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YAYIMLAMA VE FiKRi MULKIYET HAKLARI BEYANI

Enstitii tarafindan onaylanan lisansiistii tezimin/raporumun tamamini veya herhangi bir kismini, basilt
(kagit) ve elektronik formatta arsivleme ve agagida verilen kosullarla kullanima agma iznini Hacettepe
Universitesine verdigimi bildiririm. Bu izinle Universiteye verilen kullanim haklar1 digindaki tiim fikri
miilkiyet haklarim bende kalacak, tezimin tamaminin ya da bir boliimiiniin gelecekteki ¢alismalarda
(makale, kitap, lisans ve patent vb.) kullanim haklar1 bana ait olacaktir.

Tezin kendi orijinal ¢alismam oldugunu, bagkalarinin haklarini ihlal etmedigimi ve tezimin tek yetkili
sahibi oldugumu beyan ve taahhiit ederim. Tezimde yer alan telif hakki bulunan ve sahiplerinden yazili
izin alinarak kullanilmast zorunlu metinlerin yazili izin alinarak kullandigimi ve istenildiginde
suretlerini Universiteye teslim etmeyi taahhiit ederim.

Yiiksekogretim Kurulu tarafindan yaynlanan “Lisansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanmas,
Diizenlenmesi ve Erisime A¢ilmasina Iliskin Yonerge” kapsaminda tezim asagida belirtilen kosullar
haricince YOK Ulusal Tez Merkezi / H.U. Kiitiiphaneleri A¢ik Erigim Sisteminde erigsime agilir.

o Enstitli / Fakiilte yonetim kurulu karar ile tezimin erisime agilmasi mezuniyet tarihimden

. ..o
itibaren 2 y1l ertelenmistir. @

o Enstitii / Fakiilte yonetim kurulunun gerekgeli karart ile tezimin erisime agilmast mezuniyet
tarihimden itibaren ... ay ertelenmistir. ®

o Tezimle ilgili gizlilik karar1 verilmigtir. ®
9/10/2024

Ece TURKMEN

'“Lisansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanmasi, Diizenlenmesi ve Erisime Acilmasina Iliskin
Yonerge”

(1) Madde 6. 1. Lisansiistii tezle ilgili patent bagvurusu yapilmasi veya patent alma siirecinin
devam etmesi durumunda, tez damsmanimin Onerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun
gOriisii lizerine enstitii veya fakiilte yonetim kurulu iki yil siire ile tezin erisime a¢ilmasinin
ertelenmesine karar verebilir.

(2) Madde 6. 2. Yeni teknik, materyal ve metotlarin kullanildigi, heniiz makaleye doniismemis
veya patent gibi yontemlerle korunmamis ve internetten paylasilmasi durumunda 3. sahislara
veya kurumlara haksiz kazang imkani1 olusturabilecek bilgi ve bulgular1 i¢eren tezler hakkinda
tez damigmanimin Onerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun goriisii {izerine enstitii veya
fakiilte yonetim kurulunun gerekgeli karari ile alt1 ay1 agsmamak iizere tezin erisime agilmast
engellenebilir.

(3) Madde 7. 1. Ulusal ¢ikarlar1 veya giivenligi ilgilendiren, emniyet, istihbarat, savunma ve
giivenlik, saglik vb. konulara iligkin lisansiistii tezlerle ilgili gizlilik karari, tezin yapildig:
kurum tarafindan verilir *. Kurum ve kuruluslarla yapilan igbirligi protokolii ¢ergevesinde
hazirlanan lisansiistii tezlere iliskin gizlilik karari ise, ilgili kurum ve kurulusun 6nerisi ile
enstitii veya fakiiltenin uygun goriisii lizerine {iniversite yonetim kurulu tarafindan verilir.
Gizlilik karar1 verilen tezler Yiiksekdgretim Kuruluna bildirilir. Madde
7.2. Gizlilik karar1 verilen tezler gizlilik siiresince enstitii veya fakiilte tarafindan gizlilik
kurallar1 ¢ergevesinde muhafaza edilir, gizlilik kararinin kaldirilmasi halinde Tez Otomasyon
Sistemine yiiklenir

* Tez damiymaninin Onerisi ve enstitii anabilim dahnin uygun goriisii lizerine enstitii veya
fakiilte yonetim kurulu tarafindan karar verilir.
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Bu ¢aligmadaki biitiin bilgi ve belgeleri akademik kurallar ¢ercevesinde elde ettigimi,
gorsel, isitsel ve yazili tiim bilgi ve sonuglari bilimsel ahlak kurallarina uygun olarak
sundugumu, kullandigim verilerde herhangi bir tahrifat yapmadigimi, yararlandigim
kaynaklara bilimsel normlara uygun olarak atifta bulundugumu, tezimin kaynak
gosterilen durumlar disinda 6zgiin oldugunu, Prof. Dr. Sevda SENEL danigmanliginda
tarafimdan {iretildigini ve Hacettepe Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Tez

Yazim Yonergesine gore yazildigini beyan ederim.

Ecz. Ece TURKMEN
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Prof. Dr. F. Figen TIRNAKSIZ’a, Tez c¢alismalarimin yiiriitiillmesinde bilgi ve
tecriibeleriyle destek olan Prof. Dr. Kemal KOSEMEHMETOGLU, Dog. Dr. Ceren
OZKUL KOCAK ve Dog. Dr. Hande CANPINAR a, In vivo ¢alismalarim sirasinda
desteklerini esirgemeyen Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Viroloji Anabilim
Dali 6gretim iiyesi Prof. Dr. Aykut OZKUL ve calisma ekibinden Alireza
HANIFEHNEZHAD’a, Doktora egitimim boyunca calismalarimda bana yardimci
olan ve manevi destegini esirgemeyen Dr. Ogr. Uyesi Selin PARMAKSIZ’ a, Tez
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2211- C Yurt igi Oncelikli Alanlar Doktora Bursu Programi kapsaminda beni
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caligmalarim i¢in Katilimli Arastirma Projesi (TUK-2022-19958) destegi saglayan
Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimine tesekkiir

ederim.
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OZET

Tiirkmen, E., Metisiline Direncli Staphylococcus Aureus (MRSA) Kaynakh Deri
Enfeksiyonlarin Tedavisi I¢cin Topikal Biyoadezif Jel Formiilasyonlarinin
Gelistirilmesi, Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Farmasotik
Teknoloji Programn Doktora Tezi, Ankara, 2024. Bu calismada Staphylococcus
aureus (S. aureus)’un antibiyotiklere direngle birlikte son on yilda toplumda siklikla
goriilen enfeksiyonlara neden olan Metisiline direncli S. aureus (MRSA)unun
derideki enfeksiyonlarmin tedavisinde topikal yolla uygulanacak &zellikle
antimikrobiyal dirence kars1 etkisi artirlmis ve “Tek Saghk” kapsaminda
enfeksiyonun birbirleri arasinda tasinmasini engelleyecek sekilde beseri ve veteriner
alanda kullanilacak bir ila¢ sisteminin gelistirilmesi hedeflenmistir. Antimikrobiyal
direncle (AMR) miicadelede enfeksiyonlarinin tedavisi i¢in gelistirilen alternatifler
arasinda antibiyotikler diginda antimikrobiyal aktiviteye sahip baska ilaclar (fajlar, faj
endolizinleri vb.) ve antibiyotiklerin etkisini artiran farkli formiilasyon tasarimlari
bulunmaktadir. Bu tezde antimikrobiyal etkisi bilinen fusidik asit ve sodyum tuzu
(sodyum fusidat) i¢in etkinligini artiracak sekilde bir formiilasyon gelistirilmesi
hedeflenmistir. Bununla birlikte antibiyotige alternatif olarak sentezlenen bir faj
endolizini (LysSA10) ve antibiyotik+endolizin kombinasyonu igeren kendisinin de
antimikrobiyal 6zellikleri olan biyoadezif biyopolimer olan kitosan kullanilarak jel
formiilasyonlar1 gelistirilmistir. Formiilasyonlarin karakterizasyonunun ardindan in
vitro olarak ila¢ salimi, biyoge¢imlilik ve antibakteriyel aktivite incelenmistir. En
uygun formiilasyonlar ile in vivo ¢alismalara gegilerek farelerdeki MRSA iligkili deri
enfeksiyonu modelinde etkileri piyasa iirlinleriyle karsilastirilmistir. Bu g¢alisma
sonunda topikal uygulama i¢in biyouyumlu, MRSA suslarina karsi antibakteriyel
aktivitenin artirildig1 ve kolay uygulanabilen, etki bolgesinde uzun siire kalarak stirekli

ila¢ salim1 saglayan daha etkili bir ilag sistemi gelistirilmistir.

Anahtar kelimeler: Kitosan, MRSA, endolizin, fusidik asit, topikal ila¢ tasiyici

sistem

Destekleyen Kurum: Katilimli Arastirma Projesi - Hacettepe Universitesi Bilimsel

Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi (TUK- 2022-19958)
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ABSTRACT

Tiirkmen, E., Development of Topical Bioadhesive Gel Formulations for the
Treatment of Skin Infections Caused by Methicillin-Resistant Staphylococcus
Aureus (MRSA), Hacettepe University Graduate School Health Sciences,
Pharmaceutical Technology Programme, Doctor of Philosophy Thesis, Ankara,
2024. In this study, it was aimed to develop a drug delivery system that will be applied
topically in the treatment of skin infections caused by Methicillin-resistant S. aureus
(MRSA), which has caused frequent infections in the community in the last decade
together with resistance to antibiotics of Staphylococcus aureus (S. aureus), and will
be used in human and veterinary fields in a way that will increase its effect especially
against antimicrobial resistance and prevent the transmission of infection between
each other within the scope of "One Health". There are other antimicrobials (phages,
phage endolysins, etc.) and different formulation designs that increase the effect of
antibiotics for the treatment of infections in the fight against antimicrobial resistance
(AMR). In this thesis, it was aimed to develop a formulation for local application that
will increase the effect of fusidic acid and its sodium salt (sodium fusidate), which
have antimicrobial effects. In addition, gel formulations have been developed using
chitosan, a bioadhesive biopolymer with antimicrobial properties, which contains a
phage endolysin (LysSA10) synthesized as an alternative to antibiotics, along with a
combination of antibiotic and endolysin. After characterization of the formulations, in
vitro drug release, biocompatibility and antibacterial activity were examined. In vivo
studies were conducted with the most suitable formulations and their effects were
compared with commercial products in the MRSA-associated skin infection model in
mice. As a result, a more effective, biocompatible drug system for topical application
was developed, characterized by increased antibacterial activity against MRSA strains,

ease of application, and sustained drug release in the target area.

Keywords: Chitosan, MRSA, endolysin, fusidic acid, topical drug delivery system

Supported by: Hacettepe Scientific Research Coordination Unit, Project number:

TUK-2022-19958
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Sodyum fusidat i¢eren kitosan jellere ait hiicre canlilig1 sonuglari.

Endolizin, endolizin ve fusidik asit kombinasyonu, endolizin ve sodyum
fusidat kombinasyonu igeren kitosan jellere ait hiicre canlilig1 sonuglari.

Subkiitan enjeksiyon.

ATCC 43300 ve MRSA4 ile enfekte edilen ve kontrol grubuna ait
goriintiiler.

Hayvan agirliklart (6n ¢aligmalar) (n=6).
Enfeksiyon sonrasi olusan lezyonlarin alanlari.

Enfekte edildikten sonra 3.glinde lezyonda canli bakteri sayist
(CFU/mL).

Serum fizyolojik ve enfekte gruplarda 3. glindeki deriye ait histolojik
kesitler (hemotoksilen ve eozin boyamasi) intakt doku (a); serum
fizyolojik uygulanmis doku (b); ATCC 43300 ile enfekte edilmis doku
(c) ve MRSA4 ile enfekte edilmis doku (d) apse olusumu (»)
indiiklenmis ve MRSA4 ile enfekte tiim doku Orneklerinde iilserasyon
(—). E: epidermis, D: dermis.

Histopatolojik degerlendirmeler: (a) Akut enflamasyon skoru; (b) Kronik
enflamasyon skoru; (c) Ulser Cap1; (d)Apse alani.

Kontrol ve enfekte edilen deri drneklerinde enfekte edildikten 3 giin
sonraki MPO aktivitesi.

On calismalarda 3. giinde alman deri rneklerindeki sitokin diizeyleri (3.
giin).

Deney siiresince hayvan agirligindaki degisimin takibi.

Kontrol ve enfekte gruplarda makroskopik goriintiiler.

Jel formiilasyonlar1 ve ticari iiriin gruplarina ait makroskopik goriintiiler.

Kontrol ve enfekte olan gruplarda formiilasyon uygulama oncesi (0-
3.giin) ve sonrasi (4-14.giin) sirt derisindeki lezyon alanlari.

Enfeksiyon sonrasi 11. Giin (Giin 14) sonunda lezyonlarin histopatolojisi
(a) negatif kontrol, (b) pozitif kontrol, (c) fusidik asit i¢eren ticari krem,
(d) fusidik asit ¢ozeltisi (FAsol), €) %3 konsantrasyonda koyo kitosan jel
(gK3), (f) %3 konsantrasyonda orta molekiil agirlikl kitosan jel (gM3),
(g) Fusidik asit igeren koyo kitosan jel (FA + gK3), (h) fusidik asit igeren
orta molekiil agirlikli kitosan jel (FA + gM3), 1) intakt doku iilserasyon
(ok —), ve apse olusumu (ok ucu ») E: Epidermis, D:Dermis.

Histopatolojik degerlendirme, a) akut enflamasyon, b) kronik
enflamasyon, c) apse alani.

Formiilasyon uygulanan ve kontrol gruplarda derideki enfeksiyon
sonras1 11. giin ait bakteriyel yiik sonuglari. *FAsol grubu uygulanan
hayvanlar enfeksiyon sonrasi 6. giin sonunda sakrifiye edilmistir.
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4.31.

4.32.

4.33.

4.34.

Kontrol grubu ve formiilasyon uygulanan deri 6rneklerinde 14.giine ait
MPO aktivitesi. (*FAsol grubu uygulanan hayvanlar enfeksiyon sonrasi
6. giiniin sonunda sakrifiye edilmistir).

Deri 6rneklerindeki sitokin ekspresyonu (enfeksiyon sonrasi 11. giin):
a)TNF-a ve b)IL-6.

Deri 6rneklerindeki sitokin ekspresyonu (enfeksiyon sonrasi 11. giin):
a)lL17a ve b)IL1p.

Enfeksiyon sonrasi 11. giin sonunda lezyonlarin histopatolojisi. (a)
fizyolojik deri, (b) pozitif kontrol, (c¢) %3 konsantrasyonda koyo kitosan
jel (gK3), (d)%3 konsantrasyonda orta molekiil agirlikli kitosan jel
(gM3), (e) sodyum fusidat igeren ticari merhem, (f). sodyum fusidat
cozeltisi (SFsol), (g) sodyum fusidat iceren koyo kitosan jel (SF + gK3),
(h) sodyum fusidat i¢eren orta molekiil agirlikli kitosan jel (SF + gM3),
(1) Endolizin ¢ozeltisi (LysSA10), (i)Endolizin i¢eren koyo kitosan jel
(LysSA10 + gK3), (j) Endolizin ve fusidik asit kombinasyonu iceren
koyo kitosan jel (LysSA10 + FA + gK3), (k) Endolizin ve sodyum fusiat
iceren koyo kitosan jel (LysSA10 + SF + gK3) uygulanan grup ve (p)
fizyolojik deri iilserasyon (ok —) ve apse olusumu (ok ucu ») E:
Epidermis, D:Dermis.
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Endolizin ve endolizintfusidik asit/sodyum fusidat igeren jel
formiilasyonlar1 ve piyasa preparatlarina ait standart ve klinik izolatlara
kars1 elde edilen MIK degerleri.

Jel formiilasyonlarina ait stabilite sonuglari.

Jel formiilasyonlarinin ve fusidik asit iceren jellerin 6zelliklerinin
karsilagtirtlmasi.

Sodyum fusidat igeren jel formiilasyonlarinin ve piyasa preparatlarinin
ozelliklerinin karsilastirilmasi.

Enfeksiyon sonrasi 3. giine ait histopatolojik degerlendirmeler.
Histopatolojik degerlendirme.

Formiilasyon wuygulanan ve kontrol grubuna ait degerlendirme
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1. GIRIiS

Viicudun en biiyiik organi olan deri, dig mikroplar ve patojenlere karsi ilk
savunma hattin1 olusturur (1). Deri epidermis, dermis ve subkiitan dokudan
olusmaktadir. Derideki epidermis, viicudu fiziksel ve kimyasal tehditlere ve
mikrobiyal kolonizasyona kars1 koruma saglar. Fiziksel bariyere ek olarak epidermal
bariyer mikrobiyal asir1 biiyiimeye karsi dogal bagisiklik sunmaktadir (2). Deride
bulunan komensal mikroorganizmalar, konakg¢i ile dengeyi koruyarak insan sagliginda
onemli bir rol oynar. Derinin yaralanmas1 durumunda, yarali dokuda bakteriler cogalir
ve enfeksiyona neden olabilir. Yara enfeksiyonlari iyilesmeyen yaralara sebep olarak
yasam kalitesini disiiriir ve saglik maliyetlerini artirir (3-5). Bu nedenle yara
enfeksiyonlarinda etkili tedavinin 6nemi artmaktadir. Giiniimiizde insanlarda siklikla
goriilen deri hastaliklari, kiiresel 6l¢ekte biiytik bir halk saglig1 sorunu olugturmaktadir
(6). Derinin bakteriyel enfeksiyonlar1 yaygindir (7, 8). Enfeksiyonun ciddiyeti, etken
organizmaya, hedef dokuya ve hastanin immiinolojik durumuna baghdir (9).
Bakteriler toprak, su, besin, bitkiler, hayvanlar ve insanlar olmak iizere her yerde
bulunmakta olup ¢evrenin korunmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Diinya genelindeki
bakterilerin yalnizca kii¢lik bir kismi1 temas, hava veya damlacik yoluyla, vektorler ve
tastyict araglar ile bulasarak enfeksiyona neden olmaktadir (10, 11). Bakteriyel deri
enfeksiyonlarmin ve hastaliklarin gelisiminde, patojen faktorler, konak¢i durumu,
cevresel ve toplumsal kosullar gibi ¢esitli faktorler rol oynamaktadir (12). S. aureus,
hem insan hem de hayvan derisinde ve mukozada bulunan burun delikleri, perine ve
derinin nemli bolgelerinde kommensal olarak bulunan gram pozitif bir bakteridir. S.
aureus, c¢esitli klinik enfeksiyonlara, o6zellikle bakteriyemi, enfektif endokardit,
osteoartikiiler, deri ve yumusak doku ve pulmoner enfeksiyonlara neden
olabilmektedir (13-17).

S. aureus, hem toplumda ve hastanede sik goriilen enfeksiyonlarin nedeni
olmakla birlikte diinyada antibiyotiklere karsi artan direng, S. aureus enfeksiyonlarinin
tedavisini zorlagtirmaktadir. Antimikrobiyal diren¢ genlerinin aktarimi, hayvanlar ve
insanlar arasinda oOzellikle onemlidir (14, 18). S. aureus enfeksiyonlarina karsi
penisilin ile tedavide bagarili sonuglar elde edilmis olmasina karsin (19), penisilinaz

enzimini sentezleyen izolatlarin ortaya ¢ikmasi sonucunda penisilin direnci goriilmeye



baslanmistir (20). Ozellikle metisiline direngli S. aureus (MRSA), metisilinin piyasaya
sunulmasindan bir y1l sonra ilk olarak 1960'l1 y1llarda hastaneye kaldirilan hastalardan
alinan klinik izolatlar arasinda gézlenmis ve 1990'h yillardan itibaren toplumda hizla
yayilmistir (21-23). insanda ve hayvanda goriilen MRSA enfeksiyonlari birbirlerini de
etkilemektedir. Evcil hayvanlar MRSA tasiyicis1 olmakta ve bu bakteriyi, sahiplerine
ve diger hayvanlara bulastirmaktadir. Benzer sekilde, MRSA'nin insandan hayvana da
gectigi bildirilmistir (24). MRSA'nin hastane ortamlarina maruz kalan hastalarda
cesitli enfeksiyonlarin en sik sebebi oldugu kabul edilmis olup bu hastane iligkili (HA-
MRSA) olarak tanimlanmigtir (25). Toplumla iliskili metisiline direngli S. aureus
(CA-MRSA) ise toplumda ¢esitli klinik bulgularla gelisen bir patojen olarak ortaya
cikmistir. S. aureus, deri ve yumusak doku enfeksiyonlarinin en sik goriilen sebebi
olmasina ragmen, invazif ve daha Oldiirlicii hastaliklara da sebep oldugu
gozlemlenmistir (26). CA-MRSA enfeksiyonuna bagli deri ve yumusak doku
enfeksiyonlarmin tedavisi insizyon ve drenaji, oral veya parenteral antibiyotik
tedavisini veya topikal tedaviyi igerir (27). Tiirkiye’de 2004-2019 yillar1 arasinda CA-
MRSA ve HA-MRSA orani1 ve antimikrobiyal direng profilleri degerlendirilmis olup
15 yillik stirecte CA-MRSA oranlarinda anlamli degisiklik gostermedigi goriilmiistiir
(28). Hastanede yatan hastalarda deri enfeksiyonunun ampirik tedavisine yonelik
ilaglar arasinda vankomisin, linezolid, daptomisin, telavansin veya klindamisin
bulunmaktadir. Ayakta tedavi goren hastalarda CA-MRSA deri enfeksiyonlarinin
ampirik ~ tedavisine  yoOnelik  secenekler  arasinda  oral  klindamisin,
trimetoprim/siilfametoksazol, bir tetrasiklin veya linezolid yer almaktadir (29). Deri
enfeksiyonlarinin tedavisinde oral yoldan kullanilan antibiyotikler klindamisin,
trimetoprim-siilfametoksazol, doksisiklin veya minoksilin; parenteral yoldan
vankomisin, linezolid, daptomisin uygulanmaktadir. Topikal olarak kullanilan
antibiyotikler arasinda ise fusidik asit, retapamulin ve mupirosin bulunmaktadir.
Topikal uygulamanin sistemik uygulamaya gore enfekte olan bolgede daha ytiksek ilag
konsantrasyonu, hasta uyuncunda artis ve sistemik uygulamada goriilen yan etkilerin
en aza indirilmesi gibi bircok istiinligii bulunmaktadir (15, 17, 27, 30-32).
Antimikrobiyal diren¢ (AMR) nedeniyle tedavinin etkinligi azalmaktadir. Giiniimiizde
AMR diinyanin her bolgesinde insan, hayvan ve ¢evre sagligini tehdit etmektedir (33).
2014 yilinda hazirlanan raporda, onlem alinmadigi takdirde AMR nedeniyle 2050



yilina kadar her y1l 10 milyon insanin 6lebilecegi ve ekonomide de biiyiik bir doniim
noktast olacagi belirtilmistir (34, 35). AMR ile miicadelede insanlar, hayvanlar ve
cevreyi bir arada g6z Onilinde bulunduran “Tek Saglik” yaklasimi 6n plana
cikmaktadir. Tek Saglik, yerel, bolgesel, ulusal ve kiiresel diizeylerde calisan, is
birlik¢i, ¢ok sektorlii ve disiplinler arast bir yaklasimdir ve insanlarin, hayvanlarin,
bitkilerin ve bunlarin paylastiklar1 ¢gevrenin birbiriyle baglantisini kabul ederek en iyi
saglik sonuclarina ulasmayr hedeflemektedir. Tek Saglik ¢ercevesinde, MRSA
enfeksiyonlar1 ile miicadelede beseri ve veteriner alanlarin birlikte ¢aligmasi onemli
ve gereklidir.

Bu tezde oOzellikle MRSA kaynakli deri enfeksiyonlarmin tedavisinde
antibiyotik direncine kars1 etkinligi artirilmis jel formiilasyon/lar1 gelistirilmesi
hedeflenmistir. Bu amagla etkin madde olarak hem beseri hem veteriner alanda yaygin
olarak kullanilan bir antibiyotik olan fusidik asit ve sodyum tuzu (sodyum fusidat) ve
son yillarda antibiyotik direncine kars1 alternatif olarak kullanilan faj endolizinlerine
ornek olarak rekombinant ftretilmis LysSA10 endolizini kullanilmistir. Deriye
uygulanabilecek etkinligi artirilmig bir formiilasyon enfeksiyonun erken tedavisinde
onemli olacaktir. Enfeksiyonun insanlar ve hayvanlar arasinda birbirine bulagsma
sonucu, tiirler arasi yayilmasi ve iyilesme siirecinin uzamast séz konusudur. Tek
Saglik kapsaminda, veteriner ve beseri disiplinler arasinda igbirligi kapsaminda her iki
canli grubuna da gilivenle uygulanabilecek bir formiilasyon gelistirilmesi
amaglanmistir.

- Bu amagla, tez kapsaminda antibiyotik olan fusidik asit veya sodyum
fusidat ve antibiyotige alternatif olarak sentezlenen endolizin se¢ilmis ve
kitosan  bazli  jel = formiilasyonlar1  gelistirilmistir. Ayrica
antibiyotik+endolizin kombinasyonu da incelenmistir. Gelistirilen
formiilasyonlar oncelikle in vitro olarak (adezyon, in vitro salim, hiicre
canlilif1, antimikrobiyal aktivite) incelendikten sonra ¢aligma sonucu gerek
uygulama kolaylig1 gerek etkinligi yoniiyle uygun bulunan formiilasyonlar
iizerinde subkiitan enjeksiyonla enfekte edilen BALB/c farelerde in vivo
caligmalar (bakteriyel yiik, histopatolojik inceleme, MPO aktivitesi tayini,

sitokin diizeyi tayini) yapilarak etkinlikleri degerlendirilmistir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Derinin Ozellikleri

Deri viicuda kimyasallar, mikroplar, termal hasar ve radyasyon gibi zararli dig
uyaranlardan korunma da dahil olmak iizere bircok koruyucu ve homeostatik
fonksiyon saglamaktadir. Deri sicaklik ve kan basincinin diizenlenmesine de 6nemli
ol¢iide katkida bulunmaktadir. Homeostazisin korunmasindaki kritik rolii nedeniyle
deri, viicuttaki diger organlardan farkli, benzersiz, ¢ok katmanli bir yapiya sahiptir
(36-38). Deri, en dis kisimdan baslayarak epidermis, dermis ve subkiitanéz doku

tabakalarindan olusmaktadir (39, 40) (Sekil 2.1.).
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Sekil 2.1. Derinin yapisi (41).

Stratum korneum epidermisin en dig tabakasi olup siirekli olarak dis ortama
maruz kalir ve birincil gegirgenlik bariyeri fonksiyonu saglamaktadir. Stratum
korneumun yapisi “tugla ve har¢” olarak tanimlanmaktadir (42). Epidermis neredeyse
tamamen keratinositlerden olusur ve cevresel tehditlere karsi ilk savunma hattini
olusturmaktadir. Uzun siire sadece fiziksel bariyer olarak diisliniilen keratinositler,
glinlimiizde bagisiklik sistemine katkida bulunan aktif hiicreler olarak kabul
edilmektedir (43). Keratinositlerdeki protein tabakasi, kolesterol, serbest yag asitleri

ve seramitlerden olusan hiicreler arasi lipit harci arasina yerlestirilen tugla gorevi



gormektedir. Stratum korneum segici gegirgen olup yalnizca lipofilik bilesiklerin alt
katmanlara gecisine izin vermektedir. Avug icleri ve ayak tabanlari gibi yiiksek
siirtinmenin olusacagi yiizeyler disinda, viicudun biiyiik boliimiinde stratum
korneumun kalinligt 10-15 pm araligindadir (37, 42, 44).

Stratum korneumun altinda yer alan canli epidermal tabaka ~100 pm
kalinliginda olup melanositler ve derinin immiin yanitinda antijen sunan hiicreler
olarak gdrev yapan Langerhans hiicreleri epidermiste bulunmaktadir. Epidermisin
altinda yer alan dermis yaklasik 1 mm kalinliginda ve deriyi besleyen zengin bir kilcal
pleksus icermektedir (45). Dermiste, agri, sicaklik ve basing i¢in sensdr sinirleri ve
zengin bir lenfatik ag1 bulunmaktadir. Dermis, diger yapisal lifler ve temel maddelerin
yant sira kolajen ve elastinin yogun ag yapisi araciligiyla deriye biiyiik yapisal destek
saglamaktadir. Sa¢ folikiilleri ve ekrin bezleri gibi deri uzantilar1 dermiste yapisal
destek arasinda bulunmaktadir. Dermisin altinda kan damarlarin1 ve adipositleri igeren
subkiitan doku bulunmaktadir. Subkiitan doku enerji i¢in lipitleri depolamaktir (39,
46). Saglikl1 insan derisinin pH's1 5,4-5,9 arasindadir. Insan derisi asidik bir pH’ya
sahiptir ve bu durum derinin potansiyel patojenlere kars1 koruyucu bir iglev gérdiiglinii
gostermektedir. Derinin pH’sinin 5,4-5,9 olmasi, mikroorganizmalarin deride
yasamasini zorlastirir. Ayrica, deri ile kan pH’st (pH 7,4) arasindaki fark,
mikroorganizmalar deri bariyerini asarsa, viicut i¢in ek bir savunma mekanizmasi
saglamaktadir. Bu durum, derinin hem fiziksel hem de kimyasal bir savunma gorevi

gordiigiinii gdstermektedir (47).
2.1.1. Deriden Gegis Yollar:

Deride, stratum korneumun mekanik bariyerleri ve interfolikiiler epidermiste
ve sa¢ folikiillerinde siki baglanti noktalar1 (tight junctions) bulunmaktadir (48).
Stratum korneumdan sonra gelen ikinci 6nemli koruma mekanizmasi siki baglanti
noktalaridir. Dermis ve epidermis arasinda yapisal proteinler ve karbonhidratlardan
olusan yogun bir ag olusturan bazal membran veya membranin altindaki kan damarlar1
gibi derinin diger kisimlar1 ilacin difiizyonunu ve sistemik dolagima geg¢isini
sinirlayabilmektedir (49).

Ilaglarin deriye topikal veya transdermal olarak uygulanmasi, etkin maddenin

deride ne kadar derine inmesi gerektigini belirlemektedir (40). Sistemik etki i¢in etkin



maddenin epidermisten gecip daha derinde olan dermise ulagsmasi gerekirken lokal etki
icin etkin maddenin stratum korneuma ge¢mesi yeterli olacaktir. Iki farkli etki icin
etkin maddenin farkli derinliklere ulasilmasi gerekmektedir (40).

Uygulama alani, temas siiresi, deri hidrasyon derecesi, kisinin yasi, cilt 6n
islemi, penetrantin fizikokimyasal 6zellikleri ve konsantrasyonu stratum korneumun
bariyer fonksiyonunun etkinligini etkileyebilecek parametrelerdir (50). Molekiillerin
cogunlugu stratum korneumu korneositler arasinda yer alan lipit matriksten gegen
hiicreler aras1 yol kiigiikk hidrofobik molekiillerin hiicreler arasindaki siki lipit
baglantilarindan uzun bir yolla niifuz etmesine izin vermektedir (50-52).

[lag molekiilleri, stratum korneumdan hiicre i¢i (interseliiler veya transseliiler),
hiicreler arasi (interseliiler veya paraseliiler) ve ter ve yag bezleriyle (folikiiler) olmak
iizere li¢ ana yolla taginabilir (Sekil 2.2.). Hiicre i¢i yolda, ila¢g molekiilii keratinden
olusan korneositlerin i¢inden geger, sulu bir ortamda yayilir ve hiicreler arasi lipit
alanlarina ulagir. Hiicreler arasi yolda ise, molekiil korneositler arasindaki lipit ¢ift
katmanlarindan gecer ve lipit alanlar1 i¢inde kivrimli bir yol izleyerek difiize olur (42,

53).
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Sekil 2.2. ilaglarmn deriden gegis yollar1.

Molekiillerin epidermisten gecisinde pasif diflizyon, kolaylastirilmis diflizyon
ve tastyici proteinler ve aktif transport olmak {izere {i¢ farkli ge¢is mekanizmasi
bulunmaktadir (54).

Pasif diflizyon, molekiillerin hiicre zarindan gegisinin en basit mekanizmast

olup molekiiller fosfolipit ¢ift tabakada ¢6ziiniir, bu tabakadan difiize olarak geger ve



zarin diger tarafindaki sulu ¢dzeltide ¢oziiniir (55). Bu asamada zar proteinleri yer
almaz ve tagima yonii, molekiiliin hiicre i¢i ve dis1 konsantrasyonlarina bagl olarak
belirlenmektedir. Molekiiller her zaman yiiksek konsantrasyondan diisiik
konsantrasyona dogru ge¢cmektedir. Kolaylastirilmis diflizyon, pasif diflizyon gibi,
molekiiller hiicre zarindaki konsantrasyon gradyanina gore hareket etmektedir. Ancak,
kolaylastirilmis difiizyon sirasinda molekiiller, fosfolipid ¢ift tabaka ¢oziinmez ve zar
proteinleri tarafindan tasinir. Bu proteinler, molekiillerin zarin hidrofobik i¢ kismiyla
dogrudan etkilesmeden gecisini saglar. Aktif transport, molekiilleri, konsantrasyon
gradyanina karsi, diisiik konsantrasyondan yiiksek konsantrasyona dogru tasir. Bu

asamada, ATP gibi bagka bir reaksiyondan saglanan enerji ile gergeklesir (56).
2.1.2. Yara lyilesmesi

Yara, dokunun anatomik ve hiicresel devamliliginin bozulmasidir ve bu
bozulma, aniden meydana gelebilecegi gibi cerrahi kesiler gibi bilingli olarak da
olusabilir (57, 58). Genellikle deri iilseri gibi yaralar kronik ve bigcak kesigi gibi
yaralar akut olarak smiflandirilirlar. Kronik yaralar, metabolik bozukluklardan
kaynaklanan yaralar olup bu yaralarin iyilesmesi, kisa siirede iyilesen akut yaralarin
aksine daha ¢ok zaman almaktadir. Travmatik yaralanmalar1 iceren c¢evresel
faktorlerden kaynaklanan yaralara akut yaralar denir. Bu yaralar, hiicrelerin ve
ekstraseliilar matriks iiretiminin ve degredasyonu arasinda bir dengeye sahiptir ve bu
nedenle diizenli bir sekilde iyilesmektedir (59).

Insan viicudunda normal bir biyolojik siire¢ olan yara iyilesmesi, dort evreden
olusmaktadir (60, 61);

- hemostaz evresi

- enflamasyon evresi

- proliferasyon evresi

- yeniden sekillendirme evresi
Bir yaranin bagarili bir sekilde iyilesmesi i¢in, dort evrenin (Sekil 2.3.) de dogru sirayla
ve yeterli zaman diliminde gergeklesmesi gerekmektedir. Bir¢ok faktdr bu siirecin bir

veya daha fazla asamasina etki edebilmektedir (60, 61).



1. Hemostaz 2. Enflamasyon

3. Proliferasyon 4. Yeniden Sekillendirme

Sekil 2.3. Yara iyilesme evreleri (62).

Hemostaz Evresi (Hemen)

Hemostaz, iyilesme siirecinin baslatict adimidir. Enflamasyon vazodilatasyona
ve artan vaskiiler gecirgenlige neden olmaktadir. Yaralanmadan hemen sonra ilk
olarak kanamay1 kontrol edilir ve yaralanan kan damari1 vazokonstriksiyon yapar ve
endotel ve yakindaki trombositler pihtilasma yalagini i¢sel kismini aktive etmektedir.
Olusan piht1 kollajen, trombositler, trombin ve fibronektinden olusur ve bu faktorler
enflamatuvar yaniti baslatan sitokinleri ve biiylime faktorlerini serbest kalmasini
saglar (63). Enflamatuvar yanit sirasinda, enflamatuvar mediyatorler, ozellikle
proinflamatuvar sitokinler, hemostatik sistem {izerindeki etkilerde merkezi bir rol
oynamaktadir. Enflamasyon kaynakli hemostatik sistemin aktivasyonunun ana

mediyatorler, proinflamatuvar sitokinler tiimér nekroz faktorii-alfa (TNF-a),



interlokin 1 (IL-1) ve interlokin 6'dir (IL-6). Enflamatuvar mediyatorler, endotel hiicre
disfonksiyonu, artmis trombosit aktivasyonu, doku faktorii aracili plazma pihtilasma
kaskadinin aktivasyonu, fizyolojik antikoagiilan yollarmin bozulmus fonksiyonu ve
baskilanmuis fibrinolitik aktivite dahil olmak iizere bir dizi mekanizmada hemostatik
sistemin bozulmasina neden olmaktadir (64). Miyeloperoksidaz (MPO) enzimi, hiicre
ve dokularin yaralanmasiin ilk belirtisi olarak nétrofillerden salgilanan hem iceren
bir proteindir. MPO konsantrasyonlarinin akut iyilesen yaralarin yara sivisinda, basi
iilseri dokularinda bulunanlara kiyasla onemli Olclide daha diisiik oldugunu
gdstermistir. lyilesme siirecinden dnce ve sonra MPO iceren yara sivismin yara
iyilesmesi ve mikrobiyal enfeksiyonlara karsi tedavi hakkinda 6nemli biyokimyasal
belirtectir. Yara iyilesmesinin ilerlemesinin izlenmesinde, MPO enziminin bir yaranin

genel durumu hakkinda giivenilir tanisal bilgi sagladig1 gosterilmistir (65, 66).
Enflamasyon Evresi (1-3. Giin)

Yara iyilesmesinin bu asamasinin temel amaci enfeksiyonu onlemektir. Ilk
yanit olan nétrofiller, hasardan bir saat sonra yaraya sizan ve ilk 48 saat boyunca
siirekli yiiksek seviyelerde yaraya go¢ eden oldukc¢a hareketli hiicrelerdir. Bu,
tamamlayici kaskad, interlokin aktivasyonu ve nétrofillerin kimyasal bir gradyandan
yaraya dogru gegmesine yol agan doniistiiriicii biiytime faktorii- (TGF-f) sinyali dahil
olmak ftizere c¢esitli kimyasal sinyal mekanizmalar1 araciligiyla saglanir; bu islem
kemotaksi olarak adlandirilir. Nétrofillerin dokiintiileri ve bakterileri yok etmek igin
{ic ana mekanizmas vardir. ilk olarak, mikroorganizmalar1 dogrudan yutabilir ve yok
edebilirler; bu islem fagositoz olarak adlandirilir. ikinci olarak, nétrofiller degraniile
olabilir ve cesitli toksik maddeler (laktoferrin, proteazlar, nétrofil elastaz ve katepsin)
salabilir ve bu da bakterileri ve 6lii konak dokularini yok eder (67). Bakteriler bu
diizenli yara iyilesme siirecinin bozulmasina neden olabilir ve iyilesme siire¢lerinin
her birini etkileyebilmektedir. Yara iyilesmesi iizerindeki enfeksiyonun degistirici
etkisi ve cerrahi bir yara enfekte oldugunda onarimin durdugunu bildirilmistir. Yara
iyilesme asamalarinda yer alan asamalarin her biri, dokudaki bakterilerin varligiyla
ozel olarak diizenlenmektedir. Diisiik bakteri seviyeleri, fibroplazi gibi baz1 siirecleri
vurgularken, daha yiliksek doku bakteri seviyeleri asamalar1 ciddi sekilde

engellemektedir (68).
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Proliferasyon evresi (3-14. giin)

Fibroblastlar ve endotel hiicreleri bu fazda g¢ogalan birincil hiicrelerdir.
Fibroblastlar ¢evredeki dokudan yara bolgesine go¢ eder. Endotel hiicreleri yaraya
yakin saglam veniillerden c¢ogalir ve anjiyogenez siireciyle yeni kilcal damarlar
olusturur. Bu iki hiicre tipinin ¢ogalmasi biiylime faktorleri ve sitokinler esas olarak
trombositlerden ve aktive edilmis makrofajlardan kaynaklanir ve fibrin pithtisinda
depolanir. Mezenkimal hiicrelerin kendileri otokrin bir sekilde biiyiime faktorleri ve
sitokinler salgilamay1 uyarabilir. Cevredeki dokudaki fibroblastlarin, replikatif
olmadiklart durgun durumlarindan aktive olmalar1 gerekir. PDGF ve EGF gibi
biliylime faktorlerinin ¢ogu, fibroblastlarin kemotaksisini ve ¢ogalmasini indiikler ve

ayrica replikasyonlarinin giiclii uyaricilaridir (69).
Yeniden Sekillendirme Evresi (1 Hafta — Birka¢ Hafta)

Yara iyilesmesinin son asamasi normal epitelin gelisimi ve yara dokusunun
olgunlagmasiyla sonug¢lanir. Bu asama, yaraya biriken kolajen ve diger proteinler daha
iyi organize hale geldik¢e sentez ve bozunma arasinda bir dengeyi igermektedir.
Sonunda, yaralanmamis dokuda goriilen yapiya benzer bir yapiy1 yeniden kazanilir

(67).
2.2. Antimikrobiyal Diren¢ (AMR) ve Tedavi Stratejileri

Diinya Saglik Teskilati (DST), antimikrobiyal direncin bakteriler, parazitler,
viriisler ve mantarlarin neden oldugu giderek artan enfeksiyonlarin etkili bir sekilde
onlenmesi ve tedavisini tehdit ettigini bildirmektedir (33). DST, AMR ’yi, bakterilerin,
viriislerin, mantarlarin ve parazitlerin zamanla degiserek ilaclara yanit vermemesi
durumu olarak tanimlamaktadir. Antibiyotikler, antiviral, antifungal ve antiparazitik
ilaclar dahil antimikrobiyallar insanlarin, hayvanlarin ve bitkilerin enfeksiyonlarini
onlemek ve tedavi etmek i¢in kullanilmaktadir. AMR, bakteriler, viriisler, mantarlar
ve parazitlerin zamanla degiserek ilaglara yanit vermemesi durumunda meydana
gelmektedir. AMR enfeksiyonlarin tedavisini zorlastirarak hastaliklarin yayilma,
siddetli hastaliklar ve 6liim riskini artirmaktadir. Sonug olarak, ilaglar etkisiz hale gelir

ve enfeksiyonlar viicutta devam eder, bu da bagskalarina yayilma riskini artirir.
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Antimikrobiyal diren¢ gelistiren mikroorganizmalar bazen "super bugs" olarak
adlandirilmaktadir (33).

Diinya Hayvan Saghgi Teskilat1 (DHST) "Tek Saghk" yaklasimini, insan,
hayvan ve bitki sagliginin birbirine bagimli ve bulunduklar1 ekosistemlerin sagligiyla
baglantili oldugunu ifade eden, bir yiizyil1 agkin bir siiredir bilinen bir kavram olarak
Ozetlemektedir (70). Gida ve Tarim Organizasyonu (FAO) ve Birlesmis Milletler
Cevre Programi, “Tek Saglik” yaklasimini insanlarin, hayvanlarin, bitkilerin ve
ekosistemlerin sagligini siirdiirtilebilir bir sekilde dengelemeyi ve optimize etmeyi
amaglayan entegre ve birlestirici bir yaklasim olarak tanimlamaktadir (71).

DST, AMR'yi kiiresel saglik i¢in en biiyiik 10 tehdit arasinda kabul etmektedir.
Son tahminlere gore, 2019'da, kiiresel olarak 1,27 milyon Sliimiin sebebi dogrudan
ilaca direncli enfeksiyonlardan kaynaklandig: diigiiniilmektedir. 2050 yilina kadar ise
yilda 10 milyona kadar 6lim meydana gelebilecegi 6n goriilmektedir. AMR’nin
kontrol altina alinamazsa, yillik olarak Gayri Safi Milli Hasila’dan 3,4 trilyon ABD
dolar eksiltebilir ve 6nlimiizdeki on y1lda 24 milyon daha fazla insan1 asir1 yoksulluga
itebilecegi diisiiniilmektedir (72).

Antimikrobiyal direncle miicadelede antimikrobiyal direncgli enzimleri hedef
alan stratejiler; antimikrobiyal direngli bakterileri hedef alan yontemler; ilag tasiyict
sistemler; fizikokimyasal yontemler gibi cesitli yaklasimlar bulunmaktadir (73).
Antibiyotik arastirmalarinin karsilastigi en biiyiik zorluklardan biri, antibiyotikleri
hiicre i¢ine iletme konusundaki hiicre gegirgenliginin zayif olmasidir. Antimikrobiyal
tastyici sistemlerinin gelistirilmesi, antibiyotigin hiicre i¢i alana girigini artirmak igin

antimikrobiyal direncle miicadelede umut verici bir yaklagimdir (74).
2.3. MRSA Kaynakh Deri Enfeksiyonu

Deri enfeksiyonu, genellikle bakteriler, virlisler, mantarlar veya parazitler
tarafindan deride meydana gelen enfeksiyonlardir (75). En yaygin bakteriyel deri
enfeksiyonu patojenleri S. aureus ve A grubu B-hemolitik streptokoklardir. Herpes
simpleks en yaygin viral deri hastaliklarindan biridir. Deri enfeksiyonlari, enfeksiyon
bolgesinde agri, sislik ve kizariklik, ates ve sistemik belirtiler, yara iyilesmesinin
gecikmesi, kronik enfeksiyonlar, sepsis veya apse olusumu gibi ciddi saglik sorunlari

ve sosyal izolasyon gibi psikolojik etkileri bulunmaktadir (76, 77). Derinin birincil
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bakteriyel enfeksiyonu epidermis, dermis veya subkiitan dokuyu igerebilirken,
yumusak doku enfeksiyonlar1 fasya veya kaslara daha derinlere uzanmaktadir.
Yiizeyel deri enfeksiyonlar1 esas olarak epidermis ve dermis ile sinirhdir, ancak
sekonder enflamasyon subkutisi icerebilir. Deri bakteriyel enfeksiyonu meydana
geldiginde, olusan lezyonun tiirii ve derinliginin taninmasi olast nedensel etkenin
belirlenmesinde yardimei1 olmaktadir (78).

