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OZET

Ozdogan, A.IL, Periodontal Hastaliklarin Tedavisi Amaciyla Statin iceren Bir
Tasiyic1 Sistem Gelistirilmesi, Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii
Farmasotik Teknoloji Programi Doktora Tezi, Ankara, 2017. Periodontal hastalik
gingiva, periodontal ligamentler ve alveolar kemigin inflamasyon ve dejenerasyonu ile
karakterize edilir. Lokal olarak uygulanacak ila¢ tasiyici sistemlerle daha diisiik dozda
daha yiiksek etki elde edilebilmektedir. Son yillarda antiinflamatuvar etkileri nedeniyle
statin grubu ilaglar da kullanilmaktadir ve uygun bir tasiyici sistemle lokal olarak
uygulanmasi ile etkilerinin artirilmasit miimkiindiir. Ancak agiz hareketleri ve tiikriik
salgis1 nedeniyle ilag uygulama bolgesinden uzaklagsmaktadir. Uygulama bdlgesinde
istenen siire boyunca kalabilmesi i¢in bioadezif polimerlerden yararlanilmaktadir. Bu
polimerler arasinda olan kitosan antiinflamatuvar, antimikrobiyal, yara iyilestirici gibi
biyoaktif 6zellikleriyle dis hekimliginde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu c¢alismada
periodontitis tedavisinde lokal atorvastatin uygulamasi i¢in kitosan bazli jel formiilasyonu
gelistirilmistir. Atorvastatinin farkli polimerlerle (PEG 6000, pluronik F-68, kitosan) kat1
dispersiyonu hazirlanarak ¢oziintirligii artirilmis ve farkli kitosan tipleriyle jel
formiilasyonlar1 gelistirilmistir. Formiilasyonlarin antiinflamatuvar etkileri, in vitro olarak
gingival fibroblast hiicrelerinde (hGF) ve in vivo olarak sicanlarda ligatiirle indiiklenmis
periodontitis modelinde incelenmistir. Bu amagla proinflamasyon belirteglerinden IL-
Ibeta, IL-6, IL-8 ve antiinflamatuvar belirtecler olan IL-10, TGF-betal, TGF-beta2 ve
TGF-beta3 sitokinlerinin seviyeleri 6l¢iilmiis ve histolojik olarak osteoklastik aktivite
degerlendirilmistir. Uygulama sonrasinda in vitro c¢alismalarda sitokin diizeylerinin
azaldig1 ve kitosan varligi ile inhibisyonun arttig1 gézlenmistir. In vivo ¢alismalarda ilk
haftalarda sitokin diizeylerinde azalma ve bununla uyumlu olarak osteaklastik aktivitede
de azalma saptanmistir. Kitosan ile birlikte uygulandiginda atorvastatinin
antiinflamatuvar etkisinin arttig1 goriilmiistiir. In vitro ve in vivo calismalar birbirini
desteklemistir. Atorvastatin iceren kitosan bazli jel formiilasyonlarinin periodontitis
tedavisinde gerek etkinlik gerekse hasta uyuncu yoniiyle imit verici oldugu sonucuna

varilmigtir.

Anahtar Kelimeler: atorvastatin, kitosan, antiinflamatuvar, periodontitis.

Bu tez ¢alismas1, TUBITAK-SBAG-1001 programi (114S758) tarafindan desteklenmistir.
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ABSTRACT

Ozdogan, A.l., Development of a Delivery System for Statin in the Treatment of
Periodontal Disease, Hacettepe University Faculty of Pharmacy Department of
Pharmaceutical Technology Doctor of Philosophy Thesis, Ankara, 2017. Periodontal
disease is characterized by inflammation and degeneration in gingiva, periodontal
ligaments and alveolar bone. It is possible to deliver the drug at low dose with high
efficacy by means of local delivery into the periodontal pocket. Recently statin group
drugs which exert inflammatory activity are also used for this purpose. The efficacy of
statins can be enhanced by local administration in an appropriate delivery system.
However, the delivery system may be removed from the applicatipon site due to the mouth
movements and saliva secretion. Bioadhesive polymers are used to provide the retention
of the system at the application site for desired period of time. Amongs them is chitosan
which is widely used in dental therapy for its anti-inflammatory, antimicrobial, wound
healing effects as well. In this study, chitosan based gel formulations for a statin group
drug, atorvastatin was developed for local delivery. In order to enhance the solubility of
atorvastatin, solid dispersions were prepared using different polymers (PEG 6000,
Pluronic F-68, chitosan) and incorporated into gels prepared using chitosans with different
properties. The antiinflammatory effect of the formulations were investigated in vitro on
gingival fibroblast cells (hGF) and in vivo in rats with ligature induced periodontitis. The
leves of proinflammatory cytokines including IL-1beta, IL-6, IL-8 and antiinflammatory
cytokines which are IL-10, TGF-betal, TGF-beta2 ve TGF-beta3 were and osteclastic
activity was evaluated histologically. Following the application of formulations, decrease
in cytokine levels was observed and this was to be profound in presence of chitosan. In
correlation with this result, osteaclastic activity was found to decrease. In general
evaluation, the antiinflammatory effect of atorvastatin was found to increase in presence
of chitosan. Hence, it is concluded that the developed formulations are promising for the

treatment of periodontal disease.

Key Words: atorvastatin, chitosan, antiinflammatory, periodontitis.

This study was supported by TUBITAK-SBAG-1001 program (114S758).
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SEKILLER

Periodontal hastaligin geligimi
Periodontal dokudaki inflamasyonun olusum mekanizmasi
Kitosanin kimyasal yapisi

Atorvastatin kalsiyumun molekiil formiilii ([(3R,5R)-7-[3-
(fenilkarbamoil) 5-(4-florofenil) -2- izopropil- 4-fenil-1H-pirol-1-i1] -3,5-
dihidroksiheptaoik asit, kalsiyum tuzu

Biyoadezyon ¢alismalarinda elde edilen kuvvet-zaman egrisi
Tekstiir analiz cihazinin kamera ve aydinlatma sistemi

Biyoadezyon ol¢iimlerinde elde edilen kuvvet-zaman egrisi. 1) prob jele
temas etmeden Once; 2) probun 0.2 N kuvvet ile probun jelle temas1 (180
san); 3) probun yukariya dogru hareketi; 4) probun jelden kopma ani

Tekstiir analiz cihazinda siringa edilebilirlik testi diizenegi
Franz difiizyon hiicresinin sematik gériiniimii

Si¢an dis etinde ligatiirle indiiksiyon

Sican dis etine formiilasyon uygulanmasi

Hayvan c¢aligmalarinda takip edilen protokol

Sagliklt ve periodontitis olusmus dokularin sematik ve histolojik
goriintiileri (a) Mine-sement sinirinin atasmana olan uzakligi; (b) Mine-
sement sinirinin alveolar kemige olan uzakligi; (c) Alveolar kemigin dise
olan uzakhig: (iist); (d) Alveolar kemigin dise olan uzakligi (mid); (e)
Alveolar kemigin dise olan uzaklig1 (alt); (f) Alveolar kemigin alani

pH 6.8 tamponunda atorvastatin’in UV spektrumu
Atorvastatinin kalibrasyon dogrusu (r*=0,999)

Baz kitosan (a) ve baz kitosan+atorvastatin (b) katt dispersiyonuna ait
spektrumlar (pH 6.8 fosfat tamponu iginde)

PEG (a) ve PEG+atorvastatin (b) kat1 dispersiyonuna ait spektrumlar (pH
6.8 fosfat tamponu iginde)

Pluronik (a) ve Pluronik+atorvastatin (b) kati dispersiyonuna ait
spektrumlar (pH 6.8 fosfat tamponu iginde)

Saf atorvastatinin ve atorvastatin kati dispersiyonlarinin su i¢indeki ve pH
6.8 fosfat tamponu i¢indeki ¢oziintirliikleri
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Farkli polimerler: a) PEG 6000; b) Pluronik F-68; c) baz kitosan ile
hazirlanan AT kat1 dispersiyonlarina ait DSC termogramlari

Farkli polimerler: a) PEG 6000; b) Pluronik F-68; c¢) baz kitosan ile
hazirlanan AT kat1 dispersiyonlarina ait FT-IR Spektrumlari

Atorvastatine ait X-1s1n1 difraksiyon deseni

Farkli polimerler: a) PEG 6000; b) Pluronik F-68; c) baz kitosan ile
hazirlanan AT kat1 dispersiyonlarina ait X-1s1n1 kirinimi

Atorvastatine ait SEM mikrograflari (x25.000)

PEG 6000 ile hazirlanan AT kat1 dispersiyonlarina ait SEM mikrograflari
(x25.000)

Pluronik F-68 ile hazirlanan AT kat1 dispersiyonlarima ait SEM
mikrograflart (x25.000)

Baz kitosan ile hazirlanan AT kat1 dispersiyonlarina ait SEM mikrograflari
(x25.000)

AT igeren jel formiilasyonlarina ait viskozite egrileri (n=3)
AT kat1 dispersiyonlar1 igeren jel formiilasyonlarin viskozite egrileri (n=3)
Jel formiilasyonlarinin biyoadezyon 6zellikleri = SS (n=3)

AT kat1 dispersiyonlart i¢ceren formiilasyonlarin biyoadezyon 6zellikleri +
SS (n=3)

AT kat1 dispersiyonlar1 igeren formiilasyonlarin siringa edilebilirligini
gosteren is egrileri (n=3)

AT igeren jel formiilasyonlardan etkin madde salim profilleri + SS (n=6)

AT kat1 dispersiyonlar1 igeren jel formiilasyonlardan etkin madde salim
profilleri + SS (n=6)

Formiilasyon (1/2 diliisyonunda) uygulamasini takiben hGF hiicrelerinde
IL-1beta seviyeleri: a) uygulamadan 4 saat sonra; b) uygulamadan 8§ saat
sonra

Formiilasyon (1/2 diliisyonunda) uygulamasini takiben hGF hiicrelerinde
IL-6 seviyeleri: a) uygulamadan 4 saat sonra; b) uygulamadan 8 saat
sonra

Formiilasyon (1/2 diliisyonunda) uygulamasini takiben hGF hiicrelerinde
IL-8 seviyeleri: a) uygulamadan 4 saat sonra; b) uygulamadan 8 saat
sonra

Formiilasyon (1/2 diliisyonunda) uygulamasini takiben hGF hiicrelerinde
IL-10 seviyeleri: a) uygulamadan 4 saat sonra; b) uygulamadan 8 saat
sonra
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Formiilasyon (1/2 diliisyonunda) uygulamasini takiben hGF hiicrelerinde
TGF-betal seviyeleri: a) uygulamadan 4 saat sonra; b) uygulamadan 8
saat sonra

Formiilasyon (1/2 diliisyonunda) uygulamasini takiben hGF hiicrelerinde
TGF-beta2 seviyeleri: a) uygulamadan 4 saat sonra; b) uygulamadan 8
saat sonra

Formiilasyon (1/2 diliisyonunda) uygulamasini takiben hGF hiicrelerinde
TGF-beta3 seviyeleri: a) uygulamadan 4 saat sonra; b) uygulamadan 8
saat sonra

Sagliklt (- kontrol) (a) ve periodontitis (+ kontrol) (b) gelistirilmis
si¢anlarda periodontal dokularin gériiniimii

(Calisma boyunca sican agirliklari (g)

Sigan dis eti dokularinda IL-1beta seviyeleri + SS. + atorvastatin ¢ozeltisi
ve (+)kontrol grubu arasindaki anlaml farklilik (p<0.05). ** gK-AT ve
(+H)kontrol grubu arasindaki anlamhi farklilik (p<0.05). ## gP-AT ve
(+)kontrol grubu arasindaki anlamli farklilik (p<0.05).

Formiilasyon (1/2 diliisyonunda) uygulamasini takiben hGF hiicrelerinde
IL-1beta seviyeleri (4 saat sonra)

Sigan dis eti dokularinda IL-6 seviyeleri + SS. + atorvastatin ¢ozeltisi ve
(+)kontrol grubu arasindaki anlamli farklilik (p<0.05). ** gK-AT ve
(+H)kontrol grubu arasindaki anlamhi farklilik (p<0.05). ## gP-AT ve
(+)kontrol grubu arasindaki anlamli farklilik (p<0.05).

Formiilasyon (1/2 diliisyonunda) uygulamasini takiben hGF hiicrelerinde
IL-6 seviyeleri (4 saat sonra)
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1. GIRIS

Periodontal hastalik (dis eti hastaligi) diseti ve disleri destekleyen diger dokular
etkileyen inflamatuvar bir hastaliktir. Diseti kenarindaki veya altinda yer alan biyofilm
halindeki mikroorganizmalarin neden oldugu yaygin goriilen mikrobiyal enfeksiyondur.
Alveolar kemigin erimesi, kollajen liflerin dejenerasyonu, periodontal ligament kayb1 ve
atagman kaybi ile karakterize olan patolojik bir durumdur. Kirmizi, sis ve kanayan
disetleri periodontal hastaligin bulgularindandir. Hastaligin tedavi edilmemesi
durumunda, inflamasyonun devam etmesi sonucu disleri destekleyen dokularin yikimiyla

beraber disin kaybedilmesine kadar ilerlemesine kadar gidebilmektedir.

Periodontal hastalikta ilk basta yapilan tedavi hastaligin ilerlemesine sebep olan
bakteri plagi ve dis taglarinin temizlenmesidir. Bu amagla dis ylizeyi temizligi ve kok
yiizeyi diizlestirmesi gibi mekanik uygulamalar yapilmaktadir. Ancak bu uygulamalar
periodontal hastalikta sadece baslangi¢c tedavisi olmakla smirli kalmakta, periodontal
dokulara tutunmasi sebebiyle uzaklastirilamayan ve ulasilamayan bakteriler sebebiyle
hastalik ilerleyerek atagsman kaybi, alveolar kemigin ve periodontal ligamentin yikimi

ger¢eklesmektedir.

Periodontal hastalikta, mekanik tedaviye ek bir tedavi yaklasimi olarak sistemik
antibakteriyal ajan kullanimi1 benimsenmistir. Ancak oral ila¢ kullanilmasinin; ilacin
hepatik ilk gecis etkisine ugramasi, gastrointestinal kanalda enzimatik veya hidrolitik
olarak parcalanmasi ve bunun sonucunda etki yerine ulasacak etkin madde miktarinin
daha az olmasi, ve bu dogrultuda daha yiliksek dozda uygulama zorunlulugu gibi
sakincalar1 vardir. Ayrica antibiyotik kullanimi ¢ok ciddi bakteri direnci olusumuna neden
olmakta ve patojenlerin direncli oldugu antibiyotiklerin kullanilmasi hastalik ilerleyisinin

durdurulmasinda basarisizliga sebep olmaktadir.

Plak kontrolii ve olusumunun engellenmesi i¢in yapilan mekanik temizlemeye ek
olarak topikal ila¢ uygulamalar1 da mevcuttur. Bu amagla agiz yikama ¢ozeltileri siklikla

kullanilmaktadir. Ancak bu soliisyonlarin, giinde birkac kez kullanmay1 gerektirmesi ve



periodontal hastalikta olusan periodontal cebe tutunmamasi ve tiikrikkle hemen
uzaklastirilmasi gibi sebeplerle etki bolgesinde uzun siire kalmamasi gibi dezavantajlar

vardir.

Statinler  ateroskleroz  ve  kardiyovaskiiler  sistem  rahatsizliklarinda
hiperkolesterolemiyi tedavi etmek amaciyla kullanilan etkin maddelerdir. Yapilan son
caligmalarda statinlerin lipid diisiiriicii etkilerinin disinda pleiotropik etki olarak
antiinflamatuvar etkiye sahip oldugu gosterilmistir. Statin grubu etkin maddeler

antiinflamatuvar etkisinden dolay1 periodontal hastaliklarin tedavisinde denenmektedir.

Lokal ilag tedavisi ile uygulama bolgesinde yiiksek etkin madde konsantrasyonu,
diisiik yan etkisi, gibi iistiinliikleri nedeniyle sistemik ilag¢ tedavisine tercih edilmektedir.
Ancak lokal olarak uygulanan ilacin uygulama bdolgesinden tiikiiriik salgis1 ve agiz/dil
hareketiyle uzaklasmasini engellemek i¢in uygun formiilasyonlar gereklidir. Bu amagla
biyoadezif polimerlerden yararlanilir. Bu polimerlerden bir tanesi olan kitosanin hem
biyouyumlu, biyoparcalanabilir olmasit hem de antimikrobiyal, antiinflamatuvar, yara
tyilestirici, doku rejenerasyonu saglayici gibi biyolojik aktivitelere sahip olmasi nedeniyle

dis hekimligi tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir.

Bu c¢aligmada, antiinflamatuvar etkiye sahip statin grubu ilaglar i¢in lokal olarak
periodontal cebe uygulanacak ve etki bolgesinde uzun siire kalacak bir formiilasyon

gelistirilmesi hedeflenmistir.



2. GENEL BIiLGIiLER
2.1. Periodontal Hastalik

Periodonsiyum; dis eti (gingiva), alveolar kemik, periodontal ligament ve
sementten olusan ve disi destekleyen yapilarin biitliniidiir. Periodontitis ise disin destek
dokular1 olan alveolar kemik, sement ve periodontal ligamentin kaybi ile karakterize
enfeksiydz bir hastaliktir (1). Mikrobiyal dental plak periodontal hastaligin baslama ve
ilerlemesinde ana etyolojik ajan olarak kabul edilmektedir (2). Dental plak tek bir yap1
icinde birbirleriyle kompleks iliskili, ¢cok sayida farkli bakteriyel tiir iceren biyofilm
tabakasidir (3). Periodontal hastalik primer olarak gram (-) bakteri kaynaklidir (4).

Inflamasyon sadece gingivay: etkiledigi zaman gingivitis; daha derin periodontal
dokulara ilerledigi zaman periodontitis adin1 alir (5). Gingivitis, disetlerinde kanama,
kizariklik, 6dematdz bir klinik goriintii ile karakterizedir ve diseti olugu sivisinda artis ve
sondlamada kanama mevcuttur (6). Page ve ark. hastaligin ilerlemesiyle ilgili asamalari

rapor etmistir (7). Gingivitis tedavi edildigi takdirde geri doniisiimii olabilen bir hastaliktir

(8).

Periodontitis ise atagman ve kemik kaybi ile ilerleyen iltihabi bir periodontal
hastaliktir (9). Dis etlerinde ¢ekilme ya da biiylimeler, kok furkasyon bolgesinde aciklik,
dis mobilitesinde artig, yer degistirme ve sonunda dis kayb1 diger bulgulardandir (10).
Genellikle yavas ilerleyen, agrisiz bir hastaliktir ancak ilerleme hizi, konak yanitini

etkileyen diyabet, sigara tiiketimi gibi ¢evresel ve sistemik faktorlerden etkilenmektedir

(11).

Alveoler kemik rezorpsiyonu ve periodontal atagsman kaybi, periodontitis
oncesinde gozlenen gingivitis tablosundan ayiran en 6énemli bulgulardir (1). Periodontal

hastaligin gelisim evreleri Sekil 2.1°de verilmistir.
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Sekil 2.1. Periodontal hastaligin gelisimi (12)

2.1.1. Periodontal Hastaligin Sebepleri ve Olusum Mekanizmasi

Periodontal hastalik, periodontal atasman kaybi, alveoler kemik kaybi, periodontal
cebin olusumu gibi lezyonlarin olusumuna ve dis etiyle dis kokii arasinda derinlesen
catlaklar ve bunun sonucunda agri ve huzursuzluk olusumu, ¢igneme bozuklugu ile
birlikte dislerin geri doniisiimsiiz kaybina kadar ilerleyen olaylar dizisidir (13).
Periodontitis ¢ok sayida etkeni olan bir hastaliktir. Degisik tiirdeki periodontal hastaliklar
klinik bulgular, ilerleyis hiz1 ve tedaviye verdikleri yanitlar a¢isindan farkliliklar gdsterir
(9, 14). Sigara, hormonal degisiklik, diyabet, ilag, hastalik, genetik faktorler gibi risk
faktorleri periodontal hastaligin ilerlemesinde 6nemli rol oynar (11). Periodontitis,
aterosklerozis, kardiyovaskiiler hastalik, romatoid artrit, diyabetes mellitus gibi kronik
inflamasyon durumlariyla baglantilidir. Sistemik durumlar ve periodontal hastalik
arasindaki iligki tam olarak agiklanamasa bile klinik belirtiler, periodontitisin konakeg1
cevabi ve inflamatuvar belirteglerin serum seviyelerinin artmasiyla degerlendirilen bir

durum oldugunu gostermektedir (15).

Bukkal boslukta ¢ok sayida mikroorganizma bulunmaktadir ancak hepsi patojenik
degildir. Periodontitisten gram negatif bakteriler genel olarak sorumludur. Hastaligin
siddetine gore mikroorganizmalarin c¢esitlerinde gram-pozitif aerobik tlirlerden gram-
negatif anaerobik tiirlere dogru degisim olur. Gram-negatif bakteriler arasinda
Bacteroides intermedius, Bacteroides gingivalis, Actinobacillus actinomycetemcomitans,

Wolinella recta, Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythensis vardir (16).



Enfeksiydz karakter sergileyen periodontitisin gelismesi i¢in patojen varligi
gerekli olmakla beraber, tek basina yeterli degildir. Periodontopatojen olarak kabul edilen
mikroorganizmalarin baglattigi konak cevaplar1 da periodontitisin olusumunda énemli bir

etkendir (17).

1970’lerde konak cevabi ve mediyatorlerin rolleri {izerine ¢aligmalar
yogunlagsmistir. Ivanyi ve ark. (18) periodontitisli hastalarin periferik lenfositlerinin,
bakteri plagia karsi, saglikli bireylerin lenfositlerinden daha fazla reaksiyon verdigini
rapor etmislerdir. Ayni1 yil, Klein ve ark. (19) doku kiiltiirtinde prostaglandinlerin kemik
rezorpsiyonunun potent stimulatdrleri oldugunu bildirmislerdir. Goodson (20),
prostaglandinlerin periodontal dokularda bulundugunu ve hastalikta alveoler kemik
rezorpsiyonunda 6nemli rolii oldugunu rapor etmistir. Horton ve ark. (21) periodontitis’li
hastalarin periferik kanlarindaki l6kositler stimiile edildiginde, kemik rezorpsiyonuna
neden olacak bir madde salgiladiklarini bulmus ve o donemde bu maddeye osteoklast

aktive edici faktor adi verilmistir.

1990’ yillarda, periodontitisin ilerlemesinde sitokinler ve inflamatuvar
mediyatdrlerin rol oynadigi tizerinde durulmustur. Patojenik bakterilerle karsilasilinca
l16kositler ve inflamasyon mediyatdrleri damar gegirgenliginin artmasi ile periodontal
yumusak dokulardan periodontal bosluga dogru hareket etmektedir. Viicudun
inflamatuvar cevabi olarak T-lenfositler, notrofiller, plazma hiicreleri, antikor salimi,
sitokin (IL-1a, IL-1B, IL-6, IL-8) (22), kemokin ve C-reaktif protein ve lipopolisakkarit
seviyeleri artmaktadir (15). Bu mediyatorler (belirteg), doku tahribi yapan bir ya da daha
fazla faktorii aktive ederek, basta matriks metalloproteinaz, plazminojen ve
polimorfoniikleer serin proteaz olmak iizere bu faktdrler kemik rezorbsiyonuna yol
acmaktadir (23, 24). Bunlar proteolitik enzimlerden olan metalloproteinaz gibi kollajenaz
enzimlerin serbest birakilmasina neden olan inflamasyon belirteclerinin hareketine sebep
olarak bag dokusunun ekstraseliiler matriksinin degradasyonuna yol a¢maktadir. Bu
inflamasyon belirteglerinin kademeli artisiyla (22) gingiva ve periodontal dokularin

inflamasyonu gerceklesmektedir (14). Ayrica dis etinde prostaglandinlerin, PGE,, artisi



ile hastaligin ilerlemesine sebep olarak inflamasyon olusumu sonucu alveolar kemik

erimesi goriilmektedir (22).

Bakteriye kars1 konak immun cevabi, inflamatuvar medyatorlerin ¢ok miktarda
salinimima yol acarak doku yikiminmi baglatmaktadir. Periodontopatik bakterilerin
periodontal cepte devamli stimiilasyonu sonucu asir1 konak cevabir meydana gelmekte,
gingival epitelyal hiicre ve fibroblast yanitlar1 olugsmakta ve lokal olarak makrofaj, T hiicre
ve B hiicre infiltrasyonlart meydana gelmektedir. Bunlarin sonucunda inflame olan
periodontal dokularda asir1 sitokin iiretimiyle beraber dokularda hasar meydana
gelmektedir. Thl hiicreleri proinflamatuvar &zellikte olup, interferon gama (IFN-y),
interlokin (IL)-1, IL-2, IL-6, IL-12, IL-18, IL-23, ve tiimdr nekrozis faktor-alfa (TNF-a)
kaynagidir. Ilerleyen periodontitis lezyonlarnda Th2 hiicreleri B hiicrelerini uyaran
sitokinleri serbest birakmaktadir. B hiicreleri antikor iiretebilirse patojenik bakteriler
elimine edilir, ancak B hiicreleri Th2 hiicreleri tarafindan asir1 uyarilarak aktive edilirse
IL-1 serbest birakilir ve bag dokusu harabiyete ugrar. Thl ve Th2 hiicre tip sitokinler
inflame periodontal lezyonlarda bulunmaktadir ve immun cevabin diizenlemesinde
onemli rol oynamaktadir. inflamasyonu tetikleyici genel mekanizma Sekil 2.2°de

verilmigtir.
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Sekil 2.2. Periodontal dokudaki inflamasyonun olusum mekanizmasi (25)

2.1.2. Periodontal Hastalikta Tedavi Yaklasimlari

Hastaligin siddetine gore cerrahi miidahale, mekanik tedavi ve farmakolojik
ajanlarin kullanimi gibi tedaviler uygulanabilir. Dis tasin1 kazima (scaling) ve kok
yiizeyini diizlestirme (root planning) cerrahi olmayan mekanik tedavide altin standarttir
ve baglangic tedavisi olarak kullanilabilir. Bu tedaviler, klinik semptomlarin ortadan
kalkmasini ve periodontal patojenlerin uzaklastirilmasini saglar ancak biitiin hastalar bu
konvansiyonel tedaviye (26) istenilen cevabi vermez (27). Subgingival biyofilm ve tartar
da mekanik yollarla uzaklastirilir ancak derin ceplere ulagilamayabilir (28). Ayrica dis ile
dis eti arasindaki bag dokularin yikimi hizli olabilmektedir. Bu durumda mekanik tedavi

yontemlerine ek olacak tedavi yontemleri tercih edilmektedir.



Bu amagla oral hijyen saglayan antiseptikler siklikla kullanilmaktadir. Ancak bu
kullanim smirhidir, plak kontroliinde ve dis eti inflamasyonunda, bu antiseptiklerde
kullanilan kimyasal ajanlarin agiz boslugundaki yerlesik mikroflorayr bozmamasi
gerekmektedir; ayrica agiz yikama cozeltileri dis etine tutunmadig icin etki bolgesinde
uzun siire kalamadigindan sik kullanim gerektirmektedir. Ancak akut durumlarda, cerrahi
tedavi sonras1 inflamasyonun kontrol altina alinmasinda kullanilabilir. Bu ilaglara 6rnek
fenolik bilesikler iceren Listerine®, sanguinarin igerikli Viadent®, kuaterner amonyum

bilesikleri igeren Cepacol® 6rnek verilebilir (29).

Periodontal bag dokunun ve alveolar kemigin yikimi konagin bakteri plagina ya
da bakteriyel iirlinlere cevabi seklinde olusur. Bu konak cevabini degistirmek i¢in matriks
metalloproteinaz (MMP) gibi enzim inhibitorleri, prostaglandin, sitokin gibi pro-
inflamatuvar mediyator inhibitorleri ve osteoklast inhibitorleri tedavide umut verici
yaklagimlardir (29, 30). Bu amagcla osteoklast inhibitérii olup kemik yikimini azaltan
alendronat gibi bifosfanatlar {izerinde caligmalar yapilmistir ancak, bu grup etkin
maddeler yan etkilerinden dolayr tercih edilmemektedir (30, 31). Non-steroidal
antiinflamatuvar etkin maddeler siklooksijenaz enzim sistemini (COX-1) ve prostaglandin
(PGE2) sentezini inhibe ederek konak cevabini degistirmektedir. Ancak prostaglandin
sentezini inhibe eden ibuprofen ve flurbiprofenle yapilan ¢aligmada beklenenin aksine
etkileri minimum bulunmustur (30). Konak, bakteri ve bakteriyal iirlinlere karst cevap
olarak tetrasiklinlerle ilgili, doku yikimina neden olan matriks metalloproteinaz enzimini
inhibe ettigi gosterilen bir calisma mevcuttur (30). Ayrica lazer tedavisi uygulandigi

bildirilmistir (32)

Kolesterol diisiiriicii etkilerinin yanisira antiinflamatuvar etkileri bilinen statinler

lizerine periodontal alanda ¢aligmalar mevcuttur (33-39).
2.1.3. Periodontal Hastalikta Kullanilan ila¢ Tasiyic1 Sistemler

Periodontal hastalik tedavisinde lokal uygulanan lif, film, jel, strip, mikropartikiil,

nanopartikiil, vezikiiler sistemlerle ilgili ¢ok sayida ¢aligma mevcuttur (13, 40).



Sistemik Tedavi

Dis eti ¢izgisinde ya da bu ¢izginin altinda mikroorganizmalarin birikmesi sonucu
olusan enfeksiyon sonucu olusan periodontal hastalikta, patolojik durumun ana etkeni
bakteri oldugu i¢in sistemik uygulanan antibiyotik tedavileri gelistirilmistir (41).
Subjinjivada biriken ve yumusak dokuya tutunan organizmalarin uzaklagtirilmasina
yardimct olur. Ancak patojenik mikroorganizmalarin biiylimesini engelleyen ya da bu
organizmalar1 Oldiiren uygun etkin madde dozunun ayarlanmasi gerekmektedir (27).
Ayrica kolonize haldeki bu organizmalar, tedavide kullanilan antibiyotiklere karsi,
kendilerine kismi koruma saglayan biyofilm i¢inde bulunmaktadirlar. Literatiirde
periodontal hastaligin tedavisinde sistemik yolla antibiyotik kullanimi hakkinda ¢ok
sayida caligma vardir ancak sonuglar, kullanilan antibiyotik, dozaj, etki siiresi, tedavinin
takip edildigi siire, tedavi edilen populasyon gibi etkenlere bagl olarak degisiklik
gostermektedir (41).

Ayrica antimikrobiyal etkin maddelerin sistemik yan etkileri olabilir: periodontal
cebe ulasan etkin madde konsantrasyonu yeterli olmayabilir, sik uygulama dozu gerektirir,
hasta uyuncu gerektirir ve mikrobiyal direng gelisebilir (28). Ayrica hepatik ve renal
yollarin hastaligt ya da bozulmasi durumunda antibiyotik kullanimi kisithidir, ayrica
penisilin tiirevi antibiyotiklere karsi alerji olmasit durumunda bu etkin madde

kullanilmamalidir (27).

Sistemik antibiyotik tedavisinde amoksisilin, amoksisilin + potasyum klavulanat
kombinasyonu, penisilin, ampisilin, doksisiklin, tetrasiklin, minosiklin, metronidazol,
klindamisin, azitromisin, eritromisin, kanamisin, rifampin, rifampisin, kloramfenikol,

siprofloksasin kullanimlart mevcuttur (29, 30, 41).

Sistemik statin kullanimimin periodontal hastalikta koruyucu etkisi oldugu
gosterilmistir (31, 36, 42, 43). Statinler kemik metabolizmasin1 degistirir ve T-hiicre
aktivasyonunu azaltir. Kemik morfogenetik protein-2’nin ag¢iga ¢ikmasini saglar,

osteoblast farklilasmasini artirir ve ayrica osteoklastik aktiviteyi diislirmesiyle ilgili
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caligmalar vardir (44, 45). Osteoblastik aktiviteye bagli kemik yapimi iizerine etkisi
gosterilmistir (31, 44). Statinler osteoklastik aktivite diisiirmesi RANK-ROS yolagini
inhibe etmesiyle olur (44). Atorvastatinin sistemik kullaniminda alveolar kemik kayb1 ve
disin sallanmasi {lizerine olumlu etkisi oldugunu gosteren c¢alismalar bulunmaktadir (43,

46).
Lokal Tedavi

Sistemik ilag tedavisinde etki edecek etkin madde dozunun hedef bdlgeye
erismemesi gibi problemlerle karsilagilmasi sonucu lokal tedavi yaklasimlari
benimsenmistir. Antimikrobiyal olarak metronidazol, klorhekzidin, minosiklin,
doksisiklin ve tetrasiklin etkin maddeleri kullanilmistir. Bu amagla jel, film, lif, merhem
sistemleri kullanilmistir (47) ve periodontal hastaligin tedavisinde piyasaya ilk ¢ikan
antibiyotik icerikli ilag Actisite®’tir. Tetrasiklin igeren bir lif sistemidir, bu ilac1 zaman
icinde doksisiklin igeren siringayla uygulanan jel Atridox®, siringayla uygulanan
metronidazol igerikli jel sistemi Elyzol® , siringayla uygulanan minosiklin mikrokiireleri
igeren ve siringayla uygulanan Arestin® izlemistir (29). Lokal ilag tedavisi, yliksek etkin
madde konsantrasyonu, diisiik yan etkisi, her giin uygulama zorunlulugu olmamas1 gibi
avantajlariyla sistemik ilag tedavisine gore iistiinliik saglamaktadir (48). Lokal ilag tasima
sistemleriyle, ilacin sistemik dolagima maruz kalmadan direk uygulanan bolgeye etki

etmesi saglanir (28).

