin temelleri 19. yuzyila dayanmaktadir. Pasteur 19. yuzyilin
ortalarinda yaptigi ¢alismalarda c¢esitli mikroorganizmalarin sentezleyip ortama
saldiklari maddelerle diger hastalik yapici mikroorganizmalarin yasam sureglerinin

olumsuz etkilendigini gormustar. Bunun sonucunda hastalik  yapici
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mikroorganizmalarin bliyumesinin ve ¢ogalmasinin durdurulmasinin ifade edildigi
“antibiyoz” terimine deginilmigtir [4]. Daha sonra, 1928 yilinda Alexander Fleming
Stafilokok bakterisini kultur kaplarinda ¢gogaltirken kaplari yikamadan uzun suren bir
tatile ¢ikmistir, tatilden dondugunde kultar kaplarinin bazi yerlerinde Penicillium
notatum fungusunun Uredigini ve bu kufun etrafinda da herhangi bir bakteri
uremesinin olmadigini géormustur. Fungusdaki bir maddenin buna neden oldugunu
dusunerek fungusdan o maddeyi ayirmig ve “penisilin” olarak adlandirmistir.
Boylece dunyanin ilk antibiyotigi olan penisilin bulunmustur [31]. Ardindan 1940’
yillarda Ernst Chain ve Howard Florey Penicillium notatum kuilturinden izole
ettikleri ve penisilinden daha gugli olan “penisilin tozu”nu bulmustur. Penisilinin
bulunmasinin ardindan Ozellikle 1930-60 yillari arasinda hizla yeni antibiyotikler
geligtiriimeye baslanmigtir. Bunlar arasinda en 6nemlisi Selman A. Waksman’in

buldugu “streptomisin”dir [32].

Yukarida bahsedilen butun bu g¢aligmalar guinumuiz antibiyotiklerinin
gelistiriimesinde ilham kaynagdi olmustur. Gunumuzde etki mekanizmalarina gore
pek ¢ok antibiyotik grubunun bulundugu ve dinyada yaklasik 5000 antibiyotigin
oldugu bilinmektedir [32]. Penisilinin bulunugsundan ginumuze kadar hastalik yapici
ve enfeksiyona neden olan mikroorganizmalara karsi yillardir mucadele
edilmektedir. Bu mucadelede antibiyotikler ¢ok onemli bir yere sahiptir. Bu
mucadeleyi kazanabilmek igin birgok yeni antibiyotik gelistirilmistir. Fakat,
bakterilerin bu yeni gelistirilen antibiyotiklere karsi blyuk bir hizla direngleri de
gelismektedir. Son yillarda genis-spektrumlu beta-laktamaz kavraminin ortaya
ctkmasi ile birlikte penisilinler ve diger beta-laktam antibiyotiklerinin kullaniimasinda
direng sorunuyla karsilasiimistir. Bu diren¢ sorununun onune gegebilmek igin “beta-
laktamaz inhibitorleri” geligtiriimigtir. Fakat sorun yine de tam olarak giderilememistir
ve amoksisilin gibi “beta-laktamlar’in gram-negatif bakterilere kargi etkinligi

azalmistir.

2.3.1. Kullanim Alanlari
Son yillarda dunyadaki antibiyotik kullanimi giderek artmaktadir. Antibiyotikler

Ozellikle saglik alaninda insanlarin ve hayvanlarin saghginin korunmasinda yogun
olarak kullaniimaktadir. Bunun haricinde, gida sektérinde besinlerin bozulmamasi

ve ila¢ sektorundeki bilimsel faaliyetler igin de siklikla kullanilmaktadirlar. Fakat,
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gunumuzde gereksiz ve bilingsiz bir sekilde antibiyotik kullanimina bagh olarak hem

saglk problemleri hem de gevresel sorunlar ortaya ¢ikmaktadir.

Tez kapsaminda antibiyotiklerin saglik alanindaki kullanimindan yararlanildigi i¢in
antibiyotiklerin bu alandaki kullanim amaclari asagida ayrintili olarak incelenmisgtir.

Saglik alaninda antibiyotiklerin kullanimi 3 sekilde olmaktadir. Bunlar;

i) Kanitlannis enfeksiyon varliginda kullanimi: Enfeksiyon etkeninin fiziki
muayene ve mikrobiyolojik testlerle belirlenip kanitlanmasinin ardindan
antibiyotigin kullaniimasidir.

ii) Ampirik kullanimi: Tani icin gerekli testler yapildiktan sonra sonuglar
beklenilmeden tedavi amacl antibiyotigin kullaniimasidir.

iii) Profilaktik kullanimi: Ozellikle cerrahi midahaleler sonrasinda hastada
enfeksiyon gelisecegi dusunullyorsa, enfeksiyonun engellenmesi amacli
olarak enfeksiyon etkeni ile karsilagsmadan 6nce ya da kargilagtiktan hemen

sonra antibiyotigin kullaniimasidir [33].

2.3.2. Etki Mekanizmalarn
Antibiyotik kullaniminda ana ilke konakgida yani hastada olugabilecek mumkun olan
en az miktarda toksik etki ile mikroorganizmalar Uzerinde onlarin geligmesini ve
¢ogalmasini engelleyecek kadar veya onlarn oOldurecek kadar toksik etki
olusturmaktir. Antibiyotikler bu toksik etkiyi bakterilerin gogalma evrelerine etki
ederek olusturmaktadirlar.

Antibiyotiklerin bakteriler Uzerindeki etkisi temel olarak 2 grupta incelenmektedir.

Bunlar;

i) Bakteriyostatik etki: Bu etki mekanizmasi ile bakterilerin sadece gelismesi
ve c¢ogalmasi engellenmektedir, bakteriler olduriimemektedir. Fakat,
gelismesi ve gogalmasi duran bu bakteriler vicudumuzun savunma sistemi
ile kolaylikla yok edilebilmektedir. Bakteriyostatik etkiye sahip
antibiyotiklerin etki gliciiniin kantitatif olarak géstergesi MiK degeridir. MiK
degerinin kiguk olmasi bakteriyostatik etki gucunun fazla olmasi anlamina
gelmektedir [34].

ii) Bakterisid veya bakterisidal etki: Bu etki mekanizmasi ile bakteriler
oldurulerek yok edilmektedir. Bakterisid etkiye sahip antibiyotiklerin etki
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gucunun gostergesi MBK degeridir. Bu deger ortamdaki bakterilerin en az

%99.9’unu olduren antibiyotik konsantrasyonudur [34].

Antibiyotikler bakteriyostatik ve bakterisid etki mekanizmalarini, etkili olduklari

bakterilerin metabolik islemlerine mudahele ederek gergeklestirmektedirler.

Antibiyotiklerin etkilerini gostermek igin bakterilerde mudahele ettikleri metabolik

olaylar ¢ok cesitlidir. Bu metabolik olaylar agagida ayrintili olarak sunulmustur:

Peptidoglikan (Murein) hem gram-pozitif bakterilerin hem de gram-negatif
bakterilerin hucre duvarlarinin dis yuzeyinde ve gram negatif bakterilerin
ana bilesenidir. Bazi antibiyotikler bakterilerin peptidoglikan sentezini
engelleyerek bakterileri yok etmektedir.

Bakteri geperinin i¢ yuzeyinde proteinlere baglanmis fosfolipidlerden olugsan
sitoplazmik zar bulunmaktadir. Bu zar bakteri sitoplazmasi ve dis ortam
arasindaki gecisleri duzenlemektedir. Bazi antibiyotikler segici olarak bu
zara baglanarak zarin yapisini bozmaktadir. Bunun sonucunda bakterinin
ortamlar arasindaki aligveris duzeni bozularak yikima ugramaktadir.
Bakterilerin gogalmasinda ve metabolizmalarinin dizenlenmesinde diger
hicrelerde oldugu gibi nukleik asitlere ihtiyag vardir. Bazi antibiyotikler
nukleik asitlerin sentezini engelleyerek bakterilerin gelismesini ve
¢ogalmasini durdurmaktadir.

Bakteri hiucresinde de diger hucrelerde oldugu gibi protein sentezinden
sorumlu organel ribozomdur Bazi antibiyotikler ribozomda sentezlenen
protein zincirinin olusmasini ve uzamasini durdurmaktadir. Ayrica, bu tur
antibiyotikler bakterilerde anormal proteinlerin olugsmasina neden olarak
bakterileri yok etmektedir.

Metabolizma enzimleri  bakteri hucresinin  metabolik  olaylarini
gerceklestirmesi igin gok onemlidir. Fakat, bazi antibiyotikler metabolizma
enzimlerini tutuklayarak enzimlerin iglevlerini engellemektedir. Boylece bu
tur antibiyotikler bakterilerin Gremesini veya ¢ogalmasini durdurmaktadir
veya onlari yok etmektedir [35, 36].
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Yukarida ayrintili olarak bahsedilen etki mekanizmalari S$ekil 2.3’te sematik olarak

gOsterilmektedir.

Bakteri
ceperine etki

H Protein sentezine etki
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Sitoplazma zarina etki Metabolizmaya etki

Sekil 2.3: Antibiyotiklerin etki mekanizmalari ([37]den degistirilerek).
2.3.3. Siniflandiriimalan
Antibiyotikler ¢cok cesitli kriterlere gore gruplandirilabilmektedir. Fakat, guinUmuzde

en yaygin olarak 3 bilimsel siniflandirmasi bulunmaktadir. Bunlar;

e etki guclerine gore,
e etki mekanizmalarina gore ve

e kimyasal yapilarina gore
siniflandirmadir.

i. Etki gliclerine gore siniflandirma
Bakteriler Uzerindeki etki guclerine gore antibiyotikler 2 gruba ayrilmaktadir. Bunlar,
bakteriyostatikler ve bakterisidlerdir. Bakteriyostatikler Bolim 2.3.2’de ayrintih
olarak anlatilan bakteriyostatik etki mekanizmasi ile bakteri hiicrelerinin gogalmasini
ve gelismesini engelleyen antibiyotiklerdir. Bakteriyostatiklere sulfonamidler,
amfenikoller, tetrasiklinler, linkozamidler, makrolid ve metronidazol 6rnek olarak
verilebilmektedir. Bakterisidler ise ayni bolimde bahsedilen bakterisid etki
mekanizmasi ile bakteri hicrelerini 6lduren antibiyotiklerdir. Bakterisidlere beta-
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laktamlar, polipeptidler, rifamisin, florokinolonlar, vankomisin ve teikoplanin 6rnek

olarak verilebilmektedir [38].

Etki mekanizmalarina gore siniflandirma

Bakteriler Uzerindeki etki mekanizmalarina goére antibiyotikler 5 gruba

ayrilmaktadirlar [31]. Bunlar;

1)

Bakterilerin peptidoglikan sentezini engelleyerek hlcre duvarinin sentezini
bozan ve litik enzimleri aktiflegtiren antibiyotikler: Bu tur antibiyotikler; beta-
laktamlar, vankomisin, ristosetin, teikoplanin ve basitrasindir.

Bakteri membran gecirgenligini bozan antibiyotikler: Bu tur antibiyotikler;
gramisidin, amfoterisin, ketokonazal, flukonazol ve hekzaklorofendir.
Bakteri ribozomlarinda protein zincirinin sentezini ve uzamasini bozan
antibiyotikler:  Bunlar; aminoglikozidler, amfenikoller, fusidik asit,
linkozamidler ve tetrasiklinlerdir.

Bakterilerin nukleik asit sentezini bozan antibiyotikler: Bunlar; rifamisinler,
metronidazol, mitomisinler, aktinomisetler, asiklovir ve metotreksattir.
Bakterilerin metabolitlerini bozan antibiyotikler: Bunlara “bakteriyel anti-
metabolitler” de denilmektedir. Bunlar; stlfonamidler, izoniazid, sulfonlar,
trimetoprim ve etambutoldur.

Kimyasal yapilarina gore siniflandiriima

Benzer yapiya sahip antibiyotikler ¢ogunlukla benzer mikrobiyolojik aktiviteler

sergilemektedir. Gunumuzde 1 255 mikrobiyal ve 1 700'den fazla dogal antibiyotigin

yapisi tam olarak bilinmektedir. Antibiyotikler kimyasal yapilarina gore temel olarak;

Beta-laktamlar,
Fenikoller,
Tetrasiklinler,
Makrolidler,
Sulfonamidler,
Polipeptidler,
Linkozamidler,
Nitrofuranlar,
Kinolonlar,

imidazoller ve
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e Rifamisinler

olarak siniflandirilmaktadir [39].

Bakteri kaynakli enfeksiyonlarin tedavisinde yukarida ayrintili olarak bahsedilen pek
¢ok antibiyotik grubu gunumuzde basarili bir sekilde kullaniimaktadir. Ayrica, son
yirmi yilda enfeksiyon tedavisinde kullanilmalari i¢in pek ¢ok yeni antibiyotik
geligtirilmigtir.

2.4. Beta-Laktam Antibiyotikleri

Beta-laktam antibiyotiklerin temeli 1928 yilinda Alexander Fleming tarafindan
“Penisilin”in bulunmasina dayanmaktadir. “Beta-laktam antibiyotikler” veya kisaca
“beta-laktamlar” yapilarinda bir azot ve ¢ karbon atomundan olusan 4 Uyeli doymus
bir halka olan beta-laktam halkasi igermektedir. Beta-laktam halkasi, her bir bagi
arasinda 90° aclya sahip olan bir halkadir. Beta-laktamlar, bu 6zelliginden dolay
yuksek molekuler gerinime sahiptir ve boylelikle baglanma sirasinda etkinlik
kazanmaktadir. Beta-laktam halkasinin sematik goOsterimi  Sekil 2.4'te

sunulmaktadir.

B karbon  a karbon

Sekil 2.4: Beta-laktam halkasinin sematik gosterimi.

Beta-laktamlar siklikla kullanilan ve ortak bir yapr olarak beta-laktam halkasi
bulunduran antibiyotik grubudur. Gunimuzde, beta-laktam halkasina bagh amino
asitlerde yapilan modifikasyonlar ile beta-laktam antibiyotikleri gelistiriimeye
calisiimaktadir. Beta-laktamlarin birgok ¢esidi bulunmasina ragmen, beta-laktamlar

kimyasal yapilarina gore temel olarak 4 gruba ayriimaktadir. Bunlar;

e Penisilin grubu beta-laktamlar: Tipta kullanilan en eski antibiyotik
grubudur. Kimyasal yapilarinda tiyazolidin halkasi ve beta-laktam halkasi
bulunmaktadir. Bakterisid etki mekanizmalari ile bakteri hicrelerini yok

etmektedirler. Bakterisid ilag olmalari, tum vicuda dagilim gosterebilmeleri
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ve toksisitelerinin ¢cok az olmasi gibi 6zelliklerinden dolay! bakteriyel
enfeksiyonlarin birgogunun tedavisinde siklikla kullaniimaktadirlar [40].

e Sefalosporin grubu beta-laktamlar: ilk sefalosporin grubu beta-laktam
olan Sefalosporin C, 1940’ yillarda Cephalosporicum acremonium
fungusundan elde edilerek gunimuze kadar surekli gelistirilmistir.
Gunumuzde birbirinden farkh 6zelliklere sahip birinci kusak, ikinci kusak,
Uguncl kusak ve dorduncu kugak sefalosporin grubu bulunmaktadir. Ortak
Ozellik olarak kimyasal yapilarinda dihidrotiyazin halkasi ve beta-laktam
halkas! bulunmaktadir. Sefalosporinlerin beta-laktam halkalarinin 7.
pozisyonundaki “metoksi” grubunun yerine hidrojen atomu yerlestigi icin
gram-negatif bakterilere karsi etkinlikleri fazladir [40].

e Monobaktam grubu beta-laktamlar: Kimyasal yapilarinda monosiklik
beta-laktam halkasi bulunmaktadir. Monobaktam grubu beta-laktamlar
Chromobacterium vb. toprakta yagsayan bakteriler tarafindan uretilmektedir.
Birgogunun bakterilere kargi etkinligi azdir [40].

e Karbapenemler: Beta-laktam grubu antibiyotiklerden karbapenemler
bugune kadarki en genis spektruma sahip olan gruptur. Hem gram-negatif
ve gram-pozitif hem de aerob ve anaerob bakterilere kargi etkindirler.
Kimyasal vyapilarinda bisiklik beta-laktam halkasi bulunmaktadir.
Yapidaki hidroksietil yan zinciri beta-laktamaz stabilitesinden sorumludur.
Bu yan zincir diger beta-laktam grubu antibiyotiklerden farkl olarak “trans”
konfigurasyonundadir. Bu konfiglirasyon, karbapenemlerin diger beta-
laktam grubu antibiyotiklere gore daha guglu bir beta-laktamaz aktivitesine
sahip olmalarini saglamaktadir [40].

Yukarida s0zu edilen beta-laktam antibiyotiklerin farkl gruplarinin kimyasal yapisi
Sekil 2.5'te gosterilmektedir.
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Sekil 2.5: Beta-laktam antibiyotiklerinin farkl gruplarinin kimyasal yapisi, a) Penisilin
grubu beta-laktamlar, b) Sefalosporin grubu beta-laktamlar, c) Monobaktam grubu
beta-laktamlar, d) Karbapenemler ([41]'den degistirilerek).

Sekil 2.5’te gosterildigi gibi beta-laktamlarin ortak 6zelligi yapilarinda 4 Uyeli beta-
laktam halkasi bulundurmalaridir. Beta-laktam halkasi beta-laktamlarin antimikrobik
etkisinden sorumludur ve antibiyotigin beta-laktam halkasi bozulunca antimikrobik
etkisi de kaybolmaktadir. Gram-pozitif bakterilerin geperinde yer alan peptidoglikan
tabakasi bakteri ¢eperine sekil ve saglamlik veren 6nemli bir makromolekuldur.
Beta-laktam halkasi, bakteri hucrelerinin buyime evrelerinde peptidoglikan
zincirlerinin kovalent baglar ile birbirlerine baglanmasini saglayarak hicre duvari
olusumundan sorumlu olan transpeptidazlar igin, substrat gorevindeki terminal “D-
Ala-D-Ala” peptit sekansini taklit etmektedir. D-Ala-D-Ala yapisinin sematik
gosterimi Sekil 2.6'da sunulmaktadir. Beta-laktam halkasi, “Penisilin Baglama
Proteinleri (PBP)” olarak bilinen transpeptidazlarin aktif bolgelerine baglanarak
enzim aktivitesini dolayisiyla, bakterilerin hicre duvari sentezini engellemektedir.

Hucre duvari sentezini gergeklestiremeyen bakteri de pargalanarak 6lmektedir.
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D-Ala-D-Ala

Sekil 2.6: D-Ala-D-Ala peptit sekansinin sematik gosterimi ([41]'den degistirilerek).
2.4.1. Penisilin Grubu Beta-Laktamlar

Alexander Fleming bakterileri yok etmek icin 1928 yilina kadar yaptigi
calismalarda basarisiz olmustur. Fakat, 1928 yilinda c¢iktig1 bir tatil donusinde
laboratuvarinda agik unuttugu bakteri ekili Petri kaplarinin kif mantari ile doldugunu
farkeder. Kuf mantarinin kenarinda bakteri Uremedigini gorur ve Penicillium
notatum adh bu kuf mantarinin bakterileri yok ettigini digunur. Bu kuf mantarin
kenarindaki sulu kismina “Penisilin” ismini verir. Boylece, Penicillium turlerindeki
kif mantarlarinin antibakteriyel etkileri Alexander Fleming tarafindan ilk kez
gosterilmigtir. Fakat, Fleming penisilini Penicillium notatum’'dan ayiramaz ve 1934
yihinda penisilinle ilgili calismalarina son verir. Konu ile ilgili yayinladigi bir
makalesinde penisilinin hastaliklarin tedavisinde kullanilabilecegine deginmesine
ragmen penisilin Fleming’'den sonra hastaliklarin tedavisinde kullaniimaya
baslanmigtir [42—44].

Penisilinler gram-negatif ve gram-pozitif bakterilerin ¢ogu Uzerinde etkindir,
boylelikle c¢esitli hastaliklarin tedavisinde genis kullanim alani bulmaktadir.
Penisilinler guc¢lu bakterisid etkiye sahip olan beta-laktam grubudur [45].

Penisilinler Penicillium turlerindeki (Penicillium notatum, Penicillium chrysogenum
vb.) kuf mantarlarinin ekstraksiyonu ve saflastirimasiyla elde edilmektedir.
Penisilinlerin toksik etkileri diger antibiyotiklere gore olduk¢a dusuktir. Fakat, alerjik
yan etkileri toksik etkilerine gore fazladir. Penisilinin kimyasal yapisi, 6-
aminopenisilanik asit (6-APA)’den olusmaktadir. 6-APA yapisinda tiazolidin halkasi
ve beta-laktam halkasi bulunmaktadir. Penisilinin kimyasal yapisi Sekil 2.7'de
gOsterilmektedir. Yapidaki beta-laktam halkasi, penisilinlerin  antibakteriyel
etkisinden sorumludur. Beta-laktam halkasinin, cogu bakteriler tarafindan Uretilen

beta-laktamaz enzimleri tarafindan agilmasindan dolayi penisilinler kendilerine
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uygun penisiloik asid turevlerine donusmektedir. Tiyazolidin halkasina bagh

karboksil grubunun (-COOH) serbest olmasindan dolay! penisilin turevlerinin

olusturulmasi daha elverigli bir hale gelmektedir [42—44, 46].

H Tiyazolidin
RHN = S halkasi
Agilamino yan z >
zinciri 7 | 2y
/ N 3 "'I
- arboksilik asi
0 Karboksilik asit
//\OH yan zinciri
@)
Beta-laktam
halkasi

Sekil 2.7: Penisilinin kimyasal yapisi.

Penisilinler, kimyasal yapilarina, farmokinetik ve antimikrobik Ozelliklerine gore

cesitli siniflara ayrilmaktadir. Penisilinler, beta-laktam halkalarinin amino grubuna

(—NH2) bagli yan zincirin tirine gore su sekilde siniflandiriimaktadir:

Benzilpenisilin (Penisilin G) tuz/esterleri,
Fenoksipenisilinler,

Beta-Laktamazlara (BL) dayanikli penisilinler,
Aminopenisilinler,

Karboksipenisilinler,

AcilUreidopenisilinler ve

Diger penisilinler [6].

Penisilinler, ayni zamanda antibakteriyel spektrumlarina, farmokinetik ve kimyasal

Ozelliklerine gore ise su sekilde siniflandiriimaktadir:

Penisilin G ve depo turevleri,
Aside dayanikli penisilinler,
Antistafilokokal penisilinler,
Genis spektrumlu penisilinler ve

Antipsddomonal penisilinler [47].
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241.1. Amoksisilin (AMX)

Tez kapsaminda kullanilan Amoksisilin (AMX) antibiyotigi, penisilin tarevi olan
benzilpenisilinlerin  yan zincirinin a-karbonuna amino grubunun (-NH>)
baglanmasiyla sentezlendigi icin “Aminopenisilinler” grubunda yer almaktadir. Ayni
zamanda, gram-negatif ve gram-pozitif pek ¢ok bakteri turiine karsi etkin oldugu icin

“Genis spektrumlu penisilinler” grubunda da yer almaktadir.

AMX antibiyotigi kimyasal olarak; 6-[[amino-(4-hidroksifenil)asetillamino]-3,3-
dimetil-7-okso-[2S-[2a,5a,63(S*)]]-4-tia-1-azabisiklo[3.2.0]heptan-2-karboksilik asit
seklinde isimlendiriimektedir [48]. Calisma kapsaminda kullanilan AMX antibiyotigi
klinikte bircok bakteriyel enfeksiyonun tedavisinde kullanilan ve ampirik formalu
C16H19N305S olan etkin bir antimikrobiyal ajandir. AMX antibiyotiginin molekuler
agirhgr 365.4 g/mol'dur [49] ve kimyasal yapisi Sekil 2.8'de gosterilmektedir.
Hidrofilik bir ajandir, vicut sivilarinda yuksek oranlarda ¢ozunuarlige sahiptir ve
kanitlanmig bir toksisitesi yoktur [50].