Deri enfeksiyonlar1 her yas grubunu, cinsiyeti ve 1rki etkileyebilmektedir. Deri
enfeksiyonlar1 genellikle komplikasyonsuz olmasina ragmen sistemik hastaliga veya
yasami tehdit eden sistemik enfeksiyona yol acabilmektedir (79). S. aureus, Firmicutes
filumunun Gram pozitif, hareketsiz, koagiilaz pozitif kokoid bir bakterisidir (80). S.
aureus, hem apse hem de seliilit gibi piiriilan cilt ve yumusak doku enfeksiyonlarinin
en yaygin nedenidir (15). S. aureus 6ncelikle komensal fakat ayn1 zamanda fakiiltatif
bir patojendir (14). Penisilin kesfedildiginde S. aureus penisiline son derece duyarl
olup S. aureus enfeksiyonlar1 "mucize ilag" ile etkili bir sekilde tedavi edilmistir (81).
Bununla birlikte, birkag¢ yil i¢inde S. aureus, farkli S. aureus tirleri arasinda hizla
yayilan bir plazmid tarafindan kodlanan, penisilinaz ad1 verilen spesifik bir enzimin
iiretimi yoluyla penisilini yok etme yetenegini kazanmistir (82). Stafilokokal
penisilinazin yikici etkisine direnmek iizere 6zel olarak tasarlanmis modifiye bir
penisilin olan metisilin, 1959'da terapdtik amacgla kullanima sunulmus olup 2 yil
sonrasinda ilk MRSA vakasi bildirilmistir (21, 83). Enfeksiyonun tedavisi, direncli S.
aureus'un, Ozellikle metisiline diren¢li Staphylococcus aureus'un ve vankomisine
direngli S. aureus'un (VRSA) siirekli ortaya ¢ikmasi nedeniyle karmagik hale gelmistir
(84). Bu nedenle, artan antibiyotik direnciyle miicadele etmek i¢in yeni alternatiflerin
arastirilmasi biiylik 6nem tagimaktadir. Antimikrobiyal direng, kiiresel 6lgekte artarak
klinik ve toplum saghigi iizerinde ciddi etkiler yaratmaktadir. Bu direng ile
“Superbugs” gelismesi ve antibiyotiklerin ¢esitli ¢evresel alanlarda yayilmasi
nedeniyle kontrolii zorlastirmaktadir. Bu sorunu ¢6zmek i¢in uluslararasi, ulusal ve
yerel stratejiler onerilmistir. Onerilen baslica yaklasimlar arasinda antibiyotiklerin
rasyonel kullanimi, recetesiz antibiyotik satisin diizenlenmesi, el hijyeninin artirilmasi
ve enfeksiyon kontroliiniin iyilestirilmesi yer almaktadir. Ayrica, direng
mekanizmalarinin anlasilmasi1 ve yeni ilag ve asilarin gelistirilmesi gerektigi

distintiilmektedir (85).
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1961°den beri diinya ¢apinda hastane enfeksiyonlarina neden olan en yaygin
patojen olan MRSA, bir ¢ok iilkede zamanla goriilme siklig1 artmistir (86). MRSA,
penisilinler ve sefalosporinler tarafindan temsil edilen bir antibiyotik sinifi olan hemen
hemen tiim beta-laktam antibiyotiklere direnglidir (87). Metisilin direnci, S. aureus'ta,
kromozom tarafindan kodlanan bir protein olan penisilin baglayan bir proteinin
mutasyonu sonucu olusmustur. Bu tiir diren¢ mekanizmast S. aureus organizmalari
arasinda bakteriyofajlar araciligiyla aktarilmakta olup faj transdiiksiyonu yoluyla
kromozom aracili ilag direncinin 6rneklerinden birini olugturmaktadir (88). Onlarca
yildir metisiline direncli S. aureus , yiiksek riskli hastalarda enfeksiyonlara neden olan
coklu direngli hastane kaynakli patojenlerin 6rnegi olarak kabul edilmistir. Saglik
sistemindeki degisiklikler ve bu ¢ok yonlii mikroorganizmanin evrimi, MRSA'y1 hem
hastanede yatan hastalarda hem de boyle bir risk faktorii olmayan hastalarda toplum
kaynakli enfeksiyonlarin bir nedeni haline getirmistir (89). MRSA enfeksiyonunun
insidans1 ve prevalansi dramatik bir sekilde artmaktadir. Bildirilen MRSA enfeksiyonu
insidans1 %7 ile %60 arasinda degismektedir (88).

MRSA'nn sadece belirli risk faktorii tasiyan insanlarda degil tasimayan ¢ocuk
ve yetiskinlerde de enfeksiyonlara neden oldugu goriilmiistiir. Toplum kaynakli
MRSA enfeksiyonlar1 (herhangi bir hastane ve tibbi miidahale &ykiisii olmayan
insanlarda olan) genellikle deri ve yumusak dokular1 etkilemekle birlikte saglikli
bireylerde de yasami tehdit eden enfeksiyonlar gelisebilmektedir. Evcil hayvanlarda
MRSA'min goriilmesi, hayvan sagligi acisindan endise yaratmakta ve hayvanlarin
insanlara enfeksiyon bulastirma potansiyeli tasidig1 diisiniilmektedir (90). Yapilan
caligmalarda yiiksek MRSA kolonizasyonu ve ayni evde yasayan insanlar ile evcil
kopek ve kedilerde ayirt edilemeyen suslarin tespit edilmesi, tiirler arasi MRSA
bulaginin miimkiin oldugunu gdostermektedir (24). MRSA insandan hayvana ve
hayvandan insana bulasabilen bir bakteri olup, evcil hayvanlarin enfekte insanlardan
MRSA'y1 tastyabilmesi, bu durumun insanlara yeniden enfeksiyon riski olusturmasi

nedeniyle halk saglig1 agisindan 6nemli bir tehdit olusturmaktadir (91-93).
2.4. MRSA Kaynakh Deri Enfeksiyonu Tedavisi

Enfeksiyonlarin tedavisine yaklasim enfeksiyonun durumuna gore degismekte

olup basit apseler veya ¢ibanlar yalnizca insizyon ve drenajla tedavi edilebildigi gibi
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siddetli veya yaygin apselerde antibiyotiklerle tedavi Onerilmektedir (30, 94, 95).
Tedavide kullanilan antibiyotiklerden penisilin ve metisilin direncinin artmasi bazi
yeni antibiyotik siniflarinin (kinolonlar, 2. nesil oksazolidinon, peptidomimetik, 2-
piridon ve ene-amid sinifi antibiyotikler) gelistirilmesini saglamistir. MRSA hala ciddi
bir kiiresel tehdit olustursa da, doktorlarin artik MRSA enfeksiyonlarini tedavi etmek
icin daha ¢ok secenege sahiptir (96). MRSA'ya kars1 linezolid, daptomisin, seftarolin,
seftobibrole, tigesiklin, telavansin, oritavansin, tedizolid, dalbavansin gibi genis bir
antibiyotik yelpazesi mevcut olup, bu gelisme biiylik ilag sirketlerinin stirekli
yatirimlar1 sayesinde olmustur. Ancak, bu yeni ilaglara kars1 direngli MRSA suslari
bildirilmigtir (97-99). Antibiyotik direnci krizinin Oniine ge¢mek icin, yeni
antimikrobiyal hedeflerin kesfi ve bakteriyofajlar, QS inhibitdrleri ve antikorlar gibi
alternatif tedavi yontemlerinin arastirilmasi 6nem kazanmaktadir (100-103).
Antimikrobiyal diren¢ ile miicadelede c¢esitli formiilasyon stratejileri
gelistirilmistir (104). Bu stratejiler arasinda farkli antibiyotiklerin veya antimikrobiyal
maddelerin kombine kullanimi direng gelisimini azaltabilir ve tedavinin etkinligini
artirabilir (105, 106). Bir diger strateji hedefe yonelik tasiyici sistemlerin
gelistirilmesidir. Antibiyotiklerin hiicre i¢ine gegisini artirmak i¢in partikiiler veya
vezikiiler ilag tasiyict sistemler kullanilarak etkinlik artirilabilir  (107-109).
Nanoteknoloji bazli tasiyict sistemler, ilacin bozunmasini azaltarak, enfeksiyon
bolgelerinde birikimi artirir ve toksisiteyi azaltarak terapotik etkinligi iyilestirmek igin
giderek daha uygulanabilir segenekler olarak degerlendirilmektedir. Nanopartikiiller
yalnizca antibiyotikler ve antimikrobiyaller icin tasiyici olarak degil, ayn1 zamanda
bakterilerle aktif olarak savastiklari i¢in ¢oklu ilag¢ direnci olan bakterilere yonelik
etkili ~olmaktadir. Bununla birlikte, yiiklii nanopartikiiller, ylizeylerine
baglandiklarinda veya bir yapr i¢inde enkapsiile edildiklerinde ilaci enfeksiyon

bolgesine giivenli ve etkili bir sekilde tasima kapasitesine sahiptir (110).
2.4.1. Sistemik Tedavi

MRSA deri enfeksiyonlarinda agri ve enfeksiyonun ydnetimi icin siklikla
sistemik tedavilere ihtiya¢ duyulmaktadir. Sistemik tedavi sonucunda yan etkiler, ilag
etkilesimleri ve yarali bolgede diisiik lokal ila¢ konsantrasyonu gibi sorunlar ortaya

cikarmaktadir (111-113). MRSA kolonizasyonu, enfeksiyondan daha yaygin olup
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kolonize olmus {lserlerin tedavisi sistemik tedavi gerektirmektedir. Seliilit,
osteomyelit veya bakteriyemi tedavisinde sistemik tedavi tercih edilmektedir. Diyabet
hastalarinda bulunan ayak iilserlerinde tedavi kolonizasyonun hizla enfeksiyona
doniisebilmesi sebebiyle onemlidir (114). Enfekte kronik yaralarin tedavisinde
nekrotik dokunun temizlenmesi, antibiyotik uygulanmasi ve yaranin kapatilmasi
gereklidir. Sistemik antibiyotikler genis bir kullanimi olsa da bazi kronik yaralarda
rutin kullanimlar1 yeterli olmamaktadir (115).

AMR o6nemli bir saglik tehdidi olmakla birlikte 6zellikle hastane ve toplumla
iligkili MRSA (HA- MRSA ve CA-MRSA) suslari, yiiksek morbidite, mortalite ve
ekonomik maliyetlere neden olmaktadir. CA-MRSA'nin deri ve yumusak doku
enfeksiyonlarint tedavi etmek icin g¢esitli oral ve parenteral antibiyotikler
kullanilmaktadir (27, 96). Toplum kdkenli metisilin direngli Staphylococcus aureus,
impetigo, seliilit, folikiilit, karnbiil, yumusak doku apse, piyomyozitis, orbital seliilit
ve nekrotizan fasiit gibi ¢esitli cilt ve yumusak doku bulgularina sahiptir. CA-MRSA
enfeksiyonlar1 icin tedavi secenekleri; insizyon ve drenaj, oral antibiyotikler,
parenteral antibiyotikler ve topikal tedavilerdir (27). Oral olarak Klindamisin (113,
116, 117), Trimetoprim/siilfametoksazol (118, 119), Doksisiklin (120, 121),
Minosiklin (122-124), Linezolid (125-127), parenteral olarak Vankomisin (128),
Trimetoprim/siilfametoksazol (113), Klindamisin (129), Linezolid (125), Daptomisin
(130, 131), Kinupristin-Dalfopristin (132), Tigesiklin (133) kullanilmaktadir.

2.4.2. Topikal Tedavi

Topikal ilag tasiyici sistemler, dogrudan etki bolgesine uygulama yapilarak
hedefe yonelik tedavi imkani saglamaktadir (134, 135). Bununla birlikte hedef bolgeye
uygulandigi icin saglikli dokularin ilagla temasini azaltir ve istenmeyen yan etkileri en
aza indirir. Topikal uygulanan sistemler lokal etki gdsterir ve sistemik yan etkileri
azaltir. Ayrica hastaya kullanim kolaylig1 saglar ve kontrollii ilag salim1 saglanir. Deri
hastaliklarinda ~ tercih edilir ve hasta uyuncunu artirir. Deri enfeksiyonlarinin
tedavisinde, tedavi protokolii lezyonun tipi (akut, subakut veya kronik) (136),
lezyonun bulundugu bolgedeki derinin kalinlig1 ve hastanin yasi (137) gibi faktorlere
gore belirlenmektedir (9). Insanlarda ve hayvanlarda deri enfeksiyonlarmin topikal

tedavisinde sampuan (138-140), kopiikler (141), cozeltiler (142), siispansiyonlar
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(142), losyonlar (143, 144), jeller (145), kremler (146, 147) ve merhemler (148) gibi
dozaj sekilleri kullanilmaktadir.

MRSA iligkili deri enfeksiyonlariin topikal tedavi stratejileri arasinda yaygin
olarak kullanilan antibiyotik olan fusidik asit bulunmaktadir (149, 150). Fusidik asit
iceren krem ve merhem MRSA iliskili enfeksiyonlarin topikal tedavisinde siklikla
kullanilmaktadir (151-153). MRSA iliskili deri enfeksiyonlarinin topikal tedavi
stratejileri arasinda kullanilan bir diger antibiyotik olan mupirosin in vitro ve in vivo
olarak MRSA enfeksiyonlarinin tedavisinde olduke¢a etkili oldugu kanitlanmis ve
MRSA yanik yarasi enfeksiyonunda mupirosin merhemiyle prospektif bir klinik
caligma yiiriitiilmiistiir (154-156). Mupirosin igeren merhem hem insanda hem de evcil
hayvanlarda MRSA iliskili deri enfeksiyonlar tedavisinde kullanilmakta olup krem
formiilasyonu da incelenmistir (154, 157, 158). Retapamulin, S. aureus'a (sadece
metisiline duyarli izolatlar) veya S. pyogenes’e bagli primer impetigo tedavisi igin
ABD Gida ve ilag Idaresi (159) tarafindan onaylanmis topikal kullanimi olan bir baska
antibiyotiktir (160). Topikal retapamulin, metisiline duyarli S. aureus (MSSA)
kaynakli impetigo i¢in %85'ten fazla etkilidir ve stafilokokal folikiilit tedavisinde de
kullanilabilmekteedir (161). Impetigo tedavisinde %1 konsantrasyonda merhem
olarak kullanilmakta olup retapamulin in vitro olarak MRSA'ya kars1 etkili olmasina
ragmen, MRSA kaynakli impetigo i¢cin sadece %64 etkinlige sahiptir. Bu nedenle,
retapamulin MRSA kaynakli impetigo tedavisi i¢in FDA tarafindan onaylanmamistir
(162).

Tez kapsaminda MRSA kaynakli deri enfeksiyonlarinin topikal yolla
tedavisinde kullanilabilecek, hem etkinligi artirilmis hem de AMR’ye kars1 alternatif
olacak bir formiilasyona ulagsmak hedeflenmistir. Bu sayede, mevcut deri
enfeksiyonunun ilerleyerek sistemik boyutta daha ciddi sorunlara neden olmasinin
ontine gecilecektir. Gelistirilecek olan formiilasyon ile, insan ve hayvan arasinda
enfeksiyonun gecisini en aza indirmek bu sayede tasiyiciligi ve tekrar bulagmay1
engellemek amaglanmistir. Bu dogrultuda hem insan hem de hayvan saglig: ve saglik

ekonomisine katkida bulunmasi i¢in alternatif olacaktir.
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2.5. Deri Enfeksiyonlarinin Tedavisinde Uygulanan Topikal Dozaj
Sekilleri

Deri enfeksiyonlarinda sistemik antimikrobiyal tedavi etkili olsa da, bu
yaklasim baz1 yan etkiler ve maliyet artiglar1 yaratabilmektedir. Antibiyotik direncinin
artigina bagli olarak sistemik antibiyotiklerin kullanimin1 zorlastirmis ve bu nedenle
topikal tedavi secenekleri onem kazanmistir (163). Deri enfeksiyonlarinin topikal
tedavisinde tozlar (164, 165), kremler (154, 166), merhemler (148, 156), jeller (167,
168), patlar (169), kopikler (170, 171), spreyler (172), ¢ozeltiler (173), losyonlar
(174) ve sampuanlar (175) gibi ¢esitli formlarla uygulanabilmektedir. Topikal tedavi
icin gelistirilen formiilasyon tasiyicinin yiizeyle (deri/mukoza) etkilesimi ilacin
etkinligini degistirebildigi icin Onemlidir. Formiilasyon ile antibiyotigin hedef
bolgeye iletilmesi, dozaj biitiinliigliniin ve etkinlik siiresinin korunmasi saglanmalidir
(163).

Yapilan calismalar jellerin deri ile ilgili hastaliklarin tedavisinde kullanimi igin
giivenli ve en etkili tedavi secenegi oldugunu ve diger geleneksel dozaj sekilleri ile
iliskili yan etkileri azaltmak icin lokal etki amaciyla kullanildigin1 géstermektedir.
Topikal ilag tastyici olarak en yaygin kullanilan yar1 kati preparatlar jeller, kremler ve
merhemlerdir (176). Jelleri olusturan temel jel agi, bir jellestirici madde ile ilag
molekiillerinin bir ¢oziicii igerisindeki kombinasyonundan olusmaktadir (177).
(oziicliniin dogasindan kaynaklanan jeller organojeller ve hidrojeller olmak tizere iki
cesittir (177). Hidrojel yap iskeleleri, dogal hiicresel ortami taklit eden {i¢ boyutlu
yapilarda hiicresel yapisma ve hiicresel yeniden modelleme i¢in uygun bir ortam
saglamak iizere yar1 sentetik veya sentetik hiicre dis1 matris gorevi goriir. Ek olarak
hidrojeller, kii¢iik molekiillii ilaglar1 ve/veya proteinleri, biiyiime faktorlerini ve hiicre
biiytimesi ve farklilasmasi i¢in gerekli diger bilesenleri tasima kapasitesine sahiptir.
[lag tasmmasi baglaminda hidrojeller, ilaclar1 lokalize etmek, etki alanindaki ilag
konsantrasyonunu arttirmak ve sonug olarak hedeflenen bolge disinda yan etkileri
azaltmak icin kullanilabilir (178).

Topikal jellerin baslica iistiinliiklerinden biri, oral ila¢ taginimda karsilasilan
onemli bir kisitlama olan ilk gegis etkisinden kagmmma yetenegidir. Bu, topikal
tedavilerde etkinligi artirarak, ilaglarin dogrudan hedef bolgeye ulagsmasini saglar ve

sistemik yan etkileri azaltir (179). Jeller, kolay kullanilabilme ve uygulanabilme
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ozellikleriyle hasta uyuncunu artirmaktadir (180). Jellerin yag i¢cermeyen ve suyla
kolayca temizlenebilen yapisindan dolayr merhem ve kremlerle karsilastirildiginda
hastalar tarafindan daha cok tercih edilmekte olup hastalarin tedaviye uyuncu
artirmaktadir (181). Uygulama sonrasinda advers reaksiyon gelismesine bagli olarak
jellerin uygulandig1 bolgeden kolayca uzaklastirilabilmesi, jelleri sistemik ilaglara
gore daha giivenli bir alternatif haline getirmektedir (182). Jeller, biyolojik yar1 dmrii
kisa (6r. Tacrolimus) ve dar terapotik aralikli ilaclart hedef dokulara etkili bir sekilde
ulagtirabilmektedir (183). Jellerin kontrollii salim 6zellikleri, ilag konsantrasyonunun
terapotik aralikta kalmasini saglarken, ila¢ miktarindaki dalgalanmalarin 6nlenmesini
saglamaktadir (184). Bununla birlikte, jellerin bazi sinirlamalari bulunmaktadir.
Gegirgenligi diisiik olan ilaclarin dermal yolla etkili bir sekilde iletilmesi zor olmakla
birlikte ilaclarin derideki gecisini artirmak amaciyla permeasyon arttiricilar
kullanilmaktadir (185, 186). Jellerin uygulama bolgesinde lokal deri iritasyonuna
sebep olabilmektedir (187). Bununla birlikte, biiylik molekiil agirligina sahip ilaglar,
deriden geciste zorluklarla karsilasabilmektedir. Bu durum, ilaglarin dermal
penetrasyonunu sinirlayarak, terapotik etkinligi olumsuz etkilemektedir. Dolayisiyla,
biiyiik molekiil agirligina sahip ilaglarin deri yoluyla etkili bir sekilde iletilmesi igin

nanoteknoloji gibi formiilasyon stratejileri kullanilmaktadir (188, 189).
2.6. Fusidik Asit ve Sodyum Fusidat

Fusidik asit, fusidanlar ad1 verilen kendi grubuna ait bir antibiyotiktir (190).
Fusidik asit, hafif ila orta siddette impetigo, folikiilit, eritrazma, furunkiiloz, apseler
ve enfekte travmatik yaralar gibi deri ve yumusak doku enfeksiyonlarinda ve
hidradenitis suppurativa, kronik bacak iilserleri, yaniklar ve basi yaralari gibi
enfeksiyonlarin  tedavisinde  kullanilmaktadir  (151). Fusidik asit, deri
enfeksiyonlarinda etkili bir antibakteriyel ajan olarak bakterilere kars1 etki gosterir.
Fusidik asit, bakterilerin ribozomlarma baglanarak, bakteri proteinlerinin iiretimini
durdurur ve boylece bakteriyel biiylime ve ¢ogalmay1 engellemektedir (191).

Fusidik asit, steroid benzeri bir yapiya sahip olup steroid aktivitesi
gostermemektedir. Bu molekiil baz1 o6zellikleri steroidlerle benzerlik gostermekte
ancak bir steroid degildir. Molekiiler olarak fusidik asit, C30 yapisal iskelete sahip bir
triterpen, bir fitokimyasal izoprenoid olarak tanimlanmaktadir (Sekil 2.4.) (190).
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Fusidik asitin steroid benzeri yapist deriden emilimini artirir ve fusidik asidin topikal
uygulamasinin sistemik uygulamaya gore uygulanan bdlgede cok daha yiiksek
konsantrasyonda olacagini ve epidermis veya dermisin daha derin tabakalarinda bile
fusidik asidin antimikrobiyal konsantrasyonlara ulasabilmektedir (192, 193). Baslica
etkisi ¢oklu direncli suslar dahil olmak iizere stafilokoklara karsidir (194). Fusidik asit,
yiiksek konsantrasyonlarda bakterisidal ozelliklere sahip, bakteriyostatik bir
antibiyotiktir. Etki sekli bakteriyel protein sentezini inhibe etmektir. Yiizey
proteinlerinde sonradan meydana gelen azalmalar, stafilokoklar gibi organizmalari

fagositoza kars1 daha duyarl hale getirir (195).

a) b)

HO' :
H
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Sekil 2.4. Fusidik asit (a) ve sodyum fusidatin (b) kimyasal yapisi.

Fusidik asit oral (tablet ve siispansiyon), topikal (krem, merhem ve jel) ve
intravendz yollardan uygulanmaktadir (194). Fusidik asit uzun yillardan beri
dermatolojide kullanilmak {izere tablet, siispansiyon, merhem ve krem olarak
mevcuttur (192). Fusidik asit, Log P degeri 4.42, pKa's1 5.7 olan zayif bir asittir.
Cogunlukla plazmada ve dokuda 7,4 fizyolojik pH'da iyonize olur. Fusidik asidin
kendisi suda az ¢oziiniir. Buna karsilik sodyum tuzu olan Sodyum fusidat suda kolayca
¢oziiniir ve pKa’s1 5.35°tir (194, 196-198). 11k klinik ¢alismalarin ¢ogu, birgok iilkede
uzun yillardir pazarlanan sodyum fusidat iceren kapsiillerle gergeklestirilmistir (194,
199). Sodyum fusidatin suda yiiksek ¢oziiniirliigli nedeniyle oral yolla ve intravendz
inflizyon olarak giinlik 1500 mg ve merhem formunda topikal olarak klinikte
uygulanmaktadir (196). Buna karsin fusidik asitin suda ¢oziintirliigiinii diisitk olmasi

ve steroid yapisi nedeniyle klinikte krem olarak topikal uygulanmaktadir.
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Fusidik asit, stafilokoklara karsi etkili olup metisiline duyarli S. aureus
(MSSA) ve MRSA kaynakli enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilmaktadir (200).
Fusidik asitin toplum ve hastane kdkenli MRSA ve linezolid direngli suslara karsi
giiclii bir aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir (201). MRSA, beta-laktam
antibiyotiklere (6rnegin metisilin) direngli bir bakteri tiiriidiir, ancak ¢cogu MRSA susu
fusidik asite kars1 hala duyarhidir. Bu da fusidik asitin MRSA tedavisinde etkili bir

secenek olmasini saglamaktadir (202).
2.7. Endolizin (LysSA10)

Bakteriyofajlar veya fajlar, bakteri hiicrelerini enfekte ederek bakteri
metabolizmasini bozan ve bakterinin lizise ugramasina neden olan bakteri viriisleridir
(203, 204). Faj tedavisi sonrasinda spesifik faja karsi direng kazanan bakteri suslari
gelismesine ragmen endolizin tedavisi sonrasi faja gore daha iyi litik aktivite
gosterdigi ve endolizine kars1 direng gelismedigi bildirilmistir (205). Endolizinlerin
hedef molekiiliin kimyasal yapisina bagl olarak genis konake1 spesifitesinin olmasi ve
diren¢ gelisimi olmamasi sebebiyle fajlara gore {istlinliik gdstermektedir (206).
Endolizinler, bakteriyofajlar tarafindan replikasyon dongiilerinin sonunda bakteriyel
konakg¢inin peptidoglikanini hiicre duvari igeriden parcalayarak hidrolize edebilen ve
lizise ve bakteriyel hiicre 6liimiine neden olabilen litik enzimlerdir (207-209). Gram
pozitif bakterilere ait hiicre duvarinda dis zarin olmamasi nedeniyle endolizinler
peptidoglikana eriserek bu organizmalar1 yok edebilmektedir. Bu 6zellikleri sayesinde
artan ilag direncine kars1 antibiyotiklere alternatif etkili antimikrobiyal ajanlar haline
gelmigtir (210). Endolizinler (a) asetilmuramidazlar, (b) transglikozilazlar, (c)
glukozaminidazlar, (d) amidazlar ve (e) endopeptidazlar olmak tizere litik aktivitesine
gore farkli tiplere ayrilmaktadir (205). Endolizinler, kisa bir baglayic1 bolge ile
baglanan bir N-terminal enzimatik olarak aktif alan ve bir C-terminal hiicre duvari
baglayici alandan olusur. Endolizinler etkilerini, bakteri hiicre duvarinin peptidoglikan
tabakasina baglanarak ve memeli hiicrelerinde bulunmayan yapilar olan N-
asetilmuramik asit (NAM) ve N-asetilglukozamin (NAG) alt birimleri arasindaki
glikozidik bagi kesmek icin N-asetilmuraminidaz aktivitesi dahil olmak tizere 6zel

mekanizmalar ile keserek gostermektedir (211).
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Endolizinlerin konvansiyonel genis spektrumlu antibiyotiklere gore en biiyiik
istiinliigii yiiksek ozgiilliikkleridir (212). Endolizinler, spesifik bakterisidal aktivite
gosterir ve yararli mikrobiyotay1 oldiirmezler. Molekiiler miihendislik yoluyla, bir
endolizinin litik spektrumu degistirilebilir (213). Bununla birlikte endolizinlerin hizl
bakteri hiicresi lizisi, diisiik diren¢ riski, farkli antibakteriyel maddelerle sinerjik
aktivite ve biyofilmlerde ve mukozal yiizeylerde etkili olma yetenegi gibi diger
avantajlar1 da bulunmaktadir. Bu 6zellikler nedeniyle, endolizinler ilaca direncli
patojenleri yok etmede alternatif olarak kullanilmaktadir (214-216).

Endolizinlerin tedavide potansiyellerini artirmak amaciyla enkapsiilasyon
stratejisi kullanilmaktadir (217-221). Ancak, bakteriyofajlarin enkapsiilasyonunun
aksine, endolizinlerin tasiyici sistemleri heniliz baslangic asamasindadir.
Endolizinlerin protein yapili olmasi ve enzimatik aktivitelerinin hassas olmasi
nedeniyle bakteriyofaj tasiyici stratejilerinden daha zorludur. Organik ¢oziiciiler ve
zorlu enkapsiilasyon kosullari, endolizinlerin yapisini ve etkisini etkileyebilmektedir
(222).

Bakteriyofaj ve endolizin tasiyici sistemlerin ideal bakteriyofaj veya endolizin
konsantrasyonu, farmakokinetikleri ve immiinomodiilator 6zellikleri nedeniyle klinik
uygulamalarda ¢esitli zorluklarla karsilasmaktadir (223). Hazirlanan formiilasyonlarin
sterilizasyonu, bu tasiyict sistemlerinin 6l¢eklenmesinde biiytlik bir zorluktur, ¢linkii
sicakliga duyarli endolizinler yiiksek sicaklik sterilizasyonuna dayanamazlar (224).
Formiilasyonlarin tasarimi i¢in steril kosullarin kullanilmast veya UV tedavisi bir
baska potansiyel alternatif olsa da, maliyeti ve biiyiik 6l¢ekli iiretim ortamlarindaki
lojistik zorluklar1 artirmaktadir (222, 224-226). Endolizinlerin iiretim, depolama ve
uygulama sirasinda stabilitesi, antibakteriyel ajan olarak potansiyel kullanimlar1 igin
cok onemlidir (227). Teknolojik sinirlamalarin yani sira, diizenleyici ve hukuki
cergeve de bakteriyofaj ve endolizin tasiyict sistemlerin klinik ilerlemesinde bir diger
biiyiik engel olusturmaktadir. Bakteriyofajlar ve endolizinler i¢in diizenleyici ve
hukuki ¢ergeve, daha cok yerel ve ulusal sinirlarda kalmakta olup, kiiresel anlamda
heniiz standartlastirilmamistir (224).

Tez ¢alismasinda kullanilan LysSA10 endolizini, Kili¢ ve ekibi tarafindan
temin edilmistir. LysSA10’un pH, sicaklik ve iki degerlikli metal iyonlarinin

etkilerinin stabilitesini ve antibakteriyel aktivitesini etkiledigi bildirilmistir. pH 8.0’de
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ve 35 —50°C arasindaki sicakliklarda yiiksek antibakteriyel aktivite (%80<) sergiledigi
gosterilmistir (228). LysSA10 endolizini elde edilirken, filtrelenmis protein lizatlari,
Nikel-Nitrilotriasetik Asit (Ni-NTA) afinite kromatografisi sistemi kullanilarak
saflagtirma icin kullanilmistir. Kisaca, Ni-Baglayici tampon, Ni-NTA yer¢ekimi
kolonuna eklenmis ve yercekimiyle siiziilmeye birakilmistir. Daha sonra
berraklastirilmis slipernatant protein lizati, Ni-yikama tamponuyla karistirilmig ve
kolondan gegirilmigtir. Bundan sonra, kolon, baglanmamis proteini kolondan
uzaklagtirmak i¢in Ni-yikama tamponuyla yikanmistir. Bu asamada, analiz igin
kolondan gecen akis toplanmustir. Yikamanin ardindan, nikel kolonda bagli proteini
eliie etmek icin kolona eliisyon tamponu eklenerek son olarak eliie edilmis protein
fraksiyonlari, ham lizat ve akis analiz i¢in %12 (agirlik/hacim) SDS-PAGE jellerinde
protein ile birlikte ¢alistirilarak endolizinler elde edilmistir (228).

2.8. Kitosan

Kitosan, dogada yaygin olarak bulunan, kabuklu hayvanlarin ve boceklerin dis
iskeletlerinin yani sira bazi bakteri ve mantarlarin hiicre duvarlarinin temel bileseni
olan glikoz bazli bir polisakkarit olan kitinin alkalin deasetilasyonundan elde edilen,
kismen deasetillenmis bir polimerdir (229). Kitosan, biyouyumlu, biyobozunabilir,
biyoadezif, biyoaktif ozellikleri ve katyonik dogasi gibi umut verici 6zellikleri
nedeniyle genis bir uygulama alania sahip biyopolimerler arasinda yer almaktadir
(229, 230). Kitosan, deasetilasyon derecesine (DD) bagli olarak rastgele yerlestirilmis
N-asetilglikozam gruplari iceren poli[3-(1—.4)-2-amino-2-deoksi-D-
glukopiranoz]'dan olusan dogrusal bir kopolimerdir (Sekil 2.5.) (230).
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Sekil 2.5. Kitin ve kitosanin yapisi.

Kitosanin en énemli kimyasal 6zelliklerinden biri deasetilasyon derecesidir.
Ayrica deasetilasyon derecesi serbest amino gruplarinin sayisini ifade eder ve bdylece
kitin ile kitosan arasindaki farki ortaya koyar. Deasetilasyon iglemi, kitinin molekiiler
zincirinden asetil gruplarin ¢ikarilmasini ve tam bir amino grubunun (-NH2)
birakilmasini icerir (230). Deasetilasyon derecesi en az %75 olan kitin, kitosan olarak
bilinmektedir. Asetillenmis ve deasetillenmis glukozamin kalintilarinin orant,
hidrofilik ve hidrofobik etkilesimler arasindaki dengede 6nemli bir rol oynar (231).

Kitosanin amino grubunun pKa degeri yaklasik 6,5 olup pozitif yiiklidiir. pH
ve deasetilasyon derecesine bagl olarak zayif asidik ¢ozeltilerde ¢6ziiniir
Kitosanin mukoadezif 6zelligi, kitosandaki pozitif yiikli kitosan amino gruplari ile
mukustaki negatif yliklii sialik asit kalintilar1 arasindaki iyonik etkilesim araciligiyla
saglanir. Mukoadezif 6zelligi nedeniyle kitosan, ilacin uygulama yerinde tutulma
stiresini uzatir, boylece alimini/absorbsiyonunu artirir. Kitosanin ayrica bilesiklerin
cesitli mukozalara niifuzunu arttirdigi da gosterilmistir (230).

Kitosan, farkli ila¢ gruplarinin oral, mukozal (bukkal, dil alti1 vajinal, nazal,
rektal), dermal, pulmoner ve parenteral gibi farkli uygulama yollariyla uygulanmasi
icin film, jel, siinger, lif, mikro ve nanopartikiiller vb. gibi ¢esitli dozaj sekillerinin
gelistirilmesinde kullanilmaktadir (230).

Kitosanin katyonik yapisi, asidik kosullarda nano/mikropartikiiller,
emiilsiyonlar, lifler, hidrojeller, filmler ve membranlar dahil olmak tizere birgok dozaj

seklinin olusturulmasinda kullanilmaktadir (232). Nanopartikiiller daha etkili bir yara



24

iyilesmesi icin deri boyunca ve yara bolgesinde daha iyi penetrasyon saglayarak ve
nanopartikiilleri pozitif yiikii sebebiyle agregasyon nelenerek stabil kalabilmektedir.
Bununla birlikte kitosan bazli nanopartikiillerin ylizeyindeki giiclii pozitif yiikler,
hiicre ylizeyleri, mukozal ylizeyler ve bakteri hiicreleri gibi birgok negatif yiiklii
bilesenle daha kolay etkilesime girmelerini de saglamaktadir (233, 234). Kitosan bazl
nanopartikiiller kendisinin yara iyilesmesi ilizerinde etkisi olmasi sebebiyle tek basina
veya terapotik bilesikleri hedef bolgeye (yaraya) iletmek igin tastyici olarak
kullanilmaktadir (235). Kitosan bazli nanopartikiillerin yiizey alaninin fazla olmasi
sayesinde yara iyilesme mekanizmasini aktiflestirmek i¢in daha fazla ylizey etkilesimi
saglamaktadir. Bu 6zellik, aktif yara iyilestirme bilesenlerinin yara bolgesine daha
homojen bir sekilde dagitilmasini saglamaktadir (235). Bununla birlikte, kitosan bazli
nanopartikiiller ile taginan etkin maddeler, deriye penetrasyonunu artirilir ve deride
birikim gergeklesir. Bu durum kitosan bazli etkin madde yiiklii nanopartikiillerin
dermal uygulamada bir {stlinliik saglamaktadir (236). Kitosan bazli hidrojellerin,
farkl1 yara iyilesme asamalarinda yara iyilesmesini tesvik ettigi ve ayrica yara
iyilesmesine karst faktorleri (asir1 enflamatuvar ve kronik yara enfeksiyonu gibi)
hafifletebildigi gosterilmistir (230). Kitosanin hem beseri hem de veteriner alanda
uygulamalarinda yara iyilestirici ve antimikrobiyal ajan, bandaj materyali, hemostatik
ajan ve ilag tasiyici olarak kullanimi bulunmaktadir (178, 229).

Kitosan bazli siingerler, gézenekli yapisi, biyouyumlulugu ve sivi emme
ozellikleri sayesinde hemostaz i¢in uygun bir biyomalzeme olarak kullanilmaktadir.
Bu kompozit siingerler, kandaki suyu emerek kan viskozitesini artirabilirken, toksik
olmamalar1 ve biyobozunur olmalar1 gibi avantajlar sunmaktadir. Antibakteriyel
ozellikleri sayesinde yaralarda kan pihtilasmasini destekleyerek gozenekli yapilari
sayesinde hemostatik malzemeler olarak yaygin olarak kullanilirlar. Kitosan
stingerlerine ila¢ yiliklendigi zaman yara iyilesmesini destekleyen etkili yara ortiileri
olarak da islev gormektedirler (237, 238).

Kitosan bazli filmler, iyi gecirgen 6zelligi, genis yiizey alan1 ve antibakteriyel
ozellikleri sayesinde deri ve yara pansumanlari i¢in bir alternatif olarak
degerlendirilmektedir. Gama 1s1nina maruz birakildiklarinda, yiizey hidrofobisitesi,
gecirgenligi ve hassasiyeti, onemli degisiklikler olmadan artirilabilmektedir. Insan

epidermal biiylime faktorleri igeren kitosan filmleri, enzimatik hidroliz ve endositoza
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kars1 koruma saglarken, farelerde yara iyilesme oranini 6nemli 6l¢iide hizlandirdig:
bildirilmistir. Bu antibakteriyel ve rejeneratif 6zellikler, kitosan1 yara ortiisti olarak
kullanilmasini uygun hale getirmektedir (239).

Kitosan, Gram-pozitif ve Gram-negatif bakteri tiirlerini igeren genis bir
antibakteriyel spektruma sahiptir (240-244). Kitosanin Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Bacillus cereus, Bacillus megaterium, Lysteria
monocytogenes, Lactobacillus brevis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Pseudomonas  fluorescens, Salmonella typhimurium'a karst etkili oldugu
kanitlanmistir (231). Kitosanin antibakteriyel o6zellikleri yapisi, fizikokimyasal
ozellikleri ve ¢evre kosullari ile iligkilidir (245).

Gram-pozitif ve gram-negatif bakteriler hiicre duvari yapilarinda 6nemli
farkliliklar gosterirler; gram-pozitif bakteriler daha kalin peptidoglikanlara sahiptir ve
gram-negatif bakteriler lipopolisakkarit (LPS) a¢isindan zengindir. Bu tiir bakterilerin
hiicre ylizeyi yapisindaki farkliliklar da kitosana karsi belirgin duyarliliklara yol
acmaktadir. Ornegin gram negatif bakteriler, gram pozitif bakterilerden daha negatif
bir yiik sunar ¢linkii LPS siklikla fosforile edilmis gruplara baglanir. Daha negatif
yuklii hiicre ylizeyleri, ¢evresel pH 6.5'in altinda oldugunda katyonik kitosanin
fosfolipidlere baglanmasina izin verir. Gram-negatif bakterilerin kitosana gram-pozitif
bakterilerden daha duyarli olabilecegi ileri siiriilmiistiir, ancak bazi ¢aligmalar gram-
pozitif bakterilerin kitosan'a daha duyarli oldugunu gostermistir (245).

Gram-pozitif bakterilerdeki teikoik asitler de yapilarinda fosfat gruplarinin
bulunmasi nedeniyle negatif yiikliidiir. Bununla birlikte, S. aureus'ta teikoik asit
biyosentez yolunun silinmesi, kitosana kars1 direncin artmasina neden olmustur; bu da
kitosanin etki seklinin basit elektrostatik etkilesimlerden daha karmasik oldugunu
gostermektedir (246, 247). Ayrica gram-negatif bakterilerin aksine gram-pozitif
bakterilerin kalin bir hiicre duvar1 vardir ve bu da kitosanin dogrudan hiicre zarina
baglanmasini engelleyebilir. Ancak bazi kitosan oligomerleri (<5 kDa) hiicre duvarina
niifuz eder ve DNA/RNA veya protein sentezini etkiler. Kitosanin (<50 kDa) hiicre
duvarindan gecebildigini ve DNA transkripsiyonunu inhibe edebildigini gostermistir.
Bu nedenle, kitosanin molekiiler boyutu hedeflemede Onemli bir rol oynasa da,
kitosan'in molekiil agirlig1 yerine yapisi da onun hiicre disi, hiicre i¢i veya hem hiicre

dist hem de hiicre i¢i antibakteriyel aktivitesini belirler (245).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Kitler

Kimvasal Madde
APC - IL-6 (SONY 3122540)

APC- IgGl, « izotip kontrol antikor (400412)

Asetik Asit
Asetonitril (HPLC grade)
ATCC 43300

ATCC 33862

ATCC 6538

BCA analiz kiti

Cell strainer (542070)

Cyto-Fast™ Fix/Perm Buffer Set (426803)
Disodyum hidrojen fosfat dihidrat
Disodyum hidrojen fosfat dodekahidrat
Diyaliz membran (100 kDa MWCO)
Diyaliz membran (12-14kDa MWCO)
DMSO

Dulbecco Modified Eagle Medium Ham's

FITC - Anti fare TNF alpha (SONY 3131520)
FITC - IgG1, « izotip kontrol antikor (400405)

Formaldehit (%37)
Fotal Bovine serum
Fucidin Krem
Fucidin Merhem
Fusidik asit

Kanl agar

Kitosan

Uretici Bilgisi

Sony Biotech., ABD
Biolegend, ABD

Carlo Erba, Fransa

Merck, Almanya

American Type Culture
Collection (ATCC), ABD
American Type Culture
Collection (ATCC), ABD
American Type Culture
Collection (ATCC), ABD
Thermo Fisher Scientific, ABD
Greiner Bio-One, Avusturya
Biolegend, ABD

Merck, Almanya

Merck, Almanya

Sigma Aldrich, Almanya
Thermo Fisher Scientific, ABD
Merck, Almanya

Biological Industries, Israil
Sony Biotech., ABD
Biolegend, ABD

Merck, Almanya

Capricorn Sci., Almanya
Abdi Ibrahim, Tiirkiye

Abdi Ibrahim, Tiirkiye
Deva Holding, Tiirkiye
Or-Bak, Tiirkiye

Koyo Chemicals, Japonya
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Kitosan (419419)
Kitosan (448877)
L.929 (Fare fibroblast hiicre hatt1) Hiicreleri

Luria Bertani Broth

Mannitol Salt Agar (BKO30HA)
Metanol (HPLC grade)

MPO aktivite kiti (ab105106)

MPO tayin tamponu

MTT

Mueller Hinton Agar (225250)
Mueller Hinton Broth (212322)
Orto-fosforik asit (%85)

PBS (toz)

PE - IgGl, « izotip kontrol antikor (400408)
PE - IL-17A antikor (SONY 3134520)
Penisilin-streptomisin

PerCP - IgG izotip kontrol antikor (LEIN-I-905)
PerCP - IL-1beta antikor (LEIN-I-968)
Polipropilen flow test tiipii (2523749)
Potasyum dihidrojen fosfat

Potasyum hidroksit

Protosan (UP B 80/20)

Qubit protein analiz kiti

Serum fizyolojik

Sheath fluid (B51503)

S1v1 azot

Sodyum fusidat

Sodyum kloriir

Span 20

Span 80

Tripsin-EDTA

Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
American Type Culture
Collection (ATCC), ABD
Lab M, UK

BIOKAR, Fransa

Merck, Almanya

Abcam Inc, ABD

Abcam Inc, ABD

Serva, Almanya

Becton Dickinson, ABD
Becton Dickinson, ABD
Merck, Almanya
Advansta Inc, ABD
Biolegend, ABD

Sony Biotech., ABD
Biological Industries, Israil
Leinco Tech.,ABD
Leinco Tech.,ABD
Beckman Coulter, ABD
Sigma Aldrich, Almanya
Sigma Aldrich, Almanya
Novamatrix, Norveg
Thermo Fisher Scientific, ABD
Polifarma, Tiirkiye
Beckman Coulter, ABD
Vasak Gaz, Tiirkiye
Kogak Farma Ilag, Tiirkiye
Sigma Aldrich, Almanya
Merck, Almanya

Merck, Almanya

Biological Industries, Israil
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Triptik Soy Agar (236950)
Tween 20
Tween 80

3.2. Kullanilan Cihazlar

Cihaz

CytoFLEX akis sitometrisi
Calkalamali Su Banyosu

Cok noktali manyetik karistirict
Dijital kompas

Franz Diflizyon Hiicreleri
Fotograf makinesi

Hassas terazi

Isiticili manyetik karistirict (ISOTEX)
Inkiibator

Mikroplaka okuyucu
Mikropipetler

Mikroskop

Nanodrop (BioSpec™'Nano)
Qubit 4 Fluorometresi

pH stripi

Reometre

HPLC Cihaz1

Tekstiir Analiz Cihazi

Ultra saf su cihazi

Ultrasonik banyo (Elmasonik S)
Ultrasonik banyo (AL04-01-230)
Vorteks

Zeta potansiyeli 6l¢tim cihazi
C18 kolon

Politetrafluoroetilen (PTFE) filtre
Santrifiij (EBA 20)
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Becton Dickinson, ABD
Merck, Almanya
Sigma Aldrich, Almanya

.

Uretici Bilgisi

Beckman Coulter Inc., ABD
Memmert

Variomag Telesystem, Almanya
Delixi, Cin

[ldam Cam, Tiirkiye

Canon, Japonya

Shimadzu, Japonya

[ldam Kimya, Tiirkiye

Niive, Tiirkiye

Molecular Devices, ABD
Eppendorf, Almanya

Leica, Almanya

Shimadzu, Japonya

Thermo Fisher Scientific, ABD
Isolab, Tiirkiye

Brookfield DV2T Rheometer, ABD
Shimadzu, Japonya

TA-XT2, Stable Micro Systems
Millipore, ABD

ELMA, Almanya

Advantage Lab,

IKA, Almanya

Malvern Instruments, ingiltere
Waters, Milford, USA

Isolab, Tiirkiye

Hettich, Almanya
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Santrifiij (Mikro 200) Hettich, Almanya
Siringa enjektorii Beybi, Tiirkiye
Spektrofotometre (Libra S4) Biochrom, ingiltere
Orbital ¢alkalayicili inkiibator Biosan, Letonya

3.3. Etkin Maddelere Ait Calismalar

Tez c¢alismasi kapsaminda etkin madde olarak fusidik asit, sodyum fusidat ve
endolizin (LysSA10) kullanilmistir. Formiilasyonlarda fusidik asit ve sodyum fusidat
%?2 a/h konsantrasyonda, LysSA10 ise 0,5 mg/mL konsantrasyonda kullanilmistir.
Fusidik asit Deva Ilag’tan ve sodyum fusidat Kogak Farma’dan bagis yoluyla temin
edilmistir.