Antiinflamatuvar etkisi bilinen statinlerin peridontal hastalikta lokal kullanimiyla

ilgili statin ¢alismalar1 yapilmistir (39, 49-52).
2.1.4. Periodontal Hastalikta Statin Grubu Etkin Maddelerin Kullanimi

Son yillarda ise statinlerin pleiotropik, kolesterole bagimli olmayan etkileri
tizerinde yogunlasilmistir. Karacigerdeki kolesterol {iretimini yapan enzimi engelleyerek
kandaki kolesterol seviyesini diisiiriicii etkilerinin disinda antiinflamatuvar etki

gosterdikleri ile ilgili ¢alismalar mevcuttur (34, 37, 53).
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Periodontal hastalik tedavisinde inflamasyonu tetikleyen sitokinlerin inhibe
edilmesi ve yikilan dokularin yenilenmesi hedeflenmistir. Statinlerin antiinflamatuvar ve
kemik olusumunu artirici (kemik morfogenetik protein-2’nin agiga g¢ikmasini artirir)
Ozelligi periodontitiste kullaniminm1 tesvik etmektedir. Vaskiiler endotelyal biiyiime
faktoriiniin salinimini stimiile ederek kemik dokusunda kemik olusumunu artirir. Ayrica
statinler osteoblastik aktiviteyi artirarak osteoklastik aktiviteyi azaltirlar (44). TNF’nin
baskilayici etkilerini tersine ¢evirir, inflamasyon belirteci olan C-reaktif proteinin plazma

seviyesini diisiirlir, interlokin liretimlerini azaltir (54).
2.2. Lokal Tasiyic1 Sistemlerin Formiilasyonu

Periodontal cepte yeterli olmayan antibiyotik konsantrasyonu, plazma antibiyotik
seviyesinin tedavi edici dozun altina diismesi, mikrobiyal diren¢ gelisimi, yan etkiye
sebep olacak yiiksek pik-plazma konsantrasyonu gibi dezavantajlar sebebiyle periodontal

hastaligin tedavisinde periodontal cebe ilac tasima sistemleri gelistirilmistir.

Cep i¢ine ilag tasima sistemleri olarak daha once lif (16, 55-57), jel (16, 56, 58-
61), mikropartikiil (16, 62), film (16, 63-65), strip (66), nanopartikiil (16, 67), vezikiiler
sistemler (68) ile ilgili caligmalar yapilmistir. Periodontal cebe ilag tagimimi ile ilgili
biyoadezif formiilasyonlar {izerinde ¢ok sayida calisma vardir. Biyoadezif sistemlerde

ilag, etki bolgesinde daha uzun siire kalmakta oldugu i¢in tercih edilmektedir.

Bu amagla biyoadezif 6zelligi yliksek olan jel (60), film (60, 64, 69), nanopartikiil
sistemler gelistirilmistir. Periodontal cep icine uygulanacak ila¢ tasima sistemleri

biyouyumlu ve biyobozunur polimerlerle gelistirilmistir.

Jel sistemleri hasta tarafindan daha kolay uygulanabilmesi, uygulama bolgesinde
biyoadezif 6zelliginden dolay1 uzun siire kalabilmesi ve istenen siire boyunca istenen
hizda etkin madde saliminmi saglamasi ve dayanikliliginin iyi olmasi gibi avantajlardan

dolayi tercih edilmistir.
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Lif sistemleri ipliksi periodontal cep icine aplikatorlerle uygulanabilen tasiyic
sistemlerdir. Bu sekilde cep i¢ine kontrollii salim saglanabilir (40). Ancak bazi
caligmalarda bu sistem, biyoparcalanir olmayan sistemler ve her seferinde lifin yenisiyle
degistirilme gerekliligi sebebiyle zaman alic1 olarak degerlendirilmistir ve hasta uyuncu
olmamasi ve uygulama sonrasi kirmizi dig etlerinin gdzlenmesi gibi dezavantajlari oldugu

belirtilmistir (70).

Film sistemleri yaygin olarak cep icine uygulanan sistemlerdir ve ilacin salimi
difiizyon ve/veya matriks dissoliisyonu ya da erozyon ile gergeklesir (71). ince ve
biyoadezif filmler giinliik hijyen uygulamalarinda kolayca uzaklasmaz ve periodontal
cebe uygun olacak biiyiikliikte kesilebilir ve hasta uyuncu artirilir (72). Biyopargalanir
olmayan polimerlerde filmin yenisiyle degistirilmesi gerektiginden, biyopargalanir
polimerlere ydnelme olmustur. Ikinci ve ark. (60) biyoparcalanir dogal bir polimer olan
kitosan ile film sistemi gelistirip Porphyromonas gingivalis’e karst antimikrobiyal
etkinligi incelemistir. Yiiksek molekiil agirlikli kitosanla ve klorheksidinin kitosanla

kombinasyonuyla daha yiiksek antimikrobiyal etkinlik bulunmustur.

Jel sistemlerinin hazirlanmast ve uygulamasi kolaydir (73), biyouyumlu ve
biyoadezif sistemler olarak hazirlanabilir ve periodontal cebe kolayca tutunur. Jellere

kars1 alerjik reaksiyon goriilme olasilig1 diger sistemlere gore daha diistiktiir (74).

Nanopartikiiller sulu ortamda ¢abuk dagilir, diger sistemlerin ulagsamadig1 yerlere
ulasabilir, uygulama sikligin1 azaltacak sekilde kontrollii salim yapacak nanopartikiil
sistemleri gelistirilir. Nanopartikiillerin mikrokapstil, mikrokiire, emiilsiyon bazl1 tagiyici

sistemlere gore listlin olduklari bildirilmistir (75).

Vezikiiler sistemler, genis unilamellar, kii¢lik unilamellar, multilamellar olmasina
gore boyutlar1 degismektedir. Biyouyumlu, biyoparcalanabilir, toksik olmayan,
immunojenik olmayan 6zellikleri ve yiiksek stabilite, enkapsiile edilen ilact dis ortamdan

koruma gibi iistiinliikleri vardir. Liu ve ark. (76) kronik periodontitisli hayvan modelinde
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minosiklin nanolipozomlarinin TNF-alfa seviyesi {iizerine etkisini incelemis ve
nanolipozomlarin TNF-alfa mRNA ekspresyonunu inhibe ederek yiliksek antiinflamatuvar
0zellige sahip oldugunu gostermistir. Ayrica kontrollii salim saglayan nanolipozmlarla tek

dozla uzun siire etki goriilmiistiir.

Biyoadezyon, biyolojik ve sentetik molekiillerin biyolojik dokulara tutunmasini
ifade eden bir terimdir (77) ve dozaj formlarinin uygulama bolgesinde tutulmasi yoluyla
ilag tagima sistemlerinin optimize edilmesinde kullanilir. Biyoadezyon hiicre-hiicre
tutunmasi, bakterinin yiizeye tutunmasi, mukozal membranlarla etkilesim, adezif
maddelerin medikal tedavilerde kullanilmasini (yara iyilestirici olarak, ila¢ tagima sistemi

olarak) igerir.

Biyoadezif polimerler elde edildigi kaynaga, sudaki ¢oziiniirliiklerine, sahip
olduklar1 yiike ve ayrica biyoadezif bag olusum mekanizmasmna gore
siiflandirilmaktadir. Calismamizda kullandigimiz kitosan katyonik dogal bir polimerdir.
Biyouyumlu, biyoparcalanabilir, biyoadezif ve biyoaktif ozelliklerinden dolay1

calismamiza dahil edilmistir.
2.3. Kitosan

Kitosan, yenge¢, karides, istakoz gibi eklembacaklilarin dig iskeletinde, bazi
bakteri ve mantarlarin hiicre duvarlarinda bulunan ve dogada seliilozdan sonra en yaygin
olarak bulunan polimer olan kitinin alkali ortamda deasetilasyonu ile elde edilen bir
polisakkarittir. Seliilozda C-2 karbonundaki hidroksil grubu yerine kitosanda amin grubu

bulunmaktadir ve seliilozun aksine pozitif iyon ylikii tasimaktadir.

Deasetilasyonun derecesi, N-asetil-D-glukozamin {iinitelerinin molar fraksiyonu
olarak tanimlanmaktadir. Deasetilasyon derecesi, deasetilasyona ugramis N-asetil-D-
glukozamin iinitelerinin sayisinin toplam iinite sayisina gore miktarini gosterir. % 65-70
veya lizerinde deasetilasyon derecesine sahip kitin kitosan olarak bilinmektedir.

Deasetilasyon derecesi kitosanin fizikokimyasal ve biyolojik 6zelliklerini, bunun sonucu
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olarak da hazirlanan farmasotik formiilasyonlarin ozelliklerini etkiler. Kitin organik
¢oziiclilerde ¢oziinmezken, kitosan pH’s1 6.0’dan diisiik olan diliie asidik ¢ozeltilerde

¢Oziinebilmektedir (78).

Kitosan biyouyumlu, biyopargalanabilir ve biyoaktif oOzellikler gostermesi
sebebiyle farmasotik ve medikal alanda tercih edilen bir polimerdir. Ayrica toksik ve
allerjenik olmayan biyoadezif 6zellikte bir polimer olup mukozal ilag tagiyict sistemlerde
ve agilarda, antimikrobiyal, antiinflamatuvar, hemostatik, antiviral, doku rejenere edici,
yara 1iyilestirici ve immunojenik aktivite gibi biyoaktif Ozellikleri sebebiyle
calisilmaktadir (78-80). Ayrica bukal, nazal, intestinal, vajinal mukozalarda penetrasyonu

artirict 6zellige sahip oldugu gosterilmistir (81-83)

Kitosanin molekiil agirligi, ham materyalin kaynagina ve hazirlama yontemine
gore degisiklik gosterir. Ticari olarak farkli saflik, molekiil agirligi, deasetilasyon

dereceleri vardir.

Kitosanin farmasdtik uygulamalarda kullanilmasmnin  ana faydasi, C-2
pozisyonuna ¢esitli kimyasal gruplar ekleyerek ek fonksiyonlara sahip yeni konjugatlar
olusturulabilmesidir. Bu modifikasyonlarla kitosanin 06zellikleri spesifik farmasotik

teknolojik gereksinimlere uygun hale gelecek sekilde degistirilebilir.

Kitosanin ylizeyindeki pozitif yiikk sayesinde ekzojen niikleik asit gibi
makromolekiillerle, negatif yiiklii mukozal yiizeylerle ve plazma membraniyla kolayca

etkilesir (78). Kitosanin kimyasal yapis1 Sekil 2.3.’te verilmistir.

NHCOCH; NH3

Sekil 2.3. Kitosanin kimyasal yapisi
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2.3.1. Kitosanin Dis Hekimliginde Uygulamalari

Biyogecimli, diisiik toksisiteli, biyoadezif, biyoparcalanabilir 6zelliklere sahip
olmast nedeniyle farmasotik alanda yaygin olarak kullanilmaktadir. Kitosan bazl
formiilasyonlar konvansiyonel graniilasyon ya da tablet {iretme teknikleriyle iiretilebilir.
Ayrica sulu asidik ortamlarda kolayca jellesir. Jellesme 6zelligi sebebiyle kontrollii salim

saglayan ilag tasiyict sistemlerde kullanilir.

Jellerde ilag tasiyict olarak, tabletlerde salimi geciktiren hidrofilik materyal,
graniiller, mikropartikiiller ve nanopartikiiller olarak kullanimi vardir. Kitosanin hidrofilik
yapist tabletlerde dagitici olarak hemen salim saglayan formiilasyonlarda kullanilir.
Ayrica ¢Oziiniirligii diisik olan etkin maddelerin  ¢oziniirliiglinii  artirmada

kullanilmaktadir.

Kitosan, oftalmik (84), nazal (85), bukal (81, 86), periodontal (87), intestinal (88,
89), vajinal (82, 90) ve transdermal (91) gibi mukozal yollarla ilag tasiyic sistemlerde de
kullanilmaktadir. Bukkal taginimda kitosanin, formiilasyonlarin agiz boslugunda kalma

suresini artirmak tizere tablet ve film olarak kullanimi vardir.

Akincibay ve ark. (61) bos kitosan jelin ve bu jelin metronidazol ile
kombinasyonunun periodontitis iizerine etkisini inceleyip kitosan jel ve metronidazol
iceren kitosan jel arasinda antimikrobiyal etki yoniinden fark bulunmazken bu durum
kitosanin kendisinin de antimikrobiyal 6zellige sahip olmasiyla agiklanmistir. Needleman
ve ark. (92) kitosanin da aralarinda oldugu 3 farkli polimer ile periodontal cebe
uygulanacak jel formiilasyonlar1 gelistirmistir. Gelistirilen bu jel formiilasyonlarinin
biyoadezif Ozellikleri, akig ve hidrasyon Ozellikleri ile uygulama bdlgesinde kalma
stireleri arasindaki iligki incelenmis ve aralarinda dogrudan bir iliski oldugu ortaya
konulmustur. Ji ve ark. (93) periodontal hastalifin tedavisine yonelik kitosan, kuaternize
kitosan, a, B —gliserofosfat ve %0.1 klorhekzidin iceren 1siya duyarl jel formiilasyonu
gelistirmistir. Bu karisimi igeren sulu ¢ozelti 37 °C’de 6 dk’da hidrojele doniismektedir

ve bu 1stya duyarli hidrojelden klorhekzidin pH 6.8 fosfat tamponuna 18 saatte tamamen
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salinmaktadir. Gelistirilen formiilasyonun in vitro ¢alismalarla periodontal patojenlere
kars1 etkili oldugu gosterilmistir. Yar ve ark. (94) periodontal hastalikta inflamasyonun
tedavisi i¢in electrospinning yontemiyle meloksikam, kitosan, PV A ve hidroksiapatit bazli
bir film gelistirmistir. Gelistirilen formiilasyondan ilk birka¢ saat iginde hizli salim olsa
da daha sonraki 5 saat boyunca salim yavaslayarak devam etmistir. Bu biyobozunur
filmlere farkli konsantrasyonlarda meloksikam yiiklenerek etkin madde salimi iizerindeki
etkisi incelenmistir. Dental alanda umut vaat edici bir ¢alisma oldugu diisiiniilmektedir.
Ikinci ve ark. (60) dogal polimer olan kitosanin Porphyromonas gingivalis’e karst
antimikrobiyal etkisini incelemistir. Hazirladiklar1 kitosan filmlerin antimikrobiyal
etkisinin oldugunu ve bu etkinin kitosanin molekiil agirligindaki artis ve klorhekzidin
kombinasyonu ile arttigin1 bulmuslardir. Chinta ve ark. (95) periodontitisin lokal
tedavisinde kullanilmak {izere farkli konsantrasyonlarda sodium sitrat kullanarak
moksifloksasin igeren capraz bagli kitosan filmleri elde etmislerdir. Hazirlanan
formiilasyonlar1 arasinda %4 sodyum sitratla hazirlanan kitosan filmlerinin 15 giin
boyunca ilaci en fazla salarak antibakteriyel etki gosterdigi bulunmustur. Khan ve ark.
(87) periodontal hastaligin tedavisinde kullanilmak iizere metronidazol ve levofloksazin
iceren gluteraldehitle capraz baglanmis kitosan filmleri hazirlamistir. Filmlerin ilk giin ani
salim yaptig1 daha sonra 7 giin boyunca siirekli salim yaptig1 ve Staphylococcus aureus
ve Escherichia coli bakterilerine kars1 yiiksek antibakteriyel etki gosterdigi bulunmustur.
Pichayakorn ve ark. (62) emiilsiyon ¢apraz baglama yontemi ile elde edilen metronidazol
yiklii kitosan mikropartikiillerinin optimizasyon caligmalarin1 yapmiglardir. Ayrica
gelistirilen mikropartikiil formiilasyonlarini jel ve film icerisine hapsederek uzatilmig
salimli bir dozaj formu elde etmislerdir. Govender ve ark. (96) periodontal hastaligin
tedavisinde kullanilmak iizere iyonotropik jelasyon yontemi ile elde edilen tetrasiklin
yiiklii kitosan mikropartikiillerinin pH degisimine bagli olarak etkin madde yiikleme
etkinligini incelemistir ve pH 9’dan pH 6’ya dogru azalan pH’da etkin madde ytikleme
etkinliginin arttig1 bulunmustur. Lee ve ark. (97) periodontitiste lokal enfeksiyonu kontrol
altina almak ve kemik rejenerasyonunu tetiklemek iizere lovastatin, tetrasiklin, PLGA ve
kitosan igeren nanopartikiil formiilasyonu gelistirmistir. Kontrollii salim saglayan bu

sistemin biyouyumlu, antibakteriyel 6zellige sahip oldugu gosterilmistir. Dung ve ark.
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(98) antisens oligoniikleotit yiiklii kitosan nanopartikiilleri hazirlamis ve
oligoniiklotitlerin nanopartikiillerden salimi incelenmistir. Salinimin ilact yilikleme
yontemine ve pH kosullaria bagh oldugu gosterilmistir. Bazik pH’da oligoniikleotitin
salinimi asidik pH’ya gore daha yiiksek bulunmustur. Yavas salinimli bir sistem
oldugundan periodontal cep icine uygulanarak periodontal hastaligin lokal tedavisinde
kullanilabilecek bir sistem oldugu diisiiniilmektedir. Shen ve ark. (99) periodontal
hastaligin tedavisinde kullanilmak iizere kontrollii salim i¢in tetrasiklin igeren kitosan
bazli bir siinger formiilasyonu gelistirmis ve tripolifosfat ile ¢apraz baglama yapilan
stingerlerden ilacin beklenildigi gibi yavas ve kontrollii salim yaptig1 tespit edilerek

hastalikta umut vaad edici oldugundan bahsetmistir.

2.4. Kat1 Dispersiyonlar

Kat1 dispersiyonlar suda ¢oziiniirliigii az olan etkin maddelerin partikiil
biiyiikliigiinii kiiciilterek, 1slanabilirligini artirarak ¢oziiniirliigiiniin artirilma stratejisidir.
Kat1 dispersiyonlara ait ilk ¢calisma Sekiguchi ve Obi tarafindan 1961°de yapilmistir (100).
Ik jenerasyon kati dispersiyonlar iire, seker gibi kristal tastyicilar kullanilarak elde
edilmistir. Bu kat1 dispersiyonlar kristal yapida olup termodinamik olarak stabildir. Ikinci
jenerasyon kati dispersiyonlarda etkin madde amorf yapida olan polimerler igerisinde
diizensiz yapida molekiiler dispersiyona ugramaktadir. Kullanilan polimerler sentetik ya
da dogal yollardan elde edilen polimerler olabilir. Sentetik polimerler povidon (PVP)
(101-108), polietilenglikoller (PEG) (101-103, 105-111), pluronikler (107, 110, 112, 113)
polimetakrilatlar (114) arasindan segilebilir. Dogal polimerlere 6rnek ise seliiloz tiirevleri
verilebilir. Hidroksipropil metilseliiloz (HPMC) (104, 115), mikrokristalin seliiloz (106),
hidroksipropil seliiloz, siklodekstrinler (110, 116), kitosan (114, 117-126) verilebilir.
Ucgiincii jenerasyon kat1 dispersiyonlar, kendiliginden emiilsifiye olabilen ve yiizey aktif
Ozellige sahip tasiyici sistemler kullanilarak ortaya ¢ikmistir (127). Suda ¢ozlniirliigl az
olan etkin maddelerin biyoyararlanimin1 artirmak (128) ve kati dispersiyonlar1 stabilize
ederek tekrar kristal hale doniisiimiinii engellemek amaciyla iiglincii jenerasyon kati

dispersiyon formiilasyonlar1 gelistirilmistir. Tasiyict sistemlerde inulin, gelucire,
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poloksamerler gibi surfaktanlarm kullanildigi caligmalar yapilmistir. Ayrica amorf
polimer ve surfaktanin beraber tagiyici sistem olarak kullanildig1 calismalar da mevcuttur.
Ornegin suda ¢dziiniirliigii az olan 1ab687 nin PEG ve polisorbat 80 tasiyicilari ile kati

dispersiyon formiilasyonu elde edilmistir (127).

llaglarin  suda  ¢oziiniirliigiiniin  artirrlmas1 ~ kimyasal ve formiilasyon
yaklasimlartyla miimkiin olmaktadir. Kimyasal yaklasimlar: tuz olusumu veya polar ya
da 1iyonize olabilen gruplarin etkin maddelerle birlestirilmesi sonucu prodrug
olusturulmas1. Ormegin tuz olusumu zayif asit ve zayif baz yapida etkin maddelere
uygulanabilir, ndtr yapida etkin maddelere uygulanamaz. Formiilasyon yaklasimi ise
¢ozme ve partikiil biiyiikligiini kiigliltme yontemlerine dayanir. Ancak ¢6zme yontemi
surfaktanlar ya da yardimci ¢oziiciiler ile sulu ortamlarda ve organik solvanlarda
¢Oziilmesi ile s1vi formiilasyonlar elde edilir ve hastanin kullanimi i¢in uygun olmayabilir.

Kat1 dispersiyon olusturma yontemi daha kolay ve uygulanabilirligi daha fazladir (129)
2.4.1. Kati Dispersiyon Hazirlama Yontemleri

Suda ¢oziinlirligl disiik olan etkin maddelerin ¢oziiniirliiglinii artirmak igin
kullanilan bir yontemdir. Coziiniirliigii artan etkin maddelerin biyoyararlanimlari da artar.
Coziiniirligiin -~ artmasi, 1slanabilirligin  artmasi, partikiil boyutunun kiiciilmesi,
partikiillerin porozitesinin artmasi ve kristal ozelligin kaybedilerek amorf o6zellik

kazanilmasiyla miimkiin olmaktadir.

Partikiil boyutunun kiigiiltiilmesi: Tasiyict bir solvan i¢inde disperse edildikten

sonra etkin madde da ¢6ziinme ortaminda molekiiler olarak dagitilir. Suda ¢oziintirliigii az
olan etkin maddelerle, ¢oziiniirligii yiiksek olan tasiyicilarin karisimi elde edilir. Yiizey

alan1 artar ve sonug olarak ¢oziiniirliik artar (130).

Islanabilirligin artmasi: Ilacin ¢oziiniirliigiiniin artmasi ilacin kat1 dispersiyon

olusturma ydntemiyle 1slanabilirliginin artmasiyla dogru orantilidir. Ure gibi yiizey aktif

ozelligi olmayan ve kolik asit, safra tuzlar1 gibi yiizey aktif 6zellige sahip olan tasiyicilar
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etkin maddelerin 1slanabilirlik 6zelliklerini artirirlar.  Ayrica yardimer ¢oziicli olarak
kullanilan surfaktanlarin kullanimi ile de 1slanabilirlik 6zelliginin artti1 gosterilmistir

(131).

Partikiillerin porozitesinin artirilmasi: Por6z yapida etkin maddelerde ¢oziiniirliik

daha yliksektir, hazirlanan kat1 dispersiyonlarin pordz 6zellikte oldugu bildirilmistir (132).
Pordzitedeki artis kullanilan tasiyicinin 6zelliklerine bagli olarak degismektedir. Lineer
yapidaki polimerler, ags1 yapiya sahip polimerlere gore daha genis ve daha por6z yapida

partikiiller meydana getirir (132, 133).

Amorf yap1 kazanmasi: Suda ¢Oziiniirliigii diisiik olan kristal yapidaki etkin

maddeler amorf hale doniisiince ¢oziiniirliikleri artmaktadir, ¢ilinkii ¢6zlinme sirasinda
kristal orgiliyii kirmak i¢in bir enerji gerekmeyecektir. Diisiik kristal enerjisine sahip etkin
maddelerde (diisiik erime sicakligl) olusacak olan amorf yapi, tastyict ve ilacin erime
sicakliklart arasindaki farka baghdir. Yiiksek kristal enerjili etkin maddelerde ise amorf
ozelligi yiiksek olan bir karisim eldesi, tasiyict ve etkin madde arasindaki etkilesime

baghdir (132, 134).

Kat1 dispersiyonlarda karsilasilabilecek problemler:

Kat1 dispersiyonlar mekanik islemler sirasinda ve saklama kosullarinda (sicaklik
ve nem) amorf halden kristal hale donebilir. Cams1 gecis sicakliginin altinda amorf
bilesenlerin molekiiler hareketi ile tekrar kristal duruma doniis oldugunu gdsteren
caligmalar yapilmistir (135, 136). Ayrica polimerlerin ¢ogu higroskopik yapidadir bu
nedenle saklama sirasinda faz ayrigsmasi kristal biiyltimesi, amorf formdan kristal forma
doniisiim ya da yar1 kararli kristal formdan kararli forma doniisiim gerceklesebilir. Bu

durum ¢6ziiniirliigiin azalmasina sebep olabilir (131).

Yeniden kristalize olma, kat1 dispersiyonlarin en biiyiik dezavantajlarindandir.
Amorf sistemler termodinamik olarak stabil degildir ve yeniden kristalize olarak kristal

hale gegme egilimindedir. Polimerler kat1 dispersiyon karigiminin camsi gegis sicakligini
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artirarak, kat1 dispersiyon i¢indeki amorf etkin maddelerin fiziksel stabilitesini artirir. Bu
durumun sonucu olarak ya da etkin maddedeki fonksiyonel gruplarla etkilesim sonucu,
belirli saklama kosullar1 altinda molekiillerin hareketi azaltilmis olur (135). Polimerin
yeniden kristalize olmay1 engelleyebilmesi i¢in etkin maddeyle molekiiler diizeyde bir
karisim saglamasi gerekmektedir. Bu karigimin saglanabilmesi, etkin madde ve polimer
arasindaki etkilesime baglhidir (137). Ilaglarin cogu hidrojen baglayic1 bdlgelere sahiptir.
Bu konuyla ilgili ¢caligmalar, etkin madde ve polimer arasinda iyon-dipol etkilesimi ve
molekiiller arast hidrojen baginin oldugunu gostermistir. Etkilesim sonucu kati

dispersiyonlarin karisabilirligi ve fiziksel stabilitesinin artti1 gosterilmistir (138, 139).

Kat1 dispersiyon hazirlama yontemleri ilacin ve polimerin 6zelliklerine gore
belirlenir. Yiiksek sicakliklarda hazirlanan kati dispersiyon yoOntemlerinde 1siya
dayaniksiz etkin maddeler kullanilmamaktadir. Coziicii gerektirip gerektirmemesi,
hazirlanmalarimin farkl: siirelerde olmasi, biiylik veya kiigiik 6l¢ekli iiretiminin hangisinin
yapilacagi gibi konular kat1 dispersiyon hazirlama yontemlerinin se¢iminde belirleyici rol

oynamaktadir.

Eritme yontemi: Ilag, daha 6nceden &tektik noktanmn altinda eritilen tasiyict

icerisinde siispande edilir. Karisim sogutulur ve katilastirilir. Katilagtirma oda
sicakliginda, buz banyosunda (140), desikatérde (105) yapilabilir. Daha sonra bu kati
karisim partikiil biiytikliiglinii kiigiiltmek i¢in toz haline getirilir. YOntemin avantaji,
yapilan islemler i¢in ¢oziicii gerektirmemesidir. PEG ve Pluronik eritme yonteminde en
¢ok kullanilan polimerlerdir. Ancak yiiksek sicaklikta yapilan ¢alismalarda etkin madde
bozunabilir (129), etkin madde ve tasiyici, eriyik haldeki tasiyicinin viskozitesinin ¢ok

yiiksek olmas1 sonucu tam olarak karigamayabilir ve faz ayrigmasi olabilir (129).

Sicak eriyik (hot melt) ekstriizyonu: Bu yontemde etkin madde ve tasiyict ayn

anda karistirilir, 1s1tilir, eritilir, homojen hale getirilir, daha sonra tablet, cubuk, pellet form
olusturacak sekilde eskstriide edilir. Karistirma sirasinda donme giiciiniin etkisiyle eriyik

haldeki polimer i¢inde ilacin ¢okmesi dnlenir ve homojen bir karisim elde edilir. Hot melt
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ekstriizyon sistemleri etkin madde; bir ya da daha fazla sayida eriyebilen polimer; pH
ayarlayici ya da plastizer benzeri yardimci maddelerden meydana gelebilir. Erime hizi,
polimerin fiziksel ve reolojik 6zelliklerine bagl olarak gergeklesir. Diisiik viskozitede ve
amorf yapidaki polimerlerde erime hiz1 yiiksektir. Hot melt ekstriizyon yonteminin diger
eritme yoOntemlerine gore avantaji ekstriider i¢inde etkin madde ve polimerin yiiksek
sicakliga kisa bir siireliine maruz kalmalaridir ve bdylece 1siya dayaniksiz etkin
maddelerin degradasyonunu engellenmis olur. Bu yontemle termodinamik olarak stabil

tirtinler dretilir, biiylik 6lgekte iiretim yapmak miimkiin olur (141).

Coziicii ucurma metodu: Ilag ve tastyiciyr iceren ¢dzeltiden ¢dziicii

uzaklagtirilarak elde edilen kati dispersiyondur. Yiiksek sicaklikta bozunan etkin madde
ve tastyicilarin  dekompozisyon problemine ¢6ziim olabilir, dondurarak kurutma
yontemiyle sicaklik olmadan ¢oziicliyli ugurmak miimkiindiir. Erime noktalar1 nedeniyle
eritme yoOnteminde kullanilamayan bazi polimerler i¢in ¢dziicii ugurma yontemi
kullanilabilir. Bu yontemde kullanilan ¢dziiciilere 6rnek metanol, etanol, etil asetat,
aseton, metilen kloriir, su ve bunlarin karigimi verilebilir. Sodyum lauril siilfat, tween 80
gibi surfaktanlar ¢oziicii i¢indeki etkin madde ve polimerlerin ¢oziintirliigiinii artirmak
icin kullanilabilir. Bu yontemin dezavantaji ¢oziicli ugurma yonteminden sonra ortamdan
tam olarak uzaklastirllamayan ¢oziicliniin toksisiteye sebep olabilmesidir. Ayrica, su
benzeri tam ugurulamayan coziicliler camst gecis sicakligini diisiirerek bilesenlerin
hareketini artirarak faz ayrismasina sebep olabilir. Kat1 dispersiyonlarda katilasma hizi,
ilacin fiziksel halini belirler. Katilagmanin hizli olmas1 ilacin amorf yap1 kazanmasini
saglar. Bu nedenle ¢oziicliyli ugurmak amaciyla farkli yontemlerle galigilmistir. Isitict
tabla ile u¢urulmas: (heating on hot plate), vakumda kurutma, piiskiirtmeli kurutma,
dondurarak kurutma, piiskiirtmeli dondurarak kurutucu (SFD), doner evaporator

yontemleri bunlara 6rnektir (142).

Doner evaporator: Coziicli ugurma islemleri sirasinda faz ayrigmasi goriilebilir.

Isitma islemi molekiiler hareketi artirabilir ve faz ayrigsmasina sebep olabilir. Bu nedenle

vakum altinda doner evaporator kullanilarak diisiik sicaklikta ¢6ziicii ugurulabilir. Ancak
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uzun zaman alan bir islemdir, kurutma islemi sirasinda faz ayrismasi ve yeniden

kristallenme gerceklesebilir (129).

Piiskiirterek kurutma: Hizli bir ¢6ziicli ugurma yontemidir. Bu yontemde ilaci

iceren ¢Ozelti ya da siispansiyon bir kaptan pompa sistemiyle noziiliin girisine aktarilir ve
puskiirtiilerek genis yiizey alanina sahip kiiciik damlaciklara donistiiriliir. Bu
damlaciklardan ¢oziicliler hizlica uzaklasir ve kati dispersiyon olugsur. Piiskiirtmeli
kurutucu ile hazirlanan kati dispersiyonlar i¢indeki etkin madde amorf haldedir ve

¢cOziinlirligl artmistir (141, 143).

Dondurarak kurutma: Bu yontemle ilag stabil bir agst yapinin i¢inde olur. Bu
yontem 2 adimdan olusur: dondurma ve liyofilizasyon. Dondurma hiz1 faz ayrigmasini
kontrol edebilmek i¢in Onemlidir. Temel islem etkin madde-tasiyict ¢dzeltisini sivi
nitrojen i¢inde tamamen dondurulmasi ve dondurulan ¢ézeltinin liyofilize edilmesidir. Bu
yontemin avantaji faz ayrigmasinin minimum olmasidir; dezavantaji ise ¢ogu organik
¢oziiciiniin diisiik donma derecelerine sahip olmalarindan dolayi siiblimasyon sirasinda
donmus durumda kalamamasidir. Ornegin dondurarak kurutulmasi i¢in diisiik sicaklik
gerekiyorsa bu islem uzun siirecektir. Ayrica liyofilizasyon islemi i¢in ¢6ziicliniin yiiksek

buhar basincina sahip olmasi istenir (144).

Piiskiirtmeli dondurarak kurutma (SFD): Bu yontemde etkin madde ve polimer

¢ozeltisi s1v1 nitrojen ya da soguk kuru havaya piiskiirtiiliir ve donan damlaciklar hemen
liyofilize edilir. Sogutma ajanlar ile direk temas ve genis yiizey alan1 hizli bir sekilde
camlasma ile sonuglanir ve faz ayrismasi riski azaltilmis olur. Hizli dondurma islemi
amorf formun olusumunu saglar ve molekiillerin hareket ederek kristal hale donmesini

engellemis olur (145).

Stiperkritik antisolvan yontemi (SAS): Siiperkritik sivilar, antisolvan ya da ¢oziicii

olarak kullanilabilir. Stiperkritik sivi olarak karbondioksit kullanimi, kritik sicakligi ve

basinct diisiik olmasi sebebiyle fazladir. Ayrica kimyasal olarak inerttir ve diigiik kritik
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sicakliga sahip olmasi nedeniyle termal duyarliliga sahip etkin maddelerin kullaniminda
tercih edilir. Siiperkritik sivilarin sicaklik ve basinglari kritik noktanin itizerindedir.
Karbondioksit ¢oziicii olarak kullanilirsa etkin madde ve tasiyici stiperkritik karbondioksit
icinde c¢oziindiiriiliir ve diisilk basing altinda bir noziilden genlesme kabi icerisine
puskiirtiiliir. Genlesme sonrasi kat1 dispersiyon partikiilleri kisa siirede olusur. Siiperkritik
karbondioksit anti-solvan olarak kullanilirsa, organik ¢oziicii i¢cindeki etkin madde ve
tasiyiciyl iceren ¢ozelti ve siiperkritik karbondioksit ayn1 anda noziilden piskiirtiiliir.
Cozelti piiskiirtiildiigiinde, ¢6ziicii siiperkritik karbondioksit tarafindan ekstre edilir ve bu
sayede kat1 disperisyon partikiilleri ¢oker. Stiperkritik sivi kritik sicaklik ve basincin
tizerinde tek bir fazda bulunur. Siperkritik sivilar, sivilarin yogunlugu; gazlarin

sikistirilabilme 6zelligi, viskozite, yliksek difiizyon 6zelliklerine sahiptir (141, 146).