Amino grubu

|
2P

H
N z
\‘T/
O O /—'N
HO S

Amoksisilin (AMX)

Karboksil grubu

Sekil 2.8: Amoksisilin'in (AMX) kimyasal yapisi.

Sekil 2.8'de gosterildigi gibi, AMX, yapisinda karboksil (-COOH) ve amino (—NH>)
gruplari tagsimaktadir. Bu nedenle amfoter 6zellige sahiptir. Ayni zamanda, kati
haldeki notral ¢ozeltilerinde “zwitter iyon” halindedir ve hem pozitif hem de negatif
yuk icermektedir. Bu iyon asidik ortamda katyona donusurken, bazik ortamda ise
anyona donugmektedir [51].

AMXilk olarak Nayler ve Smith isimli bilim adamlari tarafindan 1965 yilinda sentetik
olarak O,N-dibenziloksikarbonil-p-aminopenisillanik asit (6-APA) ve etil kloroformat
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bilesiklerinin reaksiyonu sonucunda elde edilmigtir. AMX'in pargalanmasi diger
penisilin tarlerinin hidrolizi ile benzerlik gostermektedir. Alkalilerin ve penisilinaz
enziminin etkisi sonucunda beta-laktam halkasi agilmaktadir. Halkanin agiimasi
sonucunda a-amino-p-hidroksibenzilpenisilloik asit olugsmaktadir. Olusan bu yapi
Isitildiginda kolaylikla CO, kaybetmektedir ve a-amino-p-hidroksibenzilpenilloik
asite donusmektedir. AMX'in asidik ortamda hidrolizasyonu sonucunda ise
penisillenik asit olugsmaktadir. Yapilan ¢alismalarda, AMX'in mide 6zsuyunda (pH:
1.5) yari Gmrinun 17 saat oldugu belirtilerek asidik ortama oldukga dayanikli oldugu
rapor edilmistir. Bazi bakterilerin salgiladiklari amidaz enzimleri ile veya asidik
ortamin etkisi ile AMX'in molekul yapisindaki amid bagi par¢galanmaktadir. Bunun
sonucunda 6-aminopenisillanik asit (6-APA) molekulu ve bu molekule bagli bulunan
yan zincir sebest hale gegmektedir [48, 52-54].

Ulkemizin ilag piyasasinda igerisinde AMX'in yer aldigi pek ¢ok ilag bulunmaktadir.
Bunlar tablet, suspansiyon, kapsul vb. farkli dozaj formlarindadir. Cizelge 2.1'de
AMX iceren ilaglar ve dozaj formlari sunulmaktadir.

Cizelge 2.1: AMX iceren ilaglar ([47]'den degistirilerek).

isim FIRMA DOZAJ FORMU

Alfoxil Abfar Tablet/Suspansiyon
Amoksilin Nobel Kapsul

Amoksina Mustafa Nevzat Tablet/Kapsul/Suspansiyon
Amoxicil Biosel Tablet/Suspansiyon
Demoksil Deva Tablet/Suspansiyon
Helipak Abbott Tablet

Moksilin Sandoz Tablet/Suspansiyon

Trio Deva Tablet

2.5. Beta-Laktam Antibiyotiklere Karsi Gelisen Diren¢g Mekanizmalari
Beta-laktam antibiyotiklere karsi bakterilerin gelistirdigi 4 temel diren¢g mekanizmasi

vardir. Bunlar:

e Bakteri hicrelerinin membranlarinda yer alan porinlerin daralmasi veya

porinlerin sayisinin azalmasi,
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o Bakteri hucre duvari ile membrani arasinda yer alan periplazmik bosluga
yerlesmis bazi pompa sistemleri ile igeri girmis olan antibiyotigin digari
pompalanmasi,

e Beta-laktam antibiyotiklerin etkinliklerini gostermek icin baglandiklari PBP
(Protein Baglama Proteinleri) yapisinda konformasyonel degisiklikler
meydana getirerek antibiyotiklerin PBP yapisina baglanmasinin
engellenmesi veya azaltilmasi (Bu tur diren¢ mekanizmasina ornek olarak,
“Staphylococcus aureus bakteri turinun penisilin direnci” verilebilmektedir),

e Beta-laktam antibiyotiklerini parcalayarak etkinliklerini yok eden beta-

laktamaz enzimlerinin (beta-laktamazlarin) Gretimi
olarak gruplandiriimaktadir [55].

2.6. Beta-Laktamazlar

Beta-laktamazlar beta-laktam antibiyotiklere kargi klinikte en sik kargilagilan direng
mekanizmasidir. Gram-pozitif bakteriler ve ¢ogunlukla gram-negatif bakteriler
tarafindan  Uretilmektedirler ve  “beta-laktamaz enzimi” olarak da
isimlendiriimektedir. Beta-laktamazlar, nukleofilik yerdegistirme reaksiyonu ile
antibiyotigin beta-laktam halkasindaki karbonil grubu (C=0 igeren grup) ile ester
koprusu kurup siklid amid bagini parcalamaktadir. Bdylece, antibiyotigin beta-
laktam halkasini agarak PBP yapisina baglanmasini engellemektedir. Bunun
sonucunda, antibiyotik etkinligini kaybetmektedir [56— 58].

Beta-laktamaz enzimlerinin beta-laktam antibiyotikleri Uzerindeki etki mekanizmasi
uc basamakll olarak gergeklesmektedir ve bu mekanizma Esgitlik 2.1'de
sunulmaktadir [45].

k+1 k2 k3
E+C <—> EC — EC* — E+P(s) (2.1)
K-1

Burada E, beta-laktamaz enzimini; C, beta-laktam antibiyotigini; P(s) ise beta-
laktam antibiyotiginin inaktif bozunma urlnlerini gostermektedir. EC ve EC*

kompleksleri enzimatik olarak inaktiftirler [45].

Beta-laktamaz enzimlerinin beta-laktam antibiyotikleri Uzerindeki etki mekanizmasi

(AMX Uzerindeki etki mekanizmasi) Sekil 2.9'da sematik olarak da gosterilmektedir.
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Sekil 2.9: Beta-laktamazlarin AMX antibiyotigi Uzerindeki etki mekanizmasi.

Beta-laktamazlarin tarihsel geligsimi incelendiginde, ilk beta-laktamaz enziminin
Alexander Fleming tarafindan belirtildigi gorulmektedir. Ardindan, her vyeni
antibiyotigin klinikte kullanilmaya baglanmasi ile birlikte, o antibiyotigin beta-laktam
halkasini agarak etkinligini yok eden yeni beta-laktamazlar gelismektedir. 1980’lerin
baslarinda sefalosporin turu beta-laktamlarin klinikte kullaniimasiyla genislemis
spektrumlu  beta-laktamazlar (GSBL), 1980’lerin sonlarinda beta-laktam
antibiyotiginin beta-laktam inhibitorleri ile birlikte kullaniimasiyla TEM enzimleri ve
1990’larda sefamisinlerin klinikte kullanimiyla plazmid kaynakli Amp-C enzimleri
ortaya ¢ikmistir [59].

Gunumuzde 600 civarinda farkh Ozelliklere sahip, beta-laktamaz enzimi
bulunmaktadir. Bunlarin gesitli kriterlere (nukleotid dizilimleri, izoelektrik noktalari,
biyokimyasal 6zellikleri, vb.) gore pek ¢ok siniflandirmasi yapiimaktadir. Fakat,
Bush, Ambler, Jacopy ve Medeiros isimli bilim adamlari tarafindan yapilan

siniflandirmalar en ¢ok kullanilanlaridir [59].

1980 yilinda Ambler molekuler yapilarina gore 4 cgesit beta-laktamaz enzimi

tanimlamigtir. Bunlar;

e Grup A beta-laktamazlar,
e  Grup B beta-laktamazlar,
e Grup C beta-laktamazlar ve

e  Grup D beta-laktamazlar
olarak isimlendiriimektedirler.

i) Grup A beta-laktamazlar: Bu grupta yer alan enzimlerin aktif bolgelerinde
serin amino asiti bulunmaktadir. Bunlar 6ncelikli olarak penisilin turu beta-

laktamlara karsi etkindirler. Beta-laktamlarin beta-laktam halkasini hidrolize

24



ederek antibiyotigin etkinligini kaybetmesine neden olmaktadirlar. Grup A
beta-laktamazlara, gram-negatif bakterilerde siklikla rastlanan TEM-1 tipi
enzimler ornek olarak verilebilmektedir [59— 61].

ii) Grup B beta-laktamazlar: Cinko veya bakir gibi katyonlarla aktive olan
metallo enzimlerdir. Bu tur enzimler klasik inhibitorlere (tazobaktam,
sulbaktam, vb.) kargi direnclidir. Fakat, EDTA (Etilendiamin tetraasetik asit)
gibi metal selatorlerine karsi direncgli degildir. Dolayisiyla, bu tlr enzimler
metal selatorleri ile inhibe olarak etkinliklerini kaybetmektedir. Son 10 yilda
yapilan ¢alismalarda, bunlarin plazmidlere aktarilabildigi saptanarak insan
saghg icin ciddi bir tehdit olusturdugu belirtiimektedir. Ulkemizde henliz cok
az bilinen bu tur enzimler hemen hemen tum beta-laktamlar, 6zellikle
karbapenemleri, hidrolize etmektedir [59-61].

iii) Grup C beta-laktamazlar: Grup A beta-laktamazlar gibi, aktif bolgelerinde
serin amino asiti tagimaktadirlar. Bu tlr enzimler esas olarak sefalosporin
turd beta-laktamlara kargi etkindir, dolayisiyla sefalosporinaz aktivitesine
sahiptir [60, 61].

iv) Grup D beta-laktamazlar: Penisilin turi beta-laktamlardan “oksasiline”
karsi etkindir. Oksasilini hidrolize ederek antibiyotik etkinligini yok
etmektedir, dolayisiyla okzasilinaz aktivitesine sahiptir [60, 61].

2.6.1. Geniglemis Spektrumlu Beta-Laktamazlar (GSBL)

GSBL'ler Grup A ve D beta-laktamazlarin buyuk bir gogunlugunu olusturmaktadir.
Penisilin tart ve sefalosporin turd (1., 2. ve 3. kusak sefalosporinler) beta-laktamlara
kargi direng gostermektedirler [62]. Fakat, GSBL’ler sulbaktam, tazobaktam,
klavulanik asit gibi beta-laktamaz inhibitorleri tarafindan inhibe edilebilmektedir. Bu
yuzden, klinikte GSBL kaynakli hastaliklarin tedavisinde beta-laktamlar ile beta-
laktamaz inhibitdrleri birlikte kullaniimaktadir.

GSBL’ler, TEM ve SHV tip klasik beta-laktamazlarin mutant formudur ve genis
spektrumlu beta-laktam antibiyotiklerin etkinliklerini yok edebilmelerini saglayan
mutasyonlar icermektedir [59]. Mutasyonlar sonucunda bu enzimlerin aktif
bolgelerinde geniglemeler meydana gelmektedir. Boylece, GSBL'lerin beta-
laktamaz inhibitrlerine karsi duyarliliklari artmaktadir. Ornegin, AmpC beta-
laktamazalarin hidrolitik aktiviteleri klavulanik asit beta-laktamaz inhibitorine ile
inhibe olmamaktadir.
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GSBL'lerin tarihsel gelisimi incelendiginde, 1983 yilinda ilk GSBL enzimi
tanimlanmigtir. Bu enzimin Klebsiella pneumoniae turlu bakterilerde bulundugu,
sefotaksim ve seftazidime karsi etkin oldugu belirtiimigtir. Ayrica, yapilan ¢alismalar
sonucunda bu enzimin “SHV-1 beta-laktamaz” in mutant formu oldugu bidirilerek bu
enzime “SHV-2 beta-laktamaz” ismi verilmistir. Bu tarihten itibaren, yeni GSBL
enzim tirlerinin bulunusu ile ilgili olarak pek ¢ok ¢alisma yayimlanmigtir. Ulkemizde
de GSBL'ler ile ilgili arastirmalar 1990’lardan itibaren yapilmaktadir. Yapilan bu
calismalar, yaklasik 10 yillik stiregte GSBL’lerin ¢ok ciddi bir saglik sorunu haline
geldigini gostermektedir. [59, 63, 64].

GSBL'lerin Acetinobacter gibi fermentatif olmayan etkenlere de yayilmis
olmasindan dolayi, bulunuslarindan itibaren sayilarinda ve gesitlerinde hizli bir artig
meydana gelmektedir. Fakat, GSBL’lerin baskin tarleri cografi olarak farklilik
gostermektedir. GSBL enzimlerinin en yaygin turt Fransa’da “SHV-5 beta-
laktamaz” iken Turkiye’de “SHV-2 beta-laktamazi”dir [65].

GSBL enzimlerinin kdkeni Klebsiella pneumoniae ve Enterobacteriaceae bakteri
aileleri olmasina ragmen en fazla Klebsiella pneumonia bakteri susunda
gozlemlenmektedir [59]. Bunun sebebi, Klebsiella pneumonia suslarinin hastanin
derisinde diger suslara gore daha uzun sure yasamini surdurebilmesidir [60].
Hastanin derisinde canhligini uzun sure koruyabilen bu bakteri susu, farkh
yontemlerle derin dokulara ilerleyerek hastada c¢esitli enfeksiyonlara neden
olmaktadir [66, 67]. Hastane kokenli Klebsiella pneumonia susu kaynakli
hastaliklarda GSBL enzimleri ciddi bir sorun olusturmaktadir. GSBL enzimlerinin
ulkemizdeki hatta tum dunyadaki gorulme sikliginda hizli bir artis gézlenmektedir.
Bunun baslica nedeni, GSBL’lerin plazmidlerle de aktarilabilmesidir [59]. Yapilan
calismalar sonucunda, GSBL uretimine iligkin pek ¢ok risk faktoranun varhgi tespit
edilmistir. Bu risk faktorlerine cerrahi miudahaleler, ileri yas, immunosupresyon,
kemoterapOétik kullanimi ve ciddi derecedeki yaniklar ornek olarak verilebilmektedir
[66, 67].

GSBL enzimi Ureten bakterilere karsi klinikte kullanilabilecek en etkin beta-laktamlar
karbapenemlerdir [59]. GSBL enzimi Ureten bakteri suglarinin artigina baglh olarak
karbapenem kullaniminda da hizli bir artis gozlemlenmektedir. Bu artiga bagl olarak
ilerde olusabilecek karbapenem direncini onleyebilmek igin karbapenem kullanimi

sinirlandiriimahdir.
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Literatirde GSBL enzimleri temel olarak 6 grupta incelenmektedir. Bunlar;

e TEM ve SHV kokenli olanlar,

e TEM ve SHV kokenli olmayanlar,

e inhibitér direngli beta-laktamazlar,

e inhibitér direngli ve genis spektrumlu beta-laktamazlar,
e Karbapenemazlar ve

e Plazmid aracil sefalosporinazlar (sefamisinazlar)’dir [68].

2.7. Beta-Laktamaz Enzimi Ureten Bakteriler

2.7.1. Gram-Pozitif Bakteriler

Hucre duvarinin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerine gore bakterileri siniflandirmak igin
empirik bir yontem olan “Gram boyama” yontemi kullaniimaktadir. Bu yonteme gore
bakteriler gram-pozitif bakteriler ve gram-negatif bakteriler olmak uzere ikiye
ayrilmaktadir.

Gram-pozitif bakterilerin htucre duvarinin yapisi incelendiginde, birgok tabakadan
olustugu ve hucre duvarlarinda kalin bir peptidoglikan tabakasinin bulundugu
gorulmektedir. Antibiyotiklerin peptidoglikan tabakasina olan ilgilerinden dolayi
antibiyotikler (penisilinler ve sefalosporinler gibi) bakterilerle etkilegebilmektedir. Bu
antibiyotikler, glikan zincirleri arasindaki ¢apraz baglar katalize eden ve hucre
duvarinda yer alan transpeptidaz enzimlerinin (PBP-penisilin baglama proteinleri-
olarak da bilinmektedir) aktivitesini engellemektedirler. Gram-pozitif bakterilerin
hdcre duvarlari ayni zamanda, konakgi hiicre membranlarina bakterilerin tutnmasini
kolaylastiran teikoik asit lifleri icermektedir. Bakteriyel hicre zari ise, hiucre i¢i etki
mekanizmasi olan beta-laktam antibiyotiklere karsi antibiyotik direnci ve ¢oklu-ilag
direnci (MDR) olusturulmasina katkida bulunan “ABC ¢ikis pompalari” igermektedir
[69].

Yukarida ayrintili olarak bahsedilen, gram-pozitif bakterilerin hiicre duvarinin yapisi
Sekil 2. 10°da gorsel olarak sunulmaktadir.
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Seki 2.10: Gram-pozitif bakterilerin hticre duvarinin yapisi ([69]'dan degistirilerek).

2.7.1.1. Staphylococcus aureus Suslari

Micrococcaceae ailesinin uyesi olan Staphylococcus cinsi S. aureus, fakultatif-
anaerob gram-pozitif bir bakteridir. Staphylococcus ismi ilk kez 1880’lerde “Ogston”
isimli bilim adami tarafindan kullaniimigtir. Bu bakteriler, genel besi ortamlarinda, 6-
46°C sicaklik araliginda ve 4.0-9.3 pH araliginda Ureyebilmektedir. Fakat, optimum
ureme sicaklik araligi 30-37°C ve optimum Ureme pH araligi 7.0-7.5'dir [70].

S. aureus bakteri suglari deride, solunum sisteminde, kulakta ve kemikte bulunan
patojen mikroorganizmalardir. Bu suslar, hastane kdkenli enfeksiyonlarin en onemli
kaynaklarindandir. Ayrica, hizli bir sekilde ¢oklu antibiyotik direnci kazanarak halk
saghgi i¢in buyuk tehdit olugturmaktadir [71].

S. aureus suslarinda ilk antibiyotik direnci 1930’larda sulfanomid grubu
antibiyotiklere karsi gozlenmigtir. Ardindan, 1940’larda “Penisilin G” turu beta-
laktamlarin klinikte kullanilmaya baslanmasi ile birlikte S. aureus kaynakh

enfeksiyonlarin sayisinda azalma goézlenmistir, fakat bu durum uzun strmemigtir.
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Ayni yillarda, penisilinaz turu beta-laktamaz enzimi Ureten S. aureus suslari izole
edilerek penisiline direngli S. aureus suglari gindeme gelmigtir [72]. 1950’lerde ise
aminoglikozid turu beta-laktam antibiyotiklere direngli S. aureus suglari ortaya
cikarak, bu suglarin Urettigi yeni beta-laktamazlar tanimlanmigtir. S. aureus bakteri
suslarinin 1946 yilinda yaklasik %6’sI beta-laktamaz enzimi Uretmekte iken bu oran
yillar gectikgce artarak 1948 yilinda yaklasik %50’lere, 1957 yilinda %80’lere ve
gunumuzde ise %90’lara ulasmigtir [71]. Bu artan oranlar saglik agisindan énemli

sorunlari da beraberinde getirmektedir.

2.7.2. Gram-Negatif Bakteriler
‘Gram boyama” teknigine gore, bu teknikte kullanilan kristal mor boyayi
absorplamayan bakterilere “gram-negatif bakteriler” denilmektedir.

Gram-negatif bakterilerin htucre duvarinin yapisi incelendiginde, hiicre membrani
diginda iki tabakadan olustugu gorulmektedir. Bu tabakalar; ince bir tabaka olan
peptidoglikan tabakasi ve gram-negatif bakterilere 6zgu olan dig zardir. Gram-
negatif bakterilerin dig zarlari lipopolisakkatrit (LPS) ve endotoksin igcermektedir.
Ayrica, dis zar 700 Da’'dan kuguk molekul agirhdina sahip hidrofilik molekdllerin
(seker, aminoasit, vitamin) difuzyonunu kolaylasgtiran porinlere de sahiptir. Penisilin
ve sefalosporin grubu beta-laktamlar gibi birgok antibiyotik grubu da hicre igerisinde
etkin olduklari yerlere ulagsmak igin porinlerden difizlenmektedir. Fakat, vankomisin
antibiyotigi (molekuler agirlik, Mw: 1449 Da) porinlerden difuze olamayacak kadar
buaylk bir molekuldir. Bu sebeple, vankomisin antibiyotigi gram-negatif bakterilere
karsi etkisizdir. Dolayisiyla, dis zar gram-negatif bakterilerin bazi antibiyotiklere
karsi dogal-diren¢g goOstermelerini saglamaktadir. Fakat, bu diren¢ porinlerin
gozenek ozelliklerinin modifiye edilmesiyle yok edilebilmektedir [69].

Yukarida ayrintili olarak bahsedilen, gram-negatif bakterilerin hicre duvarinin

yapisi Sekil 2.11’de gorsel olarak sunulmaktadir.
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Sekil 2.11: Gram-negatif bakterilerin hlicre duvarinin yapisi ([69]' dan degistirilerek).

2.7.21. Escherichia coli Suslari

Escherichia coli 1850’lerde “Escherich” isimli bilim adami tarafindan ilk kez izole
edilmistir. Enterobacteriaccae ailesinin Uyesi olan E. coli, fakultatif anaerob, gram-
negatif bir bakteridir. Buyyon gibi genel besi ortamlarinda, 15-45°C sicaklik
araliginda Ureyebilmektedir. Fakat, optimum Ureme sicakhgi 37°C ve optimum

ureme pH arahgi 7-7.2°dir [59].

E. coli suslar dig etkenlere karsi oldukga dayanikli olup 50°C civari sicakliklarda
bile uzun sure canh kalabilmektedir. Ayni zamanda, dusuk sicakliklarda da
canhligini koruyabilmektedir. Fakat, dezenfektanlarla etkilestirildiginde canlihgini
kaybetmektedir [59, 72].

E. coli suslari, hastane ortaminda gug yasayan bakterilerdir. Fakat, son zamanlarda
yapilan galismalarla birlikte, cogul direncli suslari hastane enfeksiyonlarindan izole
edilebilmektedir. E. coli suslari tarafindan Uretilen beta-laktamazlarin tarihgesine
bakildiginda, ilk kez 1940 yilinda “penisilinaz” olarak adlandirilan ve E. coli'de beta-
laktam antibiyotik direncini olusturan beta-laktamaz enzimi tanimlanmistir [74].
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1960°’li yillarin sonunda, E. coli’nin aminopenisilinlere karsi direng gelistirmesi
gundeme gelmistir [59]. Ardindan, 1965 yilinda ampisiline direngli E. coli suslari
izole edilmistir. izole edilen bu suslarin, ampisilin direncini saglayan beta-laktamaz
enzimi belirtilerek “TEM-1" ismi verilmigtir [75]. 1980’lerde ise, klinikte gram-negatif
bakteri kaynakli enfeksiyonlarin tedavisinde siklikla tercih edilen yeni kusak
sefalosporinlere kargi direng mekanizmasi olarak GSBL enzimlerinin Uretimi
gundeme gelmigtir [76]. Sonraki yillarda da E. coli suslarinda gorulen pek cok GSBL
enzimi tanimlanarak literatire bu konuda katki saglanmistir [59].