Calismalarimizda kullanilan LysSA10 endolizini, Kili¢ ve ekibi tarafindan
temin edilmistir. Endolizinin eldesi i¢in LysSA10 geninin klonlandigi pET SUMO
plazmitlerini tasiyyan E. coli BL21 (DE3) susunun -80°C’de saklanmis c¢alisma
stogundan bir vial alinarak 50 pg/mL kanamisin igeren LB sivi besiyerinde bir gece
37°C’de 220 rpm calkalamali inkiibatorde canlandirilmistir. Uretilen bu kiiltiirden
protein liretim kiiltiirleri hazirlanmistir. Kiiltiirler logaritmik faza (OD600nm = 0.4-
0.6) kadar {iretildikten sonra hiicreler 1 mM isopropyl-B-D-thiogalactopyranoside
(IPTG) ilave edilerek protein ekspresyonu i¢in indiiklenmis ve 20°C’de 24 saat inkiibe
edilmistir. Hiicreler pET SUMO Protein Expression System protokoliinde onerilen
yontem dogrultusunda 4°C santrifiijlenerek ¢oktiiriildiikten sonra pelet yas agirliginin
3 kati lizis ¢ozeltisi ile 1 saat 4 °C’de bir rotatdrde karistirilmistir. Hiicreler sonikasyon
ile pargalandiktan sonra homojenize siispansiyon santrifiijlenerek siipernant yeni bir
falkon tiipe alinarak endolizin iceren lizat 0.22 pm filtreden gegirildikten sonra
eksprese edilen rekombinant protein SDS-PAGE ile analiz edilmistir. Endolizin
LysSA10 iceren E. coli hiicre lizatinin fonksiyonel oldugu agar damlatma yontemi ile
indiiklenmemis hiicre lizati ile karsilastirilarak test edilmistir. Endolizinin saflagtirma
islemine gec¢ilmistir. SDS-PAGE analizi sonucu ¢oziinmiis ve yeterli konsantrasyonda
rekombinant endolizin igeren E. coli hiicre lizatlar1 ProBond Purification Systemi ile
iiretici firmanin Onerileri dogrultusunda saflagtirilmistir. SDS-PAGE analizi sonucu
beklenen saflikta ve 200 - 500 pg/mL konsantrasyona sahip endolizin + His-SUMO

flizyon protein soliisyonu 3 giin siire ile diyalize tabi tutulmustur. Bunun i¢in, yaklasik
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4 mL protein soliisyonu SnakeSkin Dialysis Tubing (10,000 MWCO, 22 mm ¢ap)
transfer edilerek 1 L diyaliz tamponu i¢inde (50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, pH 7.8)
4°C’de magnetik bir karistirict yardimi ile 12 saat diyaliz edilmistir. Diyaliz tamponu
12 saatte bir degistirilerek diyaliz islemine 48-60 saat devam edilecek ve diyaliz islemi
sonucu endolizin soliisyonunda bulunan imidazol konsantrasyonunun 250 mM’den
pico mol (pM) diizeyine diismesi saglanmistir. Diyaliz sonrast saflagtirilmis
endolizin+His-SUMO flizyon proteini tekrar SDS-PAGE ile analiz edilmis ve SDS-
PAGE analizi ile beklenen saflikta olan ancak konsantrasyonu 200 pg/mL’den diisiik
olan endolizinler santrifiij filtreleri (PierceTM Protein Concentrator 10K MWCO) ile
4 kat konsantre edilerek -20°C’de kullanilincaya kadar saklanmistir. Konsantre
endolizin konsantrasyonu 750 — 816 pg/mL elde edilmistir. Kili¢ ve ekibi tarafindan
Trabzon’dan Ankara’ya gonderilen endolizinin transfer sirasindaki kosullardan
etkilenmedigi teyit edilmistir. Her bir endolizin lotu i¢in litik aktivite tayini Agar-spot
test yontemi ile aktivite teyit edilmistir. Agar-spot test yontemi, her endolizin lotunun
litik aktivitesi 6n degerlendirmesi i¢in Mishra ve ark. (248) yaptiklar1 ¢alismada
belirtildigi sekilde belirlenmistir. Bu yontem yalnizca farkli lotlardaki endolizinin litik
aktivitesinin kontrol edilmesinde kullanilmistir. Tiirbidite dansitometresi ile 0.5
McFarland tiirbiditeye sahip bakteri silispansiyonlar1 serum fizyolojik icerisinde
hazirlanmistir. Bakteri siispansiyonlar: triptik soy agar plaklar {izerine ekiivyon ile
yayildiktan sonra yaklasik 10 dk kurumasi i¢in bekletilmistir. Endolizin iceren
saflagtirilmis filtrelenmis lizat agar yilizeyine 10 uL damlatilarak endolizin agar i¢ine
tamamen diflize olduktan sonra inkiibatore alinmis ve bir gece 37°C’de inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonunda (18-24 saat) agar yiizeyinde inhibisyon zonu olusmasi
ile endolizin aktivitesi tayin edilmistir. Endolizinin aktivitesi tiim suslar iizerinde

incelenmistir.
3.3.1. Fusidik Asit Miktar Tayini ve Validasyonu

Fusidik asitin miktar tayini i¢in yiiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC)
yontemi kullanilmistir (249-253). Calismalar sabit faz C18 kolon ve mobil faz
asetonitril:su:asetik asit (79:29:1) karisimi kullanilarak gerceklestirilmis olup elde
edilen en iyi sistem uygunluk parametreleri dogrultusunda fusidik asit tayininde

kullanilan kromatografik kosullar belirlenmistir (Tablo 3.1.).
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Tablo 3.1. Fusidik asit miktar tayininde kullanilan HPLC y6ntemi kosullari.

Mobil faz Asetonitril:su:asetik asit (79:29:1)
Kolon Waters C18 150x4.6 mm, 5 pm
Enjeksiyon hacmi | 20 pL

AKkis hiza 1 mL/dk

Dalga boyu 250 nm

Kolon sicakhg: 25°C

Analiz siiresi 6 dk

Fusidik asit ve sodyum fusidat i¢in analitik yontem validasyonu, ICH
kilavuzuna gore yapilmustir (254). Her iki etkin madde i¢in gelistirilen HPLC
yonteminin  degerlendirilmesinde  dogrusallik, dogruluk, kesinlik (gin i¢i
tekrarlanabilirlik ve giinleraras: tekrarlanabilirlik), o6zgiillik, secicilik, duyarlilik
(miktar tayini sinir1 (LOQ), saptama sinir1 (LOD) ve stabilite parametreleri incelenmis

ve sonugclar istatiksel olarak degerlendirilmistir.
Dogrusallik

Bir analitik yontemin dogrusalligi, belli bir aralikta numunedeki analiz edilen
maddenin konsantrasyonu (miktar1) ile dogru orantili olan analiz sonuglar1 elde etme
yetenegidir (254). Fusidik asitin ve sodyum fusidatin dogrusallik ¢alismalari i¢in 10,
20, 25, 40, 50, 80 pg/mL konsantrasyonlarda ¢ozeltiler hazirlanmistir. Analiz
sonucunda, konsantrasyona kars1 elde edilen pik alanlar1 kullanilarak dogru denklemi

ve korelasyon katsayis1 hesaplanmustir.
Dogruluk

Bir analitik yontemin dogrulugu, konvansiyonel bir gercek deger veya bir
referans deger olarak kabul edilen deger ile bulunan deger arasindaki uyumlulugun
yakinhigin1 ifade etmektedir (254). 10 pg/mL, 25 pg/mL ve 80 pg/mL
konsantrasyonlarda fusidik asit ve sodyum fusidat standart ¢ozeltileri hazirlanmis ve
analiz edilmistir. Her konsantrasyon i¢in geri kazanim yiizdesi Esitlik 3.1.’e gore

hesaplanmuistir.
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Hesaplanan konsantrasyon

% Geri Kazanim = x 100 (3.1.)

Teorik konsantrasyon
Kesinlik

Analitik bir yontemin kesinligi, ayn1 homojen numunenin 6ngoriilen kosullar
altinda ¢oklu 6rneklenmesinden elde edilen bir dizi 6l¢iim arasindaki yakinlig: ifade
etmektedir. Yontemin kesinligi genellikle bir dizi dl¢limiin standart sapmasi veya
varyasyon katsayisi ile ifade edilmektedir (254). Yontemin kesinligini belirlemek icin
farkli konsantrasyonlarda (10 pg/mL, 25 pg/mL ve 40 pg/mL) hazirlanan fusidik asit
ve sodyum fusidat standart ¢ozeltilerde giin i¢inde ve giinler arasinda etkin maddeler
analiz edilerek yontemin tekrar edilebilirligi (repeatability) ve ara kesinligi

(intermediate precision) degerlendirilmistir.
Tekrarlanabilirlik

Yontemin tekrarlanabilirligi  veya giin i¢i tekrarlanabilirlik ayni
konsantrasyondaki Ornekler sira ile 6 kez uygulanarak elde edilen pik
alanlarinin ortalama, standart sapma ve varyasyon Kkatsayisi degerleri

hesaplanmuistir.

Ara kesinlik

Ara kesinlik, laboratuvar i¢in varyasyonlar1 ifade etmektedir. Yontemin ara
kesinligi 10 pg/mL, 25 pg/mL ve 40 pug/mL konsantrasyondaki standart
cozeltileri 3 giin ara ile 6l¢iilerek elde edilen pik alanlarinin ortalama, standart

sapma ve varyasyon katsayisi degerleri hesaplanmustir.

Jellerden Etkin Madde Ekstraksiyonu

Fusidik asit i¢in, 0.5 mL jel formiilasyonu balon jojeye eklenip 10 mL’ye
Asetonitril:Su:Asetik asit (70:29:1) ¢oziicli karigimi ile tamamlanmistir. 8500 rpm'de
10 dakika boyunca santrifiijlenerek siipernatan c¢ekilmistir. Bu ¢6zeltiden 0.05, 0.25
ve 0.8 mL alinir balon jojeye eklenip 10 mL’ye Asetonitril:Su:Asetik asit (70:29:1)
cozeltisi ile tamamlanmistir. Standart c¢ozeltilerin konsantrasyonunda 5, 25 ve 80

pg/mL ¢ozeltiler elde edilmistir. Cozelti 0.45 um por ¢apina sahip PTFE filtrelerden
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stiziilerek viallere aktarildiktan sonra HPLC yontemiyle 250 nm dalga boyunda
Olgtimler yapilmistir. Tayin edilen etkin madde miktarindan hareketle % geri kazanim
hesaplanmuistir.

Sodyum fusidat i¢in, formiilasyonlardan 0.5 mL alinarak 10 mL’lik balon
jojeye aktarilmig, 10 mL’ye Asetonitril:0.05 mol/L:metanol (10:4:1) karisimi ile
tamamlanmistir. 8500 rpm'de 10 dakika boyunca santrifiijlenerek siipernatan
cekildikten sonra 0.1, 0.25, 0.8 mL alinarak 10 mL’lik balon jojeye aktarilmis ve 10
mL’ye Asetonitril:0.05 mol/L:metanol (10:4:1) karigimi ile tamamlanmistir. 0.45 um
PTFE filtrelerden gegirilerek viallere aktarildiktan sonra HPLC yontemiyle 235 nm
dalga boyunda 6l¢iimler yapilmistir. Tayin edilen etkin madde miktarindan hareketle

% geri kazanim hesaplanmistir.
Ozgiilliik

Ozgiilliik, bir analitik yontemin amaglanan maddeyi spesifik olarak tayin
edilebilmesi ve formiilasyonlarda kullanilan aktif olmayan bilesenlerle (analitik
plasebo) etkilesim olmadiginin gosterilmesidir (254). Etkin madde icermeyen jeller
plasebo ¢ozeltisi olarak hazirlanmis ve gelistirilen metodun fusidik aside ve sodyum
fusidata spesifik oldugu, formiilasyonda yer alan yardimci maddelerin fusidik asidin
ve sodyum fusidatin pik verdigi noktada herhangi bir girisim olusturmadig:

gosterilmistir.
Duyarhhk
1) Miktar Tayini Sinir1 (Limit of Quantitation, LOQ)

Analizi yapilan maddenin uygun kesinlik ve dogruluk ile kantitatif olarak
tayin edilebildigi en diisiikk madde konsantrasyonu (miktar1) olarak

tanimlanmaktadir (254).
i1) Saptama Sinir1 (Limit of Detection, LOD)

Analizi yapilan maddenin saptanabilen ancak kesin bir deger olarak miktar
tayini gerekmeyen en diisiik madde konsantrasyonu (miktar1) olarak

tanimlanmaktadir (254).
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Yontemin LOQ ve LOD'si, Esitlik 3.2. ve 3.3.’te verilen denklem kullanilarak
cihazin yanitinin (response) ve egimin standart sapmasina dayali olarak belirlenmistir.

Egim, kalibrasyon egrisinden elde edilmistir.

LOD =3.3x g (3.2))
LOQ =10x g (3.3))

o: yanitin standart sapmasi

S: kalibrasyon dogrusunun egimi
Stabilite

Fusidik asitin ve sodyum fusidatin validasyon siiresi boyunca mobil fazda ve
salim ortamindaki stabilitesi, numunelerin 0, 3 ve 6. saatte yeniden analizi ve fusidik

asit ve sodyum fusidatin geri kazanim ylizdesinin ol¢lilmesiyle arastirilmistir.
3.3.2. Sodyum Fusidat Miktar Tayini ve Validasyonu

Sodyum fusidatin miktar tayini i¢in ¢alismalarinda sabit faz olarak C18 kolon
ve mobil faz olarak asetonitril, 0.05 mol/L fosforik asit ve metanolden (10:4:1) olusan
karisimi kullanilmistir (255). Sodyum fusidat analizi i¢in kromatografik kosullar
Tablo 3.2.’de 6zetlenmistir.

Tablo 3.2. Sodyum fusidat miktar tayininde kullanilan HPLC y6ntemi kosullari.

Mobil faz Asetonitril :0.05 mol/L fosforik asit: metanol (67 : 26 : 7)
Kolon Waters C18 150x4.6 mm, 5 pm

Enjeksiyon hacmi 20 uL

AKkis hiza 1 mL/dk

Dalga boyu 235 nm

Kolon sicakhg: 25°C

Analiz siiresi 6 dk

Sodyum fusidat icin gelistirilen yontemin validasyonu Bolim 3.3.1°de

anlatildig1 sekilde gergeklestirilmistir.
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3.3.3. Endolizin Miktar Tayini ve Validasyonu

Protein yapisina sahip endolizin i¢in farkli yOntemlerle miktar tayini
yapilabilmektedir. Kullanilan miktar tayini yontemlerinin birbirine gore iistiinliikleri
ve sakincalar1 bulunmaktadir. Caligmalarimizda kullanilacak en uygun endolizin
miktar tayin yonteminin belirlenmesi amaciyla bikinkoninik asit (BCA) yOntemi
(kolorimetrik), nanodrop yontemi (spektrofotometrik) ve Qubit Analizi Yontemi
fluorometrik) olmak iizere 3 farkli yontem incelenmis ve en hassas dl¢limii yapan
Qubit analiz yontemi kullanilmasina karar verilmistir. Endolizinin miktar tayini Qubit
Protein Analiz Kiti (Thermo Fisher Scientific) kullanilarak iiretici firma talimatlarina
gore gerceklestirilmistir (256).

Qubit reaktifi, Qubit tamponunda 1:200 oraninda seyreltilerek Qubit ¢alisma
cozeltisi hazirlanmistir. Her standart ve numune i¢in 200 pL calisma ¢ozeltisi
hazirlanmistir. Tim tlipler 2-3 saniye vortekslenip, oda sicakliginda 15 dk inkiibe
edilmistir ve Qubit Fluorometer 4 cihazinda konsantrasyonu Olg¢lilmiistiir.
Saflagtirilarak elde edilen endolizinin Qubit Fluorometer 4 ile Olgiilen
konsantrasyonundanhareketle formiilasyonlarda kullanilmasi gereken endolizin

miktar1 ayarlanmigtir.
3.4. Formiilasyon Gelistirme
3.4.1. Jel Formiilasyonlarinin Hazirlanmasi

Calismalarimizda kitosan bazli jel formiilasyonlarinin hazirlanmistir.
Kullanilan kitosanlarin 6zellikleri Tablo 3.3.’te 6zetlenmistir. Kitosan jeller %2 ve %3
(a/h) konsantrasyonda, %2 (h/h) diliie asetik asit icerisinde disperse edilerek
hazirlanmistir. Suda ¢oziinen Protasan kitosan jel ise ayni konsantrasyonlarda suda

hazirlanmistir. Gelistirilen formiilasyonlarin listesi Tablo 3.4.’te 6zetlenmistir.
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Tablo 3.3. Kitosan ozellikleri.

Jel Molekiil Deasetilasvon
Kitosan Kodu (konsantrasyonu| Agirhg: erZielsi ?:/0)
(% a/h) (MA) °

Koyo Kitosan gK2 2
(Koyo Chemical) gK3 3 233 85
Orta molekiil agirlikli kitosan | gM?2 2
(Sigma Aldrich) gM3 3 190 -310 75-83
Yiiksek molekiil agirlikli gH2 2
kitosan H3 3 310 - 375 >75
(Sigma Aldrich) &
Protasan UP B 80/20 gP2 2
(Novamatrix) gP3 3 125-400 80-89

Fusidik Asit Iceren Jel Formiilasyonlari

Fusidik asit iceren jel formiilasyonlari, %2 (a/h) konsantrasyonda fusidik asidin
%?2 (a’/h) veya %3 (a/h) kitosan jellere eklenmesiyle hazirlanmistir. Fusidik asidin suda
¢Oziiniirligl oldukea diistiktiir (0,00521 mg/mL) (257-259). Bu nedenle fusidik asidin
¢Oziiniirliiglinli artirmak amaciyla stirfaktan eklenmesi gerekmistir. Bu amagcla farkl
siirfaktanlar incelenmistir. Oncelikle farkli siirfaktanlarin (Span 20, Span 80, Tween
20, Tween 80) farkli konsantrasyonlarinda (%2 ve %3 a/h) ¢oziiniirliik ¢aligmasi
yapilmistir. Siirfaktan konsantrasyonu se¢imi topikal formiilasyonlar i¢in Onerilen
dogrultusunda yapilmistir (260). Bu amagla farkli yiizey aktif maddelerde (Tween 20,
Tween 80, Span 20 ve Span 80) fusidik asidin (%2 ve %3 (a/h) konsantrasyonda)
¢Oziiniirligli incelenmistir. Coziiniirlikk ¢aligmalart i¢in dengeye ulasilan siire olarak
72 saat belirlenmis ve 25+1,0°C'de yatay calkalayicida farkli 72 saat boyunca
calkalanmis yapilmistir. Bu siire sonunda siiziilerek alinan 6rneklerde etkin madde
miktart tayin edilmistir. Fusidik asit i¢in en yiiksek ¢oziiniirlik %3 a/h
konsantrasyonda Tween 80 ile elde edilmistir. Bu dogrultuda formiilasyonlara %3
konsantrasyonda Tween 80 eklenmistir. Oncelikle %2 konsantrasyonda fusidik asit
iizerine %3 konsantrasyonda Tween 80 ilave edilmis bu karisimin %2 (a/h) veya %3

(a/h) kitosan jellere eklenmesiyle fusidik asit iceren jel formiilasyonlar1 hazirlanmigtir.
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Sodyum Fusidat iceren Jel Formiilasyonlar

Sodyum fusidat iceren jeller hazirlanirken, %2 (a/h) konsantrasyonda sodyum
fusidatin %2 h/h asetik i¢inde hazirlanan %2 (a/h) veya %3 (a/h) konsantrasyonda

kitosan jellere eklenmesiyle hazirlanmistir.
Endolizin iceren Jel Formiilasyonlarinin Hazirlanmasi

Endolizin (LysSA10) igeren kitosan jel formiilasyonu, endolizinin diisiik
pH’da stabilitesinin azaldiginin gosterilmis olmasi1 nedeniyle (228), pH’s1 5.0 olan
koyo kitosan jel i¢inde hazirlanmistir. %3(a/h) konsantrasyonda kitosan jel icine 0,5

mg/mL konsantrasyonda endolizin eklenmistir.
Endolizin ve Fusidik Asit Iceren Jel Formiilasyonlarinin Hazirlanmasi

Endolizin ve fusidik asit igeren jel formiilasyonlarinda endolizin
konsantrasyonu 0,5 mg/mL, fusidik asit konsantrasyonu %2 (a/h) ve kitosan
konsantrasyonu %3 (a/h) olarak belirlenmistir. Fusidik asit iceren koyo kitosan jel
formiilasyonu Bolim 3.4.1°de bahsedildigi sekilde hazirlanmistir. 0,5 mg/mL
konsantrasyonda endolizin, fusidik asit i¢ceren koyo kitosan jele) eklenerek endolizin

ve fusidik asit igeren koyo kitosan jel (LysSA10 + FA + gK3) hazirlanmstir.

Endolizin ve Sodyum Fusidat Iceren Jel Formiilasyonlarinin

Hazirlanmasi

Endolizin ve sodyum fusidat igeren jel formiilasyonlarinda endolizin
konsantrasyonu 0,5 mg/mL, sodyum fusidat konsantrasyonu %2 (a/h) ve kitosan
konsantrasyonu %3 (a/h) olarak belirlenmistir. Sodyum iceren koyo kitosan jel
formiilasyonu Bolim 3.4.1°de bahsedildigi sekilde hazirlanmistir. 0,5 mg/mL
konsantrasyonda endolizin, sodyum fusidat igeren koyo kitosan jele eklenerek

endolizin ve fusidik asit iceren koyo kitosan jel (LysSA10 + SF + gK3) hazirlanmigtir.



Tablo 3.4. Gelistirilen jel formiilasyonlari.
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3.5. Formiilasyonlarin Karakterizasyonu

Geligtirilen  tiim  jel formiilasyonlarin  karakterizasyon c¢aligmalar
gerceklestirilmistir. Karsilastirma igin fusidik asit ve sodyum fusidat i¢in piyasada
mevcut lriinler kullanilmistir. Bu amagla %2 konsantrasyonda fusidik asit igeren ticari
krem (Fucidin Krem®, Abdi Ibrahim ) ve %2 konsantrasyonda sodyum fusidat igeren
ticari merhem (Fucidin Merhem®, Abdi Ibrahim) kullanilmistir. Fusidik asit iceren
ticari krem formiilasyonu butilhidroksianisol, setil alkol, gliserol, sivi parafin,
potasyum sorbat, polisorbat 60, beyaz yumusak parafin, hidroklorik asit, vitamin E
asetat icermektedir (261). Sodyum fusidat igeren ticari merhem formiilasyonu ise
susuz lanolin, setil alkol, vazelin likit, vazelin flant, setil alkol vitamin E asetat

igcermektedir (262).
3.5.1. pH

Gelistirilen formiilasyonlarinin pH’s1  pH strip (Isolab) kullamlarak

Ol¢iilmiistiir.
3.5.2. Yiizey Ozellikleri

Jellerin zeta potansiyeli Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, Malvern,
UK) kullanilarak dl¢tilmiistiir. Her bir formiilasyon i¢in dl¢iimler 3 kez tekrarlanmustir.

Olgiimden 6nce jeller distile su ile 1:40 oraninda seyreltme yapilmustir.
3.5.3. Viskozite

Hazirlanan jel formiilasyonunun akis 6zellikleri koni plak viskozimetresinde
(Brookfield DV-2T Viscometer (Essex, UK)) 25+ 0.2 °C’de, 1-100 rpm arasinda, 2.4
mm ¢aplt koni spindle ile (CP-52) kullanilarak ol¢ililmiistiir. Uygun kayma hiz1 jel
formiilasyonuna goére incelenmis uygun tork aralifinda (10-90) olacak sekilde
Ol¢iimler yapilmistir. 0.5 mL’dir 6rnek hacmi kullanilmistir. Her bir 6rnek i¢in test 3

kez tekrarlanmistir.
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3.5.4. In Vitro Adezyon Calismalar

Jel formiilasyonunun in vitro adezyon olgiimleri TA-XT Plus model tekstiir
analiz cihazinda (TA.XT Plus, Stable Micro Systems, Surrey, UK) yapilmistir (Sekil
3.1.). Olgiimler 500 g yiik hiicresi (Sekil 3.2a.), ¢ikarilabilir aliiminyum prob (Sekil
3.2b.) ve mukoadezyon rigi (Sekil 3.2c.) kullanilarak yapilmistir. Kullanilan
mukoadezyon rigi birbirine gecebilen seffaf goriiniimlii iki tabakadan olusmaktadir.
Onceden 1slatilmis membran (Dialysis Membranes, MWCO 12 — 14 kDa) iki tabaka
arasina yerlestirilerek vidalart sikistirilir. Jel, birbirine gegen iki tabaka arasinda
bulunan membran iizerine yerlestirilir. Seliilloz membran ile probun temas ettigi ylizey
alan1 0.635 cm?, kullanilan jel miktar1 ise 0.15 mL’dir. Aletin probu 0.1 mm/sn hizla
jel ylizeyine temas ettirilmis ve jel ile membran 180 sn 0.2 N kuvvet uygulanarak
temas halinde bekletilmigtir. Daha sonra probun 0.1 mm/sn hizla jel yilizeyinden
uzaklagsmas1 saglanarak iki yilizeyi birbirinden aymrmak i¢in gereken kuvvet
Olciilmiistiir. Her bir formiilasyon i¢in test 3 kez tekrarlanmistir. TA-XT Plus model
tekstiir analiz cihazi kullanilarak Texture 4.0 Exponent™ yazilim1 yardimi ile kuvvete
kars1 zaman egrilerinin altinda kalan alanlar elde edilmis olup, adezyon isi (mJ/cm?)

Esitlik 3.4.te verilen denklem kullanilarak hesaplanmistir.
Biyoadezyon isi (mJ/cm?) = AUC/mt r? (3.4

AUC = Egri altinda kalan alan A

n r’= Jel ile temas eden yiizey alani (r=0.635 cm?)

Cikanlabilir
aldminyum prob

Sekil 3.1. TA-XT Plus model tekstiir analiz cihazi.
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Sekil 3.2. Tekstiir analiz cihazinda bulunan biyoadezyon 6l¢iimii i¢in kullanilan
aparatlar a) yiik hiicresi, b) ¢ikarilabilir aliiminyum prob, ¢) mukoadezyon rigi.

3.5.5. Siringa Edilebilirlik

Siringa edilebilirlik testi, gelistirilen jel formiilasyonlarinin deriye uygulanma
kolayligimin saptanmasi amaciyla yapilmistir. Bu parametre, bir formiilasyonun
uygulanmasi i¢in gereken kuvveti gosterir ve pratik uygulamay: etkiler. Siringa
edilebilirlik tekstiir analiz cihazi (TA.XT Plus, Stable Micro Systems, Surrey, UK) ile
Olciilmiistiir (Sekil 3.3.). Jel formiilasyonlar1 1 mL’lik plastik siringaya hava kabarcigi
kalmayacak sekilde ¢ekilip, siringalar dik bir sekilde cihaza kelepgelenerek ve prob 2
mm/sn hizla 3 cm’lik mesafeden sikistirma (compression) modunda indirilerek jelin
siringadan disar1 itilmesi saglanmistir. Siringa edilebilirlik isi, elde edilen kuvvet-

zaman egrisinde, egri altinda kalan alan hesaplanarak elde edilmistir (263).

Sekil 3.3. Tekstiir analiz cihazinda siringa edilebilirlik 6l¢iimii diizenegi.
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3.6. Formiilasyonlar Uzerinde In Vitro Calismalar

Formiilasyonlarda in vitro olarak ila¢ salim 6zellikleri, antimikrobiyal aktivite,
hiicre canlilig1 incelenmistir. Karsilastirma amaciyla fusidik asit ve sodyum fusidat

iceren ticari iiriinler kullanilmistir.
3.6.1. In Vitro Sahm Cahismalari

Jellerden etkin maddenin salimini test etmek i¢in en uygun ydntemi
belirlemek amaciyla Franz difiizyon hiicresi ve diyaliz torbas1 yontemleri denenmis
olup daha yiiksek ¢oziiniirlilk sonuglari elde edilmesi nedeniyle diyaliz torbasi
yontemine karar verilmistir.

Salim ¢aligmalar1 farkli pH’larda (5.0, 5.5 ve 7.4) yapilmistir. Fusidik asidin
suda ¢oziiniirliigiiniin ¢ok diisiik olmas1 nedeniyle salim ortamina farkl yiizey etkin
maddeler (Tween 20 ve Tween 80) farkli konantrasyonlarda (%0,5 ve %1 (a/h))
eklenerek caligmalar yapilmis ve en yiikseek ¢oziiniirliik saglayan yiizey aktif madde
olarak %1 (a/h) konsantrasyonda Tween 80 oldugu bulunmustur. Salim ¢aligmalar1
%1 konsantrasyonda Tween 80 iceren pH 7.4 fosfat tamponu kullanilarak 33 + 0,5 °C
de stirdiiriilmiistiir. Fusidik asitin (Mol. Ag: 516,7) ve sodyum fusidatin (Mol Ag:
538,7) molekiil agirligi géz onlinde bulundurularak salim caligmalarinda ilacin
gecisine izin verecek sekilde 12000- 14 000 Da por acikligina sahip diyaliz membrani
kullanilmistir. belirlenen zaman araliklarinda (5, 15, 30, 60 , 120, 240 ve 360 dk)
0,5 mL 6rnek alinmis ve bu 6rnekler 0,45 um por agikligina sahip politetrafluoroetilen
(PTFE) filtreden siiziilerek HPLC’de tayin edilmistir. Her bir deney i¢in 6 tekrar
yapilmistir. Endolizinin molekiil agirligi 66 kDa (LysSA10 i¢in 53 kDa + SUMO
fiizyon proteini i¢in 13 kDa = 66 kDa) olmas1 sebebiyle 100 kDa por agikligina sahip
diyaliz membranlar kullanilmistir. Belirli zaman araliklarinda (5, 15, 30, 60, 120, 240
ve 360 dk) 0,5 mL 6rnek alinmig ve etkin madde miktar tayini Qubit™ Protein Assay
kitleri kullanilarak yapilmstir.

Diyaliz torbasinda kalan etkin madde miktarin1 belirlemek i¢in 360 dakika
sonunda diyaliz torbalar1 baglandiklar1 noktalardan kesilerek salim ortamini igeren 50
mL’lik falkon tiiplerine yerlestirilmistir. 30 dakika bekletilmis ve tiip karistirildiktan

sonra 0,45 um por agikligina sahip politetrafluoroetilen (PTFE) filtreden siiziilmiis ve
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miktar tayini yapilmistir. Salim ¢aligmalar1 gelistirilen tiim jel formiilasyonlar1 ve
ticari tirlinler i¢in gergeklestirilmistir.

Calismalarimizda kullanilan meembran ile etkin madde arasinda etkilesim
olmadigint gdstermek amactyla membran inertlik ¢aligmast yapilmistir. Fusidik asit
ve sodyum fusidat i¢in 12-14 kDa MWCQ’a sahip, endolizin i¢in 100 kDa MWCO’a
sahip membranlar kullanilmistir. Belirlenen konsantrasyonda ila¢ (fusidik asit ve
sodyum fusidat i¢in 5 mg/mL ve endolizin i¢in 500 pg/mL) ve membran (25 mm x
25 mm alana sahip) 32 £+ 0,5 °C’de salim ortaminda (fusidik asit ve sodyum fusidat
icin 20 mL, endolizin i¢in 1 mL ) 6 saat inkiibe edilmistir. Kontrol lolarak membran
icermeyen ortamada bekletilen etkin madde ¢ozletileri de incelenmistir. Baglangic ve

6. Saatte miktar tayini yapilmis ve % geri kazanimi hesaplanmistir.
3.6.2. Antibakteriyel Aktivite Calismalari

Antibakteriyel aktivite calismalarinda metisiline direngli S. aureus suslari
(ATCC 43300 ve MRSA4), metisiline duyarli S. aureus standart suslart (ATCC 33862
ve ATCC 6538), klinik S.aureus suslar1 (TRSA 2, TRSA8, TRSA 32, TRSA 45),
klinik Staphylococcus haemolyticus (TRSH1) ve Staphylococcus epidermidis (TRSE6)
suslart kullanilmigtir (Tablo 3.5.). Klinik ve standart izolatlar (MRSA4, TRSA2,
TRSAS8, TRSA32, TRSA45, TRSH1 ve TRSE6) Kili¢ ve ekibi tarafindan temin
edilmistir. Klinik izolatlar hastaneden farkli kaynaklardan (yara, lezyon, trakeal
aspirat, idrar) izole edilmistir. Saf endolizinin (LysSA10) Stafilokok suslarina kars1
etkili oldugu daha onceki caligmada gosterilmistir (228). Antibakteriyel aktivite
caligmalarinda kullanilacak uygun yontemin belirlenebilmesi i¢in Agar Diflizyon ve
Sivi (broth) mikrodiliisyon yontemleri incelenmis ve sivi mikrodiliisyon yontemi

uygun goriilerek, c¢alismalara bu yontemle devam edilmistir (264).
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Tablo 3.5. Antibakteriyel aktivite calismalarinda incelenen Staphylococcus
aureus standart ve klinik izolatlar.

Kodu Sus adi Sus kaynag

ATCC 43300 | Staphylococcus aureus subsp. aureus Rosenbach | Klinik izolat
(Metisiline direncli)

ATCC 33862 | Staphylococcus aureus subsp. aureus Rosenbach | Belirtilmemis

(Metisiline duyarli)

ATCC 6538 | Staphylococcus aureus subsp. aureus Rosenbach | Lezyon
(Metisiline duyarli)

MRSA4 Staphylococcus aureus Yara

TRSA2 Staphylococcus aureus Yara

TRSAS Staphylococcus aureus Trakeal aspirat

TRSA32 Staphylococcus aureus Yara

TRSA45 Staphylococcus aureus Yara

TRSH1 Staphylococcus haemolyticus Kan

TRSEG6 Staphylococcus epidermidis Idrar

*MRSA: Metisiline Direngli S. aureus, ATCC: American Type Culture Collection (Standart Sus)

Swi (Broth) Mikrodiliisyon

Etkin maddeler tek basma (fusidik asit, sodyum fusidat, endolizin), etkin
madde icermeyen kitosan jeller, etkin madde iceren jel formiilasyonlar1 ve piyasa
preparatlarinin antibakteriyel aktivitesi sivi mikrodillisyon yontemi ile belirlenmistir
(264).0.5 McFarland tiirbiditeye sahip bakteri slispansiyonlari hazirlanmis ve son
inokulum 5 x 105 CFU/mL (koloni olusturan birim; KOB/ml) olacak sekilde katyon
ayarli Mueller Hinton Broth ile diliie edilmistir. 96 kuyucuklu steril U tabanli
mikroplaklarin tim kuyucuklarina 50 ul MHB (Mueller Hinton Broth) eklenmistir.
Mikroplaklarin ilk kuyucuguna aktivitesi incelenecek her bir 6rnekten 50 pL eklenmis
ve 24 seri diliisyon yapilmis ve son kuyucuktan alinan 50 pl karisim ise disar
atilmigtir. Her plaga besiyeri ve bakteri kontrol kuyucuklart eklenmistir. 37°C’de 18
saat inkiibatorde inkiibasyona birakilmigtir. Mikroplaklar 18 saatin sonunda gorsel

olarak okunarak minimum inhibitér konsantrasyon (MiK) degerleri belirlenmistir.
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3.6.3. Hiicre Canlihig1 Calismalar

Fusidik asit, sodyum fusidat, endolizin ¢ozeltileri ve endolizin + fusidik asit,
endolizin + sodyum fusidat ¢ézelti kombinasyonlar1 ve fusidik asit, sodyum fusidat,
endolizin , endolizin + fusidik asit veya endolizin + sodyum fusidat kombinasyonu
iceren jel formiilasyonlarinin hiicre canliligi ¢alismalart L929 fare fibroblast hiicre
hattinda MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazoliumbromiir) tetrazolyum
yontemi kullanilarak belirlenmistir (263). 1929 fare fibroblast hiicreleri, T-25
flasklarda biiyiitiillerek ve haftada ii¢c kez 37°C'de, %5 CO: ve %100 bagil nem
atmosferinde alt kiiltiirleri alinmis ve {igiincii pasajda hiicreler tutulmustur. Kiiltiir
ortami olarak %10 (h/h) Ftal Bovin Serum ve %1 penisilin-streptomisin (antibiyotik)
ilave edilmis Dulbecco Modified Eagle Medium Ham's (DMEM) kullanilmistir.
Logaritmik fazdaki adheren hiicreler, %0.05 tripsin ve %0.02 EDTA karisimi ile
yapistiklart yerden ayirarak ve 37°C'de 3 dakika siireyle inkiibe edilmistir ve bu hiicre
inokiilasyonu i¢in kullanilmistir. Hiicreler (2 x 10° mL"), 96 kuyucuklu plakalara her
kuyucukta 50 puL olacak sekilde eklenmistir. Plaklar, 37°C'de, %5 COx> iceren ortamda
24 saat siireyle inkiibe edilmistir. 24 saatin sonunda formiilasyonlar ve kontrol
gruplar1 plakalara her kuyucukta 50 pL olacak sekilde ilave edilmis ve 24 ve 48 saat
stireyle inkiibe edilmistir. 24 saatin sonunda her kuyucuga 25 pL MTT c¢ozeltisi (5
mg/mL) eklenmis ve 4 saat inkiibasyona birakilmistir. 4 saatin sonunda,
formiilasyonlar1 iceren ortam ve kontrol gruplari plaktan ¢ikarilmis ve formazan
kristallerini homojenize etmek i¢in her kuyucuga 200 ul DMSO (steril) eklenmistir.
Canl1 hiicre miktar1 Esitlik 4.1.’de verilen denklem kullanilarak hesaplanmistir. Etkin
madde konsantrasyonlar1 6.25, 12.5 ve 25ug/mL olarak belirlenmistir. Formiilasyonlar
hiicre kiiltlirli ortamu1 ile seyreltilerek hazirlanmistir. Her bir formiilasyon n=5

calisilmistir.

__Formiilasyon eklenmis kuyucuklarin OD’si

Canli hiicrelerin miktar1 (%) x 100 (4.1.)

Ortam iceren kuyucuklarin OD’si

*OD: Optical Density
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3.6.4. Stabilite Calismalan

Gelistirilen formiilasyonlarda stabilite caligmalari, Uluslararasi
Harmonizasyon Konseyi (ICH) Q1A kilavuz’una uygun olarak 4°C, 25°C ve 40°C'de
3, 6, 12 aylik araliklarda 6l¢timler gergeklestirilmistir. Her bir zaman noktasinda jel
formiilasyonlarinin pH’s1 ve viskozitesi Sl¢iilmiis ve in vitro adezyon ozellikleri

incelenmistir.
3.7. In Vivo Calismalar

In vivo ¢alismalarda én ¢alismalarla enfeksiyon modeli olusturulduktan sonra
formiilasyonlarin incelenmesi c¢alismalarina ge¢ilmistir. Calismalarimizda yara
iyilesmesi ¢aligmalarinda siklikla kullanilan subkutandéz yara enfeksiyonu modeli
kullanilmistir (265, 266). Deney hayvani olarak da BALB/c disi fareler kullanilmistir.
In vivo calismalarda kullanilacak olan bakterinin, Risk Grubu 2 zoonoz olmasi
nedeniyle biyogiivenlik seviyesi en az 2 (BSL-2) olan laboratuvarlarda galisilmasi
zorunlulugu bulunmaktadir. Bu dogrultuda calismalar Ankara Universitesi Viral
Zoonozlar ileri Arastirma ve Tan1 Laboratuvarinda (AVZAL) da gergeklestirilmistir.
Etik kurul onay1 Ankara Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan

alimmistir (Karar No : 2023-7-61).
3.7.1. On Cahsmalar

Secilen yara modelinin uygunlugunu ve kosullariin teyidi i¢in 6n ¢aligmalar
yapilmistir. Enfeksiyon olusturmak i¢in MRSA43300 ve MRSA4 suglart 1x 10®
CFU/mL konsantrasyonda (100 pL) kullanilmistir.

Farede Enfeksiyon Olusturulmasi

MRSA enfeksiyonunun olusturulmasi i¢cin BALB/c farelerde subkutandz
enfeksiyon olustuurulmustur. Fareler 3 gruba ayrilmistir: 1. grup (n=6) MRSA 43300
(1x10® CFU/mL) ile; 2. grup (n=6) MRSA4 (1x10® CFU/mL) ile enfekte edilmis, 3.
gruba (sham) serum fizyolojik (n=2) uygulanmistir (Tablo 3.6.). Bu iki sus arasindan
daha hizli ve iyi bir enfeksiyon olusturan sus (MRSA4) secilerek calismalara

belirlenen sus ile devam edilmistir.
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MRSA susunun enfekte etmek igcin hazirlanmasi

Hayvanlar1 enfekte etmeden 3 giin 6nce, MRSA susunun iretimi ve alt
kiiltiirleri olusturulmustur. MRSA stok kiiltiirden kanli agar plaklarina ekilmis ve
37°C’de 18 saat inkiibasyona birakilarak {iremesi saglanmustir. Ikinci bir pasaj daha
yapilmistir. Kanli agar plaginda hemoliz fenotipi (her koloninin etrafinda temiz bir
bolge) kontrol edilmistir. Enfeksiyon giinii, gece boyu inkiibatorde kalan ATCC 43300
ve MRSA4’¢ ait bakteri kiiltiiri 15 mL hacmindeki vidali kapakli tiipte 10 mL 6nceden
isitilmis Triptik Soy Broth ile 4-5 koloni alinarak seyreltilmistir. OD600 degeri 1-
1.3’e ulasana kadar 220 rpm'de c¢alkalayarak yaklasik 3-3.5 saat 37°C'de inkiibe
edilmigtir 37°C'de 10 dakika boyunca 6000 rpm’de santrifiijlenerek MRSA
toplanmistir. Stipernatant1 atilmistir. Bakteri peleti 5 mL fosfat tamponlu salin (PBS)
icinde yeniden siispande edilmistir. 37°C'de 10 dakika boyunca 6000 rpm’de tekrar
santrifiijlenerek MRSA toplanmistir. Siipernatant: atilmistir. Bakteri pelleti steril PBS
icinde yeniden siispande edilmistir. 600 nm dalga boyunda OD degeri 0,7 elde edilene
kadar steril PBS ile seyreltilmistir. ATCC 43300 ve MRSA 4 i¢in bakteri inokulumlari
ependorflara 100 pL olacak sekilde alikotlanmistir ve enjeksiyona hazir hale
getirilmigtir. Es zamanli olarak elde edilen bakteri siispansiyonlari 10"'den 10”'e seri
olarak PBS ile seyreltilmistir. Seyreltilmis bakteri siispansiyonu mannitol salt agar
plakalarina 10 pL damlatilmigtir. Plaklar gece boyunca 37°C'de inkiibe edilmistir.
Inokulumun hemolitik fenotipi gozlemlenmis ve kaydedilmistir. Plaktaki Koloni

Olusturan Birim (CFU) sayilmis ve kaydedilmistir.
BALBY/c farelerin deneye hazirlanmasi (enfeksiyondan giinii)

Farelerin sirt bolgeleri tiras edilmeden once ketamin/ksilazin (100/10 mg/kg)
intraperitoneal olarak uygulanmustir. Cilt kistirma yanitlar1 dikkate alinarak anestezi
tamamlandiktan sonra 20-25 g farelerin sirt kisminda 3 x 4 cm?’ lik bir alandaki tityleri

tiras makinesiyle tirag edilmistir.
Subkiitan MRSA enfeksiyonu (enfeksiyon giinii ve enfeksiyondan 3 giin sonra)

Farenin sirtindaki tiras edilen alana 100 pL serum fizyolojik (%0.9 sodyum
kloriir ¢ozeltisi) 1 mL’lik enjektorle (26 G) subkiitan enjekte edilmistir. Enjeksiyon
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sonrasinda 7-8 saat araliklarla hayvanlar gézlemlenmistir. Her giin hayvanlarin agirligi
takip edilmistir. Hayvanlarin sirtindaki olusan lezyonun boyutu dl¢iilmiis (Sekil 3.4.)
ve lezyon alaninin goriiniimii giinliik olarak kaydedilmistir. Bakteri inokulumundan
sonraki 2 ve 3. giinde enfeksiyon degerlendirilerek hayvanlar anestezi dozunun 4 kati
olacak sekilde ketamin/ksilazin (400/100 mg) ile sakrifiye edilmistir. Deri bir ¢ift steril
makasla ¢engellenmis ve dikkatlice soyulmustur. Lezyonun tamami ve gevresindeki
alanin yaklagik 2 - 5 mm'si ¢ikarilmigtir. Her bir hayvana ait dokular farkli petri

kaplarma alinmistir.

Sekil 3.4. Lezyon boyutunun ol¢iimii (beyaz c¢izgi uzunlugu: U; kirmizi ¢izgi
genisligi:G).

Tablo 3.6. On ¢alisma gruplari.

Bakteri/
Gruplar Kod Hayvan | Kontrol Uygul?ma
sayist1 | Uygulama Hacmi
Dozu
Serum fizyolojik % 0.9
1 | uygulamasi Serum fizyolojik 2 > 100 uL
NaCl
(sham)
Enfekte (ATCC 1x108
2 43300) MRSA43300 6 CFU/mL 100 uLL
Enfekte 1x108
3 (MRSA4) MRSA4 6 CFU/mL 100 uL
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Lezyon alam

Her bir hayvanda olusan lezyonun uzunlugu ve genisligi kompas yardimiyla

Ol¢iilmiis ve lezyon alani Esitlik 5.1. kullanilarak hesaplanmistir.
A =7 (U/2)x(G/2) (5.1)

A: Lezyon alani (mm?)
U: Uzunluk (mm)
G: Genigslik (mm)

Her bir farenin sirtindaki lezyonlarin dijital goriintiilemesi Canon Rebel T3i

dijital fotograf makinesi ile gergeklestirilmistir.
Bakteriyel yiik tayini

Bakteriyel yiik tayini i¢in her hayvanin lezyon boyutunun farkli olmasi
sebebiyle 49,5 £ 8 mg (50 £ 8 mg) agirliginda doku ornekleri kullanilmistir. Deri
orneklerinde bakteriyel yiik tayini, deri homojenatinin seri dilisyonu yapildiktan sonra
Mannitol Salt Agar’a damlatilarak gerceklestirilmistir (267). Doku orneklerindeki
Staphylococcus aureus, mannitol fermantasyonu sonucu olusan asidik {iriinle
ortamdaki fenol kirmizisi mannitol salt agarda sar1 renkte koloniler liretmektedir. Bu

koloniler sayilarak bakteriyel tayini yapilmistir (Sekil 3.5.).

500 pL PBS igeren 1.5 mL’lik ependorf tiiplere doku tamamen PBS (150mM
sodyum kloriir, 10mM sodyum fosfat , pH 7.2) i¢cinde kalacak sekilde yerlestirilmis,
agzi sikica kapatilarak buz akiileri igerisinde 6rnekler 2 dk boyunca ultrasonik banyoda
bekletilmis ve dokulardaki bakterinin PBS’e ge¢mesi saglanmistir. 0,5 mm
boyutundaki silika boncuklar doku iceren ependorflara eklenmis ve vortekslenmis 2
dk sonike edilmis birka¢ kez daha vortekslenerek ve dillisyon yapilmistir. Dokulara ait
stispansiyon 10! ila 10'° PBS ile seyreltilmistir. Seyreltilmis siispansiyonlar Mannitol

Salt Agar ve Kanli Agar plaklari izerine 10 pL. damlatilarak (n=3) ekilmistir.
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Sekil 3.5. Enfekte dokuda bakteriyel yiik tayinine ait 6rnek. Hayvanlardan alinan
doku 6rnekleri 10-°den 10’ya kadar seri diliisyonlar1 ve mannitol salt
agara ekimi sonucunda diliisyona bagli liremenin azaldig1 goriilmiistiir.

