IKi ASAMALI TOTAL EKLEM PROTEZI AMELIYATLARI
ICIN ANTIBIYOTIK YUOKLU BOSLUK
DOLDURUCULARIN GELISTIRILMESI

DEVELOPMENT OF ANTIBIOTIC LOADED SPACERS
FOR TWO STAGE TOTAL JOINT REPLACEMENT
SURGERY

MESUT KAPLAN

DOG. DR. EYLEM GUVEN

Tez Danigmani

Hacettepe Universitesi
Lisansusti Egitim-Ogretim ve Sinav Yénetmeliginin
Nanoteknoloji ve Nanotip Anabilim Dali i¢cin dngordugu
YUKSEK LISANS TEZi olarak hazirlanmistir.

2018



MESUT KAPLAN’in hazirladigi “iki Asamali Total Eklem Protezi Ameliyatlari igin
Antibiyotik Yiiklii Bosluk Doldurucularin Gelistirilmesi” adli bu calisma asagidaki
juri tarafindan NANOTEKNOLOJi VE NANOTIP ANABILIM DALI ‘nda YUKSEK
LISANS TEZi olarak kabul edilmistir.

Prof. Dr. Necdet SAGLAM
Baskan

Dog. Dr. Eylem Gliven

Danisman

Prof.Dr. Murat BOZKURT
Uye

£

Dog¢. Dr. Lokman UZUN
Uye

Yrd. Dog. Dr. Hakan KAYI
Uye

Bu tez Hacettepe Universitesi Fen Bilimleri Enstitist tarafindan YUKSEK LiSANS

TEZI olarak onaylanmistir.

Prof. Dr. Menemse Gumusderelioglu

Fen Bilimleri Enstitist Mudrt



YAYIMLAMA VE FiKRi MULKIYET HAKLARI BEYANI

Enstitéi tarafindan onaylanan lisansistli tezimin tamamini veya herhangi bir
kismini, basilh (kagit) ve elektronik formatta arsivieme ve asagida verilen
kosullarla kullanima agma iznini Hacettepe Universitesine verdigimi bildiririm.
Bu izinle Universiteye verilen kullanim haklar disindaki tim fikri mulkiyet
haklarim bende kalacak, tezimin tamaminin ya da bir béliumuniin gelecekteki
calismalarda (makale, kitap, lisans ve patent vb.) kullanim haklari bana ait

olacaktir.

Tezin kendi orijinal galismam oldudunu, bagkalarinin haklarini ihlal etmedigimi
ve tezimin tek yetkili sahibi oldugumu beyan ve taahhit ederim. Tezimde yer
alan telif hakki bulunan ve sahiplerinden yazili izin alinarak kullaniimasi zorunlu
metinlerin yazili izin alinarak kullandigimi ve istenildiginde suretlerini

Universiteye teslim etmeyi taahhit ederim.

o Tezimin/Raporumun tamami diinya ¢apinda erisime acilabilir ve bir kismi

veya tamaminin fotokopisi alinabilir.

‘/Tezimin/Raporumun 1 Ocak 2020 tarihine kadar erisime agilmasini ve
fotokopi alinmasini (i¢ Kapak, Ozet, igindekiler ve Kaynakga harig)

istemiyorum.

o Tezimin/Raporumun................. tarihine kadar erisime agilmasini istemiyorum
ancak kaynak gosteriimek sartiyla bir kismi veya tamaminin fotokopisinin

alinmasini onayliyorum.

o Serbest Segcenek/Yazarin Segimi

1514112018

Mesut

7

/
/


mesut
Mühür


ETIK

Hacettepe Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisil, tez yazim kurallarina uygun

olarak hazirladigim bu tez calismasinda,

e Tezicindeki butun bilgi ve belgeleri akademik kurallar gcercevesinde elde
ettigimi,

o Gorsel, isitsel ve yazili tim bilgi ve sonuglar bilimsel ahlak kurallarina
uygun sundugumu,

e Baslakarinin eserlerinden vyararlanilmasi durumunda ilgili eserlere
bilimsel normlara uygun atifta bulundugumu,

e Atifta bulundugum eserlerin timins kaynak olarak gosterdigimi,

e Kullanilan verilerde herhangi bir tahrifat yapmadigimi,

e Butezin herhangi bir bélumini bu Universitede veya baska Universitede

baska tez ¢alismasi olarak sunmadigimi

Beyan ederim.

13 10712018

MESUT N

Vi



OZET

iKi ASAMALI TOTAL EKLEM PROTEZi AMELIYATLARI iCiN
ANTIBIYOTIK YUKLU BOSLUK DOLDURUCULARIN
GELISTIRILMESI

Mesut KAPLAN
Yiksek Lisans, Nanoteknoloji ve Nanotip Anabilim Dali
Tez Danismani: Dog. Dr. Eylem GUVEN
Ocak 2018, 82 Sayfa

Nanoteknoloji alanindaki ¢calismalarin hiz kazanmasi ile nanoteknolojik malzemeler ve
bu malzemelerin kullanimi; her alanda oldugu gibi biyomedikal ve tip alaninda da
artmistir. Malzemenin nano boyutta incelenmesi ve dizayn edilebilmesi, tip alaninda
da bir takim yenilikgi dusltnceleri beraberinde getirmistir. Bunlar arasinda en ¢ok
kullanilan ve Uzerinde calisilan konu ise, ilag hedefleme ve kontrolli ilag salim
sistemleridir. llag hedefleme sistemleri; belirli bir etken maddenin &zel yapilarla
donanimlastirilarak, hedeflenen doku veya organa tasinmasini saglayan sistemlerdir.
Kontrolli salim sistemleri ise; uygun ilacin yonlendirildigi veya uygulandidi bdlgede,
uzun sureli olarak ve etkin deger araliginda ortama ilac salan sistemlerdir.
GUnumuzde bu galismalar yogun sekilde devam etmekte ve bu ¢alismalar da ilaglarin
etkin dozda ayarlanmasi ve uygulanan tedavilerin sonuglarinin saglikli olmasi
acisindan olduk¢ca buylk ©6nem tasimaktadir. Yeni ilag salim sistemleri ve
yontemlerinin gelistiriimesi, tip ve biyomedikal alanda birden fazla sorunu ¢ézebilecek
yeni teragnostiklerin bu alana kazandiriimasinda 6éncu galismalar olacaktir.

Bu tez calismasinda; ortopedi alaninda kullanilmak Uzere, antibiyotik salim surelerini
uzatmak ve salinan antibiyotigin etkin doz araliginda kalmasini saglamak amaciyla,
total eklem protezi ameliyatlarinda siklikla kullanilan “antibiyotik yuklu spacer” larin
(bosluk doldurucu kemik ¢imentolari) gelistiriimesi amaglanmistir.

GUnUimulzde kullanilan bosluk doldurucularin hammaddesi polimetilmetakrilat olup
ayni zamanda kemik ¢imentosu olarak da bilinmektedir. Bu malzeme biyomedikal
alanda ticari olarak satimakta olan, ameliyat esnasinda pratik bir sekilde



hazirlanabilen, sadece monomeri ve baslaticisina ek olarak igine antibiyotik ilave
edilebilen ve yaklasik 15 dakikada polimerize olarak verilen sekli koruyabilen bir
malzemedir. Bu malzemenin mekanik dayanimi ve biyouyumlulugu gibi olumlu
ozellikleri bulunmaktadir. Ancak poroz olmayan yapisi nedeniyle igeriginde bulunan
ilacin saliminin istenilen dizeyde olmamasi dnemli bir dezavantaj olusturmaktadir. Bu
durum cerrahlari daha etkili bir malzeme arayisina yonlendirmektedir. Nanoyaplili ilag
tasiyici sistemlerin kullaniimasi bu durumda uygun bir yaklagim olmaktadir. Bu
amacla; cerrahide kullanilan bosluk doldurucularin ilag salim surelerini uzatmak ve
etkin doz araliginda kontrollt ilag salimini saglamak igin, ortopedide siklikla kullanilan
bir antibiyotik olan “vankomisin”, aljinat nanopartikillere ytklenmis olup hazirlanan
antibiyotik yukla nanopartikiller kitosanla kaplanmistir. Daha sonra antibiyotik yukla
aljinat-kitosan nanopartikiller; antibiyotik iceren aljinat jel icerisinde homojenize
edilerek, antibiyotik ve antibiyotik ylklt nanopartikil intiva eden aljinat jel ¢ozeltisi elde
edilmigtir ve antibiyotik iceren bogluk doldurucular hazirlanmis olan bu ¢ozelti ile
kaplanmigtir.

Elde edilen malzemeleri karakterize etmek amaciyla in vitro ila¢ salim analizleri
yapilmistir. Boyut analizi icin Zeta Sizer, morfolojik inceleme amaciyla ise gegirimli
elektron mikroskobu (TEM) kullaniimistir. Kimyasal 6zelliklerin belirlenmesi igin FT-IR
spektrumlari incelenmigtir. Hicre canhligi testi icin ise MTT metodu kullaniimigtir.

Anahtar sozciikler: Aljinat-kitosan nanopartikill, ila¢ tasiyici sistemler, vankomisin,
iki asamali total eklem cerrahisi, bogluk doldurucu, ortopedi.
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ABSTRACT

DEVELOPMENT OF ANTIBIOTIC LOADED SPACERS FOR TWO
STAGE TOTAL JOINT REPLACEMENT SURGERY

Mesut KAPLAN

Master of Science, Department of Nanotechnology and
Nanomedicine

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Eylem GUVEN
January 2018, 82 Pages

Nanotechnological materials and the use of these materials are increasing in all areas
as well as biomedical and medicine field. With decreasing the size of material up to
nano scales and designing of them, the new ideas has been brought concededly in
medical field. One most using and being interested in studies is ‘drug targeting and
controlled releasing system ‘.Drug targeting is the attachment of the desired drug to
specified structures with ability of the controlled releasing to the desired location such
as organ or tissue. Furthermore Controlled releasing system is defined to extended
releasing of the drug with efficient intermittent dose in nanostructure medium.
Nowadays these kinds of studies is developing very fast with concern of the titration
of effective dosage to gain the best treatment results. By developing of drug releasing
systems and discovering the new methods the problem solving and new tergnostics
studies in medical and biomedical field would be appear furtherer.

In this thesis study, elongation of the antibiotic releasing time with conservation of
effective dosage which is used in the antibiotic spacer in orthopedics total joint
replacement surgeries has been concerned.

Nowadays the raw material of making spacers is Polymethyl methacrylate. This
Polymer has been known as the bone cement also. This material has been marketed
in biomedical field and should be practically prepared during the surgery only with
mixing of its monomer and specified antibiotic following of 15 minutes resting in room
temperature which results to getting the hard material afterward. Beside of mechanical
stability and biologic capability properties of this material, because of lacking porous
structure in it the substance releasing procedure would not be sufficient which makes

1ii



the surgeons to go toward the apply better structural formation in this manner. And its
exactly the point that nanotechnologic controlled drug releasing system would found
to resolve the problem. In this study Vancomycin which is one of the most useful
antibiotics in orthopedics field is loaded on one natural polimer in the name of alginate-
kitosan nanopatrticle for aim of elongation and reaching to effective releasing dosage
intervals in spacers which is used in surgeries in this structure alginate made nucleus
is encapsulated with kitosan coat. These drug loaded nanoparticles (which is coated
by kitosan) is been achieved by homogenization of drug in to alginate gel following of
intruding the drug and drug loaded alginate solvent. Afterward the side of antibiotic
loaded spacers as usual is coated with stretched film as its hugging the inside material.
At trials steps of study all different combinations of these structure is examined and
with optimization of scale is shown together on a graph chart.

The final prepared side coated product is left in 37°C of water bath for releasing. Near
to these products designed mechanism included with dialyze membrane is adjusted
only for measuring amount of release, then the products are returned to 37°C water
bath to release monitoring.

Zeta-sizer was used for defining the dimension, Transmission electron microscopy
(TEM) was used for looking to morphologic properties as material characterization
studying. FT-IR spectrometry was used for chemical properties determination and
MTT method was used for cell viability tests.

Keywords: Alginate-chitosan nanoparticle, drug delivery systems, vancomycin, two-
stage total joint surgery, spacer, orthopedics.
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1. GIRIS
Bu tez calismasinda, iki agsamali revizyon cerrahisinde, total eklem artroplastisi
sonrasi olugabilecek, hastanin yasam kalitesini duglren ve hayati riskler

olusturabilecek enfeksiyonlarin énlenmesi igin, nanoteknolojik olarak tasarlanmis

kontrollu ilag salim sisteminin geligtiriimesi amaclanmaktadir.

Eklem artroplastisi, ileri derece artroz olgularinda kullanilan en basarili tedavi
yontemlerinden biridir. Ancak, dogru cerrahi yaklagsimlar, uygun antibiyotik
proflaksileri ve diger tim onlemlere ragmen; periprostetik eklem enfeksiyonlari,
operasyon sonrasi en ciddi komplikasyonlardan biri olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Enfekte komponentlerin gikarildigi ve protezsiz bir donemin ardindan revizyon
komponentlerin reimplante edildigi iki seanstan olusan revizyon cerrahisi, uygun
hastalarda, enfeksiyonun tedavisinde en basarili se¢enek olarak kabul edilmektedir.
implantsiz gegen ara dénemde hastaya, antibiyotik yiiklenmis polimetil metakrilat
(PMMA) spacer uygulamalari yapilmaktadir. Bu uygulamalardaki antibiyotik
saliminin yetersiz oldugu ise yapilan gesitli galismalarla gosterilmigtir. Bu ¢alisma
ile hedefimiz periprostetik eklem enfeksiyonunun, iki asamali tedavisinin birinci
asamasinda kullanilan antibiyotikli spacer uygulamasinda, 6-8 haftalik uygulama
suresi boyunca, istenilen eklem ici antibiyotik konsantrasyonunu saglayacak,

kontrollu bir ila¢ salim sistemi tasarlamaktir.

Tasarlanan bu sistemde, antibiyotigin sirali saliminin yapilmasi planlanmaktadir.
Periprostetik eklem enfeksiyonlarinda siklikla tespit edilen septikler igin kullanilacak
bir antibiyotigin, dogal ve biyouyumlu polimerler ile enkapsuile ederek, bosluk
doldurucularin etrafina kaplanmasi tasarlanmaktadir. Nanoteknolojik yontemler ile
tasarlayacagimiz bu sistemde, glikopeptit grubu antibiyotigi olan vankomisin, aljinat
cekirdege sahip kitosan ile kaplanmis nanopartikullere, aljinat jele ve PMMA
spacer’a yuklenerek, sirali ilag salim sisteminin olusturulmasi planlanmaktadir.
Nano yapilarin ve hidrojelin karakterizasyon c¢aligmalarini takiben, in vitro
kosullarda 30 gun sureyle ilag salimi ¢alismalari yapilacaktir. Bu sekilde, PMMA
spacer, PMMA spacerin disina kaplanmig hidrojel ve PMMA'in disina kaplanmis

nanopartikul katkili hidrojelin salim profilleri karsilastirilabilecektir.



Bu tezin sonucunda, iki asamali revizyon cerrahisinde en sik karsilasilan
komplikasyonlardan olan ve sadece antibiyotik yukli PMMA spacer ile
giderilemeyen enfeksiyon problemine karsi yeni bir nanoteknolojik ydntem
gelistirilerek, eklem ici antibiyotik konsantrasyonunu belirli bir zaman araliginda
devamli ve gerekli duzeyde tutabilecek bir kontrolli ilag salim sistemi
geligtirilecektir. Bu tez, benzer hastaliklar i¢in yapilacak ¢alismalar igin bir 6rnek

teskil edecektir.

