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OZET

RADYOISARETLI ANTIiBIYOTIiK YUKLU KiTOSAN
NANOPARCACIKLARIN ANTIiBAKTERIYEL ETKILERININ iV
VITRO INCELENMESI

OZEL, Derya

Yiiksek Lisans Tezi, Niikleer Bilimler Anabilim Dali
Tez Danigmani: Prof. Dr. Fatma YURT ONARAN
Agustos 2018, 59 sayfa

Antibiyotiklerin yaygin kullanimi bakterilerin antibiyotiklere direng
gelistirmesine neden olmustur. Bu nedenle, antibiyotiklerin etkinligini arttiran
yeni “yetenekli ajanlar” gelistirmek gerekmektedir. Sefpodoksim Proksetil (CP),
iclincli kusak sefalosporin grubu genis spektrumlu bir antibiyotiktir. Kitosan;
biyouyumlu, antibakteriyel, mukoadezif, katyonik, dogal bir polimer olmas1 gibi
ozellikleri sayesinde ideal bir biyomalzemedir. Arastirmalar, mikroorganizmalara
kars1 antibakteriyel ilaglarin etkilerinin kitosan nanopargaciklarna yiiklenerek

arttirtlabilecegini gostermistir.

Bu tez caligmasinin amaci, radyoisaretli sefpodoksim proksetil yiikli
kitosan nanoparcacigin gram pozitif Staphylococcus aureus (S. aureus) ve gram
negatif Escherichia coli (E. coli) bakteriyel enfeksiyonlarinin saptanmasinda
niikleer bir goriintiileme ajani olarak kullanilma potansiyelini aragtirmaktir.
Kitosan (CS) nanoparcaciklar1 ve Sefpodoksim Proksetil yiiklii kitosan (CP-CS)
nanoparcaciklart  iyonik  jelasyon  yontemi  kullanilarak  hazirlandi.
Nanopargaciklar, Dinamik Isik Sa¢ilimi (DLS), Fourier Transform KizilGtesi
Spektroskopisi (FT-IR) ve Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) teknikleri ile
karakterize edildi. CP-CS nanopargacik iizerine yiiklenen Sefpodoksim Proksetil

miktar1 ultraviyole-goriiniir (UV-Vis) spektroskopisi ile belirlendi.



viii

Sefpodoksim  Proksetil ve Sefpodoksim Proksetil yiikli kitosan
nanoparcaciklari, 100 pg SnCl, kullanilarak 37 MBq sodyum perteknetat ile
radyoisaretlenmisti. Radyoisaretli Sefpodoksim Proksetil (*"Tc-CP) ve
radyoisaretli Sefpodoksim Proksetil yiiklii kitosan nanoparcaciklarin (**™Tc-CP-
CS) isaretleme verimi TLRC yontemi ile belirlendi ve sirastyla verimler % 89+3

ve % 94+2 olarak tespit edildi.

S. aureus i¢in **™Tc-CP-CS nanoparcaciklarin tutulum verimi 1 saatte %
99.3 iken; 2 saatte % 68.9; 4 saatte % 76.9, P9mTe-CP'nin baglanma verimi 1 saatte
% 7.2 idi; 2 saatte % 9.3; 4 saatte % 9.5 olarak belirlendi. /n vitro tutulum

99MTe-CP-CS nanopargaciklarmim tutulum veriminin **™Tc-

calismast, S. aureus'da
CP'ninkinden daha yiiksek oldugunu gostermektedir. £. coli i¢in tutulum verimi
%M Te-CP-CS nanoparcaciklarmin (1. saat % 91.2; 2 saatte % 77.9; 4 saatte %
58.3), ?™Tc-CP'den (1. saat % 6.6; 2. saatte % 8.1; 4. saatte % 10.3) daha yiiksek

bulunmustur.

Bu sonuglar ’™Tc-CP-CS nanoparcaciklarinin  enfeksiyon niikleer

goriintiileme potansiyeli i¢in bir umut vadetmektedir.

Anahtar Kelimeler: Kitosan, nanopargacik, Sefpodoksim Proksetil,

antibakteriyel etki, °™Tc, S. aureus, E. Coli.
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF ANTIBACTERIAL EFFECT AS IN VITRO OF
RADIOLABELED ANTIBIOTIC LOADED CHITOSAN
NANOPARTICLES

OZEL, Derya

MSc Thesis, Department of Nuclear Sciences
Supervisor: Prof. Dr. Fatma YURT ONARAN
August 2018, 59 pages

The widely use of antibiotics has caused to develop resistance to antibiotics
of the bacteria. For this reason, it is necessary to develop new "talented agents"
which increase on the effectiveness of antibiotics. Cefpodoxime Proxetil, third
generation cephalosporin group, is a broad spectrum antibiotic. Chitosan is an
ideal biomaterial because of its properties such biocompatible, cationic,
antibacterial, mucoadhesive, natural polymer. The investigations show that the
effects of antibacterial drug against microorganisms can be increased by loading

them into chitosan nanoparticles.

The aim of this work is to investigate on useful potential as a nuclear
imaging agent of radiolabeled cefpodoxime proxetil loaded chitosan nanoparticle
in the detection of gram-positive Staphylococcus aureus (S. aureus) and gram-
negative Escherichia coli (E. coli) bacterial infections. Chitosan (CS)
nanoparticles and Cefpodoxime Proxetil loaded chitosan (CP-CS) nanoparticles
were prepared by using ionic gelation method. The nanoparticles were
characterized by Dynamic Light Scattering (DLS), Fourier Transform Infrared
Spectroscopy (FT-IR) and Scanning Electron Microscope (SEM) techniques. The
amount of loaded Cefpodoxime Proxetil onto CP-CS nanoparticle was determined

by ultraviolet—visible (UV-Vis) spectroscopy.

Cefpodoxime Proxetil and Cefpodoxime Proxetil loaded chitosan

nanoparticles were radiolabeled with 37 MBq sodium pertechnetate by using 100



ng SnCl,. Radiolabeling yields of radiolabeled Cefpodoxime Proxetil (**™Tc-CP)
and radiolabeled Cefpodoxime Proxetil loaded chitosan nanoparticles (**™Tc-CP-
CS) were determined by TLRC method and were found as to be 89+3 % and 9442

% respectively.

While binding efficiency of *’™Tc-CP-CS nanoparticles for S. aureus was
99.3 % at 1h; 68.9 % at 2h; 76.9 % at 4h, binding efficiency of " Tc-CP was 7.2
% at 1h; 9.3 % at 2h; 9.5 % at 4 h. In vitro binding study results indicate that
binding efficiencies of **™Tc-CP-CS nanoparticles in S. aureus was higher than
that of *"™Tc-CP. It was found that binding efficiencies of *’™Tc-CP-CS
nanoparticles for E. coli (91.2 % at 1 h; 77.9 % at 2h; 58.3 % at 4h) were higher
than **™Tc-CP (6.6 % at 1 h; 8.1 % at 2h; 10.3 % at 4 h)

99m

These results promise that =" Tc-CP-CS nanoparticles might be an agent for

infection nuclear imaging potential.

Keywords: Chitosan, nanoparticle, Cefpodoxime Proxetil, antibacterial

effect, °™Tc, S. aureus, E.coli.
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Enstitiisii Miidiirii ¢ok degerli hocam Prof. Dr. Fatma YURT ONARAN’a
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1. GIRiS

Antibiyotiklerin kesfiyle birlikte artan kullanimi hizli bir sekilde
antibiyotiklere karsi diren¢ gelismesine neden olmustur. Bu durum “antibiyotik
paradoksu” olarak adlandirilmistir. Bu nedenle antibiyotiklerin enfeksiyona bagl
hastaliklarin iistesinden gelebilecegine dair inang zayiflamaktadir. Yeni iiretilmis
antibiyotiklere veya var olan antibiyotiklerin etkisini arttiran yeni “yetenekli

ajanlarin” gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir.

Nanoparcaciklar, antibakteriyel, aniviral, antifungal ve antiparazitik gibi
antienfeksiyon ilaglari tagiyabilirler. Boyutlart 1-1000 nm’ye kadar olduklarindan
kanda uzun siire kalabilirler ve viicutta bulunan birgok biyolojik bariyeri
asabilmektedirler. Bu 6zellikleri ile viicuda alinan ilacin hedef bdlgede kontrollii
salmimint  saglamaktadirlar (Uhrich et al.,, 1999; Tran et al., 2009).
Nanoparcaciklar, mikrobiyel direncin daha az gelisme sansi olan yeni
antimikrobiyel ajanlar olarak kullanilabilirler (Huh ve Kwon 2011). Ayrica,
antimikrobiyellerin  terapotik  etkisi, serbest 1ila¢ muadillerinin aksine,
nanoparcacik bazli tasiyicilar iizerine ilaglarin yiiklenmesiyle arttirilmaktadir.
Antimikrobiyellerin saliniminda nanopargaciklarin  kullanimi, ilacin serum
¢Oziinilrliglinii 6nemli derecede arttiracak, ilacin sistemik dolasimin Omriinii
uzatacak, hedef dokularda ila¢ salinimini siirdiirecek ve ayn1 hedef hiicreye birden

fazla ilag vererek kombine terapiden faydalanacaktir (Zhang et al., 2016).

Kitosan, toksik 6zellikte olmamasi, ¢cevreye zarar vermeden biyolojik olarak
parcalanabilir 6zellikte olmas1 ve viicut icerisinde, tamamen zararsiz {irlinlere
(amino sekeri) parcalanmasindan dolayr herhangi bir yan etkisi de
bulunmamaktadir. Ayrica biyouyumlulugu, hemostatik, antitiimor, antioksidant,
antibakteriyel, antifungal ve antimikrobiyal aktivitesi, negatif yiiklii yiizeyler ile
kolayca etkilesimi, diger materyallerle kompozit olusturabilmesi, hiicresel
tutunmaya ve c¢ogalmaya olanak saglamasi gibi ozellikleri sayesinde ideal bir
maddedir. Kitosanin bakteriyel, fungal ve viral enfeksiyonlar1 tedavi etme
etkinligi ortaya konulmustur (Rabea et al., 2003). Kitosanin molekiiler agirligi ve
bakteriyel hiicre yiizeylerinin dogas1 kitosanin antimikrobiyel etkisini

etkilemektedir (Fernandes et al., 2008). Ilaca direncli P. aeruginosa'yr tedavi



etmek i¢in kitosan antibiyotik siilfametoksazol ile antimikrobiyal tedavide biiyiik
bir dneme sahiptir (Tin et al., 2009). Kitosanin antibiyotik direngli enfeksiyonlar
tedavi etmedeki etkisi, klinik uygulamalar i¢in biiyilkk umut vaat etmektedir.
Kitosanin antimikrobiyal etkisi kitosanin negatif ylkli bakteriyel hiicre
yiizeylerine baglanmasi, hiicre i¢i bilesenlerin sizmastyla mikrobik hiicre duvari
gecirgenligini arttirmasi gibi g¢esitli mekanizmalarla agiklanmaktadir (Qi et al.,
2004). Kitosan enzim aktivitelerini ve mikrobiyal biiylimeyi de inhibe

edebilmektedir (Cureo et al., 1991).

Niikleer goriintiileme yontemleri ile viicutta enfeksiyonun yerinin tespiti ve
enfeksiyonun enflamasyondan ayirt edilebilmesi miimkiindiir. Niikleer tipin
aragtirma alanlarindan biri de insanlarda enfeksiyon ve inflamasyonun
goriintiilenmesi igin yeni radyofarmasétiklerin gelistirilmesidir (Yurt Lambrecth,
2010). Nikleer tipda giiniimiizde birgok hastaligi teshis etmede ve bazi
hastaliklarin tedavisinde kullanilan 100’e yakin radyofarmasoétik bulunmaktadir.
Radyofarmasoétikler kullanilarak yapilan niikleer tip ¢alismalari, pek c¢ok klinik
vakalarin aydinlatilmasinda 6nemli role sahiptir (Glindogdu, 2018). Bu nedenle
yeni  radyofarmasotiklerin  gelistirilmesine ~ yonelik  arastirmalar  Onem
kazanmaktadir.  Antibiyotikler, kanser ilaglari, antikorlar, l6kositler,
antimikrobiyal peptidler ve kemotaktik peptidler ®*Ga, "N ''C, 0, “’Ga, *™Tc
mIn, ISF, 131I, 1231, 201 gibi farkli radyoniiklidlerle isaretlenmis ve yeni
radyofarmosétiklerin goriintiileme potansiyelleri arastirtlmistir (Yurt Lambrecth,

2010).

Bu c¢alismada Sefpodoksim Proksetil antibiyotigi, Teknesyum-99m (99mTc)
radyoniiklidi ile isaretlenerek enfeksiyon goriintiileme potensiyeli in vitro olarak

99m

arastirtlmigtir. ~ " Tc; 6.01 saatlik yar1 omrii, 140 keV’lik gama enerjisi sebebiyle

sintigrafik goriintiilemeler i¢in ideal bir radyoniikliddir. Bu 6zelliklerinden dolay1

%™ Te, niikleer tipda en yaygin olarak kullanilan goriintiileme radyoniiklitidir.