Birlikte ¢oktiirme yontemi: Organik solvanlar i¢cindeki ¢oziiniirliigii diisiik olan ve

yiiksek erime noktalari olan etkin maddeler i¢in uygun bir yontemdir. Bu yontemde etkin
madde ve tasiyict tamamen bir organik ¢dziicii i¢inde ¢oziindiiriilir ve anti-solvan
igerisine eklenir, boylece etkin madde ve tasiyici ¢oker. Elde edilen siispansiyon filtre
edilir ve kalan ¢oziiciiniin uzaklastirilabilmesi i¢in yikanir. Elde edilen ¢okelti filtre
edildikten ve kurutulduktan sonra kati dispersiyon partikiilleri elde edilir. Bu yontemde
kullanilan polimerler pH bagimli ¢oziiniirliige sahiptir. Polimetakrilat, polivinil ftalat,
seliiloz asetat ftalat ve ¢oziicli olarak dimetilasertamit, dimetilformamit, N-metil pirolidon
kullanilabilir. Yiiksek bir sicaklifa ihtiyag duymayan bu yontemle etkin madde ve
polimerlerin degradasyonlari 6nlenmis olur. Kullanilacak olan ¢oziicii ve anti-solvan
karigimi plastizer gorevi gorerek molekiillerin hareketine ve bdylece kristalizasyona sebep

olabilir. Bu nedenle polimer, ¢dziicii ve anti-solvan se¢imleri dikkatli yapilmalidir (147).

Elektrostatik savurma: Bu yontem kat1 dispersiyon teknolojisi ve nanoteknolojinin
kombinasyonu olarak diisiiniilebilir. Ila¢ ve polimer ¢ozeltisi spinneret igine yerlestirilir,
mikrosiringa pompast ve yiiksek voltaj (5-30 kV) ile baglantihdir. igne ucu ¢ozelti
yiizeyine elektrik yiikler. Elektrik gerilimi ayrica spinneret ve toplama kismi arasina da

uygulanir. Elektrik kuvveti su-hava ara yiizeyindeki besleme ¢ozeltisinin yiizey gerilimini
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asarsa puskiirtme yapilir ve elektrik yiikiiyle bir siire diize gider ve sonra spiral bir yol
izler. Coziicli uzaklasir ve mikron ve submikron boyutlarinda lifler elde edilir. Toplanan
lifler oral dozaj formlarinda materyalin direk kapsiil i¢ine konulmasinda ya da daha sonra
ogiitmede kullanilabilir. Liflerin boyutlar1 ¢6zeltinin yiizey gerilimi, polimer ¢ozeltisinin
dielektrik sabiti, besleme hizi, elektrik alan giicii, igne ucu-toplama kismi arasindaki
mesafe, sicaklik, nem gibi ¢cevresel etmenlere baglidir. Bu yontemin avantaji liflerin genis
ylizey alanina sahip olmasi ve ¢oziiciiniin buharlasmasi sonucu amorf dispersiyonlarin

olusmasidir (142).

Eritme ve ¢dziicii yontemi: Ilag, uygun bir ¢dziiciide ¢oziindiiriiliir, eritilen tasiyic

ile bu ¢ozelti karistirilir ve daha sonra ¢dziicii ugurularak kati dispersiyon elde edilmis
olur. Bu yontemin avantaji sicaklik ve karistirma zamaninin eritme yonteminden diigiik

olmasidir. Ayrica eritilen polimer ¢oziiciide daha kolay disperse olur (129).

Birlikte 6giitme yontemi: Bu yontemde etkin madde ve tasiyici 6giitiicli iginde,

genelde bilyali degirmen, karistirilir ve saatler sonra iiriin elde edilir. Birlikte 6giitme
yontemi ilacin partikiil biiyiikliigiiniin kiiciiltiir ve ilacn1 kristal formdan amorf forma
dontlistimii saglayabilir. Bu yontemde beklenen amorfa forma doniisme mekanizmasi,
etkin madde ve tastyici arasinda etkilesim ya da kristal yapidaki bozulmalarin birikimi
sonucu Gibbs serbest enerjisinin uyarilmasi olabilir. Birlikte 6glitme ydntemi ve eritme,
puskiirtmeli kurutma yontemleri karsilastirilmis ve kimi ¢alismalarda birlikte 6gtlitme
yontemiyle ¢oziiniirliigiin diger yontemlere gore daha fazla arttigi gosterilirken, diger

caligmalarda tam tersi durum s6z konusudur (147).
2.4.2. Kati Dispersiyonlarda Kullanilan Polimerler

Kat1 dispersiyon teknolojisi ilacin kristal 6zelligini kaybederek amorf yapi
kazanmas1 ve ¢oziiniirliigii diisiik olan ilacin hidrofilik tasiyic1 iginde molekiiler
dispersiyonu olarak bilinmektedir (148). Calismalarda en ¢ok hidroksipropilmetil seliiloz
(HPMC) (104, 112, 115, 149-155), polivinilpirolidon (PVP) (104, 126, 130, 152, 156,
157), Eudragit (158, 159), polietilen glikol (PEG) (126, 160-171), kitosan (112, 118, 126,
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152), Gelucire (172-174), pluronik (112, 161, 175), jelatin (176), hidroksipropil-f3-
siklodekstrin (126, 177), sodyum karboksimetil seliiloz (NaCMC) (178) kullanilmaktadir.
Ayrica Kollidon® (158) , Avicel 200, Synperonic® (175), Plasdone™ S-630 kullanim1

da mevcuttur.

Calismamizda hazirlanan kati dispersiyonlarda kullanilmak tizere PEG 6000,

pluronik F-68 ve baz kitosan secilmistir.

Etkin madde olarak kullandigimiz atorvastatinle ilgili kati dispersiyon
caligmalarinda, hazirlanan kati1 dispersiyonlarla ilacin ¢6ziiniirliigii (179), dissoliisyonu

(155, 159) ve biyoyararlaniminin (104, 180-182) artirildig1 raporlanmustir.
2.5. Atorvastatin Kalsiyum

Atorvastatin Kalsiyum, atorvastatin’in bir tuzudur ve statin grubu bir etkin
maddedir. Lipit diisiiriicii etkin madde grubu olan statinler (veya HMGKoA rediiktaz
inhibitorleri) yiiksek kan kolesterol diizeylerinden dolayr kardiyovaskiiler hastalik riski
tasiyan kisilerde kolesterolii diisiirmek i¢in kullanilirlar. Atorvastatin, statin grubu bir
antihiperlipidemik etkin maddeler olup, 3-hidroksi-3- metilglutaril-koenzim a (HMG-
KoA) rediiktaz enziminin selektif kompetitif inhibitoriidiir. Bu gruptaki etkin
maddelerden farkli olarak hiperkolesterolemisi olan hastalarda ytikselmis LDL kolestrolii
ve trigliserit diizeylerinin her ikisini birden diisiirme endikasyonuna sahip tek etkin

maddedir.

Son yillarda atorvastatin kalsiyumun kolesterol diisiiriicii etkisinin disinda
pleiotropik etki gosterdiklerine dair ¢aligmalar bulunmaktadir. Antiinflamatuvar etkileri
gosterdikleri pleiotropik etkilerden bir tanesidir ve c¢esitli mekanizmalarla
antiinflamatuvar etkinin olustugu gosterilmistir. Bu mekanizmalar arasinda; endotelin-1,
interlokin-6, hiicrelerarast adezyon molekiilii-1 (ICAM-1) ve platelet tiirevi biiyiime
faktorii (PDGF) diizeylerinde azalma; niiklear faktor-k B (NF-xB) aktivasyonunda azalma,

nitrik oksit diizeyinde artma, endotelial hiicre aktivasyonunda, C- reaktif protein (CRP)
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diizeyinde ve proinflamatuvar sitokinlerde (IL-1p ve TNF-a) azalma, LDL
oksidasyonunun inhibisyonu ve bazofillerden histamin {iretiminin inhibisyonu

bulunmaktadir (183, 184).

Atorvastatin kalsiyumun kimyasal yapis1 Sekil 2.4’te gdsterilmistir.
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Sekil 2.4. Atorvastatin kalsiyumun molekiil formiilii (185) ([(3R,5R)-7-[3-
(fenilkarbamoil)-5-(4-florofenil)-2-izopropil-4-fenil-1 H-pirol-1-il]-3,5-
dihidroksiheptaoik asit, kalsiyum tuzu)

Kapal1 formiilii CesHesCaF2N4O10 olup, molekiil agirligi 1155.34 tiir.
2.5.1. Fiziksel Ozellikleri

Atorvastatin kalsiyum beyaz veya kirli beyaz renkte kristalize bir tozdur. pH 4 ve
altindaki sulu cozeltilerde ¢oziinmez. Distile suda, pH 7.4 fosfat tamponunda ve
asetonitrilde ¢ok az ¢dziiniir; etanolde az ¢oziinlir ve metanolde kolaylikla ¢oziiniir.

Atorvastatin kalsiyum 1yi kapatilmis kaplarda ve oda sicakliginda saklanmalidir (186).
2.5.2. Farmakokinetik Ozellikleri

Atorvastatin, gastrointestinal yoldan hizla absorbe olur. Gastrointestinal

mukozada presistemik klerens ve/veya karacigerdeki ilk gec¢is metabolizmasi nedeniyle
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mutlak biyoyararlanimi diisiiktiir (%12). Sitokrom P450 izoenzim CYP3A4 tarafindan
cok sayida aktif metabolitlerine metabolize olur. %98’i plazma proteinlerine baglanir.
Atorvastatinin ortalama plazma eliminasyon yar1 dmrii insanda yaklasik 14 saattir. HMC-
KoA rediiktaz i¢in, inhibitor aktivitenin yar1 6mrii, aktif metabolitleri etkisi nedeniyle 20-

30 saattir. Atorvastatin metabolitleri Oncelikle safradan atilir.
2.5.3. Atorvastatinin Periodontal Hastaliklarda Uygulamalar:

Kronik periodontitisi olan hastalarda subgingival olarak (187) ve periodontitisle
beraber tip 2 diyabet hastalarinda subgingival (188), sinif II furkasyon defekti olan
hastalarda lokal (50) ve kemik ici defekti olan hastalarda (189) %]1.2 atorvastatinin jel
uygulamasi sonrasi atagman seviyesinin diizeldigi raporlanmistir. Kronik periodontitisli
hastalarda sistemik atorvastatin kullaniminin, sallanan dis ve alveolar kemik kayb1 {izerine

olumlu etkisi oldugu bildirilmistir.

Bir ¢aligmada giinde 2 defa 0,5 mL, %2 atorvastatin i¢ceren dis macunu kullanimi

ile inflame periodontal alanin kii¢iildiiglinii bildirmistir (190).

Periodontitis hastalarinda sistemik olarak yiiksek doz verilen atorvastatin
tabletlerinin periodontal ve arteriyel inflamasyonu azalttigin1 raporlanmistir (53).
Hiperlipidemili ve periodontitisi olan hastalarda atorvastatinle tedavi sonrasi dis eti olugu
stvisindan alinan 6rneklerde, proinflamatuvar sitokin seviyelerinin azaldigi belirlenmis ve
bu tedavinin inflamasyonla beraber hiperlipidemi tedavisinde olumlu sonug verdigi (191)

ve periodontal hastalikla hiperlipidemi arasinda iliski oldugu (192) bildirilmistir.

Hayvan calismalarinda periodontitis gelistirilen siganlarda sistemik ve lokal
yoldan verilen atorvastatin ile vaskiiler endotelyal biiylime faktdriiniin aktive oldugu,
alveolar kemikte ve atagman seviyesinde artis gozlenmis (193), gavajla verilen
atorvastatin tedavisinde ise alveolar kemikte (194) iyilesme goriildiigli raporlanmstir.
Glukortikoid ile indiiklenmis osteoporozlu siganlarda osteoporozun periodontal hastaligi

katiilestirdigi ve kas igine verilen atorvastatin uygulamasi ile inflamasyon belirteglerinin,
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oksidatif stresin, kemik kaybinin azaldigi raporlanmistir. Bu ¢aligmayla atorvastatinin

pleiotropik etkisi gosterilmistir (195).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Aletler

Atorvastatin kalsiyum

Kitosan

Kitosan (Protasan UP CL 213)
PEG 6000

Pluronik F-68

Laktik asit

Franz Diflizyon Hiicreleri
Evaporator

Calkalamali Su Banyosu

Etiv

Formaldehit %10

Ketamin

Ksilazin

Purified anti-human TNF-a Antibody
Human IL-1 beta ELISA kit
Human IL-6 beta ELISA kit

Huma IL-8 beta ELISA kit

Nobel ilag, Turkey

Koyo Chemicals, Japonya
Novamatrix, Norveg

Merck, Almanya

Merck, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
fldam Cam, Tiirkiye

IKA® RV 10 Basic

Memmert

Memmert

Sigma-Aldrich, Almanya
Ketalar®, Pfizer

Rompun®, Bayer

BioLegend, ABD

Ebioscience Affymetrix, ABD
Ebioscience Affymetrix, ABD

Ebioscience Affymetrix, ABD
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Human IL-10 beta ELISA kit
Human TGF-beta 1 ELISA Kit
Human TGF-beta 2 ELISA Kit
Human TGF-beta 3 ELISA Kit

Rat IL-1 beta ELISA kit

Rat IL-6 beta ELISA kit

Rat IL-8 beta ELISA kit

Rat IL-10 beta ELISA kit

Rat TGF-beta 1 ELISA kit

Rat TGF-beta 2 ELISA kit

Rat TGF-beta 3 ELISA kit

Proteaz inhibitor Kokteyli

Tripsin EDTA 10X, 100 mL
Amfoterisin B ¢ozeltisi 20 mL
HBSS, Ca;Mg;Na ve Fenol Kirmizis1 500ml
HEPES Buffer | M 100 mL
DMEM, 4.5 g/L Glukoz;L-Glutamin
L-Glutamin 100X, 200mM -100ml

Fetal Calf Serum 500 mL

Ebioscience Affymetrix, ABD
Ebioscience Affymetrix, ABD
Ebioscience Affymetrix, ABD
Ebioscience Affymetrix, ABD
Cusabio, China

Cusabio, China

Cusabio, China

Cusabio, China

Cusabio, USA

Cusabio, USA

Cusabio, USA

Cell Signalling Tech., ABD
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Biowest, ABD

Biowest, ABD

Biowest, ABD

Biowest, ABD

Sigma-Aldrich, Almanya
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Penisilin-Streptomisin, 10,000unite/ml
Kanamisin 20 mL

Tekstir Analiz Cihazi

Tekstiir Analiz Cihazi- Video Capture System

Tekstiir Analiz Cihazi-Universal Syringe Rig

Diferansiyel Taramali Kalorimetre

Fourier Transform Infrared Spektroskopu

Taramal1 Elektron Mikroskopu

X-151n1 Kirinimi Cihazi (D/max-2200/PC)

Ipek Ligatiir (3.0)

Hematoksilin & Eozin

Mikrotom Bigagi

Gortintii Analiz Sistemi (Spot Software: 4.1)

Mikroskop (Histomorfometrik Olgiimler)
3.2. Etkin Maddeye Ait Calismalar

3.2.1. UV Spektrumu
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Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
TA-XT2, Stable Micro Systems
TA-XT2, Cihaz Donanimlari
TA-XT2, Cihaz Donanimlari
Q100, TA Instruments, ABD
Perkin Elmer Corporation, ABD
Fei Quanta 400F, ABD

Rigaku Corporation, Japonya
Ethicon, Inc., ABD

Diapath, Italya

A35, Feather®

Diagnostic Instruments Inc, ABD

Olympus BX51 Microscope

Atorvastatin kalsiyumun pH 6.8 fosfat tamponu iginde hazirlanan 10 pg.mL!

konsantrasyondaki ¢ozeltisinin 200-400 nm dalga boyu araliginda UV spektrumu alinmig

ve ¢ozeltinin gosterdifi Amaks degeri tespit edilmistir.
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3.2.2. Atorvastatinin UV Spektrofotometre ile Miktar Tayini

Atorvastatinin  salim ortamimdan tayini icin spektrofotometrik yOdntem
tanimlanmigstir. PH 6.8 fosfat tamponu i¢inde 200-400 nm dalga boyu araliginda alinan
UV spektrumunda maksimum dalga boyu 240.4 nm’dir.

Atorvastatinin kalibrasyon dogrusunun elde edilmesi i¢in, etkin maddenin pH 6.8
fosfat tamponu icinde 100 pg.mL! konsantrasyonda stok ¢dzeltisi hazirlanmis ve 0.2, 2,
5, 8, 10 ve 15 pg.mL! konsantrasyonlarda olacak sekilde seyreltmeler yapilarak 6 farkli
seri olusturulmustur. Kalibrasyon dogrusu, ¢ozeltilerin konsantrasyonlarina karsi elde
edilen pik alanlar1 kullanilarak ¢izilmistir ve kalibrasyon dogrusu denklemi saptanmaigtir.
Her deney 6ncesi 4 konsantrasyonla (0.2, 2, 8 ve 15 pg.mL™") taze kalibrasyon egrisi elde

edilmistir.
3.2.3. Analitik Yontem Validasyonu

Analitik yontem validasyonu, ICH kilavuzuna (196) gore yapilmistir. Analizi
yapilacak maddenin tayininde kullanilacak olan analitik yontemin belirlenen kosullarda
dogru, 6zgilin ve tekrarlanabilir oldugunu garanti etmek icin uygulanan prosediirdiir.

Metot validasyonu, kullanilan analitik yontemin giivenilirliginin teminatidir.
Dogrusalhik

Bir analitik yontemin dogrusalligi, deneyin bulgularinin dogrudan veya
transformasyon sonucu Ornek i¢indeki madde konsantrasyonu ile belirli bir aralikta
orantil1 olmasidir. Bu amagla etkin maddenin pH 6.8 fosfat tamponu i¢inde 100 pg.mL"!
konsantrasyonda stok ¢dzeltisi hazirlanmis ve her birinde 0.2, 2, 5, 8, 10 ve 15 pg.mL!
konsantrasyonda atorvastatin olacak sekilde seyreltmeler yapilmigtir. Hazirlanan
cozeltilerin konsantrasyonlarina karsi absorbans degerleri okunarak elde edilen

kalibrasyon dogrusunun denkleminden dogrusallik hesaplanmaistir.
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Dogruluk

Dogruluk, kullanilan analitik yontem ile elde edilen deney sonuglarinin gergek
degerlere yakinligidir. Dogruluk, eklenen madde miktarlari ile bulunan madde miktarlar
karsilagtirllarak BH (bagil hata) degerlerinin hesaplanmasi ile degerlendirilmistir.
Dogrulugun tespiti i¢in kalibrasyon egrisinde yer alan 3 farkli konsantrasyonda (diisiik,
orta, yiiksek; 0,2, 8, 15 ug.mL'l), her bir konsantrasyondan 6 adet olacak sekilde ¢ozeltiler

hazirlanmis ve olgtimleri gerceklestirilmistir.
Kesinlik

Kesinlik, bir analitik yontemin tekrar edilebilirlik derecesinin oOl¢iilmesidir.
Spesifik analiz kosullar altinda elde edilen bagimsiz analitik sonuglar arasindaki uyumun
derecesidir. Kesinlik, yalniz tesadiifi hatalarin dagilimi ile iligkilidir, gercek degerlerle
ilgisi yoktur. Bir analitik yontemin kesinligi, istatistiksel agidan yeterli degerlendirmenin
yapilacagi sayida, ayni derisimde ornek ardi ardina oOlgiilerek, drnekler i¢in varyasyon
katsayist (VK) hesaplanarak degerlendirilir. Kesinlik, standart sapma (SS), bagil standart
sapma (BSS) veya varyasyon katsayis1 (VK) ile ifade edilir. 0,2, 8 ve 15 pg.mL!
konsantrasyonlardan her birinden 1 adet olacak sekilde ¢ozeltiler hazirlanmistir ve 6 ayri

kez 6l¢iim yapilmustir.
Stabilite

Deney sartlarinda (37°C) etkin maddenin stabilitesini incelemek amaciyla 10
pg.mL ! konsantrasyonda ¢ozeltiler hazirlandiktan 8 saat ve 24 saat sonra 240.4 nm dalga
boyunda absorbanslar1 Olgiilmiis ve saatler arasinda degisiklik olup olmadigi

incelenmistir.
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3.3. Formiilasyon Gelistirme
3.3.1. Jel Formiilasyonu Hazirlanmasi

Jel formiilasyonlarinda suda ¢oziinen ve baz halde kitosan kullanilmistir (Tablo
3.1). Baz kitosan ile %2 (a/h) konsantrasyonda dilue (%1 h/h) laktik asit icerisinde; suda
¢oziinen kitosan (Protasan UP CL 213) ile distile su igerisinde formiilasyonlar
hazirlanmistir. Formiilasyonlara % 2 a/h konsantrasyonda etkin madde (atorvastatin)

eklenmistir.

Tablo 3.1. Jel formiilasyonlarinda kullanilan polimerler

Polimer Kaynagi Molekiil Deasetilasyon
Agirhg (kDa) Derecesi (%)
Baz kitosan Koyo - 85
(Japonya)
Suda ¢oziinen kitosan Novamatrix 150-400 86
(Protasan UP CL 213) (Norveg)

Hazirlanan jel formiilasyonlarinda atorvastatin ¢éziinmeyip siispande oldugu i¢in,

atorvastatinin ¢oziliniirliigiinii artirmak amaciyla kat1 dispersiyonlar hazirlanmaistir.
3.3.2. Kati1 Dispersiyonlarin Hazirlanmasi

Kat1 dispersiyonlar, farkli yontemler (eritme, birlikte buharlastirma, birlikte
oglitme ve yogurma) ve farkli polimerlerin (PEG 6000, Pluronik F-68 ve baz kitosan) 1:9

ve 1:12 (etkin madde:polimer) oranlarinda kullanilmasiyla hazirlanmistir (Tablo 3.2).

- Eritme Yontemi:

Ilag ve polimer bir beherde karistirilir ve homojen bir karisim elde edilebilmesi
icin bilesenlerin erime sicakliginda ya da erime sicakliginin iistiindeki bir degerde eritilir.

Daha sonra karigim sogutulur ve toz haline getirilir [8].
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- Birlikte Buharlastirma (Co-evaporation) Yontemi

flag ve polimer, organik bir ¢éziiciide ¢oziindiiriiliir. Daha sonra ¢dziicii ugurulur

ve elde edilen kat1 karisim toz haline getirilir [9].

- Birlikte Ogiitme (Co-grinding) Yéntemi

fla¢ ve polimerin fiziksel karisimi bir siireligine belirli bir hizda bir karistirilir.
Daha sonra bu karisim bilyal1 karistirictya alinarak bilyalar yardimiyla karistirilir ve toz

haline getirilir [10].

- Yogurma (kneading) Yontemi

flag ve polimer karisimi bir ¢oziicii ile 1slatilir ve cam havanda bir siire karistirilir,

daha sonra kurutma iginde etiivde belli bir sicaklikta bir siire bekletilir [11].

Tablo 3.2. Kat1 dispersiyonlarin hazirlanmasi

Kullanilan polimerler Polimer: Etkin madde Hazirlama yontemi
orani
PEG 6000 1:9 - Eritme yontemi
(Merck, Almanya) 1:12 - Birlikte buharlagtirma yontemi
Pluronik F-68 1:9 - Eritme yOntemi
(Merck, Almanya) 1:12 - Birlikte buharlagtirma yontemi
Baz kitosan 1:9 - Birlikte 6glitme yontemi
(Koyo, Japonya) 1:12 - Yogurma yontemi

Pluronik F-68-Atorvastatin Kat1 Dispersivonlarinin Hazirlanmasi

Eritme yontemiyle Pluronik F-68-atorvastatin kat1 dispersiyonlarinin hazirlanmasi
icin dnce, polimer su banyosunda 58°C’de eriyene kadar 1sitilmis, daha sonra bu eriyik
lizerine atorvastatin eklenerek homojen bir dispersiyon elde edene kadar devamh
kanistirllmistir. Dispersiyonlar, buzdolabinda +4°C’de katilasana kadar bekletilmistir.

Daha sonra porselen havanda toz haline getirilmistir.
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Birlikte  buharlastirma  yontemiyle  Pluronik  F-68-atorvastatin = kati
dispersiyonlarinin hazirlanmasi igin, atorvastatin ve polimer, metanolde ¢oziindiiriilmiis,
rotavaporda (IKA RV 10), 40°C’de ¢6ziicli ugurulmustur. Elde edilen toz karigimi, nem
kalmadigina emin olmak i¢in 1 giin siireyle desikatdrde bekletilmistir ve sonra porselen

havanda toz haline getirilmistir.

Ayrica ayni yontemler etkin madde igermeyecek sekilde sadece polimerlerle

uygulanmustir.

PEG 6000- Atorvastatin Kati Dispersivonlarimin Hazirlanmasi

Eritme yontemiyle PEG 6000-atorvastatin kat1 dispersiyonlarinin hazirlanmasi
icin Once, polimer su banyosunda 58°C’de eriyene kadar 1sitilmis, daha sonra bu eriyik
lizerine atorvastatin eklenerek homojen bir dispersiyon elde edene kadar devamli
kanistirllmistir. Dispersiyonlar oda sicakliginda katilasana kadar bekletilmistir. Daha

sonra porselen havanda toz haline getirilmistir.

Birlikte buharlastirma yontemiyle PEG 6000-atorvastatin kat1 dispersiyonlarinin
hazirlanmasi i¢in,  atorvastatin ve polimer, metanolde ¢oziindiirilmiis, ¢ozici
rotavaporda 40°C’de ugurulmustur. Elde edilen toz karisimi, nem kalmadigina emin
olmak i¢in 1 giin siireyle desikatdrde bekletilmistir ve sonra porselen havanda toz haline

getirilmistir.

Ayrica ayn1 yontemler etkin maddesiz sadece polimer i¢in uygulanmstir.

Baz kitosan- Atorvastatin Kati1 Dispersivonlarinin Hazirlanmasi

Coziicli ucurma yontemiyle atorvastatin:baz kitosan kat1 dispersiyonu hairlamak
icin, atorvastatin metanolde ¢oOziindiiriilmiis ve dilue laktik asit i¢cinde disperse edilen
(%0,4 a/h) baz kitosan iizerine karigtirilarak eklenmistir. Coziicii rotavaporda 50°C’de

ucurulmustur. Daha sonra porselen havana aktarilmis ve toz haline getirilmistir.
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Birlikte 6glitme yontemiyle atorvastatin:kitosan kati dispersiyonu hazirlamak i¢in
farki oranlarda atorvastatin ve polimer fiziksel karigimlari 1 saat 300 rpm’de bilyali

kanistiricida (Retsch PM 100) karistirilarak toz haline getirilmistir.

Yogurma yontemiyle atorvastatin:kitosan kati dispersiyonu hazirlamak igin farkl
oranlarda atorvastatin ve polimer fiziksel karigimlar1 porselen havana alinmus, tartilan toz
miktarmin 1,5 kat1 olacak sekilde metanol:su (6:1) karisimu ile 1slatilarak karistirilmastir.

Elde edilen karisim 50 °C’de 48 saat etiivde bekletilmistir.

Ayrica ayn1 yontemler etkin maddesiz sadece polimer i¢in uygulanmistir. Tablo

3.3’te yukarida hazirlanig1 anlatilan kati dispersiyonlar toplu olarak sunulmustur.
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Tablo 3.3. Hazirlanan kat1 dispersiyonlar

Formiilasyon kodu | Formiilasyon icerigi
CG-dK9-AT AT:Baz kitosan (1:9) (birlikte 6giitme)
CG-dK12-AT AT:Baz kitosan (1:12) (birlikte 6giitme)
KN-dK9-AT AT:Baz kitosan (1:9) (yogurma)
KN-dK12-AT AT:Baz kitosan (1:12) (yogurma)
ML-dPEG9-AT AT:PEG 6000 (1:9) (eritme)
ML-dPEG12-AT AT:PEG 6000 (1:12) (eritme)
ML-dPL9-AT AT:Pluronik F-68 (1:9) (eritme)
ML-dPL12-AT AT:Pluronik F-68 (1:12) (eritme)
CE-dPEGY9-AT AT:PEG 6000 (1:9) (birlikte buharlastirma)
CE-dPEG12-AT AT:PEG 6000 (1:12) (birlikte buharlastirma)
CE-dPL9-AT AT:PEG 6000 (1:12) (birlikte buharlastirma)
CE-dPLI12-AT AT:Pluronik F-68 (1:9) (birlikte
buharlastirma)

3.3.3. Kati Dispersiyonlarin Karakterizasyonu

Atorvastatinin ¢0zlniirliiglinii artirmak amaciyla hazirlanan kat1 dispersiyonlarin
(Tablo 2.3) karakterizasyonu diferansiyel taramali kalorimetri (DSC), fourier transform
infrared spektroskopi (FT-IR), X-1s11 kirinim (XRD) ve taramali elektron mikroskopisi
(SEM) analizleriyle gergeklestirilmistir.

Kat1 Dispersivonlarin Coziiniirliigiiniin Incelenmesi

Etkin maddenin ¢oziinlirliiglinlin hazirlanan kat1 dispersiyonlarla artirilip
artirtlmadigini belirlemek i¢in, tek basina ve kati dispersiyon halindeki etkin maddenin su
ve pH6.8 tamponunda ¢oziiniirliigii tayin edilmistir. Bu amagcla farkli zaman araliklarinda
(4, 8, 12 ve 24 saat) yatay calkalayicida karistirilan su veya tampon i¢indeki ¢ozeltilerde

etkin madde tayini yapilmis ve ¢6zlinen madde miktari tayin edilmistir.
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Diferansivel Taramah Kalorimetri (DSC) Analizi

Atorvastatin, PEG 6000, Pluronik F-68, baz kitosan ve bunlara ait etkin madde-
polimer fiziksel karisim ve kati dispersiyonlarinin DSC analizi yapilmistir. 5 mg agirlikta
ornek aliiminyum kaba konulmustur ve 10°C/dak sicaklik artisiyla, azot akisi altinda,
20°C ve 260°C arasinda olacak sekilde analiz gerceklestirilmigtir (DSC Q100, TA

Instruments).

Fourier Transform infrared Spektroskopi (FT-IR) Analizi

Kat1 dispersiyonlarn 400-4000 cm™' araliginda infrared spektrumlari (Perkin
Elmer 1720XFT-IR spektrofotometresi) dogrudan ornekleme ile alinmis, spektrumlar

dalga sayis1 (cm™) cinsinden degerlendirilmistir.

X-1s1n1 Kirmim (XRD) Analizi

Hazirlanan 6rneklerin yapilar1 X-1s1in1 kirinim (XRD, D/max-2200/PC, Rigaku, 40
kV, 20 mA, Cu Ka radyasyon) ile karakterize edilmistir. X-151n1 toz difraksiyon taramalar1
(XRPD) 2-50° 20 agisal araliginda yapilarak difraksiyon (kirnim) desenleri elde

edilmistir.

Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) Analizi

Atorvastatin, PEG 6000, Pluronik F-68, baz kitosan ve bunlara ait etkin madde-
polimer fiziksel karisim ve kati dispersiyonlarinin yilizey morfolojisi taramali electron
mikroskobu altinda analiz edilmistir (SEM, Fei Quanta 400F, ABD). Toz ornekler
alliminyum tasiyicilara cift tarafli yapiskanli bantlar ile tutturulmustur. Daha sonra bu
tozlar ylizeyde iletkenligi saglamak icin vakum altinda altin/paladyum (Au/Pd) ile
kaplanmigstir. Elde edilen SEM mikrograflar: 25.000 biiyilitme altinda incelenmistir.
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3.3.4. Kat1 Dispersiyon-Kitosan Jel Karisimi1 Hazirlanmasi

Etkin maddenin ¢6ziiniirliigiinii artirmak amaciyla hazirlanan kati dispersiyonlar
ayrica kitosan jel ile karistirilmistir. Tablo 3.4°te etkin maddeyi tek basina ve kati
dispersiyon halinde igeren kitosan jel formiilasyonlarmin listesi sunulmustur. Kati
dispersiyon formda hazirlanan atorvastatin igeren kitosan bazli jel formiilasyonlari

hazirlanmistir (Tablo 3.4).
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Tablo 3.4. Gelistirilen jel formiilasyonlar1

Formiilasyon kodu

Formiilasyon icerigi

Etkin madde icermeyen

gK Baz kitosan jel

gP Suda ¢oziinen kitosan jel

gK-ML-dPEG9 PEG 6000 (1:9) (eritme) + baz kitosan jel

gK-ML-dPL9 Pluronik F-68 (1:9) (eritme) + baz kitosan jel

¢K-CE-dPEG9 PEG 6000 (1:9) (birlikte buharlastirma) + baz kitosan jel
gK-CE-dPL9 Pluronik F-68 (1:9) (birlikte buharlastirma) + baz kitosan jel
gKN-dK9 Baz kitosan (1:9) (yogurma) + %1 laktik asit ¢ozeltisi
gCG-dK9 Baz kitosan (1:9) (birlikte 6giitme) + %1 laktik asit ¢ozeltisi
gK-ML-dPEG12 PEG 6000 (1:12) (eritme) + baz kitosan jel

gK-ML-dPL12 Pluronik F-68 (1:12) (eritme) + baz kitosan jel
¢K-CE-dPEG12 PEG 6000 (1:12) (birlikte buharlagtirma) + baz kitosan jel
¢K-CE-dPL12 Pluronik F-68 (1:12) (birlikte buharlastirma) + baz kitosan jel
gKN-dK12 Baz kitosan (1:12) (yogurma) + %1 laktik asit ¢ozeltisi
gCG-dK12 Baz kitosan (1:12) (birlikte 6giitme) + %1 laktik asit ¢ozeltisi
gP-CE-dPL12 PEG 6000 (1:12) (birlikte buharlagtirma) + suda ¢dziinen kitosan jel

gP-CE-dPEG12

Pluronik F-68 (1:12) (birlikte buharlastirma) + suda ¢6ziinen
kitosan jel

gP-ML-dPL12 PEG 6000 (1:12) (eritme) + suda ¢6ziinen kitosan jel
gP-ML-dPEG12 Pluronik F-68 (1:12) (eritme) + suda ¢dziinen kitosan jel
Ila¢ Yiiklii

eK-AT Atorvastatin+Baz kitosan jel

gP-AT Atorvastatin+Suda ¢6zlinen kitosan jel

gK-ML-dPEG9-AT

AT:PEG 6000 (1:9) (eritme) + baz kitosan jel

gK-ML-dPL9-AT

AT:Pluronik F-68 (1:9) (eritme) + baz kitosan jel

gK-CE-dPEG9-AT

AT:PEG 6000 (1:9) (birlikte buharlastirma) + baz kitosan jel

gK-CE-dPL9-AT

AT:Pluronik F-68 (1:9) (birlikte buharlastirma) + baz kitosan jel

gKN-dK9-AT

AT:Baz kitosan (1:9) (yogurma) + %1 laktik asit ¢ozeltisi

gCG-dK9-AT

AT:Baz kitosan (1:9) (birlikte 6gilitme) + %1 laktik asit ¢cozeltisi

gK-ML-dPEGI12-AT

AT:PEG 6000 (1:12) (eritme yontemi) + baz kitosan jel

gK-ML-dPL12-AT

AT:Pluronik F-68 (1:12) (eritme yontemi) + baz kitosan jel

gK-CE-dPEG12-AT

AT:PEG 6000 (1:12) (birlikte buharlastirma) + baz kitosan jel

gK-CE-dPL12-AT

AT:Pluronik F-68 (1:12) (birlikte buharlastirma) + baz kitosan jel

gKN-dK12-AT

AT:Baz kitosan (1:12) (yogurma) + %] laktik asit ¢ozeltisi

oCG-dK12-AT

AT:Baz kitosan (1:12) (birlikte 6gilitme) + %1 laktik asit ¢cozeltisi

gK-CG-dK12-AT

AT:Baz kitosan (1:12) (birlikte 6gilitme) + %0,1 baz kitosan

gP-CE-dPL12-AT

AT:PEG 6000 (1:12) (birlikte) + suda ¢oziinen kitosan jel

gP-CE-dPEGI2-AT

AT:Pluronik F-68 (1:12) (birlikte buharlastirma) + suda ¢dziinen
kitosan jel

gP-ML-dPL12-AT

AT:PEG 6000 (1:12) (eritme) + suda ¢dziinen kitosan jel

gP-ML-dPEG12-AT

AT:Pluronik F-68 (1:12) (eritme) + suda ¢oziinen kitosan jel

* CG: Birlikte 6giitme, ML: Eritme, KN: Yogurma, CE: Birlikte buharlagtirma
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3.4. Formiilasyonlar Uzerinde Yapilan In Vitro Calismalar
3.4.1. Viskozite Ol¢iimii

Hazirlanan jel formiilasyonlarinin akis Ozellikleri Brookfield koni plak
viskozimetresinde 25+0.1 °C’de, 0.5-25 rpm (10 sn!) arasinda Ol¢iilmiistiir. Her bir

formiilasyon igin test 3 kez tekrarlanmistir.