2.7.2.2. Klebsiella pneumoniae Suslari

Enterobactericeaceae ailesinin bir Uyesi olan K. pneumoniae, gram-negatif ve aerob
bir bakteridir. Bu bakteri susu genellikle su, toprak vb. dogal ortamlarda ve
memelilerin mukozal ylzeylerinde bulunmaktadir. insanlarda yaygin olarak,
gastrointestinal sistemde, goézlerde ve solunum sisteminde bulunmaktadir [77].
Genel besi ortamlarinda 4-55°C sicaklik araliginda ureyebilmektedir. Fakat,
optimum Ureme sicakligi 37°C ve optimum ureme pH’1 7°dir. Bu suslar yuksek
sicaklia karsi dayaniksiz iken susuz ortamlara karsi oldukga dayaniklidir. Organik
maddeler i¢inde kurutulurlarsa haftalarca hatta aylarca canhligini koruyabilmektedir
[59].

K. pneumoniae, Ozellikle yenidogan yogun bakim unitesindeki hastalarda gorulen
ve olum orani %70 civarinda olan hastane kokenli enfeksiyonlarin onemli bir
nedenidir [78]. K. pneumoniae suslari antibiyotiklere karsi oldukga direnclidir. Son
yirmi yilda, ¢oklu antibiyotik direncine sahip K. pneumoniae suslarinin neden oldugu
enfeksiyonlarin sayisi giderek artmaktadir. Bunun en onemli nedenleri, hastanin
derisinde uzun sure yagsamini surdurebilmesi ve farkli yontemlerle derin dokulara
kolaylikla ilerleyebilmesidir. K. pneumoniae suslari tarafindan Uretilen beta-
laktamazlarin tarihgesine bakildiginda, ilk kez Avrupa’da 1983 yilinda GSBL enzimi
tanimlanarak “SHV-2” ismi verilmistir. Ayni zamanda, ilk kez Birlesik Devletler'de
de1989 yilinda K. pneumoniae tarafindan Uretilen GSBL enzimleri tanimlanmigtir
[59, 79, 80]. Sonraki yillarda da K. pneumoniae suglarinda goérulen pek ¢ok GSBL

enzimi tanimlanarak literatire bu konuda katki saglanmistir.

2.8. Beta-Laktamaz inhibitorleri
Beta-laktamaz kokenli antibiyotik direncinin 6nune gegebilmek icin 1970’li yillarda
klavulanik asit, sulbaktam gibi beta-laktamaz inhibitorleri gelistirilmistir. 1980’li
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yillarda ise beta-laktamaz inhibitorlerinin sayisinda ve g¢esidinde onemli bir artis
meydana gelmigtir. Literatirde beta-laktamazlerin aktivitesini yok eden klavulanik
asit ayni yillarda ilk beta-laktamaz inhibitoru olarak tanimlanmigtir [81].

Beta-laktamaz inhibitorleri, antibakteriyel etkileri zayif olan beta-laktam
molekulleridir. Yapilarinda, beta-laktam antibiyotiklerde oldugu gibi 4 Gyeli beta-
laktam halkasi bulunmaktadir. Beta-laktamaz inhibitorleri, beta-laktamazin aktif
bdlgesine baglandiginda ¢ok yavas hidrolizlenmektedir ya da hidrolizlenmemektedir
[82]. Bu nedenle, beta-laktamaz kokenli antibiyotik direncini 6nleyebilmek icin klinik
uygulamalarda beta-laktam antibiyotikleri ile beta-laktamaz inhibitorleri kombine
olarak kullaniimaktadir. Literattre bakildiginda, in-vivo ve in-vitro galismalarda beta-
laktam antibiyotigi ile beta-laktamaz inhibitorinin kombine olarak kullaniimasinin
GSBL ureten mikroorganizmalara kargi etkin oldugu belirtiimektedir [59]. Beta-
laktamaz inhibitorleri, beta-laktamazlara tersinmez olarak etki ettiklerinden dolayi
beta-laktamazi etkisiz hale getirirken birlikte kullanildiklari antibiyotigin hidrolizini de
engellemektedir. Boylece, beta-laktam antibiyotiginin etkinligini korumaktadir ve
terapotik potansiyelini duzeltmektedir [83]. Beta-laktamaz inhibitorlerinin beta-
laktamaz enzimleri Uzerindeki etki mekanizmasi Esitlik 2.2°de sunulmaktadir [81].

k+1 k2 k3
E+| &——> E| — E| — E-I* (2.2)
K-1

Burada E, beta-laktamaz enzimini; |, beta-laktamaz inhibitorint gostermektedir. E-

| ve E-I* kompleksleri enzimatik olarak inaktiftirler [81].

Boronik asitler, uzun sure serin proteazlarin inhibitorleri olarak arastiriimigtir.
Mekanik olarak, boronatlarin serinhidrolazlar igin affinitesi, agilleme veya de-
acilleme reaksiyonlarindaki tetrahedral gegis durumunu etkin bir sekilde taklit eden
ve katalitik serin yan zincir ile boronat kismi arasinda olusan kovalent etkilesimden
kaynaklanmaktadir [84]. Fenilboronik asit gibi borik asitlerle beta-laktamaz
inhibisyonu, ilk olarak Oxford Universite’sindeki arastirmacilar tarafindan rapor
edilerek borat iyonlarinin beta-laktamaz inhibisyonu uzerindeki etkisine dikkat
cekilmistir [85]. 1990’h yillarin sonundan giinumuze, yapi-temelli tasarim ¢alismalari
boronik asit iceren beta-laktamaz inhibitorlerine yogunlastirilarak literatire bu
alanda onemli katkilar saglanmistir [84]. Literatirde ¢ok cesitli boronik asit beta-
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laktamaz inhibitorleri tanimlanmaktadir. Cesitli boronik asit beta-laktamaz

inhibitorleri Seki 2.12°de sunulmaktadir.
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Sekil 2.12: Cesitli boronik asit beta-laktamaz inhibitorlerinin kimyasal yapisi
([84]'den degistirilerek).

Gunumuzde kullanilan ve gelecek vadeden yeni beta-laktamaz inhibitorleri;
e Klavulanik asit,
e Sulbaktam,
e Tazobaktam,
e Avibaktam ve
e Relebaktam’dir [84].
Klavulanik asit, sulbaktam, tazobaktam, avibaktam ve relebaktam beta-latamaz

inhibitorlerinin kimyasal yapilari Sekil 2.13’te sunulmaktadir.
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Sekil 2.13: Klavulanik asit, sulbaktam, tazobaktam, avibaktam ve relebaktam beta-
laktamaz inhibitorlerinin kimyasal yapilari ([84]'den degistirilerek).

2.9. Hidroksiapatit

Biyomalzeme olarak pek ¢ok alanda (disgilik, ortopedi, implant kaplamalari, doku
iskelelerinin Uretimi ve kaplamasi vb.) kullanimi tercih edilen hidroksiapatit (HAp),
kalsiyum fosfat yapisindadir. Ayni zamanda, kimyasal bilesimi ve yapisal 6zellikleri
nedeniyle insan iskelet sistemindeki apatitlere benzeyen biyoseramiklerdir. Yapilan
arastirmalar kemik yapisinin %60 oraninda HAp ve %20 oraninda da kollajen
fiberden olustugunu gostermektedir [86]. Hidroksiapatit Ca1o(PO4)s(OH), kimyasal
formulane sahiptir [87]. HAp'In yapisinda eser miktarda, basta karbonat iyonu
(COs%) olmak iizere anyonik iyonlar ve katyonik iyonlar bulunmaktadir. HAp
yapisinda bulunan karbonat iyonlari (COs%) hidroksil iyonlari (OH") ve fosfat iyonlari
(PO43') ile yer degistirebilmektedir. Karbonat iyonlarinin hidroksil iyonlari ile yer
degistirmesi sonucu “A tipi HAp” olugsmakta iken fosfat iyonlari ile yer degistirmesi
sonucu “B tipi HAp” olusmaktadir. Kemik yapisinda yaygin olarak bulunan HAp tipi
“B tipi HAp™tir ve stokiyometrik olarak yukarida verilen kimyasal formulde eksikler
icermektedir [88]. Biyoaktif HAp biyouyumlulugu yuksek, non-toksik, korozyona
dayanikli, non-immunojenik ve kemik olusumunu destekleyen osteokonduktif
malzemelerdir. Fakat bu avantajlarinin yani sira, zayif mekanik dayanima sahip,
kirllgan ve islenmesi zordur. Kullanim agisindan dezavantajlara sahip olan bu

malzeme grubuna alternatif olarak iyon katkili HAp Uretimi giindeme gelmistir. ilgili
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literatiir incelendiginde farkli bircok iyon katkisinin (CI, F-, AP*, Mg?*, Zn**, La*,
Y*, In*, Bi**) HAp'In kimyasal ve fiziksel yapisina olan etkisinin incelendigi
gorulmektedir [88]. Ayni zamanda, literaturde HAp'in antibakteriyel oOzelliklerini
artirmak igin giimiis (Ag'*), bakir (Cu'™) ve ginko (Zn?*) iyonlarinin da yapiya
katildigi belirtiimektedir [89].

HAp uretimine iligkin literatirde birgok yontem yer almaktadir. Bunlar;

e Sol-jel yontemi,

e  CoOktirme yontemi,

e Hidrotermal sentez yontemi,

e Mikrodalga isima yontemi,

e  Coklu emulsiyon yontemi,

e Elektrokristalizasyon yontemi ve

e Biyomimetik yontem'’dir [88].

Polimerik implantlar ve/veya goOzenekli doku iskelelerinin HAp ile kaplanmasi
uzerine yapilan caligmalar incelendiginde SBF (yapay vucut sivisi) ¢ozeltisine
daldirma yonteminin (biyomimetik yontem) diger yontemlerle karsilastiriidiginda,
kolay ve hizli olmasi, 6zel ekipman gerektirmemesi, yuksek isleme sicakliklarina
ihtiyag duymamasi ve fizyolojik kosullarda uygulanabilirligi gibi avantajlari vardir [90,
91]. Fakat SBF’nin doygunluk seviyesinden dolayr ¢okelme yavas
gerceklesmektedir ve osteoinduktif malzemeler Uzerinde HAp c¢okelmesi birkag
hafta surmektedir. Grubumuz tarafindan yapilan c¢alismalar sonucunda 10 kat
derigtirilmis 10xSBF’nin mikrodalga enerjisi ile hizli ve yuksek HAp verimi sagladigi
bilgisi literatire kazandiriimigtir [92-94]. Tez kapsaminda HAp uretimi igin
“10xSBF’den biyomimetik yontemle mikrodalga destekli HAp Uretim yontemi”

uygulanmistir.

2.10. Bor ve Bor Katkili Hidroksiapatit

Bor insanlar, hayvanlar, bitkiler vb. canlilar i¢in oldukga Onemli olan iz
elementlerdendir. Vicuda beslenme yoluyla alinarak pek ¢ok metabolik enzimin
aktivitesini etkilemektedir. Ayrica, magnezyum, vitamin D ve kalsiyum gibi bir¢ok
besinin metabolizmasini da etkilemektedir [95]. Meyveler ve baklagiller bor
bakimindan zengin besinler iken, et ve sut Urdnleri ise bor bakimindan fakir

besinlerdir. GUnluk olarak alinmasi dnerilen bir bor miktari bulunmamaktadir. Fakat,
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Diinya Saglik Orgitii (WHO) raporlarinda borun insanlar, hayvanlar ve bitkiler igin
gerekli bir element oldugu bildirilerek ylUksek dozlarda alinmasinin toksik etki
yapabilmesi nedeni ile gunlik maksimum bor miktarinin 20 mg oldugu
belirtiimektedir [88, 96, 97]. WHO’a gore bir insan vicuduna alinan gunluk bor
miktari ise 1.84 mg - 2.24 mg arasindadir.

Bor vlcutta kalsiyum ve magnezyum emilimini kolaylagtirarak kemik iyilesmesinde
onemli bir gorev almaktadir ve saglik alaninda kemik kiriklarinin, osteoporozun,
menopozun ve beyin kanserlerinin tedavisinde kullaniimaktadir. Ayrica, bor hicre
membran fonksiyonlarinda goérev almaktadir ve hucre disi matris Uretimini
destekleyerek yara iyilesmesini hizlandirmaktadir [98, 99]. Sicanlar ve fareler ile
yapilan bir calismada, bor eksikliginin kemigin iyilesmesini geciktirdigi ve
osteogenezin seviyesini dusurdugu gosterilmistir [100]. Yapilan bir diger ¢calismada
cesitli bor dozlar kullanilarak MC3T3-E1 fare kemik dncul hucreler ile hucre kultara
calismalari yapilmistir [101]. Calisma sonucunda borun fare kemik oncul
hdcrelerinin farklilasmasini destekledigi rapor edilerek borun osteoporoza karsi
oldukga etkili olabilecegi belirtilmistir. Bai ve Hunt tarafindan yapilan bir ¢alismada
ise siganlar tarafindan bakteriyel antijenlere kargi olusturulan immun yanitin bor
eksikliginde baskilandigi gosterilerek borun immuin sistemde de etkili oldugu
belirtiimigtir [88].

Sunulan tez calismasinin “2.8. Hidroksiapatit” kisminda bahsedildigi Uzere,
HAp'larin 6zelliklerini iyilestirmek icin HAp’lara iyon katkilari yapilarak iyon katkili
HAp’lar Uretilmektedir. iyon katkili HAp'lar arasinda bor-katkili hidroksiapatitler (B-
HAp) de bulunmaktadir. Bor, fosfat (PO,>) ve hidroksil (OH’) gruplari ile yer
degistirerek HAp’larin yapisina katilmaktadir ve sonugta B-HAp elde edilmektedir
[102]. Konu ile ilgili yapilan bir galismada, asit-baz kimyasal reaksiyonu ile B-HAp
uretimi gerceklestiriimigtir. Ardindan, mezenkimal kok hucreler ile hicre kultri
calismalari yapiimigtir. Calisma sonucunda B-HAp’larin mezenkimal kok hucrelerin
yapismasini ve farklilasmasini destekledigi rapor edilerek B-HAp’larin kemik doku
rejenerasyonunda oldukga faydali oldugu belirtiimistir [103]. Grubumuzca yapilan
bir calismada ise mikrodalga 1simasi yardimi ile biyomimetik ¢oktirme yontemi
kullanilarak amorf yapida dogal kemik benzeri B-HAp uretimi gergeklestirilmistir.
Ardindan, B-HAp/kitosan nanokompozit doku iskeleri hazirlanarak MC3T3-E1 fare

kemik oncul hucreleri ve mezenkimal kok hucreleri ile hicre kalturu galismalar
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yapilmistir. Calisma sonucunda bor katkisinin HAp’in osteoinduktif etkisini artirdigi
rapor edilmigtir [88, 104].

Literatirde, bor bilegiklerinin kemik iyilesmesi ve immun sistem vb. birgok yagsamsal
faaliyet Uzerindeki olumlu etkilerinin yani sira bakteriyostatik, bakterisidal,
fungistatik, fungisidal ve antiviral etkilerinin oldugu da belirtiimektedir [105]. Arslan
ve ark. tarafindan yapilan bir ¢galismada, igerisinde bor ihtiva eden %12 (w/v)’lik
borik asit ¢ozeltisinin, Stapylococcus aureus ATCC®25923, Streptococcus mutans
RSHM®06029, Enterococcus faecalis ATCC®29212, Enterococcus faecium,
Escherichia coli ATCC2®5922, Pseudomonas aeruginosa ATCC®27853,
Klebsiella pneumonia ATCC®700603 vb. gram-pozitif ve gram-negatif bakteriler

Uzerinde oldukga etkili oldugu rapor edilmigtir [106].

Yukarida ayrintili olarak bahsedildigi uzere, borun kemik doku tuzerindeki etkilerinin
arastinldigi ¢ok sayida calisma mevcuttur. Calismalardan gikartilabilecek ortak
sonug, borun in-vitro kemik doku muhendisliginde kullanildiginda osteojenik
farkhlasmayi destekledigi ve osteoporoz gibi 6nemli kemik hastaliklarina iyi
geldigidir. Bu konu ile ilgili yapilan calismalar B-HAp'in kemik doku iskelelerinde
kullanimini  gindeme getirmistir [30]. Sunulan tez kapsaminda B-HAp
nanopartikulleri ilk kez beta-laktam antibiyotigi ile birlikte kullanilarak hem osteojenik
etkisi, hem de beta-laktamaz inhibitoru olarak etkinligi birlikte degerlendirilmistir.

2.11. Kontrollii Salim Sistemleri

ilag salim sistemleri 1950’li yillardan beri arastirmacilarin ilgisini cekmektedir [107].
ilag salim sistemleri farmasétik bilesenlerin kontrolli bir sekilde verilerek,
insanlardaki ve/veya hayvanlardaki etkinliginin arttirimasini hedeflemektedir. Butln
kontrolli salim sistemlerinde temel amag ilacin uzun periyotlarda belli doz
araliklarinda saliminin saglanarak etkin doz araliginda kalmasini saglamaktir ve
yan etkilerin olusumunu onlemektir. Boylelikle ilag salim sistemleri ile mevcut ilaglar

yeni sistemlerde kullanim potansiyeli bulmaktadir.

ilag salim sistemlerinde temel mekanizma, ilacin biyomalzemenin igine ve/veya
yuzeyine tutuklanmasi ve ardindan uygun salim mekanizmalari (biyomalzemenin
erozyonu sonucu ilacin salimi, biyomalzemenin igine ve/veya yluzeyine tutuklanan
ilacin difuzyonu sonucu ilacin salimi vb.) ile biyomalzemeden salinmasidir [108].

Son yillarda ilag salim sistemlerinin hazirlanmasinda biyobozunur polimerlerin
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kullanimi 6n plana ¢ikmaktadir [109]. Ayrica, ginimuzde teknolojinin ve malzeme
biliminin gelisimiyle birlikte kontrolli salim sistemlerinde gelismeler meydana
gelmektedir.

Cogdu ilag salim sisteminde, salim periyodunun hemen baslangicinda gorulen ve
biyomalzemenin yuzeyine yakin kisimlarinda tutuklanan ilacin difuzyonuna
dayanan “ani patlama etkisi (burst effect)” ile kargilagiimaktadir. Patlama etkisi,
ilacin hizli bir sekilde salinmasina neden olmaktadir. Bu nedenle, “geciktirilmis salim
(sustained release)” gerektiren wuygulamarda “ani patlama etkisi” tercih
edilmemektedir [110]. Salim sistemlerinda patlama etkisinin gorilmesine neden
olan pek c¢ok etken vardir. Bunlara; ilacin biyomalzemenin yuzeyine iyi
tutunmamasi, biyomalzeme-ilag arasindaki zayif etkilesim, kullanilan polimer

konjugatlarinin uygun olmamasi vb. drnek olarak verilebilmektedir [112, 113].

2.11.1. Partikiiler Formdaki ilag Salim Sistemleri

Partikuler formdaki ila¢g salim sistemleri, yukleme kapasitelerinin ylksek olmasi,
yuklenen ilag dozunun ayarlanabilir olmasi, partiktl boyutunun ayarlanabilir olmasi,
toksik yan etkileri azaltmasi, ilacin farmasotik ve terapotik etkisini gelistirmesi, doku
ve hucrelere spesifik hedefleme saglamasi vb. avantajlari ile ginimuzde kontrollt

salim sistemleri arasinda 6n plana ¢ikmaktadir [114, 115].

Partikuler formdaki ilag salim sistemleri kullanilan tasiyici sistemlerin boyutlarina
gore siniflandiriimaktadir. Bunlar;

e Mikropartikiler sistemler: Boyutlari 1 um ile 1000 um arasinda degisen
tasiyici sistemlerdir. Mikropartikuller kontrolli salim saglamasi, istenilen
boyutta Uretilebilmesi, toksik etkiye sebep olmamasi gibi avantajlarindan
dolay! pek ¢ok kontrolli salim galismasinda tercih edilmektedir [115].

e Nanopartikuler sistemler: Boyutlari 1 nm ile 1000 nm arasinda degisen
tasiyici sistemlerdir. Nanopartikillerin en 6nemli avantajlari; partikul
boyutunun ayarlanabilir olmasi, hucrelerle etkilesimlerinin saglanmasi,
hidrofobik ajanlarin sudaki ¢ozunurlugunu artirmasi, salimin kontrol
edilebilmesidir [116]. Pek ¢ok avantajina ragmen, nanopartikullerin, kiguk
boyutlu olmasi, partikil agregasyonuna neden olmasi ve ilag yukleme
kapasitelerinin sinirli olmasi gibi dezavantajlari da bulunmaktadir [116].
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2.11.2. Partikiil Uretim Yéntemleri

Partikul Uretim yontemleri genel olarak nanogoktirme ve emulsiyon hazirlama
temelli yontemler olmak Uzere iki gruba ayrilmaktadir. Sekil 2.14’te bu yontemler ve
alt gruplari sematik olarak sunulmaktadir.

Partikiil Uretim Teknikleri

Nanocgoktiirme Emiulsiyon Hazirlama Temelli
Teknikler

Emulsiyon Hazirlama-
C6zucl Buharlastirma

ikili Emulsiyon Hazirlama-
Cozucl Buharlastirma

——  Emdlsiyon Difizyonu

Emulsiyon
Polimerizasyonu

—— Mikroemulsiyon Teknigi

— Tuzla Coktirme

Sekil 2.14: Partikal Gretim yontemlerinin siniflandiriimasi [117].

Bu yontemlerin avantajlari ve dezavantajlari ile ilgili ayrintih agiklamalar Cizelge
2.2’de sunulmustur [117].
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Cizelge 2.2: Partikul Gretim yontemlerinin avantajlari ve dezavantajlari ([117]'den degistirilerek).

YONTEM

AVANTAJ

DEZAVANTAJ

Emiulsiyon hazirlama-
¢ozucu buharlagtirma

e Lipofilik ilaglar igin enkapsulasyon veriminin

yuksek olmasi,

e Partikul bayukligunun ayarlanabilir olmasi.

o Hidrofilik ilaglar i¢cin enkapsulasyon veriminin
dusuk olmasi.

ikili-emiilsiyon
hazirlama-¢ozicu
buharlagtirma

e Hidrofilik ve hidrofobik ilaglar i¢in uygun

olmasi.

e Heterojen dagihma sahip buyuk boyutlarda
partikul olusumu,

e iki basamakli bir proses olmasi,

o Olgek buyitme zorlugu.

Emulsiyon difiizyonu

e Lipofilik ilaglar igin enkapsulasyon veriminin

yuksek olmasi,

e Toksik olmayan ¢ozuculerin kullanimi,
o Olgek blylutme kolaylig.

e Organik c¢ozuculerin partikilden tam olarak
uzaklastirlamamasi,

o Hidrofilik ilaglar i¢cin enkapsulasyon veriminin
dusuk olmasi.

Emiulsiyon
polimerizasyonu

e Hizli bir ydontem olmasi.

e Toksik organik ¢dzuculerin ve monomerlerin
kullaniimasi.

Mikroemiilsiyon
teknigi

e Organik ¢ozuculerin kullaniimamasi,

e Enerji tuketmemesi.

e Gerekli olan ylUzey aktif madde derigiminin
yuksek olmasi.

Nanog¢oktirme

e Kolay ve hizli olmasi,

e Cok toksik ¢ozuculerin kullaniimamasi.

e Partikil boyutunun temel olarak kullanilan
polimer konsantrasyonuna bagli olmasi.

Tuzla ¢oktlirme

e Lipofilik ilaglar igin enkapsulasyon veriminin

yuksek olmasi,

e Sicaklik duyarli ilaglar igin uygulanabilir

olmasi.

e Lipofilik ilaglar i¢in kullaniminin uygun olmasi.
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Tez kapsaminda kullanilan yontem olmasi nedeniyle “ikili-emulsiyon hazirlama-

¢oziicu buharlagtirma” yontemi asagida ayrintili olarak anlatiimaktadir.