Antibiyotiklerin  gelistirdikleri ~ diren¢ ~ mekanizmalar1  sebebiyle
antibakteriyel caligmalar daha fazla ivme kazanmistir. Bu amagla aragtirmalarda
etkili adaylar polimer malzemeler olarak diisiiniilmektedir. Fakat bu malzemeler,

mikroorganizmalar enfeksiyonlara karsi direnebildiklerinde sentetik polimerlerse



kirlilik kaynagi olusturabilmektedirler. Kitosanin dogal polimer olmasi ve nano
biiyiikliikteki avantajlari, kitosan iizerine olan ilgiyi arttirmakta ve yeni uygulama

alanlar1 ortaya ¢ikarmaktadir.

Nanopargacik iiretimi iizerine yapilan caligmalar parcacik biiyiikliigiiniin
azalmasiyla kitosanin sahip oldugu o6zelliklerde artis meydana geldigini
gostermistir.  Literatiirde, kitosan nanoparcaciklarin antibakteriyel etkileri
gelistirdigi, enfeksiyonlar1 iyilestirdigi ve hiicre biiylimesini tesvik ederek

tyilesme siirecini de hizlandirdigina dair sonuglar bulunmaktadir

Yapilan literatiir taramasinda Sefazolin yiiklii kitosan nanopargaciklarin
coklu ila¢ direngli Gram-negatif bakterilerle yapilan c¢alismada kitosanin,
antimikrobiyel aktivitesi ve biyouyumluluguna bagl olarak antibiyotige direncli
mikroorganizmalar1 hedef alabilen potansiyel bir tasiyic1 sistem olabilecegi

gosterilmistir (Jamil et al., 2016).

Tez c¢alismamizda, ilag tasiyict sistemlerden birisi olan kitosan
nanoparcaciklari iyonik jelasyon yontemiyle sentezlenmis ve enfeksiyon tedavi
edici etkisi bilinen Sefpodoksim Proksetil antibiyotigi kitosan nanoparcaciklarina
yiiklenmis ve ™Tc ile isaretlenmesi gerceklestrilmistir. Nanoparcaciklarin
karakterizasyon calismalar1 DLS, SEM ve FT-IR ile gerceklestirilmistir. Ilag
yiikleme verimi UV spektroskopisi ile belirlenmistir. Nanoparcaciklarin fosfat
tamponunda stabilite ¢aligmasi yapilmistir. Radyoisaretli antibiyotik yiiklii kitosan
nanoparcaciklarin in vitro bakteri tutulumu Gram pozitif Staphylococcus aureus
(S. aureus) ve Gram negatif Escherichia coli (E. coli) standart suslarinda
calisilmistir. Elde edilen sonuglara gére radyoisaretli Sefpodoksim Proksetil yiiklii
kitosan nanoparcaciklarin enfeksiyon tespitinde potansiyel bir niikleer

goriintiileme ajan1 olabilecegi gortilmiistiir.



2. GENEL BILGILER
2.1 Sefpodoksim Proksetil

Sefpodoksim Proksetil (CP), oral olarak kullanilan genis spektrumlu, yari-
sentetik tigiincili kusak sefalosporin grubu bir antibiyotiktir. Kimyasal ad1 (RS) -1
(izopropoksi karbonil oksi) etil (+) - (6R, 7R) -7- [2- (2-amino-4-tiyazolil) -2 -
{(Z) metoksimino} asetamido] -3 -metoksimetil-8-okso-5-tiya-1-azabisiklo [4.2.0]
okt-2-en-2-karboksilat dir. Molekiiler formiilii C21H27NsO¢S; ve yapisal formiilii
Sekil 2.1 deki gibidir.
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Sekil 2.1 Sefpodoksim Proksetil’in kimyasal yapisi

Sefpodoksim proksetil bir 6n ilag olup aktif metaboliti sefpodoksimdir
(Borin,1991). Sefpodoksim proksetil, on-ila¢ esteri, aktif metabolitine in vivo
hidrolize edilmesine ragmen, sefpodoksim ana molekiil sefpodoksim asidinin
gecirgenligini ve dolayisiyla biyoyararlanimini gelistirmek i¢in tasarlanmistir. Bu
on ilag oral yolla kullanildiginda sefpodoksime hidrolize edilir. Insanda
Sefpodoksime  hidrolize ediliyor olmasina ragmen CP'nin maksimum
biyoyararlanimi 130 mg’lik bir tablet (esdeger 100 mg Sefpodoksim) igin
maksimum % 50°dir (Patil and Talele, 2014 ).



Coziiniirlik ve gecirgenlik ozellikleri, biyoyararlanimi etkileyen en énemli
parametrelerdir.  Biyofarmasotik  Siniflandirma  Sistemi  (BCS), suda
¢Oziinebilirliklerine ve bagirsak gecirgenligine bagli olarak ilag maddelerinin
siniflandirilmasi i¢in bilimsel bir ¢er¢evedir. Sefpodoksim Proksetil, suda zayif bir
coziinlirliige ve diisiik gecirgenlige sahip BCS IV. sinif bir ilagtir (Sugimoto et al.,
1998). Suda c¢oOziiniirliigli az olan ilaglar, oral yoldan verildiginde diisiik
biyoyararlanim gosterirler. CP’nin ¢Oziiniirligi ise bulundugu ortamin pH
degerine baglh olarak degismektedir. Sefpodoksim Proksetil'in diisiik oral
biyoyararlaniminin nedenleri esas olarak suda diisiik ¢oziiniirligi (400 pg/ml),
Ozellikle asidik ortamlarda) Sefpodoksim Proksetil'in tipik jellesme meydana
gelmesi olarak goriilmektedir (Khan et al., 2010). Sefpodoksim Proksetil, asidik
pH’da yiiksek c¢oziiniirliige sahipken ortamin pH degeri arttikca coziiniirligi
azalmaktadir (Kakumanu et al., 2006).

Sefpodoksim  Proksetil, insanlarda minimal metabolizmaya ugrar.
Emilmeyen ila¢ viicutdan diski yoluyla disar1 atilir (Borin,1991). CP, hizlica
absorbe olmakta ve kanda maksimum derisime 1.5-4.0 saat arasinda erismektedir.
Sefpodoksim, serumda % 22 ila % 33 ve plazmada % 21 ila % 29 arasinda gibi
diisiik miktarlarda proteinlere baglanmaktadir (Infex ilag prospektiisii, 2018). Bu
durumda CP‘in kilcal damarlar arasinda kolaylikla dokulara aktarilmasi

gerektigini diisiindlirmektedir.

Sefpodoksim Proksetil birgok Gram (+) ve Gram (-) bakterilere karsi
etkilidir. Sefpodoksim Proksetil hiicre duvarit sentezinin inhibisyonu yoluyla
bakterisid etki gOsterir ve beta-laktamazlara karst olduk¢a dayamikhidir
(Lobenberg and Amidon, 2000). Sefpodoksim, penisilin baglayict proteinlere
baglanarak hiicre duvari stabilitesinden sorumlu trans peptidaz enziminin
aktivitesini bloke eder, boylece hiicre duvari sentezi yapilamayan bakteri Oliir
(Yokota et al., 1988). CP’in viicutta, in vitro ve klinik enfeksiyonlarda asagidaki
mikroorganizmalara karsi aktif oldugu gosterilmistir (infex ilag prospektiisii,

2018).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0939641100000916?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0939641100000916?via%3Dihub#!

Gram-pozitif bakteriler:

Staphylococcus aureus (penisilinaz {iretenler de dahil olmak iizere

metisiline duyarl suslar)
Staphylococcus saprophyticus
Streptococcus pneumoniae (penisilin direngli izolatlar harig)
Streptococcus pyogenes
Gram-negatif bakteriler:
Escherichia coli
Klebsiella pneumoniae
Proteus mirabilis
Haemophilus influenzae (beta laktamaz iireten izolatlar dahil)
Moraxella catarrhalis
Neisseria gonorrhoeae (penisilinaz tireten izolatlar dahil)

CP, Escherichia coli (E .coli) ATCC 25922 izolatlarina kars1 0.25 ila 1
pg/mL , Staphylococcus aureus (S. aureus) ATCC 29213 izolatlarna karsi 1 ila 8
png/mL  degerlerinde  minimum  inhibisyon  konsantrasyonlar1  (MIiK)
sergilemektedir (Wiedemann et al., 1991). Genellikle deri, solunum yolu, idrar
yolu ve sistemik enfeksiyonlar gibi ¢esitli enfeksiyonlarin tedavisinde ve ayrica
orta kulak iltihabi, farenjit ve siniizitin tedavisinde de kullanilir. Tiirkiyede CP
etken maddesi igeren antibiyotikler Seftech, infex, Texef, Sefpotec, Sefbitor,
Sefsidal, Sedox, Orelox, Cruter, Dokselin, Ecsery’dir.



Antimikrobiyal aktiviteyi korumak i¢in, kisa yar1 Omiirlii geleneksel
antibiyotik formiilasyonlarimin sik uygulanmasi gereklidir. Aksi halde, anti-
enfektif tedavi sirasinda antibiyotik direncini uyaran MIK altinda konsantrasyon
siklikla goriiliir. Uzun bir siire boyunca MIK {izerinde sabit bir plazma ilag
konsantrasyonunu koruyarak, uzatilmig salimli dozaj formlari, antibiyotiklerin
antibiyotik direncini en aza indirirken terapétik etkisini en st diizeye c¢ikarir.
Uzatilmis salimli formiilasyonun bir baska avantaji, hasta uyumlulugunun
tyilestirilmesidir. Sefpodoksim Proksetil’in etkinligini arttirmak i¢in doz sikligini
tek bir doz olarak azaltan ve hasta uyumunu arttiran, siirekli ve uzatilmis bir salim

dozaj formunu formiile etmeye yonelik arastirmalar yapilmaktadir.

2.2 Kitosan

[k olarak kitosan, 1859 yilinda Rouget tarafindan dogal bir polimer olan
kitinin deasetillenmis sekli olarak kesfedilmistir (Raafat, 2009). 1950'de kitosan,
glukosamin polimeri oldugu tespit edilmis ve kitin yapisi incelendiginde seliiloz
modeline benzer yapida oldugu ortaya konulmustur (Muzzarelli, 1977). 1960’11
yillarin baslarinda kitosanin kirmizi kan hiicrelerine baglama kapasitesi
caligmalar1 yapilmigtir. 1990’11 yillarda boyut kiigiiltme c¢alismalari ile mikro ve
nano boyutta kitosan elde edilmistir. Arastirmacilarin ve sanayicilerin, kitosanin
yeni bir terapdtik sistem olusturma konusunda ortaya koydugu yararlar
dikkatlerini ¢ekmis ve Kitosan ilag alanina girmistir (Akbar and Shakeel, 2018).

Kitosanin ortaya koydugu yararlar, kitosan ¢alismalarina olan ilgiyi arttirmistir.

Baslangicta kitosan genellikle yara pansumani, zayiflama ve doku
miihendisligi gibi medikal uygulamalarda kullanilmistir. Ancak kitosan ilag
tasiyici sistemi olarak da onde gelen adaylardan biri olmaktadir. Kitosan, toksik
olmayan yenilenebilir kaynaklardan tiiretilmistir. Biyouyumlu ve etkili bir
malzemedir. Kitosan; antimikrobiyal aktiviteye sahip olmasi, disiik
immiinojenisitesi, olaganiistii biyouyumlulugu ve biyo-bozunabilirligi sebebiyle
birgok alanda gelismelere firsat saglamistir (Akbar and Shakeel, 2018). Kitosanin
muko-yapiskanlik 6zelligi gibi diger biyolojik 6zellikleri, kontrollii ilag verme,
gen transferi, efflux pompa inhibisyonu vb amin grubunun varliginin sonucudur.

Amino gruplarinin olmasi kitosan1 modifikasyon i¢in uygun hale getirir. Biyolojik



yapiskanlik gibi 6zelligi, polimerin ortopedi, dis hekimligi, oftalmoloji ve cerrahi
yontemlerde Dbirgok uygulamada yer almakta ve yumusak/sert dokularin
yapismasini saglamaktadir (Magetsari et al., 2014; Needleman et al., 1997; Felt et
al., 1999).

Kitosan, diinyada seliilozdan sonra en bol biyopolimer olan kitin'den {iretilir.
Kitin, deniz yosunlari, eklem bacaklilar, solucan, bakteri, mantar, bocekler,
yengeg, 1stakoz, karides ve benzeri kabuklu deniz canlilarindan iiretilen, yapisi

seliiloza benzer yapiya sahip yenilenebilir bir maddedir.

Selillozun yapisinda OH (hidroksil) grubunun yerine, kitinde asetemido
grubu (NHCH;CO) yer aliyorken, kitosanda NH, amin grubu bulunmaktadir.
Amin gruplari, kitosan1 kimyasal modifikasyon i¢in uygun hale getirir. Kitinin
coOziiniirligli olduk¢a siirhidir. Kuvvetli ¢oziiciilerle ancak ¢oziinebilmekte ve
toksik etki gosterebilmektedir. Kitosan ise formik, sitrik veya asetik asitin
seyreltik ¢ozeltilerinde ¢oziiniir. Caligmalarda daha c¢ok asetik asit ¢ozeltisi

kullanilmis ve toksik etki gostermedigi saptanmistir (Rao et al.,2005-2006).