3.4.2. Biyoadezyon Calismalar:

Formiilasyonlarda biyoadezyon oOl¢limleri TA-XT Plus model tekstiir analiz
cihazinda (Stable Micro Systems) yapilmistir. Seliilloz membran ile probun temas ettigi
yiizey alan1 0.635 cm?; kullanilan jel miktar1 ise 0.15 mL’dir. Aletin probu 0.1 mm/sn
hizla jel ylizeyine degdirilmis ve jel ile membran 180 sn 0.2 N kuvvet uygulanarak temas
halinde bekletilmistir. Daha sonra probun 0.1 mm/sn hizla jel yiizeyinden uzaklasmasi
saglanarak iki ylizeyi birbirinden ayirmak i¢in gereken kuvvet Ol¢lilmiistiir. Burada jeli
ayirmak icin gereken kuvvet, kuvvet-zaman grafiginde egrisinden (Sekil 3.1)
hesaplanmaktadir. Her bir formiilasyon icin test 3 kez tekrarlanmigtir. Veri toplama ve
hesaplamalar cihazin Texture Exponent 4.0.4.0. software programi ile yapilmistir. TA-XT
Plus model tekstiir analiz cihazi kullanilarak elde edilen kuvvete kars1 zaman egrilerinin
altinda kalan alandan biyoadezyon isi (mJ/cm2) hesaplanmaktadir (Esitlik 1).
Biyoadezyon c¢aligmalarinda elde edilen kuvvet-zaman egrilerinin senkronize olarak
gorsel olarak da takibi i¢in “video capture” sistemi kullanilmistir (Sekil 3.2) ve video

cekimleri kaydedilmistir (Sekil 3.3).



Kuvvet (N) 1 2
040007 | 4o Pik kuvveti

0.3000
0.2000 _.~Adezyon isi

0.10007

0.0000 T T T T 1
ofo /259 500 | 750 1000 1250 150.0
1.000 1 Zaman (sn)

0.500 Ayrilma mesafesi

0.000 |

-0.1000+

Sekil 3.1. Biyoadezyon ¢alismalarinda elde edilen kuvvet-zaman egrisi

Biyoadezyon isi = AUC / &t 12 (Esitlik 1)
nr?, membranla temas eden yiizeyi alani

r, yarigap (cm)

AUC, egri altinda kalan alan (adezyon isi)

Sekil 3.2. Tekstiir analiz cihazinin kamera ve aydinlatma sistemi
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Kuvvet (N)
0,6

0,4
0,2
0,0

0
0,2~
0.4

Sekil 3.3. Biyoadezyon o6l¢tiimlerinde elde edilen kuvvet-zaman egrisi
1) prob jele temas etmeden Once; 2) probun 0.2 N kuvvet ile probun jelle temasi
(180 san); 3) probun yukariya dogru hareketi; 4) probun jelden kopma an1

3.4.3. Swringa Edilebilirlik Testi

Siringa edilebilirlik testi, gelistirilen jel formiilasyonlarinin periodontal cebe
uygulama kolayliginin saptanmasi amaciyla yapilmistir (Tablo 3.4). Siringa edilebilirlik
isi tekstiir analiz cihazi (TA.XT Plus, Stable Micro Systems, Surrey, UK) ile dl¢lilmiistiir
(Sekil 3.4). Jel formiilasyonii 1 mL’lik plastik siringaya hava kabarcigr kalmayacak
sekilde ¢ekilmis, siringalar dik bir sekilde cihaza kelepgelenmis ve prob 2 mm/sn hizla 3
cm’lik mesafeden sikistirma (compression) modunda indirilerek jelin siringadan disari
itilmesi saglanmistir. Siringa edilebilirlik isi, elde edilen kuvvet-zaman egrisinde, egri
altinda kalan alan hesaplanarak elde edilmistir (197-199). Siringa edilebilirligin diisiik

oldugu durumlarda, kuvvet-zaman egrisi altinda kalan alan1 daha biiyiik olmaktadir.
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Sekil 3.4. Tekstiir analiz cihazinda siringa edilebilirlik testi diizenegi

3.4.4. Sahm cahismalar

Jellerden etkin madde salim caligmalar1 2.01 c¢cm? difiizyon alanma ve 20 mL
reseptor hacmine sahip Franz difiizyon hiicreleri (Sekil 3.5) kullanilarak 37°C’de
gerceklestirilmistir. Difiizyon ortami olarak pH 6.8 fosfat tamponu kullanilmistir.
Onceden distile su ile hidrate edilmis seliiloz membran hi¢ hava kabarcig1 kalmayacak
sekilde reseptor ile dondr bolme arasina yerlestirilmistir. Donér bélmeye 0,5 mL hacimde
formiilasyon konulmustur ve formiilasyonlarin buharlasmasini onlemek igin iist kismi
parafilm ile kapatilmistir. Belirli zaman araliklarinda 1’er mL 6rnek alinmis ve yerine ayni
hacimde tampon eklenmistir. Almman numunelerdeki etkin madde miktari

spektrofotometrik olarak Sl¢iilmiistiir. Her bir deney i¢in 6 tekrar yapilmistir.
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Sekil 3.5. Franz difiizyon hiicresinin sematik goriiniimi
3.4.5. Hiicre Kiiltiiriinde Antiinflamatuvar Etkinin Incelenmesi

Calismalarda, inflamasyonda 6nemli rol oynayan IL-6, IL-10 ve proiflamatuar
belirtec olarak bilinen IL-1beta, IL-8 sitokinleri antiinflamatuvar cevabin
degerlendirilmesinde kullanilmistir. Ayrica immun yanitta farkli yolaklarda periodontal
hastalik gelisiminde 6nemli olan TGF-beta ailesinin alt birimleri olan TGF-betal, TGF-

beta2 ve TGF-beta3 iizerinde, gelistirilen formiilasyonlarin etkileri incelenmistir.

Calismalarda insan gingival fibroblast (hGF) hiicreleri kullanilmistir. Baglangicta
bu hiicreler, hiicre pasajlama isleminin yapilacagi 25°lik flasklara konulmustur. igerisine
20-25 mL DMEM, %10 Fetal bovine serum (FBS), 0,1 pg.mL! penisilin-streptomisin
antibiyotik, %1 Hanks balance solution (HBSS) eklenmistir ve %5 CO: etiivde inkiibe
edilmistir. Hiicreler ylizeyi tamamen kaplayinca 75 mL’lik flasklara alinmistir. Vasat
eklenerek hiicrelerin tabanda ¢ogalmasi saglanmistir. Hiicreler 75’ mLlik flasklarda yiizeyi
tamamen kaplayinca vasat uzaklastirilip, 15 mL tripsin-EDTA ile 3-4 dak etiivde
bekletilmis, hiicreler toplanmistir ve etekli tiipe konulup 1200-1300 rpm’de (3-5 dak)
santrifiijlenmistir. Vasat atildiktan ve alttaki hiicreler alindiktan sonra i¢inden 10 pL alip

Thoma laminda mikroskopta sayilmstir.

Cogaltilmis olan insan gingival fibroblast (hGF) hiicreleri 24°liik kuyucuklara esit
oranda béliinmiistiir. Uzerlerine 1 mL DMEM+ FBS+ antibiyotik konulmustur. %5 CO:
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etlivde inkiibasyona birakilmistir. Her giin mikroskopta hiicrelerin yilizeyi tamamen

kaplayip kaplamadig1 kontrol edilmistir.

Hiicreler yiizeyi tamamen kaplayinca TNF-a ile uyarilmistir. Hiicrelerin lizerine
Tablo 3.4’te verilen formiilasyonlar uygulanmistir. 4 ve 8 saat sonundaki sonuglar
incelenmistir. Human IL-1beta, IL-6, IL-8, IL-10, TGF-betal, TGF-beta2 ve TGF-beta3
elisa analiz kitleriyle (Affymetrix, eBioscience) hiicrelerden serbest birakilan sitokin
miktarlar1 Sl¢iilmiis ve sitokinlerin inhibe edilip edilmedigine bakilmistir. HGF TNF-
a(+), LA TNF- a(+) ve su TNF- a(+) pozitif kontroller; HGF TNF- a(-), LA TNF- a(-) ve
su TNF- a(-) ise negatif kontrollerdir.

3.5. Formiilasyonlar Uzerinde Yapilan In Vivo Calismalar

Gelistirilen formiilasyonlarin antiinflamatuvar etkilerini incelemek amaciyla
yapilan in vivo c¢alismalarda 250-300 gram agirliginda erkek Wistar sicanlar
kullanilmistir. in vivo deneyler icin vyiiriitiilen calisma protokolii, Hacettepe Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan 2014/16 sayil1 kararla onaylanmis olup,
deneyler Hacettepe Universitesi’nde Deney Hayvanlar igin ayrilan Tibbi-Cerrahi

Aragtirma Laboratuvarinda yiiriitilmiistiir.

3.5.1. Sicanlarda Iplikle Baglayarak (Ligatiirle) Indiiklenmis Periodontitis
Gelistirme Modeli

72 adet erkek albino Wistar sican (250-300 g agirliginda) calismaya dahil
edilmistir. Calismada kullanilacak tiim ratlar ayn1 bakim, beslenme ve barindirma
kosullarinda 12 saat gece ve 12 saat giindiiz siklusunda oda sicakliginda ve standart
kafeslerde tutulmustur. Operasyon Oncesi siganlara anestezi i¢in intraperitoneal yoldan

ketamin (80 mg/kg) ve ksilazin (10 mg/kg) enjeksiyonu yapilmistir.

1. giin sigcanlara anestezi yapildiktan sonra siganlarin sag ve sol list 2. molar

dislerinin mine-sement smirina denk gelecek sekilde 4-0 ipek siitur baglanarak palatal
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pozisyonda diiglimlenmistir. 11 giin boyunca giin asir1 siganlarin agizlarindaki stitur
kontrol edilmis, gevseyen siiturlar cikartilarak yeniden siitur baglanmis ve boylece
deneysel periodontitis modeli olusturulmustur. 11. giinliin sonunda periodontitis
gelistirilmis olan sican ve saglikli sican kiyaslandiginda belirgin alveolar kemik kaybiyla

beraber kanamali ve kirmizi dis etlerinin varlig1 izlenmistir.

3.5.2. In Vivo Deney Protokolii

11 giin sonra siiturlar uzaklastirilarak sicanlar 9 ayr1 deney grubuna ayrilmstir.
Saglikli kontrol grubu (1. Grup) disindaki diger gruplarda periodontitis olusturulmustur.
0.1 mL jel, glin asir1 olacak sekilde ¢aligsmalarin son giiniine kadar siganlarin dis etlerine
lokal olarak uygulanmistir. Deneye baslamadan 6nce ¢alismalar boyunca giin asir1 olarak
siganlart agirliklart Sl¢iilmiis ve kaydedilmistir. Sicanlarin degisen agirliklarina gore

anestezi uygulamadan 6nce doz ayarlamasi yapilmaistir.

Her gruptan 2 adet sigan 7., 14., 21., ve 28. giinlerin sonunda letal doz iiretan (2,5
mL %25 iretan, i.p.) ile sakrifiye edilmistir. Sicanlarin sol iist ¢eneleri alveolar kemik
kaybin1 belirlemek ve 6lgmek iizere formaldehite (%10) konulmustur. Histopatolojik
degisiklikleri incelemek iizere kullanilacak olan ¢eneler 2 giin formaldehitte bekletildikten
sonra dekalsifiye edilmek iizere kesit alinacak uygun sertlige gelene kadar formik asitte
bekletilmis ve parafine gomiilmiistiir. Daha sonra 4 pm kalimhiginda kesitler alinarak
hematoksilin ve eozin ile boyanmigtir. Alinan her bir kesit mikroskop altinda incelenmis
ve mine-sement sinirinin atagsmana olan uzakligi, mine—sement simiriin kemige olan
uzakligi, kemigin dise olan uzaklig1 ve kemigin alani Olgiilmiistiir. Ayrica osteoklastik

aktivite ve inflamasyon yoniinden skorlama yapilmistir.

Sican ELISA Kkitleri ile (Cusabio Biotech Co., EIA, PRC) yapilacak sitokin
seviyeleri tayini i¢in sag ¢eneler de ¢ikartilarak her bir ¢eneye ait dis eti dikkatli bir sekilde
kesilerek, proteaz inhibitor kokteyli (Cell Signalling Tech., ABD) 0.2 mL’lik distile su
konulmus ve -80 °C’de saklanmigtir. Sag ¢eneler, dis etleri alindiktan sonra histopatolojik

caligmada incelenmek {izere formaldehite konulmustur.



Tablo 3. 5. In vivo deney gruplari
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Grup | Say1 | Protokol Verilis sikhigi Doz Uygulama
(haftada) (mg) hacmi (mL)
1 8 (-) Kontrol (Saglikh)
8 (+) Kontrol (Periodontitis)
3 8 Periodontitis + PEG400 Birer giin arayla 3 0,1
uygulama
4 8 Periodontitis+ AT Birer gun arayla 3 2 0,1
uygulama
5 8 Periodontitis + gK Birer giin arayla 3 0,1
uygulama
6 8 Periodontitis + gK-AT Birer glin arayla 3 2 0,1
uygulama
7 8 Periodontitis + gP Birer giin arayla 3 0,1
uygulama
8 8 Periodontitis + gP-AT Birer gin arayla 3 2 0,1
uygulama
9 8 Periodontitis + gK-ML- Birer glin arayla 3 2 0,1
dPEG12-AT uygulama

Sekil 3.6. Sican dis etinde ligatiirle
indiiksiyon

Sekil 3.7. Sican dis etine formiilasyon

uygulanmast
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Ligatirle
Indiksiyon
i
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giinler
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‘ 0,1 mL formilasyon uygulama

¢ Sakrifikasyon +
S sitokin analizi ve histolojik analizler

Sekil 3.8. Hayvan ¢alismalarinda takip edilen protokol
3.5.3. Doku Orneklerinde Sitokin Seviyelerinin Belirlenmesi

Her bir gruptaki siganlarin sag iist ¢cenelerinin etrafin1 saran dis etleri bistiiri ile
alinarak 0.2 mL’lik proteaz inhibitor kokteyli iceren distile su igerisine konulmus ve -80
°C dolaplarda saklanmistir. Dokular ¢dziilerek homojenize edilmis ve serbest birakilan
IL-1beta, IL-6- IL-8, IL-10, TGF-betal, TGF-beta2 ve TGF-beta3 konsantrasyonlarini

sican ELISA kitleriyle 6l¢gmek iizere supernatanlar kullanilmistir.

3.5.4. Histolojik ve Histometrik Analizler

Alinan ¢ene kemikleri %10 formaldehit ¢ozeltisinde en az 1 gilin bekletilmistir ve
daha sonra %10 formik asitte, kolayca kesit alinacak sekilde dekalsifiye edilmistir
(yaklasik 1 ya da 2 giin). Rutin islemlerden sonra, ornekler parafine gomiilmiistiir.
Mesiodistal yonden 5 pm’lik seri kesitler alinmis ve bu kesitler rutin hematoksilin ve eozin
boyalarla boyanmistir. Biitiin 6rnekler Olympus BX51 mikroskop altinda kor arastirmaci
tarafindan (KK) incelenmistir. Alveolar kemik degisimine bakilmis, alveolar kemik ve dis
arasindaki (alt, orta, iist) uzakliklar Ol¢iilmiis, mine-sement sinirinin atagmana olan
uzakligina bakilmig ve alveolar kemigin atasmana olan uzakliklar1 goriintii analiz sistemi

(Spot Software: 4.1; Diagnostic Instruments Inc, Sterling Heights, MI, USA) ile elde
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edilmigstir (Sekil 3.9). Osteoklastik ve inflamatuvar aktiviteler semi kantitatif olarak

osteoklastik ve inflamatuvar aktivitenin siddetine gore skorlanmistir.

Saghkh

Pulpa

Mine-sement
sinir

Periodontal
ligament

Mine

Periodontal
cep

inflamasyon

ligament
Alveolar kemik

Sekil 3.9. Saglikl1 ve periodontitis olugsmus dokularin sematik ve histolojik goriintiileri (a)
Mine-sement smirinin atagmana olan uzakligi; (b) Mine-sement siirmin
alveolar kemige olan uzakligi; (c) Alveolar kemigin dise olan uzaklig1 (iist); (d)
Alveolar kemigin dise olan uzaklig1 (mid); (e) Alveolar kemigin dise olan
uzakligi (alt); (f) Alveolar kemigin alani

Atasman: dis ile dis eti arasindaki dokudur.
Mine-sement siniri: disin tag kismini saran mine ile disin kok kismini saran
sementin karsilastig yerdir.

Alveolar kemik: dislerin etrafindaki kemik dokudur.
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Periodontal hastalikta alveolar kemik rezorbe olur. Mine-sement sinir1 ile alveolar

kemik arasindaki mesafe kemik kaybina bagl olarak artar ve atasman kayb1 gergeklesir.

3.5.5. Istatistiksel Analizler

Istatistiksel analizler SPSS programu ile yapilmistir. Deney gruplarmnin (2’den
fazla) histolojik 6l¢iimlerine ait ortanca degerlerin karsilastirilmasi i¢in Kruskal Wallis
testi kullanilmigtir. Gruplar arasi anlamli fark bulunan parametreler grafige dokiilerek, 2’li
birbirinden bagimsiz gruplarin karsilastirilmasi ve ayrica grup i¢inde haftalar arasi fark
olup olmadigina bakmak i¢cin Mann-Whitney U testi ve independent samples t test

kullanilmigtir. P<0.05 bulundugunda fark istatistiksel olarak anlamlidir denilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Etkin Maddenin Miktar Tayini ve Validasyonu

Atorvastatinin pH 6.8 fosfat tamponu ig¢inde 10 pg.mL™' konsantrasyonda

hazirlanmis ¢ozeltisinin 200-400 nm arasindaki UV spektrumu Sekil 4.1°de verilmistir.

1078

0.500 |-

3 1 @ 344 Al i

2l @ | 33980 | 0,001

: /\ i ® 0392
5 4 340 50 -0,002

. ] 327 A0 0,00

\ & 0 | 225 i | 0,362

21

L R
0.034 L of 4f -,
200,00 250,00 200,00 380,00 200,00

Sekil 4.1. pH 6.8 tamponunda atorvastatin’in UV spektrumu

Analitik yontemin validasyon ¢alismasina ait sonuglar asagida sunulmustur:

Dogrusallik

Atorvastatinin pH 6.8 fosfat tamponunda hazirlanan 100 pg.mL’!
konsantrasyondaki stok ¢ozeltisinden hareketle hazirlanan orneklerin absorbanslari
Olciilmiis ve kalibrasyon egrisi elde edilmistir (Sekil 3.2). Tanimlayicilik katsayisi r? =
0.99903 olarak bulunarak denklemin dogrusalligi gosterilmistir. Regresyon katsayisi
degerinin 1’e ¢ok yakin ¢ikmasi, atorvastatin kalibrasyon dogrusunun dogrusalliginin

gostergesidir.
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Sekil 4.2. Atorvastatinin kalibrasyon dogrusu (r*=0,999)

Dogruluk

Dogrulugun tespiti igin kalibrasyon egrisinde yer alan 3 farkli konsantrasyonda

hazirlanan ¢ozeltilerin 6l¢im sonuglar1 asagida verilmistir. % bagil hata degerleri 2’den

diisiik bulunmustur (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Dogruluk ¢alismasina ait sonuglar (n=6)

Hazirlanan Olciilen konsantrasyon | % Bagil hata
konsantrasyon (ug.mL"") (ug.mL™1)
0,2 0,199 0,08
8 7,92 0,9
15 14,87 0,8
Kesinlik

3 farkli konsantrasyonda her birinden 1 adet olacak sekilde hazirlanan ve 6 ayri

kez olgtlilen cozeltilerin sonuglart Tablo 4.2°’de verilmistir. Varyasyon katsayisi 1’in

altinda bulunmustur.



Tablo 4.2. Kesinlik ¢aligmasina ait sonuglar
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Hazirlanan Olgiilen Bagil standart Varyasyon
konsantrasyon konsantrasyontSS sapma katsayisi
(ng.mL") (ng-mL-") (n=6)
0,2 0,201£0,001 0,007 0,66
8 8,022+0,037 0,005 0,49
15 15,032+0,025 0,002 0,17
Stabilite

Atorvastatinin stabilitesini incelemek amaciyla 10 pg.mL"! konsantrasyonda fosfat

tamponu i¢inde hazirlanan ¢ozeltilerin 24 saatte alinan Olglimlere ait sonuglar Tablo

4.3.’te verilmistir. Varyasyon katsayisi 1’in altinda bulunmustur.

Tablo 4.3. Atorvastatinin fosfat tampon icinde stabilitesine ait sonuglar

Zaman Ol¢iilen konsantrasyonSS Varyasyon
(ng.mL™1) (n=6) katsayisi
10,09+0,07 0,7
8 10,08+0,06 0,56
24 9,986+0,01 0,09

Ayrica, etkin maddenin kitosan jellerin ve kati dispersiyonlarin pH 6.8 fosfat

tamponu i¢inde hazirlanan 10 png.mL ! konsantrasyondaki ¢dzeltilerinin 200-400 nm dalga

boyu araliginda UV spektrumlart alinmistir. Polimer varliginda, atorvastatinin maksimum

dalga boyunda 6lgiilen absorbansinda 6nemli degisiklik olmadigi belirlenmistir.
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Sekil 4.3. Baz kitosan (a) ve baz kitosant+atorvastatin (b) kat1 dispersiyonuna ait
spektrumlar (pH 6.8 fosfat tamponu iginde)
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Sekil 4.4. PEG (a) ve PEG+atorvastatin (b) kat1 dispersiyonuna ait spektrumlar (pH 6.8

fosfat tamponu i¢inde)
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Sekil 4.5. Pluronik (a) ve Pluronik+atorvastatin (b) kat1 dispersiyonuna ait spektrumlar
(pH 6.8 fosfat tamponu iginde)

Validasyon c¢alismalarinin sonucunda, incelenen parametrelerin sonuglarina gore

kullanilan analitik yontemin uygun olduguna karar verilmistir.
4.2. Formiilasyon Gelistirme
4.2.1. Kati Dispersiyon Hazirlanmasi

Kat1 Dispersivonlarin Karakterizasyonu:

Etkin Madde Coziiniirligii

Etkin maddenin 24 saat sonunda tek basina ve kati dispersiyon halinde su ve
tampon igerisinde hesaplanan ¢oziiniirliik degerleri Tablo 4.4.’te ve Sekil 4.6.da

verilmigtir.



Tablo 4.4. Sudaki ve pH 6.8 fosfat tamponu i¢indeki ¢oziiniirliik sonuglari
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Kodlar Distile su pH 6.8 fosfat
icinde+SS tamponu icinde+SS
(mg.mL") (mg.mL™")
AT 0,1£0,08 0,16x0,11
KN-dK9-AT 0,15+0,09 0,45+0,13
KN-dK12-AT 0,14+0,06 0,38+0,08
CG-dK9-AT 0,12+0,11 0,27+0,07
CG-dK12-AT 0,13+0,09 0,60+0,12
ML-dPEG9-AT 0,19+0,08 0,90+0,11
ML-dPEG12-AT 0,21+0,12 0,85+0,15
ML-dPL9-AT 0,21+0,13 3,21+0,32
ML-dPL12-AT 0,36+0,06 4,98+0,35
CE-dPEG9-AT 0,20+0,05 1,05+0,18
CE-dPEGI12-AT 0,22+0,09 1,33+0,15
CE-dPL9-AT 0,33+0,04 5,18+0,27
CE-dPL12-AT 0,31+0,13 5,55+0,36
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Sekil 4.6. Saf atorvastatinin ve atorvastatin kat1 dispersiyonlarinin su i¢indeki ve pH 6.8
fosfat tamponu i¢indeki ¢oziiniirliikleri

Atorvastaninin sudaki ¢oziiniirliigii olduk¢a diisiiktiir (0,1 mg.mL™'). Fosfat
tamponunda ¢oziiniirliigii suya gére biraz daha yiiksektir (0,16 mg.mL™"). Atorvastatinin

kat1 dispersiyon halinde ¢oziiniirliigii su ve tampona gore belirgin olarak artmistir. Kati
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dispersiyonlarda da atorvastatinin ¢oziiniirliigii tampondaki ¢6ziiniirliigii suya gore daha

yiiksek bulunmustur (Tablo 4.4.).

Kati dispersiyonlarda polimer orami artikca ¢Oziniirliik artmistir (Tablo 4.4.).
Ornegin, eritme yontemiyle hazirlanan Pluronik F-68:atorvastatin kat1 dispersiyonunun
tampon igindeki ¢dziiniirliigii, etkin madde:polimer orani= 1:9 i¢in 3,21 mg.mL"' olarak
bulunmus, etkin madde:polimer oram=1:12 oldugunda ise ¢dziiniirliik 4,978 mg.mL"!

olacak sekilde artmistir.

Polimerler karsilastirildiginda, etkin madde i¢in saglanan en yiiksek ¢oziiniirliik
Pluronik F-68 ile hazirlanan kati dispersiyonlarla saglanmistir. Birlikte buharlagtirma
yontemiyle, etkin madde:polimer oram1 1:12 olacak sekilde hazirlanan Pluronik F-68:
atorvastatin kat1 dispersiyonunda atorvastatinin ¢oziiniirliigii 5,55 mg.mL™ olarak

bulunmustur.

Hazirlama yontemleri karsilastirildiginda, etkin madde ¢oziintirligii, en fazla
birlikte buharlastirma ydntemiyle elde edilen kat1 dispersiyonlarla artirilmistir. Ogiitme
ve yogurma yontemleriyle hazirlanan kat1 dispersiyonlarin etkin maddenin ¢6ziiniirliigiinii

diger yontemlere gore ¢ok daha az arttirdig1 goriilmiistiir.

Diferansiyel Taramah Kalorimetri (DSC) Olciimleri

DSC analizi ile gelistirilen kat1 dispersiyonlarin kristal yapilar1 incelenmistir. DSC
ile elde edilen termogramlarda, erime noktasina karsilik gelen endotermik piklerdeki
degisikliklere bakilarak kati dispersiyonun 6zelligi incelenmistir [6]. Atorvastatin i¢in
165°C’de bir endotermik pik elde edilmistir. Kullanilan polimerlerin de tek basina
termogramlari ¢ekilmistir (Tablo 4.5.). Fiziksel karisimlarda ve kat1 dispersiyonlarda ise
atorvastatine ait endotermik pikin kayboldugu goriilmiistiir (Sekil 4.7). Bu durum, ilacin
kristal 6zelliginin amorf yapiya dondiigiinii géstermektedir. Bunlarda erime noktalar1
arasinda c¢ok biiyilk fark gozlenmemistir (Tablo 4.5.). Bu sonuglar mikroskopi

goriintiileriyle de uyumludur.



60

Hazirlama yontemi ve polimer oraninin endotermik pik tizerinde belirgin bir etkisi

gozlenmemistir.
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Sekil 4.7. Farkli polimerler: a) PEG 6000; b) Pluronik F-68; c) baz kitosan ile hazirlanan
AT kat1 dispersiyonlaria ait DSC termogramlari
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Tablo 4.5. Fiziksel karigim ve kati dispersiyonlarin erime noktalarinin karsilastiriimasi

Kod Sicaklik (°C)
AT 165
PEG 62
CE-dPEG 62,5
ML-dPEG 62,5
PEG9-AT-PM 62,5
PEGI2-AT-PM 62
CE-dPEG9-AT 61
ML-dPEG9-AT 63
CE-dPEGI12-AT 61
ML-dPEGI12-AT 63
PL 56
CE-dPL 55
ML-dPL 55
PL9-AT-PM 55
PL12-AT-PM 55
CE-dPL9-AT 53
ML-dPL9-AT 55
CE-dPLI12-AT 53
ML-dPL12-AT 55
K 100
KN-dK 100
CG-dK 100
K9-AT-PM 80
K12-AT-PM 100
KN-dK9-AT 80
CG-dK9-AT 100
KN-dK12-AT 100
CG-dK12-AT 100

Fourier Transform infrared Spektroskopi (FT-IR) Olciimleri

FT-IR caligmalar ile kat1 dispersiyonlarda etkin madde ve polimer arasindaki
etkilesimler incelenmistir. Atorvastatine ait IR spektrumunda, 3670.7 cm-1’de O-H
gerilme bandi, 3361.8 cm-1’de N-H gerilme bantlari, 3220.4 cm-1’de asimetrik O-H
gerilme bandi, 1649.7 cm-1"de karboksilli asit yapisinda yer alan C=O bagina ait gerilme
bandi, 1578.9 cm-1’de amit yapisinda yer alan C=0 bagina ait gerilme bandi, 1242.1 cm-
1°de C-N gerilme bantlar1 elde edilmistir. Sekil 4.8.’de atorvastatin, PEG 6000, Pluronik
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F-68, baz kitosan ile birlikte fiziksel karisim ve kat1 dispersiyonlara ait FT-IR spektrumlari
verilmigstir. Fiziksel karigimlarda ve kat1 dispersiyonlarda atorvastatine ait karakteristik

bantlarin kayboldugu goriilmiistiir (Tablo 4.6-4.8).
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Sekil 4.8. Farkli polimerler: a) PEG 6000; b) Pluronik F-68; c) baz kitosan ile hazirlanan

AT kat1 dispersiyonlarina ait FT-IR Spektrumlari

Tablo 4.6. PEG ile hazirlanan kat1 dispersiyonlarinin FT-IR spektrumlarinda elde edilen
karakteristik bantlar

Kodlar O-H N-H Asim. O-H C=0 (asim.) C=0 C-N C-H C-0
(36707 | (3361.8cm™) | (3220.4em™) | (1649.7 con) | (simetrik) (12421 ey | (28827 em”) | (1094.8 et
cm™) (1578.9 cm™)
AT + + + + + +
PEG + + +
(1241.4 e
CE-dPEG + + +
(1240.86 cm™) | (2882.4 cm) | (1096.67 cmn)
ML-dPEG + + +
(1241.3 cm™) (2880.9 cm™) (1095.1 cm™)
PEG9-AT-PM + + + + + +
(3362.1 cm™) (16503 cm™) | (1579.8em™) | (1241.6cm™) | (2884.8 cm) | (1096.0 cm™)
PEG12-AT-PM + + + + + +
(3361.5 cm™) (1650.2 cm™) | (1580.5cm™) | (1241.6cm™) | (2883.6 cm) | (1096.3 cm™)
CE-dPEGY9-AT - - - + + +
(12414 cm™) | (2883.0em”) | (1099.6 cm)
ML-dPEGY-AT + + + + +
(1650.0 cm™) | (1580.0 em™) | (1241.2cm™) | (2884.0cm) | (1097.3 em™)
CE-dPEG12-AT - - + + +
(12407 cm™) | (2883.1em”) | (1098.0 cm)
ML-dPEGI12-AT + + + + +
(1650.0 c™) | (1580.1cm™) | (12413 cm™) | (28815 cm™) | (1095.2 cm™)
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Tablo 4.7. Pluronik F-68 ile hazirlanan kati dispersiyonlarinin FT-IR spektrumlarinda
elde edilen karakteristik bantlar

Kodlar O-H N-H Asim. O-H C=0 (asim.) C=0 C-N C-H C-0
(3670.7 | (3361.8cm™) | (3220.4cm™) | (1649.7 cm) | (simetrik) (1242.1em™ | (2881.9cm™) | (1098.2 cm™)
cm™) (1578.9 cm™)
AT ¥ ¥ T ¥ ¥ T
PL + + +
(1241.5 cm™)
CE-dPL + + +
(1241.5em™ | (2884.4cm’) | (10993 cm™)
ML-dPL + + +
(12413 em™ | (2882.0cm™) | (1100.4 cm™)
PL9-AT-PM + + + + + +
(3363.6 cm) (1650.0 cm™) | (15804 cm™) | (1241.5em™) | (2883.7cm?) | (1102.5 cm™)
PL12-AT-PM + + + + + +
(3361.5 cm™) (1649.9 cm™) (1581.1 cm™) (1241.6 cm™) (2883.6 cm™) (1098.9 cm™)
CE-dPL9-AT - - - + + +
(1241.5em™) | 2881.2cm”) | (1099.2 cm™)
ML-dPL9-AT + + + + +
(1650.0 cm™) | (1580.5¢cm™) | (1241.5em™) | (2880.6cm™) | (1100.0 cm™)
CE-dPL12-AT - - ¥ + T
(1241.5cem™ | (2880.8cm’) | (1098.7 cm™)
ML-dPL12-AT + + + + +
(1650.1 cm™) (1580.4 cm™) (1241.5 cm™) (2883.3 cm™) (1099.1 cm™)

Tablo 4.8. Baz kitosan ile hazirlanan kat1 dispersiyonlarinin FT-IR spektrumlarinda elde

edilen karakteristik bantlar

Kodlar O-H N-H Asim. O-H C=0 (asim.) C=0 C-N O-H N-H
(36707 | (3361.8em”) | (32204cem™) | (16497 con) | (simetrik) (1242.1 ey | (3356.6 cm™) | (1591.5 em)
cm™) (1578.9 cm™) (gerilme (biikiilme
titregimi) titregimi)
AT + + + + + + R R
K + T
KN-dK + +
(3353.1 cm™) (1592.2 cm™)
CG-dK + +
(33528 em™) | (1593.6 cm™)
K9-AT-PM + + + + - -
(3363.4 cm) (1650.6 cm™) | (15793 em™) | (1242.9 em™)
K12-AT-PM + + + +
(3362.9 cm™) (1651.0cm™ | (1578.6 em™) | (1243.2 cm™)
KN-dK9-AT - + - - - +
(3287.9 cm) (1594.5 cm™)
CG-dK9-AT - + +
(33554 cm™) | (1593.9 em™)
KN-dK12-AT + - +
(3280.0 cm) (1593.8 cm™)
CG-dK12-AT - + +
(3350.0 cm™) | (1593.5 em™)

Polimer oraninda artisin FT-IR {izerinde etkisi olmadig1 goriilmiistiir. Hazirlama

yontemleri karsilagtirildiginda, PEG ve Pluronik igin, birlikte buharlastirma yonteminde

atorvastatine ait tiim karakteristik pikler kaybolurken, eritme yonteminde ise karbonil

(C=0) bagma ait bandin kaldig1 goézlenmistir. Baz kitosan iginse atorvastatine ait tiim

karakteristik pikler kayboldugu gézlenmistir. Yogurma yonteminde asimetrik hidroksil

(O-H) bagina ait bandin kaldig1 gozlenmistir. Fiziksel karisimlarda ise asimetrik hidroksil

bandi1 diginda atorvastatine ait tiim karakteristik bantlar gézlenmistir.
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X-1sin1 Kirinim (XRD) Olciimleri

X-1s1m1 kirinim ¢aligmalari, kati dispersiyonlarin kristal yapisini incelemek
amaciyla yapilmistir. Atorvastatin igin, literatiirle uyumlu sekilde [7], 26°da 3.00°, 9.08°,
9.36° 10.18° 10.42° 11.74° 12.11°, 16.94°, 19.36°, 21.54°, 22.62°, 23.22°, 23.60°
acilarinda yiiksek kristal ©zelligini yansitan dar ve yogun miktarda karakteristik
difraksiyon pikleri elde edilmistir (Sekil 4.9). Fiziksel karigimlarda ve kati
dispersiyonlarda atorvastatine ait yogun piklerin kayboldugu gozlenmistir (Sekil 4.10).
Bu durum atorvastatinin kristal formdan amorf forma gectigini gostermektedir. Bu

sonuglar DSC ¢alismalari ile uyum saglamaktadir.
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Sekil 4.9. Atorvastatine ait X-151n1 difraksiyon deseni



67

Yoguniuk

7833

— AT

— PEGE-AT-PM
— PEGA2-AT-PM
e MIL-dPEG

— ML-dPEGS-AT
= ML-dPEG1Z-AT
e CE-dPEG

— CE-dPEGS-AT
— CE-dPEG12-AT
— PEG

e T
s e et o~ [, e S e
= L] 2 <43 =0 L] T
2 Teta (8)
b)
— AT
5000 — PLA-AT-PM
— PL12-AT-PM
e AL -dPL
0 o m— ML-dPLE-AT
. MIL-dPL12-AT
e CE-APL
“00 o CE-dPL9-AT
e CE-dPL12-AT
— PL
300
|
|:'
000 -

Yoguniuk

2 Teta (8)

TQ




68

c)
o AT
I000 — HN-H
— NS
— KN-dK42
—
— K3-AT-PM
5 — K1Z-AT-PM
— TG
— CG-dHI-AT
— CG-dKZ-AT
2000
-
=
=
%
= 4m00 |‘ ~
| I
’ i If““u Il
Y ‘ | .‘I d
I NP
| R ""A W Wy £ s P Mot
¥ B L i L -
= fw . "
- l\-.—-’ '--“I;;,.#";;_ ) e -
r f Ml e e oo . -—-_..
— .

an 2—[‘_@\}:&3‘\’ [B] <0 B0 -=] 7o

Sekil 4.10. Farkli polimerler: a) PEG 6000; b) Pluronik F-68; ¢) baz kitosan ile
hazirlanan AT kat1 dispersiyonlarina ait X-1g1n1 kirmimi

Polimer oraninda artis ve hazirlama yonteminin X-151m1 kirmimi ile elde edilen

desenler iizerinde etkisi olmadig1 goriilmiistiir.

Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) Calismalari

SEM analizi ile etkin madde, polimer, bunlarin fiziksel karisimlari ve kati
dispersiyonlarinin yilizey 6zellikleri incelenmistir. Atorvastatin kristal yapida diizenli

cubuk seklinde bir yapida (Sekil 4.11) iken polimerlerin diizensiz bir yapiya sahip
olduklar1 goriilmiistiir (Sekil 4.12-4.14a).

Fiziksel karisimlara ait sekilerde (4.12-4.14, d-e) atorvastatin kristallerinin fiziksel
olarak polimerler iizerine tutundugu gozlenirken kati dispersiyon karigimlarinda (Sekil
4.12-4.14, f-1) atorvastatinin diizenli kristal yapisina rastlanmamis ve diizensiz sekilli
partikiiller elde edilmistir. Bu durum etkin madde ve polimer arasindaki etkilesimi

gostermektedir ve bu etkilesim sonucu atorvastatin kristal yapisini kaybetmistir.



Sekil 4.11. Atorvastatine ait SEM mikrograflart (x25.000)

a) PEG b) ML-dPEG ¢) CE-dPEG

>0 P ET 1008

Sekil 4.12. PEG 6000 ile hazirlanan AT kati1 dispersiyonlarina ait SEM mikrograflari

(x25.000)
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b) ML-dPL ¢) CE-dPL

d) PL9-AT-PM e) PL12-AT-PM
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Sekil 4.13. Pluronik F-68 ile hazirlanan AT kat1 dispersiyonlarina ait SEM mikrograflari
(x25.000)

a) Kitosan b) CG-dK ¢) KN-dK
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d) K9-AT-PM e) K12-AT-PM f) CG-dK9-AT

Sekil 4.14. Baz kitosan ile hazirlanan AT kat1 dispersiyonlarina ait SEM mikrograflari
(x25.000)
4.2.2. Jel formiilasyonlar

- Atorvastatin igeren jel formiilasyonlari

- Kati dispersiyon halinde atorvastatin igeren jel formiilasyonlari

Formiilasyonlar Uzerinde Yapilan in Vitro Calisma Sonuclari

Viskozite Olciimii

Jel formiilasyonlar1 ve Atorvastatin ve PEG 6000, Pluronik F-68, Baz kitosan
polimerleri kullanilarak hazirlanan kat1 dispersiyonlardan hareketle hazirlanan jel
formiilasyonlarinin  viskozite degerleri Tablo 4.9.da  verilmistir. Hazirlanan
formiilasyonlarin akis profilleri Sekil 4.15. ve Sekil 4.16.”da verilmistir. Formiilasyonlarin

viskoziteleri periodontal cebe uygulama i¢in uygun oldugu goriilmiistiir.



Tablo 4.9. Formiilasyonlarin viskozite degerleri (25 + 0.1 °C) (n=3)

Formiilasyon kodu | Viskozite (cP)+ Std
Sapma
gK-ML-dPEG9 881+2,3
gK-ML-dPEG9-AT 9657+2,9
gK-ML-dPEGI12 1124+22
gK-ML-dPEG12-AT 1284542,7
gK-CE-dPEGY 870+1,7
gK-CE-dPEGY9-AT 2394+3,9
gK-CE-dPEG12 848+2.6
gK-CE-dPEG12-AT 6191+4.8
gP-CE-dPEG12 836+2,2
gP-CE-dPEG12-AT 5384+3,2
gP-ML-dPEG12 1049+1,6
gP-ML-dPEGI12-AT 8321+2.4
gK-ML-dPL9 1111+3,1
gK-ML-dPL9-AT 14208+5,1
gK-ML-dPL12 1075+1,8
gK-ML-dPL12-AT 8347+2,1
gK-CE-dPL9 1230+4,1
gK-CE-dPL9-AT 25413452
gK-CE-dPL12 1319+2.4
gK-CE-dPL12-AT 7487+3,3
gP-CE-dPL12 3042+2.5
gP-CE-dPL12-AT 8519+2.5
gP-ML-dPL12 2679+4,3
gP-ML-dPL12-AT 7156+4,8
gKN-dK9 15412+3,5
gKN-dK9-AT 29959+6,3
gCG-dK9 35364+2,3
gCG-dK9-AT 46000+5,4
gKN-dK12 324724+4,6
gKN-dK12-AT 38735+4,6
gCG-dK12 51462+5,3
gCG-dK12-AT 76428+3,9
PEG 400 104,6+2,1
gK 243,343.5
gP 295,0+1,4
PEG 400-AT 178,0+£2,2
gK-AT 1692,7+3,1
gP-AT 1488+1,7
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Sekil 4.15. AT igeren jel formiilasyonlarina ait viskozite egrileri (n=3)

a)
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73



b)
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Sekil 4.16. AT kati1 dispersiyonlari i¢eren jel formiilasyonlarin viskozite egrileri (n=3)
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Kati  dispersiyonlarda  polimer oraninin artmasiyla, formiilasyonlarin
viskozitelerinin arttig1 goriilmiistiir (Tablo 4.9). Baz kitosan ile hazirlanan kati
dispersiyonlarla hazirlanan kitosan jellerin viskozitesi en yiiksek bulunurken, PEG ile

hazirlananlarin ise en diisiik bulunmustur.

Farkli yontem ile hazirlanan kati dispersiyonlarin kitosan ile birlestirildiginde
farkli 6zellikler gosterdigi goriilmiistiir. Yogurma ve birlikte 6glitme ile hazirlanan kati
dispersiyonlar kitosan jel ile karistirildiginda, diger yontemle hazirlananlara gore daha
yiiksek viskozite degerleri elde edilmistir. Yogurma yontemiyle 1:12 (etkin
madde:polimer) oraninda hazirlanan atorvastatin:baz kitosan kati dispersiyonun, sadece
%1 laktik asit ¢ozeltisi i¢inde disperse edilmesi ile elde edilen formiilasyonun viskozite
degeri 76428+3,9 cP olarak bulunmustur. Yani, kitosan ile hazirlanan kati

dispersiyonlariin dogrudan laktik asit i¢inde disperse edilmesi miimkiin olmustur.

PEG ile eritme yontemiyle hazirlanan kati dispersiyon formiilasyonlarmin baz
kitosan jel icindeki viskoziteleri, birlikte buharlastirma yontemiyle hazirlanan kati
dispersiyon formiilasyonlarinin baz kitosan jel ig¢indeki viskozitelerinden yiiksek
bulunmustur (eritme yontemiyle: 9657+2,9¢P; buharlastirma yontemiyle 2394+3,9 cP).
Pluronik ile hazirlalan kati dispersiyonlartkitosan jel formiilasyonlarin viskozitesine
bakildiginda, hazirlama yonteminin viskozite iizerine O6nemli bir etkisi olmadigi

gorilmiistiir.

Bivoadezyon Calismalari

Jel formiilasyonlarma ve Atorvastatin:baz kitosan Atorvastatin:PEG 6000,
Atorvastatin:Pluronik F-68 kat1 dispersiyonlarindan hareketle hazirlanan jellere ait

biyoadezyon sonuglar1 Tablo 4.10°da, Sekil 4.17 ve Sekil 4.18°de verilmistir.



Tablo 4. 10. Jel formiilasyonlarinin biyoadezyon 6zellikleri (n=3)

Formiilasyon kodu

Biyoadezyon isi (mJ/cm?)

+SD
gK-ML-dPEG9 0,799+0,47
gK-ML-dPEG9-AT 1,553+0,42
gK-ML-dPEG12 1,237+0,16
gK-ML-dPEGI2-AT 1,721%0,07
gP-ML-dPEG12 1,241£0,47
gP-ML-dPEG12-AT 0,853+0,03
gK-CE-dPEG9 0,327+0,23
gK-CE-dPEG9-AT 0,508+0,08
gK-CE-dPEG12 0,556+0,23
gK-CE-dPEG12-AT 0,776+0,18
gP-CE-dPEG12 1,007+0,45
gP-CE-dPEG12-AT 0,885+0,08
gK-ML-dPL9 1,140+0,46
gK-ML-dPL9-AT 2,782+0,24
gK-ML-dPL12 0,832+0,25
gK-ML-dPL12-AT 2,040+0,30
gP-ML-dPL12 1,457+0,61
gP-ML-dPL12-AT 1,4790,60
gK-CE-dPL9 0,841%0,12
gK-CE-dPL9-AT 3,276 £0,93
gK-CE-dPL12 1,203+0,31
gK-CE-dPL12-AT 2,195+0,23
gP-CE-dPL12 1,457+0,08
gP-CE-dPL12-AT 1,162+0,27
gP-CE-dPEG12-AT 0,885+0,08
gP-ML-dPL12-AT 1,479+0,60
gP-ML-dPEG12-AT 0,853+0,03
gKN-dK9 0,635+0,10
gKN-dK9-AT 0,820+0,24
gKN-dK 12 0,441%0,05
gKN-dK12-AT 0,056+0,05
gCG-dK9 0,784+0,33
gCG-dK9-AT 0,940+0,20
gCG-dK12 0,336+0,16
gCG-dK12-AT 0,102+0,09
PEG 400 0,23 £ 0,06
oK 0,50 0,10
gP 0,34 = 0,03
PEG 400-AT 0,49 = 0,09
gK-AT 0,81 0,11
gP-AT 0,65+ 0,17
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Sekil 4.17. Jel formiilasyonlarinin biyoadezyon 6zellikleri + SS (n=3)

a)

n n
< ™ ~ — o

(zwo/fw) 15| uoAzapeoAig

1V-2193dp-30-d38
7193dp-30-d3

1V-2193dpP-30-%8
7193dp-30-)3

1v-693dp-30-X3
693dP-30-)8

1V-2193dpP-1N-d8
Z193dP-1IN-d3

1v-Z193dP-1N-X3
TT93dP-1N-X3

1v-693dP-TN-)3
693dP-1IN-X3
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b)

(zwa/fw) 15] uoAzapeoAig
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1v-2T1dP-1IN-d8
ZT1dP-TIN-d3

1V-ZT1dP-TIA-)8
ZT1dP-1IN-X8

1V-61dP-1N-)3
61dP-1IN-)3

c)

n
<

<

(a2} o

1 1 3 3
) ~ — o

(zwd/fw) 15| uoAzapeoAig

1V-ZTpP-928

ZINP-928

1v-6)p-908

6)P-903

LV-ZTP-NYS

TIAP-NY3

LV-6)P-N3

j 6P-NY3
n i [Fp] o

Sekil 4.18. AT kat1 dispersiyonlari i¢ceren formiilasyonlarin biyoadezyon 6zellikleri = SS
(n=3)
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Kat1 dispersiyonlarda polimer orani artik¢a kitosan jel ile birlestirme zorlagsmustir.
Ozellikle kitosanla hazirlanan kati dispersiyonlarda kitosan orani artirildiginda (1:9 ve
1:12), kivamli bir kiitle elde edildigi i¢in ayrica kitosan jel i¢ine eklenmeyip sadece %1
laktik asit icinde disperse edilmistir. Ancak bu durumda biyoadezyon degerinin kitosan
jelile hazirlananlara gore daha diisiik oldugu goriilmiistiir: Atorvastatin+Baz kitosan jel’in
biyoadezyon is degeri 0.81+0,11 mJ/cm?; Atorvastatin+Baz kitosan dispersiyonlar (1:12)
i¢in biyoadezyon is degerleri, 6giitme yontemi: 0.102+0,09 mJ/cm?; yogurma ydntemi:

0.056+0,05 mJ/cm? olarak bulunmustur.

Biyoadezyon en yiiksek Pluronik F-68 ile birlikte buharlastirma yontemiyle
hazirlanan kati dispersiyon (1:9)+ kitosan jel formiilasyonlarinda elde edilmistir
(3,276+0,93 mJ/cm?). Pluronik F-68 ile hazirlanan kat: dispersiyonlar igin polimer orani
artikca, jel ile birlestirildiginde biyoadezyon 6zeligin azaldigr gériilmiistiir. 1:12 oraninda
hazirlanan formiilasyonda biyoadezyon is degeri 2,196+0,23 mJ/cm? bulunmustur. Farkli
yontem kullanilarak hazirlanan Pluronik F-68 kati dispersiyonlar+jel formiilasyonlarinin
biyoadezyonlarinda fark bulunmustur: 1:12 oranda eritme yontemiyle hazirlanan kati
dispersiyon+ kitosan jel formiilasyonlarinda biyoadezyon is degeri 2,040+0,80 mJ/cm?;

1:9 oraninda hazirlanan formiilasyon igin: 2,782+0,24 mJ/cm? bulunmustur.

PEG 6000 ile hazirlanan kati dispersiyonlarin baz kitosan jel formiilasyonlari
icindeki adezif 6zelliklerinin ise artan polimer oranindan bagimsiz oldugu gézlenmistir.
Hazirlama yonteminin ise biyoadezyon 06zellik {izerine etkili oldugu goriilmiistiir (1:12
oranda eritme ydntemi ile hazirlanan: 1,721£0,07 ml/cm?; birlikte buharlastirma:

0,776+0,18 mJ/cm?).

Siringa Edilebilirlik Calismalari

Formiilasyonlar i¢in elde edilen siringa edilebilirlik isi degerleri Tablo 4.11°de ve
Sekil 4.19°da gosterilmistir. Ila¢ varliginda FT-IRlirlik isinin (WS) arttig1 gdzlenmistir
(PEG ile hazirlanan kat1 dispersiyonda (1:12) WS degeri: 254,22+0,40 N.mm; PL F-68 ile
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hazirlanan kat1 dispersiyonda (1:12) WS degeri: 134,19+0,24 N.mm; baz kitosan ile
hazirlanan kat1 dispersiyonda (1:12) WS degeri: 370,74+0,73 N.mm). Diger bir deyisle,
jel formiilasyonlarini enjektorden itebilmek i¢in daha fazla kuvvete gerek oldugu
saptanmistir. Baz kitosan ile hazirlanan kati dispersiyonlarla hazirlanan kitosan jellere ait
degerler en yiiksek bulunurken, Pluronik F-68 ile hazirlananlar en diisiik bulunmustur
(Tablo 4.10.). Polimer oran1 artik¢a siringa edilebilirligin azaldig1 gozlenmistir (PEG ile
hazirlanan kat1 dipersiyonlarda WS degerleri 1:9 ve 1: 12 i¢in sirasiyla, 197.52+0.37
N.mm ve 254.22+0.4 N.mm; PL F-68 ile hazirlanan kat1 dipersiyonlarda WS degerleri 1:9
ve 1: 12 i¢in sirasiyla, 109,62+0,09 N.mm ve 134,19+0,24 N.mm; baz kitosan ile
hazirlanan kat1 dipersiyonlarda WS degerleri 1:9 ve 1: 12 i¢in sirastyla, 291,71+0,04
N.mm ve 326,35+0,13 N.mm).

Farkli hazirlama yontemleri goz oniline alindiginda ise, PEG ile hazirlanan kati
dispersiyon igeren jellerin siringa edilebilirlik 0Ozelligi {izerine etkisi olmadig
goriilmistlir. gbz Oniine alindiginda, Pluronik F-68 ile eritme yontemiyle hazirlanan kati
dispersiyonlarin baz kitosan jel igindeki siringa edilebilirlik isi wverisi, birlikte
buharlastirma yontemiyle hazirlanan kat1 dispersiyonlarin baz kitosan jel i¢indeki siringa
edilebilirlik isinden yiiksek bulunmustur (1:12 etkin madde:polimer oraninda eritme
yontemiyle: 134,19+0,24 N.mm; buharlagtirma yontemiyle 115,53+0,18 N.mm). PEG
ile hazirlanan kati dispersiyonlar+kitosan jel formiilasyonlarin viskozitesine bakildiginda,

siringa edilebilirlik 6zelliginin hazirlama yontemine bagl olmadigi goriilmiistiir.

PEG ve Pluronik ile hazirlanan kati dispersiyonlarin baz kitosan jel i¢indeki
formiilasyonlarinin siringa edilebilirlik 6zelliklerine ait degerlerin, suda ¢ozilinen kitosan
jel icindeki formiilasyonlara gore daha yiiksek oldugu bulunmustur (eritme yonteminde
AT:PEG (1:12) baz kitosan jel i¢inde: 254,22+0,40 N.mm, suda ¢oziinen kitosan jel
icinde: 130,23+2,23 N.mm).

Kat1 dispersiyonlarda polimer oraninin artmasiyla, formiilasyonlarin siringa

edilebilirlik isi verilerinin arttig1 gériilmiistiir (Tablo 4.11.).
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Kuvvet (N)
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gK-CE-dPEGS
gK-CE-dPEGS-AT
gK-CE-dPEG12
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= gP-ML-dPEG12-AT
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c)
Kuvvet (N) — K-S
—— KN-dK9-AT
CG-dKg
12,5 — CG-dKI-AT
e KN-dKD
10 - — KN-dK3-AT
— CG-dK12
7,5 — CG-dK12-AT

5 -
2,5

0 | N
& | l
2,5 [ s 40
5 i Zaivai {sti)
7.5

Sekil 4.19. AT kat1 dispersiyonlari iceren formiilasyonlarin siringa edilebilirligini
gosteren is egrileri (n=3)
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Tablo 4.11. Jel formiilasyonlarmin siringa edilebilirlik 6zellikleri (n=3)

Formiilasyonlar Siringa edilebilirlik isi
(N.mm)

gK-CE-dPEGY9 79,17+£0,16
gK-CE-dPEGY9-AT 197,52+0,37
gK-CE-dPEG12 93,54+0,01

gK-CE-dPEG12-AT 254,22+0,40
gK-ML-dPEG9 77,19+0,17
gK-ML-dPEG9-AT 201,15+0,34
gK-ML-dPEGI12 93,63+0,27
gK-ML-dPEG12-AT 161,67+0,19
gP-CE-dPEG12 166,86+1,68
gP-CE-dPEG12-AT 135,6+1,7

gP-ML-dPEG12 106,17+0,03
gP-ML-dPEGI12-AT 130,23+2,23
gK-CE-dPL9 87.00+0,04
gK-CE-dPL9-AT 92,61+0,25

gK-CE-dPL12 112,32+0,10
gK-CE-dPL12-AT 115,53+0,18
gK-ML-dPL9 89,67+0,11

gK-ML-dPL9-AT 109,62+0,09
gK-ML-dPL12 99,96+0,06
gK-ML-dPL12-AT 134,19+0,24
gP-CE-dPL12 94,8+0,17

gP-CE-dPL12-AT 104,76+0,23
gP-ML-dPL12 97,2+0,07

gP-ML-dPL12-AT 88,02+0,18
gKN-dK9 219,15+0,36
gKN-dK9-AT 291,71+0,04
gCG-dK9 224,54+0,43
gCG-dK9-AT 294,55+0,21
gKN-dK 12 237,02+0,01
gKN-dK12-AT 326,35+0,13
gCG-dK12 243,42+0,37
gCG-dK12-AT 370,74+0,73

Salim Calismalari

Jel formiilasyonlarina ait salim profilleri Sekil 4.20°de ve kat1 dispersiyonladan

hareketle hazirlanan jellerden atorvastatinin salim profilleri Sekil 4.21a-c’de verilmistir.
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Kat1 dispersiyonlarla ¢oziinme artirildigi bulunmustur. 2.saat sonunda PEG iginde
¢Oziindiiriilmiis etkin maddenin salim1 %4.55; 6 saatte %7.34, kitosan jel i¢inde 2.saatte
% 0.57, 6.saatte %2.65 bulunmustur. PEG ile hazirlanan (birlikte buharlastirma yontemi,
1:12) kat1 dispersiyontjel formiilasyonunda 2. saatte ¢éziinen miktar %4.24, 6.saatte
%7.99 bulunmustur. Pluronik F-68 ile hazirlanan formiilasyonlardan etkin maddenin

saliminin diger polimerlere gore diisiik oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.21).

14

12 | gK-AT
gP-AT

10 | Peg400-AT

% Salim

Zaman (saat)

Sekil 4.20. AT igeren jel formiilasyonlardan etkin madde salim profilleri + SS (n=6)
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14 ¢
—— gCG-dK12-AT

—f— gKN-dK12-AT

gCG-dK9-AT

== gKN-dK9-AT

% Salim

== gK-CG-dK12-AT

Zaman (saat)

Sekil 4.21. AT kat1 dispersiyonlar1 iceren jel formiilasyonlardan etkin madde salim
profilleri + SS (n=6)

Atorvastatin:PEG ile artan polimer oranlariyla hazirlanan kat1 dispersiyonlarin baz
kitosan jel igindeki formiilasyonlarindan etkin madde saliminin azaldig goriilmiistiir.
Eritme yoOntemiyle hazirlanan atorvastatin:PEG kat1 dispersiyon formiilasyonlarindan
salimin, birlikte buharlastirma yontemiyle hazirlanan kati dispersiyonlarin jel
formiilasyonlarindan salimina gére daha yiiksek oldugu bulunmustur. Pluronik F-68 ile
hazirlanan kat1 dispersiyonlarin baz kitosan jeller i¢indeki formiilasyonlarindan
salimlarinda, polimer oraninin degistirilmesinin salima bir etkisi olmadig1 gosterilmistir.
Ayrica farkli  yontemler kullanarak hazirlanan atorvastatin:pluronik F-68 kati
dispersiyonlarin jel formiilasyonlarindan saliminda yontemin anlamli bir artis ya da
azalmaya neden olmadig1 gosterilmistir. Ogiitme yontemiyle hazirlanan atorvastatin:baz
kitosan kat1 dispersiyonlarinin baz kitosan jel i¢indeki formiilasyonlarindan salimin,
yogurma metoduyla hazirlanan kati dispersiyonun jel formiilasyonuna gore daha yiiksek
oldugu bulunmustur. Ayrica atorvastatin:baz kitosan ile artan polimer oranlarinda
hazirlanan kati dispersiyonlarin jel formiilasyonlarindan salimin anlamli bir artis ya da

azalma gostermedigi bulunmustur.
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PEG ve pluronik F-68 ile hazirlanan kati disperisyonlarin suda ¢dziinen kitosan
jelden etkin madde saliminin baz kitosan jel i¢indeki kati dispersiyon formiilasyonlarina

gore daha yiiksek oldugu gosterilmistir.

Eritme yoOntemiyle hazirlanan atorvastatin:PEG (1:9) kati dispersiyonun suda

¢oziinen kitosan jel icindeki formiilasyonu ile en yliksek salim elde edilmistir.

Antiinflamatuvar Etkinin incelenmesi

Transforme edici biiyiime faktorii (TGF-beta) ailesinden olan TGF-B1, TGF-B2 ve
TGF-B3 alt tipleri inflamasyonda rol oynayan polipeptid yapida biiylime faktorleridir
(200). IL-8, IL-6, IL-10 ve IL-1beta ise periodontal hastaligin belirlenmesinde 6nemli olan
kemik yikimi ve atagman kaybina sebep olarak inflamatuvar cevabi artiran sitokinlerdir
(201). Literatiirde periodontal hastaligin degerlendirilmesinde belirte¢ olarak kullanilan
TGF-beta ve IL-1beta sitokinleri secilerek TNF-a ile uyarilan insan gingival fibroblast
hiicreleri tizerine formiilasyonlar uygulandiktan 4 ve 8 saat sonra bu belirteclerin

konsantrasyonlarina bakilmistir.

Calismanin son doneminde, hazirlanan formiilasyonlarin antiinflamatuvar etkisini
incelemek amaciyla IL-8, IL-6, IL-10, IL-1p ve transforme edici biiylime faktorleri
ailesinden olan TGF-B1, TGF-B2 ve TGF-B3 sitokinleri iizerinde ¢aligmalar yapilmistir.
Alveolar kemik kaybiyla karakterize olan periodontal hastalikta formiilasyonlarin TNF-
alfaile uyarilan insan gingival fibroblast hiicrelere uygulandiktan 4 ve 8 saat sonra, serbest
birakilan interlokinler ve diger transforme edici biiyiime faktorlerinin konsantrasyonlari
Olclilmiistiir. Atorvastatin, serbest birakilan interlokin konsantrasyonunu ve kemik

yikimint azaltmaktadir (14, 22-24).

Bu c¢alismada atorvastatin, proinflamatuvar belirtegler olan IL-8, IL-6 ve IL-
Ibeta’y1 ve antiinflamatuvar belirte¢ olan IL-10’u inhibe etmistir. TGF-beta ailesi ise
periodontal hastalikta ¢ift yonlii calisan (stimulasyon ve inhibisyon) sitokinler olarak

bilinmektedir (25, 200, 202-204).
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IL-1beta sitokin seviyeleri

In vitro insan gingival fibroblast hiicreleri (hGF) kullanilarak yapilan hiicre
kiiltiirii ortaminda formiilasyonlarin uygulamasindan sonra hiicre kiiltiir siipernatanindan

Olciilen IL-1beta diizeyleri Sekil 4.22a-b’de gosterilmistir.

IL-1beta ile yapilan c¢alismalarda farkli polimerler ve farkli hazirlama
yontemleriyle hazirlanan atorvastatin  kati  dispersiyonlariyla  hazirlanan  jel
formilasyonlarin tiimiinde kontrole gore daha yiliksek antiinflamatuvar etki elde
edilmistir. Kat1 dispersiyonlar i¢in polimer orani ve hazirlama yontemi karsilastirildiginda
aralarinda etki diizeyi yoniinden bir fark gézlenmemistir. Jel formiilasyonunda kullanilan
kitosanin tipine gore (suda ¢oziinen veya bazik) ise antiinflamatuvar etkinin siddetinin
degistigi gozlenmistir. Suda c¢oziinen kitosan (Protasan) ile hazirlanan jel
formiilasyonlariyla, bazik kitosan (Koyo) ile hazirlanan formiilasyonlara gore daha
yiiksek antiinflamatuvar etki saglanmistir. 8 saat sonra formiilasyonlarin antiinflamatuvar

etkisinin devam ettigi gdzlenmistir.
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Sekil 4.22. Formiilasyon (1/2 diliisyonunda) uygulamasini takiben hGF hiicrelerinde 1L-
lIbeta seviyeleri: a) uygulamadan 4 saat sonra; b) uygulamadan 8 saat sonra

IL-6 sitokin seviveleri

In vitro insan gingival fibroblast hiicreleri (hGF) kullanilarak yapilan hiicre
kiiltiirii ortaminda formiilasyonlarin uygulamasindan sonra hiicre kiiltiir siipernatanindan

Olciilen IL-6 diizeyleri Sekil 4.23‘te gosterilmigtir.

IL-6 ile yapilan galismalarda, farkli polimerler ve farkli hazirlama yontemleriyle
hazirlanan atorvastatin kati1 dispersiyonlariyla hazirlanan jel formiilasyonlarin tiimiinde
kontrole gore daha yiiksek antienflamatuvar etki elde edilmistir. Kat1 dispersiyonlar i¢in
polimer orani ve hazirlama yontemi karsilagtirildiginda aralarinda etki diizeyi yoniinden
bir fark gozlenmemistir. Jel formiilasyonunda kullanilan kitosanin tipine gore (suda
¢Oziinen veya bazik) ise antienflamatuvar etkinin siddetinin degistigi gozlenmistir. Bazik
kitosan (Koyo) ile hazirlanan jel formiilasyonlariyla, suda ¢oziinen kitosan (Protasan) ile
hazirlanan formiilasyonlara gore daha yiiksek antienflamatuvar etkinin saglanmistir. Hem

4. hem de 8. saat 6l¢iimlerinde etkinin devam ettigi gdzlenmistir.
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Sekil 4.23. Formiilasyon (1/2 diliisyonunda) uygulamasini takiben hGF hiicrelerinde IL-
6 seviyeleri: a) uygulamadan 4 saat sonra; b) uygulamadan 8 saat sonra
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IL-8 sitokin sevivyeleri

In vitro insan gingival fibroblast hiicreleri (hGF) kullanilarak yapilan hiicre
kiiltiirii ortaminda formiilasyonlarin uygulamasindan sonra hiicre kiiltiir siipernatanindan

Olciilen IL-8 diizeyleri Sekil 4.24‘te gosterilmistir.

IL-8 ile yapilan ¢aligmalarda, IL-6 ile elde edilen sonuglara benzer sekilde, farkl
polimerler ve farkli hazirlama yoOntemleriyle hazirlanan atorvastatin  kati
dispersiyonlariyla hazirlanan jel formiilasyonlarin tiimiinde kontrole gére daha yiiksek
antienflamatuvar etki elde edilmistir. Kat1 dispersiyonlar i¢in polimer oran1 ve hazirlama
yontemi karsilastirildiginda aralarinda etki diizeyi yoniinden bir fark gézlenmemistir. Jel
formiilasyonunda kullanilan kitosanin tipine gore (suda ¢Oziinen veya bazik) ise
antienflamatuvar etkinin siddetinin degistigi gozlenmistir. Suda ¢6zlinen kitosan
(Protasan) ile hazirlanan jel formiilasyonlariyla, bazik kitosan (Koyo) ile hazirlanan
formiilasyonlara gore daha yliksek antienflamatuvar etkinin saglanmistir. Hem 4. hem de

8.saat dl¢limlerinde etkinin devam ettigi gézlenmistir.
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Sekil 4.24. Formiilasyon (1/2 diliisyonunda) uygulamasini takiben hGF hiicrelerinde IL-
8 seviyeleri: a)uygulamadan 4 saat sonra; b) uygulamadan 8 saat sonra

IL-10 sitoKkin seviveleri

In vitro insan gingival fibroblast hiicreleri (hGF) kullanilarak yapilan hiicre
kiiltiirii ortaminda formiilasyonlarin uygulamasindan sonra hiicre kiiltiir siipernatanindan

Olciilen IL-10 diizeyleri Sekil 4.25te gosterilmistir.