2.11.2.1. ikili-Emiilsiyon Hazirlama-Coziicii Buharlastirma Yéntemi
ikili-emiilsiyon hazirlama-¢éziicli  buharlastirma ydéntemi hem hidrofilik hem
hidrofobik ilaglar ile yapilan salim sistemlerinin hazirlanmasinda kullanilabilmesine
ragmen genellikle hidrofilik ilaglarin kullanildigi sistemlerde tercih edilmektedir [118].
Yéntem genel hatlariyla iki asamadan olugmaktadir. ilk olarak biyoaktif ajan (ilag)
iceren sulu ¢ozelti (w2) polimer igeren organik faz (o) icerisinde dagitiimaktadir.
Ardindan, w2/o emulsiyonu dig sulu faz (w1) icerisinde emdulsifiye edilmektedir.
Sonugta olusan w1/o/w2 emdulsiyonundan organik ¢ozicu uzaklastirilarak
(buharlastirma, difuzyon yontemi vb.) nanopartikul sispansiyonu elde edilmektedir.
Nanopartikul suspansiyonunun santrifijlenmesi ve su ile yikanmasi sonucu
nanopartikuller elde edilmektedir. Son olarak ise elde edilen nanopartikuller liyofilize
edilerek kurutulmaktadir [119].

Yukarida ayrintil olarak anlatilan “ikili-emiilsiyon hazirlama-¢éziicii buharlagtirma

yontemi” Sekil 2.15'de sematik olarak sunulmaktadir.

ilagh sulu ¢ozelti

(w2)
—)
\ J Karistirma | @& @ |
Organik faz (o) w2/o emiilsiyonu ilag yiiklii nanopartikiil
/ (./")
f )
._)(
"
\_
! = 1 " |
- (S Cozicii ° saflast
Karist \ \oV) ) ° , Saflastirma
& > ArigHima T\ S 7 uzaklagtirma . 6"
Sulu faz (w1) wl/o/w2
emiilsiyonu

Sekil 2.15: ikili-emiilsiyon hazirlama-¢dziicli buharlastirma ydntemi ([119]den
degistirilerek).
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ikili-emiilsiyon hazirlama-¢dziicli buharlastirma yéntemi homojenizasyon ve/veya
ultrasonikasyon destekli bir yontemdir. Partikul boyutu islem sirasinda uygulanan
homojenizasyon ve/veya ultrasonikasyon islemlerinin hizina ve suresine baghdir.
Partikul boyutu ayni zamanda polimerin tlrine ve derigimine, emulsiyon ajaninin
cesidine (sodyum dodesil sulfat, SDS; poli(vinil alkol), PVA; didodesil dimetil
amonyum bromur, DMAB) ve derisimine de baghdir. Toksik ¢ozuculerle
(diklorometan, DCM; kloroform vb.) calisiimasi, homojenizasyon ve/veya
ultrasonikasyon islemlerinden dolayi enerji gereksiniminin ylksek olmasi bu
yontemin dezavantajlaridir [120]. Fakat, prosesin kolay olmasi ve partikil
boyutunun ayarlanabilir olmasi nedeniyle ila¢g salim sistemlerinin hazirlanmasinda

siklikla tercih edilen yontemlerdendir [121].

2.11.3. Partikiil Uretiminde Kullanilan Biyomalzemeler

Kontrolli ilag salim sistemlerinde tasiyici malzemeler olarak polimerler, metaller,
seramikler, yaglar vb. kullanilmaktadir. Bu malzemelerden polimerler biyouyumlu ve
biyobozunur olmalari sebebiyle kontrolli salim sistemlerinde siklikla tercih
edilmektedir [122]. Biyobozunur polimerlerin bozunma UrUnlerinin sistemde ve
vucutta toksik etki yapmamasi gerekmektedir. Salim sistemlerinin hazirlanmasinda

kullanilan polimerler iki gruba ayrilmaktadir. Bunlar;

i. Sentetik polimerler: Bu tur polimerler oldukga dayanikh ve kararldirlar.
Ayni  zamanda  yuksek miktarlarda ve  yuksek  safliklarda
uretilebilmektedirler. Bu avantajlarindan dolay! ilag salim sistemlerinde
siklikla kullanilan polimerlerdendir. ilag salim sistemlerinde tercih edilen
sentetik polimerlere; PLA, PGA, PCL, poli(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) ve
poli(hidroksi bdutirat) (PHB) ornek olarak verilebilmektedir [123]. Tez
kapsaminda hazirlanan ila¢g salim sisteminde kullanilan PLGA asagida
ayrintili olarak anlatiimaktadir.

> Poli(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA): Laktik ve glikolik asit kopolimeri
olan PLGA FDA (Food and Drug Administration) onayli bir polimerdir.
PGA polimeri hidrofilik 6zelliktedir ve hucre iginde hizla ¢ozinmektedir.
PLA ise yapisinda bulunan metil yan gruplarindan (-CHs) dolayi hidrofobik
Ozelliktedir. PLGA kopolimerinin yapisinda bulunan PLA:PGA orani
PLGA'nin ozelliklerini belirlemektedir. PLA igeriginin fazla olmasi PLGA’yi
hidrofobik yapmakta iken PGA igeriginin fazla olmasi PLGA’y: hidrofilik
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yapmaktadir [124]. PLA, PGA ve PLGA polimerlerinin kimyasal yapilari
Sekil 2.16’da sunulmaktadir.

CHs Q
«Eo CHz—Cil— {O—CH—C%
«Eo CH2—C%—EO CH— c%

PLGA

Sekil 2.16: PGA, PLA ve PLGA'nin kimyasal yapilari.

PLGA nanopartikillerden ilacin salimi  iki basamakli olarak
gerceklesmektedir. ilk olarak, salim ortami ilag ile birlestirilen polimerik
tasiyici ile etkilegserek tasiyiciya penatre olmaktadir. Boylelikle, tasiyici
icerisine sivi alarak sismeye baglamaktadir. Bu esnada, tasiyici
yuzeyindeki ilag da salinmaya basglamaktadir. Ardindan, ortam sivisi
polimerik tasiyici tarafindan absorplanirken, tasiyicida ilacin salimini
artiracak olan difuzyon kanallari olusmaya baglamaktadir. Boylelikle,
ilacin salimi artarak devam etmektedir. Bu sistem PLGA polimerik yapih
tasiyicinin bozunmasiyla yok olmaktadir [29].

ii. Dogal polimerler: Bu tur polimerler bitkisel veya hayvansal kaynaklidirlar.
Hidrofilik ilaglar icin ylksek enkapsulasyon verimi saglamasi, biyobozunur
ve biyouyumlu olmasi vb. avantajlarindan dolayi ilag salim sistemlerinde
kullaniimaktadir [125]. ilag salim sistemlerinde kullanilan dogal polimerlere;

kolajen, kitosan ve albumin drnek olarak verilebilmektedir [126].

2.11.4. Kontrollii ilag Salim Sistemlerinde Kullanilan Matematiksek Modeller
Kontrolli ilag salim sistemlerinde ila¢g salimi enkapsule edilen biyomalzemenin
bozunmasina ve/veya ilacin difizyonuna dayanmaktadir. Son zamanlarda yapilan
salim sistemi tasarimlariyla ilag saliminin siresi ve kinetigi kontrol edilmeye
calisiimaktadir. Salim sistemlerinin kinetiklerini belirlemek icin siklikla kullanilan
matematiksel modeller agagida aciklanmistir [127].
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. Sifinnci-derece salim kinetigi
Sifirinci derece salim kinetiginde ilacin salim hizi ilacin derigiminden bagimsizdir.
Salim periyodu boyunca ortamdaki ilag seviyesi sabit tutulmaktadir. Bu salim
kinetiginin matematiksel modeli Egitlik 2.3’te sunulmaktadir.

Q= Qo + Kt (2.3)

Esitlikte; Q; ilacin zamanla salinan miktarini, Qg ise ilacin baglangi¢ miktarini ifade
etmektedir. K sabiti sifirinci-derece salim sabiti, t ise salim suresidir.

Il. Birinci-derece salim kinetigi
Birinci derece salim kinetiginde ilacin salim hizi ilacin derisimine birinci dereceden
baghdir (Esitlik 2.4).

dC/ 4 = Ku(Co — € (2.4)

Esitlikte; Co ilacin baslangi¢c derigimini, C; ise ilacin t anindaki derigimini ifade
etmektedir. Kg sabiti birinci-derece salim sabiti, dC/dt ise zamanla ilag derisiminde
meydana gelen degisimdir. Esitlik 2.4’4n dogrusallagtiriimig hali Esgitlik 2.5’te

sunulmaktadir.

In (Co /Co B Ct) = Kgt (2.5)

M. Higuchi salim kinetigi
Higuchi salim kinetigi illag molekullerinin boyutunun polimerik tagiyicilarin
boyutlarindan ¢ok kuguk olmasi varsayimina dayanmaktadir. Bu salim kinetiginin
matematiksel modeli Esitlik 2.6’da sunulmaktadir.
Q. = Kyt (2.6)
Esitlikte; Q;ilacin t anindaki miktarini, t ise salim suresini ifade etmektedir. Ky sabiti

Higuchi salim kinetigi sabitidir.

IV. Hixson-Crowell salim kinetigi
Bu salim kinetiginin matematiksel modeli Esitlik 2.7°de sunulmaktadir.

VQo — V/Q: = Kyt (2.7)

Esitlikte; Qo ilacin baglangi¢c miktarini, Q; ise ilain zamanla salinan miktarini ifade
etmektedir. Kyc Hixson-Crowell sabiti, t ise salim suresidir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Sunulan tez calismasi genel olarak 6 asamada gergeklestirilmistir. ilk olarak
hidroksiapatit (HAp) ve bor katkili hidroksiapatit (B-HAp) nanopartikulleri grubumuz
tarafindan daha oOnceden belirlenmis protokole uygun olarak sentezlenmis ve
karakterizasyon calismalari yapiimistir. Ardindan AMX yukli PLGA nanopartikuller
sentezlenerek karakterizasyon caligsmalari yapiimigtir. Sonraki basamakta AMX
yukli PLGA nanopartikuller ile HAp veya B-HAp'tan olusan nanokompozit doku
iskeleleri Uretilmistir ve karakterizasyon calismalari gergeklestirilmistir. Ardindan,
AMX yUkll nanopartikullerin ve iskelelerin in-vitro salim ¢aligmalari gergeklestiriimis
ve salim kinetikleri belirlenmistir. Son asamada ise uretilen nanokompozit doku
iskeleleri ile hem MC3T3-E1 fare kemik oncul hicreleri kullanilarak hucre kaltar
calismalari hem de 4 farkli bakteri susu kullanilarak bakteriyel c¢alismalar

gerceklestirilmigtir.

3.1. Kullanilan Malzemeler

Sunulan tez ¢calismasinda kullanilan AMX (MA: 365.40 g/gmol, potansi 2900 ug/mg)
antibiyotigi Sigma-Aldrich (Almanya) firmasindan satin alinmistir. Nanopartikil
hazirlanmasinda kullanilan poli(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) kopolimeri (PLA:PGA,;
50:50) ile sulu faz hazirlanmasinda stabilizator olarak kullanilan didodesil dimetil
amonyum bromur (DMAB) Sigma-Aldrich firmasindan temin edilmistir. PLGA
polimerini ¢ézmek igin kullanilan etil asetat Riedel-de Haen (Almanya) firmasindan
satin alinmigtir. PLGA nanopartikullerinin Gretimi agamasinda Heidolph (Almanya)
marka homojenizator kullaniimigtir. AMX'in enkapsulasyon verimini belirlemek igin
Dionex (A.B.D.) marka yuksek basingl sivi kromatografisi (HPLC) ve analizinde 4.6
mm x 250 mm boyutlarindaki C18 kolonu kullaniimistir. Mobil faz olarak kullanilan
asetonitril Sigma-Aldrich firmasindan temin edilirken ortofosforik asit (%85 (v/v))
Fluka (Almanya) firmasindan temin edilmisti. AMX'in salim ¢aligmalarinda
kullanilan fosfat tampon ¢ozelti (PBS) tablet olarak Sigma-Aldrich firmasindan temin
edilmistir.

Nanokompozit doku iskelelerinin sentezinde kullanilan kitosan (asir1 viskoz) Sigma-
Aldrich firmasindan temin edilmigtir. HAp ve B-HAp nanopartikullerinin Gretiminde
kullanilan potasyum klorar (KCl), sodyum klortr (NaCl), kalsiyum klorur dihidrat
(CaCl2.2H,0), sodyum dihidrojen fosfat monohidrat (NaH2PO4.H>O) ve magnezyum
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klorir hekzahidrat (MgCl,.6H20) tuzlari ve sodyum bikarbonat (NaHCO3;) Merck
(Almanya) firmasindan satin alinmistir. B-HAp nanopartikullerin sentezinde
kullanilan borik asit (HsBO3) BDH Chemicals Ltd (ingiltere) firmasindan temin
edilirken sodyum hidroksit (NaOH) ise Merck firmasindan temin edilmigtir. HAp ve
B-HAp nanopartikiillerin Gretiminde Milestone (italya) marka mikrodalga firin

kullaniimigtir.

Hucre kultur galigmalarinda Riken hicre bankasindan (Tsukaba, Japonya) alinan
MC3T3-E1 preosteoblast hiucre hatti kullanilmigtir. Calismalarda kullanilan
Minimum Essential Medium Alfa Modifikasyonu (a-MEM), penisilin-streptomisin, L-
glutamin ve fetal sigir serumu (FBS) Biowest (Fransa) firmasindan temin edilirken
hdcreleri yuzeyden kaldirmak igin kullanilan Tripsin-EDTA ¢ozeltisi Sigma-Aldrich
firmasindan temin edilmistir. Hucre canliiginin belrlenmesinde kullanilan 3-[4,5-
dimetiltiazol-2-il]-difenilterazolyum bromur (MTT) ve izopropanol Sigma-Aldrich

firmasindan satin alinmigtir.

Antibakteriyel calisma kapsaminda kullanilan Escherichia coli ATCC®25922,
Staphylococcus aureus ATCC®25923, Klebsiella pneumoniae ATCC®BAA-1144
ve Klebsiella pneumoniae ATCC®700603 bakteri suslari Microbiologics (A.B.D.)
firmasindan temin edilmistir. Bakterilerin gogaltiimasi igin kullanilan Mueller-Hinton
Besiyeri (MHB) ve bakteri kultur galigmalarinda kullanilan Mueller-Hinton Agar
(MHA) Becton Dickinson (Fransa) firmasindan satin alinmistir. Calismalarda
kullanilan antibiyogram diskleri ve strip gubuklari ise Bioanalyse (Turkiye)

firmasindan satin alinmigtir.

3.2. Biyomimetik Yéntemle HAp ve B-HAp Uretimi ve Karakterizasyonu
Biyomimetik yontemle HAp ve B-HAp Uretimi icin Mavis ve ark. tarafindan uretilen
10xSBF (yapay vucut sivisi) ¢ozeltisi kullanilmig [21] ve mikrodalga isimasindan
yararlanilmigtir.  Calisma kapsaminda gerceklestirien HAp ve B-HAp dretimi
ayrintili olarak asagida agiklanmigtir.

3.2.1. HAp ve B-HAp Uretimi
Biyomimetik yontemle HAp uretimi icin 10XSBF c¢ozeltisi kullaniimigtir. 10XSBF

¢Ozeltisi igin gerekli olan kimyasallar ve miktarlar Cizelge 3.1’de listelenmistir.
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Cizelge 3.1: 10XSBF c¢ozeltsi igin gerekli olan tuzlar ve miktarlari ([88]'den
degistirilerek).

Tuzlar Ekleme sirasi Miktar (g)
NaCl 1 58.443
KCI 2 0.373
CaCl,.2H,0 3 3.675
MgCl,.6H20 4 1.016
NaH;PO4.H2,0 5 0.250
*NaHCO3 6 0.084

* 100 mL SBF igin.

10XSBF stok ¢ozeltisi hazirlamak igin 800 mL saf su igerisine Cizelge 3.1°de verilmis
olan ilk 5 tuz sirasiyla eklenmis ve ¢ozduralmustur. Ardindan stok ¢ozeltiye 200 mL
saf su ilave edilerek ¢ozelti hacmi 1000 mL’ye tamamlanmigtir. Stok ¢ozeltisiden
100 mL alinarak bos behere aktariimig ve igerisine Cizelge 3.1’de verilmis olan
6'inci tuz ilave edilip ¢ozelti mikrodalga firin icerisine yerlestirilerek 30 saniyelik
surelerle 9 kere 600 W mikrodalga isimasi verilmigtir. Mikrodalga 1simasi yardimi
ile cokturulen HAp ¢ozeltisindeki safsizliklarin giderilmesi igin drnekler sirasiyla 2
kere saf su ve 2 kere etanol (%96 (v/v)) ile yikanarak her defasinda 13 000 rpm’de
5’er dk santrifUjlenmigtir. Yikama iglemi sonrasinda supernatan kismi atilan érnekler
37°C’de bekletilerek kurumalari saglanmistir. Kurutma isleminin ardindan ornekler
havanda dovulmus ve kullanim asamasina kadar desikatorde muhafaza edilmigtir
[27].

B-HAp uretimi icin 800 mL ultra saf su igerisine ilk olarak 10 g H3BO3 eklenerek
cozdurilmustar. Cokelme i¢in uygun olan pH deger araligini (6.8-7.4) elde
edebilmek icin stok ¢ozeltisine 10 M NaOH ¢ozeltisinden 900 uL eklenmigtir (10XB-
SBF). Ardindan HAp Uretimindeki sure¢ aynen uygulanmigtir.

Yukarida ayrintili olarak bahsedilen HAp ve B-HAp dretiminin sematik gosterimi

Sekil 3.1°de sunulmaktadir.
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Sekil 3.1: a) HAp ve b) B-HAp Uretiminin sematik gosterimi (*Tuzlar: KCI, NaCl,
CaCl,.2H,0, MgCl,.6H,0, NaH2PO4.H20).

3.2.2. Hidroksiapatitin ve Bor Katkili Hidroksiapatitin Karakterizasyonu

HAp ve B-HAp partikullerinin faz 6zelliklerini incelemek igin X-Igini kirinimi (XRD)
analizi yapiimigtir. Analiz sirasinda PANanalytical X"Pert Pro MPD (45 kv-40 mA
Cu source) marka XRD cihazi kullaniimistir. Partiktl ornekleri igin 20-80° (20)
arasinda 0.026°’lik adimlarla tarama yapilmistir. HAp ve B-HAp partikulleri igin elde
edilen sonuglar grafige gegirilerek karsilastirnlmis ve sonuglar boliminde

sunulmustur.

3.3. AMX Yukli PLGA Nanopartikullerin Hazirlanmasi

3.3.1. PLGA Nanopartikullerin Sentezi

PLGA nanopartikullerin sentezi igin emulsiyon hazirlama-¢6ztuct buharlastirma
yontemi kullaniimistir. ilk olarak PLGA kopolimeri (PLA:PGA orani 50:50) etil asetet
icerisinde ¢ozdurulerek %2 (w/v)'lik organik faz elde edilmistir. Ardindan stabilizator
olarak kullanilan DMAB saf su igerisinde ¢ozdurulerek %1 (w/v)’lik sulu faz elde
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edilmigtir. Hazirlanan organik ve sulu fazlar ayri ayri olarak 3 saat boyunca manyetik
karistiricida kanistiriimistir. Ug saatin sonunda sulu faz organik faza ilave edilmis ve
olusan karigim yuksek hizli homojenizatorde 7 dk suresince 15 000 rpm’de
homojenize edilmistir. Ardindan karisim manyetik karistiriciya alinmig ve dnceden
40°C’de bekletilmis olan saf sudan 2 mL ilave edilmigtir. Organik fazin buharlagarak
karisimdan uzaklasmasi ve karisimda suspanse halde bulunan PLGA
nanopartikullerinin aglomere olmamasi igin ¢ozelti 12 saat boyunca karigtiriimigtir.
Ardindan karisim 1 kere saf su ile 13 000 rpm’de 5 dk santrifuj edilerek yikanmigtir.
Supernatan kismi atilan ornekler -20°C’de 12 sa bekletildikten sonra kurumasi igin
dondurarak-kurutma (Christ, Almanya) cihazina alinmis ve 24 sa bekletilmigtir.
Kurutulan oérnekler kullanim agamasina kadar desikatorde muhafaza edilmistir [29].

3.3.2. PLGA Nanopartikullere AMX Yiiklenmesi

PLGA nanopartikullere AMX yuklenmesi isleminde ikili emulsiyon hazirlama-¢ozucu
buharlastirma yéntemi modifiye edilerek kullanilmigtir.  Oncelikle PLGA
kopolimerinin (PLA:PGA orani 50:50) etil asetat icerisinde ve DMAB’In saf su
icerisinde ¢ozdurulmesi ile sirasiyla 5 mL %2 (w/v)’lik organik faz (o) ve 10 mL %1
(wiv)'lik sulu faz (w1) elde edilmigtir. Hazirlanan organik ve sulu fazlar ayri ayr
olarak manyetik karistiricida karigtinlmigtir. Karistirilma islemi sonrasinda farkl
miktarlarda AMX antibiyotigi 500 pL w1 fazi ile ¢ozdurulerek ikinci sulu faz elde
edilmigtir (w2). Elde edilen w2 fazi organik faza ilave edilerek 15 000 rom’de 7 dk
homojenize edilmis ve o/w2 karisimi hazirlanmigtir. Karigim bir sire manyetik
karigtiricida karistirildiktan sonra w1 fazina ilave edilerek 15 000 rpm’de 7 dk
homojenize edilmigtir (w1/o/w2 karigimi). Daha sonra w1/o/w2 karisimi manyetik
karigtiriciya alinmig ve onceden 40°C’de bekletilmis olan saf sudan 2 mL ilave
edilmistir. Ardindan, PLGA nanopartikil hazirlanmasinda kullanilan yikama ve
kurutma iglemleri uygulanmistir [128]. Kurutulan ornekler kullanim agamasina kadar

desikatorde muhafaza edilmigtir.

Yukarida ayrintih olarak bahsedilen PLGA nanopartikullere AMX yuklenmesi
isleminin sematik gosterimi Sekil 3.2°de sunulmaktadir.

49



Saf su Etil asetat AMX
DMAB PLGA (50:50) Sulu Faz (w1)
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Sekil 3.2: PLGA nanopartikillere AMX yuklenmesi isleminin sematik gosterimi.

3.4. PLGA Nanopartikullerin Karakterizasyon Caligmalari

3.41. AMX Yukliu PLGA Nanopartikillerin Enkapsiilasyon Veriminin
Belirlenmesi

Kurutulmus toz halindeki AMX yukld PLGA nanopartikulden 1 mg tartilarak PLGA
polimerinin ¢bzunmesi i¢cin 1 mL diklorometan (DCM) igerisine eklenmistir.
Co6zunmenin ardindan elde edilen karigim ¢eker ocak igerisindeki vakum etivinde
yaklasik 2 sa bekletilerek DCM’in uzaklagmasi saglanmigtir. Bu islemler sonucunda
PLGA nanopartikilde enkapsule olan AMX antibiyotiginin tamami karigim ortamina
salinmigtir. Ortamdaki AMX’in ¢gdzUnmesi i¢in karisim Uzerine asetonitril:saf su
(70:30 (v/v)) kanigimi ilave edilerek vortekslenmistir. Elde edilen ¢ozeltiden 20 uL

alinarak Dionex marka HPLC C18 kolonuna beslenmigtir. HPLC sisteminde mobil
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faz olarak asetonitril:%0.1 (v/v)lik orto-fosforik asit karigimi 60:40 oraninda
kullaniimigtir ve numunenin akis hizi 1 mL/dk olarak ayarlanmistir. Kolona beslenen
AMX c¢ozeltisinin 230 nm dalga boyunda alikonma suresi olan 1.8'inci dk'da
kromatogramda c¢ikan pikin alani not edilmistir. Ardindan pik alanindan derigime
gecis yapabilmek icin kalibrasyon grafigi olusturulmustur. Kalibrasyon grafigi igin
AMX antibiyotigi asetonitril:saf su (70:30) karigiminda g¢ozdurulerek 1.25 mg/mL
derisiminde stok ¢ozelti hazirlanmistir. Hazirlanan stok ¢ozelti asetonitril:saf su
(70:30) karisimi ile seyreltilerek farklh AMX konsantrasyonlarina sahip standart
cozeltiler hazirlanmistir. Elde edilen standart ¢ozeltiler HPLC sistemine beslenmig
ve pik alani-derisim parametrelerinden olugsan kalibrasyon grafigi elde edilerek
kalibrasyon denklemi bulunmustur. Onceden not edilen pik alani bu denklemde
yerine vyazilarak derisime gecilmigtir ve ardindan enkapsulasyon verimi

hesaplanmistir.