1.1. Nanoteknoloji

Nanoteknoloji malzemelerin nanometre duzeyinde go6zlenmesi, incelenmesi,
uretiimesi veya manipulle edilmesidir [1, 2]. ABD Patent Kurumu (USPTO) ise,
nanoteknoloji tanimini, nano Olgekte, yapilarin kontrolli bir sekilde islenmesi,
uretilmesi ve bu malzemelerin manipule edilerek, buyuk bilesenlere, sistemlere ve
mimari yapilara entegrasyonunu kapsamaktadir seklinde yapmistir. Bunun yaninda,
ABD Ulusal Nanoteknoloji Birimi Danismani Dr.Mihail C.Roco ise nanoteknoloijiyi,
maddenin, 1 atom ile 100 molekil ¢api arasinda (1-100 nm ) arasinda bir nano 6lgek
seviyesinde kontrolU ve yeniden yapilandiriimasi olarak tanimlamistir. Nanometre
Olcegi ise Uluslararasi Birimler Sistemine (Sl) gére metrenin milyarda biri (10-9)
olarak belirtiimistir [1]. Nanoteknolojide, malzeme klasik mekanigin etkisinden
kurtulup, kuantum mekaniginin etkisine girer buda materyalin makro haldeyken
sahip oldugu birtakim &zelliklerin(optik, elektrik, kimyasal ve biyolojik) degismesine
neden olur. Malzemeler bu boyutlarda, makro yapilarina gore tahmini gic olan,
fiziksel, kimyasal ve biyolojik o6zellikler kazanmaktadir. Birgok nanoteknolojik
calismalar hala arastirma ve gelistirme evresinde olmasina ragmen, biyomedikal
ila¢ salim sistemlerinden elektronige, gevre Kirliligi iyilestirmeden savunma sanayine
kadar genis alanlarda nanoteknolojik ¢alismalar kullaniimaktadir ve giin gegtikge bu
bilim dalina yapilan yatirirmlar artmaktadir[2]. Amerika Ulusal Nanoteknoloji Girisimi
(NNI), icinde, Yiyecek ve igecek idaresi, Savunma Departmani, Ulusal Bilim Kurulu,
Dogal Cevreyi Koruma Ajansi ve igisleri Bakanhginin bulundugu 25 kurulusla
isbirilgi icinde arastirma ve gelistirme ¢alismalarini koordine etmektedir ve NNI'nin
programinin 2007 butgesi, toplam devlet butgesinin 1.2milyar dolarini kullanmistir.
Nanoteknolojiye yapilan toplam yatirim ise 2001-2007 arasinda toplamda 6.5milyar
dolardir. Bu rakamin kuresell ihitiyaglar dogrultusunda 2016 yilinin sonlarinda 1

trilyon dolari bulacagi 6ngorulmektedir. Nanoteknolojik calismalar Cin, Amerika ve



Hindistanda hizla devam etmekte ve hatirisayilir bir butge bu bilim dalina
ayrilmaktadir. GUn gectikce yapilan yatirimlarin artmasi ile verimlerde artmistir. Cin
Ozellikle tekstil alaninda ¢ok hizli buyume kaydetmigtir. Nanoteknoloji hizli, guvenilir,
ucuz, temiz ve geri kazanimi finansal olarak hayli yuksektir. Bu nedenle
nanotekoloji, teknolojinin ve bilimin dnculugund yuklenmis uygulamalar butunudar
[3]. Bununla ilgili 2003-2013 makale yayin sayilari gizelge1.1’de belirtilmistir. Lider
Ulkelerin(Amerika, Cin, Rusya vb) yaptigi akademik calismalarin 2003-2013

analizlerinde en ¢ok nanoteknolojik ¢caligmalara rastlanmigtir.

Cizelge 1.1. Ulke ve bdlgelerin nanoteknoloji alanindaki akademik ¢alismalarinin yogunlugunu
gOsterir [3].

Ulke-Bolge Yayin Sayisi
Amerika 160870
Cin 154946
Almanya 47585
Japonya 51952
Kore 41624
Fransa 33848
Birlesik Krallik 28688
Hindistan 34040
italya 21769
Ispanya 19885
Tayvan 20472
Kanada 16517
Rusya 19975
Avustralya 13596
Singapur 11888
Isvigre 9767
Hollanda 8941
iran 15629
Brezilya 9138
Polonya 8757

Nanoteknolojik ¢laigmalarin ilerlemesi ile nano malzeme cesitleride dogru orantil
olarak artmig ve nanotip alaninda sayisizca malzeme kullaniimigtir. En ¢ok
uzerinde ¢aligmalarin oldugu bu mazlemeleri kisaca siralayacak olursak; kuantum
noktalar, dendrimerler, nanokabuklar, karbon nanotupler, lipozomlar, fulerenler,
nanoteller, nanobarkodlar, polimer nanopargaciklar, nukleik asit bazlh

nanopargaciklar ve manyetik nano pargaciklardir.
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Sekil 1.1. Boyutlarina gore nano yapilarin sekilsel gosterimi [4]

1.1.1. Polimer nano pargaciklar

Polimerler giinimuz materyallerinin en énemli ve en genis siniflarini olustururlar.
Bu malzemeler bir¢ok alt birimlerinin birlesmesiyle makro yapilarini olustururlar. Bu
nedenle polimerler bircok tekrar eden alt birimlerinden olusurlar. Endustride
kullanilan polimerler, polietilen, polipropilen, polivinilklorid, politetrafloraetilen,
polistiren, polilaktidglikolikasit, polimetilmetakrilat (PMMA) gibi malzemelerden
olusurlar. Bunlarin yaninda dogal polimerler olarak, nisasta, seltloz, Aljinat, kitosan,
polisakkaridler ve polipeptidlerde kullaniimaktadir. Biyolojik uyumlu polimerlerin
kullanimi, rejeneratif tip ve doku mihendisligi gibi medikal alanlardaki ilerlemeler ile
artmigtir. Vlcut icerisinde degrede olduklarinda kolaylikla tdlere edilen bu
mazlemeler sayesinde, nano boyutlarda islenmis polimer malzemeler, ilag salim

sistemlerinde de yuksek verimle kullaniimaktadirlar [5-7].

1.1.2. Kuantum noktalar

Kuantum noktalari, yari iletken nanokristaller olarakta tanimlanabilinir, boyutlari 1-
20 nanometre arasinda degisir ve periyodik cetvelin 1I-VI, 11I-V grubunda bulunan
elementlerin bilesiklerinden elde edilirler [8]. Bu durumda yari-iletkenler sinifi ile

metallerin bilegiklerinden kuantum nokta elde etmek mumkuanddr. Gunumuzde;
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optik ve elektriksel dzelliklerinden kaynakli en gok Uretilen malzeme gesidi kuantum
noktalardir [8, 9].

1.1.3. Dendrimer

Nanotip alaninda ilag taginimini saglamak igin hazirlanan nanopartikuller Gzerine
bircok c¢alisma gercgeklestiriimektedir. Hem tedavi hem de teshis amagh
kullanilabilen dendrimerler bunlara ornektir. Dendrimerler ortalama protein
boyutuna ve dallanmig yapiya sahip dogal olmayan molekullerdir. Dallanma
sekillerine gore jenerasyon sayisi alirlar. Dendrimerler daha ¢ok hedefleme ve ilag
salimi sistemlerinde kullanilan, ilag yliklenme verimi hayli yiksek olan sentetik
malzemelerdir. Bunlarin arasinda en yaygin olan cesitleri, poliamidoaminler,

polilisin, poliesterler, polipropiliminler vb. [10-12].
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Sekil 1.2. Farklh dendrimer yapilari [12].

1.1.4. Nanokabuk

Nanokabuklar, ¢gogunlukla altin ile kaplanmig, etrafi elektrik iletkenligi iyi olan bir
metal ile kaplanmig, merkezinde silika bir gekirdege sahip olan ¢ok kuguk kurelerdir
[13, 14]. Nanotip alaninda tereagnostik olarak kullanilirlar ve gérunttuleme ajanlari
olarak Uzerinde yaygin calismalar yapiimaktadir [14]. Yakin infrared isi1gini

absorplayip 1s1 agiga gikarmalari, onlara tumdorlere kargi savunucu ve tedavi edici
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Ozellik katmaktadir. Bu absorplama sayesinde acgiga ¢ikan isi, timorler igin toksik
etki yaratmaktadir [13]. Nanokabuklar Uzerindeki bu ¢aligmalar bu nedenle daha
¢ok kanser alaninda nanoonkoloji bunyesinde yapilmakta ve fototermal
denemelerin tumor Uzerine etkilerine bakilmaktadir [14, 15]. Sekil1.3’te silika bazli

nanokabuklarin farkli duvar kalinliklarinda SEM gérintiileri verilmistir. Olgek 1 ve 2

numarali resimde 1um iken 3 numarali resimde 500um’dir.

Sekil 1.3. Silika bazli nanokabuklarin taramali elektron mikroskop goérintileri [13]

1.1.5. Karbon Nanotiip

Karbon nanotupler, 1991 yilinda Lijima tarafindan, fulleren sentezi sirasinda
kesfedilmistir. Grafitin hegzagonal geometride dizenli bir sekilde kendi etrafinda
kivrilmasiyla olusur. Nanotuplerin ¢aplari 1nm ile bundan daha fazla nanometre
degerleri arasinda olabilirken, boyundan da ¢ok ¢ok azdir ve boyu mikrometre
seviyesine ¢ikabilir. Birden fazla tretim prosesi mevcuttur ve bu proseslere gore ¢ok
duvarli ya da tek duvarli karbon nanotipler sentezlenir. Bunlarin arasindan tek
duvarli karbon nanotupler naoteknolojik alanda en ¢ok Uzerinde galismalarin oldugu
ve gelecek vadeden c¢esididir. Karbon nanotipler, alisiimadik bir sekilde
fotokimyasal, elektronik, termal ve mekanik Ozellikler bakimindan hayli
fonksiyoneldirler. Bu o6zellikler daha c¢ok tek duvarli karbon nanotiplerde
g6zlemlenmektedir. Karbon nanotupler daha c¢ok elektronik ve mukavemet

gerektiren mekanik alanlarda kullaniimaktadir [16].



-

Sekil 1.4. Cok duvarli karbon nanotlpler [18]

1.1.6. Lipozomlar

Koloidal tasiyici sistemlerden biri olan lipozomlar ,tek veya i¢ ice gecmis yaklasik
0.02-3.5 mikrometre capinda kuresel vezikullerdir. Bu malzemeler toksik olmayan
fosfolipid ve kolesterol yapilarindan sentezlenirler. En yaygin olarak ila¢ salimlari
ve gen tedavisinde hedeflemede kullanilirlar. Gen tedavisinde kullaniimaya daha
yatkindirlar gunku; lipozomlar kendi yapilarindan 6ttrt hicre duvarindan ¢ok kolay
gecgebilmektedirler. Lipozomlar Gzerindeki ¢aligmalar oldukga yaygindir, ¢ok esitli
fonksiyonelligi arttirilmis lipozom, literattirde bulunmaktadir. Amaca yoénelik Uretilen
lipozomlar, anyonik ve katyonik olarak genel gruplara ayrilabilirler. Lipozomlarin bu
¢coklu secgenekleri ve kimyasal yapisindaki fosfolipid baglar endozomlardan ve
lizozomlardan kagisi kolaylastirirken, i¢ ice katmanlarinin oluguda ona harika bir ilag

deposu veya gen deposu Ozelligi sunmaktadir [17].



1.1.7. Nanotel

Nanoteller metalik, yari-iletken, manyetik, oksit ve polimer bilesikleri seklinde
olabilen ultra kucgUk Olgeklerde kimyasal ve biyolojik sensor olusturulmasini
saglayan nanomalzemelerdir [18]. Metal atomlarindan, silikondan yada elektrik
iletken Ozelligi olan malzemelerden Uretilir. Nanoteller, hem metallerden hem de yari
iletken malzemelerden olusur [19]. Nanoteller ayni zamanda nanogubuklar veya
kuantum teller olarakta bilinirler. Nanoteller daha c¢ok elektrik devrelerinde

potansiyel komponent olarakta gorulmektedir [18, 19].

1.1.8. Manyetik Nanopargaciklar

Manyetik nanopartikuller, tani ve teshiste olmak Uzere nanotip alaninda hayli
kullanilan, potansiyelleri ve yenilenebilir yapilarindan 6tard, nano Olgekli
malzemelerin ana sinifindandirlar [20]. Benzersiz fiziksel 6zellikleri ve biyolojik,
hicresel seviyelerdeki etkilesim fonksiyonlari onlari 6zel kilmaktadir [19, 20].
Manyetik rezonans goruntuleme sistemlerinde, kontrast ajan olarak ve ayni
zamanda ilag hedefleme sistemlerinde kullanilirlar [21]. Daha ¢ok demir (Fe), altin
(Au) ve kobalt (Co)bilesikleri ile elde edilirler. Manyetik nanopartikuller, tanilama
uygulamalari, teshis ve kanser gibi hastaliklarin iyilegtiriimesi, kardiyovaskuler

hastaliklarda ve noérolojik hastaliklarda kullaniimaktadir [19-21].

1.2. Nanotip

Nanotip hastaliklarin tedavisinde ya da fonksiyonlarini yerine getiremeyen organ ve
dokularin onarilmasinda kullanilan molekuler duzeydeki nanoteknolojik calismalarin
tamamina karsilik gelen bilim dalidir [22]. Nanotip, nano diizeyde malzemelerin
kuantum etkisindeki 6zelliklerini kullanarak teshis ve tedavi igin malzemeler Uretir,
arastirir ve kullanir. Nanotip teknolojisinden hayli umutlu olan yatirrmcilar bu konuda
devlet destekli calismalar yuratmektedir. Ulusal Saglik Enstitisu 2004 yilinda 70
milyon dolar yatirrm yapmigken bu c¢aligmalarin ilerleyen zamanlarda yatirim

miktarlari 3.8milyar dolari bulacagi dusunulmektedir [23].

Gunumuzde nanotip, sayisiz ¢galismalarina ragmen, trtine donusturtlmas kullanimi
nadirde olsa var olan birkag malzemeye sahiptir. Bu ¢aligmalarin ¢gogu elimizde
akademik caligmalar seklinde kalmaktadir. Uriin olarak kullanilan malzemelerden
kuantum noktaciklar, ilag sektoriinde Pfizer, GSK, Astra Zeneca ve Genetech

sirketlerinin, ilag performansini izlemeler i¢in analizlerde kullandiklari yapilardir.
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Akademik Merkez Enstitusu ve Harvard arastirma grubu nanotelleri, yeni bir
teragnostik olarak kullaniimasi icin gelistirmeye calismaktadirlar [23]. Bagka bir
calismalarinda ise biyosensor olarak, hucre igi protein analizi hatta virUs teshisi igin
urun geligtirmektedirler. Bu calismalar yeni nesil teragnostiklerin gelismesi igin oncu

olacaktirlar.
Gunel caligmalar ve aragtirmalar su alti kategoriye odaklanmigtir [24]:
1) Antimikrobiyal 6zellikli malzemeler

Calismalar bu alanda gugli antimikrobiyal malzemelerin arastiriimasi ve
geligtiriimesine odaklanmigtir. Nanokristal gumus malzemeler 06zellikle yara

iyilesmesinde kullanilan érnek mazlemelerdir.
Biyofarmosotik

Enkapstle edilmis ilag salim duzenekleri ve malzemeleri gelistirmeye odaklanmig

alandir. Nanoteknolojik olarak tasarlanmis sistemleri igerir.
2)imp|ant malzemeleri;

Hasarli ya da hastalikli organ ya da dokulari tedavi etmek icin gelistirilen
nanomateryalleri amag edinir. Bu malzemeler, biyolojik ortama kolay penature olan,
degradasyonu iyi ve degrede sonucu malzemler organizmaya zarar vermeyen

mazlemelerdir.
3)implante edilebilir cihazlar;

Hasarli ya da iglevini yitirmis organ veya dokularin yerine kullaniimak Uzere

geligtirilen cihaz ya da malzemelerdir.
4)Tani-teshis arag-gerecleri Uretimi;

Bu calisma alani lab-on-a-chip cihazlar Uzerinde odaklanmigtir. Bu galigsmalar, ilag
kesfi, analizi veya hastalik teshislerinde hizli kimyasal sonuglar alinmasini
saglamaktadir. Bunun yaninda, nanopartikil proplar, minyatir goruntileme
araglari, goruntuleme sistemlerinde erken tani veya teshislerde oldukga kullanigh

olmaktadirlar.
5)Temel yasam faaliyetlerinin anlasilir hale getirmek;

Nano Olgekte materyallerin kullanilarak, molekuler duzeyde biyolojik sistemlerin

isleyisi ve devam sureglerini irdeler.



Nanoteknolojik galismalarin, tip alanindaki uygulamalarina baktigimizda yukarida
bulunan altt ana madde ile ilgili caligmalara siklikla rastlamaktayiz. Nanotip
glinumuzin en tehlikeli veya tedavisi gug¢ olan, kanser, kardiyovaskuler ve diyabet
hastaliklari Uzerine yogunlasarak bu alandaki bilinmeyenlere ve yetersiz tedavilere

Isik tutmaya calismaktadir [25].

Nanoteknoloji kendisi gibi multidisipliner olan rejeneratif tip bilim dali ile tip alaninda
oldukga yakin calismaktadir. Rejeneratif tip, disiplinler arasi genis ¢alisma skalasi
olan, iglevselligini yitirmis, hasar gormuas veya hi¢ olmayan organlarin tedavisinde
veya teshisinde olduk¢a yaygin galisma alanina sahiptir. Nanotip bu alandaki
caligsmalarini, hucre tabanli, biyomalzeme tabanl ve karmasik doku muhendisligi
olarak U¢ ana baslikta inceler. Son 20 yilda kdk hiicre ¢alismalari, nanoteknolojik
calismalar ve biyomuhendislik galigsmalari oldukga ilerlemis ve bu ilerleme disiplinler
arasi bilimsel gcalismalari hizlandirmigtir. Bunun yaninda nanoteknoloji Gzerine artan
meraklar sayesinde, nanotip alanindaki gelismeler tip alaninda da yeni bir
perspektife ve ayni zamanda klinik pratiklerin yenilenmesine zemin hazirlamistir
[26]. Buglne kadar yaklasik otuz nanoteknolojik tabanli Gran klinik uygulamalar igin
onaylanmistir ki bu urlnler ¢ogunlukla lipozomal ila¢ tasiyici sistemlerden ve
polimer konjugatlardan olusmaktadir [26, 27]. Nanotip, organizmalari, hicre
adhezyonu, hicre gogu ve hicre farkhlagsmasi gibi temel hiicre fonksiyonlarini,

dogal hicre gevresini, yuzeyini ve her turlt bilesenlerini inceleyerek taklit eder [27].

