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YAYIMLAMA VE FiKRi MULKIYET HAKLARI BEYANI

Enstitli tarafindan onaylanan lisansiistii tezimin/raporumun tamamini veya herhangi
bir kismini, basili (kagit) ve elektronik formatta arsivleme ve asagida verilen
kosullarla kullanima agma iznini Hacettepe Universitesine verdigimi bildiririm. Bu
izinle Universiteye verilen kullanim haklar1 disindaki tiim fikri miilkiyet haklarim
bende kalacak, tezimin tamaminin ya da bir béliimiiniin gelecekteki calismalarda

(makale, kitap, lisans ve patent vb.) kullanim haklar1 bana ait olacaktir.

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

etmeyi taahhiit ederim.

[] Tezimin/Raporumun tamam diinya capinda erisime acilabilir ve bir
kismi veya tamaminin fotokopisi alinabilir.
(Bu secenekle teziniz arama motorlarinda indekslenebilecek, daha sonra
tezinizin erigim statiisiiniin degistirilmesini talep etseniz ve kiitiiphane bu
talebinizi yerine getirse bile, teziniz arama motorlarinin 6nbelleklerinde
kalmaya devam edebilecektir)

X] Tezimin/Raporumun 17/12/2019 tarihine kadar erisime acilmasim ve
fotokopi ahmmasmm (I¢ kapak, Ozet, Icindekiler ve Kaynakc¢a haric)
istemiyorum.

(Bu siirenin sonunda uzatma i¢in basvuruda bulunmadigim takdirde,
tezimin/raporumun tamami her yerden erisime agilabilir, kaynak
gosterilmek sartiyla bir kismi1 veya tamaminin fotokopisi alinabilir)

[ ] Tezimin/Raporumun................. tarihine kadar erisime acilmasim
istemiyorum ancak kaynak gosterilmek sartiyla bir kismi veya

tamaminin fotokopisinin alinmasini onayhyorum.

[ ] Serbest Secenek/Yazarmn Secimi

17 /12/2017
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Bu ¢aligmadaki biitiin bilgi ve belgeleri akademik kurallar ¢ercevesinde elde ettigimi,
gorsel, isitsel ve yazili tiim bilgi ve sonuglar1 bilimsel ahlak kurallarina uygun olarak
sundugumu, kullandigim verilerde herhangi bir tahrifat yapmadigimi, yararlandigim
kaynaklara bilimsel normlara uygun olarak atifta bulundugumu, tezimin kaynak
gosterilen durumlar disinda 6zgiin oldugunu, Prof. Dr. Siieda HEKIMOGLU
damsmanliginda tarafimdan iiretildigini ve Hacettepe Universitesi Saglik Bilimleri
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TESEKKUR
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HEKIMOGLU’na, c¢alismalarim siiresince destegini benden esirgemeyen,
sorunlarimi ¢ozerek bilgi, deneyim ve degerlendirmelerini benimle paylasan degerli
hocam Sayin Dog. Dr. Hakan EROGLU’na, FT-IR analizlerimin ve erime noktasi
tayinimin yapilmasina ve yorumlanmasina yardimci olan Sayin Prof. Dr. Sevim
DALKARA hocama ve Yrd Dog. Dr. Keriman OZADALI SARI ve Dr. Ecz. Peri
AYTAC’a, sitotoksisite caligmalarimin yiiriitiilmesinde bilimsel katkilarini ve
destegini esirgemeyen Saym Prof. Dr. imran VURAL hocama ve Ecz. Naile
OZTURK’e, kok hiicre ve in vivo calismalarimin yiiriitiilebilmesi i¢in olanak
saglayan, planlanmasinda ve yorumlanmasina yardimci olan Sayin Uz. Dr. Ferda

ALPASLAN PINARLVI’ya tesekkiirlerimi sunarim.
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proje destegi saglayan Tirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu’na