Histopatolojik inceleme

Her bir farenin sirt bolgesindeki lezyonlardan doku ornekleri alinmistir. Disli
penset yardimi ile farenin derisi kaldirilmis ve diiz cerrahi makas kullanilarak
lezyonun alt kismindaki apselere dokunmadan ve farenin sirt tiiylerini icermeyecek
sekilde lezyon c¢evresinden kesilerek dikdortgen sekilde ornek alinmistir.
Hayvanlardan alinan doku oOrneklerinin yaris1 histopatolojik incelemeler igin
ayrilmistir. Dokular (~ 1 cm x 2,5 cm) no 11 bistiiri ucu ve 3 numarali bistiiri sap1 ve
digsiz penset yardimiyla petri plaklar i¢cinde kesilmis olup doku 6rneklerine uygun
olarak kare seklinde kesilmis karton kagitlara deri kirismayacak sekilde toplu igne ile
(enfeksiyonun oldugu kisimlar hari¢) tuturulmus olup 20 mL % 4 konsantrasyonda
formaldehit iceren uygun kaplara aktarilmistir. Rutin fiksasyon, kesit ve hematoksilen
ve eozin ile boyama sonrasi deri 6rnekleri histopatolojik olarak incelenmistir. Akut
enflamasyonun degerlendirilmesi icin iilserasyonun varlig1 ve derecesi, bakteriler,
notrofiller, 6dem ve konjesyon kaydedilirken, polimorfoniikleer lokositlerin
mononiikleer enflamatuvar hiicrelere kaymasi ve vaskiilaritenin derecesi kronik
enflamasyonun degerlendirilmesi i¢in puanlanmistir. Onarim siirecini degerlendirmek
icin fibrozisin ve reepitelizasyonun siddeti derecelendirilmistir (268). Her morfolojik
bulgu, 0 - 3 skoruna gore yar1 kantitatif olarak derecelendirilmistir (Tablo 3.7) (268).
Notrofillerin ve plazma ve monositik hiicre yoksa skoru 0, az miktardaysa 1, orta

derecede ise 2 ve c¢ok miktardaysa 3 olarak belirlenmistir. Akut enflamasyon
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ndtrofillerin varligi, kronik enflamasyon ise plazma ve monositik hiicrelerin varlig
olarak tanimlanmustir.
Istatistiksel analizlerde nonparametrik test olan Kruskal-Wallis Varyans

analizi kulllanilmistir.

Tablo 3.7. Histopatolojik skorlama.

Skor
0 1 2 3
Akut enflamasyon Yok Az miktarda  Orta derecede = Cok miktarda

Kronik enflamasyon Yok Az miktarda  Orta derecede  Cok miktarda

Miyeloperoksidaz (MPO) Aktivitesi Tayini

Yara enfeksiyonlarinda, notrofilik polimorfoniikleer l6kositler tarafindan
miyeloperoksidaz agiga ¢ikmaktadir. Calismamizda, deri 6rneklerinde MPO aktivitesi
oOlciilerek hem enfeksiyonun diizeyi hem de yaranin iyilesmesi belirlenmistir (269).
Bu amagla ticari olarak temin edilen MPO aktivite analiz kiti kullanilmistir. Deri
ornekleri  (~50 mg) 2 mL’lik kryotiiplere alinarak ve dogrudan sivi azotta
dondurularak -80 °C’de saklanmistir. Analiz asamasinda buz iizerinde dokular
eritilerek her analiz i¢in gerekli doku miktar1 toplanmistir. Tiim deri 6rnekleri (10 + 3
mg) par¢alanmis ve soguk PBS'e sokup cikarilarak yikanmistir. Doku hacminin
yaklasik 4 kati hacimde (100 pL) MPO tayin tamponunda homojenlestirilmis ve
yeniden siispande edilmistir. Herhangi bir ¢éziinmeyen materyali uzaklastirmak icin
numune 13.000 g'de 10 dakika santrifiijlenmistir. Siipernatant toplanarak temiz bir
tiipe aktarilmistir. Buz iizerinde tutulmustur. Her bir 6rnek i¢in 40 pL. MPO analiz
tamponu ve 10 pL MPO substrat1 karigtirtlarak reaksiyon karisimi olusturulmustur.
Backround kontrol karigimi icin ise 40 pL. MPO analiz tamponu ve 10 pL su
karigtirtlmistir. 96 kuyucuklu plagin pozitif kontrol ve numune igeren kuyucuklara 50
uL reaksiyon karigimi eklenmistir. Backround kontrol gruplaria backround kontrol
karisimi eklenmistir. 25°C de 2 saat inkiibe edilmistir. 2 uL durdurma karisimi (stop
mix) tiim kuyucuklara eklenip, karistirtlmis ve 10 dk inkiibe edilmistir. Her kuyucuga
50 pL TNB/standart eklenmistir, standart kuyucuklarina 0, 10, 20, 30, 40, 50 uL
TNB/standart eklenmis ve oda sicakliginda 10 dk inkiibe edilmistir. OD412 nm’de

mikroplate reader ile dl¢iim yapilmis ve MPO aktivitesi hesaplanmaigtir.
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Sitokin diizeylerinin tayini

Enflamasyon yanitinin degerlendirilmesi amaciyla derideki IL-1p, IL-6, TNF-
a ve IL-17A diizeyleri akis sitometresi (CytoFLEX, Beckman) ile tayin edilmistir
(270-272). Doku orneklerindeki sitokin diizeylerini ayn1 anda analiz edebilmek i¢in
farklh renkte isaretli anti mouse antikorlar ve izotip kontrol antikorlar kullanilmistir.
IL-6 icin APC isaretli anti-mouse antikor ve APC- IgG1, « izotip kontrol antikor
kullanilmistir. TNF « i¢in FITC isaretli-anti mouse antikor ve FITC - IgG1, « izotip
kontrol antikor, IL17A i¢in PE isaretli anti-mouse antikor ve PE - IgGl1, « izotip
kontrol antikor ve IL1f igin PerCP isaretli anti mouse antikor ve PerCP - IgG izotip
kontrol antikor kullanilmigtir. Analiz Oncesinde Ornekler (~50 mg) tek tek
¢oziindiiriilmiis ve petri kabi1 {izerine alinarak {izerine bir miktar PBS damlatilmis
(dokunun kurumamasi i¢in) sonrasinda doku iizerine 3 mL Tripsin-EDTA (%0.05
tripsin ve %0.02 EDTA) eklenerek 15 dk oda sicakliginda inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonrasinda 70 pm agikliginda cell strainer (70 pm) eklenmis ve 50 mL
falkon tiiplere siizlilmiistiir. Petri plagindaki deri 6rnekleri PBS ile iyice yikanarak
stiziilmiistiir. Stizlinti 1800 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek siipernatan atilmistir.
Bir miktar PBS eklenerek polistiren flow tiiplerine alinmis ve akis sitometresinde
okuma yapilmistir. Akis sitometrisi i¢in intraseliiler boyama protokolii uygulanmistir
(273). Permeabilizasyon ve fiksasyon i¢in permeabilizasyon ve fiksasyon Kkiti
kullanilmistir. Calismalarda uygulanan tek hiicre siispansiyonu olusturma yontemini
optimize etmek i¢in saglikli doku drnekleriyle ¢alisilmis ve hiicrelere boyanmadan
akis sitometresinde analiz edilmistir. Elde edile hiicre sayis1 kontrol edilmis ve yontem

optimize edilerek ¢aligma gruplarina ait dokularda da ayn1 yontem kullanilmistir.
3.7.2. Formiilasyonlarin in Vivo Degerlendirilmesi

In vivo ¢alismalarda én ¢alismalarla enfeksiyon modeli olusturulduktan sonra
formiilasyonlarin incelenmesi ¢aligmalarina gecilmistir. Formiilasyonlarin etkinliginin
in vivo degerlendirmesi icin MRSA4 susuna kars1 subkutan6z enjeksiyonla deneysel

olarak enfeksiyon olusturulmus BALB/c farelerde c¢aligmalar gerceklestirilmistir.
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MRSA Susunun Enfeksiyona Hazirlanmasi

MRSA susunun {iretimi ve alt kiiltiirleri enfeksiyondan ii¢ giin Once
olusturulmustur. MRSA4 stok kiiltiirden kanli agar plaklarina ekilmis ve 37°C’de 18
saat inkiibasyona birakilarak iiremesi saglanmustir. Ikinci bir pasaj daha yapilmustir.
Kanli agar plaginda hemoliz fenotipi (her koloninin etrafinda temiz bir bolge) kontrol

edilmisgtir.
MRSA'nin enfeksiyona hazirlanmasi (enfeksiyon giinii)

MRSA4’e ait bakteri kiiltiirleri 6n ¢aligmalarda anlatildig: sekilde (Bolim
3.7.1) gerceklestirilmisgtir.

BALBY/c farelerin enfeksiyona hazirlanmast (enfeksiyon giinii)

Farelerin sirt bolgeleri tirag edilmeden 6nce ketamin / ksilazin (100/10 mg/kg)
intraperitoneal olarak uygulanmustir. Cilt kistirma yanitlar1 dikkate alinarak anestezi
tamamlandiktan sonra 20 — 25 g farelerin sirt kisminda 3 x 4 cm?’ lik bir alandaki

tilyleri tiras makinesi yardimiyla tiras edilmistir.
Subkiitanoz MRSA Enfeksiyonu

On ¢alismalarda ve formiilasyon uygulanmasi igin gerceklestirilen ¢alisma
protokolii Sekil 3.6.’da 6zetlenmistir. Farenin sirtinda tirag edilen alana subkiitan6z
enjeksiyonla 100 pL bakteri slispansiyonu enjekte edilmistir. Saglikli farelere tiras
edilen alana 100 pL serum fizyolojik subkiitan olarak enjekte edilmistir. Hayvanlarin
agirhigl, sirtindaki lezyonlarin boyutu ve lezyon alaninin goriiniimii giinliik olarak
kaydedilmistir. Deri lezyonun uzunlugu ve genisligi carpilarak olcililmiistiir. Bakteri
inokulumundan sonraki 3. giinden sonra enfeksiyon degerlendirilerek 8 saat ara ile
giinde 2 kez (saat 08.00 ve 16.00) formiilasyonlar ve kontrol gruplar1 uygulamasi
yapilmistir (Tablo 3.8.). Caligma gruplarindaki fareler lezyon alanlarindaki iyilesme
g6z Oniinde bulundurularak formiilasyon uygulama basladiktan 6. giin (Gtin 9) veya
11 giin sonra (Giin 14) anestezi dozunun 4 kati olacak sekilde ketamin/ksilazin
(400/100 mg) ile sakrifiye edilmistir. Deri bir ¢ift steril makasla ¢engellenerek ve

dikkatlice soyulmustur. Lezyonun tamami ve ¢evresindeki alanin yaklagik 2-5 mm'si
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cikarilmigtir. Her bir hayvana ait dokular farkli petri kaplarina alinmistir. Alinan deri
orneklerinin yaris1 lezyonun tam ortasinda kesilerek histopatolojik inceleme igin
ayrilmigtir. Geri kalan yarisi esit parcalarda iice bdliinerek bakteriyel yiik,

miyeloperoksidaz aktivitesi ve sitokin analizleri i¢in ayrilmistir.

) LV bl

Giin 0 2 3 4 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Sakrifikasyon Sakrifikasyon
%, = Bakteriyel yiik tayini
A = Histopatolojik inceleme
A = MPO aktivitesi tayini

Sitokin dzeyi tayini

. Subkiitanz enjeksiyon Giinde 2 kez (8 saat ara ile)
= 20-25 g, BALB/c disi fare formiilasyonlarin topikal uygulamasi

* n=6 (100 pt)

Sekil 3.6. In vivo caligsma protokolii.
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Hayvan Grubu Kod Uygulama hacmi
% 0,9 NaCl
1 | Enfekte Negatif Kontrol
200 pl/giin
2 | Enfekte Pozitif kontrol -
Fusidik asit (%2 a/a) igeren ticari iiriin
3 Ticari (FA) 200 pL/giin
(Fucidin krem)
Sodyum fusidat igeren ticari {iriin
4 Ticari (SF) 200 pL/giin
(Fucidin merhem)
5 | Fusidik asit ¢ozeltisi (%2 a/h etanolde) | FAsol 200 pL/giin
6 | Sodyum fusidat ¢ozeltisi (%2 a/h suda) | SFsol 200 pL/giin
7 | Endolizin ¢o6zeltisi LysSA10 200 pL/giin
8 | Kitosan jel (gK3) gK3 200 pL/giin
9 | Kitosan jel (gM3) gM3 200 pL/giin
10| Fusidik asit + kitosan jel (baz kitosan) | FA+gK3 200 pL/giin
Fusidik asit + kitosan jel (orta molekiil
11 FA+gM3 200 pL/giin
agirlikli kitosan)
Sodyum fusidat + kitosan jel (baz
12 SF + gK3 200 pL/giin
kitosan)
Sodyum fusidat + kitosan jel (orta
13 . SF + gM3 200 pL/giin
molekiil agirlikl kitosan)
. ) ) ) LysSA10 +
14| Endolizin + kitosan jel (baz kitosan) 3 200 pL/giin
g
Endolizin + Fusidik asit + kitosan jel LysSA10 + FA
15 . 200 pL/giin
(baz kitosan) + gK3
Endolizin + Sodyum fusidat + kitosan | LysSA10 + SF
16| . 200 pL/giin
jel (baz kitosan) + gK3

Calisma boyunca her bir hayvanin agirligi, lezyon alani ve lezyon goriintiileri
giinde 2 kez olacak sekilde kaydedilmistir. Lezyon alani, lezyon alan1 goriintiilemesi,
bakteriyel yiik tayini, histopatolojik inceleme ve MPO aktivitesi tayini 6n ¢aligmalarda

anlatildig1 sekilde gergeklestirilmistir.
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3.8. istatistiksel Analizler

Tiim analizler Prism version 7 kullanilarak tek yonli ANOVA analizi ile
degerlendirilmistir. Histopatolojik skorlamalarin istatistiksel degerlendirmesinde non-
parametrik test olan Kruskal-Wallis testi kullanilmistir. p < 0,05 degerleri istatistiksel

olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Fusidik Asit ve Sodyum Fusidat Miktar Tayini ve Validasyonu

Fusidik asit ve sodyum fusidat HPLC ile miktar tayini Tablo 4.1.’de verilen

kosullarda gergeklestirilmistir. Fusidik aside ait HPLC kromatogrami Sekil 4.1.°de,

sodyum fusidata ait kromatogram Sekil 4.2.’de gosterilmistir.

Tablo 4.1. Fusidik asidin ve Sodyum Fusidatin HPLC ile miktar tayininde kullanilan

kromatografik kosullar.

Etkin Madde Fusidik Asit Sodyum Fusidat
Asetonitril:su:asetik asit | Asetonitril :0.05 mol/L fosforik

Mobil faz .
(79:29:1) asit: metanol (67 : 26 : 7)
Waters C18 150x4.6 mm, | Waters C18 150x4.6 mm, 5 pm

Kolon
S um

Enjeksiyon hacmi 20 uL 20 uL

Akis hizi 1 mL/dk 1 mL/dk

Dalga boyu 250 nm 235 nm

Kolon sicakhg: 25°C 25°C

Retansiyon zamam | 4,5 dk 4,9dk

200 T%usonm,4nm (1.00)

Sekil 4.1. Fusidik asidin HPLC kromatogrami (mobil faz icerisinde).
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mAU
40-p35nmanm (1.00)
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0 05 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 min

Sekil 4.2. Sodyum fusidatin HPLC kromatogrami (mobil faz icerisinde).

Dogrusallik

Fusidik asidin ve sodyum fusidatin dogrusallik tayini i¢in 10, 20, 25, 40, 50,
80 pg/mL olmak tizere 6 konsantrasyonda mobil faz igerisinde fusidik asitin verdigi
piklerin egri altinda kalan alanlar belirlenmistir. Kalibrasyon dogrusu ve denklemleri
Sekil 4.3.’te yer almaktadir. Fusidik asidin ve sodyum fusidatin tanimlayicilik
katsayis1 olan R? degerleri sirasiyla 0,9952 ve 0,9995 olarak bulunmus ve yontemin
dogrusalligi gosterilmistir. R*’nin 1’e yakin olmasi, deneysel sonuglarin yiiksek

giivenilirlikte oldugunu gostermektedir.
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400000 -
a
) y =4452,7x + 2741,8
350000 R? = 0,9952
300000
250000 A

200000 4

Pik Alanmi

150000 -

100000 A

50000 -

0

10 20 30 40 50 60 70 80 90
Fusidik asit konsantrasyonu (ug/mL)

b) 1200000 -

1000000
y =11827x - 2669,3

R?=0,9995
800000 A

600000 A

Pik Alani

400000 -

200000 A

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Sodyum fusidat konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 4.3. Fusidik asidin (a) ve sodyum fusidatin (b) dogrusallik ¢aligmasi sonucunda
elde edilen kalibrasyon dogrusu (n=6) (mobil faz icerisinde).

Dogruluk

Gelistirilen analitik metodun dogrulugunu gostermek amaciyla fusidik asidin
ve sodyum fusidatin diisiik, orta ve yiiksek konsantrasyonda kalibrasyon sinirlar
icerisinde olmak tizere 10 pg/mL, 25 ng/mL ve 80 pg/mL 3 farkli konsantrasyonda
standart ¢dzeltisi mobil faz icerisinde hazirlanarak &lgiim yapilmistir. Olgiimle
bulunan konsantrasyonlardan fusidik asidin % geri kazanim degerleri hesaplanmistir
(Tablo 4.2.). Varyasyon katsayisi (%RSD) degerleri %2’nin altinda bulunmus,

yontemin dogrulugu gosterilmistir.
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Tablo 4.2. Fusidik asidin ve sodyum fusidatin analitik yontem validasyonuna ait
dogruluk sonuglari (n=6).

Etkin Teorik Hesaplanan Geri
madde Konsantrasyon | Konsantrasyon Kazanmm (%) RSD (%)
(ng/mL) (ng/mL)£SS
10 10,02+0,14 100,2 1,35
Fusidik asit 25 25,05+0,13 100,2 0,5
80 79,7+ 0,2 99,6 0,3
Sodyum 10 9,96+0,06 99,6 0,57
fusidat 25 25+0,05 99,9 0,2
80 79,38+0,14 99,2 0,18
Kesinlik
Tekrarlanabilirlik

Yontemin tekrarlanabilirligi icin fusidik asidin ve  sodyum fusidatin 10
pg/mL, 25 pg/mL ve 80 pg/mL konsantrasyonlarda hazirlanan ¢dzeltilerinin giin
icinde 6 kez uygulanarak elde edilen pik alani degerleri hesaplanmis ve varyasyon
katsayist (%RSD) degerleri degerlendirilmistir (Tablo 4.3.). Varyasyon katsayisi

(%RSD) degerleri %2’nin altinda bulunmus, yontemin tekrarlabilirligi gosterilmistir.
Ara kesinlik

Yontemin ara kesinligi 10 pg/mL, 25 pg/mL ve 80 pg/mL konsantrasyondaki
mobil faz i¢erisinde hazirlanan standart ¢ozeltilerinde 3 giin ard arada dl¢tim yapilarak
varyasyon katsayist (%RSD) hesaplanmistir (Tablo 4.3.). %RSD degerleri %2 nin

altinda bulunmus, yontemin ara kesinligi gosterilmistir.



61

Tablo 4.3. Fusidik asidin ve sodyum fusidatin analitik yontem validasyonuna ait

kesinlik sonuglar1 (n=6).

Tekrarlanabilirlik (Giin i¢i) Ara Kesinlik (Giinler aras1)

Etkin Teorik | Hesaplanan | Geri RSD Hesaplanan | Geri RSD
Madde | Kons. Kons. Kazanim (%) Kons. Kazanim (%)

(ng/mL) | (ug/mL)+SS | (%) (ug/mL)+SS| (%)
Fusidik | 10 9,96+0,05 | 99,64 0,45 | 9,95+ 0,05 |99,51 0,65
asit 25 25,24+ 0,1 | 100,96 |04 | 25,34+0,08 101,13 10,3

80 80,72+0,12 | 100,90 | 0,15 | 80,5 +0,3 100,58 |04
Sodyu |10 9,96+0,02 | 99,6 0,18 | 9,90+0,05 |99,1 0,48
m 25 25,01+ 0,02 | 100,05 | 0,08 | 24,9+0,1 99,9 0,49
fusidat | g0 79,70£0,08 99,59 | 0,1 | 79,8+0,03 |99,7 0,04

Ozgiilliik

Etkin madde icermeyen jellerin 250 nm ve 235 nm dalga boyunda fusidik

asidin ve sodyum fusidatin olusturdugu pik alanlarinda girisim yapmadigi goriilmiis

ve yontemlerin 6zgiil oldugu belirlenmistir (Sekil 4.4. ve Sekil 4.5.).
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Sekil 4.4. Fusidik aside ait 6zgiilliik sonuglar1 a) placebo ¢ozeltisi, b) formiilasyon
(25 pg/mL), ¢) standart ¢ozelti (25 pg/mL), d) mobil faz.
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Sekil 4.5. Sodyum fusidata ait 6zgiilliik sonuclar1 a) placebo ¢ozeltisi, b)
formiilasyon (25 pg/mL), ¢) standart ¢ozelti (25 pg/mL), d) mobil faz.

Duyarlilik (LOQO ve LOD)

Duyarlilik kalibrasyon denklemi kullanilarak tespit edilmistir. Bunun ig¢in
fusidik asit ¢ozeltisinin cihaz yanit1 2840,1 ve sodyum fusidat ¢ozeltisine ati cihaz
yaniti 4640,9 elde edilmistir. Esitlik 1 ve 2 kullanilarak yapilan hesaplamalar
sonucunda fusidik asit miktar tayini sinir1 (LOQ) 5,47 pg/mL, saptama sinir1 (LOD)



64

1,8 pg/mL olarak bulunmustur. Sodyum fusidat miktar tayini sinir1 (LOQ) 3,77

pg/mL, saptama smir1 (LOD) 1,25 pg/mL olarak bulunmustur.

Stabilite

Hazirlanan fusidik asit ve sodyum fusidatin mobil faz icerisinde ¢ozeltisinin

stabilite sonuglar1 Tablo 4.4.’te gosterilmektedir. Sonuclar gore fusidik asidin ve

sodyum fusidatin analiz siiresi boyunda stabil kaldigin1 gostermektedir.

Tablo 4.4. Fusidik asidin ve sodyum fusidatin mobil faz igerisinde stabilitesine iliskin

bulgular (n=6).

Etkin Teorik Zaman Konsantrasyon Gerl
Madde Konsantrasyon (sa) (ug/mL) Kazanim | RSD (%)
(ng/mL) (%)
Fusidik 25 0 25,3 101,36 0,25
asit 25 3 25,14 100,58 0,5
25 6 25,13 100,5 0,24
Sodyum 25 0 25,3 101,2 0,38
fusidat 25 3 25,28 101,1 0,6
25 6 25,25 101 0,5

Hazirlanan fusidik asit ve sodyum fusidatin salim ortamindaki (%1 Tween 80

iceren pH 7.4 tamponu) stabilite sonuglart Tablo 4.5.’te gosterilmistir. Fusidik asit ve

sodyum fusidat salim ortaminda stabil kaldig1 gdsterilmistir.

Tablo 4.5. Fusidik asidin ve sodyum fusidatin salim ortami icerisinde stabilitesine ait

bulgular (n=6).

Etkin KOH:;?:: zll(syon Zaman | Konsantrasyon Geri RSD
o (1)

Madde (ng/mL) (sa) (ng/mL) Kazanim (%) | (%)
o 50 0 50,81 98,59 1,5
Fusidi 50 3 43,93 98,71 115
50 6 47,86 98,24 1,25

Sodvum 50 0 50,28 100,56 0,45
o 50 3 50,76 101,52 0,91
50 6 51,22 102,43 0,65
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Fusidik asit ve sodyum fusidatin jellerden ekstraksiyonu

Jellerden etkin maddenin miktar tayini i¢in fusidik asit asetonitril:su:asetik asit
(79:29:1) ¢oziicli karigimi, sodyum fusidat ise asetonitril:0.05 mol/L:metanol (10:4:1)
cozlicii karisimi kullanilarak formiilasyonlardan ekstrakte edilmis ve miktar tayin
gerceklestirilmistir. Sonuglar Tablo 4.6.’da sunulmustur. Fusidik asit ve sodyum
fusidat jellerden etkin madde miktar tayininde >%93 oraninda geri kazanim elde
edilmistir. Jellerden ekstraksiyon sonucu elde edilen etkin maddeye ait

kromotogramlar Sekil 4.4b. ve Sekil 4.5b.’de gdsterilmistir.

Tablo 4.6. Fusidik asidin ve sodyum fusidatin jellerden ekstraksiyon sonrasi geri
kazanima ait sonuglar (n=6).

Etkin Teorik Hesaplanan Geri
madde Konsantrasyon | Konsantrasyon Kazanmm (%) RSD (%)
(ng/mL) (ng/mL)£SS
10 9,69+0,08 96,89 0,83
Fusidik asit 25 24,1140,11 96,45 0,44
80 77,99+ 0,1 97,49 0,13
Sodyum 10 9,96+0,04 99,61 0,38
fusidat 25 23,75+0,09 95,0 0,4
80 74,48+0,05 93,1 0,07

4.2. Endolizin (LysSA10) Miktar Tayini ve Validasyonu

Endolizin konsantrasyonun tayini i¢in ti¢ farkli yontem incelenmis olup elde
edilen sonuglar Tablo 4.7.’de 6zetlenmistir. En yiiksek konsantrasyon 73,25 mg/mL
ile spektrofotometrik yontem olan Nanodrop kullanilarak elde edilmistir. Endolizinin
etkinligini saf olan kismindan gosterdigi i¢in 6l¢lim ydntemleri arasinda disardan
gelebilecek kontamitantlardan en az etkilenen 6l¢lim Qubit Analizi yontemi olarak
bulunmugtur (274). Bu nedenle endolizin miktar tayini ¢aligmalarinda Qubit analizi

yontemi kullanilmasina karar verilmistir.



66

Tablo 4.7. Endolizinin miktar tayini i¢in yontemlerin karsilastirilmasi.

Yontem Endolizin konsantrasyonu (mg/mL)
BCA Analizi* 22,86
Nanodrop** 73,25
Qubit Analizi*** 0,816

* endolizin ¢ozeltisi BCA ¢alisma reaktifi igerisinde hazirlanmistir. ** endolizin PBS igerisinde
¢ozeltisinin dogrudan dl¢iimii yapilmigtir. *** endolizin ¢dzeltisi Qubit ¢alisma ¢odzeltisi igerisinde
hazirlanmistir.

4.3. Formiilasyon Gelistirme ve Karakterizasyon

Jel formiilasyonlar1 hazirlanirken farkli konsantrasyonlarda (%2 ve %3 a/h),
farkli molekiil agirligi ve farkli deasetilasyon derecesine sahip farkli 6zelliklerde
kitosanlar kullanilmistir. Berrak goriiniime ve homojen bir yapiya sahip kitosan jeller
hazirlanmistir (gK2, gK3, gM2, gM3, gH2, gH3, gP2, gP3). Fusidik asit iceren jel
formiilasyonlarina eklenecek siirfaktanin ve konsantrasyonunun belirlenmesi igin
farkli siirfaktanlarla yapilan ¢oziiniirlik calismalarina ait sonuglar Tablo 4.8.°de
Ozetlenmistir. En yliksek c¢oziiniirliik saglayan %3 konsantrasyonda Tween 80

formiilasyona eklenmistir.

Tablo 4.8. Fusidik asit i¢in farklh silirfaktanlarla yapilan c¢oziiniirliik caligmasi
sonuclari (n=3).

Coziintirliik (mg/mL) = SS
Siirfaktan Siirfaktan Konsantrasyonu Stirfaktan Konsantrasyonu
%?2 (a/h) %3 (a’h)
Span 20 8.55+0.24 8.97+0.07
Span 80 11,00+0.13 12.08+0.09
Tween 20 10.02+0.05 16.45+0.04
Tween 80 12.38+0.11 17.29+0.18

Kitosan jeller sodyum fusidat veya fusidik asit ile inkorpore edildiginde jel
formiilasyonlar1 beyaz ve opak goriinlimde olmustur (Sekil 4.6.).

Endolizin igeren jel formiilasyonlar1 hazirlanirken %3 a/h konsantrasyonda
235 kDa molekiil agirligina ve %85 deasetilasyon derecesine sahip 6zelliklerde koyo

kitosan kullanilmistir. Hafif sar1 renkte homojen bir jel elde edilmistir (Sekil 4.6.).
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Endolizin + fusidik asit birlikte i¢ceren ve endolizin + sodyum fusidat birlikte

iceren jeller ise beyaz renkte homojen ve opak goriiniistedir (Sekil 4.6).
4.3.1. pH

Koyo kitosan jeller (gK2 ve gK3) ve protosan jellerin (gP2 ve gP3) pH’s1 5.0
olarak bulunmustur. Jellere fusidik asit veya sodyum fusidat eklenmesiyle pH’da
degisiklik olmamustir. Orta molekiil agirlikli ve yliksek molekiil agirlikli kitosan
jellerin (gM2, gM3, gH2, gH3) pH’s1 4.0 olup, etkin madde eklenmesiyle pH’da
degisiklik olmamuistir (Tablo 4.9.). %3 konsantrasyonda Koyo kitosan jel (gK3) i¢cinde
hazirlanan endolizin (LysSA10 + gK3), endolizin+fusidik asit (LysSA10 + FA + gK3)
ve endolizint+sodyum fusidat (LysSA10 + SF + gK3) igeren formiilasyonlarin pH
degeri 5.5 olarak bulunmugstur. Etkin madde ilavesinin jelin pHsini arttirdigi
goriilmistiir. Karsilagtirma amaciyla incelenen ticari iirlinlerinin pHs1 ise 4 olarak

bulunmustur (Tablo 4.9.).
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Bos kitosan jeller

gK2 gK3

gM3 gH2

gH3

Endolizin iceren

FA + gH2 | FA + gH3

Endolizin + Fusidik asit

Endolizin + Sodyum

iceren fusidat iceren
LysSA10 + gK3 LysSA10 + FA + gK3 LysSA10 + SF + gK3
e

Sekil 4.6. Gelistirilen jel formiilasyonlarinin makroskobik goriiniisleri.
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4.3.2. Yiizey Ozellikleri

Gelistirilen jel formiilasyonlarinin yiizey yiikleri pozitif bulunmustur (Tablo
4.9.). %2 ve % 3 konsantrasyonda Koyo kitosan jellerin zeta potansiyeli 66.5 + 4 mV
(gK2) ve 654 + 1.3 mV (gK3) olarak bulunmustur. Fusidik asit eklenmesiyle
formiilasyonlarin zeta potansiyeli 70.4 + 1.5 mV (FA + gK2) ve 68.1 + 1.2 mV (FA +
gK3) elde edilmistir. Fusidik asitin koyo kitosan jele eklenmesiyle zeta potansiyelde
artts  goriiliirken, sodyum fusidatin eklenmesiyle herhangi bir degisiklik
goriilmemistir.

%2 ve % 3 konsantrasyonda orta molekiil agirlikli kitosan jellere ait zeta
potansiyel degerleri 80 £ 1.7 mV (gM2) ve 75 + 3.2 mV (gM3) elde edilmistir. Fusidik
asit eklenmesiyle birlikte formiilasyonlarin zeta potansiyeli 75.4 £ 1.1 mV (FA + gM?2)
ve 76 £ 2.2 mV (FA + gM3) elde edilmistir. Fusidik asitin %2 konsantrasyonda orta
molekiil agirlikli kitosan jele eklenmesiyle zeta potansiyelde azalma goriiliirken %3
konsantrasyondaki orta molekiil agirlikli kitosan jele eklenmesiyle zeta potansiyelde
anlamli bir degisiklik goriilmemistir. Orta molekiil agirlikli kitosan jellere sodyum
fusidat eklenmesiyle formiilasyonlarin zeta potansiyeli 65.4 + 2 mV (SF + gM2) ve
52.8 £ 8.9 mV (SF+gM3) elde edilmistir. Sodyum fusidatin orta molekiil agirlikli
kitosan jele eklenmesiyle zeta potansiyelde anlamli bir azalma goriilmiistiir (Tablo
4.9.).

%2 ve % 3 konsantrasyonda yliksek molekiil agirlikli kitosan jellere ait zeta
potansiyeli 69.2 +£ 1.7 mV (gH2) ve 71.1 £ 6.8 mV (gH3) olarak bulunmustur. Fusidik
asit eklenmesiyle zeta potansiyelinde artis gézlenmistir (FA + gH i¢in 275.32 + 0.6
mV ve FA + gH i¢in 381.15+ 1.5 mV) . Fusidik asitin yiiksek molekiil agirlikl kitosan
jele eklenmesiyle zeta potansiyelde artis goriiliirken, sodyum fusidatin eklenmesiyle
zeta potansiyelde azalma gozlenmistir.

Suda ¢dzilinen protosan kitosan jele ait zeta potansiyel 59.9 + 2 mV (gP2) ve
59 +3 mV (gP3) olarak bulunmustur. Fusidik asit eklenmesiyle zeta potansiyelde artig
gozlenmistir (FA + gP2 icin 70.50 = 1.1 mV ve FA + gP3 i¢in 67.42 £ 1.1 mV).
Sodyum fusidatin protosan kitosan jele eklenmesiyle zeta potansiyelde anlamli bir
farklilik goriilmemistir.

Suda ¢ozilinen Protosan kitosanin zeta potansiyeli pozitif olmakla birlikte,

bazik kitosanlara gore daha diisiik bulunmustur. Farkli molekiil agirlikta kitosanlar
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karsilagtirildiginda ise, kitosanin molekiil agirli§inin artisina bagli olarak zeta
potansiyelde de artis goriilmiistiir.

%3 konsantrasyonda Koyo kitosan jele endolizin eklenmesiyle birlikte
formiilasyonun (LysSA10 + gK3) zeta potansiyelinde diisiis oldugu goriilmiistiir (46.3
+ 0,7 mV. Benzer sekilde %3 konsantrasyonda Koyo kitosan jele endolizin + fusidik
asit veya endolizin + sodyum fusidat eklenmesiyle zeta potansiyelde anlamli bir
azalma gortilmiistii (LysSA10 + FA gK3 i¢in 50.8 = 1,3 mV ve LysSA10 + SF + gK3
i¢cin 47+1,6).

4.3.3. Viskozite

Bos jeller ve formiilasyonlara ait viskozite degerleri Tablo 4.9., akis egrileri
Sekil 4.7. ve Sekil 4.8.’de gosterilmistir. Viskozitelerinin dl¢timleri yapilirken her bir
ornek icin i¢in uygun kayma hiz1 incelenmistir. Bu amagcla her jel i¢cin uygun kayma
hiz1 aralig1 10 — 90 tork olarak se¢ilmistir.

Kitosanin molekiil agirligt ve konsantrasyonunda artisa bagl olarak
viskozitede de artis oldugu gozlenmistir. Suda ¢oziinen kitosanin viskozitesi bazik
olanlara gore diisiik bulunmustur.

%?2 ve % 3 konsantrasyonda koyo kitosan jellere fusidik asit eklenmesiyle
formiilasyonlarin viskozitesinde bir degisiklik goriilmezken, sodyum fusidat
eklenmesiyle formiilasyonlarin viskozitesinde artis gozlenmistir (SF+gK3 icin
876,45+2,9 cP).

%2 ve %3 konsantrasyonda orta molekiil agirlikli kitosan jele fusidik asit
eklenmesiyle viskozitede azalma gozlenmistir (FA + gM?2 icin 874,8+7,9 cP ve FA +
gM3 icin 4440,1+8,6). Sodyum fusidat eklenmesiyle de benzer sekilde viskozitede
azalma gozlenmistir. %2 ve %3 konsantrasyonda bos orta molekiil agirlikli kitosan
jellere eklenmesiyle. %2 ve %3 konsantrasyonda bos orta molekiil agirlikli kitosan
jellere fusidik asit ve sodyum fusidat eklenmesiyle formiilasyonlarin, 6zellikle %2
konsantrasyonda kitosanla hazirlananlarin viskozitesinde azalma goriilmustiir.

%2 ve % 3 konsantrasyonda bos yiiksek molekiil agirlikli kitosan jellere fusidik
asit eklenmesiyle formiilasyonlarin viskozitesi 886,8+2,8 cP (FA + gH2) ve
4140,8+94,7 cP (FA + gH3) elde edilmistir. Fusidik asitin yiiksek molekiil agirlikli

kitosan jele eklenmesiyle viskozitede azalma goriilmiistiir (Tablo 4.9.). %2 ve % 3
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konsantrasyonda bos yiiksek molekiil agirlikli kitosan jellere sodyum fusidat
eklenmesiyle formiilasyonlarin viskozitesi 2983,2+26,5 cP (SF + gH2) ve 5989,6+7,2
cP (SF+gH3) elde edilmistir. %2 ve % 3 konsantrasyonda bos yliksek molekiil agirlikli
kitosan jellere fusidik asit eklenmesiyle viskozite azalirken sodyum fusidat
eklenmesiyle viskozitede artig goriilmiistiir.

%2 ve % 3 konsantrasyonda suda ¢oziinen protosan kitosan jellere fusidik asit
eklenmesiyle formiilasyonlarin viskozitesi 6zelllikle yiliksek konsantrasyonda kitosan
iceren jellerin viskozitesinde artis goriilmiistiir. Sodyum fusidat eklenmesiyle de
benzer song alinmistir.

%3 konsantrasyonda Koyo kitosan jele endolizin eklenmesiyle birlikte
formiilasyonun viskozitesi 958,3 £3,5 cP (LysSA10 + gK3) olarak bulunmustur.
Endolizinin koyo kitosan jele eklenmesiye viskozitede anlamli bir artig goriilmiistiir.
%3 konsantrasyonda Koyo kitosan jele endolizin + fusidik asit ve endolizin + sodyum
fusidat eklenmesiyle formiilasyonlarin viskozitesi 520,75 cP (LysSA10 + FA gK3) ve
783,1 £5 cP (LysSA10 + SF + gK3) olarak Sl¢iilmiistiir. Endolizin + fusidik asit ve
endolizin + sodyum fusidatin koyo kitosan jele eklenmesiyle viskozitede anlamli bir
farklilik gézlenmemistir.

Fusidik asit ve sodyum fusidatin eklenmesinin jellerdeki viskoziteye etkisi
karsilastirildiginda sodyum fusidatin visoziteyi daha ¢ok etkiledigi goriilmiistiir.

Formiilasyonlara ait akis egrileri incelendiginde (Sekil 4.7.), caligmalarda
kullanilan tiim kitosanlar i¢in, kitosanin 6zelliklerine bagli olarak kayma hizina baglh
olarak viskozite degismemis yani Newtonian akig gorlilmiistiir. Bazi kitosanlar i¢in
etkin madde ilavesiyle akis degismis ve kayma hizina bagl olarak viskozitede azalma
yani pseudoplastik akis goriilmiistiir (Sekil 4.7.).

%?2 ve %3 konsantrasyonda bos koyo kitosan jellere ve orta molekiil agirlikli
kitosan jellere (gM2) fusidik asit ve sodyum fusidat ilavesi ile jellerin akis profili
degismemistir.

%?2 konsantrasyonda yliksek molekiil agirlikli kitosan jele fusidik asit ve
sodyum fusidat ilavesiyle akis Newtonian akis olarak degismistir. Kitosan
konsantrasyonu artirildiginda ise  sodyum fusidat ve fusidik asit ilavesiyle akista

degisiklik olmamustir.
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%3 konsantrasyonda bos kitosan jel (gK3) Newtonian akis sergilerken
endolizin ilavesiyle birlikte akis profili pseudoplastik akis olmustur. Endolizin+
fusidik asit (LysSA10 + FA + gK3) veya endolizin+sodyum fusidat ilavesi (LysSA10
+ SF + gK3) ilavesiyle ise akis profilinde degisiklik olmamustir.
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Sekil 4.7. Bos, fusidik asit veya sodyum fusidat yiiklii kitosan jeller ve ticari {iriine
ait akis egrileri (n=3).
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Fusidik asit igeren ticari krem ve sodyum fusidat igeren ticari merhem
pseudoplastik akis gostermistir. Fusidik asit igeren ticari krem viskozitesi sodyum

fusidat iceren ticari merheme gore daha yiiksek elde edilmistir.
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Sekil 4.8. Endolizin ve endolizin+fusidik asit ve endolizin sodyum fusidat i¢eren
jellere ait akis egrileri(n=3).

Gelistirilen formiilasyonlara ait karakterizasyon ¢alisma sonuglar1 toplu olarak

Tablo 4.9.’da verilmistir.
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Viskozite In vitro adezyon | Zeta Potansiyel | pH

(cP£SS) (N.sec/cm?+SS) (mV=£SS)
FAsol - - 0,93+0,2 5.5
SFsol - - -26,6+5,1 7.0
LysSA10 - - -27,1+1,8 7.0
LysSA10 + FAsol - - -29,7+1,3 6.5
LysSA10 + SFsol - - -24,740,8 7.0
gK2 143,9 +0 0,8+0,1 66,5+ 4,0 5
gK3 537,4+2,60 1,1 £0,1 654+ 13 5
gM2 1961,24+54,80 2,3+04 80+ 1,7 4
gM3 5000,7+ 11,50 4,1+0,1 75+32 4
gH2 2129,9449,90 23+0,3 69,2+ 1,7 4
gH3 6233,24+69,50 59+0,6 71,1 £6,8 4
gP2 190,2+2.90 1+0,2 59,9+£2,0 5
gP3 701,1£2,90 1,3+0,2 59 +3,0 5
FA + gK2 133,940 1,1 £0,1 70,4 + 1,5 5
FA + gK3 540,7+0 14+0,2 68,1 +£1,2 5
FA + gM2 874,8+7,90 24+0,3 754 +1,1 4
FA + gM3 4440,148,60 4,6+0,6 76+22 4
FA + gH2 886,8+2,80 2,7+0,2 75,32+ 0,6 4
FA + gH3 4140,8+94,70 4,0+0,1 8L,I5+ 1,5 4
FA + gP2 188,5+0 1£0,3 70,50 £ 1,1 5
FA + gP3 1938,1£2,90 1,1 £0.1 67,42+ 1,1 5
SF + gK2 147,2+ 2,90 0,8+0,2 65,1+£1,1 5
SF + gK3 876,45+2,90 1,2+0,1 61,4+0,9 5
SF + gM2 1605,7£10,3 3£0,6 65,4+2,0 4
SF + gM3 4233,4422,1 4,5+0,2 52,8+8,9 4
SF + gH2 2.983,2+26,5 3+0,3 65+5,0 4
SF + gH3 5989,6+7,2 3,104 64,3+0,6 4
SF + gP2 239,8+2,8 1+0,2 59,3+2,3 5
SF + gP3 1969,5+0 1,1 £0,2 58,3+3,1 5
LysSA10 + gK3 958,3 3,5 1+£0,12 46,3 +0,7 5.5
LysSA10+FA+ 520,75+0 0.8 0,06 50,8+ 1,3
gK3 5.5
LysSA10 + SF +
oK3 783,1£5.0 1+0,2 47+1,6 55
Ticari krem (FA) 820,2 £12,8 2,1+£0,2 -8,8+0,4 4
Ticari merhem (SF) 3642 +£325,6 2,4+0,1 9,55+1,5 4

*SS. Standart Sapma
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4.4. In Vitro Calismalar
4.4.1. Adezyon

Fusidik asit veya sodyum fusidat igceren jel formiilasyonlarina ait in vitro
adezyon sonuclar1 Tablo 4.9°da verilmistir. %3 konsantrasyonda yiiksek molekiil
agirlikli kitosan ile hazirlanan jel 5.9 + 0.6 N.sec/cm? adezyon isi ile en yiiksek adezif
ozellik sergilemistir. Genel olarak jellere etkin madde eklenmesi jellerin adezyon
ozelligini degistirmemistir (p>0.05). Kitosan konsantrasyonunun ve molekiil
agirhiginin artmastyla ile adezyonunda anlamli bir artis gozlenmistir (p<<0.05). Jellerin
viskozitesi ve adezyon isi Ozellikleri birlikte incelendiginde artan viskoziteye bagh
olarak adezyon isinde anlamli bir artis goriilmektedir. Piyasa preparatlarina ait
adezyon incelendiginde daha yiiksek viskoziteye sahip sodyum fusidat igeren ticari
merhemin, fusidik asit iceren ticari kreme gore daha yiiksek adezyon gosterdigi
bulunmustur (Tablo 4.9.). Sodyum fusidat iceren merhemin yiiksek adezyonu,

iceriginde bulunan susuz lanolinin varligiyla aciklanabilir.
4.4.2. Siringa Edilebilirlik

Jellere ait siringa edilebilirlik degerleri Tablo 4.16.’da verilmistir. Kitosan
konsantrasyonu ve molekiil agirliginin artmasma bagli olarak jellerde siringa
edilebilirlik isi de artmistir. Gelistirilen formiilasyonlarda en yiliksek siringa
edilebilirlik isi fusidik asit iceren % 2 konsantrasyonda yiiksek molekiil agirlikli
kitosan jelde elde edilmistir. En yiiksek siringa edilebilirlik isi sodyum fusidat i¢eren
ticari merhem ile elde edilmistir (p<0,001). Fusidik asit i¢eren ticari krem i¢in siringa
edilebilirlik isi etkin madde yiikli jel formiilasyonlarma gore daha yliksek
bulunmustur (p<0,001). Ticari krem ve merhem karsilastirildiginda, merhemin
siringadan ¢ikarilmasi i¢in gereken kuvvet kreme gore  daha yiiksek oldugu

gbzlemlenmistir (p<0,001).
4.4.3. In Vitro Salm Cahismalar1

Gelistirmis oldugumuz formiilasyonlardan ve ticari liriinlerden fusidik asit ve

sodyum fusidat salim profilleri Sekil 4.9.’da gdsterilmistir.
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% Kiimiilatif Salim
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Sekil 4.9. Fusidik asit(a) ve sodyum fusidata (b) ait salim profilleri (n=6).
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Fusidik asit i¢eren jel formiilasyonlarina ait salim profilleri incelendiginde 6.
saatin sonunda en yiiksek salim %19,5+4,2 oraninda %2 konsantrasyonda Koyo
kitosan iceren jel formiilasyonunda (FA + gK2) gorilmiistiir. Kitosan
konsantrasyonun artmasi ila¢ saliminda degisiklige neden olmamuistir (p>0,05). Ancak
artan kitosanin molekdil agirligi ile salinan fusidik asit miktarinda azalma gozlenmistir
(p<0,05) (Sekil 4.9a.).

Sodyum fusidat iceren jel formiilasyonlar1 i¢in 6. saatin sonunda en yiiksek
salim % 46,4+4,6 oraninda %3 konsantrasyonda Koyo kitosan iceren jel
formiilasyonunda (SF + gK3) goriilmiistiir. Kitosan konsantrasyonunun salim iizerine
eetkisi olmazken, artan molekiil agirligi ile salinan sodyum fusidat miktarinda azalma
goriilmistiir (p<0,0001) (Sekil 4.9b.). Fusidik asitin saliminin sodyum fusidata gore
en az 2 kat daha diisiik oldugu gozlemlenmistir. Benzer sekilde diger kitosanlarla da
ayni sonu¢ alinmistir (Sekil 4.9a. ve Sekil 4.9b.). Bu durum sodyum fusidatin suda
¢ozlinlirliiglintin fusidik asite gore daha ytiksek olmasi nedeniyledir.