Langer ve Vacanti 1993’te ilk defa doku muhendisliginin temeli olarak, kompleks bir
calisma yapmiglar ve kok hicre, hicre iskeleti ve induktif faktérleri kombine ederek
gunumuzde c¢esitli durumlarda hala kullanilabilecek kompleks doku-organ
calismalarini baglatmiglardir [28]. Hucre iskeleleri yada yapi iskeleleri, hicrenin 3
boyutlu bir olgu kazanmasi i¢in ve ayni zamanda da duzgun bir sekli, mimarisi,
fiziksel 6zelliklerini rahat saglayacagi bir ortam olusturmak igin sentezlenir. Buradan
hareketle, yapi iskeleleri biyouyumluluk, kontrol edilmis porozite, gegirgenlik,
mekaniksel davranig ve uygun degradasyon kinetigi bakimindan, hedef dokuya
uygun olmali [32]. Hucre proliferasyonu igin malzemelerin nanotopografisi uygun ve
hicrenin tutunacagi sekilde olmasi gerekir [28]. Nanotip bu alandaki g¢alismalari
sayesinde, yapay organ, kok hucre calismalari ve kanser tedavilerinde hicrelerin
farkhlasmasini, gogaltilmasini ve iglenmesini saglamaktadir [29].
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1.2.1 Ortopedide Nanoteknoloji

Nanoteknoloji gundelik hayatimizin iginde her alanda etkin oldugu gibi ortopedi
alaninda da pek ¢ok galismalara sahiptir. Neredeyse tum implantlar ve biyomedikal
malzemelerin ¢cogu nanoteknolojik prosesler ile Uretilmektedir. Nanotip alani, bu
anlamda bizlere tani ve tedavi igin ve bunlarin gorantilenmesi icin nanomateryaller
sunmaktadir [30, 31]. Daha da 6nemlisi, ilag dagitimi aracglari olarak kullanilp,
teragnostik uygulamalarda eskiye gore c¢ok basarili ve guvenilir sonuglar
vermektedir [32]. Buna ek olarak, nanomateryaller doku rejenerasyonu igin kullanigh
yap! iskeletleri sunmaktadirlar [33]. Kemik hastaliklari iskelet ile alakali, igcinde yara
ve defektlerinde oldugu, hasta hareketini 6énleyen ve hatta 6lime bile yol acan
hastaliklarin tamamini icerir [34]. Hala efektif tedavisi olmayan ve glinimuzde hala
yaygin olarak devam eden, artrit, osteoartrit, osteosarkoma ve metastatik kemik
kanseri gibi hastaliklarin acil bir sekilde, glvenilir ve efektif bir klinik tedavi igin yeni
ilaclara ve ilag dagitim sistemlerine ihtiyaci vardir [34, 35]. Nanomalzemeler kemik
hastaliklarinin iyilestiriimesi igin, ilag dagitim sistemlerinde essiz Ozellikler
sunmaktadir [35]. Bu kemik hastaliklari igin arastirilan ilag sistemleri iki ana baglikta
tanimlanir ve dretilir. Bunlar, polilaktidoglokolik asit vb. organik veya silika bazli
inorganik yapilardir [32]. Bu yapilar geleneksel yontemdeki gibi antibiyotik, ilag
dagitimi yapmaya yarayan, kemik hastaliklari igin antibiyotik, kemoterapotik ve
siRNA-miRNA veya DNA gibi nukleik asitler ile gen terapisi yapan molekulleri
icerirler. Guncel olarak kullanilan ilaglara bakacak olursak, bifosfotanaz olarak
adlandirilan BPs kemik hastaliklarinda basarili olarak kullaniimaktadir [36]. Bu
ilaclar nanopartikuller sayesinde hasarli dokuya tutunarak orada ilag salimi yapar
ve tedavi eder [37]. Multifonksiyonel yapilarin arastiriimasi ve tasarlanmasi hala
devam etmektedir [38]. Fonksiyonelitesi yuksek olan yapi iskeletlerinin, yeni kemik
doku olugumu ve islev kazandirmasi gibi ¢alismalarda hali hazirda uygulanmakta
ve yapillmaktadir ki bu yapi iskeleti barindirdigi buyume faktoérleri, sitokinler ve
gerekli kimyasallar agisindan bir hicrenin yeniden olusmasi ve dokulagmasi igin
harika bir ortam saglamaktadir [35]. TUumor metastazlari kanserde ana 6lum
sebepleridir ve kemikler bircok kanser metastazi icin uygun bir bélgedir. Bunun igin
uc farkl jenerasyon seklinde Uretilmis olan BPs kemiklere karsi olan ylksek
afinitesinden dolayi oldukga ise yaramaktadir. Bu 6zelligi onu kullanigh yapar,
nanomateryalleri kemige tasimada yardimci olur ve bu O6zelliklerinden oturu

kanserlesmis timorlerin tedavisinde basarilar kaydedilmistir [35].

11



Cizelge 1.2. Ortopedik alanda kullanilan nanoteknolojik ilaglar [35]

Jenerasyon ilag Nanopartikiil Antikanser Etkisi
Cesidi Ajani
1 Bp klodronat Lipozom Klodronat Hucre
blylUmesini
inhibe eder,
metastazi azaltir
2 Zoledronik asit PLGA Docetaxel Huicre
yenilenmesini
arttirir ve yari
omra uzatir
3 Risedronat PLL-CD Siklodekstrin Kemik

metastazini 6nler

I

|

’J\‘,

i TR
n : ! :‘? ] I. ‘

L

Sekil 1.5. Bazi polimerik yapilarin SEM gérintuleri.

Sekil 1.5'te, (A) Taramali elektron mikroskopu ile goéruntilenmis, faz ayirma metodu

ile yapilmis baglar arasi

kirelerin olusturuldugu polilaktikasitin yapisi. (B)

Osteoblastlar icin geligtirilmis kemik doku uygulamalari, elektro edirme ydntemiyle

yapilmig, polikaprolakton-hidroksiapatit-jelatin (1:1:2). (C) Yogun sekilde siralanmig

tek duvar karbon nanotupler ortopedik uygulamalar

icin gelistirilmis.

(D)

Monodispersif magnetit nanopartikiller ( FesOa4 ) gosterilmigstir. [30].
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Sekil 1.6. Nanofiber yapilarin iginde hiicre kiltiri galismasi.

Sekil 1.6'da, a, kikirdak doku kulttrlu igin gelistiriimis nano fiber yapilarin igine
ekilmis hucrelerin sematik gosterimi. B, 42 gun sonra kikirdak benzeri dokularin
nanokompozit icindeki gorintlsid. C, hicre kuiltirinden 1 gin sonra nanofiber
boyunca iyi dagihm goéstermis kondrosit hicrelerinin uzaktan gorintusu. D, hicre
kaltdrinden 1 gun sonra nanofiber boyunca iyi dagilim gdstermis kondrosit

hicrelerinin yakindan goéruntasui [30].

1.3. ilag Salim Sistemleri

ilag salim sistemleri, ilacin belirli bir malzemenin igine hapsedilip ya da ona
tutturulup, istenilen bdlgeye zaman ve miktar agisindan ilacin dizenli bir muamele
ile verildigi sistemlerdir [39]. Bu sistemler ilag salimini yapmaya yarayan mekanik
sistemlere (persitaltik pompa vb.) gbére daha basittir. Bununla birlikte, ilag, polimer
matriks igerisinde ¢6zinmemis olarak da depolanabildigi igin, daha kaglk
sistemlerdir. Gelisen biyomedikal ve biyoteknolojik ¢alismalar sayesinde piyasada
birden fazla ilag salim sistemleri bulunmaktadir [40, 41]. Eski yontemlerde, ilaglar
hastanin zaman kontrolu ile belirli araliklarda tekrarlayan bir suregle devamli ilag
almasi ile olurdu. Ancak, gunumuzdeki teknoloji ilag salim sistemlerinin

geligtiriimesi, guncel ila¢g uygulamalarinin gelismesi, uzun édmdurlG Grdnler olmasi,
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performanslarinin iyilestiriimesi etki suresinin uzatilmasi i¢in ¢alisir [42]. Polimer
tabanl ilag dagitim sistemleri, konvansiyonel yontemlere ek olarak pek ¢ok
uygulama seklinde kullanilabilmektedir. Glncel yapilan g¢alismalarda, polimerik
nano yapilarinin molekuler ilaglar icin daha elverisli sistemler oldugu gdsterilmistir
[38, 43]. Cevresel kosullardaki degisikliklere (pH, sicaklik, elektriksel alan, UV-
gorunurigik, bazi kimyasallar vb.) cevap verebilen yeni kontrolll ilag salim sistemleri
kesfedilmektedir [43]. Amaca yonelik kontrolll ilag salim sistemleri, literatirde pek
cok sekilde denenmistir. ilag salim sistemleri arasinda en ¢ok éne cikan tiirler ise

nanopartikuller olurken, bunlari mikropartikuller ve hidrojeller izlemektedir.

1.3.1. Kontrollii ilag Salimi

Kontrolli salim sistemlerinin gelistiriimesindeki amag; gerekli olan dozda ilag
saliminin saglanmasi, ilaglarin salim miktari araliginin uzatilmasi, toksik etkinin ve
yan etkilerin minimum seviyeye getiriimesi ve ilacin sadece ilgili bdlgeye
hedeflenerek (organ, doku ya da hicreye vb.) o bolgeye ulasmasinin
saglanmasidir. Kontrolli salim sistemleri, insan hayatinin bir ¢ok evresinde
hastaliklarin tedavi edilmesi, bu hastaliklarin 6nleyicisi ve hastalik semptomlarinin
gidericisi olarak ihtiyac duyulan ilaclarin, viicuda optimum seviyede verilmesini
saglar. Yani, dogru dozda, dogru zamanda ve dogru hicreye ulasim bu sistemlerle
yapilir. ilacin, etkin doz araligindan sapmadan, ayni zamanda da toksik doz
seviyesine ulasmadan ilacin vucuda verilmesi saglanir. Kontrolli salim
sistemlerinde kullanilacak olan ilag tasiyici sistemler, hedef hiicrenin veya dokunun
yapisina uygun olarak segcilir. Ortama verilmek istenen ila¢ aktif maddesine goére
stire¢ uygulanir ve bu sistemler sentezlenir. ilag tasiyici sistemler partikiller tipi
olanlar, ¢dzunur ve hidrofilik yapida olanlar ve hicresel taslyicilar olarak Ug¢ gruba
ayrilir. Arastirmalarda en ¢ok konu olan ilag tasiyici yapilar; dendrimerler lipozomlar,
polimerik nanopartikuller, lipoproteinler, hucresel tagiyicilar, ¢ozinur polimerler,
mikrokureler, nanopargaciklar ve polimerik misellerdir [44-46].
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Sekil 1.7. 1) Kontrollii Salim Grafigi 2) Klasik ilag Salim Grafigi.

1.3.2. Hidrojelden ilag Salimi

Monomerlerden olusan uzun zincirlerin ¢apraz baglarla baglanarak bir G¢ boyutlu
ag yapisi olusturdugu polimerik yapilara jel denir. Jellesme olayil polimerizasyon
esnasinda, monomer yapilarinin surekli olarak jellesmeyi tetiklemesi ile olusan
polimerlerin tUg-boyutlu bir sekilde bir ag yapisi olusturarak birbirlerine baglanmasi
ile olugsmaktadir [47, 48]. Polimer jellerin temel bilesenleri; polimer aglari ve ortam
sivisidir [48]. Jeldeki polimer aglari ki bu aglar dizensiz veya ¢apraz baglanmis
aglardir, siviyi tutarlar ve dis ortama kagmasini onleyen bir kafes rolu oynarlar. Jel
kurutulup icindeki sivi digari alindiginda geriye kalan sey, bir miktar kuvvetle sekli
degistirilebilecek kati bir maddedir [48, 49]. Kuvvetli bir sekilde kimyasal baglarla
baglanmis bir jel, ¢ozelti icinde asla tam olarak ¢oztinemez. Bu 6zellikleri jelleri pek
¢ok uygulama alaninda kullanigl ve vazgegilmez bir malzeme haline getirmistir [49].
insan viicudunda, iskelet birlesim yerlerini kayganlastiran sinovial sivi, kan
damarlarinin ¢eperleri, bag dokularida jel icerir. Mide ve bagirsak gibi i¢ organlarin
yuzeyleri de jellerle kaphdir [50]. Jellerin en énemli 6zelikleri dis uyaranlara gore(
sicaklik, pH, ¢d6zlicu, manyetik alan, elektriksel alan, 1sik v.b) hacimlerini
degistirebilmeleridir. Bu uyaranlar jeldeki polimer zincirleri arasindaki gekme ve itme

kuvvetlerinin dengesini degistirir ve hacim degisimleri meydana gelir [51].
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Hidrojeller, cok miktarda su ve biyolojik sivilari absorplayabilen ¢ boyutlu ag yapida
Ozel polimerlerdir. Bu Ug¢ boyutlu yapi polimer zincirleri arasindaki kimyasal ya da
fiziksel capraz baglanmadan kaynaklanmaktadir. Hidrojel zincirleri arasindaki
gapraz baglanma; kovalent bagdlar, hidrojen baglari, Van der Waals etkilegimleri
veya fiziksel gegigler seklinde olabilir. Hidrojellerin su absorplama yetenekleri
yapilarinda bulunan OH, CONH2 ve SO3H gibi hidrofilik gruplardan kaynaklanir [49,
51].

Hidrojeller, yuksek su tutma kapasitelerine ragmen suda ¢ézunmezler, capraz bagl
yapilarina ve gevre kosullarina bagli olarak sisme davranisi gosterirler. Hem dogal
hem de sentetik yapida ¢ok sayida hidrojel vardir. Dekstran, nigsasta, kollojen,
kitosan ve aljinat dogal hidrojellere 6érnek olarak gosterilirken; poli(akrilamid),
poli(etilen oksit), poli(vinil alkol) de sentetik hidrojel olarak siralanabilir.
Hidrojellerin yapilarinda bulunan ve sensor olarak adlandirilan yan gruplar
sayesinde, cevre kosullarinda meydana gelen cgesitli degisikliklere hacimsel
degisimler gostererek ¢ok kisa surelerde yanit verirler. Bu 6zelliklerinden dolayi

literatlirde kullanilan pek ¢ok hidrojel ilag salim sistemleri mevcuttur [48].

1.3.3. Mikrokiirelerden ilag Salimi

Mikrokure yapilar, ¢aplari birka¢ mikrometre ile yuz mikrometre arasinda degisen,
homojen yapida, genelde, kontrolli salim yapan ve hedeflendirilmis sistemlerin
hazirlanmasinda kullanilan mikro tasiyici sistemlere denir. Mikrokureler, homojen
ve kuresel bir yapiya sahip yuzeyleri plrtizsuzdir [52]. Bu sistemlerin avantajlarina
deginecek olursak; ilacin hedef bolgeye kontrolli salimini saglarlar. Salim yaparken
yapisinin ve aktivitesinin degismemesi, etken maddeyi hedef organa, dokuya veya
hlcrelere taslyabilmesi, hedefe ulagsana kadar etken maddenin mikrokureden sizma
yapmamasil, in vitro ve in vivo kogullarda makro yapilara oranla dayanikli olmasi,
dusuUk dozlarda terapdtik etkinlik saglayabilmesi, buna bagli olarak toksisitenin az
olmasi, biyouyumlu ve biyobozunur olmalari, pargalanma drunlerinin toksik
olmamasidir [53]. Mikrokure formulasyonunda yararlanilan polimerler, biyobozunur
veya biyobozunmaz 6zelliklerine gore siniflandirilirlar. Sentetik veya dogal kaynakh
olan biyobozunur polimerler, parenteral uygulamalar igin idealdir. Bu polimerler,
enzimatik veya farkli bozunma yollari ile vicutta hedeflenen bdlgede, etken madde

salimini istenen surede gerceklestirdikten sonra, degrede olup biyouyumlu ve toksik
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olmayan, daha sonra normal fizyolojik yollarla vicuttan atilan yapilara donusgurler
[54].

Cizelge 1.3. Mikrokire sentezinde kullanilan sentetik ve dogal polimerler [55].