(TUBITAK) tesekkiirlerimi sunarim.
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tesekkiirlerimi sunarim.
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OZET

Orgiil, D., Diyabetik Yara Tedavisinde Kullanmilmak Uzere Nanopartikiiler
Statin ve Kok Hiicre Iceren Doku Iskelelerinin Formiilasyonu ve In Vitro/in
Vivo Degerlendirilmesi, Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii
Farmasotik Teknoloji Programm Doktora Tezi, Ankara, 2017. Son yillarda
yapilan c¢alismalarla simvastatinin kolesterol diisiiriicii etki mekanizmasindan
bagimsiz olarak yara iyilesmesini ve kok hiicre tedavi etkinligini destekledigi
gosterilmistir. Bu bilgilerden yola ¢ikilarak diyabetik yara tedavisinde yeni bir tedavi
yaklasiminin sunulmasi amaciyla simvastatin yiiklii nanoyapili lipit tastyict (NLT)
partiklller ve/veya mezenkimal kok hiicre igeren, biyolojik polimerlerle hazirlanmus,
doku iskelesi formiilasyonlar1 hazirlanarak 3 boyutlu ve biyolojik olarak
parcalanabilen yeni bir yara iyilestirici sistem gelistirilmistir. Simvastatin igeren
NLT formiilasyonlar1 lipit matriksin %10 veya %20’si kadar simvastatin ile
yiiklenmis olarak 50:50 veya 70:30 sivi:kati lipit oranlarinda yiiksek basingli
homojenizasyon yontemi ile hazirlanmistir. Formiilasyonlarda, kati lipit olarak
Precirol ATO 5, siv1 lipit Maisine, hidrofilik yiizey etkin madde Tween 80 ve
lipofilik yiizey etkin madde olarak da Lipoid S100 kullanilmistir. Simvastatin i¢eren
NLT formiilasyonlar1 158 nm boyutlarinda, 0,17 altinda PDI degerleri ile homojen
dagilim gosteren ve %99’un iizerinde yiikleme kapasitesine sahip kiiresel
partikiillerden olusmaktadir. In vitro salim ¢alismalar1 sonucunda, NLT
formiilasyonlarindan salimin baglangicta simvastatinin patlama salimi nedeniyle hizli
gerceklestigi daha sonra ise yavas bir salim hiz1 ile devam ederek yaklasik 12-24
saatte platoya ulagtigi gozlenmistir. Simvastatin igeren NLT formiilasyonlar: ile
25°C ve 4°C’de gerceklestirilen stabilite calismalarinda ise formiilasyonlarin 4°C’de
90 giin boyunca 200 nm altinda monodispers dagilimlarini koruduklart ve
simvastatinin 4°C’de 15 giin boyunca stabil oldugu bulunmustur. NLT igine
hapsedilmis simvastatin iceren doku iskelesi formiilasyonlar1 konsantre edilmemis
veya 2 kat konsantre NLT formiilasyonlarindan hareketle 1:1 veya 2:1
kitosan:kollajen polimer kombinasyonlarinda dondurarak kurutma yontemi ile
hazirlanmiglardir. Hazirlanan formiilasyonlar arasinda %74,38 porozite degeri ve 20
pMM-200 pm arasinda degisen uygun por biiyiikligi dagilimi ile {i¢ boyutlu por6z bir
yap1, %710,88 yuksek su absorplama kapasitesi, %57,7 diisiik kiitle kayb1 ve iyi bir
mekanik dayaniklilik gosteren 2:1 kitosan:kollajen polimer oraninda, 2 kat konsantre
NLT formiilasyonu ile hazirlanmig ¢apraz bagli doku iskelesi formiilasyonu in vivo
caligmalar i¢in uygun bulunmustur. Doku iskelelerine NLT formiilasyonlarinin
eklenmesi simvastatin patlama salimin1 azaltarak daha kontrollii salim profilinin elde
edilmesini saglamistir. L.929 fare fibroblast hiicre hatti iizerinde yapilan hiicre
kiiltiiri calismalar1 ile doku iskelelerinin sitotoksik etki gdstermedigi sonucuna
vartlmistir.  Siganlar {izerinde yapilan in vivo calismalar sonucunda lipit
nanopartikiler simvastatin igeren doku isekelelerinin kontrol gruplarina gore yara
kapanma hizim1 artirdiklari ve yarali dokuda wvaskiilarizasyonu destekledikleri
gozlenmistir. Patolojik incelemelerde simvastatinin kok htcrelerin canliligini ve
proliferasyonunu artirdig1 gosterilmistir. Bunun sonucu olarak lipit nanopartikiiler
simvastatin ve kok hiicreyi birlikte igeren doku iskelelerinde artmis epitelizasyon,
proliferasyon ve vaskiilerizasyon gozlenerek etkin yara iyilesmesi saglanmistir.
Anahtar Kelimeler: simvastatin, nanoyapili lipit tastyicilar, doku iskelesi, yara iyilesmesi,
kok htcreler
Destekleyen Kurumlar: TUBITAK (213M686) nolu arastirma projesi