3.4.2. Partikil Boyutunun Belirlenmesi

Sulu ortamda suspanse halde bulunan bos PLGA nanopartikuller ve AMX yuklu
PLGA nanopartikiller 1:100 oraninda saf su ile seyreltilmigtir. Ardindan Zetasizer
(Malvern Nano series, ingiltere) cihazi ile boy ve boy dagilimlari incelenmistir. Elde

edilen sonugclar karsilastiriimis ve sonugclar bolimunde sunulmustur.

3.4.3. Fourier Donlisumlu Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR) Analizi

AMX yukla PLGA nanopartikullerde AMX antibiyotik varligini gésterebilmek icin toz
haldeki bog PLGA nanopartikiller ve AMX yUkli PLGA nanopartikuller Fourier
donusumlu kizilotesi spektrofotometresi (Thermo Fisher Scientific, A.B.D) ile 400-
4000 cm™ dalga boyu araliginda incelenmistir. Analiz sonucunda elde edilen

spektrumlar birbirleri ile karsilastirilarak sonuglar bolimuande sunulmustur.

3.4.4. Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) Analizi

Sulu ortamda suspanse halde bulunan bos PLGA nanopartikuller ve AMX yuklu
PLGA nanopartikuller 1:100 oraninda seyreltilimigtir. Seyreltiimis karigsim analiz
yapilacak yuzeye damlatilarak kurutulmustur. Kurutma igleminin ardindan ornekler
altin-paladyum ile kaplanarak taramali elektron miroskobu (Zeiss Evo-50, Almanya)
ile incelenmistir. Elde edilen sonugclar birbirleri ile kargilastiriimis ve sonugclar

bolimunde sunulmustur.

51



3.5. Doku iskelelerinin Uretimi
Tez calisma kapsaminda uretilen nanokompozit doku iskeleleri;

e B-HAp/kitosan ve
e AMX yuklid PLGA nanopartikul/B-HAp/kitosan'dir.

Sunulan calisma kapsaminda sentezlenen doku iskeleleri dondurarak-kurutma
yontemi kullanilarak Gretilmigtir [129]. Bu yontemde ilk olarak 2 g kitosan 0.2 M
asetik asit icerisinde ¢ozunerek %2 (w/v)’lik kitosan ¢ozeltisi hazirlanmistir. Cozelti
24 saat manyetik karistiricida karistirilarak kitosanin  tamamen ¢6zinmesi

saglanmistir. Ardindan ¢ozelti safsizliklarin giderilmesi igin suzulmusgtur.

B-HAp/kitosan doku iskelesi sentezi icin %2 (w/v)'lik kitosan ¢ozeltisinden bir miktar
alinmig ve Uzerine mikrodalga destegi ile biyomimetik olarak ¢okturulen B-HAp
nanopartikillerinden belirli miktarda ilave edilerek karistiriimistir. Benzer sekilde,
AMX yUkli PLGA nanopartikul/B-HAp/kitosan nanokompozit doku iskelesi sentezi
icin de bir miktar kitosan ¢ozeltisine belirli miktarda B-HAp ve AMX yuklu PLGA
nanopartikul ilave edilerek karistiriimistir. Elde edilen ¢ozelti 24 gozIU Petri kaplarina
(TCPS) dokulerek 1 gece -20°C’de ve ardindan 4 gun dondurarak-kurutma
cihazinda (-80°C) bekletilmistir. Hazirlanan doku iskeleleri stabilizasyon igin %96
(v/iv)hk ethanolde 18 sa bekletiimigtir. Stabilizasyon sonrasi tekrardan 1 gun
dondurarak-kurutma cihazinda bekletilmistir. Ornekler 6 mm x 1 mm boyutlarinda
kesilerek kullanim asamasina kadar desikatorde muhafaza edilmistir.

Sunulan tez galisma kapsamindaki nanokompozit doku iskelelerinin (B-HAp/kitosan
ve AMX yukli PLGA/B-HAp/kitosan) sentezine iliskin kullanilan yontem sematik
olarak Sekil 3.3’te sunulmustur.
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Sekil 3.3: Nanokompozit doku iskelelerinin sentezi a) B-HAp/kitosan, b) AMX yuklu
PLGA/B-HAp/kitosan.

3.6. Nanokompozit Doku iskelelerinin Karakterizasyonu
3.6.1.1. FTIR Analizi

Nanokompozit doku iskelelerinde B-HAp ve AMX yukla PLGA nanopartikullerin
varligini gdsterebilmek icin doku iskeleleri FTIR ile 400-4000 cm™ dalga boyu
araliginda incelenmigtir. Analiz sonucunda elde edilen spektrumlar karsilastirilarak

sonuglar béluminde sunulmustur.

3.6.1.2. SEM Analizi

B-HAp/kitosan, PLGA nanopartikul (bos) iceren B-HAp/kitosan ve AMX yukli PLGA
nanopartikil iceren B-HAp/kitosan nanokompozit doku iskeleleri 6 mm x 1 mm
boyutlarinda kesilmig ve altin-paladyum ile kaplanmigtir. Kaplanan iskeleler Zeiss
(Evo-50, Almanya) marka SEM cihazi ile incelenmistir. Elde edilen sonugclar

karsilastirmali olarak sonugclar bolimunde sunulmustur.

3.7. Salim Sistemlerinin Hazirlanmasi ve Salim Kinetiklerinin incelenmesi
3.7.1. PLGA Nanopartikullerden AMX Salimi

PLGA nanopartikullerden AMX saliminin incelenmesi igin 0.17 mg AMX igeren 4 mg
PLGA nanopartikul seliloz membrana yerlestiriimis ve membran igerisine 1 mL
fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS, pH: 7.4) eklenmigtir. Hazirlanan seliloz membran 10
mL PBS ¢ozeltisinden olugsan rezervuar ortamina konmustur. Salim galismalar g

paralel ornek ile 37°C sicakhgindaki ve 70 rpm c¢alkalama hizindaki etlivde
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yuratilmuastar. Nanopartikullerden AMX salim galismasinda ilk gin 1., 3., 6. ve 24.
saatlerde, diger gunlerde ise salim suresi sonuna kadar birer gun ara ile hazirlanan
rezervuar ortamindan 900 uL alinmisg ve yerine 900 puL taze PBS eklenmistir.
Partikullerden salinan AMX antibiyotiginin miktarinin belirlenebilmesi icin HPLC
sistemi ve kalibrasyon grafigi kullanilmigtir. Analiz sonucunda AMX antibiyotiginin
kimalatif salim verileri elde edilmistir. Ardindan salim profili olusturulmustur ve bu

profile uygun kinetik model belirlenmisgtir.

3.7.2. Kitosan Nanokompozit Doku iskelelerinden AMX Salimi

AMX vyuklid PLGA nanopartikul igeren B-HAp/kitosan nanokompozit doku
iskelelerinden AMX salimi i¢in her biri 0.25 mg AMX yuklu 6 mg PLGA nanopartikul
iceren 6 mm x 1 mm boyutlarindaki kompozit doku iskeleleri hazirlanmistir. Doku
iskelelerinin her biri koyu renkli siselere konularak Uzerlerine 10 mL PBS
¢Ozeltisinden olusan rezervuar ortami eklenmistir. Salim calismalari U¢ paralel
ornek ile 37°C’deki ve 70 rpm’deki galkalamali etivde gergeklestirilmistir. Kitosan
nanokompozit doku iskelelerinden AMX salim ¢alismasinda ilk gin 1., 3., 6. ve 24.
saatlerde, diger gunlerde ise salim suresi sonuna kadar birer gun ara ile salim
ortamindan 900 pL alinmis ve yerine 900 uL taze PBS eklenmistir. iskelelerden
salinan AMX antibiyotiginin derisimi HPLC sistemi ve kalibrasyon grafigi yardimi ile
belirlenmistir. Ardindan AMX antibiyotiginin kimulatif salim verileri elde edilmigtir ve

salim profili olusturularak, kinetik salim modeli belirlenmisgtir.

3.8. Bakteriyel Galigmalar
Sunulan tez calismasinda B-HAp nanopartikullerinin beta-laktam antibiyotiklerle
sinerjik etkinligi ug¢ farkli mikrobiyolojik yontem ile incelenmistir. Asagida bu

yontemlerin ayrintilari verilmistir. Bu yontemlerde kullanilan referans suslari;

e Escherichia coli, Amerikan Tipi Kultir Koleksiyonu (ATCC)®25922,
e Staphylococcus aureus ATCC®25923,

o Klebsiella pneumoniae ATCC®BAA-1144 ve

e Kilebsiella pneumoniae ATCC®700603’dur.
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Kullanilan referans suslarindan Escherichia coli ATCC®25922 ve Staphylococcus
aureus ATCC®25923 bakteri suslari GSBL enzimi Uretmeyen standart suglardir ve
kontrol grubu olarak kullanilimiglardir.

incelenecek olan mikroorganizmalarin ekimi, 18-24 saatlik agar plagindaki tek
dusmus kolonilerin 2-4 saat sureyle 37°C'de inkube edilmesi ile hazirlanmistir.
Suspansiyonun bulanikligi fotometrik neflometre ile 0.5 McFarland bulanikhgina
esdeger olarak ayarlanmigtir (BD PhoenixSpec Nephelometer BBL™
CrystalSpec™).

3.8.1. Cift Disk Sinerji Yontemi

Cift disk sinerji testleri Mueller-Hinton agar (MHA) plaklarn Uzerinde yukarida
bahsedilen dort farkh referans susu ile gergeklestirilmistir. Hicre suspansiyonu
hazirlanarak MHA’a steril pamuklu ektvyon ile ekim gergeklestiriimigtir. Daha sonra
MHA UGzerine steril pan¢ ile 6 mm c¢apinda delik acilmigtir ve 200 pg bor
bulunduracak sekilde belli miktarda B-HAp (esdeger miktarda HAp) buraya
yerlestiriimigtir. Ardindan B-HAp ve HAp ile sinerjik etkisini incelemek icgin beta-
laktam antibiyotik iceren diskler steril bir pens yardimiyla agar yuzeyine yerlestirilmis

ve inhibisyon zon ¢aplarindaki degisimler incelenmisgtir.

3.8.2. Agar Difiizyon Yontemi

Antimikrobik duyarlligin belirlenmesinde agar difuzyon yontemi yerlesmis bir
tekniktir. Bu yontem, yukarida bahsedilen 4 farkh referans susu ile MHA plaklari
uzerinde gercgeklestirilmigtir. Her plakta 200 ug bor bulunacak sekilde belli miktarda
B-HAp (esdeger miktarda HAp) agar besiyerine karistirlmigtir ve ardindan steril
pamuklu ektivyon ile ekim gergeklestirilmistir. Antibiyotik iceren diskler steril bir pens
yardimiyla agar yuzeyine yerlestiriimis ve inhibisyon zon gaplarindaki degisimler
degerlendirilerek sinerjik etkiler incelenmistir.

3.8.3. Gradiyent Testi

Sinerjik etkilerin incelenmesi i¢cin MHA plaga 200 ug bor bulunacak sekilde belli
miktarda B-HAp (esdeger miktarda HAp) agar besiyerine karistirilmistir ve ardindan
steril pamuklu ekuvyon ile ekim gergeklestiriimistir Daha sonra, seritlerde (Bio-
Merieux) bulunan antibiyotiklerle B-HAp'in sinerjik etkisi incelenmistir. islem
sonrasinda (16-18 sa) olusan elipsdeki genislemeye bakilarak MiK degerleri

standart deg@erler ile karsilastiriimistir.
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3.9. Hicre Kiltur Galigmalari

Sunulan ¢alismada AMX yukli PLGA/B-HAp/kitosan nanokompozit doku iskelesi
sisteminin kemik doku muhendisliginde kullaniminin degerlendiriimesi amaciyla fare
kemik oncul hicre hatti (MC3T3-E1) kullanilarak in-vitro kosullarda hicre kualtur
calismalari gergeklestiriimigtir. Calismalar 3 paralel seklinde gergeklestirilmigtir.

3.9.1. MC3T3-E1 Hiicre Kultiiru

MC3T3-E1 hacreleri %10 (v/v) FBS, %1 (v/v) L-glutamin ve %1 (v/v)
penisilin/streptomisin igeren a-MEM besi ortami (blyume ortami) icerisinde 75
cm?lik hiicre kltiir flasklarina ekilerek %5 CO, ve %95 nem igeren 37°C’deki etiivde
(Heraus Instruments, Almanya) kullture edilmistir. Kulture edilen hucreler her 4
gunde bir pasajlanarak hemositometrik hiicre sayimi yapilmig ve ¢alisma igin gerekli
olan hiucre sayisi elde edilene kadar kultiure devam edilmigtir.

Sunulan tez kapsaminda bakteriyel ¢alismalarda kullanilan antibakteriyel disklerin
boyutlari 6 mm x 1 mm oldugundan dolay! hdcre kultir ¢alismalari i¢in Uretilen
nanokompozit doku iskeleleri de 6 mm x 1 mm boyutlarinda kesilmistir. Doku
iskelelerinin sterilizasyonu etilen oksit gazi (Point Medical-Teknomar Ltd. Sti.,
Ostim, Ankara) ile yapilmistir. Etilen oksit ile sterilizasyonun ardindan, iskeleler
laminer akis kabin (Bioair, Type, Italya) igerisine alinarak 24-gézlii polistiren hiicre
kultar kaplarinin (TCPS, Orange Scientific, Belgika) her bir gbzinde birer adet
olacak sekilde yerlestirilmistir. Ardindan, etilen oksit gazinin toksik etkisini
uzaklastirmak icin iskeleler steril PBS ile yikanmigtir. Daha sonra, her bir iskeleye
bliyime ortamindan 100’er pL emdirilmigtir. Serum proteinleri ile iskelelerin
etkilesmeleri igin iskeleler %5 CO, ve %95 nem igeren 37°C’deki etiivde 2 sa inklibe
edilmistir. Ardindan her bir iskeleye 25 uL hicre sispansiyonu, hicre yogunlugu
1x10° hiicrefiskele olacak sekilde, emdirilerek hiicre ekimi gerceklestirilmistir.
Sonrasinda iskeleler Uzerine 100’er pyL besi ortami eklenerek 2.5 sa CO;
inkibatorande bekletilmistir. Bu sure sonunda iskeleler tzerine 900 pyL daha besi
ortami eklenerek inkubatore tekrar yerlestirilmistir. Kaltir siresince iskelelerin
icinde bulundugu ortam 2-3 guinde bir taze buyume ortami ile degistirilmigtir.

56



3.9.2. Toksisite Galigmalari

AMX yukld PLGA nanopartikillerin  (mpLga/mavx, wW/w: 15) farkh miktarlarinin
hdcreler Uzerindeki etkisini incelemek amaci ile B-HAp miktarlari sabit tutularak 4
farkh grup nanokompozit doku iskelesi hazirlanmistir. Hazirlanan doku iskelesi

gruplari agagida verilmistir.

I. B-HAp/Kitosan doku iskelesi: 0.2 mL kitosan ¢ozeltisine 8 mg B-HAp
eklenerek hazirlanmistir.

[I.  AMX-PLGA (0.5 mg)/B-HAp/Kitosan doku iskelesi: 0.2 mL kitosan ¢ozeltisine
8 mg B-HAp ve AMX yukli 0.5 mg PLGA nanopartikil eklenerek
hazirlanmistir.

. AMX-PLGA (1 mg)/B-HAp/Kitosan doku iskelesi: 0.2 mL kitosan ¢ozeltisine
8 mg B-HAp ve AMX yiklu 1 mg PLGA nanopartikil eklenerek hazirlanmistir.

IV.  AMX-PLGA (2.5 mg)/B-HAp/Kitosan doku iskelesi: 0.2 mL kitosan ¢Ozeltisine
8 mg B-HAp ve AMX vyukli 2.5 mg PLGA nanopartikil eklenerek

hazirlanmistir.

Hazirlanan bu iskelelerde kultture edilen MC3T3-E1 hicreleri ile 7 gun suren hicre
kultar cahgmalar gergeklestirilmistir. Hucrelerin canhligi 1., 3. ve 7. gunlerde MTT

analizi ile belirlenmistir.

Hucrelerin mitokondriyal aktiviteleri MTT analizi ile kantitatif olarak tayin
edilmektedir. Analiz gunlerinde, 24-gozIu polistiren hdcre kultir kaplarindaki
iskeleler Uzerinden kultur ortami uzaklagtirilarak her bir gbéze 600 pL serum
icermeyen a-MEM ortami ve ardindan 60 yL MTT boyasi eklenmis ve 3 sa boyunca
37°C’deki etuvde inkube edilmistir. Boylece, canli hucrelerin mitokondrileri
tarafindan  tetrazolyum bileseni indirgenmis ve formazan kristallerine
donustlrdlmustur. Batin bu iglemler, karanlik ortamda ve laminer akis kabini
icerisinde gergeklestiriimigtir. Ug saatin sonunda, her bir gozdeki MTT igeren ortam
uzaklastirlmig ve ardindan olusan formazan kristallerinin ¢ézinmesi i¢in doku
iskeleleri pargalanarak her bir goze 0.04 M HCI igeren 400 uL izopropanol ¢ozeltisi
eklenmistir. Formazan kristallerinin tamami ¢6zindukten sonra mor renkli bir ¢ozelti
elde edilmistir. Bu ¢ozeltiden 200 pL alinarak 96-g6zIu polistiren htcre kaltir kabina
aktariimigtir. Ardindan, 690 nm dalga boyu referans alinarak 570 nm dalga boyunda
mikroplaka okuyucu (Oasys UVM 340, Avusturya) ile analiz gergeklestirilmistir.
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Analiz sonucunda, canli hucre sayisi ile dogru orantili olan optik yogunluklar

belirlenmistir.

3.10. istatistiksel Analiz
Sunulan tez g¢alismasi kapsaminda sonuglar “GraphPad Software Instat” programi

ile istatistiksel olarak degerlendirilmigtir. Elde edilen veriler ¢ paralel igin “ortalama
+ standart sapma” olarak hesaplanmistir ve sunulmustur. Farkh deney gruplar
istatistiksel agidan karsilastirilarak p-degerinin 0.05'ten kuguk oldugu durumlar

anlaml olarak kabul edilmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Calismanin bu kisminda, “Deneysel Calismalar” boliumunde anlatilan ¢alismalarin
sonuglari ve degerlendirilmesi yapilmaktadir. ilk olarak grubumuz tarafindan yapilan
calismalar sonucunda literatire kazandirilmig olan mikrodalga destekli
biyomimetik yontem ile HAp ve B-HAp JUretilmistir. Ardindan, PLGA
nanopartikullerin ve nanokompozit doku iskelelerinin Uretimi ve karakterizasyon
galismalarinin sonuglari tartisiimistir. ilerleyen bélimde, PLGA nanopartikiillerden
ve nanokompozit doku iskelelerinden AMX salim profilleri belirlenerek salim
kinetikleri incelenmistir. Son olarak ise, 4 farkh bakteri susu ile yapilan bakteriyolojik
calismalarin ve MC3T3-E1 fare kemik oncul hucreleri ile yapilan hucre kaltar
calismalarinin sonuglar verilmistir. Bakteriyel ¢calismalarin sonuglari hicre kultart
calismalarinin sonuglari ile birlikte degerlendirilerek bor katkili nanokompozit doku
iskelelerinin bir beta-laktam antibiyotigi olan AMX ile sinerjik etkisi tartisiimigtir.

4.1. Biyomimetik Yontemle HAp ve B-HAp Uretimi ve Karakterizasyonu
Literatirde hidroksiapatit Gretimi icin pek gok yontem yer almaktadir. Fakat i1sil iglem
gerektirmedigi ve biyoaktivitesi yuksek apatit yapilar olusturdugu igin ¢calismalarda
genellikle biyomimetik yontem tercih edilmektedir [130]. Grubumuz tarafindan daha
once yapilan caligsmalarda biyomimetik yontemle hidroksiapatit ve bor katkili
hidroksiapatit tGretimi igin 10xSBF ve 10xB-SBF c¢ozeltileri mikrodalga destegi ile
cokturalmustar [88, 93]. Bodylece, yuksek doygunluk derecesine sahip SBF
cOzeltileri kisa surede gokturllerek apatit yapilar elde edilmistir. Pek ¢ok avantaja
sahip olmasindan dolayl tez kapsaminda da mikrodalga destekli biyomimetik
yontem kullanilarak HAp ve B-HAp Uretimi gercgeklestiriimistir.

Calisma kapsaminda uretilen HAp ve B-HAp'in XRD analizi sonuglari Sekil 4.1°de
sunulmaktadir. Hidroksiapatit yapisina ait karakteristik pikler 26° ve 32°de yer
almaktadir [131]. Sekil 4.1’deki spektrumlar incelendiginde bu pikler, ¢alisma
kapsaminda uretilen HAp ve BHAp yapilarinin her ikisinde de gorulmustur. Ayrica,
yapiya bor katihminin farkh fazlar (dikalsiyum fosfat anhidroz, DCP; B-trikalsiyum
fosfat, B-TCP; dikalsiyum fosfat dihidrat, DCDP vb.) olugsturmadigi da belirlenmigtir.
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Sekil 4.1: Caligma kapsaminda uretilen a) HAp b) B-HAp ve c) ICDD’den (Kirinim
Verileri i¢in Uluslararasi Merkez) alinan saf HAp orneklerinin XRD spektrumlari.

Sekil 4.1°deki XRD spektrumlari incelendiginde ICDD’den alinan saf HAp
orneklerine ait piklerin ¢ok keskin oldugu gorulmektedir. Bu durum saf
hidroksiapatitin kristal yapida oldugunu gostermektedir. Calisma kapsaminda
uretilen HAp ve B-HAp yapilarina ait piklerin ise yayvan oldugu gorulmektedir.
Uretilen HAp ve B-HAp yapilarinda gérilen pik keskinliginin azalmasi ve pik
genisliginin artmasi dogal kemik yapisindaki HAp’a benzerlik gosteren 6zelliklerdir

[132]. Dolayisiyla, bu apatitlerin kemik benzeri yapilar oldugu soylenebilmektedir.

Grubumuz tarafindan daha 6nce yapilan bir galismada ilk kez biyomimetik yontemle
B-HAp uretimi gergeklestirilmistir [88]. Borun, gogunlukla BOs* olarak PO4> iyonlari
ile yer degistirmesi sonucu yapiya katildigi belirtiimigtir. Ayrica, ICP-OES (enduktif
eslesmis plazma optik emisyon spektrometresi) ile B-HAp yapisinda bulunan bor
miktarinin agirhk¢a %1.15+£0.11 oldugu rapor edilmigtir.
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4.2. PLGA Nanopartikillerin Hazirlanmasi

AMX, antibiyotigi hidrofilik yapida bir beta-laktam grubu antibiyotik olup, 25°C’de
sudaki ¢ozunarligu 5 mg/mL’dir [133]. AMX’in vlcut igerisinde salim suresini
artirmak ic¢in tastyici partikiller ile birlikte kullanimi dusundlmustar. Calisma
kapsaminda, PLGA nanopartikillere AMX yuklemesi yapilarak B-HAp/kitosan
nanokompozit doku iskelelerinden kontrolli ve uzun sureli saliminin incelenmesi

amaglanmistir.