Dogal Biyobozunur Polimerler Proteinler
e Albumin
e Globulin
e Jelatin
o Kolajen
e Kazein

e Polisakkaritler

e Nisasta

e Sellloz

e Kitosan

e Aljinat

e Dekstran
Sentetik Biyobozunur Polimerler » Polifosfosfazenler

e Psb6dopoliaminoasitler
e Poliesterler
e Poliamidler

e Polianhidridler

1.3.4. Nanopartikiillerden ilag Salimi

Pek c¢ok yontem arasindan nanopartikuller ile dizayn edilen kontrollt ilag salim
sistemleri Uzerine yogunlasiimis ve bu nedenle nanopartikil sentezi ve
karakterizasyonu tekniklerinin  gelistirimesi hayli 6nem kazanmigtir [17].
Nanoteknolojik uygulamalarin basarili sonuglari ve nanoteknolojinin bu alandaki
sayisiz galismalari, ilag tasinim sistemlerini oldukga gelistirmis ve etkin ilag
uygulama prosedurlerin de yenilik getirmigtir. Nanoteknolojik olarak geligtiriimig ilag
salim sistemleri butln terdpatiklerin igine yayillmis olsa da, hala merkezi sinir sistemi

ve kardiyovaskuler sistemler icin énemli ihtiyaglar vardir. Cok fazla terapdtikler
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hedef dokuya ulasamadigi igin bu alanda basarisiz olurlar. Bu sorunlarin
cozulmesinde ila¢g hedeflenmesinde ve saliminda yardimci olan ve hayli etkili olan

sekil1.8’de belirtildigi gibi yapilar kullanilir.

il Hidrofobik
tag ¢ekirdek
Nanokiire Nanokapsiil

PEG

/

? Antibody
/
- --. :

dérdiincii jenerasyon dendrimer

Ligand

Ligand baglanmig
ZnS kaph CdSe kuantum noktaciklar

Ligand baglanmig Fe sistemler

Sekil 1.8. ilag salimi ve hedeflenmesinde kullanilan nano yapilar [56]

Bu yapilardan ilag saliminda kullanilanlar daha gok polimerik sistemler, seramik
nanopartikuller, polimerik miseller, dendrimerler ve lipozomlardir [18]. Bunlarin
yaninda manyetik nanopartikiller, akiskan demir tabanh yapilar ve kuantum
noktalar ise daha c¢ok ilag hedeflenme sistemleri seklinde gelistirilen ancak
goruntuleme ajanlar olarak kullanilan yapilardir [18]. Kolay islenebilirlikleri ve
biyouyumlu yapilari sayesinde dogal polisakkarit olan aljinat ve kitosanda ilag salim
sistemlerinde ¢ok kullanilan materyallerdir [19, 57]. Kitosan ve aljinatin ilag salim
sistemlerindeki basarili kullanim sonuglari, literatirde sik bir sekilde yer almaktadir.
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kemik hticreleri

® Anti kanser ilaglan kanser hiicreleri

Sekil 1.9. Nanoteknolojik olarak tasarlanmis kemik kanserine duyarl yapilar.

Sekil 1.9, multifonksiyonel nanoteknolojik olarak gelistiriimis anti kanser yapilari
dagitan, gen terapisi yapan bir nano ilacin sematize edilmis halidir. Bosluklarinda
antikanser ila¢ yukli mezoporoz silika bir yapi mevcuttur. Bu yapi kemik Uzerine
afine olur ya da kemige 6zgu ajanlara tutunur ve kanserli hiicreler i¢in saldidi ilag

zamanla burayi tedavi eder [35]
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1.3.5. Sirali ilag Salim Sistemleri

Sirall ilag salim sistemleri, konvansiyonel ila¢ sistemlerinin yetersiz kaldigi veya
uygulanan tedavinin etkinligini arttirmak igin geligtirilen sistemlerdir. Bu sistemler,
ilag etkinligini arttirdig1 gibi, tedavi suresini de kisaltmaktadirlar. Sirali ila¢g salim
sistemleri, ¢oklu ilag salim sistemi olarak da bilinirler ve en az iki farkl sistemden
olusurlar [58]. Bu sistemlerde kullanilan materyaller, kontrolli ila¢g salim
sistemlerinde kullanilan materyallerle aynidir. Mikro ve nano proseslerden gegen bu
yapilar, amaca yonelik dizayn edilip, ¢oklu ila¢ direnci olan bakteri veya tumor
hucrelerini tedavi ederler. Literatir incelendiginde, biyouyumlu olarak bilinen
yapilarin neredeyse tamaminda, kombinasyonlar ve bunlarin uygulamalari
mevcuttur [59, 60]. Bu sistemler cerrahide, 06zellikle ortopedik cerrahide,
antibiyotige karsi direngli bakterilerin yol agtigi enfeksiyonlarda basarili sonuglar

verir.

TN Aot g

‘ A :#’, - ~ 4 - . -
,,.JL‘ A
NP-

C-Au  SH-PEG-COOH Cs-Au-PEG- SIRNA/mAD198.3 gRNA/mA
COOH

SIO,@AUNP
b198.3 gra) jlac salim sistemi

ilac hedefleme ve sahmi

Sekil 1.10. Coklu ilag salim sisteminden bir 6rnek [60].
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1.4. Aljinat
Aljinat; (ALG) kahverengi deniz yosunlarinin (Phaephyceaeailesi) islenmesi sonucu
elde edilen, dogal bir polisakkarittir. Deniz yosunlari, aljinik asidi ¢ozebilen seyreltik

alkali ¢cozeltileri ile ekstrakte edilir [61, 62].

Aljinik asit, d-mannuronik asit ve I-guluronik asit (sekil1.12) birimlerinden olusan
lineer bir polimerdir [61-63]. Aljinik asidin hidrasyonu, molekuller arasi baglar
nedeniyle, viskozitesi yuksek asit-jel olusumunu saglar [61]. Aljinat, anyonik yapisi
nedeniyle, Mg?*imagnezyum) disinda,Ca%* Ba?* ya da Zn?* gibi iki degerlikli
katyonlar ile capraz baglanma (jelasyon) reaksiyonu verir [63]. Bu reakisyonda pH’in
etkisinin dnemli olmasi gibi (pH=6-7), ¢apraz baglayicinin konsantrasyonu da
onemlidir [61-63]. Jellesme derecesi, ¢apraz baglayicinin konsantrasyonu ile
degisir. Miktar1 arttikga, jellesme dogru orantili olarak artmakta ve sert bir yapi
kazanmaktadir. Jelasyondan sonra hidrojel formu alan, intermolekuler olarak ¢apraz

baglanmis (sekill.11) bir matriks(egg-box model) elde edilir [64].

Guluronic acid Mannuronic acid

/ ~_/\ "‘\‘v__f:."f" i { "
[ 1~ Ca? 8

G-G block
Sekil 1.11. Capraz baglanmis aljnat polimerinin egg-box gdsterimi [61].
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Sekil 1.12. a) Aljinat monomerinin iki ayri birimi, b) aljinat polimerin zincir hali [62].

Bu geometrinin icinde (egg-box) H,O molekdlleri fiziksel olarak tutulurlar ve rahatga
g06¢ edebilirler. Bu durumun bir¢ok uygulamada buyuk énemi vardir. Sonug olarak;
aljinatin hidrojel karakteri sergilemesi, dogal ve biyobozunur polimer olmasi,
islenme kapasitesinin kolayligi ve kanserojen olmamasi, hucrelerin kaplanmasi
(enkapstlasyon), dokumuhendisligi calismalarinin paralel uygulamalari, kok hticre
¢alismalarinin  6nemi, cerrahide (kardiyovaskller sistem, ortopedi v.s) ki

uygulamalar, aljinati gok uygun bir malzeme sec¢enegi haline getirmistir [61, 65, 66].

1.5. Kitosan

Kitinin deasetillenmig formu olan kitosan, katyonik bir polisakkarittir ve beta- (1,4)-
2-asetoamido-2-deoksi-D-glikoz ve beta-(1,4)-2-amino-2-deoksi-D-glikoz
birimlerinin bir kopolimeridir [67]. Kitosan kimyasal yapisi olarak selliloza benzer ve
sellloz gibi yapisal bir polisakkarittir [68]. Bu nedenle kabuklu hayvanlarin ve
mantarlarin hicre duvarlarinda kendiliginden bulunur. Kitosan her ne kadar yaygin
olarak bulunsa da yaygin ¢alismalari alanlari, sudaki sinirli ¢éztnarliginden dolayi
zamanla geligtirilmistir [67, 68]. Kitosan, laktik asit, formik asit ve asetik asit gibi asit
cOzeltilerinde ¢ozunur ve polikatyonik polimer haline gelir [69]. 1990°li yillarin
basinda, nanoteknolojik prosesler ile mikro ve nanoboyutta kitosan(KNP) elde
edilmistir. Elde edilen bu yeni pargaciklar, kaplama, enkapsulasyon, ila¢g depolama,
yuzeye tutunma, yara Ortisu olma, toksisite ve antioksidan, degredasyon ve
biyouyumluluk agisindan incelendiginde boyutunun azalmasiyla 6zeliklerin daha iyi
olmasi arasinda dogrusal bir cizelge elde edimistir. Ozellikle, antibakteriyel
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antifungal, antimikrobiyal ve antitUmor 6zeliklerinde artma goézlenmistir. Kitosant,
kitinle kiyasladigimizda, kitinden ¢ok daha fazla kullanigli olduguna rastlamaktayiz.
Bunun en birincil sebebi ise, amin gruplarinin kitinde deasetillenmemis olmasi ve
dolayisiyla sudaki ¢éztnurligunin hayli az olmasidir [68]. Kitosan son 20 yilin en
g6zde yapisal polisakkaritlerindendir. Oyleki; kitosanin biyo uyumlulugu, kolayca
bozunur olmasi ve laminin (timor invazyonunda gorev yapar) gibi proteinlere
afinitesi olmasi ilerleyen zamanlarda da yaygin kullaniminin artacagini
gOstermektedir. Bununla birlikte, kitosan; ilag salimi sistemleri, kozmetik sanayi, atik
su aritimi, yara iyilestirme uygulamalari, implant uygulamalari, tarim, kagit, gida
endustrisi ve gen terapi uygulamalarinda kullaniimaktadir. Kitosanin midede ilag
kaynakli tahriglerin dnlenmesinde ya da bu etkiyi azaltmasinda asit giderici ve anti
Ulser etkileri gibi 6zellikleride vardir. KNP’nin kontrolll ilag salimi sistemlerindeki
yararlarindan dolayr kullanimi olduk¢a 6nem tagimaktadir. Kitosanin modifiye
edilmis tabletleri, jelleri, mikrokureleri ve nanoyapilari sayesinde ilag salim sistemleri
gelistiriimektedir [70]. Kitosan nanopartikillerinin timoér hicrelerini inhibe eden ve
anti mikrobiyal etkiye sahip olmasinin yaninda, yara iyilesmesini hizlandirmasi ve
immun sistem stimtlasyonunda gorev aldigi 6ne surulmustar [71]. Ayrica; nazal
veya intestinal yollar ile ila¢g emilimi ve kan-beyin bariyeri agsmasi bakimindan, ilag
molekullerinin gecis 6zellikleri Uzerinde etkili oldugu gdsterilmistir [72]. Kitosan,
kullanilabilirligi ve yapisi geregi ilag salim sistemlerinde harika bir materyaldir [69].
Kitosan nanopartiktlini sodyum tripolifosfat (NaTPP) ile capraz baglamak icin basit
komplekslesme ve iyonik jellesme olmak Uzere iki yontem vardir ve bu iki yontem
de kitosanin molekuler agirhgina, konsantrasyonuna, kitosan/TPP oranina ve pH’a
bagli olarak 500 nm den daha kugluk partikil elde edilmesini saglar [61, 70].
Kitosanin kimyasal yapisindan 6tird, sulu ¢ozeltilerinde, kismi pozitif yUkli olan
amin gruplari sayesinde yine sulu ¢Ozeltilerinde kismi negatif yukli olan aljinattaki
karboksil gruplari arasinda elektrostatik bir etkilesim olur ve bu polimerler
birbirilerine afine olurlar. Bu nedenle aljinat ve kitosan ila¢ salim sistemlerinde

kullaniimasi hayli uygun olan polimerlerdir.
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Kitosan

Sekil 1.13. Dogada en ¢ok bulunan dogal polimerlerden, kitin ve kitinden elde edilen kitosanin
kimyasal yapilarinin gosterimi [73].

1.6. Artroplasti

Artroplasti hastalikli veya fonksiyonlari yitirmis eklemlerin yeniden sekillendiriimesi
veya fonksiyon kazandiriimasi amaci ile uygulanan bir cerrahi tekniktir. Eklem
artroplastisi olduk¢a eskiye dayanan cgalismalar icermektedir. Bu galismalarin en

yaygin olanlari kalga, diz ve omuz eklemi ¢alismalaridir [74].

1.6.1. Total Diz Protezi Ameliyati

Total diz protezi ameliyati, biyomekanik caligmalarin ilerlemesi, malzeme ve
materyallerin gelistiriimesi ve cerrahi tekniklerin bir asri askin tecribelerinin
artnudar. Total diz protezi ameliyati, diz bélgesinde deformite, agri ve fonksiyonelite
kisithligina neden olan diz ekleminin iyilestiriimesi i¢in tercih edilen basarili bir tedavi
yontemidir [75, 76]. Kisinin glundelik aktivitelerini engelleyen, ylirimesine, geceleri
uyumasina izin vermeyen kronik agrilar, ayrica eklem hareketlerinde kisitlanma ve
gelisen deformiteler nedeniyle olusan durumlarda disunultr. Osteoartrit, romatoid
artrit gibi enflamatuar artritler, sinovit veya osteokondramatozis gibi sinovyal
patolojilerin neden oldugu dejenaratif artritler, psddogut, gut osteonekroz gibi
metabolik artritler, post-travmatik artritler diz eklemine tutunarak kalici bir seyir
gosterirler. Bu hastaliklar erken dénemde yakalandiklari zaman ilag tedavisi, fizik
tedavi, artroskopik debriman, diz c¢evresi osteotomileri ile kontrol edilmeye
calisiimali, eger basarili olunamazsa total diz eklemi ameliyati dusunulmelidir [77].
Arka capraz bagin korunmasi, normal kinematigin devamlihgi, uyum

(propriosepsiyon) ve yuk dengesinin korunmasi yonunden potansiyel Ustunltkleri
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vardir. Total diz eklemi protezi ¢imentolu ve ¢imentosuz denemelerle birgok kez
yapilmig ve buna ait pek ¢ok bilgi literatirde mevcuttur. Insall ve arkadaslarinin
calismalarina gore, ¢gimentolu total diz protezinin uzun omurla oldugu ve 12 yillik
¢imentolu total diz protezi yapilmis hastalarda sorun yasamamis olan hasta orani
%93 olarak hesaplanmigtir. Artan yasam konforu ve yas orani ile total diz
artroplastisi yapilan hasta sayisi dunyada ve Ulkemizde her gegen gun artmaktadir
[78]. Dolayisiyla meydana gelen komplikasyon sayisida artmakta ve tim TDP
uygulamalarinin yaklasik %5’ine takip eden donemde revizyon gerekebilmektedir
[77]. Revizyon sebepleri incelendiginde farkli hastalarda, farkli sikliklarda revizyon
sebepleri gdzlemlenmigtir. Gorllen baslica komplikasyonlar ise, yuzey
enfeksiyonlari, derin enfeksiyonlar, kanama, tromboemboli, yad embolisi, aseptik
gevsemeler instabilite, patellar sorunlar ve hareket kisitligi, eklem sertligi nedeni
aciklanamayan agrilar olarak belirtilmigtir [79]. Bu belirtilen komplikasyonlarin buyuk

bir cogunlugu, literatirde total kalga ameliyatlari iginde belirtilmistir.

1.6.2. Total Kalga Protezi Ameliyati

Total kalga protezi (TKP) ameliyati, yiksek basari oranlari ile eklem artroplasti-
ortopedi ameliyatlarinin baginda gelmektedir [80]. TKP ameliyati, agrili ve eklem
hareketleri sinirli kalga nedeniyle sorun yasayan hastalari, yeniden hareketli ve
agrisiz gunlerine kavusturma olanagi saglayan gunumuzde de oldukg¢a yaygin bir
tedavi yontemidir [81]. TKP’de cerrahi teknikler standart hale gelmis, komplikasyon
oranlari kabul edilebilir oranda dusurtlmagstir. Total kalga eklemi ameliyatlari,
femur medullasina yerlestirilen bir femoral komponent ile asetabuluma yerlestirilen
asetabular komponentten olusur. Asetabular komponentin sementsiz modelleri,
asetabuluma tutturulan bir dis kap ile buna uygun dizayn edilen ve femoral

komponentin eklem yaptidi bir i¢ kaptan olusur [80].

1.7. Enfeksiyon

Total diz protezi (TDP) ve total kalga protezi (TKP) sonrasi meydana gelen
enfeksiyonlar, mucadelesi en zor ve hayati énem tasiyan komplikasyonlardir.
Enfeksiyon oranlar literaturde farkli oranlarda verilmistir. Bu oranlar % 1 ile % 23
arasinda degismektedir, 6zellikle mentese bulunduran protezlerde temas yuzeyleri
arttigi icin enfeksiyon yuksek oranda goérulmektedir [82, 83]. Diz eklemi ¢evresinde
bulunan dokular yumusak doku travmasina daha duyarlidir. Bu nedenle de diz
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ekleminin gevresi komplikasyona daha yatkindir. Tim bu durumlar géz 6ndne
alindiginda, total diz artroplastisi sonrasinda enfeksiyon goérulme sikhigi kalga
artroplastisine gore daha yuksektir [83]. Bunun yaninda diz protezi islemi, eklem
yuzeyine oranla genig bir alanin yabanci materyaller ile kaplanmasina neden olur;

bu da enfeksiyon riskini diger artroplastilere oranla arttirir [84].