viii

ABSTRACT

Orgul, D., Formulation of Tissue Scaffolds Containing Nanoparticulate Statin
and Stem Cells for Diabetic Wound Healing and In Vitro/In Vivo Evaluation,
Hacettepe University Institute of Health Doctorate Thesis in Pharmaceutical
Technology, Ankara 2017. Simvastatin has been shown to support wound healing
and stem cell treatment efficacy independent of cholesterol-lowering mechanism in
recent studies. Under the light of these facts, in order to provide a new treatment
approach in diabetic wound care, novel three dimensional and biodegradable wound
healing system has been formulated by preparing tissue scaffolds consisting of
biological polimers, simvastatin loaded nanostructured lipid carriers (NLCs) and
mesenchimal stem cells. NLC formulations containing simvastatin at the
concentrations of 10% or 20% of lipid phase were prepared by high pressure
homogenization technique at 50:50 or 70:30 liquid:solid lipid ratio. Precirol ATO 5
as solid lipid, Maisine as liquid lipid, Tween 80 as hydrophilic surfacactant and
Lipoid S100 as lipophilic surfactant were used in the formulations. Simvastatin
loaded NLC formulations are prepared having 158 nm particle size, homogeneous
spherical particles with PDI values below 0.17 and encapsulation efficiency above
99%. As a result of in vitro release studies, release of simvastatin from the NLC
formulations has been characterized by a high burst release tendency that was
followed by a slow release rate and finally reaching plateau at about 12-24 hours. In
stability studies carried out at 25°C and 4°C, the formulations were found to
maintain monodisperse distributions below 200 nm for 90 days at 4°C and
simvastatin was observed to be stable for 15 days at 4°C. Tissue scaffold
formulations containing simvastatin loaded NLCs were prepared by freeze drying
method in a combination of 1:1 or 2:1 chitosan:collagen polymers with
unconcentrated or 2-fold concentrated NLC formulations. The cross-linked tissue
scaffold formulation prepared with 2:1 chitosan:collagen polymer ratio and 2-fold
concentrated NLC formulation, having a three-dimensional high porous structure
with a porosity value of 74.38% and sufficient large pore size distribution from 20
pum to 200 um and with 710.88% high water absorption capacity, 57.7% low weight
loss and good mechanical strength was found to be suitable for in vivo studies.
Incorporation of NLCs into tissue scaffolds decreased the initial simvastatin burst
release ratio and maintained a more controlled release profile. Cytotoxic effect of
tissue scaffolds was not observed on L929 mouse fibroblast cells in cell culture
studies. In vivo studies have indicated that tissue scaffolds containing simvastatin
lipid nanoparticles increased wound closure rate and promoted the vascularization of
injured tissue when compared to control groups. In pathological investigations,
simvastatin has been shown to enhance viability and proliferation of stem cells.
Thereupon, tissue scaffold formulation containing simvastatin lipid nanoparticles and
stem cells together provided effective wound healing with increased epithelialization,
proliferation and vascularization.