Deniz canlilarmin atik kabuklarinda bulunan kitinin uzaklastirilmasi ile
kitinden kitosan iiretimi yapilmaktadir. Deproteinizasyon isleminde sodyum
hidroksit (NaOH) ile proteinler uzaklastirilmakta, demineralizasyon agamasinda
hidroklorik asit (HCI) ile kalsiyum karbonat (CaCO;) kalsiyum kloriir (CaCly,)
olusturulmaktadir. Aseton ile agartma iglemi sonucu beyaz kitin tozlar1 elde
edilebilmektedir. Deasetilasyon ise kitinin yapisindaki aminoasetil gruplarindan
asetil grubunun sodyum hidroksit (NaOH) ve potasyum hidroksit (KOH) ile
uzaklastirilarak kitosana dontistiiriilmektedir ( Gokge, 2008).



KiTiN KITOSAN
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Sekil 2.2 Kitinden kitosan iiretimi

2.2.1 Kitosanin fiziksel ozellikleri

Kitosan, kitinden deasetillenmesi islemi ile elde edilmesinin sonucu olarak
% 40-100 araliginda degisen deasetilasyon dereceleri (DD) farklilik
gosterebilmektedir.  Kitin, serbest amin formunun yaklasik % 50'sine
deasetillenmesi sonucunda kitosan olarak adlandirilir. Kitosanin 6zellikleri biiyiik
olglide kompozisyonu ve molekiiler agirligi tarafindan etkilenmistir (Ruel Gariepy
et al, 2006).

Kitosan, molekiil agirligit 502000 kDa arasinda degismekte ve molekiil
agirliklarina gore dusiik, orta ve yiiksek molekiill agirlikli kitosan diye
simiflandirilmaktadirlar. Molekiil agirligi 50-150 kDa olanlar diisiik molekiil
agirlikli (LMW), 150-700 kDa olanlar orta molekiil agirlikli (MMW) ve 700-2000
kDa olanlar ise yiiksek molekiil agirlikli (HMW) olarak siiflandirilmaktadirlar.
(Gokge, 2008).

Guo et al, (2008), yaptiklar1 ¢caligmada; yiiksek molekiil agirlikli kitosanin
hiicre duvari iizerine adsorbe olarak inhibitor etki gosterdigini, diisiik molekiiler
agirhikli kitosanin ise hiicre igine girerek inhibitor etki gosterdigini tespit
etmislerdir. Ancak kitosanin bakterisidal aktivitesi ile kitosanin molekiil agirlig

arasindaki iligki lizerine yapilan ¢alismalarda g¢eliskili sonuclar elde edilmis olsada
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sonug¢ olarak diigiik molekiiler agirlikli kitosanlarin (<10 kDa) bakteri, maya ve
kiiflere kars1 inhibitdr aktivitesinin daha iyi oldugu kabul edilmistir (Tikhonov et
al., 2006; Aider, 2010).

Viskozitesi 2000 cP (centi poise)’den kiigiiktir (LMW 20-300 cP, MMW
300-800 cP- HMW 800-2000 cP). Yiiksek yag ve su baglama kapasitesine
sahiptir. Yag baglama kapasitesi % 314-535 ve su baglama kapasitesi % 450-1150

araligindadir. Kitosanin rengi donuk sari-beyazdir.

2.2.2 Kitosanin kimyasal ozellikleri

Cogu kitosan tiirii notral ve alkali pH daki, sulu ¢oziiciilerde ¢oziinmez.
Ancak pH <6.5 olan asidik sulu ¢ozeltilerde ¢oziilebilir. Coziiniirliik deasetilasyon
derecesine (DD), molekiil agirligina, asitin cinsine c¢oziiclinlin derisimine ve
pH’ye bagl olarak degismektedir. DD arttikca ve MW azaldik¢a ¢oziiniirliik

artmaktadir. Asit derisiminin artmasi ile ¢ozliniirliik artmaktadir.

Kitosanin; kitin ve selillozdan farkli olarak sahip oldugu amin grubu
coziinme sirasinda protonlanir (Lee et al., 2004). Boylece pH degeri 6.5'dan kiigiik
olmast durumunda kitosan pozitif yiiklenir ve g¢esitli negatif yiikli diger
yilizeylerle etkilesime girebilir. Bu o6zellik kitosanin katyonik polisakkarit
oldugunu gostermektedir. Kitosan ayrica, Ozelliklerini degistirmek i¢in
kullanilabilecek hem amino hem de hidroksil gruplarina sahiptir (Ruel Gariepy et
al, 2006). Kitosanin modifikasyonunu uygun hale getiren amino gruplarina sahip
olmas1 ve pozitif yiikli hidrofilik bir polimer olmasi onu diger polimerlerden
ayiran one ¢ikaran Ozelliklerindendir. Pozitif yiiklii kitosan, negatif yiiklii metal
iyonlara, proteinlere, makro molekiillere, yaglara, lipidlere ve kolestrole
baglanabilir. Negatif yiiklii polimerlerle matris olusumu gergeklestirebilir.

Nanoparcacik hazirlamak kolay olabilmektedir.

2.2.3 Kitosanin biyolojik ozellikleri

Kitosan, toksik 6zellikte olmamasi, ¢cevreye zarar vermeden biyolojik olarak

parcalanan, viicut icerisinde zararsiz iirlinlere parcalanmayan, herhangi bir yan
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etki gostermeyen biyouyumlu, biyobozunur, hemostatik, antitiimor, antiiilser,
antikolestromik, antioksidant, antibakteriyel, antifungal ve antimikrobiyal etkisi

olan, mukoadheziv, yenilenebilir 6zellikte dogal bir polimerdir.

Tim bu 6zellikleri ile birlikte katyonik polimer olup negatif yiiklii yiizeyler
ile kolayca etkilesim yapabilmesi, diger materyallerle kompozit olusturabilmesi,
hiicresel tutunmaya ve c¢ogalmaya olanak saglamasi, c¢oziinmesi i¢in zararli
organik ¢oziicillere gerek duyulmamasi, kolay mikro ve nanopargacik
hazirlanabilme gibi o6zellikleriyle birgok endiistriyel uygulamada kullanima

sahiptir.

2.3 Kitosanin Kullanim Alanlari

Biyomedikal alanda, ila¢g salim sistemleri, antitiimor ozelligiyle kanser
tedavi uygulamalari, cerrahi dikisler, kemik iyilestirici, yara iyilestirici,
hemostatik 6zelligiyle ise pihtilasma etki ¢aligmalar1 yapilmaktadir. Kitosanin
yara iyilestirici 6zeligide vardir. Kitosan, negatif yiiklii heparin ile boncuk, jel,
film ve fiber olusturarak kararli bir bilesik olusturur. Bu sekilde hazirlanan sargi
bezi veya yara bandi gibi tirlinler epitel dokunun iyilesme siirecini hizlandirarak
medikal alanda kullanilmaktadir. CS'min biyolojik olarak uyumlu olmasi
nedeniyle, bu tiir inorganik kompozit materyaller optik sensorlerin, biyo
etiketlemenin, biyo-goriintiilemenin ve kanser arastirmalarida etkin bir sekilde
kullanilabilir (Agrawal et al., 2010).

Van der Lubben (2001) ve arkadaslari, kitosanin muko-yapiskan olma
ozelligini degerlendirerek molekiillerle siki baglar kurabilen asilarin mukozal
yoldan iletilmesini saglayan ¢aligilmalar yapmiglar ( Van der Lubben et al., 2001).
Daha yakin zamanlarda, Feng ve arkadaglann (2015), Kkitosan/TPP
nanoparcaciklarinin mukozaya yapisabilmesinin, mukozal bir yiizey lizerinde
doksorubisin (DOX) gibi ilaglarin yiiklenmesine yardimci oldugunu géstermistir
(Feng et al., 2015). DNA plazmidleri ile yiiklii kitosan mikropargaciklarin
farelerde koruyucu bagisiklik tepkileri olusturdugu bildirilmistir (Roy et al.,
1999; Kumar et al, 2002). Kitosan nanopargaciklar1 ilag¢ tasiyict sistem olarak
sentezlenmistir (Janes et al., 2001; De Campos et al., 2001; Xu et al., 2003).
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Insiilin yiiklii kitosan nanopargaciklarin insiilinin bagirsak emilimini arttirarak
farmakolojik biyoyararlanimini arttirabildigi gorilmiistir (Pan et al., 2002).
Kitosan nanoparcaciklar1 hiicrelerde gen transfer verimliligini artirmak igin bir
gen tasiyict sistem olarak da kullanilmistir (Mao et al, 2001; Kim et al, 2004).
Kitosan mikrokiireleri, mide ilac1 dagitimi i¢in kullanilmistir ve mide boslugunda
amoksisilin ve metronidazol gibi aktif antimikrobiyal maddelerin kontrollii salim1

ile ilgili ¢alismalar mevcuttur (Portero at al., 2002).

Biyoteknoloji alaninda hiicre immobilizasyonu, enzim immobilizasyonu,

protein ayrilmasi ¢aligmalar1 yapilmistir.

Gida endiistrisinde, antibakteriyal, antimikrobiyal, antifungal, antioksidan,
film olusturma, su baglama kapasitesi, yag baglama kapasitesi gibi aranan
ozellikleriyle kitosan genis yer almaktadir. Iceceklerin durultulmasi, besin
korumasi, besleyici ilag, boyar maddenin uzaklastirilmasi uygulamalar
yapilmaktadir. Gida kaplama uygulamalarinda kitosan film olusturarak hiicre dis1
solunumu yavaslatarak ve besinlerin raf dmrii uzatilmaktadir. Yag tutma kapasitesi
ile anti kolestrol 0zelligi, karacigerden ve kandan yaglar1 kolestrolii
uzaklagtirmakta ayni zamanda kilo kontrol amaghi diyet ilaci olarak

kullanilmaktadir (Muzarelli, 1996).

Metal iyonlarmnin uzaklastirilmasi, protein, boya, aminoasit, organik
bilesikler tutulmasi ile atik su iyilestirme alaninda kullanilmaktadir (Gokee,

2008).

Kitosanin yapisinda bulunan amino ve karboksilik gruplari, niikleer
atiklardan uranyumu adsorplayarak radyoaktif atiklar uzaklastirilmakta ve boylece

zararh etkilerin azaltilmasi ve ¢evrenin korunmasi saglanmaktadir (Isik, 2017).

2.4 Nanoparcaciklar

Capt 10-1000 nm arasinda degisen pargaciklar nanopargacik olarak
adlandirilmaktadir. Nanopargaciklar, bircok ilaci kiigiik boyutlar1 ve gdzenekli

yapilar1 nedeniyle adsorbe edebilmektedir (Garg et al., 2011).



13

Farmakodinamik ve farmakokinetik ozelliklerini degistirerek kiicliik ve
bliyik molekiillerin  taginmasi i¢in  hedefli dagitim sistemi olarak
kullanilmaktadirlar. Nanopargaciklar, ilag tasinimi, doku hedefleme, kanser
tedavisi, teshis ve goriintileme ajan1 amaci gibi cesitli faydali amaglar icin
arastirilmis ve formiile edilmistir. Terapotik etkiye sahip olan ve yan etkiyi azaltan
farkli polimerlerden hazirlanmistir (Garg et al., 2011). Hidrofobik ilaglarin
¢Ozilinlirligliniin arttirllmasi, ilacin timor bolgesinde artan konsantrasyonda
tasinimini ve immiinojenisitenin azaltilmasi gibi c¢esitli avantajlar sergiledigi

bilinmektedir.

Birgok arastirmaci, mevcut nanoparcacik sentez yontemlerinin en biiyiik
dezavantajinin, toksisiteyi arttiran kimyasal indirgeme ve dengeleyici ajanlar
kullanim1 olduguna deginmektedirler (Huang and Yang, 2004). Bu dezavantaj
cevre dostu kitosan kullanimi ile asilmaktadir. Kitosan, kimyasal indirgeme
yontemlerinden tercih edilen “Yesil Sentez” prensipleri icerisinde olup diger sert
kimyasallarin indirgeyici ve stabilize edici ajanlarin kullanilmast 6nlenmis olur.
(Huang and Yang, 2004). Kitosanin biyopolimer yapist ve biyouyumlulugu

nanoteknoloji alaninda ¢ok dikkat ¢ekmistir.

2.5 Kitosan Nanoparcaciklar:

Arastirmacilar, dogada bol miktarda bulunan dogal polimer kitosanin sahip
oldugu istiin ozelliklerinden en verimli sekilde yararlanabilmek igin boyut
kiiciiltme  calismalarina  yonelmislerdir.  Kitosan parcaciklarinin  boyutu
kiiciildiikge sahip oldugu antibakteriyel etki, adsorpsiyon kapasitesi, ila¢ salim

kapasitesi, antitliimor etkisi, biyodagilim gibi 6zeliklerinde artis gdzlemlenmistir.