1.7.1 Biyofilm

Enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde karsilagilan en 6nemli sorun, antibiyotik
kullanimina bagli olarak bakterilerde yayginlasan antibiyotik direncidir. Bakterilerde
direng kazanma artikga uygulanan tedavilerin bir 6nemi kalmamaktadir ve bu
nedenle surekli yeni jenerasyon antibiyotikler Uretiimektedir [85]. Protez
enfeksiyonlarinin histopatolojisi incelendiginde, siklikla karsilasilan sorunun
antibiyotik direncine neden olan biyofilm tabakalari oldugunu goérmekteyiz [86].
Biyofilmler, bir ylzeyde konak halini alip, o ylzeye yapisarak kendi urettikleri
polimerik yapi ile jelsi bir tabaka iginde yagsayan mikro organizmalarin olusturdugu
topluluk olarak tanimlanabilir [87]. Polimerik matriksten olusan bu biyofilmler iginde
mikroorganizmalar organize olur ve birbirleriyle iligkileri sonucunda da yapisal ve
fonksiyonel yetenek kazanirlar [86, 88]. Biyofilm olugsumu, in vivo olarak canli
hucrelerde veya in vitro olarak cansiz yuzeylerde meydana gelebilir ve nem
miktarinin fazlaligi, besin maddelerinin ortamda bulunmasi biyofilm olusumunu
arttirmaktadir. Biyofilmlerin olusumuna ve gelismesine bakteri suglari ve ylzey
ozellikleri, pH, ortamdaki besin miktari, sicaklik gibi ¢esitli cevresel faktérler neden
olmaktadir [89]. Biyofilm Gyesi hicreler antimikrobiyal ajanlarla temasi engelleyen
ya da azaltan bariyere sahip olduklarindan, antimikrobiyal ajanlara kargi plankton
turevi hucrelerden daha direnclidirler. Biyofilmler tek bir mikroorganizma tiru
tarafindan olusturulabildigi gibi birden fazla tirden mikroorganizma tarafindan da
olusturulabilirler. Yapi bu sekilde heterojenite kazanir. Bu farkli tlrlerden olusan
biyofilmlerde, her tir kendi mikro kolonisini olusturur. Bu mikro koloniler
birbirlerinden su kanallari araciligi ile ayrilirlar [88]. Su kanallari iginde devam eden

su akisl besin maddelerinin ve oksijenin difizyonunu saglar [88, 89].
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2

Sekil 1.14. Bir biyofilm tabakasi [90].

Sekil 1.15. 1. DonlsimIU tutunma 2. Donldsimsiz tutunma 3.Koloni olusumu

4. Biyofilm olgunlagmasi 5. Biyofilm hicrelerinin ayriimasi [90].

Bunlardan en yayginlari Enterobacter, Pseudomonas, Bacillus, Alcaligenes,
Flavobacterium, Staphylococcus turleridir [88]. Biyofilm ekstrasellliler matriks
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yaplya sahiptir ve ortamda bulunan maddeler bu yapi sayesinde birbirlerine
tutunmaktadirlar. Mikroorganizmalarin monosakkaritlerden olugturdugu bilinen
molekdl agirhigi bakimindan hayli ylksek bir degere sahip olan polimerler
ekzopolisakkarite(EPS), bakteriyel hicre kapsullerinin iginde bulunan su
baglanmaktadir [88, 90]. Mikroorganizmalarin biyofilm tabakasi olusturup, yluzeye
baglanmasi bu EPS’ler sayesinde gerceklesmektedir [90]. Bunlarin yaninda,
biyofilm tabakalari organizmayi, faj atiklarina ozmotik strese, antibiyotiklere ve
toksik bilesiklere karsi da korumaktadir [81]. Bu koruyucu tabaka sayesinde de
direnc kazanmis mikroorganizmalar haline gelirler [88]. Bu direncin sebebi ve
destekleyicisi olarak da biyofilm tabakasi icinde mikroorganizmalarin sabit Greme
fazina girmesi gosterilir [90, 91]. Mikroorganizmalarin sabit GUreme fazina girme
nedenleri ise; glikoz ve oksijen gibi metabolik substratlarin, biyofilm tabakasini

olusturan EPS’lerden yetersiz gegigleridir [92].

1.8. Tek Agamali Revizyon

Cesitli organlarda ciddi enfeksiyonlara neden olabilen gram pozitif veya gram
negatif koklarda giderek artan siklikta gorulen antibiyotik direnci, tedavilerin
islevsizligine ve bunun sonucunda da artan oranda morbidite ve mortaliteye neden
olmaktadir [93].

Tek asamali revizyon ameliyatinin tek UstunliUgu hasta morbiditesini azaltmasi ve
hastayi ikinci bir ameliyattan kurtarmasidir [94]. Fakat, enfeksiyonu elimine etmek
bakimindan iki asamali revizyon ameliyatina goére daha basarisiz oldugu 6ne
surtulmektedir [95]. Literatlrd inceledigimizde, bu konu bakimindan bilim
insanlarinin iki farkh gruba ayrildigini gérmekteyiz [96, 97]. Bazi kaynaklar tek
asamall revizyonu mukemmel yontem olarak gorurken, bazi kaynaklar ise iki
asamali revizyonu daha basarili gérmektedirler. Buradan ¢ikarabilecegimiz sonug¢
ise, hastanin durumuna, ortam kosullarina ve sartlarina gore hasta icin en iyi
segenek o anda cerrah tarafindan verilendir diyebiliriz. Ornegin kompleks allogreft
kullanimi gerektirecek durumlarda yada immun yetersizligi olan hastalarda, tek
asamali revizyonun daha uygun oldugu 6nerilmemektedir [95]. CUnkl bu durumlar

uzun suren antibiyotik tedavisi gerektirmektedir.
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1.8.1. iki Asamali Revizyon

iki asamali revizyon cerrahisi, protez enfeksiyonlarinda en sik kullanilan tedavi
yontemidir [98]. Bu teknik, akut hematojen enfeksiyonlarda debriman yapilarak ve
sonrasinda yikama ile antibiyotik tedavisinin basarisiz oldugu durumlarda veya ge¢
kronik enfeksiyonlarin tedavisinde kullaniimaktadir [98, 99]. iki agsamali revizyon
tekniginin literatirde taranmasi sonucu, genel olarak tek asamali revizyon
cerrahisine oranla daha cok tercih edildigini ancak hasta morbiditesinin 6nemli
oldugu zamanlarda ve enfeksiyonun ileri derece olmadigi zamanlarda tek agsamal
revizyon tekniginin tercih edildigini gdrmekteyiz. ik asamada ortamda bulunan tim
implantlar veya yabanci cisimler ¢ikarilir, enfekte dokularin debriman yapilir nekrotik
dokulardan ortam temizlenir ve protez ¢ikariimasinin hemen ardindan bogluk
doldurmak ve Ilokal antimikrobiyal etkisi igin antibiyotik yukli kemik
cimentosu(PMMA) ile hazirlanmig bosluk doldurucular (spacer) uygulanir.
Sonradan geri alinmasi kolay olsun diye bosluk doldurucular donmadan hemen

once yerlestirilir [100].

1.9. Bosluk Doldurucu (Spacer)

Uzun veya kisa donem enfeksiyonlarda iki asamali revizyon cerrahisinde ilk
asamada ortam temizlenip implant ¢ikarildiktan sonra genelde 6-10 hafta arasinda
uygulanan teknikte antibiyotik yuklu bogluk doldurucular kullanilir. Bu bosluk
dolduruculara bone cement spacer veya spacer denir [101, 102]. Bu yapilar, direkt
olarak suprese edilen bolgede antibiyotik tedavisi saglar ve ortami enfeksiyondan
temizler [93]. Antibiyotikli spacer ilk defa, Borden ve arkadaslari tarafindan 1987 de
iki agsamali revizyon cerrahisinde %80’den fazla basari orani ile kullaniimigtir. Yine
ayni sekilde antibiyotikli spacer kullanarak Lotke ve Boothe % 96 basari orani olarak
bildirilmigtir [103]. Antibiyotik yukli kemik ¢imentolari ¢ok uzun zamandir klinik
uygulamalarda kullanilmakta ve basari orani, bu bogluk doldurucularin
kulaniimayan uygulamalara oranla hayli yuksektir [101-103]. Bunun yaninda
antibiyotik yuklu bu bosluk dolduruculardan salinan ila¢g miktarlarinin ilk iki ginde
yuksek ve sonraki zamanlarda bu miktarin olduk¢a az oldugu ve aslinda var olan
sistemin yetersiz oldugu bildirilmistir[104] Tespiti yapilan erken-orta-ge¢ donem
enfeksiyonlarinda, revizyon uygulanirken enfekte bdlgeden kulttr érnekleri alinir ve
bu kultir sonuglarina gore antibiyotik segilip spacerlarin igine kanigtirilir, bu
antibiyotikli spacerlar implant bolgesine yerlestirilir, ortam antibiyotik salimi ile tedavi
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edilir [103]. Genelde secilen antibiyotikler, vankomisin, gentamisin, tobramisin,
cefatoksin, eritromisin vb. antibiyotikler ya da bunlarin kombinasyonlari olur.
Buchholz ve arkadaglari 1970 yilinda antibiyotik kombinasyonlarinin tedavide
olabilecegini rapor etmislerdir [82]. Genis spektrumlu, alerjenik olmamasi ve
hematojenlere kargi iyi direnci oldugu icin gentamisin sulfat yukla spacerlari
kullanmiglardir [82, 103]. Spacerlar genelde kullanim amaglarina gore iki farkli

baslikta incelenir bunlar, fikse edilmis ve mobile olan spacerlardir [77].

Sekil 1.16. Fikse edilmis diz spacerlari [77].

Fikse edilmis bosluk doldurucular bolgesel ila¢ salimini mobil olanlara gore daha
yuksek konsantrasyonda yaparlar ancak dezavantajlari ise, hasta bu sure zarfi

icinde, eklemini kullanamaz, hareket kisithgi yasar.

Bosluk doldurucular, ameliyat esnasinda hazirlanir ve polimerizasyon isisina
dayanikli termal stabiliteye sahip antibiyotikler kullanilir (vankomisin, gentamisin
vb.) [77, 82, 105]. Bosluk doldurucular kullanilmadan ortam antibiyotiklenir ve
sonraki agsamalar igin beklenirse, meydana gelen dokusal bosluklar fibr6z dokular
ile dolar ligamentler ikinci agsamanin saglikh gegcmesine engel olur morbidite uzar.
Ancak sunu unutmamaliyiz ki, bosluk doldurucular oncelikli tedavi materyalleri
degildir, asil olan cerrahi asamadaki debrimanin profesyonelce yapilmasidir [101-
103]. Ameliyathanede personel tarafindan da sentezlenip uygulanabilen bosluk

doldurucularin, ticari Urun olarakta satildigi bazi isimleri vardir ve bunlar icindeki
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antibiyotigin ¢esidine gore segcilir. Mesela Palacos isimli ¢cimento icinde gentamisin

barindirirken, CMW1 isimli cimento vankomisin salimi yapmaktadir [106].

1.9.1. Polimetilmetakrilat

Polimetilmetakrilat bilinen en eski polimerlerdendir, isminin kisaltmasi PMMA ve
ticari ismi PLEKSIGLAS olarak ¢ok yaygin bilinir [107, 108]. ilk defa 1843 yilinda
akrilik asit Uretilmesi ve akrilik asitten sentezlenen metakrilik asidin 1865 yilinda
uretilmesi sonucunda, metakrilik asit ve metanol arasindaki reaksiyon sonucu metil
metakrilat esteri bulunmus ve PMMA'nin sentez adimi atilmistir. Alman kimyagerler
Fittig ve arkadaglari 1877 yilinda metil metakrilati, polimetilmetakrilata donusturen
polimerizasyon prosesini literatlire kazandirmistir [108]. 1932 yilinda ilk defa ticari
olarak Rohm ve Bauer, akrilik cam Uretimini baglatmistir. 2. Dinya Savasi
zamanlarinda akrilik cam askeri amagli olarak neredeyse her teghizat ve cam veya
kaplama malzemesinde kullaniimistir [107]. Saf PMMA, vyuksek ylzey
purlzsuzligu, parlak yapisi ve gegirgenligi %92, kirilma indisi 1.49 olan amorf bir
termoplastiktir. PMMA, sert, kati ve kirilgan materyal olarak siniflandirilir, camsi
gecis sicakh@ 105°C’dir. lyi bir mekanik mukavemete, kayda deger kimyasal
dirence ve korozyona sahiptir. Bunun yaninda, kolay islenebilir termoform yapiya,
modifiye edilebilir ve renklendirilebilir, alev ve UV isin geciktirici 6zellikleri vardir.
Ayni zamanda kimya literatlrinde “ 2-propiyonik asit, 2-metil ester, metil ester”
olarak bilinir [108].

CH; CH;

nCH,=C —> +CH,—Ci

,":,_
|

C

o)

|

<

(l) 0
CH; CH;
Metilmetakrilat Poli(metilmetakrilat)

Sekil 1.17. Monomeri ve polimerinin kimyasal yapisi.
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PMMA’nin monomeri, propilenden veya akrilamitten sentezlenebilir [107, 108].

CTIB

CH>— (IH + CO + 12 O + CH;0H—» CH,— C

CHs C —O
Propilen |
1
CHs
Metilmetakrilat
C.‘|H3
CH, — CH + CH;OH +H,O —» CH,— T‘
NH- CT
Akrilamait CHs
Metilmetakrilat

Sekil 1.18. Metilmetakrilatin akrilamitten sentezlenebildiginin gdsterimi.

PMMA, yigin, emdulsiyon, suspansiyon veya ¢ozelti polimerizasyonuyla uretilen

polimerik organik bilesikler ailesinden sentetik bir reginedir. PMMA’nin ticari Gretimi

Monomer(MMA) Polimer(PMMA)
metil metakrilat polimetil metakrilat
H\ /CHB Serbest radikal H\ /CH?,
vinil polimerizasyonu
C—C » —fC—Ct
/ \ / \
H F =0 H ,C =0
O O
\ \
CH, CH,

Sekil 1.19. Metilmetakrilatin polimerlesme reaksiyonunun basit gésterimi [108].

genelde radikalik katilma polimerizasyonu Uzerinden suspansiyon veya yigin

polimerizasyonu teknikleriyle yapilir [107-109].
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1.9.1.1. Polimetilmetakrilat (PMMA) sentezi

PMMA cok cesitli sentezlenme yontemleri ile Uretilebilinir ancak en yaygin proses
metilmetakrilatin(MMA) serbest radikal polimerizasyonudur [109]. MMA’nin serbest
radikal polimrizasyonu, monomerin gift zincirleri arasinda gergeklesir [110]. Bu
reaksiyon, yigin ve c¢Ozelti polimerizasyonu ile homojen bir gekilde
gerceklestirilirken, suspansiyon yada emdlsiyon polimerizasyonu ile heterojen bir
sekilde gerceklestirilir. Serbest radikal polimerizasyonu ¢ok kolay gergeklestirilen bir
prosestir. Bagka proseslerin aksine kesinlikle kuru ortam olmasi gerekmez. Sadece
polimerizasyonun saglikli gergeklesebilmesi icin, ortamin oksijenden arindiriimig
olmasi gerekir ¢liinkl oksijen iyi bir radikal avcisidir, polimerizasyonu verimsiz kilip
sonlandirabilir. Bu proses benzoil peroksit ya da azobis-izobutironitril (AIBN)
baslaticilar kullanilarak radikalik mekanizma ile gerceklesir. Reaksiyon hizi,
sicaklik, molekul agirligi ve baglatici konsantrasyonu ile belirlenir [107]. PMMA elde
etme prosedlrl; monomer ve baslatici, plastiklestirici veya boya gibi yardimci
maddelerin muamelesi ile olmaktadir. Radikalik reaksiyon baslar, ekzotermik bir

reaksiyon gerceklesir ve polimerizasyon olgunlasir [111].