Key Words: simvastatin, nanostructured lipid carriers, tissue scaffold, wound

healing, stem cells

Supported by TUBITAK (213M686) research project
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SEKILLER

Yara iyilesmesinin fazlari.

Doku hasar1 sonucu olusan olas1 dort yant.

KLN ve NLT sistemlerine ait lipit matriks yapisi ve bilesimi.
Nanoyapili Lipit Tastyict (NLT) sistem tipleri.

Diisiik konsantrasyondaki KLN dispersiyonlarinda agregasyon
gerceklesmesi ve yiiksek konsantrasyondaki NLT
dispersiyonlarinda inci benzeri ags1 goriiniim.

Simvastatin kimyasal formulu.

Yiiksek  basingli  homojenizasyon  yontemi ile NLT
formiilasyonlarinin hazirlanmasinin sematik gosterimi.

Doku iskelesi formiilasyonlarinin hazirlanmasina ait sematik
gosterim.

Sicanlarin dorsal bolgelerinde yara olusturulmasi.
Yara bolgesine doku iskelelerinin koban bandaji ile sabitlenmesi.

Yara bolgesinin a) yakin ve b) uzak sabit bir mesafeden
fotograflanmasi.

Simvastatine ait a) érnek b) referans FT-IR spektrumu.

Simvastatinin asetonitrildeki ¢ozeltisine ait a) 6rnek b) referans
UV spektrumu.

Simvastatinin  Asetonitril:Metanol:50mM NaH2POs (pH 4,5)
(6:1:3) mobil faz karigimindaki 0,5 pg/mL  c¢oOzeltisinin
enjeksiyonuyla elde edilen HPLC kromatogrami (Alikonma
zamani: 6 dk.).

Simvastatinin Asetonitril:Metanol:50mM NaH2PO: (pH 4,5)
(6:1:3) mobil faz karisimindaki kalibrasyon dogrusu ve denklemi
(n=6).

a) Etkin madde yiklenmemis NLT  formiilasyonu
b) Asetonitril:Metanol:50mM NaH2POs (pH 4,5) (6:1:3) mobil
faz karisimi ¢) %0,5 SDS iceren pH 7,4 PBS tamponu in vitro
salim ortam1 d) Etkin madde yliklenmemis doku iskelesi
formiilasyonu 1ile gerceklestirilen salim calismasma ait
kromatogramlar.

NLT formiilasyonlarinin partikiil biiyiikliigii ve polidispersite
indeksi grafigi (n=6).

Simvastatinin DSC termogramu.
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Precirol ATO 5’in DSC termogrami.
NLT formiilasyon bilesenlerinin DSC termogramlari.

Simvastatin, Precirol ATO 5 ve Maisine kullanilarak hazirlanan
NLT formiilasyonlarinin DSC termogramlarinin karsilastirilmasi.

Simvastatin, Precirol ATO 5 ve oleik asit kullanilarak hazirlanan
NLT formiilasyonlarinin DSC termogramlarinin karsilagtirilmasi.

Simvastatin, Precirol ATO 5 ve Fm-50-20 formulasyonuna ait
lipit matriksin  fiziksel ve eriyik karnigimlarinin  DSC
termogramlarinin karsilastirilmasi.

Simvastatinin a) FT-IR spektrumu b) kimyasal yapisi.
Precirol ATO 5’in a) FT-IR spektrumu b) kimyasal yapisi.
Maisine’nin a) FT-IR spektrumu b) kimyasal yapisi.

Oleik asitin a) FT-IR spektrumu b) kimyasal yapisi.
Tween 80°nin a) FT-IR spektrumu b) kimyasal yapisi.
Lipoid S100’lin a) FT-IR spektrumu b) kimyasal yapisi.