IL-10 ile yapilan ¢alismalarda da diger incelenen sitokinlere benzer sekilde farkli
polimerler ve farkli hazirlama yoOntemleriyle hazirlanan atorvastatin  kati
dispersiyonlartyla hazirlanan jel formiilasyonlarin tiimiinde kontrole gére daha yiiksek
antienflamatuvar etki elde edilmistir. Kat1 dispersiyonlar i¢in polimer oran1 ve hazirlama
yontemi karsilastirildiginda aralarinda etki diizeyi yoniinden bir fark gézlenmemistir. Jel
formiilasyonunda kullanilan kitosanin tipine gore (suda ¢Oziinen veya bazik) ise
antienflamatuvar etkinin siddetinin degistigi gozlenmistir. Suda ¢6zlinen kitosan

(Protasan) ile hazirlanan jel formiilasyonlariyla, bazik kitosan (Koyo) ile hazirlanan
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formiilasyonlara gore daha yiiksek antienflamatuvar etkinin saglanmistir. 8 saat sonra

formiilasyonlarin antienflamatuar etkisinin arttig1 gézlenmistir.
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10 seviyeleri: a) uygulamadan 4 saat sonra; b) uygulamadan 8 saat sonra

Sekil 4.25. Formiilasyon (1/2 diliisyonunda) uygulamasini takiben hGF hiicrelerinde IL-
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TGF-betal sitokin seviyeleri

In vitro insan gingival fibroblast hiicreleri (hGF) kullanilarak yapilan hiicre
kiiltiirii ortaminda formiilasyonlarin uygulamasindan sonra hiicre kiiltiir siipernatanindan

Olciilen TGF-betal diizeyleri Sekil 4.26a-b’de gdsterilmistir.

TGF-betal ile yapilan calismalarda da IL-1beta’ya benzer sekilde farkli polimerler
ve farkli hazirlama yontemleriyle hazirlanan atorvastatin kati dispersiyonlartyla
hazirlanan jel formiilasyonlarin tiimiinde TGF-betal seviyesi kontrole gore daha diisiik
bulunmustur. Baz kitosan ve suda ¢6ziinen kitosan kullanimina gére TGF-betal seviyeleri
farklilik gostermistir, Baz kitosan ile daha diislik sitokin salinimi elde edilmistir;
atorvastatin varliginda ise suda ¢6ziinen kitosan jel ile daha diisiik TGF beta 1 degerleri
bulunmustur. Farkli hazirlama yontemleri karsilastirildiginda hem 4 saat hem de 8 saat
sonra TGF beta 1 konsantrasyonunda etkinlik yoniinden bir farklilik goriilmemistir.
Belirgin bir fark olmamakla birlikte 4 ve 8 saat sonra pluronik F-68 ile hazirlanan
formiilasyonlarda TGF-betal seviyeleri daha diisikk bulunmustur. Baz kitosan jel ile
hazirlanan formiilasyonlarda 4 saat sonunda TGF beta 1 konsantrasyonlar1 yoniinden bir
farklilik gozlenmezken 8 saat sonunda kati dispersiyonla hazirlanan formiilasyonlarla

TGF-betal seviyeleri daha diisiik bulunmustur.



95

a)

1

650

"

G600

_n._.
=]

=] i
Ta) Tg] ]
[Tyl

500

(1. 1w8d) uoAsesjuesuoy

]

Le=ZTAP-82
ITHP-02

L2 TP -4
L2 TP -3
L¥-ZT1dP-1H
ZT1dP-TW-dF
ZTVR-TA A
ZT1dRIN

L¥-ZT1dp-304¥
L¥-2T1dP-30-47
1¥-211dF-30
ZT1dp-33-d7
ZT1dp-33-4F
ZT1dP-32

Ly-ZT03dp-10-d¥
L2 T83dp-10-3¥
L¥=ZT1934P 10
Z1D3dP- W -oF
FAEFR )
ZT83dPIN

L2 193dp-33-4¥
LY-21934p-33-47
Ly-Z1934P-32
2183dp-33-d?
Z193dp-33u¥
ZT93dP-32

Ly-00tr9dd
0ot 234

1-d¥
48

Lg=y¥
Wi

[#db L) N
[=dn L} ns
[+4N 1) %1
IS
[=4NL] 49H
{4 L) 49K

b)

of

650

=)
[=)
=)

..

HAU -
o Ao
=

=]
(i)
(al

500

(17w 8d) uohsesyuesuoy

L¥-ZTAR-22
ITYP-22

15-ZT7dP-TM-d5
L¥-2T7dP-T0-%E
1¥-ZT1dP-1
TP -dZ
ZTIdP- T -HE
TP

1¥-ZT1d4P-30-4%
L¥-ZT1dp-32-48
1¥-IT1dP-32
ZT1dP-30-d¥
ZTIdP-30-45
[ARF ]

1¥-2193dP-TN-dZ
Ly-ZTD3dP-TN-HE
1¥-ZT03dP-1N
ZTD3dP-TM-4F
ZTOIdP-TW -4
ZT934P-TW

1v-2T93dp-32-49
1¥-ZTD3dP-30-%8
Ly-21934F-32
Z1934P-32-d%
Z1934p-33-47
Z193dP-33

1500 93d
CovS3d

1¥-d¥
45

ICEH
bES

{+4N1] ns
(4N L) ns
[+nL) w1
[=4n1) 1
{=dNL1) 49H
[+4n 1) 49H

Sekil 4.26. Formiilasyon (1/2 diliisyonunda) uygulamasini takiben hGF hiicrelerinde

TGF-betal seviyeleri: a) uygulamadan 4 saat sonra; b) uygulamadan 8 saat

sonra
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TGF-beta2 sitokin seviyeleri

In vitro insan gingival fibroblast hiicreleri (hGF) kullanilarak yapilan hiicre
kiiltiirii ortaminda formiilasyonlarin uygulamasindan sonra hiicre kiiltiir siipernatanindan

Olciilen TGF-beta2 diizeyleri Sekil 4.27a-b’de gosterilmistir.

TGF-beta2 ile yapilan calismalarda TGF-betal’de elde edilen verilerden farkli
olarak atorvastatin varliginda hem suda ¢6ziinen kitosan jel hem de baz kitosan jellerin
uygulanmasiyla TGF beta 2 6l¢limleri daha diistik bulunmustur ve 8 saat sonunda etkinin
devam ettigi gozlenmistir. Farkli hazirlama yontemleri karsilastirildiginda, 4 saat sonunda
eritme yoOntemiyle hazirlanan kati dispersiyontjel formiilasyonlariyla TGF-beta2
konsantrasyonu birlikte buharlastirma yontemine gore daha diisiik bulunmustur. Ayrica
suda ¢ozlinen kitosan jel+kati dispersiyon karisimlarinin TGF-beta2 iizerindeki etkisi baz
kitosana gore daha yiiksek bulunmustur Sekil 4.27b’de 8 saat sonunda tek basina
atorvastatinle TGF-beta2 diizeyi ¢ok diisiik bulunmustur. Farkli polimerlerle hazirlanan
kat1 dispersiyontjeller karsilagtirildiginda aralarinda sitokin konsantrasyonlari yoniinden

bir fark gézlenmemistir.
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TGF-beta2 seviyeleri: a) uygulamadan 4 saat sonra; b) uygulamadan 8 saat

Sekil 4.27. Formiilasyon (1/2 diliisyonunda) uygulamasini takiben hGF hiicrelerinde
sonra
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TGF-beta3 sitokin seviyeleri

In vitro insan gingival fibroblast hiicreleri (hGF) kullanilarak yapilan hiicre
kiiltiirii ortaminda formiilasyonlarin uygulamasindan sonra hiicre kiiltiir siipernatanindan

Olciilen TGF-beta3 diizeyleri Sekil 4.28a-b’de gdsterilmistir.

TGF-beta3 ile yapilan ¢alismalarda polimerler arasi yapilan karsilastirmada diger
sitokinlerden farkli olarak baz kitosan ile TGF-beta3 konsantrasyonu yiiksek
bulunmustur. 4 saat ve 8 saatin sonunda suda c¢Ozlinen kitosanla hazirlanan
formiilasyonlarda TGF-beta3 diizeyleri benzer bulunmustur. Sadece atorvastatin ile, 8
saatin sonunda TGF-beta3 konsantrasyonu 4 saate gore daha yiiksek bulunmustur. Baz
kitosanin transforme edici biiylime faktorii konsantrasyonu 8 saat sonunda daha diigiik
bulundugu halde, atorvastatin varliginda baz kitosan jel ile TGF-beta3 konsantrasyonu 8
saatin sonunda yiiksek bulunmustur. Jel formiilasyonunda kullanilan kitosanin tipine gore
(suda ¢oziinen veya bazik) ise TGF-beta3 diizeyleri farkli bulunmustur. Suda ¢6ziinen
kitosan (Protasan) ile hazirlanan jel formiilasyonlariyla, bazik kitosan (Koyo) ile
hazirlanan formiilasyonlara gore TGF-beta3 konsantrasyonlar1 daha diisiik bulunmustur.
Hazirlama yontemleri karsilastirildiginda ise aralarinda sitokin konsantrasyonlari

yoniinden bir fark gézlenmemistir.
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TGF-beta3 seviyeleri: a) uygulamadan 4 saat sonra; b) uygulamadan 8 saat

Sekil 4.28. Formiilasyon (1/2 diliisyonunda) uygulamasini takiben hGF hiicrelerinde
sonra
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4.3. In Vivo Calismalar

Sicanlarda ip baglayarak (ligatiirle) indiiklenmis periodontitis modelinde, 11.
giinde periodontitis olusturuldugu histolojik ve gozlemsel olarak belirlenmistir ve
caligmalar bu hayvanlarla siirdiiriilmiistiir (Sekil 4.29) Her calisma grubunun agirlik
ortalamasi yakin olup (Sekil 4.30) deney siiresince grup i¢i ve gruplar arasi agirlik

degisimi istatistiksel olarak anlamli bulunmamuistir (p>0.05).

a) (-) Kontrol (saglikli) b) (+) Kontrol (periodontitisli)

Sekil 4.29. Saglikli (- kontrol) (a) ve periodontitis (+ kontrol) (b) gelistirilmis siganlarda
periodontal dokularin gériiniimii
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Sekil 4.30. Calisma boyunca si¢an agirliklari (g)
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4.3.1. Doku Orneklerinde Sitokin Seviyelerinin Belirlenmesi

Sican dokularindaki I1.-1beta diizeyleri:

Sican dokularinda ligatiir teknigi ile inflamasyon olusturulan sag ve sol iist 2.
molar dislere ait jinjival dokulara, hazirlanan formiilasyonlarin giin asir1 yapilan
uygulamalarindan sonra 1., 2., 3. ve 4. haftalarin sonunda ¢ikartilan Sigan dokularindan
Olciilen sitokin diizeylerinin degerlendirilmesi yapilmistir. In vivo caligmalarda elde
edilen IL-1beta diizeyleri Sekil 4.31°de gosterilmistir. Bu formiilasyonlarin in vitro

caligmalarina ait grafik ise Sekil 4.32’de verilmistir.

Jel formiilasyonunda kullanilan kitosanin tipine gore (suda ¢oziinen veya bazik)
antiinflamatuvar etkinin siddetinin degistigi gozlenmistir. 1. ve 3. haftalarda suda ¢oziinen
kitosan grubunda, bazik kitosan grubuna gore daha yiiksek antiinflamatuvar etki
saglanmistir, bu formiilasyonlarla periodontitis kontrol grubuna gore daha yiiksek
antiinflamatuvar etki elde edilmistir ve atorvastatintkitosan jel uygulamasiyla
antiinflamatuvar etkinin arttig1 gézlenmistir. Inflamasyonun 2. ve 4. haftalarda arttig1
tespit edilmistir. Sadece atorvastatin uygulamasi yapilan grupta antiinflamatuvar etki 2.
haftadan sonra azalmistir. Atorvastatin igeren baz kitosan jel grubunda, inflamasyonun
arttig1 haftalarda, diger haftalara gore daha yiiksek etkinlik elde edilerek inflamasyon
baskilanmis, IL-1beta seviyeleri diisitk bulunmustur. Atorvastatin iceren suda ¢dziinen
kitosan jel gruplarinda ise 4 hafta boyunca IL-1beta seviyeleri periodontitis grubuna gore

diistik bulunmustur.
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Sekil 4.31. Sican dis eti dokularinda IL-1beta seviyeleri £+ SS. + atorvastatin ¢ozeltisi ve

+)kontrol grubu arasindaki anlamli farklilik (p<0.05). ** gK-AT ve
g P g

(+)kontrol grubu arasindaki anlamli farklilik (p<0.05). ## gP-AT ve

(+)kontrol grubu arasindaki anlamli farklilik (p<0.05).
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Sekil 4. 32. Formiilasyon (1/2 diliisyonunda) uygulamasini takiben hGF hiicrelerinde IL-
Ibeta seviyeleri (4 saat sonra)
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Sican dokularindaki I1.-6 diizeyleri:

Sican dokularinda ligatiir teknigi ile inflamasyon olusturulan sag ve sol st 2.
molar dislere ait jinjival dokulara, hazirlanan formiilasyonlarin giin asir1 yapilan
uygulamalarindan sonra 1., 2., 3. ve 4. haftalarin sonunda ¢ikartilan Sigan dokularindan
Olciilen sitokin diizeylerinin degerlendirilmesi yapilmistir. In vivo caligmalarda elde
edilen IL-6 diizeyleri Sekil 4.33’te goOsterilmistir. Bu formiilasyonlarin in vitro

caligmalarina ait grafik ise Sekil 4.34’te verilmistir.

Periodontitis kontrol gruplarinda IL-6 sitokin seviyeleri 4 hafta boyunca saglikli
gruba gore yliksek bulunmustur. Atorvastatin igeren kitosan jel gruplarinin
antiinflamatuvar Ozelliklerinin periodontitis kontrol grubuna gore yiiksek oldugu
bulunmustur ve 4 hafta boyunca IL-6 sitokinlerini baskilayarak yiiksek antiinflamatuvar
etki gosterdikleri gozlenmistir. Tek basina atorvastatin uygulamasi ile IL-6 seviyesi 2.
hafta sonunda diisiik bulunurken, sonraki haftalarda atorvastatint+kitosan jel
formiilasyonlariyla IL-6 seviyesinin daha da diistiigii gézlenmistir. Atorvastatin igeren
farkli kitosanlarla hazirlanan jel gruplarinda, kullanilan farkli kitosan tipleriyle

antiinflamatuvar etki siddetinin degismedigi gézlenmistir.
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Sican dokularindaki I1.-8 diizeyleri:

Sican dokularinda ligatiir teknigi ile inflamasyon olusturulan sag ve sol st 2.
molar dislere ait jinjival dokulara, hazirlanan formiilasyonlarin giin asir1 yapilan
uygulamalarindan sonra 1., 2., 3. ve 4. haftalarin sonunda ¢ikartilan Sigan dokularindan
Olciilen sitokin diizeylerinin degerlendirilmesi yapilmistir. In vivo caligmalarda elde
edilen IL-8 diizeyleri Sekil 4.35’te goOsterilmistir. Bu formiilasyonlarin in vitro

caligmalarina ait grafik ise Sekil 4.36’da verilmistir.

Periodontitis kontrol grubunda 1. ve 3. haftalarda serbest birakilan IL-8
konsantrasyonlarinin arttigt ve buna bagli olarak inflamasyon siddetinin arttig
gozlenmistir. Atorvastatin igeren kitosan jel gruplarinda tiim haftalarda antiinflamatuvar
etkilerine bagli olarak IL-8 diizeyleri periodontitis kontrol grubuna gore diisiik
bulunmustur. Atorvastatin igeren kitosan jellerde kullanilan kitosanin tipine gore

antiinflamatuvar etkinin siddetinin degistigi gozlenmistir, suda ¢dziinen kitosan ile daha

yiiksek antiinflamatuvar etki elde edilmistir.
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Sekil 4.35. Sican dis eti dokularinda IL-8 seviyeleri £ SS. + atorvastatin ¢ozeltisi ve

(+)kontrol grubu arasindaki anlaml farklilik (p<0.05). * gK ve (+)kontrol
grubu arasindaki anlaml farklilik (p<0.05). ** gK-AT ve (+)kontrol grubu
arasindaki anlamli farklilik. ## gP-AT ve (+) kontrol grubu arasindaki anlamli
farklilik (p<0.05).
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Sekil 4.36. Formiilasyon (1/2 diliisyonunda) uygulamasini takiben hGF hiicrelerinde IL-

8 seviyeleri (4 saat sonra)
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Sican dokularindaki I1.-10 diizeyleri:

Sican dokularinda ligatiir teknigi ile inflamasyon olusturulan sag ve sol st 2.
molar dislere ait jinjival dokulara, hazirlanan formiilasyonlarin giin asir1 yapilan
uygulamalarindan sonra 1., 2., 3. ve 4. haftalarin sonunda ¢ikartilan Sigan dokularindan
Olciilen sitokin diizeylerinin degerlendirilmesi yapilmistir. In vivo caligmalarda elde
edilen IL-10 diizeyleri Sekil 4.37°de gosterilmistir. Bu formiilasyonlarin in vitro

caligmalarina ait grafik ise Sekil 4.38’de verilmistir.

Periodontitis kontrol grubunda 2. ve 3. haftalarda inflamasyon siddetinin arttig1
gozlenmistir. Etkin madde igermeyen kitosan jel gruplarinda kullanilan kitosan tipine gore
antiinflamatuvar etkinligin degistigi gbzlenmistir. 2. ve 3. haftalarda suda ¢6ziinen kitosan
jel grubunda antiinflamatuvar etki yliksek bulunurken 4. haftada bu etkinin azaldig tespit
edilmistir. IL-6 verileriyle uyumlu olarak, atorvastatin iceren kitosan jel gruplarinda ise
kullanilan kitosan tipine gore bir degisiklik gozlenmemistir ve 4 hafta boyunca
atorvastatin igeren bazik kitosan ve suda ¢oziinen kitosan jel gruplarinin antiinflamatuvar

etkinlikleri devam etmistir.
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Sekil 4.37. Sican dis eti dokularinda IL-10 seviyeleri = SS. + atorvastatin ¢ozeltisi ve

(H)kontrol grubu arasindaki anlamli farklilhik (p<0.05). ** gK-AT ve

(+)kontrol grubu arasindaki anlamli farklilik. ## gP-AT ve (+) kontrol grubu
arasindaki anlamli farklilik (p<0.05).
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Sekil 4.38. Formiilasyon (1/2 diliisyonunda) uygulamasini takiben hGF hiicrelerinde IL-

10 seviyeleri (4 saat sonra)
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Sican dokularindaki TGF-betal diizeyleri:

Sican dokularinda ligatiir teknigi ile inflamasyon olusturulan sag ve sol st 2.
molar dislere ait jinjival dokulara, hazirlanan formiilasyonlarin giin asir1 yapilan
uygulamalarindan sonra 1., 2., 3. ve 4. haftalarin sonunda ¢ikartilan Sigan dokularindan
Olciilen sitokin diizeylerinin degerlendirilmesi yapilmistir. In vivo caligmalarda elde
edilen TGF-betal diizeyleri Sekil 4.39’da gosterilmistir. Bu formiilasyonlarin in vitro

caligmalarina ait grafik ise Sekil 4.40’ta verilmistir.

Periodontitisli grupta TGF-betal diizeylerinde ilk 2 hafta artis gdzlenmis, 3. hafta
azalmis ancak 4. hafta yeniden artis gosterdigi bulunmustur. Sadece atorvastatin
uygulanan grupta TGF-betal konsantrasyonu saglikli gruba ve diger gruplara gére daha
diisiik bulunmus ve haftalar arasinda etki yoniinden bir fark gozlenmemistir. Atorvastatin
iceren baz kitosan jellerle, etkin madde icermeyen baz kitosan jellere gore TGF-betal
diizeyi 2. ve 4. haftalarda daha diisiik bulunmustur. Etkin madde icermeyen suda ¢éziinen
kitosan jel ile TGF-betal diizeyleri ilk 3 hafta diisiik bulunurken, 4. hafta yiikseldigi

gbzlenmistir.
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Sekil 4.39. Sican dis eti dokularinda TGF-betal seviyeleri + SS. + atorvastatin ¢ozeltisi
ve (+)kontrol grubu arasindaki anlamli farklilik (p<0.05). * gK ve (+)kontrol
grubu arasindaki anlamli farklilik (p<0.05). # gP ve (+)kontrol grubu arasinda
anlaml farklilik (p<0.05). ** gK-AT ve (+)kontrol grubu arasindaki anlamli
farklilik. ## gP-AT ve (+) kontrol grubu arasindaki anlamli farklilik (p<0.05).
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Sekil 4.40. Formiilasyon (1/2 diliisyonunda) uygulamasini takiben hGF hiicrelerinde
TGF-betal seviyeleri (4 saat sonra)
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Sican dokularindaki TGF-beta2 diizeyleri:

Sican dokularinda ligatiir teknigi ile inflamasyon olusturulan sag ve sol st 2.
molar dislere ait jinjival dokulara, hazirlanan formiilasyonlarin giin asir1 yapilan
uygulamalarindan sonra 1., 2., 3. ve 4. haftalarin sonunda ¢ikartilan Sigan dokularindan
Olciilen sitokin diizeylerinin degerlendirilmesi yapilmistir. In vivo caligmalarda elde
edilen TGF-beta2 diizeyleri Sekil 4.41°de gosterilmistir. Bu formiilasyonlarin in vitro

caligmalarina ait grafik ise Sekil 4.42°de verilmistir.

TGF-betal’den farkli olarak, periodontitisli grupta Olgiilen TGF-beta2
konsantrasyonlar1 ilk 2 hafta yiiksek bulunmustur, 3. ve 4. haftalarda ise olgiilen sitokin
konsantrasyonlarinin diistiigli gozlenmistir. 1. ve 2. haftalarda TGF-beta2 seviyeleri, tek
basina atorvastatin ve atorvastatint+kitosan jellerle diisiik bulunmustur. 3. ve 4. haftalarin
sonunda saglikli kontrol ve periodontitisli kontroller karsilastirildiginda TGF-beta2
diizeyleri yoniinden farklilik gozlenmemistir. TGF-beta2 ile yapilan g¢alismalarda,
atorvastatin  igeren suda ¢Oziinen kitosan jel uygulanan grupta sitokin

konsantrasyonlarinin 3. haftadan sonra arttig1 gozlenmistir.
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Sekil 4.41. Sican dis eti dokularinda TGF-beta2 seviyeleri + SS. + atorvastatin ¢ozeltisi
ve (+)kontrol grubu arasindaki anlamli farklilik (p<0.05). * gK ve (+)kontrol
grubu arasindaki anlaml farklilik (p<0.05). ** gK-AT ve (+)kontrol grubu
arasindaki anlamli farklilik. ## gP-AT ve (+) kontrol grubu arasindaki anlamli

farklilik (p<0.05).
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Sekil 4.42. Formiilasyon (1/2 diliisyonunda) uygulamasini takiben hGF hiicrelerinde
TGF-beta2 seviyeleri (4 saat sonra)
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Sican dokularindaki TGF-beta3 diizeyleri:

Sican dokularinda ligatiir teknigi ile inflamasyon olusturulan sag ve sol st 2.
molar dislere ait jinjival dokulara, hazirlanan formiilasyonlarin giin asir1 yapilan
uygulamalarindan sonra 1., 2., 3. ve 4. haftalarin sonunda ¢ikartilan Sigan dokularindan
Olciilen sitokin diizeylerinin degerlendirilmesi yapilmistir. In vivo caligmalarda elde
edilen TGF-beta3 diizeyleri Sekil 4.43’te gosterilmistir. Bu formiilasyonlar in vitro

caligmalarina ait grafik ise Sekil 4.44’te verilmistir.

Periodontitis grubundan ol¢iilen TGF-beta3 konsantrasyonlarinin TGF-betal’e
benzer sekilde, 2. hafta yiikseldigi, 3. hafta azaldig1 ancak 4. hafta yeniden arttig
gdzlenmistir. Ilk hafta ve 3. hafta saglikli kontrol ve periodontitistli kontrol grubu arasinda
yapilan karsilagtirmada, saglikli kontrol grubundaki Sicanlarda olc¢lilen TGF-beta3
konsantrasyonu daha yiiksek bulunmustur. Atorvastatin i¢ceren baz kitosan jel grubunda
TGF-beta3 sitokin diizeyi 4 hafta boyunca diger gruplara gore en diigiik bulunmustur.
Atorvastatin i¢ceren baz kitosan ve suda ¢oziinen kitosan jellerle, etkin madde icermeyen
jellere gore TGF-beta3 diizeyleri daha diisiik bulunmustur. Farkli kitosan tipleri
karsilastirildiginda atorvastatin varhiginda, baz kitosan jellerle suda ¢oziinen kitosan
jellere gore TGF-beta3 degerleri daha diisiik bulunmustur. Sadece atorvastatin igeren

grupta haftalar aras1 TGF-beta3 degerleri bakimindan farklilik gézlenmemistir.



114

800

~
o
o

600
500
400
300

N
o
o

Konsantrasyon (pg.mL?)

=
o
o o

(+) Kontrol

PEG

(-) Kontrol

AT

gk
gK-AT

gP
gP-AT

gK-ML-dPEG12-AT [

Ee
+
Ey

I

s —

(-) Kontrol [ ™

gK-ML-dPEG12-AT

(+) Kontrol

(-) Kontrol

PEG

W 1. hafta O2. hafta M3. hafta @4. hafta

=

—

AT

gk

gK-AT

gP

gP-AT
gK-ML-dPEG12-AT i

(+) Kontrol [

(-) Kontrol W

gK-ML-dPEG12-AT

Sekil 4.43. Sigan dis eti dokularinda TGF-beta3 seviyeleri + SS. + atorvastatin ¢ozeltisi

ve (+)kontrol grubu arasindaki anlamli farklilik (p<0.05). * gK ve (+)kontrol

grubu arasindaki anlamli farklilik (p<0.05). # gP ve (+)kontrol grubu arasinda
anlaml farklilik (p<0.05). ** gK-AT ve (+)kontrol grubu arasindaki anlamli
farklilik. ## gP-AT ve (+) kontrol grubu arasindaki anlamli farklilik (p<0.05).
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Sekil 4.44.

Formiilasyon (1/2 diliisyonunda) uygulamasii takiben hGF hiicrelerinde
TGF-beta3 seviyeleri (4 saat sonra)
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4.3.2. Histolojik ve Histometrik Analiz Sonuclari

Histopatolojik degerlendirme i¢in hayvanlardan alinan ¢ene kemiklerinin
osteoklastik aktivite ve inflamasyon yoniinden degerlendirmesine ait skorlamay1 gosteren
histolojik mikrograflar Sekil 4.45-4.46’da verilmistir ve uygulama gruplarinin periodontal

dokularina ait mikrograflar iizerinde yapilan dl¢timler Tablo 4.12-4.19°da verilmistir.
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Osteoklastik ve gingival inflamatuvar aktiviteler, semikantitatif olarak
osteoklastik ve inflamatuvar aktivite siddetleri baz aliarak skorlanmustir. inflamasyon ve

osteoklastik aktivite siddetine bagl olarak 0-3 arasinda skorlanmistir.
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Alveolar Kemigin Alani:

Sican ¢ene kemiklerine ait kesitler 151k mikroskobu altinda incelenmis ve
mikrografik 6l¢limleri alinarak degerlendirilmesi yapilmistir. Deney gruplarinda alveolar

kemigin alanina ait 6l¢iimler Sekil 4.47a’da verilmistir.

1. hafta sonunda periodontitisli kontrol grubunda alveolar kemigin alan1 155177,5
um? ve 4. hafta sonunda 210554 pm? olarak Slciilmiistiir. Atorvastatinin kontrolii olarak
uygulama yapilan grupta (PEG400) alveolar kemigin alan1 kronik hale gelen hastalikla
beraber azalmis ve 1. hafta 89221 pm? bulunan uzaklik 4. haftanin sonunda 44499 pm?’e
diismiistiir. gK-AT grubunda 1. hafta 218037 um? olarak 6lciilen kemigin alan1 4. hafta
sonunda 438490,5 um? dlciilmiistiir. gK-AT grubunda 4. hafta sonunda alveolar kemigin

alan1 artmastir.

1. hafta gP-AT grubunda kemigin alam1 191490 pm? ve 4. hafta 356326,5 pm?
olarak oSlgiilmiistiir. Etkin madde igermeyen kitosan jel gruplarinda 4. hafta sonunda
alveolar kemigin alaninin azaldig1 bulunurken; atorvastatin varliginda kitosan jellerde

alveolar kemigin alan1 artmistir.

Mine-Sement Sinirinin Atasmana Olan Uzaklhig:

Sican ¢ene kemiklerine ait kesitler 151k mikroskobu altinda incelenmis ve
mikrografik ol¢limleri alinarak degerlendirilmesi yapilmistir. Deney gruplarinda mine-

sement sinirinin atagsmana olan uzakligina ait dlgiimler Sekil 4.47b’de verilmistir.

1. hafta sonunda periodontitisli kontrol grubunda bu uzaklik 342,5 um iken 2. ve
3. haftalarda bu deger azalmis (sirasiyla 191,5 pm ve 169 um), ancak 4. hafta sonunda
hastaligin kronik hale doniismesiyle birlikte bu uzaklik 271 pum olarak ol¢iilmiistiir.
Atorvastatinin kontrolii olarak uygulama yapilan grupta (PEG400) ise 1. hafta sonunda
431,5 pm bulunan uzaklik 894 um olarak 6l¢lilmiistiir. Kontrol gruplarinda hastaligin

ilerlemesiyle beraber bu uzakliklarin arttig1 bulunmustur.
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Atorvastatin iceren baz kitosan jel (gK-AT) uygulamasi yapilan grupta 1. hafta
sonunda 252 pm olarak dl¢iilen uzaklik, uygulama sonucu 4. hafta sonunda 131,5 pm’ye
diismiistiir. Atorvastatin iceren suda ¢oziinen kitosan jel (gP-AT) uygulamasi yapilan
grupta ise bu Ol¢timler 1. hafta sonunda 293 pm ve 4. hafta sonunda 229,5 um olarak
bulunmustur. Atorvastatin varliginda kitosan jel uygulamalarinda mine-sement sinirinin
atagmana olan uzakliklar1 azalmistir. Sadece atorvastatin uygulamasi yapilan grupta ise 1.
hafta 243 pm olan mine-sement sinirinin atagmana olan uzaklig1 4. hafta sonunda 280,5

um’ye yiikselmistir.
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Sekil 4.47. a) Alveolar kemigin alani; b) Mine-sement sinirinin atagmana olan uzakligi

Mine-Sement Simirinin Alveolar Kemige Olan Uzakligi:

Sican ¢ene kemiklerine ait kesitler 151k mikroskobu altinda incelenmis ve

mikrografik 6l¢itimleri alinarak degerlendirilmesi yapilmistir.

1. hafta sonunda periodontitisli kontrol ((+) kontrol) grubunda bu uzaklik 790,5

um Olclilmiistiir. 2. hafta hastaligin ilerlemesi yavaglamis ve bu uzaklik 570,5 pm olarak
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Olciilmiistiir. 3. ve 4. haftalarda ise kronik hale doniiserek ilerlemeye devam eden
periodontal hastalikta bu uzakliklar sirasiyla 747 pm ve 868 pum olarak ol¢iilmiistiir. gK-
AT grubunda 1. hafta 895 um olarak Olgiilen uzaklik 4. hafta sonunda 523,5 um olarak
bulunmustur. gP-AT grubunda ise 1. hafta dl¢iilen uzaklik 787 um iken 4. hafta sonunda
bu uzaklik 741,5 pm bulunmustur. Sadece AT uygulanan grupta ise 1. haftaya gore 4.
hafta sonunda bu uzakligin artt1g1 tespit edilmistir (sirastyla 651 um ve 696,5 um). Etkin
madde igermeyen baz kitosan jel grubunda ilk hafta 544 pm olarak bulunan uzaklik
sonraki haftalarda hastaligin ilerlemesiyle birlikte artarken 4. haftada iyilesme ile 568,5

um Olglilmiigtiir.

inflamasyon Skoru:

1. hafta sonunda periodontitisli kontrol grubunda inflamasyon skoru “3”’tiir. Diger
haftalarda ise bu skor sirasiyla “2, 3, 2 olarak devam etmistir. Atorvastatinin kontrolii
olan grupta (PEG400) ilerleyen haftalarda inflamasyon skoru yiikselmistir, 1. hafta “1”
olan skor 4. hafta sonunda “2”ye yiikselmistir. gK-AT grubunda ise ilk hafta “1” olan
skor, 4. haftada da “1” olarak tespit edilmistir. gP-AT grubunda ise 1. hafta sonunda “2”
olarak tespit edilen skor uygulama devam ettikge diger haftalarda “1”e diigmiistiir.
Atorvastatin igeren kitosan jellerin antiinflamatuvar etkileri bulunmaktadir. Etkin madde
icermeyen suda ¢Ozlinen kitosan ve baz kitosan jellerde de antiinflamatuvar etki

saptanmuistir.

Osteoklastik Aktivite:

1. hafta sonunda periodontitisli kontrol grubunda osteoklastik aktivite skoru
“3”°tiir. Diger haftalarda ise bu skor “2” olarak tespit edilmistir. Atorvastatinin kontrolii
olarak uygulama yapilan grupta (PEG400) ilk hafta “2,5” olan osteoklastik aktivite
hastaligin ilerlemesiyle birlikte 4. haftanin sonunda “3”e yiikselmistir. gK-AT grubunda
ise ilk hafta “1” olarak tespit edilen skor, 2. ve 3. haftalarda “1,5” ve 4. hafta “1” olarak

tespit edilmistir. gP-AT grubunda 1. hafta “1” olarak bulunana oteoklastik aktivite 2. ve
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3. haftalarda “0,5”e diismiis ve 4. haftanin sonunda ise “1” olarak tespit edilmistir. Etkin
madde igermeyen kitosan jel gruplarinda 4. haftanin sonunda osteoklastik aktivite

yiikselmistir.
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5. TARTISMA

Bu boliimde gerceklestirilen ¢alismalarin ve elde edilen bulgularin genel bir

degerlendirmesi yapilarak sonuglar tartisilacaktir.

Gelistirilen Formiilasyonlarin Teknolojik Olarak Degerlendirilmesi

Bu c¢alismada, periodontal hastaligin tedavisinde antiinflamatuvar etkisinden
yararlanilacak sekilde statin grubu etkin madde igeren lokal olarak uygulanacak bir
tagiyict  sistem gelistirilmesi hedeflenmistir. Bu amacgla etkin madde olarak
antiinflamatuvar (53, 205) ve kemik 1iyilestirici (206) 6zelligi gosterilen atorvastatin
secilmistir. Formiilasyonda tasiyici olarak biyoadezif ve biyopargalanabilir 6zellige sahip
bir polimer olan kitosan kullanilmistir. Kitosanin ayrica antiinflamatuvar, doku iyilestirici
etkilerinin olmasi da bu se¢imi desteklemistir. Formiilasyon sekli olarak jel hazirlanmasi
tercih edilmistir. Jel sistemleri hasta tarafindan daha kolay uygulanabilmesi, uygulama
bolgesinde biyoadezif 6zelliginden dolay1 uzun siire kalabilmesi (47, 61, 207) ve istenen
stire boyunca istenen hizda etkin madde salimini saglamasi ve dayanikliliginin iyi olmasi

gibi avantajlardan dolayi tercih edilmistir.