PMMA’nin hayatimizda etkili rolu olan ve neredeyse her alanda karsimiza ¢ikan bir
materyal olma 0Ozelligi gun gectikgce artmaktadir. Kaliplanma 6zelliginin ¢ok kolay
olmasi ve ucuz olmasi, optik sanayide onu hayli populer etmistir [106]. Yine otomotiv
sanayide, kaportadan, kaplamalara kadar veya savunma sanayide ugak govde ve
kanatlarinda, polis aracglarinda ve bariyerlerinde, spor sanayide hokey pistlerinde,
reklam panolarinda, banyo ve dus kabinlerinde, dig hastaliklarinin tedavisinde ve
implantlarda oldukga yaygin kullanima sahiptir. Bu nedenle ortopedide ¢ok yaygin
kullanimi kacinilmazdir. Ortopedide kemik cimentosu olarak adlandirilir. Kemik
¢imentosu, ortopedi ve travmatolojide en sik kullanilan malzemelerden bir tanesidir
[112, 113]. Yaygin kullanim alanlari arasinda, total eklem protezleri, eklem ve kemik
rekonstruksiyonlari ve osteoporoza bagh vertebral kiriklarinin tedavisi yer
almaktadir [114]. Kemik ¢imentolarinda en ¢ok tercih edilen ve akla ilk gelen akrilik
kemik cimentolaridir. Polimetilmetakrilat (PMMA) olarak da bilinen bu madde
yaklasik olarak 60 yildan fazla bir stredir ortopedi alaninda kullaniimaktadir [113].
Sivi fazda olan monomer ile toz halindeki polimerden olusan iki ana bileseni
mevcuttur. Reaktif oranlari degistirilerek farkh dansitelerde kemik cesitleri yapmak

mumkuinduar. Kemik c¢imentolari, dusuk, orta ve ylksek olmak Uzere Ug farkli
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viskozitede Uretilmektedir [112, 113]. Biyoaktif bir yapida olan kalsiyum fosfat
cimentolari ise akrilik kemik ¢cimentolarindan, kimyasal, fiziksel ve uygulama alanlari
agisindan oldukga farkhidir. 1960’ vyillarda ilk kalga protezi ameliyatlarinda
kullanilarak, énceleri sadece dis hekimliginde kullanilan kemik gimentosu (PMMA)

icin yeni bir alan agilmigtir.

1.10. Vankomisin

Vankomisin, genellikle efektif bir sekilde metisiline duyarli gram-pozitif bakteriyel
(MRSA) enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilan 1. jenerasyon glikopeptit tabanli,
ilk kez 1950’de kesfedilen ve 1958 de FDA onayi alan bir antibiyotiktir [115, 116].
Cok yaygin olmakla birlikte, vankomisin ciddi hayati tehdit edici ve organlarin
isleyisini bozan bakteriyel tedavilerde, ponomokok, enterekok gibi diger birgok
onemli gram pozitif kok enfeksiyonlarinin tedavilerinde de kullaniimaktadir [117].
Kemik ve eklemlerde enfekte olmus dokular ve implant bdlgelerinde siklikla
kullanilmaktadir ve bu 6zelliginden dolayi iki asamali revizyon cerrahisinde oldukca
populer hale gelmigtir. Nidhi ve arkadaslarinin gram pozitif organizmalarin neden
oldugu endoftalmi icin yaptiklari vankomisin ¢alismasinda, enterekok, stafilakokok
ve streptekok cesitleri yaygin olarak ortamdan izole edilmis ve tedavi edilmistir [115].
Yine Bertazzoni Minelli ve arkadaslarinin 20 hastadan olusan takiplerinde,
vankomisin ve gentamisin yUkli bosluk doldurucular ile g¢alismislardir. Bu
calismanin  sonunda vankomisin yukli gentamisinli bosluk doldurucularin
muamelesi sonucu daha yuksek basari orani kaydetmiglerdir. Vankomisin toz olarak
satilir, suda ¢ozulir ve damar yolu ile hastalara uygulanir. Uygulama araligi

yetiskinlerde 6 saatte bir, cocuklarda 8 saatte bir seklindedir [118].

Vankomisinin  aglk yapisini inceledigimizde amfoter madde oldugunu
yorumlayabilmekteyiz. Bu nedenle vankomisin hem asidik hem bazik ortamda

¢Ozunebilir veya reaksiyona girebilir. Notr ortamlarda ise iyonize edilebilir.

Vankomisinin ¢ozunarligunu gizelgel.4'te inceledigimizde ise; asidik ortamda daha
¢ok  ¢b6zUnduigunl  goOrebilmekteyiz. Buradan hareketle aljinat-kitosan
nanopartikullerin pH ortami degerlendirildiginde aralarinda vankomisin ¢ozunurlugu
hayli fazladir ve nanopartikillere yiklenme oranida hayli verimli olacaktir seklinde

bir 6n gorude bulunabiliriz.
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Cizelge 1.4. Vankomisinin farkli pH ortamlarindaki ¢ézinurlGlagu [119].

Cozlcu (Su) pH Cozundrlik mg\ml
1 140.3
3 191.7
4 2.98
5 9.5
7.5 17.5

Molekul formUlu C66H75CI2N9024, kimyasal yapisi sekil1.20’deki gibidir [120].

Sekil 1.20. Vankomisinin kimyasal- yapisal formala [120].
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Sekil 1.21. Vankomisinin hiicre igi etkinlik mekanizmasi [121].

1.Yeni hucre duvarini sentezlemeye c¢aligsan bakteri ortamina vankomisin konulur.

HenUz ¢capraz baglanmamis ve hucre duvari seritleri sentezlenmisgtir.

2.Vankomisin, zincir uzamasini engelleyici bir sekilde D-ala’lara baglanir. Eger,
direng igerisinde olan bakteride, son D-ala kalintisi D-lactate ile ifade edilmisse
vankomisin baglanamaz ve direng basarili olur. Bu nedenle Vankomisinin

biyoaktifliginin artirnimasi i¢in ¢alismalar yapilmistir.

3. Vankomisin burada direnci yenmis ve enzimatik reaksiyonu inhibe etmis hucre
duvari olusumunu engellemistir. Edemedigi durumunda gosterildigi Uzere, bakteri
direnc kazanmis ve biyolojik aktivitelerine devam etmistir. Hucre duvari

olusturmustur.

4. Yasamsal faaliyeti duran ve yasamsal faaliyeti devam eden bakteri [121].
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2. Deneysel Caligmalar

2.1. Kimyasallar

Tez calismasinda kullanilan kimyasal malzemelerden, aljinat (orta molekuler
agirhikli), kitosan (dustk molekuler agirlikli), kalsiyum klorur dihidrat, fosfat tamponu
cOzeltisi (PBS) ve Etil Alkol Sigma-Merck (USA) firmasindan temin edilmistir. Bosluk
doldurucu olarak kullanilan kemik ¢imentolari ise Ormed Grup Medikal firmasindan
temin edilmistir. Kullanilan antibiyotik (vankomisin) ise 0.5g flakonlar halinde Kogak

Farma firmasindan temin edilmistir.

2.2. Bosluk Doldurucularin Hazirlanmasi

Bosluk doldurucular hazirlamak amaciyla; 40 g kemik gimentosu icerisine 1 g
antibiyotik ilave edilmis ve polimerizasyonun baglamasi igin baslatici eklenmistir.
Hazirlanan ¢ozelti, reaksiyon sonlanmadan ve polimer kemik sertligine ulasmadan
once maksimum 0,5-0,6 g araliinda kemik ¢imentosu alacak sekilde ayarlanmis
kaliplarin igine aktariimistir. Reaksiyon sonlandiginda hazirlanan bosluk
doldurucular kaliplardan c¢ikarilmistir. Bosluk doldurucular tez kapsaminda

antibiyotik yUklG ve antibiyotiksiz olarak hazirlanmistir.

2.3. Aljinat-Kitosan Nanopartikullerin Hazirlanmasi

Aljinat-Kitosan nanopartikuller iyonik jellesme yontemi ile sentezlenmis ve ilgili
makaledeki benzer yontem uygulanmistir [122]. Bu amagla, uygun derisimde ve
hacimdeki aljinat jel ile ¢apraz baglayicisi olan CaClz ¢ozeltisi kullanilarak aljinat
nanopartikul hazirlanmis ve bu ¢ekirdegin etrafi negatif yiklu olan aljinata afinitesi
olan pozitif yuklu kitosan ile kaplanmigtir. Aljinatin negatif ylkleri yapisinda bulunan
karboksilik gruplarindan, kitosanin pozitif yikld ise yapisinda bulunan amin

gruplarindan gelmektedir.

Orta derece molekll agirigina sahip sodyum aljinat, derigsimi 3,0 mg\ml olacak
miktarda tartihp 100 ml distile su i¢inde ¢ozilmustlr ve hazirlanan jel 24 saat
boyunca manyetik karigtiricida karigtirllmigtir. Yuksek molekul agirligina sahip
kitosan ise derisimi 0,8 mg/ml olacak miktarda tartilip %1’lik 100ml asetik asit iginde
manyetik karistirici ile 24 saat boyunca karistiriimigtir. Aljinatin ¢apraz baglayicisi
olan CaCl: ¢ozeltisi ise son derisimi 0.4 mg/ml olacak sekilde 100ml distile su iginde

hazirlanmistir. Boylece tum ¢ozeltiler deneye hazir hale getirilmistir.
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50ml’lik bir behere 10 ml aljinat ¢ozeltisi konulmug ve Uzerine 10 ml distile su
eklenmigtir. Bu ¢ozeltinin pH’1 dusuk derigimli HCI ve NaOH ile 5.1’e ayarlanmistir.
Daha sonra bu ¢ozeltinin icine her damlasi 10ul olacak sekilde damla damla yari
yariya seyreltimis 4 ml CaClz ¢dzeltisi mikropipet yardimi ile manyetik karistirici
kullanarak eklenmis ve daha sonra bu ¢ozelti 30dk. manyetik karistiricida
karistinimistir. Bu esnada pH’1 5.4 ‘e dusuk derisimli NaOH kullanilarak ayarlanan
kitosan c¢ozeltisinden 4ml alinarak 30 dk sonra manyetik karistirici 1200 rpm’de
calisir haldeyken bu c¢oézeltinin icine mikropipet yardimi ile damla damla ilave
edilmistir. Bu ¢ozelti 30dk. karisir halde bekletilmis ve nanopartikillerin sentezi
saglanmistir. Daha sonra nanopartikiller 10 °C’'de 15.000 rpm karistirma hizinda
santrifijlenip 15 dakika boyunca 3’er defa yilkanmis ve bdylece bos aljinat-kitosan

nanopartikulleri elde edilmistir (Sekil 2.1.).

llag yiklenmis aljinat-kitosan nanopartikillerin hazirlanmasi igin 30 mg vankomisin
aljinat jel igerisinde dagitiimis ve ¢ozelti pH'I 5.1°e ayarlanmistir. Daha sonra
antibiyotiksiz nanopartikullerin hazirlanmasinda kullanilan prosedur uygulanarak

antibiyotik yukla aljinat-kitosan nanopartikuller sentezlenmistir.

2.4. Aljinat-Kitosan Nanopartikiil iceren Aljinat Jel ile Kaplanmisg Bosluk
Doldurucularin Hazirlanmasi

Hazirlanan antibiyotikli ve antibiyotiksiz bosluk doldurucular standart buayukluk ve
sekildeki kuyucuklar icerisine gruplar halinde ayrilarak eklenmigstir (Sekil 2.1.). Daha
sonra 20 mg/ml derisimindeki antibiyotikli ve antibiyotiksiz aljinat —kitosan
nanopartikul iceren aljinat jellerden alinan 500ul’lik ¢ozeltiler bu kuyucuklar igine
yerlestirilmis bosluk doldurucularin Gzerine pipet yardimi ile eklenmis ve 15 dakika
-80 °C’de birakilmigtir. Devaminda ¢apraz baglanma amaciyla 1 saat %10’luk CaCl2
¢Ozeltisinde ve takiben yapinin sertlesmesi icin 1 saat alkol ¢oOzeltisi iginde
bekletilmistir. Aljinat jel yapisinda bulunan karboksilik asit gruplari sayesinde, alkol
icinde esterlesme reaksiyonu verir ve bu reaksiyon sonunda su agiga c¢ikar ve
bdylece jel sertlesir [123]. Aljinat jelin esterlesme reaksiyonu sekil 2.2'de
gOsterilmigtir.  Hazirlanan bosluk doldurucularin igerikleri ¢gizelge 2.1’de

Ozetlenmigtir.
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Cizelge 2.1. ilag salimi icin hazirlanan yapilar ve igerikleri

Grup No Spacer* Aljinat Jel* Nanopartikil*
1 - - -
2 - + -
3 - + +
4 - - +
5 + - -
6 + + -
7 + + +
8 + - +
* : (-) antibiyotiksiz, (+) antibiyotik yuklu
P
N
3
1
P &
S|
B
Aljinat ¢ozeltisine Cozeltinin pH Kalsiyum Kloriir Kitosan ¢ozeltisinin Nanopartikiillerin
antibiyotik ayarmm yapilmasi cozeltisinin eklenmesi eklenmesi yikanmasi
eklenmesi
6
7 M
10 ’ ll
= L O AR fr
Bt L _7 ey CHe » l’
&= - i E |
- - - = '(— i q
- - Nanopartikiillerin
Bosluk Bosluk doldurucularm T — jelicinde
doldurucularm alkol  derisik kalsiyum Kloriir del?ece S — Bosluk homojenize edilmesi
cozletisinde cozeltisinde bekletilmesi T e e doldumcnlann
bekletilmesi i ¢ iizerine jellerin
eklenmesi

derecede salima birakilmasi

Sekil 2.1. Bosluk doldurucularin hazirlanma prosediru.
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Sekil 2.2. Sodyum aljinatin metil alkol ile esterlesme reaksiyonu mekanizmasi.
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3. Karakterizasyon Calismalari

3.1. Morfolojik Karakterizasyon
Sentezlenen nanopartikillerin  morfolojik karakterizasyonu gegirimli elektron
mikroskobu (TEM) vyardimiyla yapimistir. Ornekler karbon vyilizey (izerinde

kurutularak mikroskop goruntuleri incelenmigtir.

3.2. Kimyasal Analiz

Vankomisinin  aljinat-kitosan nanopartikullerin  yapisina katihp katilmadigini
anlamak amaciyla FT-IR analizi yapilmistir. Ornekler FT-IR élgimiine uygun hale
getirilebilmesi icin negatif basing altinda 24 saat vakumlu etiivde bekletilmistir. Daha

sonra (Schimadzu, DR8101, Japonya) FT-IR spektrum analizi yapilmistir.

3.3. Nanopartikiillerin Boyut Analizi

Sentezlenen nanopartiktllerin boy dagilimi ve boyutlari hakkinda bilgi edinmek igin
Zeta-Sizer (3000 HSA, Malvern, ingiltere) cihazi kullaniimistir. Bu cihaz kolloidal
cOzeltilerde asili kalan partikillerin boyutu ve tasidiklari potansiyel yuk hakkinda
bilgiler vermektedir. Yikanan nanopartikiller 1ml su i¢inde dagitilarak uygun

kUvetlerde Olgumleri yapilmistir.

3.4. ilag Yiikleme Verimi
Aljinat-kitosan nanopartikullere farkli oranlarda vankomisin yukleme calismalari
yapilmis ve bunlardan en uygun degere sahip olan miktar belirlenmis olup verim

hesabi bu orana gore yapilarak, ila¢g salim galismalarina baglanmistir.

llag yiikleme veriminin hesaplanmasi icin, 15000 rpm de 15 dakika santrifiijlenen
antibiyotik yukli nanopartikullerin supernatantlari UV spektrometre ile 280nm’de

Olclulmus ve enkapsule olmayan ila¢g miktari hesaplanmistir.

Hazirlanan, ilag yuklenmis nanopartikul igeren ilag yuklu aljinat jel ile kaplanmig ilag
yuklU bosluk doldurucularin igerdigi son ilag miktari ise, yaklasik 1 saat bekletildikleri
CaCl2 ve alkol ¢ozeltilerinin UV spektrofotometre ile 280nm’de olgulmesi ile

hesaplanmigtir.

llag yiikleme veriminin hesabi icin asadidaki esitlik kullaniimistir:

Toplam ilag Miktart — Serbest llag Miktar.

%IYV = x100

Toplam ila¢ Miktart
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3.5. In vitro ilag Salim Testi

Vankomisin yuklenen nanopartiklller sekil 3.1.’de gelistirilen ila¢g salim dizenegi
icine, 3ml PBS ile karistirilarak konulmustur. Bu sistem ortasinda diyaliz membran
barindiran iki kollu bir dizenektir. Membranin bir tarafinda tamamen ila¢ yUklu
nanopartikiller varken, diger tarafinda sadece ortam ¢ozeltisi olan PBS vardir. Bu
sistem sizdirma yapmayacak sekilde hazirlandiktan sonra, 37 °C’de ¢alkalamali su
banyosunda 21 gln bekletilmistir. Belirli zaman araliklarinda sadece PBS bulunan
kisimdan 300ul numune alinip, yerine 300ul PBS eklenerek dlgimler alinmis ve
salima devam ettirilmistir. Alinan 300ul numunelerin 3ul’'si mikrodrop plate
yardimiyla UV spektrometrede dogrudan 280nm’de dlgtlmus ve salinan ilag miktari

hesaplanmigtir.

Bosluk doldurucularin ilag salim analizleri icin 15ml’lik falkonlarin igine 5ml PBS
konulmustur. Bu ¢dzeltinin igine hazirlanan bosluk doldurucular eklenmis ve 37
°C’de calkalamali su banyosunda salima birakilmistir. Belirli zaman araliklarinda bu
falkonlarin her birinden 500ul 6rnek alinip, tekrar icine 500ul PBS eklenerek

salimlara devam ettirilmistir. Daha sonra alinan numunelerin UV spektrometrede

280nm’de dogrudan absorbans olgumleri yapilmigtir.