Maisine kullanilarak hazirlanan NLT formiilasyonlarina ait
FT-IR spektrumlart a) Fm-50-BOS b) Fm-50-10 ¢) Fm-50-20.

Maisine kullanilarak hazirlanan NLT formiilasyonlarina ait
FT-IR spektrumlar1 a) Fm-70-BOS b) Fm-70-10 ¢) Fm-70-20.

Oleik asit kullanilarak hazirlanan NLT formiilasyonlarina ait
FT-IR spektrumlar1 a) Fo-50-BOS b) Fo-50-10 ¢) Fo-50-20.

Oleik asit kullanilarak hazirlanan NLT formiilasyonlarina ait
FT-IR spektrumlar1 a) Fo-70-BOS b) Fo-70-10 ¢) Fo-70-20.

Fm-50-BOS formiilasyonuna ait TEM gorlntileri a) x49.000
blyltme, b) x98.000 biyutme, c¢) x150.000 buyitme,
d) x150.000 blyutme.

Fm-50-10 formilasyonuna ait TEM goruntileri a) x49.000
blyitme, b) x68.000 blyiltme, ¢) x68.000 biyutme, d) x68.000
biyltme.

Fm-50-20 formilasyonuna ait TEM goruntileri a) x30.000
biyltme, b) x30.000 buyltme, c) x30.000 blylitme, d) x68.000
blyitme.

Fm-70-BOS formiilasyonuna ait TEM goriintiileri a) x23.000
blylitme, b) x49.000 blyltme, ¢) x68.000 buyutme, d) x98.000
biyltme.

Fm-70-10 formulasyonuna ait TEM gorlntileri a) x18.500
biyltme, b) x68.000 buyltme, c) x98.000 blylitme, d) x98.000
blyitme.
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Fm-70-20 formilasyonuna ait TEM goruntuleri a) x98.000
biyltme, b) x98.000 buyltme, c) x98.000 biyltme, d) x150.000
blydtme.

Fo-50-BOS formiilasyonuna ait TEM goriintiileri a) x49.000
blyitme, b) x49.000 blyitme, ¢) x49.000 biyutme, d) x68.000
biyltme.

Fo-50-10 formilasyonuna ait TEM goruntileri a) x30.000
biyltme, b) x30.000 buyitme, c) x30.000 biyitme, d) x49.000
blydtme.

Fo-50-20 formulasyonuna ait TEM goruntuleri a) x49.000
blyltme, b) x98.000 biyutme, c¢) x120.000 buyitme,
d) x120.000 blyutme.

Fo-70-BOS formiilasyonuna ait TEM goriintiileri a) x30.000
biyltme, b) x30.000 buyltme, c) x68.000 blyltme, d) x98.000
blydtme.

Fo-70-10 formulasyonuna ait TEM goruntuleri a) x30.000
blyltme, b) x30.000 buyltme, c) x30.000 blyutme, d) x49.000
biyltme.

Fo-70-20 formilasyonuna ait TEM goéruntuleri a) x30.000
biyltme, b) x49.000 buyitme, ¢) x49.000 biyltme, d) x120.000
blydtme.

NLT formiilasyonlarinin 25°C’deki akis reogramlari (n=3).

NLT formiilasyonlarindan zamana kars1 salman kiimiilatif
simvastatin miktar1 (n=6).

NLT formiilasyonlarindan simvastatinin salim profili (n=6).

Farkli doku iskelesi formiilasyonlarmma ait  goriintiiler
a) UF(+)C(-)2:1-B, b) UFR(+)G(+)2:1-B, ¢) UF(+)C(-)2:1-SV,
d) UF(+)C(+)2:1-SV.