Fusidik asit igeren ticari kremden salim profili incelendiginde 6. saat sonunda
fusidik asit igeren koyo kitosan jeller (FA + gK2 ve FA + gK3) ile benzer miktarda
salim oldugu gorilmiistiir (%18.8 +5.5) (p>0,5). Sodyum fusidat igeren ticari
merhemden salim incelendiginde, gelistirdigimmiz formiilasyonlara gore genel olarak
daha diisiik salim gozlemlenmistir (p<0,0001). Fusidik asit igeren ticari krem ve
sodyum fusidat iceren ticari merhem i¢in 6. saatin sonunda salinan etkin madde
miktariin ise benzer oldugu goriilmiistiir (p>0,05) (Sekil 4.9a. ve Sekil 4.9b.).

Endolizin ve endolizin+antibiyotik kombinasyonu iceren jel formiilasyonlari
icin 6. saatin sonunda en yiiksek salim % 83,19+3,39 oraninda endolizin + sodyum
fusidat iceren %3 konsantrasyonda Koyo kitosan jel formiilasyonunda (LysSA10 + SF
+ gK3) goriilmistiir (Sekil 4.10.). Yalnizca endolizin igeren kitosan jel, endolizin +
fusidik asit ve endolizin + sodyum fusidat iceren kitosan jellere gore viskozitesinin
daha yiiksek olmasi (958,3 3,5 cP), kitosan jelden endolizin saliminin daha az
olmasin1 agiklamaktadir (Tablo 4.10.). Endolizin + Fusidik asit i¢eren jel ile endolizin
+ sodyum fusidat igeren jelden endolizin salimi arasinda anlamli bir fark

bulunmamustir.
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% Kiimiilatif Sahhm
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Sekil 4.10. Endolizin, endolizin + fusidik asit ve endolizin sodyum fusidat iceren
jellere ait salim profilleri (n=3).




79

Tablo 4.10. Jel formiilasyonlarindan etkin madde salimi.

Formiilasyon % salnan etkin madde
Kodu/dk 5 15 30 60 120 240 360

FA + gK2 0,10 | 034 | 0.84 | 2,11 5,37 9,15 | 19,46
FA +gK3 0,02 | 0,10 | 024 | 1,09 428 | 10,83 | 19,24
FA + gM2 1,19 | 241 | 3,6 4,92 6,44 8,00 | 10,08
FA + gM3 1,13 | 2,27 | 342 | 4,60 5,98 7,64 | 10,04
FA +gH2 1,45 | 3,02 | 4,55 | 6,49 8,48 | 10,71 | 13,35
FA + gH3 1,I5 | 2,28 | 343 | 4,69 6,05 7,89 | 10,34
FA +gP2 0,60 | 1,20 | 1,81 | 245 3,10 3,83 4,65
FA +gP3 0,61 | 1,20 | 1,80 | 2,40 3,04 3,72 4,48
SF + gK2 0,59 | 1,39 | 2,64 | 5,10 | 10,60 | 22,85 | 43,94
SF +gK3 0,64 | 1,67 | 3,61 | 7,16 | 1445 | 29,04 | 46,36
SF + gM2 0,58 | 1,43 | 2,32 | 3,99 7,72 | 16,48 | 30,10
SF + gM3 0,57 | 1,20 | 1,99 | 322 5,80 | 12,40 | 22.83
SF + gH2 1,10 | 221 | 331 | 451 5,89 7,94 | 10,75
SF + gH3 1,10 | 2,19 | 328 | 443 5,71 7,69 | 10,26
SF + gP2 0,57 | 1,13 | 1,69 | 2727 2,90 3,64 4,46
SF + gP3 0,55 | 1,10 | 1,65 | 222 2,79 3,43 4,17
LysSALI0+8K3 | g 57| 1870 [ 28.50 | 3732 | 4748 | 60.63 | 74.50
LysSA10 + FA
+ gK3 8,48 | 17,70 | 2737 | 37,39 | 49,31 | 64,71 | 82,42
LysSA10 + SF
+ gK3 6,33 | 14,11 | 22,16 | 31,53 | 45,04 | 62,96 | 83.19
Fusidik asit
iceren ticari
krem 0,33 | 080 | 1,73 | 3,19 6,13 | 11,42 | 18,81
Sodyum fusidat
igeren ticari
merhem 1,70 | 3,53 | 560 | 7,80 9,95 | 12,11 | 14,42

Salim ¢alismalarinin 6. saati sonunda salinan ve membranda kalan etkin madde
miktarlar1 Tablo 4.11.’de verilmistir. 6 saatin sonunda salinan ve membranda kalan
fusidik asit ve sodyum fusidat miktarlar1 incelendiginde salim ortamina gegen etkin
madde miktar1 azaldikca membranda kalan etkin madde miktarinda artis oldugu
gbzlenmisgtir. Etkin maddenin membranda birikimi deri lizerinde olusan enfeksiyonun
lokal tedavisinde etkili rol oynayacaktir. Membranda kalan miktar1 fazla olan
jellerden etkin madde saliminin daha yavas oldugu gézlemlenmistir. Bu da kitosan jel

varliginda etkin maddenin deri {izerinden kontrollii saliminin gergeklestirdiginin
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gostergesidir. Gelistirilen jel formiilasyonlarinda fusidik asitin % 62,4 ten fazlasinin
membranda kaldig1 goriilmekte olup bu deger fusidik asit iceren ticari kremden daha
fazladir. Bu durum da fusidik asitin gelistirdigimiz jel formiilasyonlarindan kreme
gore daha yavas salim sagladigini gostermektedir.

Sodyum fusidat iceren jel formiilasyonlar1 sodyum fusidat i¢eren ticari merhem
ile karsilastirildiginda sodyum fusidat iceren %2 ve %3 konsantrsayonda koyo kitosan
ve orta molekiil agirlikli kitosan jel formiilasyonlarimin (SF+ gK2, SF + gK3, SF +
gM2, SF+gM3) membranda kalan sodyum fusidat miktar1 <%41,8 olmasi nedeniyle
sodyum fusidat igeren ticari merheme (%48,2 = 10,9) gére membranda daha az
sodyum fusidatin biriktigi goriilmistiir. Koyo ve orta molekiil agirlikli kitosandan
sodyum fusidat daha hizli bir salim profili sergilemistir. ilacitn membrandan gegisi
uygulanan formiilasyonun 6zellikleri ile yakindan iligkilidir. Etkin maddenin 6ncelikle
verildigi formiilasyondan salinmasi gerekmektedir. Daha sonra etkin madde
membrana gececektir.

Bununla birlikte sodyum fusidat igeren %2 ve %3 konsantrasyonda yiiksek
molekiil agirlikli kitosan ve protasan kitosan jel formiilasyonlarinin (SF + gH2, SF +
gH3, SF + gP2, SF + gP3) membranda kalan sodyum fusidat miktar1 >%82,8 olmasi
nedeniyle sodyum fusidat iceren ticari merheme (%48,2 + 10,9) gore daha fazla
sodyum fusidatin membranda biriktigi goriilmiistiir. %2 ve %3 konsantrasyonda
yiiksek molekiil agirlikli ve protosan jellerin (gH2, gH3, gP2, gP3) sodyum fusidatin
salimin1 yavaglattig1 ve daha uzun siire salim sagladig1 gozlemlenmistir.

Fusidik asit igeren ticari krem ve sodyum fusidat igeren ticari merheme ait
saliman ve membranin iizerinde kalan etkin madde miktarlarinin toplami yaklagik
olarak % 62 olarak bulunmustur. Diger %40 civarinda miktarin tayin edilememe
nedeninin, fusidik asit ve sodyum fusidatin krem ve merhemden ekstraksiyonu

sirasinda geri kazanim yiizdesinin diisiik olmasiyla iligkili olabilecegi diislintilmustiir.



Tablo 4.11. Salim ¢alismasinin 6. saati sonunda salinan ve membranda kalan etkin

madde miktarlari.
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% Etkin Madde Salim % Membranda Kalan +

Miktar: £ SS SS
Fusidik asit iceren
FA + gK2 19,5+ 4,20 62,70 + 7,00
FA + gK3 19,2 + 6,80 62,40 + 3,60
FA + gM2 10,08 £ 0,22 85,36 + 2,10
FA + gM3 10,04 + 0,54 85,27 +5,70
FA + gH2 13,35+ 5,10 83,60 + 0,80
FA + gH3 10,30 + 0,19 76,05 +£4.27
FA + gP2 4,65 + 0,20 92,70 + 0,47
FA + gP3 4,48 +£0,02 95,09 + 0,80
Sodyum fusidat iceren
SF + gK2 43,94 + 6,16 41,81 +3,70
SF + gK3 46,36 + 4,65 36,91 + 5,40
SF + gM?2 30,10 + 5,55 21,48 +£3,70
SF + gM3 22,83 £3,13 32,45+ 3,90
SF + gH2 10,75 + 0,68 83,3 +1,90
SF + gH3 10,30 £ 0,40 82,8 1,60
SF + gP2 4,46 £0,16 83,4+ 1,90
SF + gP3 4,17 £ 0,08 83,08 + 1,30
Endolizin iceren
LysSAI10 + gK3 \ 74,50 £ 3,87 21,03 +0,44
Endolizin + Fusidik asit iceren
LysSA10 + FA + gK3 \ 82,42 + 1,34 22,52+ 1,63
Endolizin + Sodyum fusidat iceren
LysSA10 + SF + gK3 \ 83,19 + 3,39 16,97 + 4,18
Piyasa Preparatlar
Ticari krem (FA) 18,80 £ 5,50 50,20 £ 7,90
Ticari merhem (SF) 14,40 + 3,20 48,20 + 10,90

Membran inertlik ¢alismasi sonucunda elde edilen % geri kazanim degerleri
Tablo 4.12.°de gosterilmektedir. Topikal ilag iriinleri i¢in in vitro salim testi
caligmalarina ait kilavuza etkin maddelere ait geri kazanimin analiz siiresi sonunda
%100 £ %5 araliginda olmasini1 6nermektedir. Etkin maddelere ait ¢aligma sonuglari
incelendiginde fusidik asit, sodyum fusidat ve endolizin i¢in % geri kazanim degerleri
uygun aralik i¢inde elde edilmistir. Salim ¢aligmalarinda kullanilan membranlarin
etkin maddeler ile ge¢imli oldugu ve membranin etkin maddelere baglanmadigi

gosterilmistir.
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Tablo 4.12. Inertlik ¢alismasi sonucu elde edilen % geri kazanim degerleri.

Fusidik Asit Sodyum Fusidat Endolizin
% Geri % Geri % Geri % Geri % Geri % Geri
Saat Kazanim Kazanim Kazanim Kazanim Kazanim Kazanim

(Membransiz)|((Membranl) | (Membransiz)| (Membranh)(Membransiz) | (Membranl)

0 99,26 £1,01 (101,66 +1,08| 994+1,02 | 98,74+24 | 99,96 +0,1 | 98,5 £0,35

6 100,94 0,32 (101,79 £ 1,15| 97,54 +1,05 97,53 +0,92 | 97,33 £2,82 | 99,5 +2,82

4.4.4. Antibakteriyel Aktivite Calismalari

MRSA standart ve klinik izolatlara karsi jellerle elde edilen minimum

inhibisyon konsantrasyon (MIK) sonuglar1 Tablo 4.13.’te gosterilmistir.

Kitosan Jellerin Antibakteriyel Aktivitesi

%?2 ve %3 konsantrasyonda Koyo kitosan jellerin (gK2 ve gk3) ATCC 33862,
ATCC 6538, MRSA4, TRSA2, TRSA 8, TRSA45, TRSA32, TRSH1 ve TRSEG6
suslarina karsi etkili oldugu gosterilmistir (Tablo 4.13.). Koyo kitosan jelin
konsantrasyonunun artigina bagli olarak ATCC 33862, TRSA2 ve , MRSA4 suslarina
kars1 antibakteriyel aktivitede artis, ATCC 6538, TRSA 32, suslarina karsi ise
antibakteriyel aktivitede azalma gozlenmistir. Koyo kitosanin konsantrasyonundaki
artis ATCC 33862, TRSA2 ve MRSA4 suslarina karsi antibakteriyel aktiviteyi
artirdig1 gosterilmistir. % 2 ve %3 konsantrasyonda bos koyo kitosan jel (gK2,gK3)
Orta molekiil agirlikli kitosan jelin (gM) konsantrasyonunun artmasina bagli olarak
antibakteriyel aktivitede belirgin farkliliklar elde edilmemistir. Yiiksek molekiil
agirlikli kitosan jelin (gH) konsantrasyonunun artmastyla ATCC 43300, TRSA 32,
TRS45 suslarina kars1 antibakteriyel etki artarken diger suslara karsi ise etkide azalma
gozlenmistir. % 2 konsantrasyonda yiiksek molekiil agirlikli kitosan jel (gH2), TRSA2
susuna karsi yiiksek aktivite gosterirken, konsantrasyonun artigina bagli olarak
aktivitenin azaldig1 gézlenmistir. Yiiksek molekiil agirlikli kitosan jelin (gH) TRSA2
susuna karsi etkinligi diger suslara gore konsantrasyondan daha cok etkilendigi

goriilmektedir. Protosan jelin konsantrasyonunun artmasiyla ATCC 43300, TRSA32,
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MRSA4 ve TRSHI1 suslarina kars1 etkide artis gozlenmistir. % 2 konsantrasyonda
protosan jel (gP2) diger suslara gore ATCC 33862 susuna yiiksek aktivite gdsterirken,
konsantrasyonda artisa bagli olarak TRSA32 ve MRSA 4 suslarina karst aktivite
artmistir. Kitosanin molekiil agirliginin artisina baghh olarak ATCC 33862,
ATCC43300, TRSA2, TRSAS8 ve TRSHI suslarina kars1 antibakteriyel aktivitede artis
gbzlemlenmistir. Genel olarak incelenen izolatalara karsi incelenen kitosanlarin tek
basina antibakteriyel aktivite gosterdigi goriilmiistiir.

Suda ¢oziinen protosan jeller ve koyo kitosan jellerin antibakteriyel aktivitesi
karsilandiginda, suda ¢oziinen protosan jellerin ATCC 33862, ATCC 43300, ATCC
6538 ve MRS A4 suslarina karsi koyo kitosan jele gore daha yiiksek aktivite gosterdigi
gorilmiistiir.

Antibakteriyel aktivitenin kullanilan kitosanin konsantrasyonu ve molekiil

agirhigina gore farkliliklar gosterdigi bulunmustur.
Fusidik Asit Iceren Jellerin Antibakteriyel Aktivitesi

Fusidik asitin etanoldeki ¢ozeltisinin tek basina en etkili oldugu suslar) TRSH1
ve TRSE6 (MIK <0,0006 pg/mL) olarak bulunmustur. ATCC43300 ve MRSA4
suslarma kars1 bulunan MIK degerleri sirastyla <0,0009 pg/mL ve <0,0027 pg/mL
olup, fusidik asidin ATCC 43300 susuna kars1t MRSA4’e gore 3 kat daha etkili oldugu
gorilmiistiir.

Kitosan jellere fusidik asit inkorpore edildiginde genel olarak incelenen
suslara ( 6r. ATCC 33862, ATCC 6538, TRSA2, TRSA32, TRSE6 ve MRSA4) kars1
antibakteriyel aktivitenin (MIK : <0,0006 pg/mL) artt11 goriilmiistiir (Tablo 4.13.).
Kitosanin molekiil agirligidaki artisinin antibakteriyel aktivitede degisiklige neden
olmamustir.

Fusidik asit iceren ticari krem tiim suglara kars1 yiliksek antibakteriyel aktivite
(MIK : <0,0006 pg/mL) gostermistir. Gelistirdigimiz formiilasyonlarin fusidik asit

iceren ticari krem ile benzer yiiksek antibakteriyel aktivite gosterdigi gozlemlenmistir.
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Sodyum Fusidat iceren Jellerin Antibakteriyel Aktivitesi

Sodyum fusidatin sudaki ¢ozeltisinin en etkili oldugu sus TRSAS8 (MiK : 0,019
pg/mL) oldugu tespit edilmistir. ATCC 43300 ve MRSA4 suslarina karsi bulunan
MIK degerleri sirastyla 0,2135 pg/mL ve 0,038 pg/mL olup, sodyum fusidatin
MRSA4 susuna kars1 daha etkili oldugu gosterilmistir.

Sodyum fusidatin antibakteriyel aktivitesinin kitosan varliginda arttig1
goriilmiistiir. Kitosanin tipi (bazik veya suda c¢oziinen), molekiill agirligr ve
konsantrasyonunun antibakteriyel aktiviteyi etkilemedigi gortilmistiir.

Sodyum fusidat ytiklii jeller ATCC 33862, ATCC 6538, TRSA2, TRSA45 ve
TRSH1 suslarma kars1 en yiiksek aktiviteyi (MIK : <0,0006 pg/mL) gostermistir.

Sodyum fusidat iceren ticari merhem ATCC 43300 ve ATCC 6538 suslarina
kars1 en yiiksek antibakteriyel aktiviteyi (MIK 0,076 pg/mL) gostermistir. ATCC
43300 ve MRSA4 ssuslarina kars1 hazirlanan tiim jel formiilasyonlarinin sodyum
fusidat igeren ticari merhemden daha yiiksek antibakteriyel aktivite gosterdigi
gozlemlenmistir. Gelistirilen formiilasyonlarin etkinliginin sodyum fusidat iceren

ticari merheme gore daha etkili gdsterilmistir.
Endolizin iceren Jellerin Antibakteriyel Aktivitesi

Endolizinin tek bagina ¢ozelti halinde antibakteriyel aktivitesi ile
karsilastirildiginda, kitosan varliginda antibakteriyel aktivitesinde tiim suslara karsi
art1s goriilmiis olup, TRSA32 susuna kars: en yiiksek antibakteriyel aktiviteyi (MIK:
0,12 pg/mL) gostermistir. ATCC 43300 susuna karsi endolizin tek basina 31,25
ng/mL, kitosan jel ile inkorpore edildiginde (LysSA10 + gK3) 0,24 pg/mL MIK elde
edilmistir. MRSA4 susuna kars1 ise endolizin ¢dzletisi igin elde edilen MiK degeri
62,5 ng/mL, kitosan jele yiiklendiginde ise (LysSA10 + gK3) 0,24 pg/mL’ dir. Ticari
iriin ile karsilastirildiginda ise endolizin iceren jelin antibakteriyel aktivitesi daha

diisiik bulunmustur.
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Endolizin+ Fusidik Asit Kombinasyonu Iceren Jellerin Antibakteriyel

AKktivitesi

Endolizin+fusidik asit kombinasyonunu iceren ¢ozeltinin en etkili oldugu
bakteri susu ATCC 6538 olarak bulunmustur. ATCC 43300 ve MRS A4 suslarina kars1
elde edilen MIK degerleri sirasiyla 0,076 pg/mL ve 0,0038 upg/mL’dir.
Endolizint+fusidik asit kombinasyonunu igeren ¢ozeltinin MRSA4 susuna karsi
ATCC43300’e gore 2 kat daha etkili oldugu gozlemlenmistir. Endolizin ¢dzeltisinin
tek bagina ATCC 43300 ve MRSA4 suslarina kars1 etkinligi ile karsilastirildiginda
endolizint+ fusidik asit kombinasyonunun antibakteriyel aktivitesinin daha yliksek
olldugu goriilmektedir (Tablo 4.13.)

Endolizin+fusidik asit kombinasyonu kitosan ile inkoprore edildiginde ATCC
43300 susuna kars1 antibakteriyel aktivitede artis oldugu (MIK 0,008 pg/mL
goriilmiistiir . MRSA4 susuna karsi ise antibakteriyel aktivitede anlamli bir farklilik
gozlenmemistir. Endolizint+ fusidik asit kombinasyonu igeren jel formiilasyonu en
yiikseek antibakteriyel aktiviteyi %3 konsantrasyonda koyo kitosan jel varliginda
MRSA4 susuna karst gostermistir (MIK 0,005 pg/mL) gdstermistir. Endolizin+
fusidik asit kombinasyonu %3 konsantrasyonda kitosan jel varliginda (LysSA10 + FA
+gK3), endolizin + koyo kitosan jel (LysSA10 + gK3) ile karsilastirildiginda
ATCC43300 ve MRSA4 suslarina karsi artmis antibakteriyel aktivite gosterdigi
gozlemlenmistir. Endolizin ve fusidik asit kombinasyonu %3 konsantrasyonda kitosan
jel varliginda (LysSA10+FA+gK3) ATCC 43300 ve MRSA4’e kars1 daha etkili
bulunmustur. Ticari merhem ile karsilastirildiginda ise gelistirdigimiz formiilasyon
(LysSA10 + FA + gK3) ATCC 43300 ve MRSA4 suslarina karsi daha etkili

bulunmugtur.
Endolizin+sodyum fusidat kombinasyonu iceren antibakteriyel aktivitesi

Endolizin ve sodyum fusidat kombinasyonunu igeren ¢ozeltinin en etkili
oldugu bakteri suslart ATCC 6538 ve TRSA2 olarak (MIK: 0,00006 pug/mL) elde
edilmigtir. ATCC 43300 ve MRSA4 suslarina kars etkinligi sirasiyla 0,0095 pg/mL
ve 0,00048 pg/mL MIK elde edilmistir. Endolizin ve sodyum fusidat kombinasyonunu
iceren ¢ozeltinin MRSA4 susuna karst ATCC43300’e gore yaklasik 20 kat daha etkili

oldugu gozlemlenmistir. Endolizin ¢ozeltisinin ve sodyum fusidat ¢dzeltisinin tek
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basma ATCC 43300 ve MRSA4 suslarina karst etkinlikleri ile karsilastirildiginda
endolizin ve sodyum fusidat kombinasyonu ile endolizinin ve sodyum fusidatin
antibakteriyel aktivitesini artirdig1 goriilmektedir.

Endolizin ve sodyum fusidat kombinasyonu %3 konsantrasyonda koyo kitosan
jel varliginda MRSA4 susuna kars1 en yiiksek antibakteriyel aktiviteyi (MIK: 0,013
ng/mL) gostermistir. ATCC 43300 (MIK: 0,07 pg/mL) ve MRSA4 (MiK: 0,013
pg/mL) suslarina karsi antibakteriyel aktivitesi arasinda endolizin ve sodyum fusidat
kombinasyonu %3 konsantrasyonda koyo kitosan jel MRSA4 susuna karsi1 yaklagik 2
kat daha etkilidir. ATCC 43300 ve MRSA4 susuna kars1 endolizin ve sodyum fusidat
kombinasyonu tek basina ¢ozelti halindeki antibakteriyel aktivitesi ile
karsilastirildiginda ¢dzeltinin endolizin ve sodyum fusidat kombinasyonu %3
konsantrasyonda koyo kitosan jele gore daha etkili oldugu gézlemlenmistir. Endolizin
ve sodyum fusidat kombinasyonu igeren jel (LysSA10 + SF + gK3), endolizin + koyo
kitosan jel (LysSA10 + gK3) ile karsilastirildiginda, ATCC 43300 ve MRSA4 susuna
kars1 antibakteriyel aktivitenin arttig1 gozlemlenmistir. Endolizin ve sodyum fusidat
kombinasyonu igeren jel (LysSA10 + SF + gK3) ATCC 43300 ve MRSA4’e karsi
endolizin + koyo kitosan jelden (LysSA10 + gK3) daha etkili bulunmustur.

Endolizin ve sodyum fusidat kombinasyonu iceren jelin ticari merheme gore
MRSAA4 suslarina kars1 daha etkili oldugu gézlemlenmistir. ATCC 43300 susuna karsi

ise antibakteriyel aktivite anlamli bir farklilik gézlenmemistir.



Tablo 4.13. Kontrol gruplar1 ve formiilasyonlara ait standart ve klinik izolatlara kars1 elde edilen MIK degerleri.

ATCC

ATCC

ATCC

33862 43300 6538 MRSA4 | TRSA2 | TRSA8 | TRSA45 | TRSA32 | TRSH1 | TRSE6
Sira Calisma grubu MiK MiK MiK MiK MiK MiK MiK MiK MiK MiK
No (ng/mL) | (ng/mL) | (ug/mL) | (pg/mL) | (pg/ml) | (pg/ml) | (pg/mL) (ng/mL) | (pg/ml) | (pg/ml)
1 FA 0,043 0,0009 0,0095 0,0027 0,076 0,0018 0,0098 0,31 <0,0006 | <0,0006
2 SF 0,04 0,2135 0,038 0,038 0,076 0,019 0,057 0,153 0,153 1,22
3 gK2 19,53 9,77 156,25 9,77 293 0,153 9,77 0,232 0,38 1,83
4 gK3 14,65 7,325 234,38 1,83 21,2 0,0865 7,33 4,58 1,37 1,37
5 gM2 1,83 0,915 4,89 0,61 2,44 0,0955 0,915 0,46 0,46 0,61
6 gM3 3,66 1,144 7,325 1,83 7,325 2,745 0,686 1,83 1,37 2,29
7 gH?2 0,915 1,22 1,22 0,765 0,0012 0,019 0,915 0,61 0,153 0,915
8 gH3 3,66 0,9725 7,325 0,97 14,65 3,66 2,29 0,058 0,458 3,66
9 gP2 0,915 7,33 14,65 2,44 78,125 2,44 7,33 1,83 2,44 1,22
10 gP3 3,66 1,83 14,65 0,915 87,0 2,75 7,33 0,915 1,37 1,37
11 FA + gK2 <0,0006 | 0,00715 | <0,0006 0,0018 <0,0006 | 0,0072 0,0107 0,038 0,0095 0,23
12 SF + gK2 <0,0006 | 0,0048 <0,0006 0,0024 <0,0006 | 0,0036 <0,0006 0,0475 <0,0006 | 0,31
13 FA + gK3 <0,0006 | 0,00715 | <0,0006 <0,0006 | <0,0006 | 0,0072 0,0018 0,0009 0,0095 0,1145
14 SF + gK3 <0,0006 | <0,0006 | <0,0006 <0,0006 | <0,0006 | <0,0006 | <0,0006 <0,0006 <0,0006 | 0,193
15 FA + gM2 <0,0006 | 0,0095 <0,0006 0,006 0,0143 0,0095 0,0036 0,038 0,00715 | 0,153
16 SF + gM2 <0,0006 | 0,0095 <0,0006 <0,0006 | <0,0006 | <0,0006 | <0,0006 0,153 <0,0006 | 0,1145
17 FA + gM3 0,0009 0,0024 <0,0006 <0,0006 | <0,0006 | 0,0018 0,0072 0,057 0,019 0,1145
18 SF + gM3 <0,0006 | 0,009 <0,0006 <0,0006 | <0,0006 | <0,0006 | <0,0006 0,076 0,0119 0,1145
19 FA + gH2 0,0012 0,0015 <0,0006 <0,0006 | <0,0006 | 0,0048 <0,0006 0,038 0,0018 0,057
20 SF + gH2 <0,0006 | 0,0048 <0,0006 <0,0006 | <0,0006 | 0,0012 <0,0006 0,153 0,00595 | 0,31
21 FA + gH3 <0,0006 | 0,0048 <0,0006 <0,0006 | <0,0006 | <0,0006 | <0,0006 0,115 0,115 0,31
22 SF + gH3 <0,0006 | <0,0006 | <0,0006 <0,0006 | <0,0006 | <0,0006 | <0,0006 0,115 0,076 0,174
23 FA + gP2 <0,0006 | <0,0006 | <0,0006 <0,0006 | <0,0006 | <0,0006 | <0,0006 0,153 <0,0006 | 0,153
24 SF + gP2 <0,0006 | 0,00715 | <0,0006 <0,0006 | <0,0006 | <0,0006 | <0,0006 0,153 <0,0006 | 0,153
25 FA + gP3 <0,0006 | 0,0048 <0,0006 <0,0006 | <0,0006 | 0,0024 0,0015 0,038 0,003 0,153
26 SF + gP3 <0,0006 | <0,0006 | <0,0006 <0,0006 | <0,0006 | <0,0006 | <0,0006 0,057 <0,0006 | 0,153
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Tablo 4.14. Endolizin ve endolizin+fusidik asit/sodyum fusidat igceren jel formiilasyonlar1 ve piyasa preparatlarina ait standart ve klinik

izolatlara kars1 elde edilen MiK degerleri.

ATCC | ATCC ATCC
33862 43300 6538 MRSA4 | TRSA2 | TRSAS | TRSA45 | TRSA32 | TRSH1 | TRSE6
Sira Calisma grubu MiK MiK MiK MiK MiK MiK MiK MiK MiK MiK
No 5 (ng/mL) | (ng/mL) | (pg/mL) | (pg/ml) | (pg/ml) | (ng/mL) | (ug/mL) | (pg/ml) | (ng/mL) | (ug/mL)
27 LysSA10 >125 31,25 125 62,5 >125 7.8 15,6 62,5 7,81 15,63
28 LysSA10 + FA 0,0076 | 0,076 <0,000015 | 0,0038 | 0,00024 | 0,00048 | 0,00095 0,0153 0,031 0,12
29 LysSA10 + SF 0,0076 | 0,0095 | 0,00006 0,00048 | 0,00006 | 0,00048 | 0,0019 0,0153 0,0019 | 0,12
30 LysSA10 + gK3 7.8 0,24 15,63 0,24 15,63 0,24 0,977 0,12 0,489 0,06
31 | LysSAIO+FA+ ] 0,008 ] 0,005 ] ] ; ; ; 0.06
K3
32 LysSA10 + SF + gK3 | - 0,07 ; 0,013 ; ; ; - - 0,12
33 Fusidik asit igeren <0,0006 | <0,0006 | <0,0006 <0,0006 | <0,0006 | <0,0006 | <0,0006 | <0,0006 | <0,0006 | 1,22
ticari krem
34 Sodyum fusidat 0,115 0,076 0,076 0,153 0,155 0,46 0,115 0,115 0,23 1,22
igeren ticari merhem
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4.4.5. Stabilite
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Hazirlanan jel formiilasyonlarma ait stabilite sonuglar1 Tablo 4.15.’te

verilmistir. Gelistirilen jel formiilasyonlarinin 4°C, 25°C ve 40°C’de 12 ay boyunca

stabil oldugu gosterilmistir.

Tablo 4.15. Jel formiilasyonlarina ait stabilite sonuglari.

3.ay
pH Viskozite (cP+SS) In vitro adezyon (N.sec/cm?+SS)
Cahisma 4 25 | 40 o o o . . .
gruplant | °C | °C | °C 4°C 25°C 40 °C 4°C 25°C 40 °C
oK 3 5 15 | 5 4577481 |400,80,1 3968 112005 ] 09402 Do%0.1
M3 4 | 4 | 4 [51462+58 [4786,7:28.4 | 4642,126,1 | 4,05:02 | 2,5£0,5  P.3+0,02
FA + gK3 50 5| 5 [4789+6,9 |449,8+53 456,4 0,940, 1 0,8£0,2  0,8+0,1
FA+gM3 | 4 | 4 | 4 [51713 5171,3 4309,4 3,9+0,4 3,6£0,01 B+0,03
SF + gK3 51 5| 5 [5357+5,1 5622458 506+1,4 1,120,07 | 1,03£0,07 [120,04
SF + gM3 4 | 4 | 4 §4336,5+46,8 [4322421,5 | 43094 4,5+0,4 39401  B0.1
L§(130+ 5555 | 55 929+4,2 834,7+1,8 765,6+53 | 1,03+0,1 | 0,8+0,1  0,7+0,1
Lisél(g FA 155155 55 562,157 [456,4+3.4 403,4+1,4 | 0,940,01 | 0,7£0,06 ,6+0,06
L}fél(é 3+ SF 55155 55 (7958+1,8  [793,8+0,2 749,8+5,7 0,9+0,2 0,9£0,2 0,802
6. ay
K3 5 5 5 @544424 1399,240,6 385,542 1,01£0,06 | 0,9+0,1 ,9+0,2
M3 4 | 4 | 4 U6462+258 [4730+13 44385544 | 3.860,00 | 23504 P2%0,1
FA + gK3 50 5 | 5 W722834 4464005 | 4642173 | 0,9+0,2 07402  0.840.1
FA+gM3 | 4 | 4 | 4 W6713 4548, 1 4004,2 3,840,6 | 3,70,1  B,1%0,3
SF + gK3 515 | 5 [569,1+24 5557 485,6£16,7 | 1,1£0,06 | 10,02  0,9+0,08
SF + gM3 4 | 4 | 4 [4436,5+46,8 [4212,742,8 | 4182,9+57.2 | 4,402 39403  P.95+0.5
ng;l;’ ! 555555 P31,7£222  [864,6+1,2 767,1 10,36 0,8+0,08 0,7+0,07
LKSQE;FA 551 55| 5,5 |575,4+16,9 [486,5+0,1 400,4+2,6 0,9+0,3 0,8+0,04 0,7+0,1
L}fél(g SF 55155 55 (791,5€1,1  [770+5,6 734,7£3,8 0,8+0,2 09402  0,8+0,04
12. ay
K3 5 [ 5] 5 Ws2+13  [403,6+5,1 4102405 [ 120.2 0,88+0,06 0.9 £0,2
M3 4 | 4 | 4 |4344,1£172 [443539,1  [4430,4+13 [ 3,8%0,1 23402  D,05+03
FA +gK3 50 5 | 5 1460,5£333 457,302 4593457 | 0,9+0,1 0802  0.8+0,04
FA+gM3 | 4 | 4 | 4 W22644577 [444,1202  |43488+70.7 | 3,704 37202 B2+
SF + gK3 51 5 | 5 [561,3£29,8 [550,5£0,05  |494,5+6,4 | 1,03+0,1 | 10,03  [1£0,05
SF +gM3 4 | 4 | 4 WA133,4+46,8 |4094,7£62,1 |4199,4+50,9 | 4,2%0,1 38402  PB+0,1
L§(130+ 55|55 55 902,3+25,5 [858,3+0,6 790,4+4 1,0120.1 | 0.8£0.1  0.7£0,06
Lﬂfg FA 155 |55 55 570,111,1 W479,1411,5  |444.847,5 | 0,9+0,1 0,9+02  0.7+0,1
Lzsél(é 3+ SE 55155 55 [788,744,75 [774.246 754,6£59 | 0,9+0,03 |09£0,1  ,8+0,02
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4.4.6. Hiicre Canlihig1 Calismalar

Bos kitosan jellere ve etkin madde yiiklii (fusidik asit veya sodyum fusidat
veya endolizin) jel formiilasyonlarina ait 24. ve 48. saat % hiicre canlilig1 sonuglar
Sekil 4.11- 14. ’te gosterilmistir.

Bos kitosan jellerin 24. ve 48. saatin sonunda hiicre canliliginin  %80°nin
tizerinde oldugu , kitosanin molekiiler agirligi ve konsantrasyonundaki degisikligin
hiicre canliligi lizerine etkisi olmadig1 goriilmiistiir. Hiicre canliligi calismalari icin bes
farkli konsantrasyon (6,25-25 pg/mL) segilmis olup artan konsantrasyona bagli olarak
hiicre canliliginda azalma oldugu gozlemlenmistir. Ancak antibakteriyel aktivite
gosterdikleri konsantrasyon goz oniine alindiginda, bu konsantrasyonda (6,25 pg/mL)

hiicre canlilig1 lizerinde etkisi olmadig1 goriilmiistiir.

1201 24, sa 48. sa 25 pg/mL
M 12,5 pg/mL
M 6,25 pg/mL
100 T
T 1 T I T
80 I
B | I
= %
© |
% 60 f
(‘3 |
3 |
: |
X 1
40 |
20
o |
& & § & & &

Sekil 4.11. Kitosan jellere ait hiicre canlilig1 sonuglari.
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Sekil 4.12. Fusidik asit igeren kitosan jellere ait hiicre canlilig1 sonuglari.
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71 25 pg/mL
12,5 pg/mL
M 6,25 ug/mL

Sekil 4.13. Sodyum fusidat iceren kitosan jellere ait hiicre canlilig1 sonuglari.
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24. sa 48. sa [] 25 pg/mL
1208 12,5 pg/mL
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Sekil 4.14. Endolizin, endolizin ve fusidik asit kombinasyonu, endolizin ve sodyum
fusidat kombinasyonu igeren kitosan jellere ait hiicre canlilig1 sonuglari.

Kitosan jellere etkin madde (fusidik asit veya sodyum fusidat) yiiklendiginde
de hiicre canliliginda 6nemli azalma gozlenmemistir (p>0,05). Etkin maddelerin tek
basina da hiicrelerin canliligina olumsuz etkisi olmamistir. Benzer sekilde endolizinin
tek basina ve endolizin yiiklii koyo kitosan jel formiilasyonunda da hiicre canlilig
yliksek bulunmustur.

Endolizin + fusidik asit ve endolizin + sodyum fusidat kombinasyonu
incelendiginde 24. ve 48. saatte hiicre canliliginda azalma gozlemlenmistir. Ancak
endolizin + fusidik asit kombinasyonu ve endolizin + sodyum fusidat kombinasyonu

kitosan jele inkorpore edildiginde hiicre canliliginda artis gdzlenmistir (Sekil 4.14.).
4.4.7. Gelistirilen Formiilasyonlarin Ozelliklerinin Karsilastiriimasi

Gelistirilen tiim kitosan jel formiilasyonlarin ve piyasa preparatlarinin
ozellikleri Tablo 4.16. ve Tablo 4.17.°de Ozetlenmistir.  Viskozite yOniiyle
karsilastirildiginda, fusidik asit ve sodyum fusidat i¢in 6zellikle koyo kitosan (gK) ve
orta molekiil agirlikli kitosan (gM) ile hazirlanan formiilasyonlarin viskozite

degerlerinin yliksek oldugu goriilmiistiir. Adezyon yoniiyle ozellikle orta molekiil
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agirlikli kitosan (gM) ile hazirlanan jellerin adezyonu daha yiiksek bulunmustur.
Formiilasyonlardan etkin maddelerin salim1 degerlendirildiginde, en yiiksek salim
koyo kitosan (gK) i¢inde hazirlanan sodyum fusidat igeren jel ile elde edilmistir.
Ozellikle kitosan %3 konsantrasyonda kullamldiginda daha yiiksek viskozite ve
adezyon elde edilmistir. Kitosanin konsantrasyonunun artmasiyla etkin maddenin
saliminin azaldig1 goriilmiistiir. Antibakteriyel aktiviteleri incelendiginde ise sodyum
fusidat iceren jellerin MRSA4’e karsi daha etkili oldugu bulunmustur. Siringa
edilebillirlik degerlerine bakildiginda, konuldugu kaptan rahat ¢ikmasini saglayacak
degerler koyo kitosan ve orta molekiil agirlikli kitosan i¢inde hazirlalnan sodyum
fusidat ve fusidik asit formiilasyonlariyla elde edilmistir.
Yapilan calisma sonugalrinin degerlendirilmesi sonucunda, topikal olarak kolay
uygulanabilecek kivamda, uygulama bdlgesinde daha uzun siire kalmasini saglayacak
adezyona sahip, uygun miktarda ila¢ salimi1 saglayan ve antibakteriyel aktivitesi
yliksek olan asagida verilen formiilasyonlar se¢ilmistir:
- Koyo kitosan jel (%3) i¢inde hazirlanan sodyum fusidat formiilasyonu
(SF + gK3)
- Orta molekiil agirlikli kitosan jel (%3) i¢inde hazirlanan sodyum fusidat
formmiilasyonu (SF + gM3)
- Koyo kitosan jel (%3) icinde hazirlanan fusidik asit formiilasyonu (FA +
gk3)
- Orta molekiil agirlikli kitosan jel (%3) i¢inde hazirlanan fusidik asit
formiilasyonu (FA + gM3)



Tablo 4.16. Jel formiilasyonlarinin ve fusidik asit i¢eren jellerin 6zelliklerinin karsilagtirilmasi.
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% Etkin %
. . In vitro Zeta Madde Salim | Membranda .Slru.lga. ATCC MRSA4
pH Viskozite adezyon Potansiyel | Miktar1 £ SS Kalan + SS edllepl.hrhk 43300 MIK
(cP£SS) 2 isi (MIK
(N.sec/em“£SS) [ (mV£SS) (6. Saat (6.saat (N.mm + SS)| (ug/mL) (ng/mL)
sonunda) sonunda)
gK2 5 | 1439 0,8 +£0,1 66,5+4 - - 23,76 +3,09| 9,77 9,77
gK3 5 |537,4£2,6 1,1+£0,1 654+1,3 - - 25,16 1,46 | 7,325 1,83
gM?2 4 11961,2+54.8 23+04 80+£1,7 - - 23,88+ 0,65| 0,915 0,61
gM3 4 15000,7+ 11,5 4,1+0,1 75+3,2 - - 22,06 +2,53| 1,144 1,83
gH2 4 12129,9+49,9 23+0,3 69,2+ 1,7 - - 30,50+2,62| 1,22 0,765
gH3 4 [6233,2+69,5 5,9+0.6 71,1 £6,8 - - 38,59+ 5,19| 0,9725 0,97
gP2 5 190,229 1+0,2 599+2 - - 19,20+ 1,67 7,33 2,44
gP3 5 [701,1£2,9 1,3+0,2 59+3 - - 23,48+ 0,68 1,83 0,915
FA + gK2 5 1339 1,1£0,1 70,4+ 1,5 | 19,50+ 4,20 62,70 + 7.0 26,63 +2,54 [ 0,00715 | 0,0018
FA + gK3 5 | 540,7 1,4+0,2 68,1 +1,2 | 19,20+6,80 | 62,40+ 3,60 31,87+ 1,4 ]10,00715 | <0,0006
FA + gM2 4 |874,8+7,9 24+0,3 754+ 1,1 | 10,08 £0,22 85,36 2,08 35,78+ 1,92 0,0095 [ 0,006
FA + gM3 4 |4440,1+8,6 4,6 £0,6 76 +2,2 10,04 £ 0,54 85,27 + 5,68 26,42 + 2,341 0,0024 | <0,0006
FA + gH2 4 |886,8+2,8 2,7+0,2 75,32+0,6 | 13,35+ 5,10 83,60 £ 0,80 40,31 +£5,18 | 0,0015 | <0,0006
FA + gH3 4 |[4140,78+94,7 4,02+0,1 81,15+1,5] 10,30+ 0,19 | 76,05 + 4,27 34,71 £ 2,18 | 0,0048 | <0,0006
FA + gP2 5 | 1885 1+0,3 70,50+ 1,1 | 4,65+ 0,20 92,70 + 0,47 30,13 + 2,58 | <0,0006 | <0,0006
FA + gP3 5 [1938,1+2,9 1,1+£0,1 67,42+1,1|4,48+0,02 95,09 + 0,80 28,31 £ 0,85 ] 0,0048 | <0,0006




Tablo 4.17. Sodyum fusidat i¢eren jel formiilasyonlarinin ve piyasa preparatlarinin 6zelliklerinin karsilastiriimas.
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iceren ticari
merhem

% Etkin %
. . In vitro Zeta Madde Salim | Membranda .Slru.lga. ATCC MRSA4
Viskozite . . edilebilirlik | 43300 .
pH (cPSS) adezyon Potansiyel | Miktar1 £ SS Kalan + SS isi (MK MIK
(N.sec/cm?£SS) [ (mV<SS) (6. Saat (6.saat (N.mm + SS)| (ug/mL) (ng/mL)
sonunda) sonunda)
SF + gK2 5 |147,2+29 0,8+0,2 65,1+1,1 [4394+6,16 |41,81+3,70 22,05+2,46] 0,0048 [ 0,0024
SF + gK3 5 [ 876,45+2,9 1,2+0,1 61,4+0,9 |[46,36+4,65 36,91 + 5,40 22,53 £2,39|<0,0006 [ <0,0006
SF + gM?2 4 11605,7+£10,3 3+0,6 654+2 30,10 + 5,55 21,48 +3,70 20,84 £ 1,721 0,0095 [ <0,0006
SF + gM3 4 [4233,39+22,1 454+0,2 52,8+89 |22,83+3,13 32,45+ 3,90 37,81 £3,46| 0,009 [ <0,0006
SF + gH2 4 [2983,2+£26,5 3+0,3 65+5 10,75 + 0,68 83,30 £ 1,90 23,28 £1,32 ] 0,0048 [ <0,0006
SF + gH3 4 |5989,6+7,2 3,1£04 64,3+0,6 | 10,30+ 0,40 82,80 £ 1,60 24,37 £ 0,99 | <0,0006 [ <0,0006
SF + gP2 5 [239,8+2,8 1+0,2 59,3+23 |4,46+0,16 83,40 £ 1,96 23,50+2,2 [ 0,00715 | <0,0006
SF + gP3 5 11969,5 1,1 £0,2 58,3+3,1 [4,17+0,08 83,08 £ 1,30 23,63 £3,71|<0,0006 | <0,0006
Fusidik asit
iceren ticari | 4 |[820,2 £12,8 2,1+0,2 -8,8+0,4 18,80 + 5,50 50,20 &+ 7,90 61,28 + 8,15 [ <0,0006 | <0,0006
krem
Sodyum
fusidat 4 364243256 | 2,401 9,55+1,5 | 14,40 £3,20 | 48,20+10,90 [298,04+93 | 0,076 | 0,153
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4.5. In Vivo Calismalar
4.5.1. On Cahsmalar

Calismalarimizda subkiitand6z enjeksiyonla enfeksiyon olusturma modeli
secilmistir. Sectigimiz yara modelinin kosullarini (siire, doz, sus vb) teyit etmek
amaciyla in vivo hayvan ¢aligmalarimizda 6n ¢alismalar yapilmis ve Balb/C farelerin
sirtina 1 x 103 CFU/mL konsantrasyonda ATCC43300 ve MRSA4 bakteri inokulumu
subkiitan6z yolla enjekte edilmistir (Sekil 4.15.). Subkiitan enjeksiyon sonrasinda
lezyon olusumu takip edilmistir. Genel olarak 3 - 4 giin icinde yara lezyonunun
olusmasi beklenmektedir (265, 266). 3. giiniin sonunda hayvanlar sakrifiye edilmistir.
ATCC 43300 ve MRSA 4 ile enfekte gruptan birer hayvan takibi 4. giine devam
ettirilmistir. 3. giiniin sonunda ATCC 43300 ve MRS A4 uygulanan gruplarda agik yara
ve/veya apse olusumu gozlemlenmistir. Kontrol grubunda ise yara olusumu

gozlenmemistir (Sekil 4.16.).

Sekil 4.15. Subkiitan enjeksiyon.
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Sekil 4.16. ATCC 43300 ve MRSA4 ile enfekte edilen ve kontrol grubuna ait
goriintiiler.