Oncelikle atorvastatin i¢in bir miktar tayini yontemi (ultraviyole spektrofotmetrik
yontem) gelistirilip ve validasyonu yapimistir. Se¢ilen etkin maddemizin ¢oziliniirliigiiniin
diisik olmasi nedeniyle, c¢oziiniirligii artiracak yontemler arastirildi ve kati
dispersiyonunun hazirlanmasina karar verildi. Bu amagla farkli polimerlerden (PEG6000,
pluronik F-68, baz kitosan) hareketle farkli hazirlama yontemleri kullanilarak atorvastatin
kat1 dispersiyonlar1 hazirlanmigtir. Pluronik F-68 kullanilarak birlikte buharlastirma
yontemiyle 1:12 etkin madde:polimer oraninda hazirlan kati dispersiyonun ¢oziiniirliigii
en yiiksek bulundu (5.55 mg.mL™"). Suda ¢dziinen kitosanla yapilan kati dispersiyon
hazirlama denemelerinde uygun sonu¢ alinamadigi i¢in c¢aligmalara kati dispersiyon

calismalarinda kullanilmamustir.
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Suda c¢oziinen ve hidrofilik polimerlerle hazirlanan kati dispersiyonlarda
1slanabilirlik artmakta ve tasiyici iginde disperse edilen etkin madde amorf yap1 kazandigi
icin ¢oziinlirliik artmaktadir. Partikiil boyutu kiiciiltme yontemleri de ¢oziintirliigi
artirmaktadir (132, 208). Hazirlanan kati dispersiyonlarla atorvastatinin ¢oziiniirliigii
artmistir. Pluronik F-68 surfaktan olarak yiizey gerilimini disiirmektedir (209), bu

polimerle hazirlanan kati dispersiyonun ¢oziiniirliigii en yiiksek bulunmustur.

Calismamizda kullanilan statin grubu bir etkin madde olan suda ¢oziiniirliigii
diisiik olan atorvastatinin ¢oziinlirliigli artirmak amaciyla kat1 dispersiyon olusturma
yontemi kullanilmistir. Bu ydntemle partikiill boyutu kiiciltiiliir, partikiillerin
1slanabilirligi artar, partikiillerin porozite (132) ve bdylece ¢oziiniirliik artar. Ayrica bu

kat1 dispersiyon olusturma yontemleriyle ilaglarin biyoyararlanimi artmaktadir.

Calismamizda farkli polimerler ve farkli hazirlama teknikleriyle kati
dispersiyonlar  olusturulmus ve daha sonra atorvastatinin kati1 formlarinin
coziinlirliiklerine bakilmistir. Suda ve pH 6.8 fosfat tamponunda yapilan c¢aligmada

atorvastatin ¢oziiniirliigii kat1 dispersiyonlarla artmistir.

Kat1 dispersiyonlar iizerinde karakterizasyon ¢alismalar1 yapilarak etkin madde-

polimer etkilesimleri ve ilacin kristal 6zellikleri incelenmistir.

[k olarak X-15m1 kirmim galismalan ile atorvastatin ve kat1 dispersiyonlarmimn
kristal yapist incelenmistir. Hazirlanan kati1 disperisyonlarda atorvastatine ait yogun
karakteristik difraksiyon piklerinin kayboldugu gozlenmistir. Ayrica piklerde goriilen
kaymalar etkin madde-polimer etkilesimini gdstermektedir. Hazirlanan kati

dispersiyonlarda atorvastatin kristal 6zelligini kaybederek amorf yap1 kazanmistir (210).

[lacin kristal 6zelliginin incelenmesi amaciyla yapilan diferansiyel taramali
kalorimetri calismasinda kademeli sicaklik artisiyla atorvastatin ve kati dispersiyonlarinin

termogramlar1 ¢ekilmistir. Atorvastatine ait 165 °C’de elde edilen erime pikine kati
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dispersiyon formlarinda rastlanmamistir. Bu durum atorvastatinin kristal 6zelligini

kaybettigini gdstermektedir (129).

Fourier transform infrared spektroskopisi g¢alismasinda etkin madde-polimer
etkilesimleri incelenmistir.  Elde edilen spektrumlarda atorvastatinin yapisina ait
karakteristik bantlarin hazirlanan kat1 disperisyonlarda kayboldugu goézlenmistir. Bu

sonuclar diferansiyel taramali kalorimetri ve X-1g1n1 kirinim ¢alismalariyla uyumludur.

Taramali elektron mikroskobu altinda yapilan ¢alismada atorvastatine ait kristal,
cubuk goriiniimlii ve diizgiin sekilli yapisina kat1 dispersiyon formlarinda rastlanmamaistir.
Hazirlanan kat1 dispersiyonlarda, diizensiz sekilli partikiiller elde edilmistir. Bu ¢alisma
etkin madde ve polimer arasinda etkilesim oldugunu ve atorvastatin sahip oldugu kristal

yapisini kaybederek amorf forma gectigini géstermektedir (129).

Tastyict olarak ¢oziinirliikleri farkli tipte kitosan kullanilmistir. Bu amagla baz
kitosan ve suda ¢ozlinen kitosan kullanilmistir. Suda ¢oziinen kitosan (protasan), kitosanin
kloriir tuzudur. Baz kitosan ve protasanin deasetilasyon dereceleri farklidir, sirasiyla %86,
%85. Ayrica molekiil agirliklar ve ¢oziinme ortamlar: bakimindan da farklilik gosterirler.
Baz kitosan diliie asidik ¢ozeltilerde ¢oziinlirken protasan suda ¢oziindiiriilerek hazirlanir.
Formiilasyon gelistirirken Oncelikle jel formiilasyonlar1 hazirlanmig ve atorvastatin bu jel
formiilasyonlarina dogrudan eklenerek biyoadezyon, viskozite, salim c¢aligmalar

yapilmigtir.

Ik olarak viskozite calismalart yapilmis ve tiim jel formiilasyonlarinin
psodoplastik akis gosterdikleri bulunmustur. Bu akis sistemlerinde kayma hizi arttikga
jellerin viskozitesi azalmaktadir. Kullanilan farkli kitosan tiplerinin viskozite iizerine
etkisi incelendiginde baz kitosan jellerin viskozitesi suda ¢ozlinen kitosan jellerin
viskozitesine gore daha yiiksek bulunmustur (p<0.05). Bu farklilik kullanilan kitosan

tiplerinin farkli deasetilasyon dereceleri (78, 211) molekiil agirligt ve farkl
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coziinlirliiklere sahip olmasindan kaynaklaniyor olabilir. Baz kitosan diliie asidik

cozeltilerde iyi bir viskozite artiric1 ajandir.

Daha sonra jellerin biyoadezif &zellikleri incelenmistir. Oncelikle baz kitosan ve
suda ¢oziinen kitosan jeller karsilastirildiginda baz kitosanin biyoadezif 6zelligi suda
¢oziinen kitosana gore daha yiliksek bulunmustur (p<0.05). Baz kitosan jellerin biyoadezif
ozelliklerinin farkli olmasi, baz kitosan ve kitosan tuzu olarak farkli ¢oziiniirliik
Ozelliklerine sahip olup (78) yiizeylere tutunma 6zelliklerinin degismesine bagli oldugu
diistintilmektedir. Formiilasyonlara etkin madde ilavesi biyoadezif 6zelligi artirmistir

(p<0.05).

Franz difiizyon hiicreleri kullanilarak yapilan in vitro salim caligmalarinda ise
kullanilan farkli kitosanlarin salim profilleri iizerine etkisi incelendiginde, baz kitosan ve
suda ¢oziinen kitosan ile hazirlanan jellerden salinan etkin madde konsantrasyonlari
arasinda anlamli bir fark bulunmamistir (p>0.05). Kitosan jeller atorvastatinin salimini
yavaglatmigtir (4. saatin sonunda baz kitosan ve protasan jellerden salim konsantrasyonlari
sirastyla %1,5+0,45 ve 9%1,454+0,16 bulunurken kontrol olarak kullanilan PEG400
icindeki atorvastatinde bu deger %16,91+0,73 bulunmustur). in vitro salim degerlerine
bakildiginda; etkin madde salimimnin diisiik oldugu goriilmektedir. Bu durumun, etkin
maddenin kristal yapiya sahip olmasi ve sudaki ¢Oziiniirliigiiniin diisiik olmasindan

kaynaklanmistir (212, 213).

Jellerden salimlar1 diisiik bulunan ve ¢oziiniirliigii diisiik olan atorvastatinin (0,1
mg.mL"') hazirlanan kat1 dispersiyonlar1 jel formiilasyonlarina eklenmis ve bu

formiilasyonlarin in vitro karakterizasyon ¢aligmalar1 yapilmistir.

Viskozite calismalarinda tiim jel formiilasyonlarmin psddoplastik —akis
gosterdikleri bulunmustur. Jellerin uygulama bolgesinde kolayca siiriilebilmesi ig¢in

istenilen bir ozelliktir.
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Farkli polimerlerle hazirlanan kat1 dispersiyonlarin jel formiilasyonlarinda
kullanilan polimerler karsilastirildiginda baz kitosan ile hazirlanan formiilasyonlarin
viskozitesi en yliksek bulunurken, PEG 6000 ile hazirlanan kati dispersiyon jellerinin
viskozitesi en diisiik bulunmustur (p<0.05). Baz kitosan hidrofilik yapida bir polimerdir,
yapisinda su tutarak siser, bu nedenle viskoziteyi artirir (214) Farkl etkin madde:polimer
oranlarinda hazirlanan kati dispersiyonlarin jel formiilasyonlarinda kullanilan oranlar
karsilastirildiginda, 1:12 etkin madde:polimer oraniyla hazirlanan formiilasyonlarin
viskozitesinin daha yiiksek oldugu gozlenmistir (p<0.05). Artan polimer oranlariyla
jellerin kivamlart artmistir. Jel formiilasyonlarinin viskoziteleri atorvastatin varliginda
daha yiiksek bulunmugtur. Kati dispersiyonlarin jel formiilasyonlarinda hazirlama
yontemleri karsilastirildiginda baz kitosan ve PEG 6000 icin sirasiyla birlikte 6gilitme ve
ertime yontemleriyle diger yontemlere gore viskozite daha yiiksek bulunurken (p<0.05);
pluronik F-68 polimerinde hazirlama yontemlerinin viskozite iizerine etkileri arasindaki

fark anlamli bulunmamistir (p>0.05).

Daha sonra jellerin biyoadezif 6zellikleri incelenmistir. Kati dispersiyonlarda
polimer orami arttik¢a jel formiilasyonlarinin kivamlar1 artmistir. Baz kitosan kati
dispersiyonlariyla hazirlanan jellerde kivamli bir kiitle elde edilmis ve viskozitesi yiiksek
ancak biyoadezif 0Ozelligi diisik formiilasyonlar elde edilmistir. Kati dispersiyon
hazirlanmasinda kullanilan polimer cesitleri karsilastirildiginda pluronik F-68 ile elde
edilen jel formiilasyonlarinin biyoadezif 6zellikleri en yiiksek bulunmustur (p<0.05).
Artan polimer oranmiyla hazirlanan kati dispersiyonlarin jel formiilasyonlarinda polimer
oraninin biyoadezif Ozellik iizerindeki etkisi anlamli bulunmamistir (p>0.05). Kati
dispersiyonlar1 hazirlama yontemleri arasinda yapilan karsilagtirmada pluronik F-68 ve
PEG 6000 i¢in sirasiyla birlikte buharlastirma ve eritme yontemleriyle diger yontemlere
gore daha yiliksek biyoadezyon degerleri elde edilirken (p<0.05), baz kitosan ig¢in
hazirlama yontemlerinin biyoadezif 6zellik tizerindeki etkisi anlamli bulunmamistir

(p>0.05).
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Formiilasyonlar {izerinde siringa edilebilirlik ¢alismasi yapilmistir. Bu ¢alisma,
formiilasyonlarin periodontal cebe uygulanmasi agisindan onemlidir (198, 199). Baz
kitosan ve suda ¢oziinen kitosan jeller karsilastirildiginda baz kitosanin siringa
edilebilirlik isine ait degerler suda ¢Oziinen kitosana gore daha yiliksek bulunmustur
(p<0.05). Yani baz kitosanla hazirlanan jellerin enjektorden itilebilmesi i¢in daha fazla
kuvvete ihtiyag duyulmustur. Bu sonug¢ viskozite c¢aligmasinda ve biyoadezyon
caligmasinda elde edilen verilerle uyumludur (198). Kati1 dispersiyonlarin hazirlanmasinda
kullanilan polimerler karsilastirildiginda, baz kitosan ile hazirlanan formiilasyonlarin
siringa edilebilirlik isi degerlerinin diger polimerlere gore daha yiiksek oldugu
bulunmustur (p<0.05). Bu sonug¢ viskozite ¢alismasiyla uyumludur. Pluronik F-68 ile
hazirlanan kat1 dispersiyonlarin jellerinin siringa edilebilirlik isi degerleri ise diger
polimerlere gore daha diisiiktiir (p<0.05). Hazirlanan kat1 dispersiyonlarda polimer orani
arttiginda formiilasyonlar1 siringadan itmek zorlasmistir. Bu durum viskozite

caligmasinda, artan polimer oraniyla gézlenen viskozite artistyla uyumlu bulunmustur.

In vitro salim ¢alismalarinda 6 saat sonunda elde edilen veriler incelendiginde,
hazirlanan kat1 dispersiyonlarla ¢oziliniirliigii artmis olan atorvastatinin kitosan jellerden
salinan konsantrasyonlar1 da artmistir (p<0.05) (129). Artan polimer orantyla hazirlanan
kat1 dispersiyonlarin jel formiilasyonlarinda polimer oraninin salinan etkin madde
konsantrasyonu tizerindeki etkisi anlamli bulunmamaistir (p>0.05). Kat1 dispersiyonlarin
jel formiilasyonlarinda hazirlama yontemleri karsilastirildiginda baz kitosan ve PEG 6000
icin sirasiyla birlikte 6giitme ve eritme yontemleriyle diger yontemlere gore salim daha
yiiksek bulunurken (p<0.05); pluronik F-68 polimerinde hazirlama yontemlerinin salinan
etkin madde konsatrasyonu iizerine etkileri arasindaki fark anlamli bulunmamigtir

(p>0.05).

Yapilan salim caligmalarinda kat1 dispersiyon hazirlama ydntemleriyle etkin
maddenin ¢0ziiniirliigiiniin artmasiyla salinan etkin madde konsantrasyonu artmasina
ragmen, elde edilen salim degerleri hala dusiiktiir. Bu durumun ilacin sudaki

¢Oziinlirliigliniin diisiik olmasindan kaynaklandig: diisiintilmektedir.
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Formiilasyonlarda Antiinflamatuvar Etkinin In Vitro Degerlendirilmesi

Atorvastatinin periodontal hastalikta inflamasyonu tetikleyici rol oynayan
interlokinleri inhibe ettigi yapilan ¢alismalarla gosterilmistir (54, 183, 184).
Calismamizda oncelikle in vitro olarak antiinflamatuvar etkinin degerlendirilmesi i¢in
TNF-alfa ile uyarilan insan gingival fibroblast hiicrelerinde (215) formiilasyonlarin

uygulandiktan sonra sitokin seviyelerine bakilmstir.

Periodontal hastalik durumunda IL-1beta seviyesinin arttigr bildirilmistir (216).
Calismamizda jel formiilasyonlar1 uygulandiginda IL-1beta sitokin seviyelerinde diisiis
oldugu gozlenmistir (p<0.05). Diger bir deyisle formiilasyonlar sitokin salimini inhibe
ederek inflamasyonu azaltmisgtir. Bu etki 8 saatlik takip siiresi boyunca devam etmistir.
Fong ve ark. (217) deasetilasyon derecesi %80 ve molekiil agirliklar1 10 ve 90 kDa olan
kitosanlar ile yaptiklar ¢alismada, IL-1beta seviyesinin kontrole gore sirasiyla 2 ve 5 kat
arttigini, aymt calismada suda ¢oziinen kitosan oligomerlerinin IL-1beta seviyesini
degistirmedigini bildirmistir. Bizim ¢alismamizda da, etkin madde icermeyen kitosan
jelleri karsilastirildiginda, baz kitosan uygulamasindan sonra olgiilen IL-1beta seviyesi
suda ¢oziinen kitosana gore yiiksek bulunmustur. Ancak literatlirde kitosan ile yapilan
caligmalarda farkli sonuglar rapor edilmistir. Baz1 c¢aligmalarda kitosanin IL-1beta
seviyesini artirdigin1 (218-220), bir caligmada (221) kitosanla uyarilan dendritik
hiicrelerin ve makrofajlarin farklilagsmasinda IL-1beta seviyesinin zamanla azaldig1, baska
bir caligmada ise (222) fibroblast hiicrelerinde kitosanin IL-1beta {izerinde bir etkisi
olmadig1 gosterilmistir. Bu farklilik, uyarilan hiicrelerin farkli olmasindan ve uygulanan
kitosanlarin farkli 6zelliklere (6r. farkli deasetilasyon derecesi, molekiil agirlig1 vb) sahip
olmasindan kaynaklanmaktadir (223). Farkli kitosan tipleri i¢in sitokin seviyelerinde fark
bulunmamistir (p>0.05). Atorvastatin ilave edilen jel formiilasyonlarinda ise IL-1beta
tamamen inhibe edilmistir. Bu durum atorvastatinin IL-1beta seviyesini diisiirerek
antiinflamatuvar etki gdstermesiyle aciklanabilir (25, 216, 224). Atorvastatinin kati

dispersiyonlarint igeren jel formiilasyonlarinda da benzer antiinflamatuvar etki
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gozlenmistir. Farkli polimerlerle hazirlananlar arasinda antiinflamatuvar etki yoniinden

fark gozlenmemistir (p>0.05).

IL-6 sitokin diizeyleri incelendiginde, benzer sekilde formiilasyonlarin
uygulamasini takiben kontrole gore sitokin seviyesinde diisiis gozlenmistir (p<0.05) ve 8
saat boyunca antiinflamatuvar etkinin devam ettigi gozlenmistir. Yapilan bir ¢aligmada
benzer sekilde statin grubu etkin maddelerin IL-6 sitokin seviyesini diislirdiigii
bildirilmistir (225). 11-6 sitokin inhibisyonu {iizerine kitosanin etkisi ile ilgili olarak
liteSiganiirde farkli sonuglar bildirilmistir. Bazi ¢alismalarda kitosanin IL-6 seviyesini
diisiirdiigi (221, 226-228), baz1 ¢aligmalarda IL-6 seviyesini artirdigi (219, 229) ve
bazilarinda ise IL-6 seviyesi iizerine etkisi olmadigi bildirilmistir (222, 230).
Calismamizda, jel formiilasyonlarinin hazirlanmasinda kullanilan farkli kitosan tipleri
karsilastirildiginda, baz kitosanla IL-6 inhibisyonu suda ¢oziinen kitosana gore daha
yiikksek bulunmustur (p<0.05). 4 saat sonunda atorvastatin ve atorvastatin iceren suda
¢ozilinen kitosan jel karsilastirildiginda, suda ¢6ziinene kitosan jelde IL-6 seviyesi daha
diisiik bulunmustur. Corradetti ve Bruna (223) suda ¢oziinen kitosanin IL-6 seviyesini
diistirdiiglinii  bildirmistir. Calismamizda, farkli atorvastatin kati dispersiyonlar1 ile

hazirlanan jeller arasinda ise antiinflamatuvar etki a¢isindan fark bulunmamaistir (p>0.05).

IL-1beta ve IL-6 degerlerine benzer sekilde, tim formiilasyonlarda IL-8 seviyeleri
kontrole gore diisiik bulunmustur (p<0.05), yani yiiksek antiinflamatuvar etki elde
edilmistir. Suda ¢6zilinen kitosanin baz kitosana gore daha yiiksek antiinflamatuvar etki
gosterdigi gozlenmistir (p<0.05). Kim ve ark. (231) suda ¢oziinen kitosanin IL-8’1
diistirdiigiinii bildirmistir. Ancak liteSiganiirde kitosanin IL-8 salimin1 artirdigini gésteren
caligmalar da mevcuttur (222, 228, 230, 232, 233). Statin grubu etkin maddelerin ise IL-
8 sitokin seviyesini dislirdiigi rapor edilmistir (225). Bizim ¢alismamizda da jellere

atorvastatin eklendiginde sitokin seviyelerinde diisiis goriilmiistiir.

I1-10 seviyelerine bakildiginda, suda ¢oziinen kitosan ile baz kitosana gore daha
diisiik IL-10 seviyesi elde edilmistir, yani antiinflamatuvar etki daha yiiksek bulunmustur.

Ancak atorvastatin igeren jellerin IL-10 inhibisyonu tek basina atorvastatine gore daha az
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oldugu goriilmiistiir. Farkli atorvastatin kat1 dispersiyonlari igceren jel formiilasyonlarinda
ise antiinflamatuvar etki agisindan fark bulunmamistir (p>0.05). IL-10 immunsiipresif
etkileri bulunan bir sitokin olup, proinflamatuvar sitokinleri inhibe ettigi gosterilmistir
(234). Yapilan caligmalarda periodontitisli dokularda IL-10 seviyelerindeki birbirinden
farkli oldugu bildirilmistir (235-237). Kitosanin ise IL-10 seviyesini artirdigini bildiren
caligmalar da mevcuttur (220, 221, 229).

TGF-betal diizeyleri incelendiginde, kitosan tipine gore farklilik goézlenmistir.
Tek basina baz kitosan ile suda ¢oziinen kitosana gore daha iyi bir inhibisyon elde edilmis
(p<0.05) olmasina karsin, atorvastatin iceren formiilasyonlarda etki yoniiyle benzer sonug
elde edilmistir. 8.saatte atorvastatin i¢eren formiilasyonlarda TGF-betal inhibisyonunun
azaldig1 gozlenmistir. LiteSiganiirde de atorvastatinin TGF-betal {izerinde farkli sonuglar
verdigini bildiren caligmalar mevcuttur. Tie ve ark. (238) atorvastatinin TGF-betal
seviyesi lizerine etkisi olmadigin1 gosterirken, Wei ve ark. (239) atorvastatinin TGF-betal
seviyesini  diislirdligiinii  bildirmistir.  Benzer sekilde kitosanin TGF-betal
inhibisyonu/salimi {izerinde farkli sonuglar bildirilmistir. (221, 223, 228, 232). Bizim
sonuglarimizda da kitosan varliginda daha yiiksek TGF-betal diizeyleri elde edilmistir.
Kat1 dispersiyonlarda jel formiilasyonlarinda, kullanilan farkli polimerler ve farkli
hazirlama yontemleri karsilastirildiginda TGF-betal seviyeleri bakimindan aralarinda

anlamli bir fark bulunmamistir (p>0.05).

Etkin madde icermeyen farkli tipteki kitosan jeller arasinda TGF-beta2 sitokin
seviyeleri bakimindan bir fark bulunmamistir ancak kontrole gore bir inhibisyon oldugu
gozlenmistir. Atorvastatin eklendiginde ise TGF-beta2 inhibisyonu artmigtir. Atorvastatin
kat1 dispersiyonlarini iceren jellerde ise inhibisyon diizeyi daha diisiik bulunmustur
(p<0.05). Suda c¢oziinen kitosan varliginda baz kitosana gore kati dispersiyon igeren
formiilasyonlarda daha iyi bir antiinflamatuvar etki gozlenmistir. Hiicrelerden serbest
birakilan sitokin seviyelerindeki bu fark kitosanin ¢oziiniirliik farkina baglanabilir (223).
Farkl atorvastatin kat: dispersiyonlari ile de farkli degerler elde edilmistir. Ozellikle PEG

ile hazirlanan kat1 dispersiyonlarda digerlerine gére TGF-beta2 salimi daha az inhibe
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edilmistir (p>0.05). Inflamasyon durumunda dokulardan alinan cevaplarda TGF-beta2
seviyelerinde farklilik oldugu bildirilmektedir. Bazi durumlarda inflame dokularda TGF-
beta2 sitokinleri saptanirken diger 6rneklerde TGF-beta2’nin serbest birakilmadigi tespit
edilmistir (240). Baska bir ¢alismada ise dis eti olugu sivis1 alinan periodontitisli ve
saglikli 6rnek gruplarinda TGF-beta2 seviyesinin her iki grupta da ¢ok yiiksek oldugu
bildirilmistir (241). Wang ve ark. (242) atorvastatinin TGF-beta2 seviyesini diisiirdiglinii
bildirmistir.

TGF-beta3 ile yapilan ¢alismalarda tek basina baz kitosan jel ile TGF-beta3
seviyeleri daha yiiksek bulunmustur (p<0.05). Etkin madde iceren kati dispersiyonlarin
jel formiilasyonlarinda, kullanilan kitosan tipine gore TGF-beta3 seviyeleri farklilik
gostermistir (223). Suda ¢6ziinen kitosan ile baz kitosana gore daha diisiik TGF-beta3
seviyesi elde edilmistir (p<0.05). Kat1 dispersiyonlarin jel formiilasyonlarinda, TGF-beta3
seviyeleri agisindan kullanilan farkli polimerler arasinda anlamli bir fark bulunmamigtir
(p>0.05). Inhibisyon 4 saatte daha yiiksekken 8 saatte TGF-beta3 diizeylerinin ytikseldigi

gozlenmistir. Kitosan varligi bunu engelleyememistir.

In vitro c¢alismalarmin genel bir degerlendirmesi yapildiginda, kitosan+
atorvastatin iceren formiilasyonlarin insan gingiva fibroblast hiicrelerinde olusturulan
inflamasyon {izerine etkili oldugu ve incelenen sitokin (II-1 beta, IL-6, IL-8, IL-10)
diizeylerinde kontrole gore anlamli bir diislis oldugu (p<0.05) goriilmektedir. Kitosan
varliginda atorvastatinin antiinflamatuvar etkisi artmistir (p<0.05). TGF beta 1,2 ve 3 ile
yapilan c¢aligmalarda ise sitokinlerin inhibisyonlar1 arasinda formiilasyonlara gore
farkliliklar gozlenmistir. Bu farkliliklar gerek kitosanin farkli tipte olmasi gerekse,

gerekse atorvastatinin ¢oziinilirliigli nedeniyle olabilir.

Formiilasyonlarda Antiinflamatuvar Etkinin In Vivo Degerlendirilmesi

Periodontal hastaligin tedavisinde statinlerin kullanilmasi antiinflamatuvar ve

kemik iyilestirici etkisi ve inflamasyon belirtegleri olan sitokinleri inhibe etmesi agisindan
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onemlidir. Gelistirilen formiilasyonlarla, tedavide periodontal ligamentlerin ve alveolar
kemigin dejenere olmasi ve atagman kaybina kadar giden siirecte tetikleyici rol oynayan
sitokinlerin  inhibe edilerek serbest birakilmalarinin  Onlenmesi incelenerek
antiinflamatuvar  etkinin gosterilmesi  hedeflendirilmistir (36, 243). In vivo
caligmalarimizda, her deney periyodunda alinan doku 6rneklerinde IL-1beta, IL-6, IL-8,
IL-10, TGF-betal, TGF-beta2 ve TGF-beta3 sitokinlerin seviyelerine bakilmaistir.

Calismalarimizda uygulanan ligatiirler indiiksiyon modeli ile ortalama 11. giinde
periodontitis basarili bir sekilde olusturuldugu gorsel ve histolojik olarak saptanmistir.
Yapilan ¢caligmalarla uyumlu olarak 11. giiniin sonunda alinan ¢ene kemiklerinde alveolar
kemik kaybi ve atagsman kayb1 goriilmiistiir (244-246). Periodontitis gelistigi belirlenen

siganlara uygulamalar baglamistir.

Yapilan g¢alismalarda periodontitisli grupta, dis eti olugu sivisindan ve/veya
tilkkriikten alinan 6rneklerde saglikli gruplara gore IL-1beta (25, 216, 224), IL-6 (25, 224,
247, 248) ve IL-8 (25, 247, 248) sitokin seviyelerinin yliksek oldugu bildirilirken, IL-10
sitokini seviyelerinin drneklere gore degiskenlik gostermekte oldugu raporlanmistir (248).
Bir calismada saglikli grup ve periodontitisli grup arasinda yapilan karsilastirmada,
saglikli gruptan alinan Orneklerde IL-10 seviyesi yiiksek bulunurken (249), baska
caligmalarda periodontitisli grup ve saglikli gruplar arasinda IL-10 seviyeleri bakimindan
fark bulunmamistir (250, 251). Bir ¢alismada ise IL-10 mRNA ekspresyonlar1 kronik
periodontitisli hastalarin diseti dokularinda, istatistiksel olarak anlamli olmasa da, saglikli

dokulara kiyasla seviyesinin daha yiiksek oldugu bildirilmistir (237).

TGF-betal ile yapilan ¢aligmalar hasta gruplarda saglikli gruplarin 6rneklerine
gore daha yiiksek TGF-betal bulunmaktadir (202, 252-254). Steinsvoll ve ark. (204)
periodontitisli grubun periodontal dokularinda TGF-betal seviyesinin saglikli gruba gore
100 kat fazla oldugunu raporlamistir. TGF-beta2 ve TGF-beta3 ile yapilan caligmalarda,
hasta ve saglikli gruplarda sitokin cevaplarinin farklilik gosterdigi raporlamistir. TGF-

beta3 bir ¢alismada ileri periodontitiste periodontal dokularda yiiksek bulunurken (240)
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ayni ¢caligmada TGF-beta2 seviyeleri farkli 6rneklerde degisik sonuglar vermistir, bazi
inflame dokularda TGF-beta2 tespit edilirken, diger Orneklerde TGF-beta2
bulunmamuistir. Bagka bir ¢calismada dis eti olugu sivisi alinan periodontitisli ve saglikl
ornek gruplarinda TGF-beta2 seviyesinin her iki grupta da ¢ok yiiksek oldugu
gozlenmistir (241).

Hayvanlarla yapilan ¢aligmalarda statinlerin IL-8 (225, 255), IL-6 (191, 225, 255,
256), IL-1beta (243, 257, 258) seviyelerini distiriirken IL-10 (258, 259) sitokinlerini
artirdigi bildirilmistir. TGF-betal iizerine yapilan statin ¢alismalarinda ise gavajla verilen
atorvastatin, serum TGF-betal sitokin seviyesi lizerine bir etkisi olmadigi (238),
aterosklerozisi olan farelerde oral atorvastatin uygulamasinin TGF-betal seviyesini
artirdig1, fareler iizerinde yapilan baska bir ¢alismada ise implantasyon sonrasi olusan
inflamasyonda oral verilen atorvastatin uygulamasi sonrasi1 TGF-betal diizeyi diisiik
oldugu bildirilmistir (260). Wang ve ark. (242) TGF-beta2 seviyesinin, in vitro insan
periferal kan lenfositlerinde atorvastatin uygulamasi sonrasi diisiik bulundugunu

raporlamistir.

Calismalarimizda, IL-1beta seviyeleri, atorvastatin igeren tim jel
formiilasyonlarinda periodontitisli gruba gore diisiik bulunmustur. Kitosan varliginda ise
IL-1beta seviyelerinin, daha da diisiik oldugu gozlenmistir (p<0.05). Atorvastatinin IL-
Ibeta seviyesini diislirdiigli daha 6nceki ¢aligmalarda raporlanmistir (243, 257). Oliveira
ve ark. (221) kitosanin IL-1beta seviyesini diisiirdiigiinii bildirmistir. Bizim elde ettigimiz
sonuglar da bildirilenle uyumludur. Periodontitisli gruplarda IL-1beta seviyeleri saglikli
gruplara gore yiiksektir (25, 216, 224) ve uygulama gruplarinda sitokin seviyelerinin
azalmasi yliksek antiinflamatuvar etkiyi gostermektedir. Farkli kitosan jel gruplar
karsilastirildiginda ise, suda ¢oziinen kitosan jelin antiinflamatuvar etkisi baz kitosan
grubuna gore daha yiikksek bulunmustur. 4. haftanin sonunda ise en yiiksek
antiinflamatuvar etkinlik atorvastatin iceren baz kitosan jel ve suda ¢dziinen kitosan
jellerle elde edilmis (p<0.05) ve 4. hafta sonunda bu iki grup arasinda antiinflamatuvar

etkinlik yoniinden anlamli fark bulunmamistir (p>0.05). Bu sonuglar in vitro
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antiinflamatuvar etkinlik verileriyle uyumludur. in vitro calismalarda da atorvastatin
iceren kitosan jellerle IL-1beta seviyeleri ¢ok diisiik olup, elde edilen antiinflamatuvar

etkinlik ¢ok ytiksektir.

IL-6 sitokin seviyeleri, IL-1beta seviyelerine benzer sekilde, tiim atorvastatin
iceren jel gruplarinda periodontitisli kontrol grubuna gore diisiik bulunmustur ve bu etki
4 hafta boyunca devam etmistir. Kitosanla yapilan ¢alismalarda IL-6 seviyesinin diistiigii
raporlanmistir (221, 226-228) ve calismalarin bizim sonug¢larimiz ile uyumlu oldugu
gorilmiistiir. Periodontitis durumunda IL-6 sitokin seviyesi saglikli gruba gore yiiksektir
(25, 224, 247, 248) ve bu sitokinin inhibisyonu antiinflamatuvar etkiyi gostermektedir.
Bu dogrultuda atorvastatin igeren kitosan jellerle yiiksek antiinflamatuvar etki elde
edildigi goriilmektedir. 4. haftanin sonunda atorvastatin igeren baz kitosan jel ve suda
¢Oziinen kitosan jellerle diger gruplara gore daha yliksek antiinflamatuvar etki elde
edilmistir (p<0.05). Coradetti ve Bruna (223) suda ¢oziinen kitosanla IL-6 seviyesinin
diistiigiinii bildirmistir. Bu calismayla uyumlu olarak bizim ¢alismamizda da 1. ve 4.
haftalarin sonunda atorvastatin igeren suda ¢oziinen kitosan jellerde atorvastatine gore

daha diisiik IL-6 seviyesi elde edilmistir. Kitosan varliginda IL-6 inhibisyonu artmistir.