Sekil 3.1. Nanopartikillerden ilag salim diizenegi.
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3.6. Sitotoksisite Testleri

Herhangi bir maddenin biyolojik davranisinin anlagilabilmesi i¢in hucreler ile
etkilesimi sonucunda toksik etki meydana getirip getirmediginin incelenmesi
gerekmektedir. Bu nedenle, sitotoksisite testleri in vitro ortamda ila¢ niteligi tasiyan
veya toksik etkisi arastirilan maddelerin incelenmesi amaciyla hucre kulturinde
gerceklestirilen olgum (MTT, MTS, XTT, WST) metodlaridir [124]. Bu testler
arasinda MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide)
Thiazolyl blue testi, htcre canlihgini kolorimetrik metod ile 6lgulmesini saglayan bir

hidcre canhligi testidir.

Hiicre canligi testi icin 3T3L1 fare fibroblast hiicreleri kullaniimigtir. iginde hiicre
bulunan cryovial tupler sivi azot tankindan gikarilarak su banyosunda 37 C °’de
eriyene kadar bekletiimis ve hizli bir sekilde alkollenip class Il kabin igerisine
alinmistir. 15 ml’lik steril falkon icerisine 6 ml olacak sekilde besiyerinden konularak
cryovial tup icerisindeki hucreler falkonun igine hizli bir sekilde eklenmistir. Falkon
parafilmlenerek 2.500 rpm’de 5 dakika boyunca santriflj edilmis ve santriflj sonrasi
15 ml'lik falkon igerisinde dibe ¢dken hucreler pellet halinde gorilmus ve pellete

dokunulmadan supernatant kisim ortamdan uzaklastiriimigtir.

Pellete 6ml ful besiyeri ortaminda tamamen homojen olana kadar pipetleme
yapiimistir. Pellet homojenize edildikten sonra, hucreler trypan blue ile boyanip
hldcre sayim cihazi ile sayilmis ve gerekli igslemler yapildiktan sonra 96 well plate
icerisine her bir kuyucuga 5.000 hucre olacak sekilde ekim islemi gergeklestirilip 37
°C'de %5 CO:2 oranina sahip inkibatére konulmustur. 2 giin boyunca hicrelerin
ylzeye yapismasi ve buyumeleri izlenmigtir. Her bir deney serisinden, hem
antibiyotikli hem antibiyotiksiz nanopartikillerden, 3’er adet (3 plate) yapilarak
sonuglarin ortalamasi alinmistir. Kontrol grubu olarak hucre + besiyeri bulunan
kuyucuklar da olusturulup blank olarak besiyeri kullaniimigtir. Dilisyon oranlari 1:1,
1:10 ve 1:100 seklinde tekrarl olarak yapiimistir. 0. Saat, 12. Saat, 24. saatlerde
inkibatorde bekletilen hucrelerin canliliklarinin test edilmesi igin bu hucrelere MTT
uygulanip daha sonra 570 nm de absorbans degerleri Olgllerek sonuglar elde

edilmistir.
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Cizelge 3.1. TUm saatleri temsilen, hiicre canhihdi testi icin, sifirinci (0.) saat plate kullanim sekli.

O.saat | 1 2 3 4 5 6 7 8

A

B 1.dozANP 1.dozANP 1.dozANP 1.dozNP 1.dozNP 1.dozNP
+ Hiicre +Hiicre +Hiicre +Hiicre +Hiicre +hiicre

C 2.dozANP 2.dozANP 2.dozANP 2.dozNP 2.dozNP 2.dozNP
+Hiicre +Hiicre +Hiicre +Hiicre +Hiicre +hiicre

D 3.dozANP 3.dozANP 3.dozANP 3.dozNP 3.dozNP 3.dozNP
+Hiicre +Hicre +Hicre +Hiicre +Hiicre +hiicre

E Su+ANP Su +ANP Su + ANP Su+NP Su+ NP Su+ NP
+Hiicre +Hiicre +Hiicre +Hiicre +Hiicre +Hiicre

F Ant+Hiicre | Ant+Hiicre | Ant+Hiicre Ant+Hiicre | Vank+hiicre | Vank+Hiicre

G Hiicre Hiicre Hiicre

H BLANK BLANK BLANK

1.doz: 1:1 diliisyon, 2.doz: 1:10 diliisyon, 3.doz: 1:100 diliisyon, ANP: Antibiyotikli,
Nanopartikiil, NP : Antibiyotiksiz Nanopartikiil, Ant: Vankomisin.
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4. Deneysel Bulgular ve Tartisma

4.1. Morfolojik Karakterizasyon

Gegirimli  elektron  mikroskobu ile  morfolojisi incelenen aljinat-kitosan

nanopartikillerin boyutlari 50 ve 100 nm arahdinda gézlemlenmigtir (sekil 4.1).

Sekil 4.1. Aljinat-kitosan nanopartikiller TEM gériintisi. Olgek 100nm.
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4.2. Kimyasal Analiz

Calismanin bu bolimunde ilag enkapsulasyonlarini teyit etmek igin ilag yuklu aljinat-
kitosan nanopartikullerinin FT-IR spektrumlari, aljinat, kitosan, vankomisin, bos
aljinat-kitosan nanopartikillerinin FT-IR spektrumlari ile karsilastirlmistir. FT-IR

spektrumlari sekil 4.2, 4.3, 4.4 ve 4.5’te verilmistir.

FT-IR spektrum analizlerinde, 3000-3500 cm dalga sayisi arasindaki pikler
hidroksil veya amin gruplarindan kaynakli olmaktadir. Sekil 4.3’teki antibiyotiksiz
nanopartikullerin FT-IR spektrumlarinda, aljinat ve kitosandan kaynakl bu alanlarda
pikler gozlemlenmigtir. Ancak; antibiyotik eklendikten sonra bu alanda hem ¢oklu
hem de siddeti yuksek pikler olusmaktadir (sekil 4.5). Bunun nedeni ise,
vankomisinin yapisinda bulunan, hidroksil, amin, sekonder amin ve amit baglaridir.
Bu bag cesitleri vankomisinde oldukga fazla bulunmaktadir. Ozellikle, sekil 4.4’teki
3360 cm! sekonder amin gerilme absorbanns piki vankomisinin yapisinda siklikla

rastlanan bir bag c¢esididir.

Bir diger gecirgenlik piki ise parmak izi bolgesi olarak adlandirlan bdlgede bulunan
656 cm dalga boyunda ¢ikmis olan ve sadece antibiyotikli nanopartikiillerin FT-IR
analizinde gozuken gegirgenlik pikidir (sekil 4.5). Bu pik vankomisinin yapisinda
bulunan C-CI baginin gerilme gegcirgenlik pikidir (sekil 4.4). Bu pik yine vankomisinin
yapisindan kaynakli ortaya cikmistir. Sekil 4.3’teki 1029 cm*de bulunan C-O
gerilme absorpsiyon piki yapiya vankomisinin katilmasiyla 1032 cm ‘e kaymistir

ve bu pik yapida karbon-oksijen baginin gerilme pikidir (sekil 4.5).

Sekil 4.3'te 1597 cm* ve sekil 4.4’te 1584 cm‘de bulunan primer N-H egilme pikleri,
sekil 4.5'te 1642 cm e kayarak daha biyiik intensitede gézlenmistir. 1642 cm'de
bulunan absorbsiyon piki primer aminlerin egilme piki olup, kitosan ve vankomisinin
yapisinda bulunmaktadir (sekil 4.5). Sekil 4.4’te bulunan 1506cm-* gegirgenlik piki,
sekil 4.5‘te de gikmigtir. Bu pik sekonder aromatik aminlerin egilme piki olup, sadece

vankomisinin yapisinda bulunmaktadir.
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Sekil 4.2. Aljinat ve Kitosanin FT-IR spektrumlari.
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Sekil 4.3. Aljinat ve bos aljinat-kitosan nanopartikullerin FT-IR spektrumlari.
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Sekil 4.4. Vankomisin antibiyotiginin FT-IR spektrumu.
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Sekil 4.5. Bos aljinat-kitosan nanopartikullerinin ve vankomisin yukli aljinat-kitosan
nanopartikullerinin FT-IR spektrumlari.
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4.3. Nanopartikiillerin Boyut Analizi

Antibiyotik yUkli nanopartikullerin boyut analizleri

incelenmis olup ortalama 195nm boyutunda nanopartikiller elde

g6zlemlenmistir (sekil 4.6).

yapilan deneyler sonunda

edildigi

Size (d.nmk % Intensity: 5t Dev (d.nm)k
I-Average ([d.nm): 1945 Peak 1; 1724 100,0 68,81
Pdl: 0445 Peak 2: 0,000 0,0 0,000
Intercepl: 0,969 Peak 3: 0,000 0,0 0,000
Size Distribution by intensity
15
£ : .
BT S ORI R SRR P RTERTETES ]
g : : :
= {
B sl ) fe-e
E /o
0 - . .
oA 1 10 100 1000 pLieli]
Size (donm)
AniNP

Sekil 4.6. ilag yikli aljinat-kitosan-nanopartikillerin boyut analizi.
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4.4. llag Yiikleme Verimi

Nanopartikullere 10 mg, 30 mg ve 60 mg olmak Uzere 3 farkli ilag miktari yuklenmisg
ila¢c yuklemek ve bu deneylerin sonunda nanopartikillere yuklenen ilag miktari ve
verimi sekil 4.7’deki grafikte degerlendirilmistir. Kullanilan ila¢ miktarina kiyasla
yuklenen ila¢g miktari ve serbest ilag miktarini degerlendirildiginde, optimum ilag

miktarinin 30 mg ve ilag yikleme veriminin %30£2 oldugu anlasiimigtir.

Nanopartikillere Vankomisin Yukleme Grafigi

~
o

60

D
o

(€]
o

N
o

30

w
o

N
o

12,16

Ylklenen antibiyotik miktari (mg)

10

10 6,83 8,50

1 2 3

Kullanilan ila¢g Miktari Yiiklenen ilag Miktari

Sekil 4.7. Nanopartikillere yliklemek igin kullanilan ve ylklenen ilaglarin miktari.
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4.5. Invitro ilag Salim Testi
4.5.1. Aljinat-Kitosan Nanopartikiillerden Vankomisin Salimi

Nanopartikullere 27+3 mg vankomisin yuklenmis olup, salima birakilan bu
nanopartikiillerden ilk 12 saatte 7,76 mg ila¢ salinmistir Toplam ilacin %25,85’|

salinmistir (sekil 4.8).

ilk 12 saat Vankomisin salim Grafigi y = 1,493In(x) + 3,2322
R2:019605

12

10
=
£
g 8 |
=
S ol e
- R S e
g | T e L
E .........
<
% 4
c
© I
wv ...

2
b
0 2 4 6 o . | 14
Zaman (saat)

Sekil 4.8. Nanopartikillerin ilk 12 saat kimdilatif ilag salim grafigi.
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504 saat boyunca nanoprtikillerin salim degerleri Olgulmastir. Sonuglar
degerlendirildiginde, toplam ilacin yaklasik %43,3’'Unun salindigi hesaplanmigtir
(sekil 4.9).

Vankomisin salim Grafigi y =1,4256In(x) + 3,3391
R?=0,9765
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(18]
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0
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Zaman (saat)

Sekil 4.9. Nanopartikillerin 504 saat boyunca kimidilatif ilag salimini gosterir grafik.
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504 saat boyunca nanopartikillerden alinan salim numunelerinin icinde ilag
oldugunun goésterilmesi i¢in, her dlgimun yapildigi anda buna ek olarak 200-800 nm
dalga boyundaki absorbans spektumlari arasinda bir tarama yapilmistir. Bu
spektrum taramasi sonucunda 280nm’de net bir pik gdézlemlenmigstir. Salim
orneklerinin iginde ilag bulundugu dogrulanmis ve sonrasinda salinan ilag miktari

hesaplanmigtir (sekil 4.10).

W

_ — A3: 30.dk

— F3: Blank1

%]
(¥}
1

Signal
-
i
1

T T T T T T T
200 300 400 500 600 700 800
Wavelength

Sekil 4.10. Nanopartikillerden alinan salim numunelerinin spektrum taramasi (30.dk).
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4.5.2. Bosluk doldurucularin (Spacer) ilag Salim Grafikleri

Spacer deney gruplarinin 504 saat boyunca kumdulatif ilag salim grafikleri
incelendiginde, 0-48, 48-120 ve 120-400 saatler arasinda platoya erigecekleri anda
ilag salimlarinin yeniden arttigi gézlenmistir. Ozellikle 120. saat ve 400. saatte bu

kirilma noktalari oldukga belirgin bir sekilde grafiklere yansimigtir.

Sekil 4.11de antibiyotiksiz ¢imento, antibiyotiksiz jel ve antibiyotiksiz
nanopartikillerden olusan grup-1’in kimdulatif ila¢g salim miktarlarini géstermektedir.

BU grupta herhangi bir ilag salimi gézlenmemistir.

Spacer Grup 1 Salim Grafigi

10

Antibiyotik Miktari (mg)
(9]

0 100 200 300 400 500 600

Zaman (saat)

Sekil 4.11. Gru-1 vankomisinin kimulatif salim grafigi (C: Cimento, J: Jel, N: Nanopartikul,
+: Antibiyotik yUkld, -: Antibiyotiksiz).

54



Sekil 4.12'deki grafikte antibiyotiksiz kemik ¢imentosu, antibiyotikli aljinat jel ve
antibiyotiksiz nanopartikillerden olugan grup-2’nin 504 saat boyunca kumdulatif ila¢
salim miktarlar gosterilmigtir. Bu zaman boyunca sadece jel icinden salinan ilag

miktar1 5,77 mg olmustur.

Spacer Grup-2 Salim Grafigi

10

¢+, Nn-

(o

Log. (-, j+, n-)

Salinan Antbiyotik Miktari (mg)
w (93]
[
Hd
P
A
Ha

N
N
N

0 100 200 300 400 500 600

Zaman (saat)

Sekil 4.12. Grup-2 vankomisinin kimulatif salim grafigi (C: Cimento, J: Jel, N: Nanopartikil,
+: Antibiyotik yUkld, -: Antibiyotiksiz).
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Sekil 4.13’te antibiyotiksiz kemik ¢imentosu, antibiyotikli aljinat jel ve antibiyotikli
nanopartikullerden olugsan grup-3’'un jel iginde bulunan nanopartikillerden ve jelin
kendisinden 504 saat boyunca salinan kimulatif ilag miktari gosterilmigstir.

Toplamda salinan ilag miktar1 7,365 mg’dir

Spacer Grup-3 Salim Grafigi

10

2]
—

+ ¢, j+, n+

=
HH

Log. (¢, j+, n+)

-
P

Salinan Antibiyotik Miktari (mg)
[

[}

0 100 200 300 400 500 600

Zaman (saat)

Sekil 4.13. Grup-3 vankomisinin kimulatif salim grafigi(C: Cimento, J: Jel, N: Nanopartikdil,
+: Antibiyotik ydklu, -: Antibiyotiksiz).
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Sekil 4.14’te antibiyotiksiz kemik gimentosu, antibiyotiksiz aljinat jel ve antibiyotikli
nanopartikullerden olusan grup-4’in 504 saat boyunca etrafi antibiyotiksiz jel ile
cevrili olan antibiyotikli nanopartikillerden kumdalatif ilag salim miktarlari
gOsterilmistir. Bu zaman zarfi boyunca jelin icindeki nanopartikillerden salinan

toplam ilag miktari 0,792 mg olmustur.

Spacer Grup-4 Salim Grafigi

10

G j- n+

4 Log. (¢~ j-, n+)

Salinan Antibiyotik Miktari (mg)
(9]

0 100 200 300 400 500 600

Zaman (saat)

Sekil 4.14. Grup-4 vankomisinin kimulatif salim grafigi (C: Cimento, J: Jel, N: Nanopartikil,
+: Antibiyotik yUkld, -: Antibiyotiksiz).
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Sekil 4.15’te antibiyotikli kemik gimentosu, antibiyotiksiz aljinat jel ve antibiyotiksiz
nanopartikullerden olusan grup-5’in 504 saat boyunca iginde antibiyotik bulunan ve
etrafi antibiyoksiz nanopartikil iceren antibiyotiksiz jel ile sarilmis ¢imentodan
salinan kimulatif ilag miktari gdsterilmistir. Bu zaman zarfl boyunca salinan ilag

miktari toplamda 2,185 mg olmustur.

Spacer Grup-5 Salim Grafigi

10

¢t jmy -

4 Log. (¢+, j-, n-)

Salinan Antibiyotik Miktari (mg)
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1 r}_//”

0 100 200 300 400 500 600

Zaman (saat)

Sekil 4.15. Grup-5 vankomisinin kimulatif salim grafigi (C: Cimento, J: Jel, N: Nanopartikul,
+: Antibiyotik yUkld, -: Antibiyotiksiz).