Hu ve arkadaslan tarafindan 2006 yilinda yapilan caligmalarinda, 10-100
nm araliginda kitosan nanoparcaciklart (CSNP) sentezlemisler ve bu
nanoparcaciklari, adsorplayict1 olarak kullanmiglardir. Nanopargaciklardaki
adsorplama kapasitesinin, mikroboyutlu kitosana goére olduk¢a fazla oldugunu

vurgulamislardir (Hu e al., 2006).
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Kitosan nanoparcaciklar, makro 6lgekli kitosana kiyasla daha yiiksek yiizey

alan1 nedeniyle iistiin antibakteriyel aktivite sergilemektedir (Neves et al., 2014).

Qi ve arkadaglari, CSNP’nin antibakteriyel o6zeliklerini incelemislerdir.
Yaptiklar1 ¢alisma CSNP’1n ve bakir yiikliit CSNP’1n, ¢esitli mikroorganizmalarin
gelisimini belirgin bir sekilde inhibe edebildigini ve kitosanin kendisinden veya
doksisiklin'den = daha  yiiksek  antibakteriyel aktivite  gdsterebildigini
gostermektedir. Kitosan nanopargaciklariin yiiksek antibakteriyel aktiviteleri ve
kabul edilebilir biyolojik uyumluluklar1 ile tipta antimikrobiyal ajanlar olarak
genis Olciide uygulanabilecegini bildirmislerdir (Qi et al., 2004).

Jamil ve arkadaslari, 2016 yilinda yaptiklar1 ¢alismalarinda Escherichia
coli'ye kars1 sefazolin yiikli CSNP'lerin yiliksek antimikrobiyal potansiyel
gosterdigini tespit etmislerdir. Kitosanin yiiksek antimikrobiyal aktivitesi ve
biyouyumlulugu nedeniyle Gram-negatif patojenlerin neden oldugu direncli
bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisi i¢in mikroorganizmalari hedef alabilen

potansiyel bir tastyici sistem olabilecegini dogrulanmistir ( Jamil et al., 2016).

2.5.1 Kitosan nanoparcacik hazirlama yontemleri

CSNP sentezi, iyonik jelasyon, ters misel yontemi, sprey kurutma yontemi,
emiilsiyon c¢apraz-baglama yontemi, coktiirme/toplanma yontemi, emdiilsiyon

damlacik birlesme yontemi gibi farkli yontemler ile gerceklestirilmektedir.

2.5.1.1 iyonik jelasyon yontemi

Birgok arastirmaci, tripolifosfatin (TPP) jellestirici ajan olarak kullanildig:
boyut ayarlanabilen CSNP'lar yapmak ic¢in iyonik jelasyon yontemini
kullanmiglardir. Bu yontem kimyasallarin toksik etkileri ve diger istenmeyen
etkilerinden kacinmak i¢in kimyasal capraz-baglayicilar yerine, kitosan ile
elektrostatik etkilesimler ile fiziksel baglanan ¢apraz-baglayicilarin genelliklede
TPP’nin kullanildigi uygulamas: kolay bir yontemdir. Deneysel olarak, bu
yontemde CSNP'lar asidik bir kitosan ¢ozeltisi ile bir bazik TPP ¢ozeltisi ilave

edilerek sentezlenir. Cozeltilerin  karistirilmasindan sonra, CSNP'lar, TPP
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fosfatlar1 ve CS amino gruplari arasinda olusturulan inter ve intra molekiiler

baglar yoluyla hemen olusur (Gokge, 2008).

2.5.2 Kitosanin nanoparc¢aciklarin antibakteriyal aktivitesi

Hastaliklarin tedavisinde antibiyotik kullaniminda belirgin bir artis olmus ve
antibiyotige direncli bakterilerin artmasina neden olmustur. Bu nedenle, metisiline
direngli Staphylococcus aureus (MRSA) gibi antibiyotiklere direng gelismesinden

kaginan, antibakteriyel etki gosteren sistemler, yiliksek talep gormektedir.

Kitosanin en Onemli oOzelliklerinden biri, polikatyonik dogasina ve
antibakteriyel davraniglarina dayanmaktadir. Kitosanin, biyopolimer olmas1 diger
antibakteriyel ajanlara kiyasla oldukc¢a cazip hale getirir (Marpu et al,2018).
Kitosan, ¢ok cesitli bakterilerin biiylimesini inhibe eder (Fei et al, 2001). Diger
dezenfektanlarla karsilastirildiginda, kitosan, daha genis araliktaki bakteri ¢esidini
oldiirme, daha yiiksek Oliim oranlari ve memeli hiicrelerine karsi daha diisiik

toksisite gibi bir¢ok avantaj sergiler (Fei et al, 2001).

Kitosanin antibakteriyel aktivitesi i¢in Onerilen birka¢ mekanizma vardir.
Bunlardan ilki bakterilerin hiicre yiizeyindeki (Sudarshan et al, 1992; Fei et al,
2001) makromolekiillerin negatif yiiklii kalintilarina miidahale eden kitosanin
polikatyonik dogasini igerir. Diger mekanizma ise kitosan ile DNA'nin baglanarak
mRNA sentezini inhibe etmesidir (Sudarshan et al, 1992). Pek ¢ok arastirmaci,
molar kiitlesi, pozitif yiikk yogunlugu, hidrofiliklik/hidrofobiklik, iyonik giig,
zaman ve sicaklik gibi diger faktorlerin de kitosanin antibakteriyel aktivitesini

etkiledigine karar vermistir (Kong et al, 2010).

Cogu bakteriyel ajan, antibakteriyel davranisi sergilemek i¢in suya ihtiyag
duydugundan hidrofilik o6zellige sahip olmas1 antibakteriyel aktivitenin
belirlenmesinde oneme sahiptir. Kitosanin suda zayif ¢oziiniirliigii kullanilmasini
kisitlayabilir. Bu nedenle, kitosan1 kimyasal olarak suda daha fazla ¢oziiniir hale
getirmek icin yapilan ¢aligmalar, antibakteriyel ajan olarak kullanimim
genigletmektedir. Kitosanin antibakteriyel davranisinin da pH ve iyonik giicten

etkilendigi bulunmustur (Kong et al, 2010).
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Antibakteriyel aktivite kitosan, kitosan tipini, kitosan polimerizasyonunun
derecesini ve diger fizikokimyasal ozelliklerinin bazilarin1 iceren bir dizi
faktorden etkilenir (Qi, 2004). Kitosanin antibakteriyel aktivitesi de molekiiler
agirligina ve ¢ozeltisine baghdir (Jia et al., 2001). Bununla birlikte daha diisiik pH
degerlerinde daha yiiksek antibakteriyel aktivite gostermektedir (No et al., 2002).

Kitosan c¢ozeltileri, genellikle polimerin katyonikligine atfedilen,
bakterisidal ve bakteriyostatik Ozellikler sergilerler. Pozitif yiiklii polimerik
zincirler, membran duvar gecirgenligindeki degisiklikleri indiikleyerek bakteri
yiizeyine yapisarak mikroorganizmalarin biiylimesine engel olurlar (Goy et al.,
2009). Nanoparcaciklarin kiigiik boyutlar1 kitosan nanopargaciklarin daha iistiin
aktiviteler gostermesini saglayabilir. Son zamanlarda, sayisiz arastirmacinin
dikkati antibakteriyel Ozelliklere sahip kitosan nanopargaciklar sentezlemek
yoniinde artmistir ve bu 0Ozelliklerin, nanopargaciklar kullanildiginda korunup

korunmadigini dogrulamak i¢in ¢esitli calismalar yapmislardir.

Wazed ve arkadaslari, 2010 yilinda yaptiklart calismada S. aureus
bakterisine kars1 iyonik jelasyon yontemiyle kitosan nanopargaciklari hazirlayarak
antimikrobiyal aktivitesinin, kitosanin antimikrobiyal aktivitesinden c¢ok daha
yilksek oldugunu gostermislerdir. Wazed ve arkadaslari nanopargacik
biiyiikliigiiniin antimikrobiyal aktivite lizerindeki etkisini incelemisler ve en kiigiik
nanoparcaciklarin (yaklagtk 100 nm) pH 5.5-6.0 degerlerinde maksimuma
ciktiginmi gostermislerdir (Wazed et al., 2010).

2.6 Enfeksiyon Tespitinde Niikleer Goriintiileme Yontemleri ve

Kullanilan Radyofarmosotikler

Antibiyotiklerin ~ gelistirdikleri ~ direng ~ mekanizmalar1 ~ sebebiyle
antibakteriyel caligmalar daha fazla ivme kazanmistir. Mikroorganizmalarin
kazandiklar1 diren¢ sebebiyle arastiricilar bakteriyel enfeksiyonlarin teshis ve
tedavisi icin daha etkili yeni bilesiklerin tasarlanmasi ve sentezlenmesi

caligmalarina yonelmektedir.



17

Niikleer goriintiileme yontemleri ile viicutta enfeksiyonun yerinin tespiti ve
enfeksiyonun enflamasyondan ayirt edilebilmesi miimkiindiir. Niikleer tip
alanindaki aragtirma alanlarindan biri, insanlarda enfeksiyon ve inflamasyonun
goriintiilenmesi i¢in yeni radyofarmasoétiklerin gelistirilmesidir (Yurt Lambrecth,

2010).

Niikleer tipta teshis ve tedavi amaciyla kullanilan yapisinda radyoaktif bir
izotop ve biyoaktif molekiil (farmasdtik) igeren kimyasal maddelere
radyofarmasotik denir. Niikleer tipda 100’e yakin radyofarmasétik bulunmaktadir.
Radyofarmasotiklerin % 95’1 teshis amaghi kullanilirken % 5’1 tedavi igin
kullanilmaktadir. Hastaya verilen radyofarmasétiklerin radyoizotop (radyoniiklid)
kismi1 yayinladigi radyasyon ile viicut disindan izlenebilmesini veya viicut i¢inde
bulundugu dokuyu tedavi edilmesini, biyoaktif molekiil kismi ise bilesigin
hedeflenen organ ya da dokuya giderek tutulumunu saglamaktadir (Yurt
Lambrecth, 2010).

Radyofarmasotikler kullanilarak yapilan niikleer tip calismalari, pek ¢ok
klinik vakalarin aydimnlatilmasinda 6nemli role sahiptir (Giindogdu, 2018). Bu
nedenle niikleer goriintileme yoOntemlerinin  avantajlarint  daha fazla
uygulayabilmek i¢in yeni radyofarmasotiklerin gelistirilmesine  yonelik

arastirmalar onem kazanmaktadir.

Teshis amagli kullanilan radyoniiklidler, pozitron veya gama fotonu
yayinlar. Antibiyotikler, kanser ilaclari, antikorlar, lokositler, antimikrobiyal
peptidler ve kemotaktik peptidler (68Ga, BN ”C, 5 O, 67Ga, 9ome 111In, 18F, 13 lI,
121 2011 gibi) farkli radyoniiklidlerle isaretlenerek yeni radyofarmosotiklerin
goriintilleme potansiyelleri ile ilgili aragtirmalar yapilmistir. Uygun ozelliklere
sahip olmasi nedeniyle *’™Tc teshis amagh kullanilan baslica radyoniiklidlerden

biridir (Alberto et al., 1999; Yurt Lambrecth, 2010).

Enfeksiyonun viicudun hangi kisminda lokalize oldugunu ayirt edebilmek
hayat kurtarict 6neme sahiptir. Aynm1 zamanda hastalifin erken asamasinda,
enfeksiyonun tanimlanmasi iyi bir sonu¢ i¢in Onemlidir. Radyoisaretli

antibiyotikler belirli bir bakteriyel bilesene hizli bir sekilde baglanabilen,
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enfeksiyon lezyonlarin saptanmasi i¢in gelecek vaat eden bir tani
radyofarmasotigi olarak ortaya c¢ikmaktadirlar (Singh et al., 2005 ; Yurt
Lambrecth, 2010). Enfeksiyon goriintiilemesinde de **™Tc isaretli antibiyotikler

yeni radyofarmasoétiklerin gelistirilmesinde 6nemli bir yere sahiptir.
2.7 Teknesyumun Kimyasi

Teknesyum, 1937 yilinda Italyan bilim adamlar1 Carlo Perrier ve Emilio
Segre tarafindan Molibdenin siklotron molibdenin doteryum ile 1smlanmasi
sonucu elde edilmistir. **Mo bir nétron yakalayarak *’Mo’a déniisiir. *’Mo, beta
(B) ve gama (y) 1simasi bozunumunu yaparak, Teknesyum-99m (99mTc)’e
doniisiir.. Teknesyum, glimiis-gri renkte olan yapay bir elementtir. Teknesyum
elementi 43 atom numarasiyla periyodik cetvelde VII B grubunda yerini
almaktadir. Teknesyumun -1’den +7’ye kadar 8 yiikseltgenme basamagi
bulunmaktadir. Tc +7 ve +4 degerligi en stabil hali olup, diisiik oksidasyon
durumlan -1, +1, +2 ve +3 degerleride normalde stabildir. Teknesyumun genel
olarak perteknetat (**"TcO4) seklinde bulunan yapisinda +7 degerliklidir
(Campbell et al., 1959 ; Abram and Alberto, 2006). +7 yiikseltgenme basamaginda
ligandlarla kompleks olusturamayan sodyum perteknetatin daha diisiik oksidasyon
diizeylerine indirgenmesi gerekmektedir. Bunun icin kalay kloriir, kalay sitrat,
kalay tartarat, konsantre HCI, sodyum borhidrit, ditionit, demir siilfat gibi indirgen
ajanlar kullamlir (Maina et al., 1994). Indirgen ajan olarak en gok kalay kloriir
kullanilmaktadir. *™TcO,“in kalay kloriir ile asidik ortamda indirgenmesi

asagidaki reaksiyonda gosterilmektedir.