3 ve 4. giine kadar hayvanlarin agirliklarinda azalma olmamstir (p>0,5) (Sekil

4.17.).
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Sekil 4.17. Hayvan agirliklari (6n ¢aligmalar) (n=6).
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3. gilin ve 4. giinde farelerin sirtinda olusan yara lezyon alanlar1 incelendiginde
lezyonlarinin enfekte edildikten sonraki 2. Giinde olusmaya basladigi goriilmiistiir
(Sekil 4.16.). MRSAA4 ile enfekte edilen gruplarda daha siddetli ve daha kisa siirede
enfeksiyon olustugu ve olusan lezyon alanlarinin daha genis oldugu gézlemlenmistir

(Sekil 4.18.).

2.00-
0. Giin
1. Glin
1.75A 2. Giin
M 3. Giln
1.50- M 4. Gin
&
£ 1.251
C
§
w 1.001
5
o 0.
0.50-
0.251
0.00 T T T
Serum Fizyolojik MRSA 43300 MRSA 4

Sekil 4.18. Enfeksiyon sonrasi olusan lezyonlarin alanlari.

Bakteriyel Yiik Tayini

Hayvan gruplarma ATCC 43300 ve MRSA4 bakteri inokulumlari 1 x 108
CFU/mL konsantrasyonda enjekte edilmis ve enfekte edilen bolgede lezyon
olusumundan sonra bakteri sayis1 (CFU/mL) tayin edilmistir (Sekil 4.19.). Tim
caligmalarda dokular homojenize edildikten sonra mannitol salt agar ’ya ekilerek
koloni sayimiyla beraber bakteriyel yiik tayin edilmistir. Enfekte edilen gruplarda
tayin edilen bakteriyel yilk MRSA43300 i¢in 3,65 x 10’ CFU/mL ve MRSA4 igin 1x
108 CFU/mL olarak bulunmustur. MRSA4 ile enfekte edilen dokularda enfeksiyon
sonrast elde edilen bakteriyel yilk ATCC43300 susuna gore 10 kat daha fazla
bulunmugtur.

On ¢alismalarimiz sonucunda MRSA4 ile enfeksiyonun en uygun oldugu, ve

uygulama konsantrasyonunun 1 x 10¥ CFU/mL olmasina karar verilmistir.
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Sekil 4.19. Enfekte edildikten sonra 3.giinde lezyonda canli bakteri sayisi (CFU/mL).

Histopatolojik inceleme

Kontrol grubunda ve iki farkli MRSA susu ile enfekte edilen gruplarda olusan
degisiklikler 3. giiniin sonunda alman doku Orneklerinde histopatolojik olarak
degerlendirilmistir. Serum fizyolojik (kontrol) grubunda intakt dokuyla (Sekil 4.20a.)
karsilastirildiginda epidermis ve dermiste herhangi bir degisiklik gézlenmemistir
(Sekil 4.20b.). Enfekte olan gruplarda ise apse olusumu ve iilserasyon gézlemlenmistir

(4. 20c, d.).
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Sekil 4.20. Serum fizyolojik ve enfekte gruplarda 3. glindeki deriye ait histolojik kesitler (hemotoksilen ve eozin boyamast) intakt doku (a);
serum fizyolojik uygulanmis doku (b); ATCC 43300 ile enfekte edilmis doku (c) ve MRSA4 ile enfekte edilmis doku (d) apse

olusumu (») indiiklenmis ve MRSA4 ile enfekte tiim doku drneklerinde iilserasyon (—). E: epidermis, D: dermis.
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ATCC 43300 ve MRSA4 ile enfekte gruplara ait histopatolojik degerlendirme
Tablo 4.18.°de &zetlenmistir. iki farkli susla enfekte olan gruplar arasinda akut
enflamasyon skoru, kronik enflamasyon skoru ve apse alani arasinda istatistiksel
olarak bir fark goriilmemistir (p>0,5) (Tablo 4.18.). MRSA 4 ve MRSA43300 bakteri
suslarinin 3 giin igerisinde deride yiiksek akut enflamasyon (skor=3) ve diisiik kronik
enflamasyon (skor=1) yanit1 olusturudugu gozlenmistir. Ancak MRSA4 ile enfekte
edilen grupta iilser gapt MRSA43300’e gore daha yiiksek bulunmustur (p<0,05) (Sekil
4.21.). Calisma sonucunda elde edilen iilser ¢apt kronik enflamasyonun gostergesi
olarak degerlendirilmistir. MRSA 4’e ait {ilser capinin daha biiyiik bulunmasi bu susun
deride daha etkili bir enfeksiyon olusturdugunu gostermistir. Elde edilen histopatolojik
sonuglarla uyumlu olarak MRSA4 uygulanan gruplarda bakteriyel yiik ve MPO
aktivitesi daha yiiksek elde edilmistir. Bu sonuclar MRSA4’iin daha siddetli bir
enfeksiyon olusturdugunu teyit etmistir. Enfekte gruplar birbiri igerisinde akut ve
kronik enflamasyon yoniiyle karsilastirildiginda ise fark bulunmamistir (p>0,5).
MRSA 43300 ve MRS A4 suslar ile enfekte gruplarda iilser ¢ap1 degerlendirildiginde,
MRSA4 ile enfekte grupta iilser ¢apr MRSA43300 grubuna goére daha yiiksek

bulunmustur (p<0,05), ancak apse alan1 arasinda fark bulunmamaistir (p>0,5).

Tablo 4.18. Enfeksiyon sonrasi 3. giine ait histopatolojik degerlendirmeler.

Akut Kronik Reepltall%asyon Skoru
Hayvan Ulser | Apse
Hayvan grubu Enflamasyon |[Enflamasyon| ..
Sayis1 Ulser | Cap1 | Alam
Skoru Skoru 2
(mm) | (mm”)
Serum
fizyolojik 2 0 0 yok 0 0
(kontrol)
MRSA43300 6 3 1,5 var | 0,025 | 4,25
MRSA4 6 3 1 var 6,25 4,85
p* >0,5 >0,5 <0,1 | >0,5
p** <0,05 <0,05 <0,05 | <0,1

* Enfekte gruplar arasindaki fark ,** Enfekte gruplar ve serum fizyolojik arasinda fark
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a) Akut Enflamasyon

0
Serum fizyolojik MRSA43300 MRSA4

0-
Serum fizyolojik MRSA43300

Kronik enflamasyon

-

MRSA4

c) Ulser Gapi

10.0

£

S

= 7.5

Q.

]

(3
5.01
2.5
0.0

Serum fi'zyolojik MRSAI43300 MRSA4

Apse Alani (mm?)

0.0-

Apse Alani

Serum fizyolojik MRSA43300 MRSA4

Sekil 4.21. Histopatolojik degerlendirmeler: (a) Akut enflamasyon skoru; (b) Kronik
enflamasyon skoru; (c) Ulser Capi; (d)Apse alani.

MPO Aktivitesi Tayini

3. giline giine ait deri 6rneklerinde tayin edilen MPO aktivitesi serum fizyolojik
grubunda 2,47 pmol/dk, MRSA43300 ile enfekte dokularda 10,74 umol/dk, MRSA4
ile enfekte grupta 20,38 umol/dk olarak oOlclilmiistiir (Sekil 4.22.). MPO aktivitesi
enfeksiyondan sonraki 3. giinde MRSA43300 i¢in 4,34 kat ve MRSA 4 i¢in 8,25 kat

artmistir(p<0,1). Serum fizyolojik grubuile karsilastirildiginda, ATCC 43300 ve

MRSAA4 i¢gin apse alani sirasiyla 4,25 mm? ve 4,85 mm? elde edilmis olup apse alaninin

olusumu ile MPO aktivitesindeki artis iliskilendirilmistir.
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Sekil 4.22. Kontrol ve enfekte edilen deri orneklerinde enfekte edildikten 3 giin
sonraki MPO aktivitesi.

On galisma sonuglarina gére subkiitan enjeksiyonla 1 x 108 CFU/mL da bakteri
inokulumundan sonra 3 giinde enfeksiyonun olusturuldugu, yapilan analizlerde
MRSA4 susu ile , MRSA 43300°e gore daha kisa siirede yara olusumu goriilmiistiir.
Gerek olusan lezyonlarin alan1 gerekse MPO aktivitelerinde artis vee bakteriyel ylikiin
artist degerlendirildiginde sectigimiz modelin ve sec¢tigimiz kosullarin uygunlugu
teyit edilmistir. On c¢alismalarimizda elde ettigimiz sonuclar dogrultusunda,

enfeksiyon modelinde kullanmak icin MRSA4 susu secilmistir.
Sitokin diizeyleri tayini

On calismalarda kontrol (serum fizyolojik) ve MRSA 43300 ve MRSA4 ile
enfekte gruplardan alinan deri 6rneklerinde tayin edilen TNFe, IL-15, IL-6 ve IL-17a
diizeyleri Sekil 4.23.’te sunulmustur. Enfekte olan gruplarda sitokin diizeylerinde
baslangic ve kontrole gore anlamli artis goriilmiistiir. Iincelenen iki sus arasinda ise
TNF-a, IL-6 ve IL-17a diizeylerinde fark bulunmamustir. IL-1f ekspresyon diizeyleri
ise MRSAA4 ile enfekte grupta diger susa gore daha yiiksek bulunmustur.

Tiimoér nekroz faktori alfa (TNF-a) enflamatuvar yanitlarin baglica

diizenleyicisi olarak tanimlanan ve bazi enflamatuvar ve otoimmiin hastaliklarin
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patogenezinde rol oynadigi bilinen ve apoptozu diizenleyen ¢ok islevli bir sitokindir
(275, 276). TNF-a, ozellikle nétrofilleri, makrofajlart ve deriye 6zgii hafiza T
hiicrelerini diizenleyen genis bir kemokin setini indiikleyerek dogal bagisiklig1 ve
enflamasyonu diizenlemektedir (277). Hayvan modellerinde bozulmus iyilesme
(impaired healing) ve akut insan yaralarmin yasa bagli gecikmis iyilesmesi pro-
enflamatuvar fenotipe paralel olabilecek artmig lokal ve sistemik TNF-a seviyeleri
sergilemektedir. Yapilan caligsmalarda hem sistemik hem de akut yaralarda TNFa
diizeylerinin, bozulmus iyilesmeye yatkin insanlarda O6nemli dlglide arttigimmi ve
yiikselmis diizeylerinin iyilesmeyle paralel olarak azaldigini bildirilmistir(278).
Enfeksiyon durumunda TNF-o hizla salimarak yara dokularinda enflamasyonu
baglatmakta olup TNF-a'nin yara iyilesmesinin erken siirecinde rol aldig: bildirilmistir
(279). Deri, dokular1 yenileyerek ve kolajenli bir yara olusturarak hasarli veya kayip
dokular1 onarma kapasitesine sahiptir. Bu siirece "yara iyilesmesi" ad1 verilir ve ¢esitli
sitokinlerin ve interlokin (IL-1p), timor nekroz faktorii (TNF-a), doniistiiriicii bliylime
faktorii (TGF-B), epidermal biiyiime faktorii (EGF), trombosit kaynakli biliylime
faktorli (PDGF) ve temel fibroblast biiyiime faktorii (bFGF) gibi biiyiime faktorlerinin
iretildigi pthtilagma, enflamasyon, proliferasyon ve yeniden sekillendirme fazlarindan
olusmaktadir(279). TNF-a ile birlikte IL-15, IL-6 ve epidermal biiylime faktorii (EGF)
yara iyilesme siirecinde énemli bir rol oynamaktadir. Derinin yaralanmasinda sonra
keratinositlerden yara bolgesindeki nétrofillerin ve makrofajlarin  gogiinii  ve
cogalmasimi uyaran TNF-a, IL-1, IL-6 ve IL-8 gibi proinflamatuvar sitokinleri de
salgilanir (280). IL-17A, S. aureus deri enfeksiyonlarinda birgok hiicre tarafindan
iiretilmektedir (281). Bu nedenle yara enfeksiyon modeli olustururken enfeksiyonun
olusumunu ve siddetini belirlemek i¢in TNF-a, IL-183, IL-6 ve IL-17A sitokin
diizeyleri incelenmistir. MRSA43300 ve MRSA4 ile enfekte gruplardaki sitokin
diizeyleri baslangi¢ ve kontrole gore artis gdstermis ve bu sus arasinda yalnizca IL-
15 diizeylerinde MRSA4 ile enfekte grupta daha yiiksek elde edilmis olup daha

siddetli enfeksiyon olugmustur.
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Sekil 4.23. On calismalarda 3. giinde alinan deri &rneklerindeki sitokin diizeyleri (3.
giin).

4.5.2. Formiilasyonlarla Yapilan Calismalar

On c¢ahismalarimizla teyit ettikten sonra, ¢alismalarimizda gelistirdigimiz
formiilasyonlarin in vivo etkinligi gostermek amaciyla subkiitan6z enjeksiyon ile yara
olusturulan fareler kullanilmistir.

Formiilasyonlarin uygulamasi enfekte edildikten sonra 4. giinde baslatilmis
olup 9. giine kadar 5 giin boyunca (9. giinde uygulama yapilmamaistir, uygulama
yapilan giinler 4., 5., 6., 7., ve 8. giindiir, 9. giiniin sabah1 kontrol edilerek sakrifikasyon
uygulama yapilmadan once yapilmistir.) giinde 2 kez olmak iizere 8 saat arayla
uygulama yapilmistir. 9. giinde iyilesme gozlenen hayvanlar sakrifiye edilip gruplarda
iyilesmenin tamamlanmadig1 hayvanlar enfeksiyon sonrast 11. giline kadar takip
edilerek uygulamaya devam edilmistir. Deney siiresi boyunca tiim uygulama
gruplarinda hayvan agirliklarinda anlamli bir azalma gézlenmemistir (p>0,5) (Sekil

4.24).
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Sekil 4.24. Deney siiresince hayvan agirligindaki degisimin takibi.
Fusidik Asit Iceren Jel Formiilasyonlari

Kontrol ve uygulama gruplarinda formiilasyon uygulama 6ncesi (0, 1, 2 ve 3.
giin) ve sonrast (4 - 14. giin) lezyonlar1 goriintiileri Sekil 4.25°te verilmistir. Enfekte

edilen tlim gruplarda 2. glinden itibaren apse/agik yara olusumu baslamistir.

Lezyon alani ve iyilesmesi

Formiilasyon uygulamasi yapilmayan enfekte grupta takip edilen 14 giin
boyunca olusturulan olusan yaranin iyilesmedigi goriilmiis olup (Sekil 4.25.). lezyon
alanlarinda da istatistiksel olarak anlamli bir azalma gézlenmemesi (p>0,5) bunu
destekler niteliktedir. Formiilasyonlarda hem tasiyict olarak hem de antibakteriyel
aktivitesi nedeniyle secilen kitosani igeren jeller (Koyo kitosan jel-gK3 ve orta
molekiil agirligima sahip kitosan jel-gM3) tek basma uygulandiginda enfeksiyon
sonras1 11. giinde (Glin 14) yaranin iyilestigi gézlemlenmistir. Bos kitosan jellerin
lezyon alanina etkisi incelendiginde koyo kitosan jelin lezyon alaninin kontrol grubuna
daha az oldugu gozlenmistir (p<0,05). Orta molekiil agirlikli kitosan jel uygulanan
grupta lezyon alaninda kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli bir degisiklik

goriilmemistir.
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Etkin madde olarak secilen fusidik asit tek basma ¢ozelti (FAsol) olarak
uygulandiginda ise iyilesme enfeksiyon sonrasi 6. giiniin sonunda tamamlanmistir. Bu
grupta enfeksiyon sonrasi 6. giinlin sonunda lezyon alaninda pozitif kontrole gore
anlamli bir azalma gozlenmistir (p<0,05).

Koyo kitosan jel i¢inde hazirlanan fusidik asit formiilasyonu (FA+gK3)
uygulanan gruplarda enfeksiyon sonrasit 5. giinlin sonunda iyilesmeye basladigi,
enfeksiyon sonrasi 8. giinden sonra lezyon alaninin neredeyse tamamen kapandigi,
enfeksiyon sonrasi 11. giin sonunda lezyon alaninda anlamli bir azalma oldugu
(p<0,05), orta molekiil agirlikl1 kitosan jel ile hazirlanan formiilasyonda (FA + gM3)
ise enfeksiyon sonrasi 10. giiniin sonunda lezyon alaninin iyilestigi ve enfeksiyon
sonras1 11. giin sonunda lezyon alaninda istatistiksel olarak anlamli (p<0,05) azalma
oldugu gozlenmistir (Sekil 4.26.). Fusidik asit igeren %3 konsantrasyonda koyo
kitosan jel (FA + gK3) uygulanan gruplara ait MPO aktivitesi 1,9 umol/dk ve apse
alam 2,75 mm? elde edilmis olup yaranin iyilestigini gostermektedir. Fusidik asit
iceren %3 konsantrasyonda orta molekiil agirlikl kitosan jel (FA + gM3) uygulanan
grupta yaranin daha hizli iyilestigi gdzlemlenmistir.

Fusidik ait i¢eren ticari krem uygulanan grupta ise yaranin tam kapanmadigi
goriilmiis olup lezyon alaninda pozitif kontrole gore azalma goriilmemistir.
Gelistirdigimiz formiilasyonun yara iyilesmesinde daha etkili olabilecegini
gostermistir. Fusidik asitin koyo kitosan jel varliginda (FA + gK3) lezyonlar1 daha
hizli iyilestigi goriilmiistiir.

Bos %3 konsantrasyonda koyo kitosan jel (gK3) ve %3 konsantrasyonda orta
molekiil agirlikli kitosan jel (gM3) uygulanan gruplarda iyilesme enfeksiyon sonrasi
5. giiniin sonunda baglamistir. Apse alan1 her iki jel formiilasyonu i¢in 5 mm? elde
edilmis olup formiilasyon gruplariyla (FA + gK3 ve FA + gM3) karsilastirildiginda
apse alaninin daha genis oldugu goriilmektedir. Etkin madde i¢eren formiilasyonlarin

tastyici jellere gore daha etkili oldugu goriilmiistiir.



Pozitif kontrol

Negatif Kontrol

FAsol

SFsol

LysSA10

gk3

gM3

Gun

Formdilasyon
Uygulama
Oncesi

Formulasyon
Uygulama Sonrasi

Sekil 4.25. Kontrol ve enfekte gruplarda makroskopik goriintiiler.
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FA + gK3

FA + gM3

SF + gk3

SF + gM3

LysSA10 + gk3

LysSA10 + FA + gK3

LysSA10 + SF + gk3

Ticari (krem)

Ticari (merhem)

Gun
Formilasyon Formiilasyon
Uygulama Uygulama
Oncesi Sonrasi

Sekil 4.26. Jel formiilasyonlar1 ve ticari iirlin gruplarina ait makroskopik goriintiiler.
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Sekil 4.27. Kontrol ve enfekte olan gruplarda formiilasyon uygulama oncesi (0-
3.glin) ve sonrast (4-14.giin) sirt derisindeki lezyon alanlari.

Histopatolojik inceleme

Kontrol gruplar1 ve formiilasyon uygulanan gruplara ait deri ornekleri
histopatolojik olarak olarak degerlendirilmis olup lezyonlara ait histoloji Sekil
4.28.’de, histopatolojik degerlendirme skorlar1 Tablo 4.19.°da verilmistir. Pozitif
kontrol grubuna ait enfeksiyon sonrasi 11. giin sonunda alinan deri 6rneklerinde olan
enfekte grupta lilserasyon ve akut enflamasyon gozlenmis olup enflamatuvar hiicre
infiltrasyonu ile apse olusumunun indiiklendigi goriilmiistiir (Sekil 4.28b.).

Histopatolojik skorlar degerlendirildiginde, gerek kitosan tek basina gerekse
formiilasyon uygulanan gruplarda akut enflamasyon skorunda enfeksiyon sonrasi 11.
Gilinde anlamli bir azalma goriilmiistiir (Tablo 4.19.). Kronik enflamasyon skorlar1
degerlendirildiginde de benzer sonuglar elde edilmistir, enfeksiyon sonrast 6. Giiniin
sonunda uygulama yapilan gruplarda (bos kitosan jel ve etkin madde igeren jel) kronik

enflamasyon skorunda azalma gozlenmistir.
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Tablo 4.19. Histopatolojik degerlendirme.

Reepitalizasyon Skoru

Akut Kronik .-
Ulser Apse
Grup enflamasyon enflamasyon .-

Ulser Capr alam

skoru skoru 2
(mm) (mm®)

Saglam deri 0 0 Yok - -
Negatif Kontrol 2 2,6 Yok - 2,58
Pozitif kontrol 3 2,57 Var 1,67 8,00
FAsol** 1,4 1,2 Yok - 4,90
SFsol 2,8 2,8 Yok - 3.9
LysSA10 1,4 2,4 Yok - 2,2
gK3 0,5 1,44 Yok - 0,66
gM3 1,8 1,83 Yok - 3,66
FA + gK3 1,1 1,4 Yok - 1,9
FA + gM3 2 2,3 Yok - 2,15
SF + gK3 0,8 1,33 Yok - 0,86

SF + gM3 1 1,8 Yok - 1

LysSA10 + gK3 0 1,6 Yok - 0
LysSA10 + FA + gK3 0,8 1,4 Yok - 0,75
LysSA10 + SF + gK3 1 1,4 Yok - 0,5
Fusidik asit igeren ticari 1.4 ) Yok i 2.70

krem

Sodyum fusidat iceren 22 ) Yok i 3.85

ticart merhem

** enfeksiyon sonrast 6. Giiniin sonunda sakrifiye edilmistir

Apse alanlar1 incelendiginde pozitif kontrol grubuna goére uygulama yapilan
gruplarda apse alaninda azalma oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.28. ve Sekil 4.29.).

Genel olarak akut ve kronik enflamasyon yoniiyle incelendiginde koyo kitosan
jel i¢inde hazirlanan fusidik asit formiilasyonu (FA+gK3), fusidik asit igeren ticari

kreme gore yara iyilesmesinde daha etkili oldugu goriilmustiir.
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a)Negatif kontro

Sekil 4.28. Enfeksiyon sonrast 11. Giin (Giin 14) sonunda lezyonlarin histopatolojisi (a) negatif kontrol, (b) pozitif kontrol, (c) fusidik asit

iceren ticari krem, (d) fusidik asit ¢ozeltisi (FAsol), e) %3 konsantrasyonda koyo kitosan jel (gK3), (f) %3 konsantrasyonda orta
molekiil agirlikli kitosan jel (gM3), (g) Fusidik asit iceren koyo kitosan jel (FA + gK3), (h) fusidik asit iceren orta molekiil

agirlikli kitosan jel (FA + gM3), 1) intakt doku iilserasyon (ok —), ve apse olusumu (ok ucu ») E: Epidermis, D:Dermis.

male
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Sekil 4.29. Histopatolojik degerlendirme, a) akut enflamasyon, b) kronik

enflamasyon, c¢) apse alani.
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Bakteriyel yiik

Uygulama 6ncesi ve sonrasi tayin edilen deri 6rneklerindeki bakteriyel ytik
sonuglar Sekil 4.30.”da gosterilmektedir. Pozitif kontrol grubunda enfeksiyon sonrasi
11. Giiniin (Giin 14) sonunda deri 6rneklerindeki bakteriyel yiik 1,7 x 10 CFU/mL
olarak saptanmustir.

Fusidik asit ¢ozeltisi (FAsol) uygulanan gruplarda enfeksiyon sonrasi 6. giiniin
sonunda bakteriyel yiik 9 x 10° CFU/mL olup, pozitif kontrole gore anlamli bir azalma
goriilmistiir (p<0,05). Kitosan jel tek basina ve fusidik asit iceren jeller uygulanan
gruplarda bakteriyel yiikte anlamli bir azalma goriilmiis olmakla birlikte (p<0,5),
gruplar arasinda fark bulunmamaistir. Gelistirmis oldugumuz formiilasyonlarla fusidik

asit iceren krem arasinda bakteriyel yiikte fark bulunmamistir (p>0,05).
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Sekil 4.30. Formiilasyon uygulanan ve kontrol gruplarda derideki enfeksiyon sonrasi
11. giin ait bakteriyel yiik sonuglari. *FAsol grubu uygulanan hayvanlar
enfeksiyon sonrasi 6. giin sonunda sakrifiye edilmistir.
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MPO aktivitesi

Kontrol grubu ve formiilasyon uygulanan gruplardan alinan deri drneklerinde
Ol¢iilen MPO aktivitesi sonuglart Sekil 4.31.’de verilmistir. Pozitif kontrol grubu i¢in
enfeksiyon sonrasi 11. giiniin sonunda MPO aktivitesi 13,94 + 4,8 umol/dk olarak
bulunmustur.

Gerek fusidik asit tek basina gerekse jel formiilasyonu i¢inde uygulandiginda
MPO aktivite degerlerinde anlaml1 bir azalma gozlemlenmistir. Bos jellerinde MPO
aktivitesi (8,63 + 2,6 umol/dk) pozitif kontrole gore diisiik bulunmakla birlikte, etkin
madde inkorpore edildiginde aktivitenin (1,94 + 1,06 umol/dk) daha da azaldig
goriilmustiir (Sekil 4.31.). Farkli kitosanlar ile gelistirilen jel formiilasyonlar1 arasinda
ise MPO aktivitesinde fark bulunmamistir. Fusidik asit igeren ticari kreme ait MPO
aktivitesi (11.68 + 1,28 umol/dk) pozitif kontrole yakin olup, gelistirdigimiz

formiilasyonla karsilastirdigimizda ise aradaki fark anlamli bulunmustur.
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Sekil 4.31. Kontrol grubu ve formiilasyon uygulanan deri 6rneklerinde 14.giine ait
MPO aktivitesi. (*FAsol grubu uygulanan hayvanlar enfeksiyon sonrasi 6.
giiniin sonunda sakrifiye edilmistir).
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Sitokin diizeyi

Kontrol grubu ve fusidik asit igeren jel formiilasyonlar1 uygulanan gruplardan
alinan deri orneklerinde tayin edilen TNFa, IL-1f5, IL-6 ve IL-17a diizeyleri Sekil

4.32.’de sunulmustur.
TNF-a diizeyleri

Pozitif kontrol grubunda TNF-«a diizeylerinde baslangi¢ degerine gére anlaml
bir artis goriilmiistiir (Sekil 4.32a.). Fusidik asit ¢ozeltisi (FAsol) uygulanan hayvan
grubunda pozitif kontrol grubuna gére TNFa ekspresyon diizeylerinde anlamli bir
azalma gozlenmistir. Bununla birlikte koyo kitosan jel (gK3) ve orta molekiil agirliklt
kitosan jel (gM3) uygulanan gruplarda pozitif kontrol grubuna gére TNFa ekspresyon
diizeylerinde anlamli bir azalma gozlenmistir. Bu azalma yara enfeksiyonunun
siddetinin ve enflamasyonun azaldigini iyilesmenin oldugunu gostermektedir. Fusidik
asit iceren koyo kitosan jel (FA + gK3) ve orta molekiil agirlikli kitosan jel (FA +
gM3) formiilasyonlar1 uygulanan gruplarda TNFa ekspresyon diizeylerinde anlamli
bir azalma gozlenmistir. Fusidik asit iceren jellerin bos kitosan jellere gore TNFa
ekspresyon diizeyleri daha az elde edilmis olup bos jellere gore daha etkili oldugu
goriilmiistiir. Fusidik asit i¢eren ticari krem uygulanan grupta pozitif kontrol grubuna

gore TNFa ekspresyon diizeylerinde anlamli bir azalma gozlenmistir.
1L-6 diizeyleri

Pozitif kontrol grubunda IL-6 diizeylerinde baslangi¢ degerine gére anlamli bir
artis gorilmiistiir (Sekil 4.32b.). Fusidik asit ¢ozeltisi (FAsol) uygulanan hayvan
grubunda pozitif kontrol grubuna gore IL-6 ekspresyon diizeylerinde anlamli bir
azalma gozlenmistir. Bu sonu¢ TNF-a ekspresyonu ile benzer bulunmustur. Ayrica
koyo kitosan jel (gK3) ve orta molekiil agirlikli kitosan jel (gM3) uygulanan gruplarda
pozitif kontrol grubuna gore IL-6 ekspresyon diizeylerinde anlamli bir azalma
gozlenmistir. Bos kitosan jellerin enflamasyonu azalttig1 ve yara iyilesmesinde etkili
oldugu goriilmiistiir.

Fusidik asit iceren koyo kitosan jel (FA + gK3) ve orta molekiil agirlikli kitosan
jel (FA + gM3) formiilasyonlar1 uygulanan gruplarda IL-6 ekspresyon diizeylerinde
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anlamli bir azalma gdzlenmistir. Fusidik asit i¢eren jeller, bos kitosan jellere gore IL-
6 ekspresyon diizeylerini daha fazla diistirmiis olup bos kitosan jellere etkili oldugu
goriilmiistiir. Fusidik asit i¢eren ticari krem uygulanan grupta pozitif kontrol grubuna
gore IL-6 ekspresyon diizeylerinde anlamli bir azalma gézlenmistir. Fusidik asit igeren
koyo kitosan jel fusidik asit i¢eren ticari kreme gore IL-6 diizeylerini daha ¢ok azaltmis

olup ticari liriine kars1 daha etkili oldugu goriilmiistiir.
1L-17a diizeyleri

Pozitif kontrol grubunda IL-17a diizeylerinde baslangi¢ degerine gére anlaml
bir artis goriilmiistiir (Sekil 4.33a.). Fusidik asit ¢ozeltisi (FAsol) uygulanan hayvan
grubunda pozitif kontrol grubuna gore IL-17a ekspresyon diizeylerinde anlamli bir
azalma gozlenmistir. Bu sonug IL-6 ve TNF-a ekspresyonu ile benzer bulunmustur.
Koyo kitosan jel (gK3) ve orta molekiil agirlikli kitosan jel (gM3) uygulanan gruplarda
pozitif kontrol grubuna gore IL-17a ekspresyon diizeylerinde anlamli bir azalma
gozlenmistir. Jeller arasinda IL-17a ekspresyon diizeylerinde anlamli bir fark yoktur.
Fusidik asit iceren koyo kitosan jel (FA + gK3) ve orta molekiil agirlikli kitosan jel
(FA + gM3) formiilasyonlar1 uygulanan gruplarda IL-17a ekspresyon diizeylerinde
anlamli bir azalma gdzlenmistir. Fusidik asit i¢eren jeller, bos kitosan jellere gore IL-
17a ekspresyon diizeylerini daha fazla diisiirmiis olup bos kitosan jellere etkili oldugu
goriilmiistiir. Fusidik asitin kitosan jel varliginda enfeksiyonda IL-17a ekspresyon
diizeyleri iizerinde daha etkili oldugu gosterilmistir. Fusidik asit igeren ticari krem
uygulanan grupta pozitif kontrol grubuna goére IL-17a ekspresyon diizeylerinde

anlamli bir azalma gozlenmistir.
IL1p diizeyleri

Pozitif kontrol grubunda /L4 diizeylerinde baslangi¢c degerine goére anlaml
bir artis goriilmiistiir (Sekil 4.33b.). Fusidik asit ¢ozeltisi (FAsol) uygulanan hayvan
grubunda pozitif kontrol grubuna gore /L1/4 ekspresyon diizeylerinde anlamli bir
azalma goriilmemistir. Bu sonu¢ IL-6, [L17a ve TNF-a ekspresyon diizeylerinden
farkli bulunmustur. Koyo kitosan jel (gK3) uygulanan gruplarda pozitif kontrol
grubuna gore /L1/ ekspresyon diizeylerinde anlamli bir azalma gozlenirken ve orta

molekiil agirlikli kitosan jel (gM3) uygulanan grupta anlamli bir fark goriillmemistir.
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Fusidik asit i¢eren koyo kitosan jel (FA + gK3) formiilasyonlar1 uygulanan gruplarda
IL1fekspresyon diizeylerinde anlamli bir azalma goézlenirken ve orta molekiil agirliklt
kitosan jel (FA + gM3) uygulanan grupta anlamli bir fark goriilmemistir. Fusidik asitin
koyo kitosan jel varliginda L1/ ekspresyon diizeyleri {lizerinde daha etkili oldugu
gosterilmistir. Fusidik asit iceren ticari krem uygulanan grupta pozitif kontrol grubuna

gore IL 14 ekspresyon diizeylerinde anlamli bir azalma gdzlenmistir.
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Sekil 4.32. Deri orneklerindeki sitokin ekspresyonu (enfeksiyon sonrast 11. giin):
a)TNF-a ve b)IL-6.
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Sekil 4.33. Deri 6rneklerindeki sitokin ekspresyonu (enfeksiyon sonrast 11. giin):
a)lL17a ve b)IL1p.
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Sodyum fusidat iceren jel formiilasyonlar:

Lezyon alani ve iyilesmesi

Diger etkin maddemiz olan sodyum fusidat tek basina ¢ozelti (SFsol) halinde
uygulandiginda ise enfeksiyon sonrasi 11. giin sonuna kadar iyilesmenin goriilmedigi
ve lezyon alaninda artig oldugu gozlemlenmis olup pozitif kontrole gore anlamli bir
fark goriilmemistir.

Koyo kitosan jel i¢inde hazirlanan sodyum fusidat formiilasyonu (SF+gK3)
uygulanan grupta enfeksiyon sonrasi 9. giinden sonra lezyon alanlarinda azalma
gozlenerek enfeksiyon sonrasi 11. giin sonunda iyilesme oldugu goézlemlenmistir.
Sodyum fusidat iceren orta molekiil agirlikli kitosan jel (SF+gM3) uygulanan
gruplarda uygulama sonrasinda jel yara lezyonu iizerinde birikmis olup yara
enfeksiyon sonrast 9. giinden sonra lezyon alaninda azalma gdzlenmesine ragmen
yaranin enfeksiyon sonrasi 11. giiniin sonuna kadar iyilesmedigi goriilmuistiir.

Sodyum fusidat i¢eren ticari merhem uygulanan grupta enfeksiyon sonrasi 11.

giiniin sonunda lezyonun iyilesmedigi ve lezyon alaninin da arttig1 gézlemlenmistir.

Histopatolojik inceleme

Kontrol gruplar1 ve formiilasyon uygulanan gruplara ait deri Ornekleri
histopatolojik olarak olarak degerlendirilmis lezyonlara ait histoloji Sekil 4.34.’te,
histopatolojik degerlendirme skorlar1 Tablo 4.19.°da verilmistir.

Histopatolojik skorlar akut ve kronik enflamasyon yoniiyle incelendiginde
(Tablo 4.19.) koyo kitosan jel ve orta molekiil agirlikli kitosan jel i¢inde hazirlanan
sodyum fusidat formiilasyonlar1 (SF+gK3 ve SF + gM3) ve fusidik asit igeren kitosan
jel formiilasyonlarina gore yara iyilesmesinde daha etkili oldugu goriilmiistiir. Buna
benzer sekilde sodyum fusidat igeren ticari merheme gore daha etkili bulunmustur.

Apse alanlar1 incelendiginde fusidik asit i¢eren jel formiilasyonlar1 uygulanan
gruplara gore sodyum fusidat igeren kitosan jel formiilasyonlarinda apse alanin daha

kiigiik oldugu (Sekil 4.34.).
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Sekil 4.34. Enfeksiyon sonrasi 11. giin sonunda lezyonlarin histopatolojisi. (a) fizyolojik deri, (b) pozitif kontrol, (¢) %3 konsantrasyonda
koyo kitosan jel (gK3), (d)%3 konsantrasyonda orta molekiil agirlikli kitosan jel (gM3), (e) sodyum fusidat igeren ticari merhem,
(f). sodyum fusidat ¢ozeltisi (SFsol), (g) sodyum fusidat igeren koyo kitosan jel (SF + gK3), (h) sodyum fusidat iceren orta
molekiil agirlikli kitosan jel (SF + gM3), (1) Endolizin ¢ozeltisi (LysSA10), (i)Endolizin i¢eren koyo kitosan jel (LysSA10 +
gK3), (j) Endolizin ve fusidik asit kombinasyonu i¢eren koyo kitosan jel (LysSA10 + FA + gK3), (k) Endolizin ve sodyum fusiat
iceren koyo kitosan jel (LysSA10 + SF + gK3) uygulanan grup ve (p) fizyolojik deri iilserasyon (ok —) ve apse olusumu (ok
ucu ») E: Epidermis, D:Dermis.
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Bakteriyel yiik

Sodyum fusidat ¢ozeltisi (SFsol) uygulanan gruplarda bakteriyel yiik 5 x 107
CFU/mL pozitif kontrole goére anlamli bir anlamli fark yoktur (p>0,5). Sodyum fusidat
iceren koyo kitosan jel (SF + gK3) uygulanan grupta bakteriyel yiikte anlamli azalma
goriilmiis olmakla birlikte orta molekiil agirlikli kitosan jelde pozitif kontrole gore bir
fark gozlenmemistir (p>0,5).

Sodyum fusidat iceren ticari merhem uygulanan grupta enfeksiyon sonrasi 11.
giin sonunda bakteriyel yilik pozitif kontrole goére anlamli bir fark yoktur (p>0,05).
Gelistirdigimiz sodyum fusidat i¢eren koyo kitosan jel ile sodyum fusidat i¢eren ticari

merhem bakteriyel yiikte anlamli bir fark gozlenmistir(p<0,5).

MPO aktivitesi

Sodyum fusidat ¢ozeltisi uygulanan grupta MPO aktivitesinde pozitif kontrole
gore azalma gozlenmistir. Gerek sodyum fusidat tek basina gerekse jel formiilasyonu
icinde uygulandiginda MPO aktivitesi degerlerinde anlamli bir azalma
gozlemlenmistir. Farkli kitosanlar ile gelistirilen jel formiilasyonlar1 arasinda ise
MPO aktivitesinde fark bulunmamistir. Sodyum fusidat igeren ticari merheme ait
MPO aktivitesi gelistirdigimiz formiilasyonlarla karsilastirdigimizda aralarinda

anlamli bir fark bulunmamastir.

Sitokin diizeyi

Kontrol grubu ve sodyum fusidat igeren jel formiilasyonu uygulanan
gruplardan alman deri 6rneklerinde tayin edilen TNFea, IL-1B, IL-6 ve IL-17a
diizeyleri Sekil 4.32. ve Sekil 4.33.’te sunulmustur.

TNF-a diizeyleri

Sodyum fusidat ¢ozeltisi (SFsol) uygulanan hayvan grubunda pozitif kontrol
grubuna gore TNFa ekspresyon diizeylerinde anlamli bir azalma gozlenmistir (Sekil
4.32a.). Bununla birlikte koyo kitosan jel (gK3) ve orta molekiil agirlikli kitosan jel
(gM3) uygulanan gruplarda sodyum fusidat ¢ozeltisi uygulanan gruba gore TNFa

ekspresyon diizeylerinde anlamli fark goriilmemistir. Sodyum fusidat iceren koyo
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kitosan jel (SF+gK3) uygulanan grupta TNFa ekspresyon diizeylerinde pozitif
kontrol, sodyum fusidat ¢ozeltisi, kitosan jeller ve sodyum fusidat igeren orta molekiil
agirhikli kitosan jel (SF + gM3) uygulanan gruplara gore anlamli bir azalma
gozlemlenmistir. Diisik TNF-a diizeyleri formiilasyonun etkili oldugunu
gostermektedir. Sodyum fusidat igeren ticari merhem uygulanan grupta TNFa

ekspresyon diizeylerinde pozitif kontrol grubu ile arasinda anlamli bir fark yoktur.
1L-6 diizeyleri

Sodyum fusidat ¢ozeltisi (SFsol) uygulanan hayvan grubunda pozitif kontrol
grubuna gore IL-6 ekspresyon diizeylerinde anlamli bir fark gézlenmemistir.

Sodyum fusidat iceren koyo kitosan jel (SF + gK3) ve orta molekiil agirliklt
kitosan jel (SF + gM3) formiilasyonlar1 uygulanan gruplarda IL-6 ekspresyon
diizeylerinde anlamli bir azalma gozlenmistir. Bos kitosan jeller ile karsilastirildiginda
sodyum fusidat kitosan jeller varliginda IL-6 ekspresyonu diizeyini daha ¢ok
azaltmistir. Sodyum fusidat ticari merhem uygulanan grupta pozitif kontrol grubuna

gore IL-6 ekspresyon diizeylerinde anlamli bir azalma gozlenmistir.
1L-17a diizeyleri

Sodyum fusidat ¢ozeltisi (SFsol) uygulanan hayvan grubunda pozitif kontrol
grubuna gore 1L-17a ekspresyon diizeylerinde anlamli bir azalma gdzlenmistir (Sekil
4.33a.). Bu sonu¢ TNF-a ekspresyonu ile benzer bulunmustur. Sodyum fusidat igeren
koyo kitosan jel (SF + gK3) formiilasyonu uygulanan gruplarda IL-17a ekspresyon
diizeylerinde anlamli bir azalma gozlenmistir. Orta molekiil agirlikl kitosan jel (SF +
gM3) jel ile karsilastirildiginda sodyum fusidat koyo kitosan jel varliginda IL17a
ekspresyonu iizerinde daha etkili olmustur.

Sodyum fusidat igeren ticari merhem uygulanan grupta pozitif kontrol grubuna

gore IL-17a ekspresyon diizeylerinde anlamli bir fark gdézlenmemistir.
IL1p diizeyleri

Sodyum fusidat ¢ozeltisi (SFsol) uygulanan hayvan grubunda pozitif kontrol
grubuna gore IL1/4 ekspresyon diizeylerinde anlamli bir azalma goriilmiistiir (Sekil

4.33b.). Bu sonug IL-6 ve IL17a ekspresyon diizeylerine benzer bulunmustur. Sodyum
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fusidat i¢eren koyo kitosan jel (SF + gK3) ve orta molekiil agirlikli kitosan jel (FA +
gM3) formiilasyonlar1 uygulanan gruplarda /L /£ ekspresyon diizeylerinde anlamli bir
azalma gozlenmistir.  Sodyum fusidat iceren koyo kitosan jel (SF + gK3)
formiilasyonunun daha etkili oldugu daha diisiik /L// diizeyleriyle gosterilmistir.
Sodyum fusidat i¢eren ticari merhem uygulanan grupta pozitif kontrol grubuna goére
IL 1/ ekspresyon diizeylerinde anlamli bir fark gézlenmemistir. Sodyum fusidat igeren

jel formiilasyonlar ticari merheme goére daha etkili bulunmustur.
Endolizin iceren Jel Formiilasyonlar:

Lezyon alani ve iyilesmesi

Bir diger etkin madde endolizin ¢ozeltisi (LysSA10) tek basina uygulandiginda
takip edilen 11 giin boyunca lezyon alaninda artis goriilmiis olup tam iyilesme
gozlenmemistir. Bu grupta enfeksiyon sonrasi 11. giin sonunda lezyon alaninda pozitif
kontrole gore anlamli bir azalma gézlenmemistir. Koyo kitosan jel iginde hazirlanan
endolizin formiilasyonu uygulanan grupta lezyonun enfeksiyon sonrasi 7. gilinde
kapanmaya bagladigi, enfeksiyon sonrasi 7. giinden sonra lezyon alanlarinda azalma
goriildiigli ve enfeksiyon sonrasi 11. giiniin sonunda ise tamamen iyilestigi

gbzlemlenmistir.

Histopatolojik inceleme

Histopatolojik skorlar akut ve kronik enflamasyon yoniiyle incelendiginde
(Tablo 4.19.). Endolizin ¢ozeltisi (LysSA10) uygulanan hayvan gruplarinda akut
enflamasyon skoru pozitif kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli bir azalma
goriilmiistiir. Skorlar akut ve kronik enflamasyon yoniiyle incelendiginde (Tablo
4.19.) koyo kitosan jel i¢inde hazirlanan endolizin formiilasyonu (LysSA10 + gK3)
yara iyilesmesinde gelistirilen diger jel formiilasyonlarina gore daha etkili oldugu
goriilmiistiir. Buna benzer sekilde fusidik asit igeren krem ve sodyum fusidat igeren
ticari merheme gore daha etkili bulunmustur.

Apse alanlart incelendiginde koyo kitosan jel i¢inde hazirlanan endolizin
formiilasyonu (LysSA10 + gK3) uygulanan grupta enfeksiyon sonrast 11. giiniin

sonunda apse yok olmus ve lezyon iyilesmeyi tamamen iyilesmistir.
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Bakteriyel yiik

Endolizin ¢dzeltisi uygulanan hayvanlarda enfeksiyon sonrasi 11. giin sonunda
bakteriyel yiik 2 x 10° CFU/mL olup, pozitif kontrole gbre anlamli bir azalma
gbzlenmistir (p<0,5). Kitosan jel tek basina ve endolizin igeren koyo kitosan jelin
(LysSA10 + gK3) uygulanan gruplarda bakteriyel yiikte anlamli bir azalma
goriilmiistiir. Fusidik asit ve sodyum fusidat igeren kitosan jeller arasinda sodyum
fusidat iceren koyo kitosan jelin bakteriyel yiikii endolizin igeren kitosan jel ile benzer

elde edilmis ve etkililigi gosterilmistir.

MPO aktivitesi

Gerek endolizin tek basina gerekse jel formiilasyonu i¢inde uygulandiginda
MPO aktivitesi degerlerinde anlamli bir azalma gézlemlenmistir. Fusidik asit iceren
ticari kreme ait MPO aktivitesine endolizin i¢eren kitosan jelde daha diisik MPO

aktivitesi elde edilmistir.