58



Sekil 4.16'da antibiyotikli kemik ¢imentosu, antibiyotikli aljinat jel ve antibiyotiksiz
nanopartikullerden olusan grup-6 ‘nin 504 saat boyunca antibiyotik iceren ¢imento
ve jelin kimulatif ilag salim miktarlari gosterilmistir. Bu zaman zarfi boyunca salinan

toplam ilag miktari 8,388 mg olmustur.

Spacer Grup-6 Salim Grafigi

10

¢+, j+ n-

4 Log. (¢+, j+, n-)

Salinan Antibiyotik Miktari (mg)
(95

0 100 200 300 400 500 600

Zaman (saat)

Sekil 4.16. Grup-6 vankomisinin kiimulatif salim grafigi (C: Cimento, J: Jel, N: Nanopartikul,
+: Antibiyotik yUkld, -: Antibiyotiksiz).
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Sekil 4.17'de antibiyotikli kemik ¢imentosu, antibiyotikli aljinat jel ve antibiyotikli
nanopartikullerden olugan grup-7'nin 504 saat boyunca, antibiyotik igceren tim
gruplarin kimdalatif ilag salim miktarlari gosterilmistir. Bu zaman zarfi boyunca

salinan ilag miktari toplamda 9,676 mg olmustur.

Spacer Grup-7 Salim Grafigi

10

G, j+, nt

4 Log. (¢+, j+, n+)

Salinan Antibiyotik Miktari (mg)
(9]

0 100 200 300 400 500 600

Zaman (saat)

Sekil 4.17. Grup-7 vankomisinin kimulatif salim grafigi (C: Cimento, J: Jel, N: Nanopartikul,
+: Antibiyotik ydklu, -: Antibiyotiksiz).
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Sekil 4.18'de antibiyotikli kemik ¢imentosu, antibiyotiksiz aljinat jel ve antibiyotikli
nanopartikullerden olusan grup-8'in 504 saat boyunca, antibiyotikli ¢cimento ve
antibiyotikli nanopartikillerden salinan kimdalatif ila¢g salim miktarlar gésterilmistir.

Bu zaman zarfi boyunca salinan ilag miktari toplamda 2,5 mg olmustur.

Spacer Grup-8 Salim Grafigi

10

¢+, j-, nt

4 Log. (¢+, j-, n+)
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Salinan Antibiyotik Miktari (mg)
u
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Sekil 4.18. Grup-8 vankomisinin kimulatif salim grafigi (C: Cimento, J: Jel, N: Nanopartikil,
+: Antibiyotik yUkld, -: Antibiyotiksiz).
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Sekil 4.19'daki grafikte, sekil 4.13’teki grup-3 degerlerinden, sekil 4.12’deki grup-2
degerleri ¢ikartilarak nanopartikullerin  etkisi arastinlmigtir.  Aradaki fark
nanopartikillerden salinan ilag miktarini ortaya cikarmistir ve bu zaman zarfi
boyunca nanopartikullerin salinan ilag miktarina katkisi toplamda 1,585 mg

olmustur.
Grup3: C-, J+, N+

Grup2: C-, J+, N-

10

Salinan Antibiyotik Miktari (mg)
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0,00 100,00 200,00 300,00 400,00 500,00 600,00
Zaman (saat)

Sekil 4.19. Grup-3 ile grup-2 ila¢ salim degerlerinin arasindaki farki gosterir grafik(C: Cimento, J:
Jel, N: Nanopartikil, +: Antibiyotik yiklu, -: Antibiyotiksiz).
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Sekil 4.20°deki grafikte, sekil 4.17'deki grup-7'nin ilag salim degerlerinden, sekil
4.16’daki grup-6’'nin ilag salim degerleri c¢ikartiimis ve fark olarak vyine
nanopartikiillerin toplam ila¢ salim miktarina olan katkisi incelenmistir. ilk 48 saatte
nanopartikillerden sulu ortama ilag saliminin olmadigi goériimastir. Bu zaman zarfi

boyunca nanopartikillerden salinan toplam ila¢ miktari 1,28 mg omustur.
Grup7: C+, J+, N+

Grup6: C+, J+, N-

10

Salinan Antibiyotik Miktari (mg)
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Zaman (saat)

Sekil 4.20. Spacer grup-7 ve grup-6 ilag salim degerleri arasindaki farki gésterir grafik
(C: Cimento, J: Jel, N: Nanopartikil, +: Antibiyotik yUkld, -: Antibiyotiksiz).
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Sekil 4.21°deki grafikte, sekil 4.17'deki grup-7'nin ilag salim de@erlerinden, sekil
4.18’deki grup-8’in ilag salim degerleri ¢ikartilarak, jelin toplam ila¢ salim miktarina
etkisi arastinimistir. Bu zaman zarfl boyunca jelden salinan ilag miktari toplamda

7,176 mg olmustur.
Grup7: C+, J+, N+

Grup8: C+, J-, N+

10

Salinan Antibiyotik Miktari (mg)
(9]
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Zaman (saat)

Sekil 4.21. Grup-7 ile grup-8 ila¢ salim miktarlar arasindaki farki gosterir grafik(C: Cimento, J: Jel,
N: Nanopartikl, +: Antibiyotik yukld, -: Antibiyotiksiz).
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Sekil 4.22°deki grafikte, sekil 4.17°deki grup-7'nin ilag salim de@erlerinden, sekil
4.13’teki grup-3’Un ilag salim degerleri ¢ikartilarak antibiyotikli ¢cimentodan salinan
ilac salim degerleri incelenmistir. Bu zaman zarfi boyunca ¢imentodan salinan

toplam ilag miktar1 2,31 mg olmustur.
Grup7: C+, J+, N+

Grup3: C-, J+, N+

10

Salinan Antibiyotik Miktari (mg)
[0
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Zaman (saat)

Sekil 4.22. Grup-7 ile grup-3 ilag salim miktarlari arasindaki farki gosterir grafik (C: Cimento, J: Jel,
N: Nanopartikil, +: Antibiyotik yiklu, -: Antibiyotiksiz).
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Sekil 4.23’teki grafik segilmis olan bazi gruplarin 0-504 saat arasindaki kumdulatif
ilag salimindaki degisimleri gostermektedir. Bu grafikte sirali salim sisteminin etkisi
incelenmigtir. 48. saate kadar net bir ayrisma gézlenmemis daha sonrasinda gruplar
ayrismaya baslamistir. Salinan ilag miktari platoya erisecegi anda 120.saatte
yukselise gecmis ve yine platoya erigsecegdi beklenen salimlarin 400.saatten sonra

ikinci bir yukselige gectigi gorulmasgtar.

Grup 2, 3, 6, 7, ilac Salim Grafigi

10

o0
—o— —o—  —u—

Salinan Antibiyotik Miktari (mg)
(9]
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Zaman (saat)

—@— ¢-j+n- ¢-j+n+ ¢cHj+n- ¢cHj+n+

Sekil 4.23. Grup-2, grup-3, grup-6 ve grup-7 kimdulatif ilag salim grafikleri(C: Cimento, J: Jel,
N: Nanopartikil, +: Antibiyotik yiklu, -: Antibiyotiksiz).
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Sekil 4.24’teki grafikte, ilk 48 saat boyunca segilen bazi gruplarin karsilastirilmali
kiimiilatif ilag salim davraniglar incelenmistir. ilk 48 saat boyunca gruplar arasinda
ciddi bir fark olmadan ila¢g salimi devam etmistir. 48. saatte gruplar ayrismaya
baslamistir. Burada en yukarda g¢ikan grup (sari renkli) igcindeki her katmanda ilag
barindiran, en altta kalan grup ise sadece jel katmaninda antibiyotik barindiran grup
olmustur. Sirasiyla bu zaman zarfi icinde salinan toplam ilag miktarlari, grup-7 (sar)

3,029 mg, grup-6 (gri) 2,967 mg, grup-3 (turuncu) 2,908 mg ve grup-2 (mavi) 2,194

mg olmustur.
Grup 2, 3, 6, 7, llag Salim Grafigi
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Sekil 4.24. Grup 2, 3, 6 ve 7'nin ilk 120 saat kimulatif ila¢ salimini gdsterir grafik (C: Cimento,
J: Jel, N: Nanopartikil, +: Antibiyotik yiklu, -: Antibiyotiksiz).
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Sekil 4.25’teki grafikte 120.saat ile 360.saat arasinda, segilen gruplarin ilag salim
davraniglari incelenerek, her bir malzemenin kendi iglerinde ila¢ salimlarina
yaptiklari katki arastiriimistir. Bu zaman boyunca gruplar arasindaki fark daha
belirginlesmis ve sari grup butin katmanlarda antibiyotik bulunduran en yuksek
miktarda ilag salimi yapan grup olmustur. Bu grubu sirasiyla gri grup turuncu grup
ve mavi grup takip etmistir. Gri grup ile truruncu grup arasindaki tek fark, gri grupta
¢imentoda, turuncu grupta ise nanopartikullerde antibiyotik olmasidir. Ve bu
durumda 120.saatte ¢imentonun etkisi nanopartikile gore biraz daha fazla olarak,
gri grup turuncu grubun Ustinde yer almistir. Bu zaman zarfi boyunca salinan ilag
miktarlari en goktan en aza dogru (saridan maviye dogru) 4,26 mg, 3,94 mg, 3,82

mg ve 2,91 mg olmustur.

Grup 2, 3, 6, 7, ilag Salim Grafigi
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Sekil 4.25. Grup 2, 3, 6 ve 7'nin 120. saat ve 360. saat arasinda kimdlatif ila¢g salimini gésterir
grafik (C: Cimento, J: Jel, N: Nanopartikdl, +: Antibiyotik yUklU, -: Antibiyotiksiz).
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Sekil 4.26’daki grafikte segili gruplarin 360. saat sonrasi ilag salim davraniglarindaki
degisimler incelenmistir. Salim grafiklerinin bu boluminde ayrismalarin daha fazla
ve belirgin oldugu gorulmektedir. 400. saatte ilag salim miktarlarinin hala platoya
erismemis oldugu ve salim miktarlarinin yeniden artisa gegmis oldugu izlenmistir.
Bu zaman zarfl boyunca en ¢oktan en aza ( sari renkten mavi renge dogru) ilag

salim miktarlar1 9,67 mg, 8,38 mg, 7,36 mg ve 5,77 mg olmustur.

Grup 2, 3, 6, 7, ilac Salim Grafigi
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Sekil 4.26. Grup 2, 3, 6 ve 7’'nin 360.saat ve 504. saat arasindaki kimulatif ila¢ salimini gosterir
grafik (C: Cimento, J: Jel, N: Nanopartikl, +: Antibiyotik yuklQ, -: Antibiyotiksiz).
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Sekil 4.27°deki grafikte tUm spacer gruplarinin 504. saat boyunca kumulatif ilag
salim miktarlari gosterilmigtir. Bu grafikte lacivert renk grup-7’yi, yesil renk grup-6’yi,
gri renk grup-3’Q, turuncu renk grup-2'yi, bordo renk grup-8’i, koyu mavi renk grup-
5’i, sari renk grup-2’yi ve acik mavi renk grup-1’i temsil etmektedir. Bu zaman zarfi
boyunca, 9,67 mg olarak en c¢ok ilaci tim katmanlarda ilag barindiran grup-7

(lacivert) salmigtir.

10 .
Tdm Gruplarin llag Salim Grafigi

— 1
// —1

Salinan @ntibiyotik Miktari (mgp

.; E——— S
B e

=0 \
0 Zafrarmtsaat) e
0 100 200 300 400 500 600
—@— G-j-N- —@—C-j+n- c-j+n+ G-j-N+ =@ C+j-N- =@ C+j+N- =—@=C+j+N+ =@ C+j-N+

Sekil 4.27. Tim gruplarin kimulatif ilag salimlarini gdsterir grafik (C: Cimento, J: Jel,
N: Nanopartikul, +: Antibiyotik yukld, -: Antibiyotiksiz).
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4.6. Sitotoksisite Testleri (MTT)

Antibiyotik yUuklu ve antibiyotiksiz olan naopartikuller ile etkilestirilen hucrelerin
canlilik oranlari 24. saatin sonunda Olgllmuis ve antibiyotige (vankomisin) maruz
birakilan hdcrelerin en diguk canlilik orani %80,92 olarak tespit edilmis be belirgin

bir sitotoksik etki saptanmamisgtir.

%Canlilik
100,00
91,96 92,97
89,10
90,00 87,99
6095 83,00
80,00
70,00
60,00
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00
0,00
1:1+AntNP 1:10+AntNP 1:100+AntNP 1:1+NP 1:10+NP 1:100+NP

Sekil 4.28. 24. Saatin sonunda hiicrelerin canlilik ytizdeleri (1:1, 1:10, 1:100 :diliisyon
oranlari, AntNP: Antibiyotikli Nanopartikiil, NP:Antibiyotiksiz Nanopartikiil)
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5. Sonug¢

Elde edilen sonucglar iki acidan degerlendirilebilir. Bunlardan ilki sonuglarin,
nanoteknolojik ve kontrolli ila¢ salimi agisindan degerlendiriimesi olacaktir.
Kontrolli ilag salimi agisindan polimer jel igerisine hapsedilmis nanopartikuller
serbest nanopartiklllerden farkli hareket etmektedir. Ornegin, sekil 4.8, 504 saat
boyunca sadece nanopartikullerden salinan ilag salim sonuglarini gostermektedir.
Sekil 4.14 ise antibiyotiksiz c¢imento, antibiyotiksiz jel ve antibiyotikli
nanopartikullerin 504. saat boyunca saldigi toplam ilag miktarini goéstermektedir. Bu
iki grafik karsilastirildiginda, sekil 4.8’de sadece nanopartikillerden salinan ilag
miktarinin, sekil 4.14’te sistem icinde sadece antibiyotik bulunduran
nanopartikullerin ila¢ salim miktarindan fazla oldugunu gérmekteyiz. Yine bunlara
ek olarak sekil 4.19 ve sekil 4.20°deki sonuclari degerlendirdigimizde ki bu grafikler
ortama nanopartikullerden salinan ila¢ miktarlarinin katkisini gostermek igin
olusturulmustur, salim miktarlarinin yine jel igine hapsedilmemis nanopartikullerden

farkli oldugu gorilmektedir.

Bu davranis temel kontrolli ilag salim mantigindaki gibi salim bariyerlerinin
artmasina dayanmaktadir. Buna ek olarak, nanopartikilden salinan ilag miktari
cevresindeki jel ve yine ¢evresindeki ¢cimentodan salinan ila¢g miktarina bagimhdir.
Bunun altinda yatan sebep ise difizyonun karsilikli olarak disardaki madde
miktarina bagli olmasi olabilir. Elde ettigimiz sonuglarda, salim sistemi disindaki
miktar arttikga sistemdeki her bir bilesen yani jel, nanopartikil ve ¢imentonun salimi

artmigtir.

ikinci olarak sonuglarimizi tip alanindaki uygulanabilirligi acisindan incelemek
gerekmektedir. Sirali salim, farkh antibiyotikler, uzatilmig salim gibi tekniklerin
kullanilabilmesi, 6zellikle primer artroplasti sonrasi derin enfeksiyon barindiran
vakalarda oldukga efektif bir kullanima sahip olacaktir. Clnkl literatlire goére
halihazirda kullanilan antibiyotik yukli bosluk doldurucularin salim sureleri ve etkin
zaman araliklarinin oldukga kisa oldugu kayit edilmistir [104, 105]. Bu makalelerde
de [104, 105] belirtildigi gibi, antibiyotik salimi kemik ¢imentolarinda ilk iki glin yeterli
ve etkin dozda salinirken sonraki zamanlarda salim devam etsede istenilen
miktarda bir salim gorulememektedir. Ve ayrica, ¢oklu dirence sahip enfeksiyon

vakalarinda bu sistemin her katmanini farkli antibiyotikler ile ytkleyebilir ve ¢oklu
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direnci kirabiliriz. Ornegin, gram negatif bakteriler igin etkili olan aminoglikozidler
sinifindan tobramisin antibiyotigini kemik ¢cimentosuna, yine ayni cins bir antibiyotigi
(gentamisin vb.) jele ve gram pozitif bakteriler icin kullanilan glikopeptid bir
antibiyotigi de (vankomisin vb.) nanopartikillere yukleyebiliriz. Bu durum hali
hazirda ticari olarak piyasada satilan antibiyotikli kemik g¢imentolarinda mevcut
degildir.

Tam sonuglar degerlendirildiginde; bu tez galismasinin birgok yeni ¢calismaya oncil
nitelikte oldugu ve tip alaninda onemli bir potansiyel tasidigi dusunulmektedir.
Calismada elde edilen bosluk doldurucularin antibakteriyel testleri yapilmamis
olmasina ragmen, calismanin hem in vitro ilag sallm hem de biyouyumluluk
sonuglari, bu yapinin in vivo deneyler ve insan ¢alismalariyla test edildikten sonra,
eklem revizyon ameliyatlarinda kullaniimak Gzere gelecek vaat eden bir Urline

donusebilir oldugunu gdstermektedir.
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