3sSn*2 e ——> 3Sn™

2TcO, + 16H" + 66 —> 2Tc™ + 8 H,0

3Sn "2+ 2TcO, + 16H> 3Sn™*+ 2T¢c**+ 8H,0

#mTe, sodyum perteknetat

“Mo’in beta (B) bozunma {irlinii olan
(Na”™TcO,) formunda *’Mo/*™Tc jeneratériinden steril ve apirojen olarak

kolaylikla sagilmaktadir. Sahip oldugu 6,02 saatlik kisa yar1 6mrii ve 140 keV’lik
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uygun gama enerjisiyle sintigrafik goriintiilemeler i¢in uygun reziilasyona sahiptir.
Bu ozelliklerinden dolayr klinik ¢alismalarda en ¢ok tercih edilen radyoniiklid
olmustur (Abram and Alberto, 2006).
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2.7.1 Radyofarmasétiklerin Kalite Kontrolu
2.7.1.1 Ince tabaka radyokromatografisi (TLRC)
Radyofarmasétiklerin ~ radyokimyasal  safligimi,  radyofarmasétigin

uygulanmasindan sonra biyolojik davraniglarini saptayabilmek ve bununla beraber
arastirmanin basarist ve hastaya verilen doz a¢isindan oldukca dnemlidir. TLRC,
radyofarmasdtiklerin radyokimyasal safligin saptanmasi i¢in ¢ok kullanilan bir

kalite kontrol yontemidir.

Kromatografi, bir karisimda analiz edilecek bilesenlerin birbirinden ayirmak
veya saflastirilmak i¢in biri sabit (durgun) digeri hareketli (mobil) faz kullanilan
bir yontemdir (Dekker and Jonsson, 1987). Burada ¢ozgen hareketli, absorban ise
sabit fazdir. TLRC i¢in destek maddesi aliiminyum, plastik, cam, absorban
maddesi de seliiloz, silika jel ve aliiminyum oksitler olabilen tabakalar kullanilir.

Hareketli faz olarak asetik asit, su, metanol, aseton, dietil eter, kloroform, metilen
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kloriir, hekzan, nbiitanol, asetonitril, izopropil alkol gibi organik c¢dzgenler
kullanilir. Bu tabakaya alttan 1 cm den noktaya 6rnek damlatilir. Bu serit i¢inde
uygun bir ¢dzgen bulunan tank icerisine batirilir. Burada tabaka, sabit faz ve
plakanin daldirildig: tabakay1 kilcal hareketle yukar1 dogru hareket ettiren ¢oziicii
hareketli fazdir. Cozgen, ¢oziinebilen radyofarmasétiklerin absorban boyunca
ilerlemesini saglarken, sabit fazin elektrostatik ¢ekim kuvvetleri ise c¢esitli
radyokimyasal oOzelliklerin ilerlemesini geciktirir. Radyokimyasallar farkli
coziinebilirlige sahip olmasindan dolayr hareketli fazda farkli hizlarda ilerlerler.
Boylece saf radyofarmasotik ve radyokimyasal safsizliklar ayrilmis olur. Tanktaki
¢oziiclinlin tabakanin yaklasitk % 90 kadar ilerlemesinden sonra ¢ikarilir.
(Cozgenden, ¢ikarilan tabakalar oda sicakliginda kurutularak gazli dedektorde veya
TLRC scanner da sayilir (Jork, et al., 1990).

TLRC tabakalar {izerine uygulanan her bir bilesenin taginim mesafesi Ry
(relative front) degeriyle ifade edilir. Ry degeri, radyokimyasal bilesenin ilerledigi
uzakligin ¢oziiciiniin ilerledigi uzakliga oran1 ile bulunur. R¢ degeri
radyofarmasdtigin radyokimyasal safliginin hesaplanmasi agisindan onemlidir. R
degeri hareketli fazlara bagli ve her madde i¢in sabit olan ayirt edici bir 6zelliktir.

radyokimyasal bilesenin uygulama noktasina olan uzakligi

Rf:

¢oziicliniin orjinden ilerledigi uzakhik

Gozelti yiizeyi
(Deneme sonu)

. B Goziiciinin
aldig yol
Maddenin

aldigr yol

AN ANAAANNAAANY
INRRAIRANNIERINRIRINIRIRRRNPRIRPRRNNR

Sekil 2.4 TLRC seridi ve Rydegerinin hesaplanmasi.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Kullanilan Kimyasallar ve Cihazlar

3.1.1 Kullanilan kimyasallar

e Kitosan (Sigma)

e Sefpodoksim Proksetil (Deva)

e Tri poli fosfat (Sigma)

e Asetik Asit (Merck)

e Asecton (Sigma)

e Sodyum perteknetat (Na’”™TcO4) ( Eczacibasi Monrol)
e Kalay kloriir (SnCl,) (Merck)

e ITLC-SG Silika kapl aliiminyum seritler ( Merck-10554)
e Piridin (Merck)

e Amonyak (Merck)

e Sodyum Hidroksit (Sigma)

e Fosfat Tampon Cozeltisi PBS (Amresco)

e Staphylococcus aureus ATCC 29213

e FEscherichia coli ATCC 25922

e Milipore filtre (0.45 um)
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3.1.2 Kullanilan Cihazlar

e Manyetik Karistiricili Isitict (Yellow Line, E.U. Niikleer Bilimler
Enstitiisii, Niikleer Uygulamalar Anabilim Dalr)

e Homojinazatér (Bandelin HD 2070 model, E.U. Niikleer Bilimler
Enstitiisii, Niikleer Uygulalar Anabilim Dalr)

e TLC kiivetler (Sigma, Ege Universitesi Niikleer Bilimler Enstitiisii,

Niikleer Uygulamalar Anabilim Dal1)

e TLC Scanner (Bioscan AR-2000, Ege Universitesi Niikleer Bilimler
Enstitiisti, Niikleer Uygulamalar Anabilim Dalr)

e RAD-501 Cd(Te) tek kanalli gama sayimm sistemi (Ege Universitesi,
Niikleer Bilimler Enstitiisii, Niikleer Uygulamalar Anabilim Dal1)

e Doz Kalibratérii (Atomlab TM 100 Plus, Ege Universitesi, Niikleer
Bilimler Enstitiisii, Niikleer Uygulamalar Anabilim Dal1)

e Su banyosu (Memmert, Ege Universitesi, Niikleer Bilimler Enstitiisii,

Niikleer Uygulamalar Anabilim Dal1)

e Santrifiij Cihaz1 (Niive, Ege Universitesi Niikleer Bilimler Enstitiisii,
Niikleer Uygulalar Anabilim Dal1)

e Sirmga Pompasi (Pikolab, Ege Universitesi Niikleer Bilimler Enstitiisii,

Niikleer Uygulamalar Anabilim Dal1)

e Zeta potansiyel Ol¢limleri ve pargacik boyutu analiz cithazi (MALVERN
ZETASIZER NANO ZS MODEL DLS) (Ege Universitesi Niikleer
Bilimler Enstitiisii, Niikleer Uygulamalar Anabilim Dal1)

e Fourier Transform Infrared (FT-IR) (Perkin-Elmer Spectrum 100 FT-IR,
Ege Universitesi, Niikleer Bilimler Enstitiisii, Niikleer Teknoloji
Anabilim Dal1)
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e Liyofilizator Cihazi (Ege Universitesi Niikleer Bilimler Enstitiisii,

Niikleer Uygulamalar Anabilim Dal1)

e Taramali elektron mikroskobu (Scanning Electron Mikroscopy, SEM)
(Zeiss Supra 55, Mersin Universitesi Ileri Teknolojiler Arastirma ve

Uygulama Merkezi)

e UV Vis Spektrofotometre (Shimadzu, Ege Universitesi, Niikleer
Bilimler Enstitiisii, Niikleer Teknoloji Anabilim Dalr)

3.2 Antibiyotik Stok Cozeltisinin Hazirlanmasi

10 mg Sefpodoksim Proksetil, % 3’liikk asetik asit ¢ozeltisi icerisinde
coziilerek 10 ml stok ¢ozelti hazirlandi. Sefpodoksim Proksetil ¢ozlintirligi diisiik
bir antibiyotik olmas1 sebebiyle antibiyotigin tamaminin ¢oziinmesi i¢in 30 dakika

ultrasonik banyoda soniklendi.

3.3 Nanoparcaciklarin Sentezi

3.3.1 Kitosan (CS) nanoparcaciklarin sentezi

Calvo et al. (1997) tarafindan ilk kez iyonik jelasyon yontemi ile kitosan
nanoparcaciklart sentezlenmistir. CS nanopargaciklari, Jamil et al., (2016), Du et
al. (2009), Riberio et al. (2014) arastirmacilarin kullandiklar1 iyonik jelasyon
yontemi ile sentezlenmistir. Calismamizda CS nanoparcaciklarinin sentezi igin
iyonik jelasyon yontemi kullanilmistir (Jamil et al., 2016). % 1’lik asetik asit
cozeltisi icinde 20 mg kitosan, manyetik karistiricida oda sicakliginda 30 dakika
kanigtirilarak % 0.3 (w/v)’likk kitosan ¢ozeltisi hazirlanmistir. 1 N amonyum
hidroksit (NH4OH) ile pH 4.6-4.8'e ayarlanmistir. Daha sonra 0.55 mg/ml
hazirlanan 8 ml tripolifosfat (TPP) ¢ozeltisi, 480 rpm'de manyetik karistirma
altinda, kitosan ¢ozeltisine 20 dakikada siringa pompasiyla yavas yavasg
damlatilarak eklenmistir. Cozelti, olusan agretasyonlar1 dnlemek i¢in 5 dakika
boyunca ultrosonik banyado soniklenmistir. Daha sonra bu c¢ozelti 30 dakika
10.000 rpm'de santrifiijlenmistir. Pellet olarak olusan nanoparcaciklar, ultra
damitilmis su ile yikanarak (2-3 kez 30 dakika 10.000 rpm’de santrifiijlenerek) iist

faz ayrilmistir (n=7). Liyofilizatorde kurutulmustur.
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3.3.2 Sefpodoksim Proksetil yiiklii kitosan (CP-CS)

nanoparcaciklarin hazirlanmasi

Sefpodoksim Proksetil (1 mg/ml) % 3’liikk asetik asit i¢erisinde hazirlanan
antibiyotik stok c¢ozeltisi 30 dakika boyunca ultrasonik su banyosunda
soniklenmistir. Sefpodoksim Proksetil yiiklii kitosan (CP-CS) nanopargaciklari
hazirlamak i¢in Sefpodoksim Proksetil stok c¢ozeltisinden 20 mg antibiyotik
kitosan soliisyonuna eklenmistir. pH, 1IN amonyum hidroksit (NH4OH) ile 4.6-
4.8'e ayarlanmistir. Daha sonra tripolifosfat (TPP) c¢ozeltisi, CP-CS
nanoparcaciklarint  hazirlamak i¢in kullanilan ydntemdeki gibi manyetik
karistiricida karistirarak 20 dakikada siringa pompasiyla damlatilmistir (Ribeiro et
al. 2014; Jamil et al., 2016). 30 dakika 10.000 rpm'de santrifiijlendi. Pellet olarak
olusan CP-CS nanoparc¢aciklari ultra damitilmis su ile (2-3 kez 30 dakika 10.000
rpm’de santrifiijlenerek) yikanmustir. Ust faz, ilag yiikleme verimi calismalar
yapilmak {izere ayrilmis ve dolapda saklanmistir. Elde edilen nanoparcaciklar ise

karakterizasyon islemi yapilmak i¢in liyofilizatérde kurutulmustur.