IL-8 seviyeleri, tiim jel gruplarinda periodontitisli kontrol grubuna gore diisiik
bulunmustur. Periodontitisli gruplarda saglikli gruplara gore IL-8 seviyeleri de yiiksektir
(25, 247, 248). Ote yandan kitosan varliginda IL-8 seviyesinin arttig1 bildirilmistir (222,
228, 230, 232, 233). Bizim c¢alismamizda da benzer sekilde atorvastatin grubunda,
atorvastatin iceren kitosan jel grubuna gore IL-8 seviyesi daha diisiik bulunmustur
(p<0.05). Diger bir deyisle, kitosan varliginda IL-8 inhibisyonu azalmaktadir. Bu sonug
in vitro antiinflamatuvar etkinlik sonuglartyla uyumlu bulunmustur. Kim ve ark. (231)
suda ¢oziinen kitosanin IL-8 seviyesini diisiirdiigiinii bildirmistir. Bizim sonuglarimizda
suda c¢oziinen kitosan ve baz kitosan arasinda etki yoniinden anlamli bir fark
gbzlenmemistir (p>0.05). In vitro calismalarda ise suda ¢dziinen kitosan ile daha yiiksek

antiinflamatuvar etki gézlenmistir.
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IL-10 antiinflamatuvar bir sitokindir ve IL-1beta, IL-8 (234, 261), IL-6 (261)
sitokinlerinin seviyelerini diisiiriir. Calismamizda IL-6 ve IL-1beta seviyelerinin diisiik
bulunmasinin sebebi bu olabilir. Periodontitisli gruplarda yapilan caligmalarda IL-10
seviyeleri birbirinden farkli bulunmustur (248). Bu caligmalarda IL-10 seviyeleri
periodontitisli gruptan alinan 6rneklerde saglikli gruba gore yliksek (249) diisiik (237)
ve anlamli fark yok (250, 251) olarak bildirilmistir. Kitosan ile yapilan in vitro ve in vivo
caligmalarda IL-10 seviyesinin arttig1 bildirilmistir (220, 262, 263). Atorvastatinin de IL-
10 seviyesini artirdigini gosteren ¢alismalar bulunmaktadir (258, 259). Calismalarimizda
4. haftanin sonunda kitosan+atorvastatin uygulanan gruplarda IL-10 seviyesi,
periodontitisli gruba gore anlamli sekilde diisiik bulunmustur (p<0.05). Atorvastatin
iceren farkli tip kitosanla hazirlanan jeller karsilastirildiginda (suda ¢oziinen ve baz
kitosan) IL-10 seviyeleri bakimindan aralarinda aralarinda anlamli bir fark bulunmamastir
(p>0.05). Ayrica tek bagina kitosan jellerde, atorvastatin iceren kitosan jellere gore IL-10
seviyeleri daha yiiksek bulunmustur, bu veriler liteSicaniirde bildirilen sonugclarla
uyumludur. In vitro ¢aligmalarimizda, in vivo sonuglardan farkli olarak suda ¢oziinen
kitosan jellerde baz kitosan jellere gore IL-10 sitokin seviyeleri daha diisiik bulunmustur
(p<0.05). Bu durum ¢oziiniirligi farkli olan kitosanlarin farkli immun yant

olusturmasiyla agiklanabilir (223).

TGF-betal seviyeleri tiim jel gruplarinda periodontitisli kontrol grubuna gore
diisiik bulunmustur. Yapilan calismalarda periodontitisli gruplardan alinan 6rneklerde
TGF-betal sitokin seviyelerinin yiliksek oldugu raporlanmistir (202, 204, 252). Kitosanin
da TGF-betal seviyesini artirdig1 bildirilmistir (230, 264). Tie ve ark. (238) atorvastatinin
TGF-betal seviyesi tlizerine etkisi olmadigim1 gosterirken, TGF-betal seviyesini
diisiirdiiglinii bildiren ¢alismalar mevcuttur (239, 260). Bizim ¢alismamizda da benzer
sekilde atorvastatin iceren kitosan jel gruplarindaki TGF-betal seviyesinin atorvastatin
uygulanan gruba gore yliksek oldugu goézlenmistir ancak bu fark anlamli degildir
(p>0.05). In vitro ¢alismalardan farkli olarak, 4. haftanin sonunda atorvastatin iceren baz
kitosan jellerle, atorvastatin igeren suda ¢oziinen kitosan jellere gore TGF-betal

seviyelerinin daha diisiik oldugu gézlenmistir. Bu durum ¢oziiniirliigii farkli olan kitosan
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uygulamamizdan ve farkli hiicrelerde farkli immun yanitlar alinmasindan kaynaklantyor

olabilir.

Periodontitisli gruplardan aliman 6rneklerde TGF-beta2 seviyelerinin farklilik
gosterdigi goriilmektedir. Atorvastatinin TGF-beta2 seviyesini diislirdiigii bildirilmistir.
Bizim ¢alismamizda da ilk 2 hafta atorvastatin varliginda TGF-beta2 sitokin seviyelerinin
diistiigii gozlenmistir. Bu veriler in vitro calismalarla da uyumludur. ilk 2 haftanin
sonunda peridontitisli kontrol grubunun sitokin seviyesi saglikli kontrole gore yiiksek
bulunurken (p<0.05), 3. ve 4. haftalarda 6nceki ¢caligmalarla uyumlu olarak periodontitisli
ve saglikli kontrol gruplarinin sitokin seviyeleri arasinda fark bulunmamistir (p>0.05). 4.
haftanin sonunda atorvastatin iceren farkli tipte kitosan jel gruplari arasinda sitokin

seviyeleri bakimindan anlamli bir fark bulunmamustir (p>0.05).

Calismamizda 2. ve 4. haftalarda periodontal dokulardan alinan 6rneklerde TGF-
beta3 seviyesi saglikli doku 6rneklerine gore yiiksek bulunmustur. Sitokin diizeylerinde
deney siiresi boyunca goriilen farkliliklarin haftalar ilerledik¢e hastaligin siddetindeki
degismeye baglh oldugu diisiiniilmektedir. 4. haftanin sonunda kitosan+atorvastatin
uygulamasinda TGF-beta3 seviyeleri periodontitis grubuna gore diisiik bulunmustur
(p<0.05). Kitosan varliginda etki artmistir (p<0.05). In vitro ¢alismada, in vivo ¢alismadan
farkl olarak atorvastatinde sitokin seviyesi diger gruplara gore en diisiik bulunmustur, bu
durum in vitro ¢aligmada formiilasyonlarin uygulandig: insan gingival fibroblast (hGF)
hiicre dizisi ve in vivo ¢alismalarda kullanilan sigan dokular1 arasindaki farkliliklardan
kaynaklaniyor olabilir. In vitro ¢alismalarda suda ¢oziinen kitosan jel gruplarinda TGF-
beta3 seviyeleri baz kitosan jel gruplarina gore yiliksek gozlenirken; in vivo ¢alismalarda
farkli tip kitosanlarla haftalara gére TGF-beta3 seviyeleri degiskenlik gosterdiginden

aralarinda anlamli bir iliski kurulamamustir.

Calismamizda, gruplar arasinda osteoklastik aktivite skoru, inflamasyon skoru,
mine-sement siniriin atagmana olan uzakligl, mine-sement sinirinin alveolar kemige olan

uzakligi ve alveolar kemigin alan1 bakimindan anlamli fark bulunmustur (p<0.05).
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Alveolar kemigin dise olan iist, mid ve alt uzakliklar agisindan ise gruplar arasinda anlamli
bir fark bulunmamistir (p>0.05). Alveolar kemigin dise olan uzakliklar1 anlamli

bulunmadigindan tartigmaya dahil edilmemistir.

Mine-Sement Simirinin Atasmana Olan Uzaklhig:

Peridontitisli kontrol grubunda hastaligin gelismesi sonucunda atagman kaybi
sebebiyle 1. haftanin sonunda mine-sement siniriin atagmana olan uzaklifi yiiksek
bulunmustur. 2. hafta o6lgiilen uzaklik diisliktiir ancak ilerleyen haftalarda tedavi

edilmeyen hastalik ile bu uzakligin arttig1 gézlenmistir.

Farkli kitosan tipleriyle hazirlanan ve atorvastatin igeren jel gruplari arasinda
anlaml bir fark bulunmamistir (p>0.05). Bu gruplarda 1. hafta sonunda 6lgiilen mine-
sement sinirinin atasmana olan uzakliklari, 4. hafta sonunda azalmistir. 1. hafta sonunda
tek basina uygulanan kitosan jellerde (gK ve gP) atagsman kaybindaki azalma, kitosanin
periodontal dokular iizerindeki destekleyici etkisi ile aciklanabilir (61, 265). Ayrica, 3 ve
4. haftalarin sonunda atorvastatintkitosan (gK-AT ve gP-AT) jel gruplarinda mine-
sement smirinin atagsmana olan uzakliginda gézlenen azalmanin, atorvastatinin atagman
kaybmi azaltic1 etkisine bagli oldugu distiniilmektedir (187). Periodontitisli kontrol

grubuyla yapilan karsilagtirmada aralarindaki bu fark anlamli bulunmustur (p<0.05).

Mine-Sement Sinirinin Alveolar Kemige Olan Uzaklhigi:

Periodontitisli kontrol grubunda 1. haftanin sonunda 6l¢iilen mine-sement sinirinin
alveolar kemige olan uzakliginin 4. haftanin sonunda hastaligin ilerlemesine ve alveolar
kemigin erimesine bagl olarak arttig1 bulunmustur. Farkli kitosan tipleriyle hazirlanan ve
atorvastatin iceren jel gruplar arasinda bu uzaklik bakimimdan anlamli fark bulunmamigtir
(p>0.05). Atorvastatin iceren baz kitosan ve suda ¢oziinen kitosan jellerde 1. hafta
sonunda Olgiilen uzakliklar 4. hafta sonunda kemik yapimina bagli olarak azalmstir.
Ancak bu jel gruplanyla, periodontitisli kontrol grubu karsilastirildiginda aralarindaki

fark anlaml1 bulunmamustir (p>0.05). Sadece atorvastatin uygulanan grupta ise 1. haftayla
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4. hafta sonunda elde edilen 6l¢iim degerleri karsilastrildiginda, 4. hafta sonunda bu

uzakligin arttig1 bulunmustur.

Atorvastatin igeren kitosan jellerle, mine-sement sinirmin alveolar kemige olan
uzakliginin 4. hafta sonunda azaldig1 gozlenmis, ancak o hafta i¢in periodontitisli grupla
yapilan karsilastirmada aralarindaki fark anlamsiz bulundugundan bu verilerle genel bir

sonuca varilamamaistir.

Alveolar Kemigin Alani:

Periodontitisli kontrol grubunda 1. hafta sonunda 6lgiilen alveolar kemigin alanina
iliskin degerin 4. haftanin sonunda arttigi bulunmustur. Ancak haftalar aras1 kemigin

alanindaki bu artis anlamli degildir (p>0.05).

Fajardo ve ark. (46) atorvastatinin alveolar kemigin alaninda artisa ve mine-
sement sinirinin alveolar kemige olan uzakliginda azalmaya yol agtigini raporlamistir.
Calismamizda tek basina kitosan jellerle (gK veg P) sadece 1. hafta sonunda alveolar
kemigin alaninda artis gozlenirken, atorvastatintkitosan jeller (gK-AT ve gP-AT) ile 2.
haftadan sonra alveolar kemigin alanindaki artisin devam ettigi bulunmustur. Bu durum
hem kitosanin (78) ve hem de atorvastatinin (43) kemik yapimi iizerindeki olumlu etkileri
ile aciklanabilir. Calismamizda, kitosan varliginda atorvastatinin kemigin iyilesmesi
lizerine etkisinin arttig1 gosterilmistir.

Inflamasyon:

Periodontitisli kontrol grubunda 1. hafta sonunda yiiksek bulunan inflamasyon
skorunun 4. hafta sonunda hala yiiksek oldugu gozlenirken; atorvastatin igeren baz kitosan
jel grubunda tiim haftalarda bu skor diisiik bulunmustur ve bu gruplar karsilastirildiginda
aralarindaki fark anlamli bulunmustur (p<0.05). Bu durum kitosanin inflamatuvar
belirtegleri elimine edici etkisi ve bu sekilde antiinflamatuvar etki gostermesi ile

aciklanabilir (61). Periodontitisli grupla yapilan karsilastirmada, atorvastatint+kitosan jel
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gruplarinin (gK-AT ve gP-AT) 2. haftadan sonra periodontitisli gruba gore yiiksek
antiinflamatuvar 6zellik gdsterdigi ve uygulama siiresi boyunca bu etkisinin devam ettigi
gozlenmistir (p<0.05). Bu bulgular atorvastatinin (53) ve kitosanin inflamatuvar aktivite
tizerindeki olumlu etkisinden kaynaklanmaktadir. Kitosan varliginda atorvastatinin
antiinflamatuvar etkisinin arttig1 tespit edildiginden tedavide atorvastatintkitosan jel

kombinasyonu onerilmektedir.

Osteoklastik Aktivite:

Inflamasyonla iliskili mononiikleer hiicrelerin osteoklastlara farklilasarak alveolar
kemigin erimesine sebep oldugu raporlanmistir (266). Calismamizda tek basina
atorvastatin ile sadece 1. hafta sonunda osteoklastik aktivitede diisiis gozlenirken, diger
haftalarda periodontitisli grupta hastaligin ilerlemesine bagli olarak bu skorun arttigi
gorilmiistiir. Atorvastatint+kitosan (gK-AT ve gP-AT) jel gruplarinda ise 2. haftadan
sonra uygulama siiresi boyunca osteoklastik aktivitedeki diisiisiin devam ettigi
bulunmustur. Bu durum, atorvastatinin osteoklastlar1 azaltici etkisinin (44) kitosan
varhiginda arttigimi gostermektedir. Atorvastatin iceren ve farkli kitosan tipleriyle
hazirlanan gruplar arasinda yapilan degerlendirmede ise aralarinda anlamli fark

bulunmamastir (p>0.05).

1. hafta yogun sekilde goriilen osteoklastlarin 4. hafta sonunda atorvastatin ve
kitosan kombinasyonuyla azaldig1 gozlenmistir, bu durum 4. hafta sonunda bu gruplarda

kemik yikiminin azaldigin1 gostermektedir.

In Vitro - In Vivo Sonuclarim Karsilastirilmasi

Atorvastatin igeren kitosan jellerin antiinflamatuvar etkileri in vitro ve in vivo
olarak yapilan galismalarla gosterilmistir. In vitro calismalarda insan gingival fibroblast
hiicreleri iizerine uygulanan formiilasyonlar ile sitokin Ol¢limleri sonucu yliksek
antiinflamatuvar etkiye sahip oldugu gosterilen formiilasyonlar, sigcanlar {izerine yapilan

uygulama sonrasi dlgiilen sitokin seviyeleriyle uyum saglamistir. Her iki ¢alismada da
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inflamasyon belirte¢lerinin azaldig1 gozlenmistir. Hayvan deneyinde yapilan histometrik
analizler sonrasinda, atorvastatin iceren kitosan jeller 4. hafta sonunda periodontal
hastalikta goriilen atagman kaybini diizeltmis, alevolar kemigin alaninda artis saglamas, 1.
haftada goriilen osteoklastlar1 4. haftanin sonunda azaltarak osteoklastik aktiviteyi
diistirmiis ve hastaligin gelisimiyle goriilen inflamasyonu 4. haftanin sonunda azaltarak

antiinflamatuvar 6zellik gostermistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Statin grubu bir etkin madde olan atorvastatinin antiinflamatuvar etkisi nedeniyle
periodontitis tedavisinde kullanmak amaciyla lokal olarak uygulanacak bir formiilasyon
gelistirilmistir. Oncelikle etkin maddenin kat1 dispersiyonu hazirlanarak ¢oziiniirliigii
artirtlmig ve kitosan jel formiilasyonlarina yiiklenmistir. Cozliniirliiglinlin artmasiyla etkin
maddenin jellerden salimi1 da hizlandirilmistir. In vitro ve in vivo olarak antiinflamatuvar
etki incelendiginde, kat1 dispersiyon halde atorvastatin igeren formiilasyonlarin, etkin
maddenin hizli salim1 nedeniyle kisa siirede antiinflamatuvar etki gosterdigi, muamele
gérmemis atorvastatin igeren formiilasyonlarda ise bu etkinin daha uzun siireli oldugu
goriilmiistiir. Kitosan ile birlikte uygulandiginda atorvastatinin antiinflamatuvar etkisinin
artt1g1 goriilmiistiir. In vitro ve in vivo ¢alismalar birbirini desteklemektedir. Hizli etki
istenildiginde kat1 dispersiyon halde atorvastatin iceren kitosan bazli formiilasyonlar,
kronik inflamasyonlarda ise muamele gérmemis atorvastatin igeren kitosan bazli jel
formiilasyonlar Onerilebilir. Atorvastatin igeren biyoadezif jel seklinde hazirlanan
formiilasyonlarla hem jelin uygulama kolaylig1 yoniiyle hasta uyuncunun artirilmasi hem
de biyoadezif Ozelliginden dolayr uygulama bdlgesinde daha uzun siire kalarak
etkinliginin ~ artirllmast  saglanmistir.  Atorvastatin  igeren  kitosan bazli jel
formiilasyonlarinin periodontitis tedavisinde gerek etkinlik gerekse hasta uyuncu yoniiyle

timit verici oldugu sonucuna varilmistir.
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Chitosan based formulations of atorvastatin for periodontal delivery
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Ankara-06100, Turkey

?Gazi University, Faculty of Dentistry, Department of Medical Microbiology, Ankara-06510,
Turkey

In recent years, statin group drugs are investigated for the treatment of periodontal diseases
due to their antiinflammatory effect. The efficacy of statins can be enhanced by local
administration into the periodontal pocket by appropriate delivery system. The aim of our
study was to develop a bioadhesive delivery system for atorvastatin for local treatment of
periodontal disease. Due to the low solubility of atorvastation, solid dispersions were prepared
using different types of chitosan. 2 % atorvastatin was loaded into the formulations. The
solid dispersions were then incorporated into chitosan gels. The viscosity and mucoadhesive
property of the formulations was investigated in absence and presence of the drug. Release
and permeation studies were performed in vitro. The compatibility and antiinflammatory
effect of the developed formulations was investigated using fibroblast cell lines.

Viscosity of the formulations were found to be suitable for application into the periodontal
pockets. Both water soluble and base chitosan gels showed similar mucoadhesive properties.
The release of atorvastatin was found to increase in presence of chitosan. Decrease in
inflammation was found to be higher in presence of chitosan when compared to that with
atorvastatin alone.

Acknowledgements: This study was supported by TUBITAK-SBAG-1001 program (1145758).
Authors are thankful to Koyo Company, Japan for their generous gift of chitosan.
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Development of Local Delivery Systems for Atorvastatin in Treatment of Periodontal Diseases
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Purpose

Statins have been reported to exert immunomodulatory and antunflammatory properties besides their cholesterol lowering effect.
Recent clinical studies have indicated that statins have beneficial effect also on periodontal disease, which is inflammation associated.
The purpose of this study was to develop a delivery system for a poorly soluble statin drug, atorvastatin (ATV), which would increase
the solubility of the drug. and provide local delivery into the periodontal pocket resulting in an improved efficacy. Furthermore, the
enhancing effect of chitosan, which also exerts biological activity, on antunflammatory activity of ATV was mvestigated in vitro.
Methods

Solid dispersions were prepared using different polymers such as PEG 6000 (using conventional fusion method); Pluronic F-68 (using
melting method) and base chitosan (Koyo Chitosan DAC-100) (using solvent evaporation method). Different drug:polymer ratios (1:3,
1:1, 3:1) (w/w) were investigated. Subsequently. the solid dispersions were incorporated into chitosan based gels (Eoyo Chitosan
DAC-100 (base form), Koyo, Japan and Protasan UP CL 213, Mw: 150-400 kDa, Novamatrix, Norway). After characterization of the
formulations, bioadhesion properties were examined using Texture Analyzer (TA XT Plus, Stable Micro Systems, Surrey, UK) at
speed of 0.1 mm/s, contact force of 0.2 N, contact time 180 sec. Viscosity of the gels were measured using Brookfield viscometer.
Release of the drug from the formulations was mvestigated in vitro in Franz diffusion cells with 2.01 cm? diffusion area and 20 mL
receptor volume. Antiinflammatory effect of the formulations was evaluated m vitro using tumor necrosis factor (TNF)-alfa induced
human gingival fibroblast (hGF) cells. After incubating the hGF cells with the formulations for 4h and 8h, the amount of interleukin
(IL)-8 (CXCL-8) release was assayed at 450 nm in Elisa reader, using human IL-8 ELISA (2nd generation) (Affymetrix, eBioscience)
kit.

Results

The viscosity of the formulations was found to be suitable for delivery into the periodontal pocket. All gel formulations showed
pseudoplastic behavior. The gel prepared using base chitosan was found to have higher bioadhesive property (work of adhesion: 0,50
= (.1mJ/em?) when compared to that of prepared with water soluble chitosan (work of adhesion: 0,34 £ 0,03 mJ/em?). Higher work
of adhesion values (0,65 + 0,17 mJ/em? and 0,81 £ 0,11 mJ/em? respectively) were obtained when drug was incorporated into the
gels, When the drug was incorporated as solid dispersion, the bioadhesivity was found to increase. The highest work of adhesion value
found with the solid dispersions prepared with Pluronic F-68 (3,454+0,2 mJ/cm2). There was no significant difference in drug release
profiles between the solid dispersions prepared with different polymers. The released amount was between 20 to 25 % in 2 h, and
continued upto 6h.  Significant decrease in IL-8§ amounts was observed with the formulations when compared to that with control
(ATV in PEG-600). The mhibition of IL-8 release was increased with chitosan formulations. The inhibition was higher with base
chitosan when compared to water soluble chitosan.

Conclusion

The developed formulations showed suitable viscosity and bioadhesive properties to retain the drug i the periodontal pocket. Solid
dispersions increased the solubility of ATV. The presence of chitosan enhanced the antiinflammatory effect of ATV.

Acknowledgements: This study was supported by TUBITAK-SBAG-1001 program (1148758). Authors are thankful to Koyo
Company, Japan for their generous gift of chitosan.
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Purpose: Pericdontal disease is a bacterial infection, which is associated with tissue destruction ocourming a5 a
consequence of the host immune inflammatery response to oral pathogens. Recently, stating have been shown to
have anti-inflammatory effects, which are independent of cholesterol lowering (1). The objective of this study
was to develop a bicadhesive delivery system for local delivery of a statin group drug, atorvastatin for the
treatment of periedontal disease in combination with chitosan which also exerts antiinflammatory property (2).

Methods: Due to the low selubility of atorvastatin (AT), solid dispersions were prepared in order to increase
the solubility of the dmg. Different polymers (PEG 6000 and Pluronic F-68, Merck, Germany; chitosan, Kove,
Japan) at different drug:polymer ratios (1:9, 1:12) (w-w) +were used to prepare the sclid dispersions, with
different preparation methods such as melting, solvent evaporation, lmeading and co-grinding. After
characterization by means of DSC, FTIR, light microscopy, drug in selid dizpersion form was incorporated into
chitosan gels using water soluble (Protazan UP CL 213, Novamatrix, Nerway) and base chitosan. The viscosity
and bicadhesive properties of the formulations were investigated, and release of the dmg was studied n vitro in
Franz diffusion cells. Antiinflammatory effect of the formulations was evaluated in vitro by measuring
mterlenkin (IL)-8 (CHCL-2) release, after treatment of tumer necrosis factor (TNF)-o induced human gingival
fibroblast (hGF) cells with the formulations.

Results: The solubility of AT was increased from 0.1 to 5.5 g/ml in solid dispersion form, highest with
Pluronic F-68, prepared using co-evaporstion method Bioadhesion was mcreased with solid dispersions
compared to that of the drug alone. All gel formulations showed pseudoplastic behavior. Viscosity of the gels
were found to be suitable for application into periodental pocket. Release of the drug was prolonged in chitosan
gels. Similar release profiles were obtamed with water soluble and base chitosan gels. Significant decrease in
IL-8 release was obtained with the dmg-chitosan formulations when comparad to that with control (AT in PEG-

400 (Fig. 1).
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Fig. 1. Eelease of IL-E from hiGF calls (after 4h)

Conclusions: The solubility of AT was increased by solid dispersion preparation, and incorporation of drug in
zolid dispersion form into chitosan gels provided bioadhesive property with a suitable viscosity for application,
and prolonged the release of the drg from the delivery system. The antimflammatory effect of atorvastatin was
shown in hGF cells, inereasing in presence of chitosan.

Acknowledgements: This project was supported by TUBITAK-SBAG-1001 program (1148738). Authors are
thankful to Kove Company, Japan for their genercus gift of chitosan.

Eeferences:
1. Sakoda K, et al., Inflammation and Fegeneration, 2007, 27, 107-111.
2. 3Zenel 8, Joumal of Dug Delivery Science and Technology, 2010, 20, 23-32.
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Introduction

Recent studies have investigated local application of stating for wound healing. bone loss
prevention and antiinflammatory effect. However, solubility of atorvastatin is low and in order to
have high efficacy, the solubility needs to be improved. In this study, solid dispersions of
storvastatin were prepared [1,2] using different polymers and were characterised in detail.

Materials and Methods

Solid dispersion were prepared using polyethylens glyeol 6000 (PEG 6000, Merck, Gemnmany),
Fluronic F-68 (PL F-68, Merck, Germany) and base chitosan (Foyo Chitosan DAC-100, 85%:
deacetylation degres, Koyo, Japan) at different drug:polymer ratios (1:9 and 1:12 {w-w)) with
different preparation methods such as melting, solvent evaporation, Imeading and co-grinding.
For characterisation of the developed solid dispersions as well physical mixtures, X-ray
diffraction (XED, D/max-2200/PC, Rigalu Corporation, Japan), differential scanning calorimetry
{DSC, QL3, TA Instruments, TTSA), fourier transform infrared spectroscopy (FT-IE, 1720-XFT
spectrometer, Perkin Elmer Corporation, USA) and scanning electron microscope (SELL FEI
QUANTA 400F, USA) analyszes were performed. The crystalline properties of pure AT, itz
physical mixtures and solid dizpersions were examined by means of XED studies using Cu Ko
radiation, a voltage of 40 kV, and a 25-mA current at scanning rate of 1° min™ over 2 to 50°
diffraction angle (28] range. Drug-polymer mteractions were investigated using FTIR and DSC
{10°C/min, 30 to 300°C). Surface morphelogy of the solid dispersions was examined under SEM.

Results and Discussion

The solubility of AT (0.16 mz/mL) was mereased in solid dispersion form. The highest solubility
was obtained with Pluronic F-68 at 1:12 dmg:polymer ratio. Preparation method was found to
affect the solubility. For example, with the Pluronic F-62 solid dispersions prepared using the
coevaporation method were found to have the highest solubility values (3.3 mg/mL) whalst
solubility value was 4.97 mg/mL prepared using the melting method.

Food shaped atorvastatin crystals (Fig. 1a) were not obeerved in solid dispersion forms (Fig. 1c),
whereas with physical mixtures, crystals were present, physically adsorbed on the surface of the
polymer (Fig. 1b).
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IN VITRO EVALUATION OF ANTIINFLAMMATORY EFFECT OF LOCALLY
DELIVERED ATORVASTATIN FOR TREATMENT OF PERIODONTAL POCKET

Ozdogan, A., ."*, Akca, G2, Senel, S.!
THacettepe University, Faculty of Pharmacy, Department of Pharmaceutical
Technology, Ankara-06100, Turkey,
2 Gazi University, Faculty of Dentistry, Department of Medical Microbiology, Ankara-
06510, Turkey,
“isilay.o0zdogan@hotmail.com

Periodontal disease is a pathological condition caused by infection which is induced
by specific microorganisms, and results in excessive production of inflammatory
mediators such as IL-1p, IL-6, IL-8, and L-10. Recent studies have indicated that
statins exert direct anti-inflammatory action by decreasing proinflammatory cytokines.
In this study, chitosan based bioadhesive local delivery system was developed for
atorvastatin (AT), and its antiinflammatory effect was evaluated in vitro using tumor
necrosis factor (TNF)-alfa induced human gingival fibroblast (hGF) cells. After
incubating the hGF cells with the formulations for 4h and 8h, the amount of interleukin
(IL)-8, (IL)-6 release was assayed at 450 nm in Elisa reader.

The presence of chitosan enhanced the antiinflammatory effect of AT. Significant
decrease in IL-8, IL-6 amounts was observed with the chitosan formulations when
compared to that with control.

Acknowledgment: This study was supported by TUBITAK-SBAG-1001 program
(1145758). Authors are thankful to Koyo Company, Japan for their generous gift of
chitosan.
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Effect of Atorvastatin on Periodontal Inflammation: In Vitro and In Vivo Evaluations

A1 Ozdogan', G. Aked', A, B. Iskit', K. Kosemehmetoglu, Y. D. llarslen’, B. Kosekaya', S. Senel'
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Purpose

Recent studies have shown that statins exert antiinflammatory effect besides their serum lipid lowering effect and they have been used
topically in treatment of periodontal diseases. We have developed systems for local delivery of a statin group drug, atorvastatin (AT)
for the treatment of periodontal inflammation. and in this study we have investigated its antiinflammatory effect in vitro and in vivo,
Methods

In order to enhance the solubility of AT, solid dispersions were prepared using different polymers (PEG 6000, Pluronic F-68 and
chitosan), and for local delivery, AT in solid dispersion form was incorporated into chitosan gels, which were prepared using base o
water soluble chitosan (Koyo Chitosan DAC-100 (base form), Koyo, Japan and Protasan UP CL 213, Mw: 150-400 kDa, Novamatrix,
Norway). In vitro release of AT from the gels was performed in Franz diffusion cells using cellulose membrane. Antiinflammatory
effect of the formulations was investigated in vitro using tumor necrosis factor (TNF)-alfa induced human gingival fibroblast (hGF)
cells. Release of [L-8, IL-6, IL10, IL-1beta, which are the main markers for inflammation in periodental disease, was investieated
after incubating the hGF cells with the formulations. Furthermore, the antiinflammatory effect of the formulations was evaluated in
model animals using ligature-induced periodontitis model. The formulations were applied locally afer periodontitis was obtained. At
certain time intervals, the mandibles were dissected, specimens were sectioned for histological examination and stained with
hematoxylin and eosin for evaluation of alveolar crest osteoclasts and surrounding inflammation,

Results

Release of AT was prolonged with gel formulations (20-25 % in 2h). No significant difference in release of AT was found between
water soluble and base chitosan based gels. Significant decrease in release of cytokines (IL-8, IL-6, IL10, IL-1beta) was obtained with
the chitosan based gels containing AT in solid dispersion form. The effect of water soluble chitosan gels inhibition of IL-8 and IL-10
was found to be higher than that of base chitosan, whilst IL-6 release was found to be lower with water soluble chitosan. The
antiinflammatory effect was observed to continue during 8h period. Periodontitis with alveolar bone loss was experimentally obtained
with ligature-induced periodontitis model. Local administration of the gel formulations was found to reduce inflammation, and
stimulation of the bone formation was observed.

Conclusion

The antiinflammatory effect of AT containing formulations on experimentally induced periodontitis has been shown in vitro and in
vivo. Incarporation of AT into chitosan gels has enhanced this antiinflammatory effect.

Acknowledgements: This study was supported by TUBITAK-SBAG-1001 program (114S758). Authors are thankful to Koyo
Company, Japan for their generous gift of chitosan.
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Intreduction: Atorvastatin plays important role in periodontal disease, regulating expression of
cytokines associated with inflammation [1]. TGF- represents a family of polypeptide growth factors
including TGF-£1, TGF-B2 and TGF-B3, involved in inflammation [2]. In this study, we investigated
TGF-B levels following application of atorvastatin incorporated into chitosan gels.

Methods: Atorvastatin (AT) st 2%w /v concentration was incorporated into gels prepared using water
soluble {Protasan UP-CL213, Morway) or base chitosan (Koyo, Japan). For control, AT in PEG-400
[Merck, Germany) was prepared and TGF-B1, TGF-B2 and TGF-£2 levels were evaluatad in vitro,
uzing tumer necrasiz factor (THF)-a induced human gingival fibroblast (hGF) cells, and in vivo in rats
with ligature-induced periodontitis. Comtrol and gel formulations were applied on cell cultures and
TGF-£ levels were analyzed by ELISA {Affymetrix, eBioscience). In vivo tissue samples were collected,
the dissected rat gingival tizsues (stored at -B0°C) were homogenized and TGF levels were anzlyzed
using Cusabio, PRC kits.

Results: TNF-x induction of hiGF cells resulted in increased TGF-B release. Upon application of AT
solution, TGF-B1, TGF-B2 and TGF-3 levels were chserved to decrease. Following chitosan
application, TGF-1 level was decreased whilst TGF-p2 and TGF-p3 levels were increased. When AT
wias incorporated into chitosan gels, TGF-B1 release was higher whereas TGF-B2 and TGF-£3 were
lower than that obtained with AT and chitosan alone. Chitosan type used for gel formulations was
found to have different effect on TGF-betal release, resulting in higher levels of TGF-B with water
soluble chitosan when compared to base chitosan. Varying responzes for TGF-§ expressions were
observed in viva studies. Local application of AT in rats with ligature-induced pericdontitis was
observed to decrease TGF-B1 and TGF-B2 levels whilst increasing TGF-E3 level. With chitosan alone,
an increase was cbserved im TGF-B1, TGF-B2 levels whilst a slight decrease was observed in TGF-B3
lewvel. Combination of AT with chitosan gel resulted in decrease in TGF-B1, TGF-B2 and TGF-B3 levels.
Mo difference between water soluble chitosan and base chitosan was observed on release of TGF
betz levels in vivo studies.

Conclusion: Varying levels of TGF-P isoforms were obtained in vitro and in vivo which implies that
TGF-B elicits different responses in different cell types. AT incorporated chitosan gel formulations
were found to decrease TGF-E levels indicating an antiinflammatory effect and suggesting that
regulation of TGF-§ levels plays a role in treatment of pericdontal inflammation. Monetheless, more
studies are needed in order to elucidate TGF-B regulation in presence of AT and chitosan.

Acknowledzements: This project was supported by TUBITAK-5BAG-1001 program (1145758).
Authors are thankful to Koyo Company, Japan for their genergus gift of chitosan.

References:
1. de Arajo Jonior, Reimundo Fernandes, et zl. Plas one. 2013, 75322,
2. Okada, H., and 3. Murakami. Critical Reviews in Oral BiclogyEMedicine. 1998, 248-265.
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