Calisma kapsaminda tasiyici nanopartikillerin  hazirlanmasi igin  uygun
Ozelliklerinden dolayi, FDA (Food and Drug Administration) onayli bir kopolimer olan
PLGA kullanilmistir.  PLGA'nin  PLA; PGA oranlari farkh kopolimerleri
bulunmaktadir. PLGA’'nin Ozellikleri yapisinda bulunan PLA:PGA bilesimine bagh
olarak degismektedir. PLA yapiya hidrofobik 6zellik kazandirirken, PGA ise yapiya
hidrofobik Ozellik kazandirmaktadir. Calismada hidrofilik bir ajan olan AMX igin,
PLGA’nin (PLA:PGA) 50:50 bilesimine sahip kopolimeri kullaniimigtir.

Nanopartikul uretiminde genellikle emdulsiyon hazirlama-¢6zucu buharlagtirma
yontemi kullanilmaktadir. Bu yontem, kolay olmasi, partikil boyutunun ayarlanabilir
olmasi ve farkli maddelere uygulanabilir olmasi gibi avantajlarindan dolayi
calismalarda siklikla tercih edilmektedir [134]. Fakat, bu yontem hidrofilik ajanlarla
birlikte kullanildiginda dusuk verimler elde edilmektedir [117]. Bu nedenle,
emulsiyon hazirlama-¢ézucu buharlagtirma yonteminin gelistiriimesi ile ikili-
emdulsiyon hazirlama-¢goziucu buharlagtirma yontemi Onerilmigtir.  Calisma
kapsaminda bos PLGA nanopartikullerin Uretiminde emulsiyon hazirlama-¢ozucu
buharlagtirma yontemi kullanilirken [29], AMX yukld PLGA nanopartikillerin
uretiminde ise, AMX hidrofilik bir ilag oldugundan dolayi, ikili-emulsiyon hazirlama-
¢oziici buharlagstirma yéntemi kullanilmigtir. ikili emdilsiyon hazirlama-¢dziici
buharlastirma yonteminde polimer etil asetat gibi organik bir ¢goztcude ¢ozunerek
organik faz olusturulmaktadir. Stabilizator iceren birinci sulu faz ve hidrofilik ajani
iceren ikinci sulu faz olusturulduktan sonra, ikinci sulu faz organik faza eklenerek
birinci emulsiyon hazirlanmaktadir. Ardindan, birinci emulsiyon birinci sulu faza
eklenerek ikinci emulsiyon hazirlanmaktadir. Olusturulan ikinci emulsiyon surekli
karigtirllarak  organik ¢dzucunun buharlagsmasi ve vyapidan uzaklagmasi
saglanmaktadir.
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Partikul boyutunu kugultmek ve homojen olarak dagilimini saglamak igin olusturulan
emulsiyonlar yuksek hizli homojenizator ile karistirilmaktadir. Homojenizatorin
hizinin artmasi patikullerin kayma gerilimini arttirarak boyutlarini kigultmekte ve
dolayisiyla kuguk boyutlu nanopartiktllerin olusumunu saglamaktadir [136, 137]. Bu
bilgiler 1s13inda, ¢alisma kapsaminda yuksek hizli homojenizator kulanilarak hem
bos PLGA nanopartikil emdulsiyonu hem de AMX yuklid PLGA nanopartikdl
emulsiyonu 15 000 rpm’de 7 dk homojenize edilmis ve AMX yUklli nanopartikuller

Uretilmistir.

Homojen partikil boyutu dagihimina sahip nanopartikillerin tretimi icin PVA ve
DMAB gibi stabilizator ajanlar kullaniimaktadir. Stabilizatorler biyolojik sistemlerde
toksik etkiye sebep olduklarindan dolayi, islem sonrasi partikil yuzeyinden
tamamen uzaklastirilmasi gerekmektedir. ilgili literatiir incelendiginde, DMAB
stabilizatorunun kullanildigi ¢alismalarda partikul boyut dagiliminin dar bir aralikta
kaldigi ve partikul boyutunun kuguldugu gorulmektedir [134]. Bu nedenle, yapilan
calismada stabilizator olarak DMAB kullaniimistir.

ilgili literatiirde, AMX yikli nanopartikiillerin Uretimi ile ilgili bir calismaya
rastlanmamigtir. Ancak, Xu ve ark. yaptiklari bir galismada AMX yukli PLGA
mikrokureler uretmiglerdir [128]. Bu amagla, ikili-emulsiyon hazirlama-¢ozucu
buharlagtirma (w/o/w) ve kati/yag/su-¢ézicu buharlagtirma (s/o/w) yontemlerini
farkh stabilizatorler ile kullanmiglardir. Calisma sonucunda ortamdaki ilag miktari ile
partiktle enkapsule edilen ilag miktari arasinda dogrusal bir iligki bulunamamistir.

Tez calismasi kapsaminda PLGA ve DMAB sabit miktarlarda kullanilirken AMX
miktarlari degigstirilerek iki farkli derisimde ilagh sulu faz (w2) hazirlanmigtir (Cizelge
4.1). Bu derigimlerden ilki, AMX’in 25°C’de sudaki ¢ozunurluk degeri (5 mg/mL)
dikkate alinarak belirlenen 14 mM’dir (mpLgca/mamx, W/w: 20). Caligma sirasinda
7 mg AMX'in DMAB iceren 1 mL sulu fazda ¢6zundugu gozlenmistir. Bu bilgi
dikkate alinarak belirlenen diger derisim degeri ise 19 mM’dir (mpLga/Manx, W/w: 15).

Cizelge 4.1: Nanopartikul Gretimi igin kullanilan parametreler.

Deney No. mpLGA/mAMX % PLGA % DMAB
(w/w) (wlv) (wl/v)
1 20 2 1
2 15 2 1
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4.3. PLGA Nanopartikillerin Karakterizasyonu

4.3.1. AMX Yikli PLGA Nanopartikiillerin Enkapsiulasyon Veriminin
Belirlenmesi

AMX yukliG PLGA nanopartikul Uretimi sirasinda ortamda bulunan AMX’in ne
kadarinin PLGA nanopartikuller tarafindan enkapsule edildigini belirlemek igin
Bolim 3.4.1°de ayrintili olarak bahsedilen yontem uygulanmigtir. Bu yontemde,
partiktller DCM icerisinde ¢ozdurulerek enkapsule olan AMX’in ortama salimi
saglanmistir. Ardindan HPLC sistemi kullanilarak pik alanlari élgulmustar (AMX’in
HPLC kromatogrami Sekil 4.2’de sunulmustur). Sekil 4.3'te sunulan kalibrasyon
grafigi yardimi ile pik alanindan derisime gecis yapilmistir. Ardindan Esitlik 4.1

kullanilarak enkapsulasyon verimi hesaplanmistir.

Enkapsiilasyon verimi = (Yiiklenen AMX miktari) / (Baslangigtaki AMX miktari) x 100
(%) (mg) (mg)
4.1)
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Sekil 4.2: AMX'in HPLC kromatogrami (dalga boyu: 230 nm; mobil fazlar:
asetonitril:%0.1 (v/v)'lik orto-fosforik asit karisimi (60:40 oraninda)).
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Sekil 4.3: AMX'in kalibrasyon grafigi.

AMX yuklu PLGA nanopartikullerin yuzde enkapsulasyon verimleri Cizelge 4.2'de
sunulmaktadir. Xu ve ark.tarafindan yapilan AMX yuklu mikrokurelerin Gretimi ile
ilgili calismada, w/o/w yontemi ile stabilizator olarak dioktil sodyum sulfosuksinat
(DSS) kullanildiginda AMX'in enkapsulasyon verimi %35.3 olarak bulunmusgtur
[128]. Xu ve Czernuszka tarafindan yapilan baska bir galismada ise hidroksiapatit
kapli PLGA mikrokirelerden AMX salimi incelenmistir [137]. ilk olarak AMX
yuklemesi ile PLGA mikrokureler negatif yukla hale getirilmis ardindan da
hidroksiapatit ile kaplanmigtir. Kati/'yag/su-¢6zucu buharlagtirma (s/o/w) yontemi ve
SDS (sodyum dodesil sulfat) stabilizatoru kullanilarak PLGA mikrokurelere AMX
yuklemesi gerceklestiriimis ve enkapsulasyon verimi %40.6 olarak bulunmustur.
Sonu¢ olarak, tez galismasinda elde edilen yuzde enkapsulasyon verimleri
literaturle benzerlik gostermektedir.

Cizelge 4.2: AMX yUklu PLGA nanopartikullerin enkapsulasyon verimleri.

ilagh Sulu Faz Derigsimi  mp_ga/Mamx Enkapsilasyon Verimi
(mM) (wiw) (%)
14 20 30.3+4.04
19 15 36.5 +0.71
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Cizelge 4.2'de goruldugu gibi ilagh sulu faz derigimi 19 mM (mpLga/Mmamx, W/w: 15)
olan AMX yukli PLGA nanopartikillerin yuzde enkapsulasyon verimleri daha
yuksek bulunmustur. Bu nedenle, galismaya 19 mM (mpLga/Mamx, W/w: 15) derisime

sahip ilach sulu faz kullanilarak devam edilmigtir.

4.3.2. Bos ve AMX Yuklii PLGA Partikiillerin Boy ve Boy Dagilimi
Kontrolli salim sistemlerinde ilacin salimi ve ilacin hucreler tarafindan alimi partikdl
boyutu ile dogrudan iligkilidir. Bu nedenle, partikil boyutu nanopartikiler sistem

tasarimi agisindan dnemli bir parametredir [138].

Emdlsiyon hazirlama-¢ézucu buharlagtirma yontemi ile dretilen bos PLGA
nanopartikullerin ve ikili-emulsiyon hazirlama-¢ézucu buharlagtirma yontemi ile
uretilen AMX yuklid PLGA nanopartikullerin boy ve boy dagilimlarini belirlemek igin
“Dinamik Isik Sacilim (DLS) Analizi” gergeklestirilmistir. Analiz sonuglari Sekil 4.4’te

sunulmustur.

a)
207 e STt cTTTTToTTrrTrnt Tt
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Gap (nm)

Sekil 4.4: DLS analiz sonuglari a) bos PLGA nanopartikullerin boy ve boy dagilimina
ait grafik, b) AMX yukli PLGA nanopartikullerin (mpLga/mamx, W/w: 15) boy ve boy
dagilimi.
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Bos PLGA nanopartikullerin ve AMX yuklu PLGA nanopartikullerin ortalama gaplari
ve c¢oklu dagihm endeksleri Sekil 4.4’te sunulan DLS analiz sonuglarina gore
belirlenerek Cizelge 4.3’te sunulmustur.

Cizelge 4.3: Calisma kapsaminda uretilen bos PLGA nanopartikullerin ve AMX

yukli PLGA nanopartikillerin (mpLga/mamx, W/w: 15) ortalama g¢aplari ve ¢oklu
dagilim endeksleri.

Nanopartikiil Ortalama Partikiil Capi Coklu Dagilim Endeksi
(nm) (PDI)
Bos PLGA 187.6 +61.95 0.068
AMX yiUkli PLGA 182.4 + 75.87 0.106

Nanopartikullerin boy dagilimlari PDI degeri ile gosterilmektedir. PDI degerinin sifira
yakin olmasi es boy dagilimina sahip partikullerin Gretildigini gostermektedir [29].
Cizelge 4.3’teki PDI degerleri incelendiginde, ¢alisma kapsaminda uretilen her iki
partikil c¢esidinin de oldukga uniform boy dagihmina sahip oldugu

sOylenebilmektedir.

4.3.3. FTIR Analizi

Calisma kapsaminda uretilen AMX yukli PLGA nanopartikullerin ve bos PLGA
nanopartikiillerin kimyasal yapilarinin incelenebilmesi igin 400-4000 cm™ dalga boyu
araliginda FTIR analizi gergeklestiriimigtir. Bog PLGA nanopartikullere, AMX'e, AMX
yukli PLGA nanopartikullere ve nanopartikul dretim agamasinda stabilizator olarak
kullanilan DMAB’a ait FTIR spektrumlari Sekil 4.5’te sunulmustur.
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Sekil 4.5: AMX’e, DMAB stabilizatérine, bos PLGA ve AMX yiukli PLGA
nanopartikullere(mp ga/mamx, W/w: 15) ait FTIR spektrumlari.

llgili literatiirde PLGA kopolimerine 6zgii FTIR pikinin 1760 cm™ dalga boyundaki
C=0 piki oldugu belirtiimektedir [139]. Sekil 4.5te yer alan spektrumlar
incelendiginde, PLGA kopolimerine 0zgu pikin bos ve AMX yukli PLGA
nanopartikullere ait spektrumlarda bulundugu go6zlenerek PLGA kopolimerinin
kimyasal yapisinin partikul Uretim agamasinda herhangi bir degisime ugramadigi
belirlenmistir. Nanopartikul Gretim asamasinda stabilizator olarak kullanilan DMAB’a
0zgu FTIR piki olan 2835-2940 cm’” dalga boylarindaki alifatik C-H piklerinin [140]
bos ve AMX yukli PLGA nanopartikillere ait spektrumlarda bulunmadigi
gozlenmistir. Dolayisiyla, toksik etkiye sahip DMAB stabilizatorinun tretim sonrasi
uygulanan yikama ile nanopartikullerden tamamen uzaklasip yapiya katiimadigi
belirlenmistir. PLGA nanopartikullere dugsuk miktarda AMX yuklendigi icin AMX
yukli PLGA nanopartikullerdeki AMX varligi FTIR analizi ile belirlenememigtir.
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4.3.4. SEM Analizi

Calisma kapsaminda uretilen bos PLGA nanopartikullerin ve AMX yuklu PLGA
nanopartikullerin ytzey morfolojilerinin incelenebilmesi, nanopartikullerin boy
dagilimlarinin ve g¢aplarinin belirlenebilmesi icin SEM analizi gergeklestirilmistir. Bog
ve AMX yukli PLGA nanopartikullere ait farkli buyutmelerdeki SEM goruntuleri Sekil

4.6’da sunulmustur.

SEM goruntuleri incelendiginde bos ve AMX yukli PLGA nanopartikullerin kuresel
morfolojiye sahip olduklari, fakat homojen olarak dagilamadiklarindan dolay! bazi
bolgelerde yigin olusturduklari gozlenmistir. Ayrica, PLGA partikillere AMX
yuklenmesi sonucu partikul gapinda bir miktar artis oldugu belirlenerek bos ve AMX
yukli PLGA nanopartikullerin boyutlarinin Cizelge 4.3’te yer alan sonuglari
destekledigi gozlenmistir.
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Sekil 4.6: Bos PLGA nanopartikillere ve AMX yUkli PLGA nanopartikillere (mpLca/mamx, W/w: 15) ait farkli buyitmelerde SEM
goruntuleri.
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4.4. Doku iskelelerinin Uretimi

Kitosan bazli doku iskeleleri dondurarak-kurutma yontemi ile dretilmistir.
Dondurarak-kurutma yonteminin temel prensibi, dondurma esnasinda olusan buz
kristallerinin liyofilizasyon ile gaz haline gegerek uzaklasmasini saglamak ve
boylece i¢gsel baglantili, gdzenekli yapilar elde etmektir [129]. Bu yontem ekonomik
olmasi ve duretim kosullarinin kolay olmasi gibi avantajlarindan dolayr doku
iskelelerinin Uretiminde siklikla tercih edilmektedir. Doku iskelelerinin Uretimi igin,
grubumuz tarafindan énceden belirlenen kosullar kullanilmistir [129]. ilgili literatiirde
partiktllerin doku iskelelerine emdirilerek yuklendigi durumlarda, partiktllerin doku
iskelesinin i¢ kisimlarina homojen olarak dagiimadigi, yogun olarak ust kisimlarda
toplandiklari belirtiimektedir [29]. Bu nedenle, ¢calisma kapsaminda hem AMX yuklu
PLGA nanopartikullerinin hem de HAp ve B-HAp nanopartikillerinin doku iskelesi
yapim asamasinda kitosan jel igerisine eklenerek yapiya katilmasi ile nanokompozit
doku iskelelerinin Uretimine karar verilmigtir. Calisma kapsaminda B-HAp ile AMX’in
sinerjik etkisinin daha iyi degerlendirimesi amaci ile AMX yuklt PLGA
nanopartikul/B-HAp/kitosan doku iskelelerine ek olarak B-HAp/kitosan ve AMX
yukla PLGA nanopartikul/HAp/kitosan doku iskeleleri de uretilmigtir.

4.5. Nanokompozit Doku iskelelerinin Karakterizasyonu

4.5.1. FTIR Analizi

AMX vyuklid PLGA nanopartikul igeren B-HAp/kitosan nanokompozit doku
iskelelerinde B-HAp ve AMX yuklu PLGA nanopartikullerin varligini kalitatif olarak
belirleyebilmek i¢in FTIR analizi gergeklestiriimistir. Analiz sonucunda elde edilen
AMX yukla PLGA nanopartikullere, B-HAp’a ve nanokompozit doku iskelelerine ait
spektrumlar Sekil 4.7°de sunulmustur.
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Sekil 4.7: AMX yukli PLGA nanopartikullerine (mpLga/mamx, W/w: 15), B-HAp
nanopartikullerine, AMX yukli PLGA nanopartikul/B-HAp/kitosan doku iskelelerine
ve B-HAp/kitosan doku iskelelerine ait FTIR spektrumlari.

AMX yukli PLGA nanopartikullere ait spektrumda yer alan ve PLGA kopolimerine
6zgii olan FTIR pikinin 1760 cm™ dalga boyundaki C=0 pikinin AMX yiiklii PLGA
nanopartikul/B-HAp/kitosan nanokompozit doku iskelelerine ait spektrumda da
bulundugu gozlenmigtir. Ancak, AMX yukli PLGA nanopartikillerinin kitosan doku
iskeleleri ile kullaniimasi ile birlikte pik siddetinde azalma gdézlenmistir. llgili
literatirde, PLGA’nin yapisinda bulunan COOH" gruplari ile kitosanin yapisinda
bulunan NH;" gruplari arasinda elektrostatik bir etkilesim oldugu, bunun sonucunda
da C=0 pik siddetinin azaldigi belirtiimistir [141]. B-HAp nanopartikillere ait
spektrum incelendiginde hidroksiapatite 6zgii bir pik olan 1015 cm™ dalga boyundaki
PO, pikinin [88] hem B-HAp/kitosan nanokompozit doku iskelelerinde hem de AMX
yukld PLGA nanopartikil/B-HAp/kitosan nanokompozit doku iskelelerinde
bulundugu gozlenmigtir. B-HAp nanopartikullere ait spektrumda yer alan ve 3000-
3600 cm™ araliginda gdzlenen yaygin pik ise yapiya absorlanan bagli suyu ifade
etmektedir. Gergeklestirilen analizler sonucunda nanokompozit doku iskelelerindeki
B-HAp ve AMX yukli PLGA nanopartikillerin varhgi belirlenmistir.
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4.5.2. SEM Analizi
Cahsma kapsaminda duretilen B-HAp ve AMX yikli PLGA nanopartikillerin

nanokompozit doku iskelelerindeki dagilimlarini ve morfolojilerini gdéstermek amaci
ile SEM analizi gergeklestiriimistir. Analiz sonucunda elde edilen B-HAp/kitosan ve
AMX yukli PLGA nanopartikil (mpLea/mamx, W/w: 15)/B-HAp/kitosan nanokompozit
doku iskelelerine ait SEM gorintileri Sekil 4.8'de sunulmustur.

10 000 X &

B-HAp / Kitosan

AMX yiiklii PLGA nano./ B-HAp / Kitosan

Sekil 4.8: Nanokompozit doku iskelelerinin farkh buyidtmelerde SEM goruntuleri.
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Analiz sonuglarina gore, doku iskelesi yapim asamasinda yapiya katillan B-HAp ve
AMX yukli PLGA nanopartikullerin iskelelerin i¢ kisimlarinda homojen dagilim
gOstererek yapiya katildigi, kuresel morfolojilerini ve yapilarini  koruduklari
gozlenmistir. AMX yukld PLGA nanopartikullerin iskele igerisinde gobzenek
duvarlarinda ve B-HAp Uzerinde yogunlasacak sekilde dagilim gosterdikleri
belirlenmistir. lgili literatiir incelendiginde, bu da@ilimin sebebinin PLGA'nIn
yapisinda bulunan COOH" gruplar ile B-HAp yapisinda bulunan OH" arasindaki
elektrostatik etkilesim oldugu ifade edilmektedir [29].

4.6. Salim Galigsmalan ve Salim Kinetiklerinin incelenmesi

4.6.1. PLGA Nanopartikillerden AMX Salimi

AMX yUkli PLGA nanopartikullerden salinan AMX’in miktarini belirleyebilmek igin 3
paralel 6rnek ile 85 gun boyunca in-vitro salim galismalar gergeklestiriimigtir. Salim
ortamindan belirli araliklarla 6érnekler alinarak HPLC kolonuna beslenmistir. Her bir
ornek icin AMX’in 230 nm dalga boyundaki alikonma suresi olan 1.8’inci dakikadaki
pikin alani bulunmustur. Ardindan kalibrasyon grafigi yardimi ile kimdulatif salim
grafigi elde edilmigtir (bakiniz Sekil 4.2 ve Sekil 4.3).

Salim ¢alismalari sonucunda elde edilen PLGA nanopartikullerden yluzde kimaulatif
AMX salimina ve mg partikul basina salinan kumdalatif AMX salimina ait grafikler
sirasiyla Sekil 4.9'da ve Sekil 4.10°da sunulmustur.
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Sekil 4.9: PLGA nanopartikillerden (mpLga/mamx, W/w: 15) kumdalatif (%) AMX
saliminin a) 85 gun ve b) 24 saat sonundaki sonuglari.

Sekil 4.9 (a) ve (b) incelendiginde, AMX'in ilk saatte ani patlama etkisi (burst effect)
ile %20’sinin salindigi gozlenmektedir. Ani patlama etkisi, PLGA nanopartikullerin
yuzeyine elektrostatik etkilesimlerle tutunan AMX'in nanopartikullerden uzaklasarak
salim ortamina gecmesi sonucu gergeklesmektedir [142]. ik saatten sonraki

74



zamanlarda ise AMX saliminin kontrollu bir sekilde arttigi gozlenmistir. Seksen beg
gunlik salim calismasi sonunda, AMX'in %100’Unun kontrolli olarak salindigi
gOzlenerek PLGA nanopartikillerde enkapsile edilen AMX’in difuzyon

mekanizmasi ve matris (polimer) bozunmasi ile salindigi belirlenmigtir.
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Sekil 4.10: PLGA nanopartikullerden (mp_ga/mamx, W/w: 15) mg partikul basina
salinan kumalatif AMX miktari.

Miligram partikul basina salinan kumdalatif AMX miktarina ait grafik incelenerek ilk
saatte ani patlama etkisi ile salinan AMX miktarinin yaklasik 32 pg oldugu
hesaplanmisgtir. Seksen bes gunlik salim galismasi sonunda ise toplam salinan
AMX miktarinin ortalama 170 pg oldugu hesaplanarak nanopartikullerde enkapsule
olan AMX’in tamaminin salindigi kanittanmigtir. Xu ve ark. tarafindan yapilan bir
calismada PLGA mikrokurelerden AMX salimi incelenerek PLGA mikrokurelerden
gunlik ortalama 4 png AMX/mg salindigi belirtiimistir [128]. Calisma sonunda AMX
salim hizinin yuksek olmasi yuklenen AMX miktarinin ve partikul boyutunun fazla
olmasi ile iligkilendirilmistir. Sunulan tez ¢alismasinda ise PLGA nanopartikullerden
AMX saliminin gunluk ortalama 0.4 ng AMX/mg oldugu gozlenmistir. Teorik olarak,
nanopartikullerin yazey alaninin mikrokurelerinkine gore daha fazla olmasindan
dolayi, esit miktarlarda ilag yuklendigi durumlarda, nanopartikullerden salim ¢ok
daha hizli bir sekilde gerceklesecektir. Fakat, tez ¢alismasi kapsaminda
nanopartikullere yuklenen AMX miktari dusuk olmasindan dolayi, tez kapsaminda
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bulunan AMX salim hizinin (0.4 ng AMX/mg) Xu ve ark.’nin buldugu sonuca gore (4
ug AMX/mg) dusuk oldugu dagtunulmagtur.