1+— Sodyum tripolifosfat

Kitosan Cozeltisi CP-CS TPP-CP-CS Santrifdj CPCS - Nanopargaciklan
(Cs)

. |
N~ | |
HN (s/J 00}7,‘

2
Sefpodoksim Proksetil O~ "OM TPP

a
CH,OH CH,OH CH,OH \\' \-’
0, -0 O OH 3
ﬁon >‘ 0. OH 0. OH e CP-CS » CP yUkIG kitosan
NH,
n

nanopargacikian
OH iyonik Jelasyon

NH, NH,

cs

Sekil 3.1 Sefpodoksim Proksetil yiiklii kitosan nanoparcaciklarinin sentez asamalarinin sematik

gosterimi
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3.4 Nanoparcaciklarin Karakterizasyonu

Iyonik  jellesme  yontemi ile sentezlenen  nanoparcaciklarin
karakterizasyonlar1; yapisal, biiyiiklik ve morfolojik olarak yapilmistir.
Nanoparc¢aciklar, Dinamik Isik Sacilimi (DLS), Zeta Potansiyeli ol¢iimi (ZP),
Fourier Doniistimlii Infrared Spektroskopisi (FT-IR) ve Taramali Elektron

Mikroskobu (SEM) analizleri ile karakterizasyonlar1 gerceklestirilmistir.
3.4.1 DLS ve zeta potansiyeli analizi

DLS analizleri, nanopargaciklarin agregasyonunu Onlemek amaciyla
hazirlanan ~ Ornekler =~ dondurularak  kurutulmadan  Once analizleri
gerceklestirilmistir. Pellet seklinde olan nanoparcaciklar saf su ile ¢oziilmiistiir.
Parcaciklarda olabilecek agregasyonlar1 dagitmak i¢in homojenizatorde
maksimum giiciin % 50’si kullanilarak 5 dakika boyunca homojenize edilmistir. 2
ml 6rnek 0.45 pm enjektor filtresinden gegirilerek dl¢tim yapilacak kapiler zeta
hiicre kiivet igerisine doldurulmus pargacik boyutu ve zeta potansiyeli dlgiimii 3
tekrarlt olarak yapilmistir. Elde edilen sonuglar Boliim 4.1.1°de detayli olarak

verilmigtir.
3.4.2 FT-IR analizi

Sentezlenen kitosan nanopargaciklari, Sefpodoksim Proksetil yiiklii kitosan
nanoparcaciklari, saf Sefpodoksim Proksetil ve kitosanin, FT-IR analizi, oda
sicakliginda ve 350-6000 cm™ dalga boyunda (Perkin-Elmer Spectrum 100)
Fourier Transform Infrared Spektrometresinde yapilmistir. Antibiyotik ve kitosan

polimer arasindaki baglar FT-IR spektrometresi ile incelenmistir.
3.4.3 SEM analizi

Parcacik boyutu Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) goriintiileri, nano
6l¢ekli drneklerin morfolojik yapisi ve pargacik yapisi hakkinda bilgi vermektedir.

SEM analizi bir Zeiss Supra 55 kullanilarak gerceklestirilmistir.
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3.5 ilacin Kapsiillenme Veriminin ve Yiikleme Kapasitesinin

Hesaplanmasi

Kapsiilleme verimi (% EE) ve sentezlenen CP-CS nanoparcaciklarina
yiiklenebilen ila¢ miktar1 UV-Vis spektrofotometrik analiz ile belirlenmistir.
Sefpodoksim Proksetilin absorbansi 260 nm dalga boyunda 6l¢iilmiistiir (Khan et
al., 2010). 40-200 pg/mL arasinda degisen konsantrasyonlarda Sefpodoksim
Proksetil ¢ozeltileri i¢in hazirlanmis. UV-Vis spektroskopisi ile de absorbanslari
Ol¢iilmiis ve kalibrasyon egrisi elde edilmistir. Santriifiij sonrasi nanopargaciklarin
iistlinde kalan st faz olarak adlandirdigimiz sivi, yiiklenmeyen antibiyotik
miktarmn1  belirlemek amaciyla ayrilmistir.  Antibiyotik  yiiklii  kitosan
nanoparcaciklarina eklenen toplam antibiyotik miktar1 (CPy), yiiklenmemis
antibiyotik miktar1 (CPy) olmak iizere arasindaki farkin belirlenmesiyle
degerlendirilmisti.  Ust fazda CPu'da serbest antibiyotik, 260 nm'de
spektrofotometre ile belirlenmistir. Ust fazdaki antibiyotik konsantrasyonu,
kalibrasyon egrisinden elde edilen lineerlik grafiginden faydalanilarak
hesaplanmistir (n=3). Antibiyotigin kapsiillenme verimi % EE ve yiiklenen

antibiyotik miktar1 asagidaki denklemlerle hesaplanmistir (Ribeiro et al., 2014).

(CPt)kitlesi — (CPu)Kkiitlesi

%)EE =

0 (CPY) kiitlesi

0% id CP Yiikl _ (CPt)kﬁtlesi — (CPu)kﬁt]eSi
( OW) eeme = Kitosanin kiitlesi

3.6 Radyoisaretleme Calismalari
3.6.1 Sefpodoksim Proksetilin radyoisaretlenmesi

Sefpodoksim Proksetil stok ¢ozeltisi oda sicakliginda 30 dakika ultrosonik
banyoda ¢oOziilmek {iizere birakilmig. Coziilmiis Sefpodoksim Proksetil stok
¢ozeltisinin 0,5 ml’si (0,5 mg) ependorfa alinmis ve ¢ozelti hacmi 1ml’ye bidistile
su eklenerek seyreltilmistir. pH degeri 1IN NH4OH c¢ozeltisi eklenerek 8.5'e
ayarlanmistir. Ependorfa 100 pl SnCl,.2H,O (1 mg/ml) indirgeyici madde
eklenmistir. Bundan sonra, bilesige 37 MBq (1 mCi) Na”™TcO, ilave edilerek
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karisim, 35 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe edilmistir (n=5).
Radyoisaretlemenin kalite kontrolii TLRC kromotografisi ile yapilmistir.

3.6.2 Sefpodoksim Proksetil yiiklii nanoparcaciklarin

radyoisaretlenmesi

Sentezlenen +4°C’de saklanan CP-CS nanopar¢aciklar1 bidistile su ile
Img/ml olacak sekilde hazirlanmis 5 dakika siiresince homojenizatorle
homojenize edilmistir. CP-CS nanoparcaciklarinin radyoisaretlemesi Sefpodoksim
Proksetilin (CP) isaretleme prosediiriin aynis1 uygulanarak gerceklestirilmistir

(n=5).

Radyoisaretlenen antibiyotik CP ve antibiyotik yiikli kitosan CP-CS
nanoparcaciginin inkiibasyon siiresi sonunda kalite kontrol ¢aligmalart TLRC

(Ince Tabaka Radyo Kromatografisi) yontemi kullanilarak yapilmustr.
3.7 Kalite Kontrol Calismalari

3.7.1Ince tabaka radyokromatografi yontemi (TLRC)

99m 99m

Tc-CP antibiyotigin ve Tc-CP-CS nanopargaci@in radyoisaretleme
verimi, Ince Tabaka Radyo Kromatografisi (TLRC) yontemi kullanilarak tespit
edilmigtir. Sabit faz olarak (1.5 x 10 cm boyutlarinda; Merck) silika-jel kaph
alimlinyum seritler kullanilmistir. Hareketli faz olarak (1) % 100 aseton ve (2) bir
¢ozelti karisitm PAS [piridin-asetik asit su (3: 5: 1,5)] olmak iizere iki ¢ozelti
sistemi kullanilmustir. 35 dakikalik inkiibasyondan sonra, radyoisaretli **™Tc-CP
ve *™Tc-CP-CS nanopargaciklari, silika-jel kapl seritler {izerinde yiiriitiilmiistiir.
TLRC seritlerine damlatilan ornekler kuruduktan sonra hareketli fazlarin
bulundugu TLRC tanklarma yerlestirilmistir. Tanklar igerisinde bulunan
coOzeltilerin seritler {lizerinde yiirlimesi beklenmistir. Silika seritler hareketli
fazlardan uzaklastirilmis ve kurumasina izin verilmistir. Kuruyan seritlerin {izeri
seffaf bantla kaplanmistir. Her birinin radyokromatogrami Bioscan AR-2000
TLRC tarayici kullanarak taranmistir. Elde edilen kromatogramlar sonucunda
radyoaktif oOrneklerin tasindigi R¢ degerleri bulunmus ve radyoisaretlenme

verimleri saptanmistir.
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3.7.2 In vitro stabilite calismasi

In vitro stabilite ¢alismas1 radyoisaretli bilesigin raf dmriinii belirlemek
amaciyla yapilmustir. Isaretli bilesikten oda sicakhiginda 30. dakika, 1. saat, 2.
saat, 4. saat ve 24. saatte Ornekler alinarak TLRC yontemi ile isaretli bilesigin

verimi belirlenmistir.

PMTe-CP antibiyotigin ve *’™Tc-CP-CS nanoparcacigin radyoisaretleme
prosediirii uygulanmigstir. 500 pl fosfat tamponuna (PBS), 300’er ul isaretli
bilesiklerden eklenmistir. Isaretlemenin hemen ardindan 0. dakikada drneklerden
silika seritlere damlatma yapilmisti. Damlatma yapilan seritler ¢ozelti igeren
tanklara daldirilmistir. Tanktan ¢ikarilan TLRC’ler kurutulduktan sonra Bioscan
AR-2000 ile sayimmi1 yapilmistir. Daha sonraki 30. dakika, 1. saat, 2. saat, 4. saat ve
24. saat inkiibasyon siiresinde de ayni iglemler tekrarlanarak verimleri tespit
edilmistir. Elde edilen kromatogramlar sonucunda radyoaktif drneklerin tasindig
R degerleri ve radyoisaretleme verimleri saptanmisti. Zamana bagh

radyoisaretleme verimi dagilim grafigi cizilmistir.
3.8 8. aureus ve E. coli bakterilerinde in vitro Tutulum Calismasi

In vitro bakteriyel baglanma ¢alismalari, hem radyoaktif isaretli CP hem de

99 P
"Tc igin S. aureus

CP-CS nanoparcaciklart ve kontrol grubu olarak serbest
ATCC 29213, E. coli ATCC 25922 bakteriyel suslar1 kullanilarak
gerceklestirilmistir.  Bakteriler Ege Universitesi Eczacilik Fakiiltesi'nden
alimmustir. Steril PBS (pH 7.4) igerisinde slispanse edilmistir. S. aureus ve E. coli
suslar 1,5x10° CFU ml™" olacak sekilde her bir bakteri susu icin 3 tekrarh yapmak
tizere 54 adet tiipe alinmistir. Radyoaktif isaretli CP, radyoisaretli CP-CS

nanoparcaciklari ile serbest *™

Tc olmak iizere 3 madde i¢in 3 tekrarl olarak S.
aureus ve E. coli i¢in ayr1 ayr1 hazirlanmistir. S. aureus ve E. coli'nin literatiirde
belirtilen MIK degerleri, CP igin 4 (1-8) pg/ml ve 0,6 (0,25-1) pg/ml olarak
belirlenmistir (Wiedemann et al., 1991). Tiip basma 0.37 MBq (10 uCi) igeren
#"Te ve gegerli MIK degerine uygun hesaplanan miktarda antibiyotik S. aureus
ve E. coli tiiplerine eklenmistir (Alexander et al., 2005; Tuncel, 2016). Her bir tiip

Cd (Te) detektorii ile 10 saniye boyunca sayilarak (n=3) ilk sayimlar (Ay),
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radyoaktif isaretli CP, radyo-isaretli CP-CS nanopargaciklari ile serbest *™

Tc igin
almmistir. 1, 2 ve 4 saat 37 °C'de inkiibasyon siirelerinden sonra, tiipler 3000
rpm'de 5 dakika santrifiij edilmistir. Tiplerin {ist fazlar ayrildiktan sonra tiiplerde
bakterilerin oldugu pelletler iki kez 1 ml soguk fosfat tampon ¢6zeltisi (PBS) ile
yikanmistir. Her bir yikamadan sonra PBS ilavesi ile tiipler ilk hacmine
getirilmistir. Aktivite degeri 1. 2. ve 4. saatin sonunda tekrar detektorde sayilmis
ikinci sayimlar (Aj) olarak alinmistir. Birinci sayim Ap ve ikinci sayim Aj

degerlerini kullanarak, bakteri suslarindaki yiizde (%) bakteri tutulum miktar
(A1/Apx 100) bagintisi kullanilarak hesaplanmistir (n=3).
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 DLS, FTIR and SEM ¢ahismalari sonuclari

4.1.1 Parcacik boyutu ve Zeta sonug¢lari

Boliim 3.3.1° de deginilen yontemle sentezlenen kitosan nanoparcaciklarinin

boyut Olglimii Malvern Zatasizer Nano ZS cihazinda Boliim 3.4.1°de anlatilan

DLS teknigi ile yapilmistir. Elde edilen boyut dagilim grafigi Sekil 4.1° de

gosterilmistir.
Size (d.nm): % Intensity: St Dev (d.nm):
Z-Average (d.nm): 2009 Peak 1: 2833 100,0 170,2
Pdl: 0,260 Peak 2: 0,000 0,0 0,000
Intercept: 0,912 Peak 3: 0,000 00 0,000

Result quality : Good

Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)

Size (d.nm)

Sekil 4.1 CS nanopargaciklarin boyut dagilimi

Sentezlenen Sefpodoksim Proksetil yiiklii kitosan nanopargaciklarin boyut
Olciimii de aym cihazla DLS teknigiyle gerceklestirilmis ve CP-CS
nanoparcaciklarin boyut dagilim grafigi ise Sekil 4.2°de verilmistir.
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Size (r.nm): % Intensity: St Dev (.nm):
Z-Average (n.nm): 1192 Peak 1: 1426 100,0 64,62
Pdl: 0,237 Peak 2: 0,000 0,0 0,000
Intercept: 0,933 Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Result quality : Good

Size Distribution by Intensity

12 3 8 6 s > s e s 3 s e s e e mes s e s s s e e s e e s s e e s s s s e e s uesseesmee ./\ AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
5 "
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8 8 .................................................... J oo e
o 3 \\
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Z 3 S T S T S I ST AP 'IIL wibsines ‘\ ............................
R e R S R o S S P S P Priss s \ ...........................
@
E / :
e b R N IR Seeeaeaen l\ ..........................
T :
0
0.1 1 10 100 1000 10000
Size (r.nm)

Record 33: CPcsnpsonics 3]

Sekil 4.2 CP-CS nanoparcaciklarin boyut dagilimi

Elde edilen sonuglara gére, CS nanopargaciklarin boyutu 200,9 nm, PI
degeri 0,260 (Sekil 4.1) ve CP-CS nanopargaciklarinin boyutu 119,2 nm, PI
degeri 0,237 (Sekil 4.2) olarak istenilen boyutlara ve iyi bir dagilima sahip

olduklar1 goriilmektedir.