Sitokin diizeyi

Kontrol grubu ve endolizin igeren jel formiilasyonu uygulanan gruplardan
alinan deri 6rneklerinde tayin edilen TNFa, IL-14, IL-6 ve IL-17a diizeyleri Sekil 4.32

ve Sekil 4.33.’te sunulmustur.
TNF a diizeyi

Endolizin ¢ozeltisi (LysSA10) uygulan hayvan gruplarinda hayvan grubunda
pozitif kontrol grubuna gére TNFa ekspresyon diizeylerinde anlamli bir fark
gozlenmemistir (Sekil 4.32a.). Endolizin igeren kitosan jel (LysSA10+gK3)
uygulanan grupta TNFa ekspresyonunda pozitif kontrol grubuna goére anlamli bir
azalma gozlenmistir. Endolizinin koyo kitosan jel varliinda TNFa ekspresyonunu
azaltmis olup enflamasyonda endolizin ¢6zeltisine ve bos kitosan jele gore daha etkili
bulunmustur. Fusidik asit iceren ticari krem ve sodyum fusidat igeren ticari merheme
gore daha diisiikk TNFa ekspresyonu ile enflamasyonda etkinliginin daha fazla oldugu

goriilmektedir.
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1L-6 diizeyi

Endolizin ¢6zeltisi (LysSA10) uygulanan hayvan grubunda IL-6 ekspresyon
diizeyi pozitif kontrol grubuna gore anlamli bir azalma gdzlenmistir. Endolizin igeren
koyo kitosan jel (LysSA10+gK3) uygulanan grupta endolizin ¢dzeltisi uygulanan
grupla arasinda anlamli bir azalma vardir. Endolizinin koyo kitosan jel varliginda IL-
6 ekspresyonunu azaltmis olup enflamasyonda endolizin ¢6zeltisine ve bos kitosan jele
gore daha etkili bulunmustur. Fusidik asit iceren ticari krem ve sodyum fusidat igeren
ticari merheme gore daha az IL-6 ekspresyonu ile enflamasyonda daha etkili

bulunmustur.
1L-17a diizeyi

Endolizin ¢o6zeltisi (LysSA10) uygulanan hayvan gruplarinda IL17a
ekspresyon diizeyi pozitif kontrol grubuna gore anlamli bir fark gozlenmemistir.
Endolizin iceren koyo kitosan jel (LysSA10+gK3) uygulanan grupta IL17a
ekspresyon diizeyi endolizin ¢ozeltisine gore da az elde edilmistir. Endolizinin koyo
kitosan jel varliginda IL-17a ekspresyonunu azaltmis olup enflamasyonda endolizin
cozeltisine ve bos kitosan jele gére daha etkilidir. Fusidik asit iceren ticari krem ve
sodyum fusidat igeren ticari merheme gore daha az IL-17a ekspresyonu ile

enflamasyonda daha etkili bulunmustur.
IL14 diizeyi

Endolizin ¢ozeltisi (LysSA10) uygulanan hayvan gruplarinda IL1/4’ekspresyon
diizeyi pozitif kontrol grubuna gore anlamli bir fark gézlenmemistir. Endolizin igeren
koyo kitosan jel (LysSA10+gK3) uygulanan grupta IL1/4 ekspresyon diizeyi endolizin
cozeltisi uygulanan gruba gore daha az elde edilmistir. Endolizinin koyo kitosan jel
varliginda IL1f ekspresyonunu azaltmis olup enflamasyonda endolizin ¢dzeltisine ve
bos kitosan jele gore daha etkili bulunmustur. Fusidik asit iceren ticari krem ve
sodyum fusidat igeren ticari merheme goére daha az IL1S ekspresyonu ile

enflamasyonda daha etkilidir.
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Endolizin+Fusidik Asit Kombinasyonu Iceren Jel Formiilasyonlari

Lezyon alani ve iyilesmesi

Koyo kitosan jel icinde hazirlanan Endolizin ve fusidik asit kombinasyonu
(LysSA10 + FA + gK3) uygulanan grupta yara enfeksiyon sonrasi 6. giinden sonra
lezyon alaninda azalma gozlenerek enfeksiyon sonrasi 7. giin sonunda kapanmaya
baslamis olup enfeksiyon sonrasi 11. giiniin sonunda tam iyilesme goriilmistiir.
Fusidik asit iceren koyo kitosan jel (FA + gK3) uygulanan grupta iyilesme enfeksiyon

sonrasi 9. giinde baslamis olup endolizinin varliginda iyilesme siireci hizlanmaistir.

Histopatolojik inceleme

Histopatolojik skorlar akut ve kronik enflamasyon yoniiyle incelendiginde
(Tablo 4.19.) koyo kitosan jel icerisinde hazirlanan endolizin ve fusidik asit
kombinasyonu uygulanan hayvan gruplarinda yara iyilesmesinde gelistirilen diger jel
formiilasyonlarina gore daha etkili oldugu goriilmiistiir. Buna benzer sekilde fusidik
asit iceren krem ve sodyum fusidat iceren ticari merheme gore daha etkili bulunmustur.

Apse alanlart incelendiginde endolizin ve fusidik asit kombinasyonu

uygulanan hayvan gruplarin apse alaninda azalma oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.34.).

Bakteriyel yiik

Endolizin ve fusidik asit kombinasyonunu igeren koyo kitosan jel
formiilasyonu uygulanan grupta ait bakteriyel yiik 9,6 x 10° CFU/mL elde edilmis olup
bakteriyel yiikte pozitif kontrole gore anlamli bir fark goriilmemistir. Gelistirmis
oldugumuz formiilasyonlarla fusidik asit igeren krem arasinda bakteriyel yiikte fark
bulunmamis (p>0,05) olup sodyum fusidat igeren ticari merhem gore daha diisiik

bakteriyel yiik elde edilmistir (p<0,5).

MPO aktivitesi

Koyo kitosan jel i¢inde endolizin ve fusidik asit kombinasyonu uygulanan

grupta MPO aktivitesinde pozitif kontrole gore anlamli bir azalma gozlenmistir.
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Endolizin ve fusidik asit kombinasyonu igeren jel, fusidik asit igeren ticari

kreme gore diisiik MPO aktivitesiyle daha etkili bulunmustur.

Sitokin diizeyi
TNF a diizeyi

Endolizin ve fusidik asit kombinasyonu igeren jel uygulanan hayvan
gruplarinda %1,74 +0,5 oraninda TNFa ekspresyonu gézlenmis olup pozitif kontrol
grubu ile karsilagtirildiginda ekspresyonda anlamli bir fark vardir. Fusidik asit i¢eren
koyo kitosan jel ile karsilastirildiginda endolizin ve fusidik asit kombinasyonu iceren

jel daha az TNFa ekspresyonu ile daha etkili oldugu gosterilmistir.
1L-6 diizeyleri

Endolizin ve fusidik asit kombinasyonu igeren jel uygulanan hayvan
gruplarinda %1,3 +0,4 oraninda IL-6 ekspresyonu gozlenmis olup pozitif kontrol
grubu ile karsilagtirildiginda ekspresyonda anlamli bir fark vardir. Fusidik asit i¢eren
koyo kitosan jel ile karsilastirildiginda endolizin ve fusidik asit kombinasyonu iceren

jel benzer IL-6 ekspresyonu ile benzer etkileri oldugu gézlenmistir.
1L-17a diizeyi

Endolizin ve fusidik asit kombinasyonu igeren jel uygulanan hayvan
gruplarinda %1,83 +0,6 oraninda IL-17a ekspresyonu gozlenmis olup pozitif kontrol
grubu ile karsilagtirildiginda ekspresyonda anlamli bir fark vardir. Fusidik asit i¢eren
koyo kitosan jel ile karsilastirildiginda endolizin ve fusidik asit kombinasyonu iceren

jel benzer IL-17a ekspresyonu ile benzer etkileri oldugu gézlenmistir.
IL1p diizeyi

Endolizin ve fusidik asit kombinasyonu igeren jel uygulanan hayvan
gruplarinda %1,63 +0,7 oraninda IL1f ekspresyonu gozlenmis olup pozitif kontrol
grubu ile karsilagtirildiginda ekspresyonda anlamli bir fark vardir. Fusidik asit i¢eren
koyo kitosan jel ile karsilastirildiginda endolizin ve fusidik asit kombinasyonu iceren

jel daha az IL1S ekspresyonu ile daha etkili oldugu gosterilmistir.
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Endolizin+Sodyum Fusidat Kombinasyonu Iceren Jel Formiilasyonlari

Lezyon alani ve iyilesmesi

Koyo kitosan jel i¢inde hazirlanan endolizin ve sodyum fusidat kombinasyonu
formiilasyonu (LysSA10 + SF + gK3) uygulanan grupta enfeksiyon sonrasi 7. giinden
sonra lezyon alanlarinda azalma g6zlenmis, yara enfeksiyon sonrasi 7. giiniin sonunda
kapanmaya baslamis olup enfeksiyon sonrasi 11. giin sonunda tam iyilesme
goriilmiistiir. Bos koyo kitosan jel tek basina uygulandiginda enfeksiyon sonrast 11.
giiniin sonunda yara lezyonun iyilestigi gozlemlenmis olup endolizin ve sodyum
fusidatin koyo kitosan jel i¢inde uygulanmasiyla lezyon alaninin iyilesmesi
hizlanmigtir. Sodyum fusidat iceren koyo kitosan jel (SF + gK3) uygulanan grupta
iyilesme enfeksiyon sonrasi 7. giinde baslamis olup enfeksiyon sonrasi 11. giiniin
sonunda tam iyilesme gdzlenmistir. Endolizin ve sodyum fusidat kombinasyonu i¢eren
kitosan jel (LysSA10 + SF + gK3) ile sodyum fusidat igeren koyo kitosan jelin (SF +
gK3) ve endolizin igeren koyo kitosan jel (LysSA10 + gK3) lezyon alani iizerinde

benzer etkileri oldugu goriilmiistiir.

Histopatolojik inceleme

Skorlar akut ve kronik enflamasyon yoniiyle incelendiginde (Tablo 4.19.) koyo
kitosan jel i¢cinde hazirlanan endolizin + sodyum fusidat formiilasyonu (LysSA10 +
SF + gK3) yara iyilesmesinde gelistirilen sodyum fusidat i¢eren jel formiilasyonlariyla
benzer etki gostermistir. Apse alani {izerinde sodyum fusidat iceren jellerle benzer

apse alan1 gostererek benzer etki gozlemlenmistir.

Bakteriyel yiik

Endolizin ve sodyum fusidat kombinasyonunu igeren koyo kitosan jel
uygulanan hayvanlarda bakteriyel yiik 1,5 x 10* CFU/mL olup sodyum fusidat i¢eren
koyo kitosan jel uygulanan gruba gdre anlamli bir artig goriilmiistiir. Sodyum fusidat

iceren koyo kitosan jelin bakteriyel ylik iizerinde daha etkili oldugu gosterilmistir.
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MPO aktivitesi

Endolizin ve sodyum fusidat kombinasyonu igeren koyo kitosan jel
formiilasyonu uygulanan grupta MPO aktivitesinde pozitif kontrole gore anlamli bir
azalma oldugu gozlemlenmistir. Bos koyo kitosan jelin MPO aktivitesi ile
karsilastirildiginda aktivitede anlamli bir azalma goézlemlenmistir. Bu durumda
endolizin ve sodyum fusidat kombinasyonu kitosan jel varlifinda MPO aktivitesini

azaltmistir.

Sitokin diizeyi
TNF a diizeyi

Endolizin ve sodyum fusidat kombinasyonu igeren jel uygulanan hayvan
grubunda TNFa ekspresyon diizeyi pozitif kontrol grubuna gore anlamli bir azalma
gozlenmistir. Sodyum fusidat igeren koyo kitosan jel ile endolizin ve sodyum fusidat
kombinasyonu igeren jel uygulanan gruplarda TNFa ekspresyon diizeyinde anlaml
bir fark yoktur.

TNFa ekspresyonunun diisiik olmasi yara iyilegsmesi gostermektedir. Yara
iyilesmesinin sitokin diizeyinde en iyi olan gruplar sodyum fusidat iceren koyo kitosan
jel (SF + gK3) ve endolizin iceren baz kitosan jel (LysSA10 + gK3) uygulanan
gruplardir. Sodyum fusidat + endolizin kombinasyonu sodyum fusidat i¢eren koyo

kitosan jel (SF + gK3) etkisini degistirmemistir.
1L-6 diizeyi

Endolizin ve sodyum fusidat kombinasyonu igeren jel uygulanan hayvan
gruplarinda IL-6 ekspresyon diizeyi pozitif kontrol grubuna gore anlamli bir azalma
gozlenmistir. Sodyum fusidat igeren koyo kitosan jel ile endolizin ve sodyum fusidat
kombinasyonu igeren jel arasinda IL-6 ekspresyon diizeyinde anlamli bir fark yoktur.
Sodyum fusidat + endolizin kombinasyonu sodyum fusidat iceren koyo kitosan jel (SF

+ gK3) etkisini degistirmemistir.
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1L-17a diizeyi

Endolizin ve sodyum fusidat kombinasyonu igeren jel uygulanan hayvan
gruplarinda IL-17a ekspresyon diizeyi pozitif kontrol grubuna gére anlamli bir azalma
gozlenmistir. Sodyum fusidat i¢eren koyo kitosan jel, endolizin ve sodyum fusidat
kombinasyonu igeren jele gore enflamasyonda daha etkili bulunmustur.

IL-1B, IL-17a diretimini indiikledigi i¢in IL-17a diizeyinin diisiik olmasi
enfeksiyonun azaldigini gostermekte olup sodyum fusidat iceren koyo kitosan jel (SF

+ gK3) uygulamasiyla en diisiik IL-17a ekspresyon diizeyi elde edilmistir.
IL1p diizeyi

Endolizin ve sodyum fusidat kombinasyonu igeren jel uygulanan hayvan
gruplarinda IL1S ekspresyon diizeyi pozitif kontrol grubu goére anlamli bir azalma
gozlenmistir. Sodyum fusidat i¢eren koyo kitosan jel, endolizin ve sodyum fusidat
kombinasyonu igeren jele gore daha etkili bulunmustur.

Enfeksiyon varliginda IL1p ekspresyon diizeyinde artig goriilmektedir. IL1p
ekspresyon diizeyinin diisiik olmasi enfeksiyonun azaldigini gostermekte olup sodyum
fusidat iceren koyo kitosan jel (SF + gK3) uygulanan hayvanlarda en diisiik IL1J

ekpresyon diizeyi elde edilmistir.
4.5.3. Formiilasyonlara Ait in Vivo Sonuglarin Karsilastirilmasi

Formiilasyon uygulamasini takiben enfeksiyon sonrasi 6. giin ve enfeksiyon
sonrasi 11. giin sonunda elde edilen lezyon alani, bakteriyel yiik, mpo aktivitesi, akut
enflamasyon, kronik enflamasyon ve apse alanina ait tiim sonuglar Tablo 4.20.’de
Ozetlenmistir. In vivo ¢calismalar sonucunda fusidik asit ve sodyum fusidat iceren jeller
incelendiginde, gelistirdiginiz formiilasyonlarin, her bir incelenen parametre icin elde
edilen sonuglar kullanilan kitosan tipine (gM3 ve gK3) bagli olarak bazi farkliliklar
gostermesine karsin, uygulama yapilmayan gruba gore yara iyilesmesini hizlandirdigi
goriilmistiir. Kullanilan kitosanlar karsilagtirlldiginda, yara iyilesmesi {izerinde
birbirine anlamli istiinliikleri olmadig1 ancak elde edilen sonuglarin Koyo kitosan jel

(gK3) i¢cinde hazirlanan formiilasyonda biraz daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Her iki
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madde icin gelistirdigimiz formiilasyonlar ticari iriinlerle karsilagtirildiginda ise,
gelistirdigimiz formiilasyonun yara iyilestirmesinde daha etkili oldugu goriilmiistiir.

Fusidik asit igeren koyo kitosan jel (FA + gK3 ) ile sodyum fusidat igeren koyo
kitosan jel (SF + gK3) karsilastirildiginda sodyum fusidat igeren jelin yara iyilesmesi
izerine daha etkili oldugu gosterilmistir.

Endolizin tek basina etkili bulunmamasma karsin, kitosan jel iginde
formiilasyonu (LysSA10 + gK3) yapildiginda yara iyilesmesini hizlandirdigi
gosterilmistir. Endolizin iceren jel formiilasyonu Fusidik asit igeren koyo kitosan jel
ve orta molekiil agirlikli kitosan jele gore daha etkili bulunmustur. Sodyum fusidat
iceren koyo kitosan jele gore benzer etkiye sahiptir. Endolizin + fusidik asit i¢eren
kitosan jel (LysSA10 + FA + gK3) ve endolizin + sodyum fusidat i¢eren koyo kitosan
jellerin  (LysSA10+SF+gK3) sitokin diizeyleri ve histopatolojik sonuglar

incelendiginde yara iyilesmesi tizerinde etkisi oldugu gézlemlenmistir.



Tablo 4.20. Formiilasyon uygulanan ve kontrol grubuna ait degerlendirme (enfeksiyon sonrasi 11. giliniin sonunda).
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Histopatoloji oo 1. .

Lezyon | Bakteriyel Degelgen(;i(illrlrll(e Sitokin Diizeyi

alam yiik MPO Akut | Kronik| Apse

(cm?) | (CFU/mL)| MOV | e |enf. | alam| TNFa IL-6 IL17a IL18

skoru | skoru |(mm?)

Negatif kontrol 0,35 1,5x 107 | 27,02 2 2,6 2,58 |Artig Artig Artig Artig
Pozitif kontrol 0,52 1,7x10° | 13,94 3 2,57 8,00 |Artis Artig Artig Artig
FAsol* 0,32 9x10° 1,94 1,4 1,2 490 |Azalma Azalma Azalma Azalma
SFsol 0,28 5x 10’ 6,25 2,8 2,8 39 Azalma Degismemis | Azalma Azalma
LysSA10 0,2 2x10° 6,37 1,4 2,4 2,2 Degismemis | Azalma Degismemis | Azalma
gK3 0,26 1,5x10° | 8,63 0,5 1,44 0,66 |Azalma Azalma Azalma Azalma
eM3 0,3 2,3x10* | 2,64 1,8 1,83 3,66 |Azalma Azalma Azalma Degismemis
FA+gK3 0,28 1,4 x 10* 1,9 1,1 1,4 1,9 Azalma Azalma Azalma Azalma
FA+gM3 0,32 7,1 x 10* 1,91 2 2.3 2,15 |Azalma Azalma Azalma Azalma
SF + gK3 0,11 1,1 x10*> | 3,79 0,8 1,33 0,86 |Azalma Azalma Azalma Azalma
SF + gM3 0,13 56x10° | 5723 1 1,8 1 Azalma Azalma Azalma Azalma
LysSA10 + gK3 0,07 53x10" | 4,74 0 1,6 0 Azalma Azalma Azalma Azalma
LysSA10+ FA +gK3 | 0,16 9,6 x10° | 4,45 0,8 1,4 0,75 |Azalma Azalma Azalma Azalma
LysSA10+ SF +gK3 | 0,04 1,5x 10* | 4,65 1 1 0,5 Azalma Azalma Azalma Azalma
F.us1(.11k asit igeren 0,23 54x10° | 11,68 1,4 2 2,70 | Azalma Azalma Azalma Azalma
ticari krem
Sodyum fusidat igeren 0,14 44x10" | 498 2,2 2 3,85 |Degismemis | Azalma Degismemis | Degismemis
ticari merhem ’ ’ ’ ’ ’

* enfeksiyon sonrast 6. giinde sakrifiye edilmistir.
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5. TARTISMA

MRSA kaynakli deri enfeksiyonlart hem veteriner hem de beseri alanda
goriilmekte olup ileri agamalarinda hayati tehdit edici boyutlara ulasabilmektedir. Bu
nedenle erken asamada tedavi, enfeksiyonun ilerlemesi ve yayilmasim
engellemektedir. MRSA kaynakli deri enfeksiyonlarinin tedavisinde topikal olarak
antibakteriyel maddeler kullanilmaktadir. Topikal yoldan uygulama ile enfekte
bolgeye dogrudan yiiksek ve siirekli ila¢ uygulamasi, diisiik miktarda antibiyotik
gereksinimi, daha iyi uyum, sistemik yan etkilerin azalmasi ve potansiyel olarak daha
az AMR ihtimali gibi sistemik tedaviye gore bir¢ok potansiyel iistiinliige sahiptir. Tiim
diinyada biiyiik bir tehdit haline gelen antimikrobiyal dirence karsi gelistirilen
alternatifler arasinda antibiyotikler disinda antibakteriyel aktiviteye sahip bagka ilaclar
(faj endolizinleri gibi) bulunmaktadir. Direng gelisen antibiyotiklerin etkisini artirmak
icin ¢esitli formiilasyon stratejileri gelistirilmistir. Ozellikle, kombine antibiyotik
stratejisi ile farkl etki mekanizmalarina sahip ilaglarin bir arada kullanilmasiyla direng
gelisimi Onlenebilir. Ayrica, antibiyotiklerin nanoteknoloji bazli tastyici sistemler ile
hazirlanmas1 ilaglarin hedef hiicrelere daha etkin bir sekilde ulagmasi saglar.
Nanoteknoloji bazli antibiyotik tasiyici sistemler, ilag bozunmasini sinirlandirarak,
enfeksiyon bolgesinde ilag birikimini artirarak ve toksisiteyi azaltarak terapotik
etkinligi iyilestirmek i¢in giderek daha uygulanabilir hale gelmektedir. Bunun yan1
sira, ilaglarin biyoyararlanimini artiran yeni formiilasyonlar, ilacin viicutta daha uzun
siire kalmasini saglayarak etkisini giiclendirebilir. Diren¢ mekanizmalarini hedef alan
ek ajanlar kullanmak ise, hiicrelerin direncini azaltarak tedavi etkinligini artirabilir. Bu
stratejilerin bir arada uygulanmasi, direng¢ gelistiren patojenlerle miicadelede daha
basarili sonuclar elde edilmesine yardimci olabilir.

Tezimizde sectigimiz etkin maddelerden bir olan fusidik asit, hem beseri hem
de veteriner alanda metisiline direngli veya metisiline duyarl suslar da dahil olmak
iizere stafilokokal enfeksiyonlarin tedavisinde genellikle topikal olarak tek basina
veya diger antimikrobiyal ilaglarla kombine edilerek kullanilan steroid benzeri bir
antibiyotiktir (190, 192, 282). Fusidik asit, 5,7 pKa degerine sahip zayif bir asittir ve
pH ~7,4'te plazmada ve dokuda olarak iyonize olmaktadir (283). Bakteriyostatik bir

aktiviteye sahip olup cesitli enfeksiyonlarin tedavisinde oral, topikal ve parenteral
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yolla uygulanmaktadir (190, 283-286). Tez calismalar1 i¢in sectigimiz diger etkin
madde olan sodyum fusidat ise fusidik asitin suda ¢dziinen sodyum tuzudur (191).

Tezimizde AMR’ye karsi antibiyotige alternatif olarak kullanilabilecek bir
etkin maddenin formiilasyonunu gelistirmeyi de planlamig olup, Karadeniz Teknik
Universitesi (KTU) Tip Fakiiltesi Temel Tip Bilimleri Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim
Dal1 tarafindan gelistirilen endolizin (LysSA10) kulllanilmasina karar verilmistir. Faj
endolizinleri, peptidoglikan i¢indeki sadece korunan baglar1 hedef almalarindan dolay1
diren¢ gelistirme olasiliginin diisiik olmas1 nedeniyle geleneksel antibiyotiklere gore
bir avantaja sahiptir. Endolizinlerin konvansiyonel genis spektrumlu antibiyotiklere
gbére en biiyiik Ustiinliigli, spesifik bakterisidal aktivite gostermeleri ve faydali
mikrobiyotay1 dldiirmemeleridir (214).

Bu kapsamda, deride MRSA kaynakli enfeksiyonlarin tedavisinde topikal
yolla uygulanacak antibiyotik direncine kars1 halihazirda kulllanilan bir etkin madde
icin etkililigi artirilmig ya da antibiyotige alternatif olarak kullanilabilecek bir etkin
madde i¢in yeni bir formiilasyon gelistirilmesi hedeflenmistir. Bu amagla, se¢ilen bu
etkin maddelerin ayr1 ayr etkinlikleri ve stabilitelerini artirmak amaciyla jel formunda
formiilasyonlar gelistirilmistir. Jel formiilasyonlar1 biyoge¢imli, biyoadezif 6zeliklere
sahip katyonik bir biyopolimer olan kitosan kullanilarak hazirlanmistir. Kitosan, hem
istenilen formda bir tasiyici sistemin tasarimina olanak vermesi, hem de kendisininin
penetrasyon artirici, yara iyilestirici, antienflamatuvar, antimikrobiyal aktiviteler sahip
olmas1 nedeniyle secilmistir. Ayrica, katyonik yapis1 ve biyoadezif 6zelligi nedeniyle
formiilasyonun uygulama bolgesinde daha uzun siire kalmasini ve ilacin derinin i¢ine
daha iyi penetrasyonu miimkiin kilmaktadir. Bu sayede, tedavide etkinligi artirilmais,
enfeksiyon lezyonlarimin iyilesmesini hizlandiran ve yan etkileri en aza indirilmis
kolay hazirlanabilen, kolay uygulanabilen, wuygulama boélgesinde hemen
uzaklagmayacak, stabilitesi yliksek bir topikal ila¢ formiilasyonu tez kapsaminda
gerceklestirilmek hedeflenmistir. Buna ek olarak, gelistirilen formiilasyonun,
enfeksiyonun sistemik dolasima ge¢cmeden lokal olarak kontrol edilmesini saglamak
diger bir hedefimiz olmustur.

Bu ama¢ dogrultusunda oncelikle farkli ozellikler sahip kitosanlardan
hareketle jel formiilasyonlar1 hazirlanmistir. Formiilasyonlarin karakterizasyonu

gerceklestirildikten sonra ilk olarak in vitro ¢calismalar gerceklestirilmistir. Oncelikle,
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formiilasyonlarin hiicre canlilig1 iizerinde etkisi (biyogecimliligi) incelenmistir. Daha
sonra, uygulama bolgesinde istenen siire boyunca etkili konsantrasyonda etkin madde
saliminin saglandigini gostermek amaciyla in vitro adezyon ve salim galismalari
yapilmustir. Gelistirilen formiilasyonlarin etkinligini géstermek i¢in dncelikle in vitro
olarak  antibakteriyel  aktiviteleri  incelenmistir. ~ Sonrasinda  gelistirilen
formiilasyonlarin etkinlii in vivo olarak subkiitan enfeksiyon modeli ile MRSA
enfeksiyonu olusturulmus hayvan modelinde gdsterilmistir. Bu amagcla, antibakteriyel
aktiviteyi gormek icin bakteriyel yiik tayini, enflamasyonu degerlendirmek
incelenmesi MPO tayini ve histopatolojik analizler gerceklestirilmistir. Immiin yanit

etkisinin incelenmesi i¢inse farkli sitokinlerin tayini yapilmistir.
5. 1. Jel Formiilasyonlarinin Gelistirilmesi

Calismalarimizda antibakteriyel aktivitelerini arttirmay1 ve AMR ile miicadele
icin bir ¢6zlim olack sekilde fusidik asit, sodyum fusidat, endolizin, ve bu etkin
maddelerin kombinasyonunu igeren jel formiilasyonlari hazirlanmistir. Jellerin
hazirlanmasinda kendisinin de antibakteriyel aktivite, yara iyilestirici etkisi oldugu
bilinen gosteren ve katyonik, biyoadezif ve penetrasyon artirict 6zellig sahip bir
polimer olan kitosan kullanilmistir. Kitosanin 6zelliklerinin antimikrobiyel aktivite
izerine etkisini degerlendirmek icin farkli molekiil agirhigr ve farkli ¢oziintirliige
(suda veya diliie asitte) sahip kitosanlar secilmis olup, bu kitosanlarin faarkl
konsantrasyonlarinda jeller hazirlanmistir. Gelistirdigimiz formiilasyonlarla ilacin
uygulama bolgesinden hemen uzaklagmasini engelleyerek, daha uzun siireli salimi
ve deri i¢ine daha iyi penetrasyonunun saglanmasi hedeflenmistir.

Fusidik asit ve sodyum fusidat i¢in beyaz renkte opak jeller elde edilmistir.
Endolizin ve kombinasyonu i¢in ise hafif sar1 renkte opak goriinimde jeller elde
edilmistir. Genel olarak fusidik asit ve sodyum fusidat iceren formiilasyonlarin pHsi
4-5 civarinda bulunmustur (Tablo 4.9.). Endolizin tek basina ve kombinasyon olarak
iceren formiilasyonlarin pHsi ise 5.5 civarinda olmustur. Saglikli bir derinin pH’s14.0
ve 7.0 arasindadir (287). Enfeksiyon varliginda ise deri pH’sinda artis gézlenmekte
olup topikal formiilasyonlarla artmig deri pH’sin1 asitlestirmek amaglanmakta ve
boylelikle asidik pH deriye antimikrobiyal bir bariyer olusturmasi beklenmektedir
(288). Mikroorganizmalarin olusumu ve dagiliminda pH rol oynamaktadir (289).
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Asidik deri pH'si, cilt bariyeri homeostazinin ve gecirgenliginin korunmasi igin
merkezi bir diizenleyici faktdr olarak kabul edilmektedir (290). Bu nedenle
formiilasyonun pH’sinin antibakteriyel aktivitesi Tlizerinde o©nemli bir roli
bulunmaktadir. Kitosan jelin pH’st asitlestikce antibakteriyel aktivitesinde artis
oldugu bildirilmistir (291), bizim formiilasyonlarimmizla da benzer sonuglar elde
edilmistir. Ayrica, gelistirilen formiilasyonlarmin pHs1 da deride iritasyon
yapmayacak sekilde gilivenli olmasini saglamaktadir.

Calismalarda kulllandigimiz etkin maddelerden fusidik asitin suda
¢cozlnlirliigliniin diisiik olmas1 nedeniyle jeller i¢inde homojen dispersiyonunu
saglayabilmek amaciyla formiilasyonlara gerceklestirebilmek icin siirfaktan
eklenmesine karar verilmistir. kullanilmigtir. Bu amagla farkli 6zellikte siirfaktanlar
Span 20, Span 80 (lipofilik 6zellikte) ve Tween 20 ve Tween 80 (hidrofilik 6zellikte)
farkli konsantrasyonlarda incelenmistir. Non-iyonik bir siirfaktan olan Tween 80, %3
(a/h) konsantrasyonda fusidik asitin suda ¢oziiniirliglinii arttirdig1 ve kitosan jelde
homojen bir sekilde dagildigi bulunmustur. Formiilasyonlara bu sekilde devam
edilmistir.

Ote yandan fusidik asidin suda ¢dziiniir tuzu olan sodyum fusidat ile jeller
hazirlanmis ve antibakteriyel aktivitieleri bu dogrultuda karsilagtirilmigtir.

Calismalarimizda kullandigimiz kitosan katyonik bir polimer olup, zeta
potansiyeli pozitiftir. Zeta potansiyelin kitosanin konsantrasyonuna bagli olarak
degismedigi, kitosanin molekiil agirliginin artmasina bagli olarak arttig1 gézlenmistir.
Formiilasyonlarimizda kitosan jellere etkin maddeler eklendiginde zeta potansiyelde
hafif degisiklikler olsa da formiilasyonlarin yiikii pozitif kalmistir (Tablo 4.9.).
Fusidik asit ilavesiyle zeta potansiyelde artis gézlenirken, sodyum fusidatin ilavesiyle
zeta potansiyelde diislis goriilmiistiir. Zeta potansiyel ¢ozeltinin iyonik kuvveti ile
orantilidir (292). Suda ¢o6ziinen sodyum fusidatta yer alan Na" iyonu partikiillerin
elektrik ytiklerini azaltarak zeta potansiyelde diislise neden olmustur. Jelin positif
yiiklli olmasinin deriye uygulanan bir iirlin ve yara iyilesmesi i¢in dnemini tartisman
gerekiyor. Jellere endolizin ve kombinasyonlar1 eklendiginde de benzer sonuglar
alimistir.

Faj tiirevi enzimlerin uygulanmasi, enjeksiyon yolu ile (intravendz ve

intraperitoneal), topikal uygulamalar (kremler, merhemler ve jeller), transnazal,
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vajinal ve oral wuygulama sistemleri dahil olmak iizere farkli yollarla
uygulanabilmektedir (293). Faj endolizinlerinin oral yol ile uygulanmasi
gastrointestinal sistemde salgilanan proteolitik enzimler ve asidik pH nedeniyle
enzimatik aktiviteyi koruma zorluguna sahiptir. Faj endolizinlerinin enkapsiilasyonu
ile sorunu ¢dzmek i¢in koruyucu bir strateji saglayabilecegi diisiiniilmektedir (205).
Portilla ve ark. (217), yaptig1 bir ¢alismada pH'a duyarli lipozomlarda
LysRODI endolizinin enkapsiilasyonu gerceklestirilmistir. Lipozomlarin hafif asidik
kosullar altinda endolizinin hedefe iletilmesini saglama yetenegini gostermektedir.
pH'a duyarli lipozomlarda LysRODI endolizinin enkapsiilasyonu ile lipozomlarin
hafif asidik kosullar altinda endolizinin hedeflendirilmis iletimi saglanmistir.
Enkapsiile edilmis LysRODI endolizini, pH 5'te S. aureus'un hiicre sayisin1 6nemli
olglide azaltmada etkili oldugu gosterilmistir. Hathaway ve ark. (219), LysK endolizin
ve lizostafinin termal olarak tetiklenen Poli (N-izopropilakrilamid) (PNIPAM)
nanopartikiillerindeki kesilmis sistein histidin bagimli amino hidrolaz/peptidaz
(CHAPK) alanini, enfeksiyonun standart bir gostergesi olan daha yiiksek bir sicaklikta
CHAPK iletimi i¢in gelistirmistir. PNIPAM, diisiik kritik ¢ozelti sicakliginda (LCST)
geri doniisiimlii olarak faz gecisine ugrayabilen ve bunun sonucunda su atilimina ve
ardindan polimer hacminde bir degisime yol acan termostatik bir polimerdir.
Hazirlanan formiilasyon ile belirli bir bakteriyel enfeksiyonla iligkili olabilecek belirli
bir sicaklikta endolizinin tasinimi i¢in tasarlanmistir. Topikal iiriinlerin performansi
biiyiik dl¢tide viskozitelerine baglidir. Hazirlanan jellerin viskozitesinin uygulama igin
uygun kivamda oldugu goriilmiistiir (134-5989 cP) (Tablo 4.9.). Diisiik kitosan
konsantrasyonunda hazirlanan fomiilasyonlarda Newtonian akis gozlenmistir. Akis
ozelliklerinin kitosanin molekiil agirligr ile de degistigi goriilmiistiir. Genel olarak
konsantrasyon artisi ile pseudoplastik akisi ge¢is oldugu goriilmiistiir. Etkin madde
ilavesiyle viskozitede azalma goriilmiistiir. Karsilastirma i¢in inceleneen fusidik asit
iceren ticari krem ve sodyum fusidat igeren ticari merhemin de pseudoplastik akisa
sahip oldugu gorilmiistiir. Kitosan jellerle yapilan c¢alismalarda genellike
formiilasyonlarin pseudoplastik akis gosterdigi bildirilmistir (111 -115). Pseudoplastik
akis, kuvvet uygulandiginda viskozitenin azaldigini gostermekte olup, formiilasyonun
deriye uygulanmasi sirasinda sistemin kivami azalarak, uygulama kolayligi

saglanabilecektir. Viskozite formiilasyon i¢in deriye uygulama kolayligi ve
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yayilabilirligi acisindan 6nemlidir. Ote yandan uygulama bélgesinde ilacin kalis
stiresini uzatmak i¢in formiilasyonun adezyon 6zellikleri dee 6nemlidir (294). Yara
dokusu formiilasyonun uygulama yerinde adezyonunu zorlastirmaktadir. Adezyon
sayesinde uygulanan ila¢ formiilasyonu daha uzun siire deri lizerinde kalarak, etkili
bir lokal ila¢ konsantrasyonu ve sonucunda artirilmig etki saglayacaktir. Kitosanin
biyoadezif 0Ozelligiyle formiilasyonlarimizin etkinligini daha da artirmak
hedeflenmistir. Gelistirilen formiilasyonlarin, 6zellikle fusidik asit ve sodyum fusidat
icernelrde,  adezyon Ozellikleri incelendiginde istedigimiz siirece uygulama
bolgesinde kalacak sekilde bir adezyonun saglandigi gosterilmistir (Tablo 4.9.).
Kitosanin molekiil agirliginin ve konsantrasyonunun artisina bagh olarak adezyonun
arttigr goriilmiistiir. Endolizin ve kombinasyonlar1 igeren formiilasyonlarda ise
adezyon daha diisiik bulunmakla birlikte uygulama i¢in uygunlugunun siirdiirdiigii
gorilmistiir. Jellerin viskozitesi ve adezyon ozellikleri birlikte incelendiginde, artan
viskoziteye bagli olarak adezyonun arttig1 gézlenmistir. Jellerin mekanik 6zelliklerini
degistiren bir diger etken ise jellerin viskozitesidir (295).

Piyasa preparatlarina ait adezyon sonuglar1 incelendiginde ise sodyum fusidat
iceren ticari merhemin adezyon 6zelligi, fusidik asit iceren ticari kreme gore daha
yiiksek bulunmustur. Daha yiiksek viskoziteye sahip sodyum fusidat iceren ticari
merhemin daha yliksek adezyona sahip oldugu gozlenmistir. Sodyum fusidat iceren
ticari merhem yapisinda susuz lanolin bulundurmasi nedeniyle yag bazli bir
formiilasyona sahiptir. Bu nedenle sodyum fusidat iceren merhemin viskozite ve
adezyon 6zelliklerinin yiiksek olmasi yapisinin yag bazli olusuyla aciklanabilir.

Bulundugu kaptan {riiniin kolay ¢ikarak uygulanabilmesi Onemlidir.
Gelistirdigimiz formiilasyonlarin bu 6zelligini gorebilmek icin siringa edilebilirlik
ozellikleri incelenmistir. Caligmamizda kullandigimiz kitosanin molekiil agirliginin
artigina bagli olarak viskozitesinin ve dolayisiyla siringa edilebilirlik isinin de arttig1
ve formiilasyonun tlipten ¢ikarilmasi i¢in uygulanan kuvvetin arttigr gorilmiistiir.
Genellikle siringa edilebilirlik degeri 50 N.mm altinda olmasi beklenmektedir.
Sonuglarimiz  degerlendirildiginde, elde edilen degerlerin (27,45 N.mm)
gelistirdigimiz formiilasyonlarin rahatlikla kaptan ¢ikabilecegini gostermistir (Tablo

4.16. ve Tablo 4.17.). Viskozite, adezyon ve siringa edilebilirlik gibi formiilasyon
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ozellikleri formiilasyonda kullanilan biyoadhesif polimerin 6zellliklerine bagli olarak

degismektedir (296, 297).
5. 2. Formiilasyonlarin In Vitro Degerlendirilmesi
5.2.1. ila¢c Salim

Yara enfeksiyonlarinin tedavisinin etkili olmasi i¢in etkin maddeyi istenen
miktarda istenen siire boyunca salimini saglayacak formiilasyonlarin gelistirilmesi
onemlidir. Bu amagla ilacin formiilasyondan salinan miktar1 ve hiz énemlidir. Bu
amacla gelistirdigimiz formiilasyonlardan ila¢ salimi incelenmistir. ila¢ saliminn jel
formiilasyonunda tasiyict olarak kitosanin ozellliklerine (molekiil agirligi,
¢ozlnlirliigli) ve konsantrasyonuna gore degistigi gortiilmistiir (Tablo 4.11.). Ayrica
etkin maddenin fizikokimyasall 6zelliklerine baglh olarak da salim O6zelliklerinde
farkliliklar goriilmiistiir. Sodyum fusidatin suda ¢oziiniirliigiiniin yiliksek olmast
nedeniyle yilizde salinan etkin madde miktari, suda ¢oziiniirliigii diisiik olan fusidik
asite gore daha yiiksek bulunmustur. 6 saat sonunda en yiiksek salim % 46,36 olup,
%?3’liikk koyo kitosan jel i¢inde hazirlanan sodyum fusidat formiilasyonu (SF + gK3)
ile elde edilmistir. Kitosanin molekiil agirhigindaki artigina bagli olarak ila¢ saliminin
azaldig1r goriilmiistiir (Tablo 4.11.). Polimerin molekiil agirligina ilaveten ve
konsantrasyondaki artis da hazirlanan jelin viskozitesinin artmasi neden olldugu i¢in
etkin maddelerimmizin saliminda azalma goriilmiistiir. Fusidik asit ve sodyum fusidat
iceren farkli polimerlerle yapilan ¢alismalarda da benzer sonuglar bildirilmistir (298).
Yiiksek viskoziteye sahip  jellerde, polimer zincirleri daha yogun bir ag
olusturmaktadir ve bu yapi i¢inde etkin maddelerin difiizyonu zorlasarak salim
miktar1 azaltmaktadir (299, 300).

Gelistirdigimiz formiilasyonlardan ila¢ salim miktarlarinin %50°nin altinda
olmasina karsin, membranda kalan miktarlar gz oniinde bulunduruldugunda, etkin
maddelerin uygulama bolgesinde birikerek daha uzun siire yavas yavas salim
saglayacagini gostermektedir. goriilmektedir. Bu profil ise uygulama bdlgesinde daha

etkili lokal bir tedavi saglayacagini gostermeketdir (301, 302).
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5.2.2. Antibakteriyel Aktivite

Calismamizda jel formiilasyonu icin tasiyici olarak genis bir antimikrobiyal
aktivite spektrumuna sahip olan kitosan se¢ilmistir (159, 303-306). Formiilasyonlarda
kullandigimiz kitosan jellerin tek basina MRSA suslarina karsi antimikrobiyal aktivite
gosterdikleri bulunmustur (Tablo 4.13. ve Tablo 4.14.). Antimikrobiyal aktivitenin
kullanilan  kitosanin 6zellikleri (molekiil agirligi, deasetilasyon derecesi, ¢oziiniirliik
vb, elde edildigi kaynak), ortamin pHsi, mikroorganizma tipine gore degistigi
bilinektedir (307, 308). Benzer sekilde, ¢alismamizda kulllandigimiz kitosanlarin
ozelliklerine gore ve kullanilan suslara gore antibakteriyel aktivitede farkliliklar
gozlenmistir. Caligmamizda diisiik molekiil agirligina sahip kitosan jellerin ATCC
43300’e kars1 etkinliginin daha az oldugu gériilmektedir. Ote yandan, antimikrobiyal
aktivite ile kitosan Ozellikleri arasindaki iliski hakkinda hala celigkili sonuglar
buunmaktadir. Bazi ¢aligmalarda, Gram negatif bakteriler i¢in antibakteriyel
aktivitenin azalan molekiil agirligiyla arttigi, Gram pozitif bakteriler igin ise
antimikrobiyal aktivitenin artan molekiil agirhigiyla arttigr bildirilmistir (309).
Antimikrobiyal aktivite ile kitosanin molekiiler agirlig1 arasindaki iliskinin, belirtilen
patojenin tiiriinden etkilendigi kabul edilmektedir (310). Farkli molekiil agirliklarina
(150-5000 kDa) sahip kitosanlarin karsilastirildigi bir ¢aligmada, tiim suslara karsi en
etkili olarak yiiksek molekiil agirlikli kitosanin (500-5000 kDa) oldugu bulunmustur
(311). Bu calismada kullanilan yiiksek molekiil agirlikl kitosanin pH's1, diisiik ve orta
molekiil agirlikli  kitosanin  pH'sindan daha diisiik oldugundan, kitosanin
antimikrobiyal aktivitesinin pH'dan ters orantili olarak etkilendigini, kitosanin amino
gruplarinin protonlanarak kuaterner forma doniistiiriilmesiyle daha diisiik pH
degerinde daha yiiksek aktivite gozlemlendigini gostermistir. Bununla birlikte,
kitosanin pH'sindan daha yiiksek pH degerine sahip suda ¢dziiniir kitosan tiirevlerinin,
baz olarak gelismis antimikrobiyal aktivite gosterdigi gosterilmistir (303, 312-314).
Ayrica, yapilan antimikrobiyal aktivite tayin yontemine (Orn. agar dillisyon, sivi
dilisyon) bagl olarak, kitosanin antimikrobiyal aktivitesine iliskin sonuglarin
farkliliklar gosterecegi bildirilmistir (315).

Kitosanin, yaygin olarak deri enfeksiyonlarina neden olan Gram-pozitif S.
aureus ¢ok sayida ¢alismada gosterilmistir. Nanopartikiil formundaki kitosan %10 ve

%20 konsantrasyonlarda Streptococcus mutans, Pseudomonas aeruginosa ve
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Enterococcus faecalis'in iremesini 24 ve 48 saatte tamamen inhibe ettigi gosterilmistir
(316).

E. coli, S. aureus, P. aeruginosa lizerinde yapilan ¢aligmada, diisitk molekiil
agirlikli kitosan i¢in mikroorganizma c¢ogalmasini azaltmada gdzlemlenen etkinin
daha fazla oldugu gosterilmistir (306, 317, 318). Diisiik molekiil agirlikli kitosanin
etkinligi kii¢iik zincirlerin hareketliligi, ¢cekimi ve iyonik etkilesimi biiyiik zincirlere
gore daha kolaydir ve membran yiizeyine etkili bir baglanma saglamaktadir (304, 310).

TRSA2, TRSA8, TRSA45, TRSA45, TRSA32, TRSH1, TRSE6 ve MRSA4
suslar1 klinik izolat olmas1 sebebiyle bu suslara kars1 kitosanlarin etkinligi literatiirde
heniiz incelenmemistir. MRSA4’e kars1 kitosanin molekiil agirhiginin artigina bagh
olarak etkinliginin arttig1 gdézlenmistir. Ayn1 molekiil agirligina sahip kitosanlarin
konsantrasyonunun artigina bagli olarak ise pH’s1 5.0 olan kitosan jellerde (koyo ve
protosan jel) aktivitede artis orta ve yiiksek molekiil agirlikli kiotsan jellerde (pH 4.0)
aktivitede azalma gozlenmistir. pH’s1 4.0 olan kitosan jellerin MRSA4’e kars1 daha
etkili oldugu goriilmiistiir. Benzer sonuglar ATCC 43300 susuna kars1 da elde
edilmigtir (Tablo 4.13. ve Tablo 4.14.).

Fusidik Asit iceren Jeller

Fusidik asit i¢in Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisi (CLSI)
tarafindan tanimlanmis sinir degerler olmamasina ragmen, S. aureus'a karst fusidik
asit icin Onerilen sinir degerler duyarl tiirler icin <Ipug/mL, direncli tiirler igin ise >4
pg/mL olarak verilmistir (319, 320). Duyarli suslara (ATCC 33862, ATCC 6538,
TRSA2, TRSAS, TRSA45, TRSA32) kars1 fusidik asit icin elde edilen MIK degerleri
sinir degerler arasinda bulunmustur. Fusidik asitin ATCC 43300°’¢ kars1 etkinligi
incelendiginde bir calismada MIK degeri <0,25 ng/mL elde edilmistir (321). Bir bagka
calismada ise yine ATCC 43300 susuna kars1 etkisi incelenmis ve MIK degeri 1,563
pg/mL olarak bulunmustur (322). Soe ve ark. (323) yaptig1 bir caligmada fusidik asitin
ATCC 43300 susuna kars1t MIK degeri 0,03 ug/mL elde edilmistir. Benzer bir sonug
Kyaw ve ark. (324) yaptig1 ¢alismada elde edilmis olup, fusidik asitin ATCC 43300°e
karst MIK degeri 0,031 ng/mL bulunmustur. Fusidik asidin ATCC 43300’e kars: elde
edilen 0,0009 pg/mL MIK degeri literatiirle uyumlu bulunmustur.
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Fusidik asitin kitosan varliginda ATCC 33862, ATCC 6538, MRSA4 TRSA2
ve TRSA32 suslarina kars1 artmis antibakteriyel aktivite gostermistir (Tablo 4.13.).

Fusidik asit igeren ticari krem formiilasyonunun tiim S. aureus suglarina karsi
yiiksek antibakteriyel aktivite (MIK <0,0006 pg/mL) gdstermistir. Ahmed ve
ark.(325) yaptiklar1 bir ¢calismada iki farkli krem formiilasyonu (FA-NC-F12 ve FA-
NC-F12/L) §. aureus (ATCC 29737) ve S. epidermidis (ATCC 12228)'e karsi
antibakteriyel aktivitesi, farkli yontemler kullanilarak degerlendirilmis ve fusidik asit
iceren ticari kremle karsilastirilmistir. Gelistirilen krem formiilasyonlari igcin ATCC
29737°a kars1 32 pg/mL MIK elde edilirken fusidik asit igeren ticari krem igin >128
png/mL MIK degeri elde edilmistir. Elde ettigimiz sonuglar literatiirde bildirilen
suslarla kiyaslandiginda fusidik asit igeren ticari kremin ¢alistigimiz suslara daha etkili
oldugu goriilmiistiir.