Calisma kapsaminda, PLGA nanopartikullerden AMX’in salim verileri farkli salim
kinetigi modellerine (sifirinci derece, birinci derece, Higuchi ve Hixson-Crowell)
uygulanmistir. Regresyon katsayisi (R?) degeri 1’e en yakin olan model “en uygun
model” olarak belirtilmistir. Farkh salim kinetigi modelleri igin bulunan AMX salimina
ait veriler Cizelge 4.4’te sunulmustur.

Cizelge 4.4: Salim kinetigi modelleri ve PLGA nanopartikullerden AMX salimina ait
veriler.

Sifirinci derece Birinci derece Higuchi Hixson-
Ornek adi Crowell
R? Ko R? Ki R? Ky R? Kuc
(ng.sa’) (sa”) (ng.sa?) (sa)
PLGA
nanopartikl 0.9528 | 0.0387 | 0.8796 | 0.0003 | 0.9827 1.9215 | 0.9528 | 0.0387
mPLGA/mAmx, w/iw: 15

Partikuller ve salinan biyoaktif ajan ile igili pek cok 6zellik partikillerden gergeklesen
salimin kinetigini ve mekanizmasini etkilemektedir. ilgili literatiir incelendiginde
nanopartikillerden gergeklesen salimin genellikle difuzyon kontrolli  bir
mekanizmaya sahip oldugu belirtiimektedir [142]. Cizelge 4.4'te sunulan her bir
modelin R? degerleri incelendiginde, PLGA nanopartikullerden AMX saliminin
Higuchi salim modeline uydugu gorulmektedir. Dolayisiyla, salimin agirlikl olarak

difuzyon kontrollt bir mekanizma ile gerceklestigi belirlenmigtir.

4.6.2. Kitosan Nanokompozit Doku iskelelerinden AMX Salimi

AMX yukli PLGA/B-HAp/kitosan doku iskelelerinden salinan AMX’'in miktarini
belirleyebilmek igin 3 paralel 6rnek ile 70 gun suren in-vitro salim galismalari
yapilmistir. Salim galismalart 6 mm x 1 mm boyutlarindaki AMX yukli PLGA
(mpLea/manx, W/w: 15)/B-HAp/kitosan doku iskeleri ile 10 mL PBS igeren salim

ortaminda gergeklestirilmistir.

AMX’in HPLC kromatogrami (Sekil 4.2) ve kalibrasyon grafigi (Sekil 4.3) kullanilarak
elde edilen nanokompozit doku iskelelerinden yuzde kimdulatif AMX salimina ve mg
partiktl bagina salinan kumulatif AMX salimina ait grafikler sirasiyla Sekil 4.11’de

ve Sekil 4.12°de sunulmustur.
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Sekil 4.11: Nanokompozit doku iskelelerinden kumdulatif (%) AMX saliminin a) 85
gun ve b) 24 saat sonundaki sonuglari.

PLGA nanopartikullerin nanokompozit doku iskelelerine yuklenmesi ile gergeklesen

AMX saliminin, dogrudan PLGA nanopartikullerinden gerceklesen salima oranla

daha uzun sureli ve daha kontrolli bir sekilde gergeklestigi gorulmektedir. Teorik

olarak, nanopartikullerin yapim asamasinda iskelelere yuklenmesi ile partikullerin

sadece iskele yuzeyinde dedgil iskelelerin i¢ kisimlarinda da bulunmalarindan dolayi
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difuizyon mesafesi artmaktadir. Ayrica, iskele gozenekleri salim sirasinda bariyer
gorevi gormektedir. Boylece, salim daha kontrolli ve vyavas olarak
gerceklesmektedir. Calisma sonucunda, ilk saatte nanopartikullerde enkapsule olan
AMX’in %17’sinin ani patlama etkisi ile salindigi ve sonrasinda ise salimin kontrollu
bir sekilde artarak 70’inci gunde %55’e ulastigi gozlenmistir. Boylece, doku
iskelelerinden AMX saliminin agirlikl olarak difuizyon mekanizmasi ile gerceklestigi

belirlenmistir.
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Sekil 4.12: Kitosan nanokompozit doku iskelelerinden mg partiktl basina salinan
kumulatif AMX miktari.

Nanokompozit doku iskelelerinden ilk saatte 7 ng AMX/mg salindigi belirlenmistir.
Dolayisiyla, ani patlama ile ilk saatte 1 doku iskelesinden salinan AMX miktari 42
ug olarak hesaplanmistir. Yetmis gunluk salim sonunda ise 1 doku iskelesinden
toplam salinan AMX miktari ortalama 138 pg olarak hesaplanmigtir. Ayrica,

iskelelerden AMX saliminin gunluk ortalama 0.23 ug AMX/mg oldugu gozlenmistir.

Nanokompozit doku iskelelerinden AMX’in salimina ait veriler farkli salim kinetigi
modellerine uygulanarak en uygun model belirlenmistir. Farkh salim kinetigi
modelleri i¢in bulunan AMX salim verileri Cizelge 4.5’te sunulmustur.
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Cizelge 4.5: Salim kinetigi modelleri ve nanokompozit doku iskelelerinden AMX
salimina ait veriler.

Sifirinci derece Birinci derece Higuchi Hixson-
Ornek adi Crowell
R? Ko R? Ky, R? Ky R? Kue,
(ug.sa’) (sa”) (ngsa™®) (sa™)
PLGA/B-HAp
kitosan iskele 0.9313 | 0.0240 | 0.9354 | 0.0003 | 0.9573 1.0275 0.9313 | 0.0240

Salim kinetiklerinin R? degerleri incelendiginde, nanokompozit doku iskelelerinden
AMX saliminin Higuchi salim modeline uydugu gorulmektedir. Dolayisiyla, salimin
agirlikh olarak difuzyon kontrollt bir mekanizma ile gergeklestigi belirlenmigtir.

4.7. Bakteriyel Caligmalar

Calisma kapsaminda, B-HAp ile beta-laktam antibiyotikleri arasindaki sinerjik etkiyi
inceleyebilmek igin farkli bakteri suglari (E. coli ATCC®25922, S. aureus
ATCC®25922, K. pneumoniae ATCC®BAA1144 ve K. pneumoniae
ATCC®700603) ile birlikte 3 farkli yontem kullaniimisgtir. Caligsmalar, CLSI (Clinical
and Laboratory Standards Institute) kriterlerine gore gerceklestiriimistir. Bakteri
kiiltirinden alinan tek diismiis kolonilerden son derisim 1x10® CFU/mL olacak
sekilde her plak icin 0.5 McFarland bulanikigina esdeder olan bakteri

suspansiyonlari hazirlanmigtir.

4.7.1. Cift Disk Sinerji Yontemi

Cift disk sinerji yontemi, ucuz olmasi, kullaniminin kolay ve pratik olmasi gibi
avantajlarindan dolayi beta-laktamaz enzim uretiminin saptanmasinda siklikla tercih
edilmektedir. Bu yontem kullanilarak ¢ok duguk seviyelerdeki beta-laktamaz enzim
uretimi bile saptanabilmektedir [143].

Tez kapsaminda, beta-laktamazlarin hem gram-negatif bakteri suslari hem de
gram-pozitif bakteri suglari ile farkh antibiyogram diskleri birlikte kullanilarak
calismalar gergeklestirilmistir. Antibiyogram diskleri ile B-HAp (veya HAp), plaklar
Uzerine vyerlegtirilerek 16-18 sa 37°C’deki etuvde bekletilmistir.  Ardindan,
antibiyotiklerin inhibisyon zon ¢aplarinin B-HAp (veya HAp) yonunde sinerjik bir alan
olusturup olusturmadiklari incelenmigtir.

Calisma kapsaminda kullanilan beta-laktam antibiyotik iceren diskler, icerdikleri
antimikrobiyal ajan ve miktarlari ile birlikte, Cizelge 4.6’da sunulmustur.
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Cizelge 4.6: Antibiyogram diskleri, icerdikleri antimikrobiyal ajanlar ve miktarlari.

ANTiBi_YO(_;RAM ANTIMIKROBIYAL AJAN
DISKI Ad Miktar (ug)
AMX Amoksisilin 25
AMC Amoksisilin/klavulanik asit 20/10

AM Ampisilin 10
CTX Sefotaksim 30
CTX/BA Sefotaksim/boronik asit 430
CTC Sefotaksim/klavulanik asit 30/10
CTS Sefotaksim/sulbaktam 30/10
TCX Sefotaksim/tazobaktam 30/10
CTT Sefotetan 30
CAZ Seftazidim 30
CAZ/BA Seftazidim/boronik asit 430
czC Seftazidim/klavulanik asit 30/10
TCA Seftazidim/tazobaktam 30/10
CRO Seftriakson 30
CFC Seftriakson/klavulanik asit 40
CN Gentamisin 10

Antimikrobiyal ajanlardan AMC ve AMX, beta-laktam antibiyotiklerin penisilinler
grubunun Gyesi; CN, aminoglikozidler grubunun uyesi; CTX, CTT, CAZ ve CRO ise
sefalosporinler grubunun tyesidir. CTT ikinci kusak selalosporin; CTX, CAZ ve CRO
ise uguncu kusak sefalosporin grubundandir.

Cift disk sinerji yontemi sonucunda, K. pneumoniae ATCC®BAA1144, K.
pneumoniae ATCC®700603 ve E. coli ATCC®25922 suslar igin antibiyotik/B-HAp
kombinasyonlarina ait elde edilen goruntuler Sekil 4.13’te sunulmustur. Ayrica, K.
pneumoniae ATCC®BAA-1144 ve K. pneumoniae ATCC®700603 suslar igin

antibiyotik/B-HAp ve HAp kombinasyonlarina ait goruntuler karsilastirmal olarak
Sekil 4.14’te sunulmustur.
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Klebsiella pneumoniae ATCC-BAA1144 | Klebsiella pneumoniae ATCC-700603 Escherichia coli ATCC-25922

Antibiyotik / B-HAp

AM: ampisilin; CRO: seftriakson; CAZ: seftazidim; CAZ/BA: ceftazidim/boronik asit; CZC: seftazidim/klavulanik asit; TCA: seftazidim/tazobaktam; CFC:
seftriakson/klavulanik asit; CN: gentamisin; AMX: amoksisilin; AMC: amoksisilin/klavulanik asit; CTT: sefotetan; CTX: sefotaksim; CTX/BA: sefotaksim/boronik
asit; CTC: sefotaksim/klavulanik asit; CTS: sefotaksim/sulbaktam; TCX: sefotaksim/tazobaktam

Sekil 4.13: K. pneumoniae ATCC®BAA-1144, K. pneumoniae ATCC®700603 ve E. coli ATCC®25922 bakteri suslari igin
antibiyotik/B-HAp kombinasyonlarina ait goérintdler.
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K. pneumoniae ATCC®BAA1144 ve K. pneumoniae ATCC®700603 bakteri suslari
GSBL enzimi Ureten gram-negatif bakterilerdir. GSBL enzimleri beta-laktam
antibiyotik yapisinda bulunan beta-laktam halkasinin yapisini bozarak antibiyotigin
etkinligini yok etmektedirler. Sekil 4.13 incelendiginde, K. pneumoniae bakteri
suslarinda antibiyotiklerin inhibisyon zonlarinin B-HAp nanopartikillere dogru
sinerjik bir alan olusturarak genisledikleri gozlenmistir.

Klebsiella pneumoniae ATCC-BAA1144

Antibiyotik / B-HAp

Antibiyotik / HAp

Antibiyotik / B-HAp

Antibiyotik / HAp

CAZ: seftazidim; CAZ/BA: seftazidim/boronik asit; CZC: seftazidim/klavulanik asit; CTT: sefotetan;
CTX: sefotaksim; CTC: sefotaksim/klavulanik asit; CTS: sefotaksim/sulbaktam.

Sekil 4.14: K. pneumoniae ATCC®BAA-1144 ve K. pneumoniae ATCC®700603
bakteri suslari i¢in antibiyotik/B-HAp ve HAp kombinasyonlarina ait goruntuler.
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GSBL’ler serin-amidaz turtu enzimlerdir ve beta-laktamlarin beta-laktam halkalarini
hidrolize ederek bakterilere karsi etkinliklerini yok etmektedirler. Bu direng
mekanizmasina kargi beta-laktamlarin beta-laktamaz inhibitorleri ile birlikte
kullanilmasi giindeme gelmigtir. ilgili literatiir incelendiginde, boronik asitlerin gegis
durumu inhibitora olarak davrandigi ve en etkili tersinir inhibitor oldugu belirtilmigtir.
Bor atomunun elektrofilik Ozellige sahip olmasindan dolayi, beta-laktamlarda
bulunan beta-laktam halkasinin karbonil iglevselligini taklit ettigi belirtilmigtir. Ayrica,
katalitik-serin ile birlikte tetrahedral geometri olusturarak gegis durumu enzim-
substrat kompleksini taklit ettigi, boylece antibiyotiklerin aktif bolgelerini koruyarak
etkinliklerini artirdigi belirtiimigtir [56]. Bir beta-laktamaz enziminin beta-laktam
antibiyotiklerine ve borik aside kargi gostermis oldugu etki mekanizmasi sirasiyla,
Sekil 15 (a) ve (b)'de sunulmusgtur [144].
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Sekil 4.15: Beta-laktamaz enziminin a) beta-laktam antibiyotiklerine (6rnegin;
sefalotin) ve b) borik aside karsi etki mekanizmasi [144].

Sekil 4.14'de sunulan antibiyotik/B-HAp ve antibiyotik/HAp kombinasyonlari
incelendiginde, antibiyotiklerin inhibisyon zon ¢aplarinin B-HAp yoninde sinerjik bir
alan olusturarak arttigr gozlenirken HAp yonunde bir degisikligin olmadigi

gOzlenmistir. Bu durumun, tez c¢alismasi kapsaminda sentezlenen B-HAp'in
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yapisinda bulunan borik asitin (H3BO3;) GSBL enzimleri ile birlikte gegis durumu

enzim-substrat kompleksini taklit etmesinden kaynaklandigi dusunulmugtur.

HAp yapisina Uretim asamasinda eklenen bakir (Cu?*), demir (Zn®*), giimiis (Ag"),
magnezyum (Mg®*) gibi iyon katkilarinin, HAp'In mekanik &zelliklerini ve
antibakteriyel aktivitesini artirdigi, bor (B") katkisinin ise kemik olugumunu
hizlandirdigi literaturde belirtiimektedir [145]. Tez calismasi kapsaminda, bor
katkisinin GSBL ureten bakterilere kargi etkinligi incelenerek, antibakteriyel aktivite
uzerinde de etkili oldugu belirlenmigtir. Sonug¢ olarak, B-HAp'in beta-laktam
antibiyotikleri ile birlikte kullanildiginda beta-laktamaz inhibitord olarak

degerlendirilebilecedi dusunulmusgtur.

4.7.2. Agar Difuzyon Yontemi

Tez calismasi kapsaminda, cift disk sinerji yontemine ek olarak agar difuzyon
yontemi ile de ¢alismalar yapilarak B-HAp ve beta-laktam antibiyotikleri arasindaki
sinerjik etki incelenmigtir. Bu yontemde, B-HAp (veya HAp), plaklarin hazirlanmasi
esnasinda MHA'ya eklenmigtir. Cizelge 4.5'te sunulan antibiyogram diskleri plaklara
yerlestirildikten sonra 16-18 sa boyunca 37°C’deki etivde bekletilmigtir. Ardindan,
inhibisyon zon gaplar dlgulmus ve standart antibiyotik sonuglari ile karsilastirilarak
inhibisyon zon caplarinda meydana gelen degisimler incelenmistir. Elde edilen

sonuglar Cizelge 4.7°de sunulmustur.

84



Cizelge 4.7: Standart antibiyotiklere, antibiyotik/B-HAp ve antibiyotik/HAp kombinasyonlarina ait inhibisyon zon ¢aplari.

Susglar Inhibisyon zon ¢aplari (mm)
Standart Antibiyotik (ug)®
AM CRO CAZ CAZ/BA CzC TCA CFC CN AMX AMC CTT CTX CTX/BA CTC CTS TCX
10 30 30 430 30/10 3010 40 10 25 20/10 30 30 430 30/10 30/10 30/10

Staphylococcus aureus ATCC®25923 35 28 20 22 21 21 25 26 33 36 23 31 31 30 30 28
Escherichia coli ATCC®25922 18 35 32 32 30 30 35 22 24 21 34 35 37 32 39 35
Klebsiella pneumoniae ATCC®BAA-1144 0 29 21 26 23 28 29 15 0 11 18 30 30 29 31 30
Klebsiella pneumoniae ATCC®700603 0 22 16 16 24 22 30 15 0 19 30 27 23 32 29 26
Antibiyotik/B-HAp (ug)°
Staphylococcus aureus ATCC®25923 42 29 24 23 30 28 31 34 41 39 25 35 36 33 39 39
Escherichia coli ATCC®25922 20 39 37 37 36 33 39 28 29 26 36 42 40 44 40 40
Klebsiella pneumoniae ATCC®BAA-1144 0 32 30 30 33 NT 32 NT NT NT 25 32 34 38 36 NT
Klebsiella pneumoniae ATCC®700603 0 NT 19 19 25 NT NT NT NT NT 30 30 28 34 32 NT
Antibiyotik/HAp (ng)°
Staphylococcus aureus ATCC®25923 35 28 20 22 21 21 25 26 33 36 23 31 31 30 30 28
Escherichia coli ATCC®25922 18 35 32 32 30 30 35 22 24 21 34 35 37 32 39 35
Klebsiella pneumoniae ATCC®BAA-1144 0 29 21 26 23 28 29 15 0 11 18 30 30 29 31 30
Klebsiella pneumoniae ATCC®700603 0 22 16 16 24 22 30 15 O 19 30 27 23 32 29 26

AM: ampisilin; CRO: seftriakson; CAZ: seftazidim; CAZ/BA: seftazidim/boronik asit; CZC: seftazidim/klavulanik asit; TCA: seftazidim/tazobaktam; CFC: seftriakson/klavulanik asit;
CN: gentamisin; AMX: amoksisilin; AMC: amoksisilin/klavulanik asit; CTT: sefotetan; CTX: sefotaksim; CTX/BA: sefotaksim/boronik asit; CTC: sefotaksim/klavulanik asit; CTS:

sefotaksim/sulbaktam; TCX: sefotaksim/tazobaktam; NT: test edilmedi; (—) aktif degil.
#mg/6 mm antibiyogram diski, b 200ug bor/mL ; °B-HAp ile egdeger miktar.
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Calisma kapsaminda, antibiyotik/B-HAp kombinasyonunun kontrol gruplari olarak
antibiyotik/HAp kombinasyonu ve standart antibiyotikler kullaniimistir. Cizelge 4.7
incelendiginde, beta-laktam antibiyotiklerinden penisilinler grubunun bir Uyesi olan
AMX'in S. aureus ATCC®25923 susuna kargi gosterdigi inhibisyon zon ¢api 33 mm
olarak Olgulmustur. Bu deger HAp'in kullanildigi durumda degismez iken B-HAp'in
kullanildigr durumda 41 mm oldugu olgulmustir. Sonug olarak, B-HAp kullanimi ile
AMX’in inhibisyon ¢ap degerinin 8 mm arttigi belirlenmistir. S. aureus ATCC®25923
standart bakteri susunda GSBL enzimi Uretiimediginden dolayi, B-HAp kullanimi ile
olusan inhibisyon g¢apindaki artigsin sinerjik etki yerine antibakteriyel etkiden
kaynaklandigi dusunulmustur. Ayrica, ayni antibiyotigin farklh bakterilere karsi farkh
inhibisyon zon c¢aplarina sahip olmasinin suslarin hucresel yapilarinin farkh

olmasina baglh oldugu dagunulmuastur.

Beta-laktamlarin sefalosporinler grubundan olan sefotetan (CTT)'in inhibisyon zon
caplar incelendiginde ise, B-HAp kullanimi ile birlikte GSBL enzimi Ureten K.
pneumoniae ATCC®BAA-1144 susuna karsi 7 mm arttigi, fakat K. pneumoniae
ATCC®700603 susuna karsi artisin olmadigi belirlenmistir. Coudron tarafindan
yaplilan bir calismada [146]. K. pneumoniae ATCC®700603 susunun GSBL enzimi
urettigini (GSBL[+]) fakat AmpC tipi beta-laktamaz Uuretmedigi (AmpC[-])
gozlemlenerek, CTT ve CTT/bor disklerinin K. pneumoniae ATCC®700603 susuna
karsi inhibisyon zon ¢aplarinin ayni oldugu belirtiimigtir [146].

Calisma kapsaminda, B-HAp kullanimi ile standart antibiyotiklerin inhibisyon zon
caplarinda meydana gelen degisiklikler Cizelge 4.8'de sunulmustur. Sonug olarak,
beta-laktam antibiyotiklerinin B-HAp ile birlikte kullanimi sonucunda inhibisyon zon
caplarinda artig gozlendigi ve bu artisin “gift disk sinerji yontemi” sonuglarini
destekledigi gorulmektedir.

Sunulan sonuglardan seftazidim/boronik asit (CAZ/BA), seftazidim (CAZ),
seftazidim/klavulanik asit (CZC) ve seftriakson/klavulanik asit (CFC)
antibiyotiklerine ait goruntuler Sekil 4.16'da sunulmusken sefotaksim/boronik asit
(CTX/BA), sefotaksim/sulbaktam (CTS), CTT ve sefotaksim (CTX) antibiyotiklerine

ait goruntuler Sekil 4.17°de sunulmustur.
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Cizelge 4.8: B-HAp kullanimi ile standart antibiyotiklerin inhibisyon zon gaplarinda meydana gelen degisiklikler.

Susglar Inhibisyon zon ¢aplarindaki degisiklikler (mm)
Antibiyotik (ug)®
AM CRO CAZ CAZ/BA CzZzC TCA CFC CN AMX AMC CTT CTX CTX/BA CTC CTS TCX
10 30 30 430 30/10 30/10 40 10 25 20/10 30 30 430 30/10 30/10 30/10
Staphylococcus aureus ATCC®25923 +7  +1 +4 +1 +9 +7 +6 +8 +8 +3 +2 +4 +5 +3 +9 +11

Escherichia coli ATCC®25922 +2  +4 +5 +5 +6 +3 +4 +6 +5 +5 +2 +7 +3 +12 +1 +5
Klebsiella pneumoniae ATCC®BAA-1144 0  +3 +9 +4 +10 NT +3 NT NT NT +7 +2 +4 +9 +5 NT
Klebsiella pneumoniae ATCC®700603 0 NT +3 +3 +1 NT NT NT NT NT 0 +3 +5 +2 +3 NT

AM: ampisilin; CRO: seftriakson; CAZ: seftazidim; CAZ/BA: seftazidim/boronik asit;

CZC: seftazidim/klavulanik asit; TCA: seftazidim/tazobaktam; CFC: seftriakson/klavulanik asit; CN: gentamisin;

AMX: amoksisilin; AMC: amoksisilin/klavulanik asit; CTT: sefotetan; CTX: sefotaksim;

CTX/BA: sefotaksim/boronik asit; CTC: sefotaksim/klavulanik asit; CTS: sefotaksim/sulbaktam; TCX: sefotaksim/tazobaktam;
NT: test edilmedi; () aktif degil.