Kitosan nanopargaciklarla yapilan c¢aligmalarda 10-1000 nm arasinda
degisen boyutlarda nanoparcacik elde edilmistir (Calvo et al., 1997; Hu et al.,
2006). Nanoparcaciklarin boyut dagilimini kalitesini gdsteren polidispersite
indeksi (PI) degeri genellikle 0-1 arasinda degismektedir. PI degerinin sifira yakin
olmasi1 beklenir. PI<0,1 olan nanopargaciklar yiiksek dagilim kalitesini gosterirken

PI<0,5 olan nanopargaciklar ise iyi bir dagilima sahip oldugu kabul edilmektedir.

Kitosan nanopargaciklarin boyut analizi ve zeta analizi ilgili bir¢ok ¢alisma
yapilmistir. Qi et al, CS nanoparcgaciklarin boyutlar1 40 nm, bakir yiikli CS
nanoparcaciklarin 257 nm olarak bulmuslardir (Qi et al., 2004). Ribeiro ve
arkadaslari tarafindan yapilan ¢alismada CS nanopargaciklarin boyutlart 79 nm ve
PI< 0,2 , Amphotericin yiiklii CS nanoparcaciklarin boyutlari ise 136 nm, PI< 0,2
bulmuglardir (Ribeiro et al., 2014).
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Zeta potansiyeli, yani ylizey yiikii, par¢aciklar arasindaki elektrostatik itme
ile siispansiyondaki pargacik stabilitesini biiyiik dlctlide etkiler ve slispansiyonlarin
uzun siireli stabilitesinin bir gostergesidir. Ayni1 zamanda in vivo olarak
nanoparcacik etkilesimini, genellikle negatif yiiklii olan bakteri hiicre membrani
ile de belirlenebilir (Qi et al., 2004). +10 mV ve -10 mV arasinda bir zeta
potansiyeline sahip nanoparcaciklar yaklasik notr olarak kabul edilirken +30
mV'den daha biiyiik ya da -30 mV'den daha diisiik zeta potansiyeline sahip
nanoparcaciklar, sirasiyla kuvvetli katyonik ve kuvvetli anyonik olarak kabul
edilirler (Clogston and Patri, 2011) ve itici kuvvetler daha giiclii hale geldikge
daha az agregasyon olacagindan kararli bir formiilasyonu temsil ederler (Gazori et

al., 2009).

Qi ve arkadaslar1 tarafindan yapilan calismalarda CS nanopargaciklarin
yiizeylerinin yaklagik 51 mV, bakir yiikkli CS nanopargaciklart 96 mV olarak
bulmuslar (Qi et al., 2004). Bir¢ok arstirmaci tarafindan 21-45 mV aralifinda
pozitif zeta potansiyeli bildirilmistir. (De Campos et al., 2001; Miladi et al.,
2015; Zhang et al., 2016). Sonuglara goére, CS nanoparcaciklar (52 mV), ilag
yiikli CP-CS nanoparcaciklar (51.2 mV) +50 mV'den yiiksek pozitif zeta
potansiyeli sergilemektedir (Sekil 4.3. ve Sekil 4.4) Bu sonuglar ilag¢ yiiklii nano

sistemlerin stabilitelerinin uzun olacaginin gostergesidir.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4797315/#B8
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4797315/#B32
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4797315/#B32
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4797315/#B46

33

Mean (mV) Area (%) St Dev (mV)
Zeta Potential (mV): 520 Peak1: 649 100,0 7,21
Zeta Deviation (mV): 66,9 Peak 2: 0,00 0,0 0,00
Conductivity (mS/icm): 0,0417 Peak 3: 0,00 0,0 0,00

Result quality : Cood

Zeta Potential Distribution

Result quality : ¢
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2
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o
0 5 e A R S A R R A D P A T e R e oA R PR O
T :
-100 0 100 200
Apparent Zeta Potential (mV)
[ Record 102: CSNP20MG210218 3|
Sekil 4.3 CS nanopargaciklarin zeta potansiyel dagilimi
Mean (mV) Area (%) St Dev (mV)
Zeta Potential (mV): 512 Peak 1: 129 100,0 474
Zeta Deviation (mV): 148 Peak 2: 0,00 0,0 0,00
Conductivity (mS/icm): 0,137 Peak 3: 0,00 0,0 0,00

Total Courts

120000
100000
80000
60000
40000
20000

0

Zeta Potential Distribution

-100 0 100 200
Apparent Zeta Potential (mV)

Record 57: CPCSNP20 3|

Sekil 4.4 . CP-CS nanopargcaciklarin zeta potansiyel dagilimi
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4.1.2 FT-IR analiz sonug¢lar

Antibiyotik ve kitosan polimer arasindaki baglar FT-IR spektrometresi ile
incelenmistir. Saf Sefpodoksim Proksetil, bos kitosan nanoparcaciklar1 ve
Sefpodoksim Proksetil, yiiklii kitosan nanoparcaciklarin FT-IR spektrumlart Sekil
4.5, Sekil 4.6 ve Sekil 4.7 de gosterilmistir.

Literatiirde saf kitosanda 3419 c¢m™’deki bir bant, NH, ve COOH
grubundan su ayrilmaalarina ait piklere karsiik gelen, 1657 cm™'deki bant,

CONH grubuna ait oldugu bulunmustur (Qi et al., 2004).

Calismamizda Sefpodoksim Proksetil yiiklii kitosan nanopargaciklar: 3419
cm” piki, 3325 cm™’e degisim gostermistir. Saf kitosanda bilinen 1657 cm’
(CONH) bandin yogunluklari, 1635 cm™’e kaymistir. Bu amonyum gruplarinin
tripolifosfat molekiilleri ile ¢apraz baglandiklarini gdostermektedir (Knaul et al.,
1999). Bu nedenle, sodyum polifosfatin polifosforik gruplarinin, kitosan
nanoparcaciklarinda molekiiller aras1 etkilesimi arttirmaya hizmet eden, amonyum
kitosan gruplariyla etkilestigi varsayilmaktadir. Onceki ¢alismalarda bizim
caligmalarimizdakine benzer sonuglar gozlemlenmistir (Knaul et al., 1999; Qi et
al., 2004). Kitosan nanoparcaciklarinin spektrumunda ise pik 3419 cm™'den 3307
cm’ e degismistir. 1657 cm™ (CONH,) pikleri 1635 cm™'e kaymaktadir.

Jamil ve arkadaslarinin 2016 yilindaki c¢alismasinda ise CS
nanopargcaciklariyla, Sefazolin yiiklii kitosan nanopargaciklarinin pikleri 3406 ve
1644 cm™’de ayn1 yerde kitosanla benzer yerlerde ¢ikmustir (Jamil et al., 2016).
Ribeiro ve arkadaslari tarafindan yapilan ¢aligmada Amfoterisin yiikli CSNP
spektrumlarinda, CSNP spektrumlari ile karsilastirildiginda anlamli bir farklilik
gozlemlenmemistir (Ribeiro et al., 2014). Bizim c¢alismamizda da CS
nanoparcaciklari ile CP-CS nanopargaciklari benzer yerlerde ¢ikmistir. Elde edilen

FT-IR sonuglarimiz literatiir ile uyumlu ¢ikmustir.
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Sekil 4.7 CP-CS nanopargaciklarinin FT-IR spektrumu.

4.1.3 SEM sonuclari

Nanoparc¢aciklarin morfolojisi SEM ile incelendi ve sonuglar, tek tek
parcaciklarin diizgiin bir yiizeye sahip tekdiize kiiresel sekle sahip oldugu
homojen dagilim gosterdigi saptandi. SEM goriintiisii kitosan nanoparcaciklari
Sekil 4.8’de 41 nm, Sefpodoksim Proksetil yiiklii kitosan nanopargaciklarinki ise
Sekil 4.9°da 332 nm olarak verilmistir.
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Sekil 4.8 Kitosan nanopargaciklarin SEM goriintiisii
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Sekil 4.9(a) ve (b) Sefpodoksim Proksetil yiiklii kitosan nanopargaciklart SEM goriintiisii.
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Thandapani ve arkadaglar1 tarafindan yapilan bir calismada kurutma
yonteminin kitosan nanopartikiillerinin biiylikliigii tizerindeki etkisini incelenmis
ve sonuglar, kurutma yoOnteminin kitosan nanoparcaciklarinin parcacik
blyiikliglinii  etkileyen  6nemli  bir  parametre  oldugunu  ortaya
koymaktadir. Parcacik boyutlarinin, dondurarak kurutma islemi sirasinda, hava ile
kurutma isleminden ¢ok biiyiik dl¢lide azaldigi sonucuna varilmistir. (Thandapani
et al., 2017) SEM ile elde edilen boyut sonucu DLS sonucundan daha kiigiik
olmast beklenmektedir. Ancak CP-CS nanoparcaciklarin SEM boyutu DLS
sonucundan daha biiylik ¢ikmistir. Bunun nedeni olarak CP-CS nanopargaciklarin
hava ile kurutulmus olmasi CS nanopargaciklari ise liyafilizatérde kurutulmus
olmasi olabilir. Mujtaba ve arkadaslar1 Sefpodoksim proksetilin uzatilmis ilag
salimi i¢in kitosan-alginat boncuklarini ionik jelasyonla gelistirmisler ve 1236 pm
boyutlarinda parcaciklar elde edebilmisler (Mujtaba et al., 2014). Calismamizda
daha kiiciik boyutlu Sefpodoksim Proksetil yiiklii kitosan nanopargaciklari elde
edilmistir. Ayrica CP-CS nanopargaciklari ilag yiiklii oldugu icin elde edilen 332
nm boyutuyla, 41 nm boyutunda bulunan CS nanopargaciklarina gore daha biiytik
cikmaktadir. Qi ve arkadaslari CS nanoparcgaciklarini ortalama 40 nm, bakir yiiklii
CS nanopargaciklar: ortalama 257 nm olarak tespit etmislerdir (Qi et al., 2004).

SEM sonuglarimiz literatiirle uyumlu bulunmustur.

4.2 Kitosan Nanoparcaciklarin Sefpodoksim Proksetil Yiikleme

Kapasitelerinin Belirlenmesi

40-200 pg/mL arasinda degisen farkli konsantrasyonlarda Sefpodoksim
Proksetil 6rnekleri hazirlanmis ve UV-Vis spektroskopisi Sefpodoksim Proksetilin
absorbans degerinde (260 nm dalga boyunda) tespit edilmistir. Bu absorbans
degerleri ile konsantrasyon arasinda cizilen kalibrasyon grafigi Sekil 4.10°da

goriilmektedir. CP'nin kalibrasyon grafiginden lineerite r*= 0,9933 bulunmustur.
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Sekil 4.10 Sefpodoksim Proksetil kalibrasyon egrisi.

Elde edilen kalibrasyon egrisine iliskin dogru denklemi ile kitosan

nanopargaciklarina yiiklenen Sefpodoksim Proksetil miktar1 bulunmustur.

Nanoparcaciklarin ilag kapsiilasyon verimi asagidaki formiil ile bulunmustur.

EE: Kapsiile edilen etken madde yiizdesi

CP: nanoparcaciga yiiklenen ila¢ miktari

CPy siipernetantta kalan ila¢ miktari

(CPt)kitlesi — (CPu)kiitlesi

%)EE =
(%) (CPt) kiitlesi
w ) (CPt)kutlesi — (CPu)Kkiitlesi
(% —) CP Yiikleme = : s
w Kitosanin kiitlesi

Kapsiilasyon verimi, 20 mg/ml CP konsantrasyonu icin % 82 olarak

hesaplandi. 20 mg kitosana 20 mg ila¢ 1:1 (w/w) kitosan/ilag oraninda yiikleme

gerceklestirilmistir.  CP'nin  kitosan iizerine yiliklenmesi, 20 mg/ml'lik CP

konsantrasyonunda 16,38 mg bulunmustur.
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Sobhani ve arkadaglari, Siproflaksin yiiklii kitosan nanoparcaciklari 1:0.5
(w/w) kitosan/ilag oraninda hazirlamislar ve enkapsiilasyon verimliligi % 23
bulmuslardir. Nanopargacik formiilasyonlarmin ortalama ila¢ tuzak veriminin,
polimerdeki ila¢ miktarinin arttirilmasi ile hafif¢e arttigini bulmuslardir (Sobhani
et al., 2017). Benzer bir ¢alismada Jamil ve arkadaslari tarafindan yapilmis ve 200
pug/ml'de % 28; 800 pug/ml'de % 39 ve 2000 pg/ml konsantrasyonunda % 62 olarak
bulmusglardir. EE'in ila¢ konsantrasyonundaki artigla arttigini belirtmislerdir
(Jamil et al., 2016). Diger bir ¢alismada CP yiikli kitosan aljinat tanecikleri
hazirlanmis ve sonuglar, polimer miktarinin, ilag salimini, partikiil biiyiikliglini
(1236 pm- 1526 um) ve kapsiilleme verimliligini (% 72.6- 94.9) etkileyen 6nemli
bir faktér oldugunu ortaya koymuslardir (Mujtaba et al., 2014).