Calismamizda %2, a/h fusidik asit iceren jel formiilasyonlarinin metisiline
direncli ve duyarl suslara kars1 literatiirde bildirilen antibakteriyel aktiviteden 10 kat
daha etkili oldugu goriilmektedir. Yapilan bir ¢alismada, %2 fusidik asit (a/h) yiikli
polimer kismini kitosan olusturan lipit-polimer hibrit nanopartikiillerin antibakteriyel
aktivitesi, s1vi mikrodillisyon yontemi kullanilarak MRSA 33591, MSSA 25921 ve
SA 22359 suslarina karsi test edilmistir (326). Cozelti seklinde olan fusidik asitin (%2,
a/h) MRSA 33591, MSSA 25923 ve SA 22359'a karsi MIK degerleri sirasiyla
8,23+0,42pg/mL, 9,86+0,12pg/mL ve 21,0+0,54pug/mL bulunmustur. Lipit-polimer
hibrit nanopartikiillere enkapsiile edilen fusidik asitin antimikrobiyal aktivitesinin
MRSA 33591 ve MSSA 25923 kars1 4-5 kat1 arttig1 gdzlemlenmistir.

Calismamizda fusidik asit iceren ticari kremin inclenen tiim MRSA suslarina
kars1 antibakteeriyel aktivit gosterdigi bulunnmustur (MIK <0,0006 pg/mL).
Gelistirdigimiz formiilasyonlar da ticari kreme benzer bakteriyel aktiviteyi
gostermistir. Yapilan bir calismada cam yagi, Tween 80 ve Span 20 igeren
nanoemiilsiyon formiilasyonuna % 2 a/h konsantrasyonda yiiklenen fusidik asit veya
sodyum fusidat farkli konsantrasyonlarda (%0,4 , % 0,6 , % 0,8 Karbopol) Carbopol
940 hidrojel ile birlestirilerek nanoemiiljel formiilasyonlar1 gelistirilmistir (298). S.
aureus ve MRSA {lizerinde antibakteriyel aktivitesi degerlendirilmistir
Nanoemiiljellerin, piyasadaki % 2 konsantrasyonda fusidik asit iceren krem (Fusylin

krem) ve %2 konsantrasyonda sodyum fusidat iceren ticari merheme kiyasla
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antibakteriyel aktivitelerinin yiiksek oldugu bulunmustur. Bir baska ¢alismada fusidik
asitin transdermal taginimi i¢in su i¢inde yag nanoemiilsiyonu gelistirilmistir. MRSA
ve metisiline duyarli S. aureus'a (MSSA) kars1 antibakteriyel aktivitesi agar diflizyon
yontemi kullanilarak ticari krem ile karsilagtirilarak degerlendirilmistir. % 2
konsantrasyonda fusidik asit iceren ticari krem ile karsilastirildiginda fusidik asit
nanoemiilsiyonu, antibakteriyel aktivitede dnemli bir artis (p < 0.05) ve daha genis bir
inhibisyon zonu gostermistir. Bu ¢alismada nanoemiilsiyon Gram-negatif ve Gram-
pozitif bakteri ve mantarlara kars1 anti-mikrobiyal aktiviteye sahip oldugu yaygin
olarak bildirilen ¢ay agaci yagi ile hazirlanmistir (327). Yapilan bir baska calismada
antibakteriyel etkinligi daha yiiksek bir ila¢ tasiyici sistem igin su igermeyen,
puskiirtiilerek uygulanabilen lipid bazli bir formiilasyon gelistirilmistir (328).
Gelistirilen formiilasyonun S. aureus (ATCC 29213)'a kars1 fusidik asit igeren ticari

kremden daha gii¢lii bir antibakteriyel etki sagladig1 gosterilmistir.
Sodyum Fusidat iceren Jel Formiilasyonlar

Sodyum fusidatin kitosan jel formiilasyonu iginde direngli ve duyarli tiim
suslara karsi antibakteriyel aktivitesinde artis oldugu gozlenmistir. Yapilan bir
aragtirmada, pamuklu gazli beze antibakteriyel 6zellikler kazandirmak i¢in sodyum
fusidat yiiklii mikrokapsiiller kullanilmistir (329). Mikrokapsiiller, ¢ekirdek olarak
etanol i¢inde ¢oziilmiis sodyum fusidat ve kabuk olarak kalsiyum aljinat ile
hazirlanmistir. Mikrokapsiiller daha sonra %1'lik bir kitosan ¢ozeltisine yiiklenerek
steril pamuklu gazli bez kumas bu siispansiyona emdirilmis ve oda sicakliginda
kurutulmustur. Gazli bez O6rneklerinin antibakteriyel o6zellikleri Gram-pozitif ve
Gram-negatif bakterilere diren¢ acisindan test edilmistir. Numuneler, ortalama
yalnizca Gram-pozitif bakterilere (S. aureus) karst antibakteriyel 06zellikler
gostermistir. Yaptigimiz calismalarda fusidik asit ve sodyum fusidat igeren kitosan
bazli jel formiilasyonlar1 antibakteriyel etkinligi gram-pozitif bakterilere kars1
incelenmis olup gelistirilen tiim formiilasyonlarin aktivitesi oldugu gosterilmistir.
Cevher ve ark. (330), yapmis oldugu ¢alismada, degisen polimer:ilag oranlartyla (1:1,
2.5:1, 5:1) sodyum fusidat i¢eren poli(D,L-laktid-ko-glikolid) (PLGA) mikrokiireler
hazirlanmis  olup kronik osteomiyelitin  lokal tedavisi i¢in etkinligini

degerlendirilmistir. MRSA iligkili  osteomiyelitte sodyum fusidat yiikli
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mikrokiirelerin etkili oldugu bulunmugstur. Caligmalarimizda sodyum fusidat yiiklii jel
formiilasyonlarinin metisiline direngli ATCC 43300 ve MRSA4 suslarina karsi
antibakteriyel aktivitesinin yiiksek oldugu gosterilmistir.

Sodyum fusidat i¢eren kitosan jel formiilasyonlar1 sodyum fusidat i¢eren ticari
merhem ile karsilagtirlldiginda tiim suslara karsi daha yiiksek bir antibakteriyel
aktivite gostermistir. Fusidik asit i¢eren ticari krem ve gelistirilen jel formiilasyonlar1
kiyaslandiginda ticari kremin kadar etkili oldugu gosterilmisken sodyum fusidat iceren
jel formiilasyonlarinin tiim suslara kars1 sodyum fusidat igeren ticari merheme gore

cok daha yiiksek aktivite sergiledigi goriilmektedir.
Endolizin Iceren Jeller

LysSA10, Kili¢ ve ekibi tarafindan rekombinant olarak iiretilmis endolizin
olup S. aureus, MRSA, S. epidermidis, S. haemolyticus suslarina kars1 daha once
yapilan g¢alismalarda antibakteriyel aktivitesi gosterilmistir (228). LysSA10’un
formiilasyon ¢alismasi ilk kez bu tezde incelenmistir.  Kitosan bazli jel
formiilasyonunun antibakteriyel aktivitesi metisiline duyarli ve metisiline direngli
suslara (ATCC 33862, ATCC 43300, ATCC 6538, MRSA4, TRSA2, TRSAS,
TRSA45, TRSA32, TRSHI1 ve TRSE®6) karst incelenmistir. En yiiksek antibakteriyel
aktiviteyi TRSA8 ve TRSH1 e kars1 gostermistir.

Calismamizda sadece endolizin ile endolizin yiikli koyo kitosan jelin
antibakteriyel aktivitesi karsilastirildiginda metisiline direngli suslara (ATCC 43300
ve MRSA4) kars1 endolizinin antibakteriyel aktivitesinin arttig1 goriilmiistiir (Tablo
4.13 ve Tablo 4.14.). Kaur ve arkadaslarmin yaptig1 bir ¢caligmada Faj MR-5'ten
iiretilen bir endolizin olan LysMR-5'in MRSA'ya kars1 yiiksek aktivite gosterilmis ve
aljinat-kitosan nanopartikiilleri (Alg-Chi NP'ler) LysMR-5 igin ila¢ tasiyict sistem
olarak kullanilmistir (331). Bos Alg-Chi Np'lerin, LysMR-5 yiiklenmesiyle MRSA'ya
kars1 artmis antibakteriyel aktivite gdzlenmistir. Gondil ve ark. (332) yaptiklar1 bir
caligmada bir muramidaz olan Cpl-1 endolizini kitosan nanopartikiillerine yiiklenerek
erkek Balb/c farelerin akcigerlerinde Streptococcus pneumoniae susuna karsi
incelenmis ve yalnizca Cpl-1 ve kitosan nanopartikiilleri ile tedavi edilen hayvanlara
kiyasla bakteriyel ylikiin en diisiik oldugu aktivitenin en yiiksek oldugu bulunmustur.

Yapilan bir ¢alismada E. coli'den elde edilen rekombinant kimerik endolizinin
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antibakteriyel aktivitesini iyilestirmek icin kitosan kapli metal-organik nanokompozit
gelistirilmis ve litik aktivitesi ve sinerjistik etkisi E. coli, S. aureus, ve P. aeruginosa
suslarina karsi incelenmistir (333). Kimerik endolizinin, 6zellikle nanopartikiillerle
birlikte kullanildiginda, ¢esitli Gram-pozitif ve Gram-negatif bakteri tiirlerine karsi
etkinliginin arttig1 gdzlenmistir. Kitosan, biyouyumlu, biyolojik olarak pargalanabilir
ve immiinojenik olmayan yapisi nedeniyle endolizinlerin taginmasi i¢in diger

polimerlere gore daha ¢ok tercih edilmektedir (217, 219).
Endolizin +Fusidik Asit iceren ve Endolizin+ Sodyum Fusidat Jeller

Antibakteriyel aktivite sonuglar1 incelendiginde endolizintfusidik asit
kombinasyonunun ve endolizin+ sodyum fusidat iceren jellerin ATCC 43300 ve
MRSA 4 suslarmma kars1 antibakteriyel etkinliginin anlamli gsekilde arttig
gozlenmistir. Benzer sekilde eendolizinlerin antibiyotiklerle birlikte kullanildiginda
sinerjik etki gosterdigini bildiren ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir (334). Schunch
ve ark. (335), yaptiklar1 bir ¢aligmada metisiline direncli S. aureus 120 izolat da dahil
olmak iizere test edilen 250 S. aureus susuna karsi CF-301 endolizinin, vankomisin
veya daptomisin ile kombinasyonlarini incelemis ve sinerjik etki gosterdigi ve tek
basina antibiyotiklerle gore sagkalimi 6nemli dl¢lide artirdigi bildirilmistir. Djurkovic
ve ark. (336) tarafindan yapilan bir calismada pnémokokal lizin Cpl-1 gentamisin ile
kombine edildiginde artmis etki gosterdigi bildirilmistir. Benzer sekilde stafilokoklara
spesifik enzim ve glikopeptit antibiyotik kombinasyonu ile sinerjistik etki

gozlenmistir (337).
5.2.3. Hiicre Canlilig:

Bos kitosan jellerin 24. ve 48. saatin sonunda hiicre canliligmmin %80°nin
iizerinde oldugu ve kitosan jellere etkin madde (fusidik asit veya sodyum fusidat)
yiiklendiginde de hiicre canlilifinda Onemli azalma gozlenmedigi gorilmiistiir.
Thakur ve ark. (338) yaptiklar1 calismada, fusidik asit ve fusidik asit igeren
nanoemiilsiyon jel formiilasyonunun insan keratinosit hiicrelerinde 100 pg/mL'ye
kadar hiicre canliligina bir etkisi olmadigini gostermistir (338). Fusidik asit i¢eren jel
formiilasyonlarinin 24. saatte hiicre canlilig1 lizerine etkisi olmadig1 gosterilmis olup

literatlir ¢aligmalariyla uyumlu bulunmustur. Sodyum fusidatin tek bagina etkili
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oldugu konsantrasyonda ve kitosan jeller varliginda 24. ve 48. saatte hiicre canlilig1
izerine etkisi yoktur. Sodyum fusidat ile L929 hiicrelerinde yapilan bir ¢alismada
hiicre canliligini etkilemedigi gosterilmistir (339).

Endolizinin tek basma ve koyo kitosan jel iginde hiicre canliligr yiiksek
bulunmustur. Daha 6nce Kili¢ ve arkadaslari tarafindan yapilan ¢alismada, LysSA10
endolizini hiicre canliligin1 etkilemedigi  insan fibroblast hiicreleri iizerinde
gosterilmistir (228). Endolizint fusidik asit kombinasyonu ve endolizint+ sodyum
fusidat kombinasyonuna hiicre canlilifinda azalma gozlemlenmis olup bu
kombinasyonlarin koyo kitosan jel varliginda hiicre canliliginda artis gézlenmistir

(Sekil 4.14.).
5.3. In Vivo Cahismalar

In vivo ¢aligmalarimizda subkiitan enjeksiyon hayvan modeli kullanilmis olup
subkiitan enjeksiyonda ¢ogunlukla kullanilan S.aureus susu olan klinik izolat olan
Metisiline direngli S. aureus 4 (MRSA4) susu kullanilmistir. Yara iyilesmesinin in
vivo olarak degerlendirilmesinde farkli hayvan modelleri ve farkli yara olusturma
yontemleri (eksizyon, tape strip, yanik, punch biyopsi vb) kullanilmaktadir ( 184, 187,
189, 193, 195). Bunlarin i¢inde en siklikla kullanilan yontem subkiitan enjeksiyon
yontemidir. Yara iyilesmesi, hemostaz, enflamatuvar faz, proliferatif veya fibroblast
faz1 ve yara kontraksiyonunu igeren dokunun yeniden sekillenmesi olmak tizere dort
asamada gerceklesmektedir (340). Subkiitan6z enjeksiyon modeli, deri alt1 apseler
dahil daha invaziv enfeksiyonlar: taklit etmektedir. Farelerin sirtlaria S. aureus'un
deri alt1 agilanmasi tizerine, bu bakterinin etrafinda notrofillerden olusan derin bir apse
olusur. Bu nedenle, bu model S. aureus ve Streptococcus pyogenleri gibi ¢esitli bakteri
tirleriyle olusan derin yumusak doku enfeksiyonlarina karst bagisiklik
mekanizmalarini aciklamak icin yaygin olarak kullanilmaktadir (341). Bu modeli
kullanarak enfekte ve tedavi edilen derinin histopatolojik incelemesi, enflamasyon
mediyatorlerinin tiretimini (TNFa, IL1p, IL-6 ve IL17a sitokinleri, MPO aktivitesi)
ve bakteri yiikii incelenmistir. Yapilan 6n ¢alismalarla incelenen iki sustan MRSA4
susunun 1 x 108 CFU/mL konsantrasyonda kullanilmasina karar verilmistir. Subkiitan

enjeksiyon sonrasinda yara olusumu icin 3 - 4 giin i¢cinde beklenmektedir (265, 266).
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Bizim yaptigimiz 6n ¢aligmalarda da 3. gilinlin sonunda ATCC 43300 ve MRSA4
uygulanan gruplarda acik yara ve/veya apse olusumu goriilmiistiir.

Sectigimiz modelin  gecerliligini  ve kosullarii  belirledikten sonra
formiilasyonlarla calismalara gecilmistir. in vitro calismalarimizda elde ettigimiz
sonuglar dogrultusunda sectigimiz uygun formiilasyonlarla in vivo c¢aligmalara
gerceklestirilmistir. Her bir etkin madde i¢in tek iki formiilasyon secilmis olup, bu
formiilasyonlar kontrole karsi incelenmistir. Ayrica ticari iiriinler de karsilastirma

amaciyla gruplara dahil edilmistir.
5.3.1. Fusidik Asit iceren Formiilasyonlarin in Vivo Degerlendirilmesi

In vivo ¢alismalar icin fusidik asit iceren % 3 konsantrasyonda koyo kitosan
jel (FA + gK3) ve fusidik asit iceren %3 konsantrasyonda orta molekiil agirlikli kitosan
jel (FA + gM3) formiilasyonlari1 se¢ilmistir. Bu formiilasyonlarin kontrol gruplar
olarak fusidik asit ¢ozeltisi (FAsol) , bos %3 konsantrasyonda kitosan jel (gK3) ve bos
%3 konsantrasyonda orta molekiil agirlikli jeller (gM3) kullanilmistir. Piyasa preparati
olarak ise fusidik asit igeren ticari krem (Fuidin krem, Abdi ibrahim) kullanilmistir.
Pozitif kontrol grubu olarak uygulama yapilmayan enfekte fare grubu kullanilmistir.

Kitosan jellerin tek bagina yara iyilesmesinde kontrole gore etkili oldugu
goriilmiistiir. Etkin madde ile inkoprpore edildiginde ise yara iyilesmesini
hizlandirdigr  gortilmiistiir.  Kitosanlar  arasinda  incelenen  parametreler
karsilagtirildiginda, parameterler arasinda bazi farkliliklar goriilmeesine karsin,
molekiil agirligi veya konsantrasyon yoniiyle yara iyilesmesinde anlamli fark
bulunmamustir.

Fusidik asit ¢ozeltisi tek basina uygulanan gruplarda enfeksiyon sonrasi 6.
giinde iyilesme gozlemlenmistir. Fusidik asit ¢ozeltisinin etanolde hazirlanmis olmast
nedeniyle lezyon alani {izerinde hizli etki gostermis oldugu diisiiniilmektedir. Zira
fusidik asit igeren ticari krem uygulanan grupta iyilesme enfeksiyon sonrasi 11. giinde
goriilmiistiir. Fusidik asit igeren koyo kitosan jel uygulanan grupta enfeksiyon sonrasi
9. giin sonunda, fusidik asit igeren orta molekiil agirlikl kitosan jel uygulanan grupta
enfeksiyon sonrasi 10. glinlin sonunda lezyonun iyilestigi goriilmektedir. Bu durum
kitosan ile gelistirilen jel formiilasyonlarinin fusidik asidin ticari iiriine gore yara

iyilesme tizerine etkisini arttirdigini gostrmistir. Fusidik asit iceren koyo kitosan jelin,
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fusidik asit igeren orta molekiil agirlikli jele gore lezyon alanin1 daha hizli iyilestirdigi
gosterilmistir.

Enflamatuvar yanitlarina temel olarak akut ve kronik olmak iizere iki olayla
iligkilidir ve her biri farkli mekanizmalarla tetiklenmektedir. Akut enflamasyonda
dogal immiin hiicreleri, immiin sistem savunmasinin ilk hattin1 olusturur ve adaptif
immiin yanit tepkilerinin aktivasyonunu diizenlemektedir (342). Kronik enflamasyon,
akut enflamatuvar mekanizmalarin doku hasarint ortadan kaldirmada basarisiz
oldugunda ortaya c¢ikmaktadir. Calismamizda elde edilen apse alanlar1 akut
enflamasyonun bir gostergesidir. Ulser ise epidermisin ve siklikla dermisin bazi
kisimlarimin tamamen kayboldugu deri biitiinliigiiniin bozulmasi olarak bilinmektedir.
Derideki tilser olusumu ise kronik enflamasyon belirte¢idir. Enfekte dokularda MPO
aktivitesi artmaktadir (269, 343). Histopatolojik degerlendirmeler, bakteriyel yiik, akut
ve kronik enflamasyon sonuglar1 formiilasyon uygulamsiyla azaldigini1 gostermistir.
Sitokin diizeyleri de bunu desteklemistir. Apse alaninin kii¢iilmesiyle birlikte hiicre
ve dokularda enflamasyon veya hasarin ilk belirtisi olarak notrofillerden salgilanan
miyeloperoksidaz aktivitesinin de azaldig1 gozlemlenmistir. Bununla iliskili olarak
apse alaninin kiiciilmesi bakteriyel ylikte azalmaya bdylelikle de miyeloperoksidaz
aktivitesinin de diismesini saglamaktadir (344). Yara iyilesmesi iizerine
formiilasyonlarda incelenen farkli kitosanlar etkisi goriilmemistir. Kitosan ile yapilan
caligmalarda da benzer sonuglar bildirilmistir (212, 213).

S. aureus'a kars1 kutanz immiin yanit hem dogal hem de kazanilmis bagisiklik
sistemini icermektedir (345). Dogustan gelen bagisiklik sistemi ndtrofil ve makrofaj
fagositozu veya kompleman aktivasyonu gibi spesifik olmayan bir proinflamatuar
yanit olarak kabul edilirken, edinsel immiin yanitin, antijenlerin B ve T lenfositleri
tarafindan tanimmmasiyla yonlendirilen (antikor ve hiicre aracili immiin yanitlar)
oldukga spesifik bir yanit oldugu kabul edilmektedir

Notrofillerin dolasimdan S. aureus enfeksiyonunun derideki bir bdlgesine
toplanmasi, patojenin Patern Tanima Reseptdrleri (PRR'ler) tarafindan taninmasini ve
IL-1a, IL-1B, TNFa ve IL-6 gibi proinflamatuar sitokinlerin iiretimini/salgilanmasin
icermektedir (346). Monositik hiicreleri, dogal bagisiklik i¢in gereklidir.
Monositler/makrofajlar, septik soktan sorumlu inflamatuar sitokinlerin ana

kaynagidir. Enflamasyon ve septik sokta rol oynayan farkli sitokinler arasinda TNF-a,
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interlokin-1p (IL-1B) ve IL-6 proinflamatuar sitokinlerdir (346). S. aureus'a karsi
bagisiklik i¢in notrofil alimi gerekli olmasina ragmen, T hiicrelerinin bir roli oldugu
ileri stiriilmektedir. S. aureus kutandz enfeksiyonuna karst dogal bagisiklikta IL-17
iireten epidermal yo T hiicrelerinin de rolii oldugu bildirilmistir (347). Dolasimdan
ndtrofil toplanmasina, proinflamatuar sitokinler (IL-1a, IL-1p, tiimor nekroz faktorii
(TNF) ve IL-6 gibi) ve kemokinler dahil olmak iizere bir¢ok faktor aracilik etmektedir
(348). Timor nekroz faktorii-a (TNFa), enflamasyona, immiin yanita ve apoptoza
aracilik eden ¢ok islevli bir sitokindir (349).

S. aureus enfeksiyonlarinin ayirt edici 6zelligi, bakteriyel klirens icin gerekli
olan noétrofil apsesi olusumudur. Notrofillerin derideki S. aureus enfeksiyonu
bolgesine toplanmasi, dogustan gelen bagisiklik sisteminin PRR'leri tarafindan
patojenin taninmasmi ve ardindan pro-inflamatuar bagisiklik tepkilerinin
baglatilmasini1 icermektedir. Sitokin diizeyleri incelendiginde hayvanlardaki TNFa
ekspresyonu en az olan grup fusidik asit ¢ozeltisi (FAsol) uygulana hayvan gruplari
olup lezyon iyilesmesinin enfeksiyon sonrasi 6. glinde tamamlanmis olmast ve MPO
aktivitesinin diisiik elde edilmesiyle baglantili oldugu goriilmiistiir. Fusidik asit
eklendiginde TNFa ekspresyonunun azaldigi goriilmiistiir. Fusidik asit igeren ticari
krem uygulanan grupta TNFa gelistirilen formiilasyonlarla benzer ekspresyon
gostermistir.

Formiilasyonlarin uygulandig: gruplarda MRSA ile enfekte deri lezyonlarinda
TNFa ve IL-6 ekspresyonunun 6nemli 6l¢iide azalmistir. Benzer sonuglar farkli etkin
maddeler i¢in de bildirilmistir (350).

IL-17, Th17 sitokinlerinin 6nemli bir iyesidir (351).  Gelistirdigimiz
formiilasyonlarda IL17a ekspresyonunun baslangica gore azaldigi, enflamasyon
iizerinde azaltici etkis oldugu goriilmiistiir. Ticari iiriin ile ise IL-17a diizeyleri daha
yliksek olup, daha diisiik etki goriilmiistiir.

Hem IL-1a hem de IL-1B'nin S. aureus deri yarasi enfeksiyonu sirasinda konak
savunmasina katkida bulundugu ve IL-1Bmin daha derin intradermal S. aureus deri
enfeksiyonu sirasinda daha kritik rolii oldugu bildirilmistir (352). IL-1p yaniti, konake1
savunmasi i¢in daha kritik bir belirleyici olmaktadir. IL1S diizeyleri incelendiginde,

formiilasyonlarimizin sitokin ekspresyonunu azalttigi, goriilmiistiir. Daha yiiksek
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sitokin ekspresyonu goriilen ticari {riin grubuna gore, formiilasyonumuzun

enflamasyona kars1 daha etkili oldugu goriilmiistiir.

5.3.2. Sodyum Fusidat iceren Formiilasyonlarin in Vive

Degerlendirilmesi

In vivo ¢alismalar igin sodyum fusidat igeren % 3 konsantrasyonda koyo
kitosan jel (SF + gK3) ve sodyum fusidat iceren %3 konsantrasyonda orta molekiil
agirlikli kitosan jel (SF + gM3) formiilasyonlar1 secilmistir. Bu formiilasyonlarin
kontrol gruplar1 olarak sodyum fusidat ¢ozeltisi (SFsol) , bos %3 konsantrasyonda
kitosan jel (gK3) ve bos %3 konsantrasyonda orta molekiil agirlikli jeller (gM3)
kullanilmistir. Piyasa preparati olarak ise fusidik asit igeren ticari merhem (Fucidin
merhem, Abdi Ibrahim) kullanilmigtir. Bununla birlikte pozitif kontrol grubu olarak
uygulama yapilmayan enfekte fare grubu kullanilmistir.

Sodyum fusidat ¢odzeltisi (SFsol) uygulanan grupta enfeksiyon sonrasi 11. giine
kadar lezyonda iyilesme goriilmemistir (Sekil 4.26.). Sodyum fusidatin koyo kitosan
jel (SF + gK3) varliginda enfeksiyon sonrasit 11. giin sonunda lezyonu iyilestigi
gbzlemlenmis olup sodyum fusidat iceren orta molekiil agirlikl kitosan jel (SF+gM3)
uygulanan gruplarda yara enfeksiyon sonrasi 11. giiniin sonuna kadar iyilesmemistir.
Benzer sekilde Sodyum fusidat igeren ticari merhem uygulanan grupta apsenin
lyilesmedigi goriilmektedir.

Sodyum fusidat iceren koyo kitosan jel (SF+ gK3) ve orta molekiil agirlikli
kitosan jel (SF + gM3), sodyum fusidat iceren ticari merhem ve sodyum fusidat
cozeltisi uygulanan hayvan gruplarinda deney siiresince hayvan agirliklarinda
degisiklik olmamustur.

Sodyum fusidatin koyo ve orta molekiil agirlikli kitosan jel varliginda lezyon
alanlarinda enfeksiyon sonrasi 9. giinden sonra azalma oldugu goriilmiis olup lezyon
goriintiilerinde bu azalma gdzlenmistir. iki formiilasyon arasinda uygulanabilirlik
acisindan sodyum fusidat iceren koyo kitosan jelin daha iyi oldugu goriilmektedir.
Sodyum fusidat orta molekiil agirlik varliginda lezyona uygulandiginda uygulama
tekrarlanmaya bagladiginda deride biriktigi goézlemlenmis olup yaranin hava
almamasint ve uygulanan bir diger formiilasyonun apse alani ile etkilesmemesine

sebep olmustur.



152

Histopatolojik olarak incelendiginde, akut enflamasyonun sodyum fusidat
iceren orta molekiil agirliginda kitosan jele (SF + gM3) ve sodyum fusidat i¢eren koyo
kitosan jel (SF+gK3) uygulanan hayvanlarda akut enflamasyondaki azalma goriilmiis
olup akut enflamasyon skoru benzer elde edilmistir. Bos koyo kitosan jel (gK3) ve
sodyum fusidat iceren koyo kitosan jel (SF + gK3) uygulanan gruplarda kronik
enflamasyon skoru sodyum fusidatin koyo kitosan jel ile uygulanmasinin kronik
enflamasyon tizerindeki etkisinin bos kitosan jele benzer oldugu gézlenmistir. Sodyum
fusidat iceren orta molekiil agirlikli kitosan jel (SF+ gM3) uygulanan grupta kronik
enflamasyon skorunda azalma goriilmistlir. akut enflamasyonun sodyum fusidat
iceren orta molekiil agirliginda kitosan jele (SF + gM3) ve sodyum fusidat i¢eren koyo
kitosan jel (SF+gK3) uygulanan hayvanlarda akut enflamasyondaki azalma goriilmiis
olup kronik enflamasyon skoru benzer elde edilmistir. Sodyum fusidat iceren koyo
kitosan jel ve orta molekiil agirlikli kitosan jel uygulanan gruplarda apse alani benzer
elde edilmistir. Sodyum fusidat iceren koyo kitosan jel ve orta molekiil agirlikli kitosan
jel uygulanan gruplarin diger formiilasyonlara gore apse alanin1 daha ¢ok azalttig
gorilmiistiir.

Sodyum fusidat iceren merheme ait akut ve kronik enflamasyon skorlari
gelistirilen formiilasyonlara gore daha yiiksek elde edilmistir. Apse alan1 da daha
biiyiik elde edilmistir. Bu durumda gelistirdigimiz formiilasyonlarin sodyum fusidat
iceren ticari merheme gore daha etkili oldugu gortilmiistiir.

Bakteriyel yiik degerleri incelendiginde sodyum fusidat ¢ozeltisi uygulanan
grupta neredeyse enfekte dozu kadar bakteriyel ylike sahip oldugu goriilmiistiir. Akut
ve kronik enflamasyon skorunun yiiksek olmast da durumu agiklamaktadir.
Enfeksiyon sonrasi 11. giine kadar lezyon alaninin azalmamasi ve lezyon iyilesmenin
tamamlanmamasi da bunun bir gostergesidir.

Sodyum fusidat igeren koyo kitosan jel (SF + gK3) uygulanan grupta
bakteriyel yiik hem bos koyo kitosan jel uygulanan gruba hem de sodyum fusidat
iceren orta molekiil agirlikl kitosan jele gore daha diisiik bir bakteriyel yiike sahiptir.
Sodyum fusidat iceren ticari merhem uygulanan grupta bakteriyel yiik neredeyse
enfekte dozu kadar elde edilmis olup sodyum fusidat igeren koyo kitosan jelin daha

etkili oldugu gdsterilmistir.
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Sodyum fusidatin koyo ve orta molekiil agirlikli kitosan jel varliginda MPO
aktivitesi kitosan jele gore daha azdir. Sodyum fusidat igeren ticari merhem ile
gelistirdigimiz jel formiilasyonlarinin MPO aktivitesi iizerinde etkisi benzer
bulunmustur.

Sodyum fusidat (SFsol) uygulanan hayvan gruplarinda TNFa ekspresyonunun
yiiksek oldugu gozlenmistir. Bakteriyel yiik, akut ve kronik enflamasyon, lezyon alani
ve lezyonlarin iyilesmesi goz oniinde bulunduruldugunda enfeksiyonun hala devam
ettigi sitokin diizeyinde de gosterilmistir. Sodyum fusidat igeren orta molekiil agirliklt
kitosan jel (SF + gM3) uygulanan grupta sodyum fusidat iceren koyo kitosan jele gore
daha fazla ekspresyon gozlenmistir. Bu durumda koyo kitosan jel orta molekiil
agirlikli kitosan jele gore enflamasyonu daha fazla azalttigin1 gostermektedir. Sodyum
fusidat iceren ticari merhem uygulanan grupta TNFa ekspresyonu gelistirilen
formiilasyonlara gore yiiksek bulunmustur.

Benzer sekilde sodyum fusidat (SFsol) uygulanan hayvan gruplarinda IL-6
ekspresyonunun yiiksek oldugu gozlenmistir. Sodyum fusidat i¢eren orta molekiil
agirlikli kitosan jel (SF + gM3) uygulanan grupta sodyum fusidat iceren koyo kitosan
jele gore daha fazla ekspresyon gézlenmis olup koyo kitosan jel orta molekiil agirlikli
kitosan jele gore enfekte dokuda daha az IL-6 ekspresyonu saglayarak enflamsyonu
daha iyi azalttig1 gézlemlenmistir. Sodyum fusidat igeren ticari merhem uygulanan
grupta IL-6 sodyum fusidat iceren koyo kitosan jel ticari merhem ile benzer
bulunmugtur.

Sodyum fusidat iceren koyo kitosan jel (SF+gK3) uygulanan grupta IL-17a
ekspresyonunda sodyum fusidat igeren orta molekiil agirlikli kitosan jel (SF + gM3)
uygulanan gruba gore daha az ekspresyon gézlenmistir. Bu durumda koyo kitosan jel
orta molekiil agirlikli kitosan jele gore enfekte dokuda daha az IL-17a ekspresyonu
saglayarak enflamasyonu daha iyi azalttigim1 gostermektedir. Sodyum fusidat i¢eren
ticari merhem uygulanan grupta IL-17a yliksek oranda eksprese olmus olup sodyum
fusidat igeren koyo kitosan jel ticari merhem gore daha etkilidir.

Sodyum fusidat igeren koyo kitosan jel (SF+gK3) uygulanan grupta IL1S
ekspresyonunda sodyum fusidat igeren orta molekiil agirlikli kitosan jel (SF + gM3)
uygulanan gruba gore daha az ekspresyon gozlenmistir. Bu durumda koyo kitosan jel

orta molekiil agirlikli kitosan jele gore enfekte dokuda daha az IL1f ekspresyonu



154

saglayarak enflamasyonu azalttigi goriilmektedir. Sodyum fusidat iceren ticari
merhem uygulanan gruba gore sodyum fusidat i¢eren koyo kitosan jel ticari merhem

ile karsilagtirildiginda enflamasyondaki etkinligi ¢ok daha yiiksektir.
5.3.3. Endolizin Iceren Formiilasyonlarin in Vivo Degerlendirilmesi

Endolizin igeren ¢ozelti ile yara iyilesmesi goriilmezken, jel formiilasyonu
icinde uygulandiginda (LysSA10 + gK3) ile enfeksiyon sonrast 11. giin sonunda
lezyonun tamamen kapandigi goriilmiistiir. Fusidik asit ve sodyum fusidat
formiilasyonlar1 ile karsilastirildiginda, endolizin igeren koyo kitosan jele ait akut
enflamasyonu gosteren bir bulgu bulunamamistir. Endolizin i¢eren koyo kitosan jelin,
fusidik asit ve sodyum fusidat igeren jellerle karsilastirildiginda akut enflamasyonda
daha etkili oldugu goriilmiistiir. Kronik enflamasyon skoru fusidik asit iceren koyo
kitosan jel, sodyum fusidat iceren koyo kitosan jel ve orta molekiil agirlikli kitosan jel
ile benzer elde edilmistir. Apse alan1 gozlenmemistir. Apse alaninin gzlenmemesi,
lezyonun tamamen iyilesmesi ve akut enflmasyon goriilmemesi endolizin igeren koyo
kitosan jelin yara iyilesmesi iizerinde etkisinin yliksek oldugu sdylenebilir.

Endolizin i¢eren koyo kitosan jelin (LysSA10 + gK3) bakteriyel yiik sonuglari
endolizin ¢ozeltisi (LysSA10) ve bos koyo kitosan jel (gK3) ile karsilastirildigini
endolizin i¢eren koyo kitosan jel uygulanan hayvanlarda bakteriyel yiik olduke¢a diisiik
elde edilmis olup bakteriyel ylik sonuclar1 diger bulgular1 da desteklemektedir.
Endolizinin koyo kitosan jel varliginda MPO aktivitesi endolizin tek bagina uygulanan
gruptakinden fark olmadigr goriilmiistir. Ancak bos koyo kitosan jel ile
karsilastirildiginda aktivitede bir azalma gozlemlenmistir.

Endolizinin koyo kitosan jel varliginda TNFa ekspresyonunu azaltmis olup
enflamasyonda endolizin ¢ozeltisine ve bos kitosan jele gore daha etkili oldugu
gosterilmistir. Benzer sekilde Endolizinin koyo kitosan jel varliginda IL-6
ekspresyonunu azaltmis olup enflamasyonda endolizin ¢dzeltisine ve bos kitosan jele
gore daha etkili bulunmustur.

IL-17a endolizin igeren koyo kitosan jel (LysSA10+gK3) uygulanan grupta
endolizinin koyo kitosan jel varliginda ekspresyonunu azaltmis olup enflamasyonda

endolizin ¢ozeltisine ve bos kitosan jele gore daha etkili bulunmustur.
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Endolizin ¢ozeltisi (LysSA10) uygulanan hayvan gruplarinda IL1p
ekspresyonu azalmis olup enflamasyonda endolizin ¢ozeltisine ve bos kitosan jele gore

daha etkilidir bulunmustur.

5.3.4. Endolizin + Fusidik Asit Iceren Jel Formiilasyonlarmm in Vivo

Degerlendirmesi

In vivo ¢alismalar igin endolizin + fusidik asit iceren koyo kitosan jel
(LysSA10 + FA + gK3) se¢ilmistir. Bu formiilasyonun kontrol gruplar1 olarak
endolizin ¢dzeltisi (LysSA10), bos %3 konsantrasyonda kitosan jel (gK3) ve fusidik
asit iceren koyo kitosan jel (FA + gK3) kullanilmistir.

Endolizin ve fusidik asit kombinasyonunu i¢eren %3 konsantrasyonda kitosan
jel (LysSA10 + FA + gK3) uygulanan grupta yara enfeksiyon sonrasi 11. glin sonunda
tam iyilesme gorilmiistiir. Endolizin ve fusidik asitin %3 konsantrasyonda koyo
kitosan jele eklenmesiyle lezyon alaninin iyilesmesi hizlanmistir. Fusidik asit iceren
koyo kitosan jel (FA + gK3) uygulanan grupta iyilesme enfeksiyon sonrasi 9. giinde
baslamis olup endolizinin varliginda iyilesme siireci hizlanmistir.

Endolizin ve fusidik asit kombinasyonu i¢eren koyo kitosan jel (LysSA10 +
FA + gK3) uygulanan hayvan gruplarinda deney siiresince hayvan agirliklarinda
anlamli bir azalma gozlenmemistir.

Endolizin ve fusidik asit kombinasyonu igeren koyo kitosan jel uygulanan
grupta enfeksiyon sonrasi 6. glinden sonra lezyon alanlarinda azalma goriilmiistiir. Bu
azalma enfeksiyon sonrasi 11. giine kadar devam etmis olup lezyonlarin iyilesmesiyle
benzer sonuglar elde edilmistir.

Endolizin ve fusidik asit kombinasyonu icerek koyo kitosan jelin akut ve
kronik enflamasyon degerleri, bos koyo kitosan jel, fusidik asit iceren koyo kitosan
jel ve sodyum fusidat iceren koyo kitosan jel uygulanan gruplar ile benzer elde edilmis
olup apse alani iizerinde fusidik asit igeren koyo kitosan ve orta molekiil agirlikli
kitosan jelin daha etkili oldugu goriilmiistiir.

Endolizin ve fusidik asit kombinasyonunu iceren koyo kitosan jel
formiilasyonuna ait bakteriyel yiik ile kontrol gruplar1 arasinda fark olmadig: (fusidik

asit iceren koyo kitosan jel ve endolizin ¢6zeltisi) goriilmiistiir.
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Endolizin ve fusidik asit kombinasyonu igeren koyo kitosan jel
formiilasyonuna bos koyo kitosan jelin MPO aktivitesi ile karsilastirildiginda
aktivitede azalma gozlemlenmistir. Bu durumda kitosan jel endolizin ve fusidik asit
kombinasyonu ile birlikte MPO aktivitesini azaltmistir.

Endolizin ve fusidik asit kombinasyonu i¢eren jel uygulanan hayvan grubunda
TNFa ekspresyonu fusidik asit iceren koyo kitosan jel ile karsilagtirildiginda daha az
TNFa ekspresyonu oldugu goézlenmistir.

Endolizin ve fusidik asit kombinasyonu i¢eren jel uygulanan hayvan grubunda
IL-6 ekspresyonu fusidik asit igeren koyo kitosan jel ile karsilastirildiginda benzer
etkileri oldugu gozlenmistir.

Endolizin ve fusidik asit kombinasyonu i¢eren jel uygulanan hayvan grubunda
IL-17a ekspresyonu fusidik asit iceren koyo kitosan jel ile karsilastirildiginda benzer
IL-17a ekspresyonu ile benzer etkileri oldugu goézlenmistir.

Endolizin ve fusidik asit kombinasyonu igeren jel uygulanan hayvan grubunda
IL1p ekspresyonu fusidik asit iceren koyo kitosan jel ile karsilastirildiginda daha az
IL1p ekspresyonu ile daha etkili oldugu gosterilmistir.

5.3.5. Endolizin+Sodyum Fusidat iceren Formiilasyonlarin in Vivo

Degerlendirilmesi

In vivo ¢aligmalarda incelenen %3 konsantrasyonda koyo kitosan jel iginde
hazirlalan endolizin+sodyum fusidat formiilasyonu (LysSA10 + SF + gK3) ile 1
enfeksiyon sonrasi 7. giinde yara iyilesmesi goriilmiistiir. Genel olarak akut ve kronik
enflamasyon skorlar1 ve apse alanlar1 diger formiilasyonlarla benzerlik gostermistir.
MPO aktivitesi, bakteriyel yiik orant ve sitokin diizeyleri degerlendirildiginde, tek
basina sodyum fusidat i¢eren formiilasyona gore yara iyilesmesinin daha etkili ve hizl

oldugu goriilmiistiir.
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6. SONUC ve ONERILER

e Hem beseri hem de veteriner alanda (6zellikle kedi ve kdpeklerde) MRSA
kaynakli enfeksiyonlarin tedavisinde topikal yolla uygulanacak antibiyotik
direncine kars1 etkisi artirilmis antibiyotik,endolizin vee endolizin+antibiyotik
kombinasyonu igeren biyogec¢imli bir ilag tasiyici sistem gelistirilmistir. Bu
amacla se¢ilen antibiyotik fusidik asit ve sodyum fusidat, endolizin olarak
LysSA10 ve bunalrin kombinasyonu kullanilmistir.

e Uygulama kolaylig1 olan, kendisinin oOrtilicii etkisi olan jel formiilasyonu
secilmistir.

e Jellerin hazirlanmasinda biyoge¢imli, kendisinin penetrasyon artirici,
antimikrobiyal, yara iyilestirici 6zelikleri olan katyonik bir biyopolimer olan
kitosan kulalnilmistir

e MRSA kaynakli deri enfeksiyonlarimin tedavisinde etkinligi artirilmas,
uygulama bolgesinde hemen uzaklagmayan, enfeksiyon lezyonlarinin
iyilegsmesini hizlandiran kolay uygulanabilen, stabilitesi yiiksek biyogecimli
bir topikal ila¢ formiilasyonu gelistirilmistir.

e LysSA10 endolizin i¢in bu ¢alisma ile ilk defa bir formiilasyon gelistirilmis ve
gerek formiilasyon ile gerekse antibiyotik kombinasyonu ile etkinliginin
artirlldig1 gosterilmistir.

e In vitro ve in vivo sonuclar incelendiginde en uygulanabilir ve en etkili

formiilasyon sodyum fusidat iceren koyo kitosan jel formiilasyonudur.

[leriye yonelik calismalarda, gelistirdigimiz ilag tastyic platformun AMR ye karsi
antibiyotiklere alternatif farkli etkin maddeler (6r. Antimikrobiyal petitler, farkli
endolizinler vb) i¢in etkinliginin gdsterilmesi lizerine ¢alismalar planlanabillr.
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b) klinik disa vurumlar 4
©) saglik tarama programlan

Biyoistatistik (miimkiin olan en disik hayvan 2
sayisimin

Standardizasyon

a) Genetik standardizasyon
b) Mikrobiyolojik standardizasyon 3
¢) Bakim-barindirma
d) Arastirma

| Spesifik deney modelleri 4
Hayvan ini 4
Temel Cerrahi

Deney hayvanl iri 1 4
Altemnatif Yontemler* 2
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Basan Puam : 87
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A safe bioadhesive system for topical delivery of combined antimicrobials %=
in treatment of skin infections in veterinary medicine
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Keywords: Bacterial and fungal skin infections are common both in humans and animals, especially in companion animals
5*{" infection such as cats and dogs. Use of systemic antimicrobial drugs for the treatment of skin infections has resulted in
Chitosan increased antimicrobial resistance (AMR) in both animals and hurnans. Under “One Health” appmech, one of the

Combined antimicrobials
Topical delivery
Gel

strategies to overcome AMR is taplcal delivery of i ials, which allows d efficacy at
lower of us aureus (S. aureus), Staphylococcus pseudintermedius (S. pseu-
i i (M pachy is) and Sp canis (M. canis) related skin in-
fections are very common in cats and dogs, and this also poses a risk for humans who come into contact with the
infected animals. Chlorhexidine digl (CHX) and mi nitrate (MN) are amongst the commonly
used antimicrobials used for topical treatment of such dermal infections. In this study, we aimed to develop a safe
bioadhesive system for delivery of combination of CHX and MN for topical of skin i i
higher nnnmm'obml efficacy than that of the currently available formulations. For this purpose, gel formulanons
were prepared using a bioadhesi hit which itself exerts anun'ucmbwl activity as well as anti-
infl, y and i h properties. Tris-EDTA was also i d into the lations to
increase the activity. Furth CHX loaded chitosan nanoparticles were also prepared and
incorporated into the gels in combination with MN. The formulations were investigated in regard to their
applicability, spreadability and safety properties as well as their drug release profiles, and he antimicrobial
activity of the formulations was shown against S. a:muuATCC29213 S. i ius, M. pachy: is and
M. canis. Gels with a suitable vi: if ion and ies for topical ication on the skin,
which would provide of ication was obtained without showing any cy icity. Different release
profiles were obtained for CHX and MN. Due to its low solubility, MN release was found to be low, whilst with
CHX, release was found to be higher and rapid when incorporated as a solution, but sustained release was ob-
tained when incorporated into chitosan nanoparticles. It was found that both MN and CHX accumulated on the
surfate of the membrane By this means, a prolonged release on the site of application would be provided
in enh icrobial activity. The antimicrobial activities against all the pathogens tested were
found to be signi i d with the ination MN and CHX, when compared to the drugs alone, and
this activity was further enhanced in presence of Tris-EDTA. Moreover, gels incorporated with CHX loaded
chmxsan nanoparticles were found to enhance the snnnucrobml activity further. We have shown that the
loped chit based with ials is a ising local delivery system for
treatment of skin infections against wide range of microorganisms and can be safely used both in veterinary and
human medicine.

Nanoparticle

1. Introduction production and sustainable development [1]. As most of the antimi-

crobials used in the treatment of human infections are also applicable in

WHO reports show that antimicrobial resi (AMR) is i i the veterinary medicine, AMR is a global health problem for anlmals as
worldwide and has become a long-term threat to human health, food well [2,2]. Furthermore, due to the i d contact b

@hacettepe.edu.tr (S. Senel).
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