#mg/6 mm antibiyogram diski,
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CAZ: seftazidim; CAZ/BA: seftazidim/boronik asit; CZC: seftazidim/klavulanik asit; CFC: seftriakson/klavulanik asit.

Sekil 4.16: K. pneumoniae ATCC®BAA-1144, K. pneumoniae ATCC®700603 ve E. coli ATCC®25922 bakteri suslari i¢in a) CAZ/BA
ve CAZ, b) CZC ve CFC antibiyotik/B-HAp ve HAp kombinasyonlarina ait gortntuler.
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CTX/BA: sefotaksim/boronik asit; CTS: sefotaksim/sulbaktam; CTT: sefotetan; CTX: sefotaksim.

Sekil 4.17: K. pneumoniae ATCC®BAA-1144, K. pneumoniae ATCC®700603 ve E. coli ATCC®25922 bakteri suglari icin a) CTX/BA
ve CTS, b) CTX ve CTT antibiyotik/B-HAp ve HAp kombinasyonlarina ait géruntuler.
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4.7.3. Gradiyent Testi

Beta-laktam antibiyotikleri ile B-HAp arasindaki sinerjik etki “gift disk sinerji yontemi”
ve “agar difUzyon yontemi’lerine ek olarak “gradiyent testi” ile de incelenmigtir. Bu
yontemde, plaklarin hazirlanmasi surecinde B-HAp (veya HAp) MHA'ya eklenmigtir.
Plaklara bakteri ekiminin yapilmasinin ardindan beta-laktam antibiyotik seritleri
yerlestirilerek MIK degerleri belirlenmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.9'da
sunulmustur.

Cizelge 4.9: Standart antibiyotiklere, antibiyotik/B-HAp ve HAp kombinasyonlarina
ait MIK degerleri.

Suglar MiK degerleri (ug/mL)

Standart Antibiyotik

CN TZ TX CT FX
Escherichia coli ATCC®25922 0.125 0.470 0.230 0.230 NT
Klebsiella pneumoniae ATCC®BAA-1144  24.000 3.000 0.500 1.000 0.000
Klebsiella pneumoniae ATCC®700603 0.380 6.000 2.000 1.000 64.000

Antibiyotik/B-HAp ?

Escherichia coli ATCC®25922 0.125 0.470 0.160 0.230 0.750
Klebsiella pneumoniae ATCC®BAA-1144  0.380 0.190 0.064 0.640 0.000
Klebsiella pneumoniae ATCC®700603 0.250 2.000 0.500 0.250 8.000

Antibiyotik/HAp °
Escherichia coli ATCC®25922 0.125 0.470 0.230 0.230 NT
Klebsiella pneumoniae ATCC®BAA-1144  24.000 3.000 0.500 1.000 0.000
Klebsiella pneumoniae ATCC®700603 0.380 6.000 2.000 1.000 64.000
(Cj)Nv:.IGentamisin; TZ: Seftazidim; TX: Seftriakson; CT: Sefotaksim FX: Sefoksitin; NT: test edilmedi; (=) aktif

egil.

4200 ug bor/m; P B-HAp ile esdeger miktar.

Calisma kapsaminda kullanilan; CN, beta-laktam antibiyotiklerinin aminoglikozidler
grubunun dyesi iken TZ, TX, CT ve FX sefalosporinler grubunun tyesidir. TZ, TX ve
CT lglinci kusak sefalosporin; FX ise ikinci kusak sefalosporin grubundandir. MiK
degerleri incelendiginde, GSBL enzimi Ureten K. pneumoniae susglarina kargi
antibiyotik/B-HAp kombinasyonundaki MiK degerlerinin standart antibiyotik ve
antibiyotik/HAp kombinasyonundaki degerlere gore daha kuguk oldugu
gorilmektedir. MiK degerleri, enfeksiyona neden olan bakterileri inhibe etmek igin
kullanilmasi gereken ila¢c derisimini vermektedir. Dolayisiyla, antibiyotik/B-HAp
kombinasyonu kullanildiginda, K. pneumoniae suslarini inhibe etmek icin gerekli

olan  antibiyotik  derisiminin, standart antibiyotik ve  antibiyotik/HAp
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kombinasyonunun kullanildigi duruma gore daha duguk oldugu gozlenmistir. Ayrica,
sonuglarin “cift disk sinerji ydontemi” ve “agar difiizyon yontemi” ile uyumlu oldugu
belirlenerek B-HAp'in beta-laktam antibiyotikleri ile sinerjik etkiye sahip oldugu
gOzlenmigtir.

Sunulan sonuglardan CN antibiyotigine ait goruntuler Sekil 4.18’de verilmistir.

Standart antibiyotik Antibiyotik / HAp Antibiyotik / B-HAp

S

Escherichia coli
ATCC-25922

Klebsiella pneumoniae
ATCC-700603

Klebsiella pneumoniae
ATCC-BAA1144

CN: Gentamisin

Sekil 4.18: Standart antibiyotiklere, antibiyotik/B-HAp ve HAp kombinasyonlarina ait
goruntuler.
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4.8. Hicre Kiiltur Galigmalari

4.8.1. MC3T3-E1 Hiucre Kiiltiiru

Tez kapsaminda bir beta-laktam antibiyotigi olan AMX ile B-HAp'in bakteriyel
calismalarla sinerjik etkinliginin belirlenmesinin ardindan preosteoblastik MC3T3-E1
hacreleri ile gergeklestirilen huacre kultar galismalari gergeklestirilmigtir. Grubumuz
tarafindan daha 6nce yapilan galismalarda MC3T3-E1 hucreleri karakterize edilerek
fibroblastik morfolojide olduklari gozlenmigtir. Ayrica, hemositometrik sayim
yapilarak MC3T3-E1 hicresinin Greme grafigi elde edilmigtir (Sekil 4.19) [147].

16x105

14x10°

12x105
10x105

8x108 - .-

Hiicre sayisi
L4

6x105 ¥ 4

4x105

2x10°

0 5 10 15 20 25 30 35 40

Zaman(giin)

Sekil 4.19: MC3T3-E1 ureme grafigi [147].

MC3T3-E1 Ureme grafiginin belirlenmesinin ardindan, hicrelerin ikilenme sureleri
(ts) 36 sa olarak ve 6zgiil Greme hizlari ise 0.019 sa™ olarak belirtilmistir [147].
Ayrica, kultarin 4. ginunde hucrelerin logaritmik faza ve 23. guninden ise durgun
faza girdigi belirtiimistir. Bu karakterizasyon sonuglari dikkate alinarak, sunulan tez
calismasi kapsaminda Pasaj-11’de bulunan hucreler her 4 gunde bir 75 cm?lik
hdcre kultur flasklarinda pasajlanmis ve ¢alisma igin gerekli olan MC3T3-E1 hicre
miktari elde edilene kadar pasajlama islemine devam edilmigtir.

4.8.2. Toksisite Caligmalari

MC3T3-E1 hucreleri, yuzeye bagimh olarak Ureyen hucrelerdir. AMX yukla farkh
PLGA nanopartikullerin  (mpLca/mamx, w/w: 15) farkl miktarlarinin MC3T3-E1
hdcrelerinin  proliferasyonu Uzerindeki etkisi 6 mm x 1mm boyutlarindaki

nanokompozit doku iskeleleri kullanilarak, 7 gun sudren in-vitro hacre kaltar
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calismalari ile incelenmistir. iskele basina 1x10° hiicre olacak sekilde hiicre
yogunlugu kullanilarak 3 paralel ornek ile galismalar gergeklestirilmistir. Hucre
canhliklar kdltarin 1., 3. ve 7. gunlerinde MTT analizi ile belirlenmigtir. Calisma
kapsaminda kontrol grubu olarak, AMX yukli PLGA nanopartikil icermeyen
nanokompozit doku iskeleleri (B-HAp/kitosan) ile etkilestirilen hicreler kullaniimigtir.
MTT analizi sonucunda, hucrelerin mitokondriyal aktiviteleri ile dogrudan iligkili olan
optik yogunluk degerleri elde edilmigtir. Analiz sonucunda belirlenen optik yogunluk
degerleri grafiksel olarak $ekil 4.20°de sunulmustur.
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Sekil 4.20: Nanokompozit doku iskeleleri Uzerinde kultire edilen MC3T3-E1
hdcrelerine ait MTT sonuglari. (Istatistiksel olarak anlaml farklar, B-HAp/Kitosan
doku iskelesi kontrol grubu iken: n=3, * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001; Her bir
iskele grubunun 1’inci gun ornekleri kontrol grubu iken: n=3, e p<0.05, e ¢ p<0.01,
e ¢ ¢ p<0.001).

Sekil 4.20'de verilen MTT grafigi incelendiginde, kontrol grubunun B-HAp/kitosan
doku iskelesi oldugu durumda, kulturin tum gunleri icin AMX-PLGA (1 mg)/B-
HAp/kitosan nanokompozit doku iskelelerinin MTT degerlerinin kontrol grubuna
gOre kulturin baslangic glinunden itibaren istatistiksel olarak anlamli derecede
dusuk oldugu belirlenmistir. Benzer sekilde, AMX-PLGA (2.5 mg)/B-HAp/kitosan
nanokompozit doku iskelelerinin MTT degerlerinin de kontrol grubuna gore kultarin

1’inci ve 7’nci gunlerinde istatistiksel olarak dusuk oldugu tespit edilmistir. AMX-
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PLGA (0.5 mg)/B-HAp/kitosan doku iskelelerine ait MTT degerleri incelendiginde ise
kultarin tum gunleri igin kontrol grubu ile aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark olmadigr gozlenmigtir (p>0.05). Her bir iskele grubunun 1’inci gin ornekleri
kontrol grubu iken, AMX-PLGA (1 mg)/B-HAp/kitosan doku iskelelerinin 3’Uncu gun
MTT degerlerinin, AMX-PLGA (2.5 mg)/B-HAp/kitosan doku iskelelerinin ise 3'Uncu
ve 7’'nci gun MTT degerlerinin kontrol gruplarina gore istatistiksel olarak dusuk
oldugu belirlenmigtir. Sonug¢ olarak, iskelelerden salinan AMX'in MC3T3-E1
hdcrelerinin proliferasyonu tzerindeki etkisi net bir sekilde belirlenememistir. Ancak,
AMX’in dusuk miktarlarinin MC3T3-E1 hacreleri Uzerinde toksik bir etkisinin
olmadigi gozlenmistir. Dolayisiyla, B-HAp ile birlikte kullanilan AMX’in dusuk
miktarlarinin  MC3T3-E1 hucre proliferasyonunu inhibe etmeyecegi, yuksek

miktarlarinin ise hicre proliferasyonunu inhibe edecegi dusunulmustar.

Antibiyotiklerin, insan embriyonik bobrek hucresinin (HEK293) proliferasyonu ve
hidcre dongusu Uzerindeki etkisinin incelendigi bir ¢calismada, 10-150 uM derigim
araligindaki AMX’in hucreler Gzerindeki etkisi incelenmistir. Bu kapsamda, distile su
ile AMX stok ¢ozeltisi hazirlanarak seyreltme iglemleri yapilmig ve yaklasik 32x10*
hiicre/cm? hiicre yogunluguna sahip hiicreler ile AMX cozeltileri etkilestirilmistir.
Farkli AMX derigsimlerinin AMX'in hucre canlihdina etkisi MTT analizi ile
belirlenmistir. Alti glin suren in-vitro hicre kultur galismalarinda, kultarin tdm gunleri
icin 10-150 uM AMX derigim araliginin hicreler Gzerinde toksik bir etkisinin olmadigi
vurgulanmigtir [148]. Bir bagka calismada ise, AMX’in alabalik hepatosit hucresi
(PLHC-1) Uzerinde toksik etkisinin olup olmadigi incelenmis ve 0-500 uM derisim
araligindaki AMX'in hucreler uzerinde herhangi bir toksik etkisinin bulunmadigi
belirtiimigtir [149]. Sunulan tez c¢alismasi kapsaminda ise 7 gunluk in-vitro
calismalarda hucre kultir ortamina salinan AMX derigsimi 5-25 uM aralhiginda
degismektedir. ilgili literatiirde AMX derisiminin bu degerlerde (5-25 uM) herhangi
bir toksik etkisinin bulunmadigi belirtimesine ragmen Sekil 4.20 incelendiginde
AMX-PLGA (2.5 mg)/B-HAp/kitosan doku iskelelerinin (25 pM AMX) MTT
degerlerinin gore kultiran baglangig guinunden itibaren istatistiksel olarak anlamli
derecede azaldigi belirlenmistir. Bu durumun, B-HAp ile AMX'in birlikte kullanildigi
durumlarda yuksek AMX derisimlerinin hicre proliferasyonunu inhibe etmesinden
kaynaklandigi dugunulmustar.
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5. GENEL SONUCLAR

Tez calismasi kapsaminda, beta-laktam antibiyotikleri ile B-HAp arasindaki sinerjik
etki hem bakteriyel hem de hucre kultira galigsmalari ile incelenmigtir. Sinerjik etkinin
incelenmesi amaciyla, klinikte siklikla tercih edilen ve beta-laktam antibiyotiklerin
“penisilinler” grubundan olan AMX antibiyotigi kullanilmistir. Sunulan ¢alismada ilk
olarak, biyomimetik yontem ile HAp ve B-HAp uretimi gergeklestiriimistir. Ardindan
AMX yukld PLGA nanopartikiller Uretilerek B-HAp/kitosan nanokompozit doku
iskelesi yapisina katilmigtir. in-vitro salim galismalari ile PLGA nanopartikillerinden
ve nanokompozit doku iskelelerinden salinan AMX'in kumdulatif salim profilleri
olusturularak salim kinetikleri belirlenmistir. Ardindan, in-vitro hucre kaltar
calismalari ile toksisite caligmalari gerceklestiriimis ve AMX iceren PLGA
nanopartikal yukli B-HAp/kitosan doku iskelelerinin MC3T3-E1 hdcreleri Uzerindeki
etkisi incelenmistir. Calismanin son kisminda ise, bakteriyel ¢calismalar ile AMX ile
B-HAp arasindaki sinerjik etki 4 farkli bakteri sugu ve 3 farkli yontem kullanilarak

incelenmigtir. Tez ¢calismasi kapsaminda elde edilen sonuglar asagida sunulmustur.

e PLGA nanopartikullerin ikili-emulsiyon hazirlama-¢6zict buharlastirma
yontemi ile Uretiminde, ikinci sulu faza (w2) eklenen AMX miktarinin
enkapsulasyon verimi Uzerinde belirleyici bir faktor oldugu goralmustar.

e AMX yuklid PLGA nanopartikullerin hazirlanmasinda iki farkh derisimde
kullanilarak w2 fazi hazirlanmigtir. Bu derigimler; 14 mM (mpLga/Mavx, W/W:
15) ve 19 mM (mpLea/mamx, W/w: 15)'dir. Bu partikillerin enkapsulasyon
verimleri sirasiyla, % 30.3 £ 4.04 ve % 36.5 £ 0.71 olarak belirlenmistir.
Enkapsulasyon verimleri dikkate alinarak ¢alismanin devaminda 19 mM
derigsime sahip w2 fazi kullaniimigtir.

e Bos PLGA nanopartikullerin ve AMX yukli PLGA nanopartikullerin ortalama
partiktl ¢aplari sirasiyla, 187.6 + 61.95 nm ve 182.4 + 75.87 nm olarak
belirlenmistir.

e Nanokompozit doku iskeleleri dondurarak kurutma yontemi ile Uretilmigtir.
iskelelerin sterilizasyonu etilen oksit gazi ile yapilmistir.

e AMX yukli PLGA nanopartikuller doku iskelesi Uretim asamasinda kitosan
cOzeltisi icerisine eklenerek nanokompozit doku iskelelerinin yapisina
katiimigtir.
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e AMX iceren PLGA nanopartikuller ile gergeklestirilen 85 gunluk in-vitro salim
calismalari sonucunda, AMX saliminin kontrolli bir sekilde gerceklestigi
belirlenmistir. Ayrica, AMX salim profili matematiksel olarak incelenerek
salim kinetiginin Higuchi salim modeline uydugu belirlenmistir. Dolayisiyla,
PLGA nanopartikullerden AMX saliminin difuzyon mekanizmasi ile
gerceklestigi gozlenmistir.

e AMX iceren PLGA nanopartikal yukli B-HAp/kitosan nanokompozit doku
iskeleleri ile gerceklestirilen 70 gunluk in-vitro sahm galigmalari sonucunda,
AMX saliminin kontroll bir sekilde gerceklestigi belirlenerek salim profilinin
Higuchi salim modeline uydugu gozlenmigtir. Dolayisiyla AMX'in iskelelerden
saliminda difuzyon mekanizmasinin etkili oldugu gorulmustar.

e AMX iceren PLGA nanopartikil yukli B-HAp/kitosan nanokompozit doku
iskelelerinin hucreler Uzerindeki etkisinin incelenmesi amaci ile farkli
miktarlarda PLGA nanopartikul iceren B-HAp/kitosan doku iskeleleri MC3T3-
E1 fare kemik oncul hacreleri ile etkilestirilmistir. Yedi gun suren in-vitro hiicre
kultart gcaligmalari sonucunda AMX'in hucre proliferasyonu uzerindeki etkisi
tam olarak gozlenememistir. Fakat, AMX’in duguk miktarlarinin (iskele
basina, 0.5 mg partikil=20 uyg AMX) MC3T3-E1 hucreleri Uzerinde toksik bir
etkisinin olmadigi belirlenmistir.

e AMX ile B-HAp arasindaki sinerjik etkinin gosteriimesi amaci ile
gerceklestirilen bakteriyel ¢calismalarda, farkli beta-laktam antibiyotikleri ile
farkh bakteri suslar 3 farkli yontem kullanilarak etkilegtiriimigtir. B-HAp’in
beta-laktam antibiyotiklerde bulunan beta-laktam halkasinin karbonil
islevselligini taklit etmesi sonucu, beta-laktamlarin beta-laktamazlara kargi
etkinliklerini koruduklari belirlenmistir. Dolayisiyla, AMX ile B-HAp arasindaki
sinerjik etki gozlemlenerek elde edilen sonuglarin birbirlerini destekledikleri

goralmustar.

Tez galigmasi kapsaminda elde edilen sonugclar 1s1ginda, beta-laktam antibiyotigi
salan ve bor igeren doku iskelelerinin kemik dokusunun yenilenmesinde hlcresel ve

antibakteriyel 6zellikleri ile etkin bir bicimde kullanilabilecekleri belirtilmistir.
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7. EKLER

KiTOSAN BAZLI NANOKOMPOZIT DOKU iISKELELERINDEN SALINAN AMX’iN
KUMULATIF SALIM DEGERLERININ HESAPLANMASI

AMX iceren PLGA nanopartikil yukli B-HAp/kitosan nanokompozit doku
iskelelelerinden kumdalatif AMX saliminin hesaplanmasi amaciyla in-vitro salim
deneyleri gerceklestirilmigtir. Salim deneyleri 10 mL PBS (pH: 7.4) rezervuar ortami
icerisinde yurutulmastir. Salim ortami belirli surelerle taze PBS ortami ile
degistirilmistir. Boylece, AMX iceren doku iskelesi ile rezervuar ortami arasindaki
derisim farki sabit tutulmaya caligilmistir. Ornek olarak, ikinci paralel olarak
kullanilan nanokompozit doku iskelesinden salinan AMX’e ait kimulatif salim

hesaplamalari asagida verilmigtir.

Salim ortami:10 mL PBS,

Yenilenen hacim: 900 L

Ornek t=1.gin

C=0.0039 mg/mL

Salinan AMX miktari= 0.0039 mg/mL x 10 mL= 0.039 mg
Atilan AMX miktari= 0.0039 mg x 0.09=0.0035 mg
Toplam AMX miktari= 0.039 mg + 0.011 mg =0.050 mg

Onceden atilan AMX miktari
Kdmulatif salim (%)= (0.050 mg/0.25 mg) x 100= %20

iskele bagina yiiklenen AMX miktari
Salinan miktar (ug AMX/mg partikal)= (0.050 x 1000) ug/6 mg
=8.7 yg AMX/mg partikul
AMX yukli PLGA nanopartikullerin yuklendigi B-HAp/kitosan doku iskelelerinden

AMX salimina ait de@erler Cizelge 7.1'de verilmistir.
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Cizelge 7.1: AMX yukli PLGA nanopartikullerin yuklendigi B-HAp/kitosan doku
iskelelerinden AMX salimina ait degerler.

Zaman Alan C Salinan Atilan Toplam Kimdlatif Salinan Miktar
(gun) (mg/mL)  AMX AMX AMX salim (wvg AMX/mg

(mg) (mg)  (mg) (%) partikdl)
0 0.00 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0 0.0000
0.04 270 0.0043 0.0426 0.0038 0.0426 17 7.1000
0.12 2.53 0.0040 0.0395 0.0036 0.0434 17 7.2290
0.25 247 0.0038 0.0385 0.0035 0.0459 18 7.6421
1 251 0.0039 0.0392 0.0035 0.0500 20 8.3390
2.44 0.0038 0.0379 0.0034 0.0523 21 8.7167
3 2.44 0.0038 0.0379 0.0034 0.0557 22 9.2855
5 240 0.0037 0.0372 0.0033 0.0584 23 9.7343
7 235 0.0036 0.0363 0.0033 0.0609 24 10.1423
9 220 0.0034 0.0336 0.0030 0.0614 24 10.2368
11 236 0.0036 0.0365 0.0033 0.0673 27 11.2208
13 231 0.0036 0.0356 0.0032 0.0697 28 11.6180
15 2.34 0.0036 0.0361 0.0033 0.0735 29 12.2417
17 239 0.0037 0.0370 0.0033 0.0776 31 12.9335
19 233 0.0036 0.0359 0.0032 0.0799 32 13.3088
21 231 0.0036 0.0356 0.0032 0.0827 33 13.7879
23 2.32 0.0036 0.0358 0.0032 0.0861 34 14.3516
25 2.26 0.0035 0.0347 0.0031 0.0882 35 14.7080
27 220 0.0034 0.0336 0.0030 0.0903 36 15.0482
29 2.28 0.0035 0.0350 0.0032 0.0948 38 15.7922
31 217 0.0033 0.0331 0.0030 0.0959 38 15.9878
33 2.16  0.0033 0.0329 0.0030 0.0987 39 16.4537
35 213 0.0032 0.0323 0.0029 0.1011 40 16.8569
37 210 0.0032 0.0318 0.0029 0.1035 41 17.2520
39 2.00 0.0030 0.0300 0.0027 0.1046 41 17.4290
41 210 0.0032 0.0318 0.0029 0.1091 43 18.1790
43 2.00 0.0030 0.0300 0.0027 0.1101 44 18.3560
45 224 0.0034 0.0343 0.0031 0.1172 46 19.5260
47 1.92 0.0029 0.0286 0.0026 0.1145 45 19.0808
49 210 0.0032 0.0318 0.0029 0.1203 48 20.0492
51 1.93 0.0029 0.0287 0.0026 0.1201 48 20.0162
53 1.89 0.0028 0.0280 0.0025 0.1220 48 20.3273
55 1.99 0.0030 0.0298 0.0027 0.1263 50 21.0476
57 213 0.0032 0.0323 0.0029 0.1315 52 21.9149
59 1.94 0.0029 0.0289 0.0026 0.1310 52 21.8300
63 1.92 0.0029 0.0286 0.0026 0.1332 53 22.2038
65 1.97 0.0029 0.0295 0.0027 0.1367 54 22.7822
70 1.94 0.0029 0.0289 0.0026 0.1388 55 23.1341
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