4.3 Kalite Kontrol Sonug¢lari
4.3.1”™Tc-CP ve **™Tc-CP-CS nanoparcaciklarin TLRC sonuclar:

Boliim 3.6.1°de ve 3.6.2°de deginilen radyoisaretleme kosullarinda Aseton
ve PAS banyolar1 kullanilarak gerceklestirilen c¢alismanin ince tabaka

kromotografisi sonuglarina gore elde edilen Ry degerleri Cizelge 4.1°de

verilmigtir.
Cizelge 4.1 Rf degerleri
R¢ degerleri
Banyolar
¥mTe.CcP 9mTc-CP-CS Na®"TcO, ind ®¥™Tc
Aseton 0,03 0,03 1,00 0,08
PAS

[PiridinAsetik | g 0,02 0,80 0,00
asit-Su
(3:5:1.5)]
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Cizelge 4.1°de goriildiigii gibi Aseton banyosunda indirgenmis **™Tc’in R
degeri ile isaretli Sefpodoksim Proksetil ayn1 yerde ¢ikmaktadir. Ayirt edici olarak
PAS banyosu kullanilmistir. Bu banyoda indirgenmis **™Tc basta (Re= 0,00)
cikmaktadir. Radyoisaretli Sefpodoksim Proksetil sonda (R= 0,90) ¢ikmaktadir.
PAS banyosu Sefpodoksim Proksetilin isaretlenmesinin tespitinde ayirt edici
olmustur. Kalite kontrol sonucuna gore **™Tc Sefpodoksim Proksetil % 89+3
verimle isaretlendigi tespit edilmistir (n=5). Radyoisaretli Sefpodoksim Proksetil
yiiklii kitosan nanoparcaciklar ise % 9442 verimle isaretlendigi tespit edilmistir

(n=5).

99mTe-CP, *™Te-CP-CS nanoparcaciklarin ve ind **™Tc icin Aseton ¢dzeltisi
kullanilarak yapilan TLRC kromotogramlar1 Sekil 4.11, 4.12 ve 4.13’de

verilmistir.

e P
20000 | T [ T T O T T I T T (|
15000 L
i ] :
o) s = A -
o 000 g B
5000 7] ~
. ) B
] v LI | L | ¥ | ] I J | B L L | L L I
20 40 &0 &0
Mesafe

Sekil 4.11 ™ T ile isaretli Sefpodoksim Proksetilin Aseton banyosundaki TLRC kromotogrami
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Sekil 4.12 “™Tc ile isaretli Sefpodoksim Proksetil yiiklii kitosan nanopargaciklarm Aseton
banyosundaki TLRC kromotogrami
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Sekil 4.13. indirgenmis *™Tc Aseton banyosundaki TLRC kromotogrami.

99mTe-CP, **™Te-CP-CS nanopargaciklarin, Na’”™TcO, ve ind *™Tc igin PAS
(pridin/asetik asit/su) (3:5:1,5) c¢ozeltisi kullanildiginda elde edilen TLRC
kromotogramlar1 Sekil 4.14, 4.15, 4.16 ve 4.17°de verilmistir.
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Sekil 4.14 *™Tc isaretli Sefpodoksim Proksetil‘in PAS banyosundaki TLRC kromotogrami.
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Sekil 4.15 *™Tc isaretli Sefpodoksim Proksetil yiiklii kitosan nanoparcaciklarin PAS banyosunda
TLRC kromotogrami.
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Sekil 4.16 Na”™TcO4’mn PAS banyosunda TLRC kromotogranu
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Sekil 4.17 indirgenmis *™Tc PAS banyosunda TLRC kromotogrami
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4.4  In vitro Stabilite Sonuclari

¥MTe-CP ve P ™c-CP-CS nanoparcaciklarin  bilesiklerinin  raf mriiniin

saptanmasi i¢in yapilan in vitro stabilite g¢alismasi sonuglar1 Sekil 4.18’de

verilmistir.
In vitro stabilite

120
®
E 100
¢ 80
Q
£
L 60
3 \ —0—99mTc-CP
& 40
o === 99mTc-CP-CS
>
® 20
[a's

0
0. 30. 60. 120. 240. 1440.
inkiibasyon siiresi (dakika)

Sekil 4.18 *™Tc-CP ve *™Tc-CP-CS nanopargaciklarin in vitro stabilitesinin zamana gore degisimi

Radyoisaretli CP’nin 240. dakika boyunca stabil oldugu goriilmistiir.
Radyoisaretli CP-CS nanoparcaciklarin ise stabilitesi artmis goriinmektedir.
Bunun sebebi kitosan nanopargaciklarin kararliliginin  yliksek olmast ve
Sefpodoksim Proksetilin yiiklii kitosan nanoparcaciginda stabil oldugu goriiliir.
Literatiirde farkli polimerik (metilseliloz, sodyum alginat, ve kitosan)
mikroparcaciklar  kullanilarak ~ Sefpodoksim Proksetilin  biyoyararlaniminin
arttirllmas1  ve ¢ozlinme caligsmalart yapmislar ve polimerler saf ilagla
karsilagtirlldiginda  ¢oziinme  hizinda  belirgin =~ bir  artis  oldugunu
gostermektedirler. Sefpodoksim proksetil mikroparcaciklarin ¢éziinme hizinda
goriilen onemli bir gelisme ilag pargaciklarin polimer 1slatma etkisi, degisen
yiizey morfolojisi ve mikroparcacik yapisina atfedilmistir (Khan et al.,
2010). Optimize edilmis mikroparcaciklarin, depolamada miikemmel stabilite
sergiledigi tespit edilmis ve ilacin maksimum ¢oziilmesinin kitosan pargaciklari

ile gerceklestigi bulunmustur (% 96,051+ 3,6) (Khan et al., 2010). Hidrofobik
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ilaclarin nanoparcgaciklarla hedefe tasinimi saglandigi gibi ¢Ozliniirliigliniin

arttirtlmasida ayr1 6nem arz etmektedir.

Deney sonuglar1 degerlendirildiginde radyoisaretli bilesiklerin raf émriiniin

in vivo ¢alisma i¢in yeteri kadar uzun oldugu saptanmaistir.
4.5 In vitro Tutulum Deneyleri Sonuclar:

E. coli’de *™Tc-CP-CS nanopargaciklarmin baglanma verimleri (1. saat %
91,2; 2. saatte % 77,9 ; 4. saatte % 58,3), **Tc-CP'de ise (1. saat % 6,6; 2. saatte
% 8,6; 4. saatte % 10,3), 99mTe baglanma verimleri 1. saat % 0,20; 2. saatte %

0,24; 4. saatte % 0,52 olarak tespit edilmistir. ( Sekil 4.19)

E.Coli
120
100
I
g 8o I
3
2 60 -
R 40
20
0 ,4-_____&- ‘ - -
1.SAAT 2 SAAT 3 SAAT
Zaman
w91 @®9Mrccp w9M7icpcs

Sekil 4.19 *™Tc-CP-CS "™ Te-CP ve Na’”™TcO,’un E. coli bakterisinde tutulumu

Metisiline-direngli Staphylococcus aureus (MRSA) susu in vitro tutulum
calismast sonucglarina gore (Sekil 4.20) S. aureus igin 99mTe-CP-CS
nanoparcaciklarin baglanma verimi 1. saatte % 99,3 iken; 2. saatte % 68,9; 4.
saatte % 76,9, 9MTe-CP'nin baglanma verimi ise 1. saatte % 7,2 1di; 2. saatte %

9,3; 4. saatte % 9,5, mTe baglanma verimleri 1. saat % 7; 2. saatte % 3; 4. saatte

% 5 bulunmustur.
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Sekil 4.20 *™Tc-CP-CS, *™Tc-CP ve Na”*™TcO,4’un S. aureus bakterisinde tutulumu

In  vitro tutulum c¢alismas1 sonuclari  S.aureus'ta *°™Tc-CP-CS
nanoparcaciklarinin tutulum veriminin *’"Tc-CP'den daha yiiksek oldugunu

gostermektedir.

Elde edilen veriler sonucunda *’™Tc-CP-CS nanoparcaciklar, **"Tc-CP'den
daha iyi tutulum gostermistir. Bu kitosanin antibakteriyel etkiye sahip olmasinin
ve ayn1 zamanda nanoparcaciklarin gozenekli yapilar1 ve artan ylizey alanlar
nedeniyle ilact adsorbe edebilme kapasitelerinin artmasinin sonucudur.

Nanoparc¢acigin ilag tasiyici 6zelliginden kaynaklanmaktadir.

Mujtaba ve arkadaglari, Sefpodoksim Proksetil’i, kitosan alginat
boncuklarina  yiliklemigler. Sefpodoksim  Proksetil yiikli  kitosan-aljinat
taneciklerinin antimikrobiyel etkinliginin, artan inkiibasyon siiresi ve artan ilag

konsantrasyonuyla arttigini belirlemislerdir (Mujtaba et al., 2014).

Yapilan ¢aligmalar sonucunda CP-CS nanoparcaciklarin MRSA bakterilerde
umut vaat eden bir antibakteriyel etki gdstermekte oldugu ve isaretli CP-CS
nanoparcaciklarin enfeksiyon goriintiilemede ve teshisinde potansiyel bir niikleer

goriintiileme ajan1 olabilecegi goriilmiistiir.
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5. SONUC VE ONERILER

Yapilan bu tez calismasinda  Sefpodoksim  Proksetil  kitosan
nanoparcaciklarina yiiklenerek radyoisaretlenmesi PmTe le gergeklestirilmis ve
antibakteriyel aktivitesi in vitro olarak incelenmistir. Radyoisaretli Sefpodoksim
Proksetil ve Sefpodoksim Proksetil yiiklii kitosan nanoparcaciklarin kalite kontrol
calismast TLRC yontemi ile yapilmis ve radyoisaretleme veriminin sirasiyla %

89+3 ve % 9442 oldugu saptanmustir.

Kitosan nanoparcaciklarin ve Sefpodoksim Proksetil yiikli kitosan
nanoparcaciklarin  karakterizasyonu boyut ve zeta potansiyeli Olglilerek
nanoparcaciklarin sirastyla 41-200.9 nm; 119.2-332 nm arasinda boyuta ve zeta
potansiyelleri ise yaklasik olarak +52 mV ; +51.2 mV olarak tespit edilmistir. Elde
edilen sonuglar, uygun boyutlara sahip ve zeta potansiyelleriyle uzun vadeli

stabiliteye sahip nanopargaciklar sentezlendigini gostermektedir.

Sefpodoksim Proksetil kitosan nanoparcaciklarina % 82+2 gibi yiiksek
verimle yliklenmistir. 20 mg kitosana 20 mg oraninda ilag ekleyerek calisma

gerceklestirilmisdir ve 16.38 mg ilag yiiklendigi hesaplanmastir.

Yapilan in  vitro  stabilite = sonucunda  radyoisaretli ~ CP-CS
nanoparcaciklarinin daha uzun siire stabil kaldigi goriilmektedir. Enfeksiyon
goriintiileme i¢in radyoisaretli CP-CS nanopargaciklarin yeterli raf dmriine sahip
oldugu tespit edilmistir.

99m.

In vitro tutulum calismalari, ~ "Tc-CP-CS nanopargaciklarinin E. coli’de

baglanma etkinlikleri 1. saatte % 91.2 ile S. aureus i¢in ise en yiiksek tutulum 1

99m

saatte % 99.3 olmustur. Tc-CP nanopargaciklarinin E. coli’de baglanma

etkinlikleri 4. saatte % 10.3 ile S. aureus i¢in ise tutulum 4.saatte % 9.5 oldugu

99m 99m

tespit edilmistir. " Tc-CP-CS nanopargaciklarin, =~ "Tc-CP'den daha iyi tutulum
gostermistir. Isaretli Sefpodoksim Proksetil yiiklii kitosan nanoparcaciklari her iki
bakteride antibakteriyel etki gostermekte ve isaretli Sefpodoksim yiiklii kitosan
nanopargaciklarin  enfeksiyon teshisinde ve goriintiilenmesinde niikleer

gorlintiilleme ajan1 olarak umut vaat etmektedir.
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