Ultrafiltrasyon uygulanmamis, etkin madde icermeyen Fm-50-
BOS NLT formiilasyonu ile hazirlanan doku iskelesi
formiilasyonlarima ait SEM gorlntiileri x200 biiyiitme,
a) UF(-)C(-)1:1-B, b) UF(-)C(+)1:1-B, ¢) UF(-)C(-)2:1-B,
d) UF(-)C(+)2:1-B.

Ultrafiltrasyon uygulanmamis, etkin madde igeren Fm-50-20
NLT  formiilasyonu  ile  hazirlanan  doku  iskelesi
formiilasyonlarina ait SEM  goriintiileri  x200  biiyiitme,
a) UF(-)C(-)1:1-SV, b) UF(-)C(+)1:1-SV, c) UF(-)C(-)2:1-SV,
d) UF(-)C(+)2:1-SV.
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Ultrafiltrasyon uygulanmis, etkin madde igermeyen Fm-50-BOS
NLT  formiilasyonu ile  hazirlanan  doku  iskelesi
formiilasyonlarma ait SEM gorlntiileri x200 biiyiitme,
a) UF(+)C(-)1:1-B, b) UF(+)C(+)1:1-B, ¢) UF(+)C(-)2:1-B,
d) UF(+)C(+)2:1-B.

Ultrafiltrasyon uygulanmis, etkin madde iceren Fm-50-20 NLT
formiilasyonu ile hazirlanan doku iskelesi formiilasyonlarina ait
SEM goruntuleri  x200 blyldtme, a) UF(+)C(-)1:1-SV,
b) UF(+)C(+)1:1-SV, ¢) UF(+)C(-)2:1-SV, d) UF(+)C(+)2:1-SV.

UF(+)C(+)2:1-SV doku iskelesi formiilasyonunun ayni bolgeden
elde edilmis farkli biiyiitmelerdeki SEM goriintiileri a) x200
b) x1000 c) x20000 (beyaz oklar: nanoboyutlardaki lipit
nanopartikilleri, siyah oklar: mikro boyutlardaki lipit
nanopartikilleri gostermektedir).

Etkin madde icermeyen farkli doku iskelesi formiilasyonlarina ait
por biyiikliigli dagilimlart a) UF(-)C(-)1:1-B b) UF(-)C(+)1:1-B
c) UF(-)C(-)2:1-B d) UF(-)C(+)2:1-B e) UF(+)C(-)1:1-B f)
UF(+)C(+)1:1-B g) UF(+)C(-)2:1-B h) UF(+)C(+)2:1-B.

Etkin madde igeren farkli doku iskelesi formiilasyonlarina ait por
biytikligi dagilimlar a) UF(-)C(-)1:1-SV b) UF(-)C(+)1:1-SV
c) UF(-)C(-)2:1-SV d) UF(-)C(+)2:1-SV e) UF(+)C(-)1:1-SV
f) UF(+)C(+)1:1-SV g) UF(+)C(-)2:1-SV h) UF(+)C(+)2:1-SV.

Doku iskelesi formiilasyonlarinin 37+0,5°C’de pH: 7,4 PBS

tamponu icerisinde 24 saat sonunda elde edilen su absorpsiyon
degerleri (n=6).

Doku iskelesi formiilasyonlarimin 37+0,5°C’de pH: 7,4 PBS
tamponu igerisinde 28 guin siresince elde edilen in vitro
parg¢alanma sonuglar1 (n=6).

Doku iskelesi formiilasyonlarina ait elastik modiil degerleri
(n=6).

Doku iskelesi formiilasyonlarindan zamana kars1 salinan
kiimiilatif simvastatin miktart (n=6).

Doku iskelesi formiilasyonlarindan simvastatinin salim profili
(n=6).

Simvastatin ¢Ozeltilerinin  L929 hicreleri Gzerinde 24 saat

sonunda kontrol grubuna karsi elde edilen sitotoksisite sonuglari
(n=6).

Simvastatin iceren ve icermeyen doku iskelelerinin 1929
hiicreleri {lizerinde 12 ve 24 saat sonunda kontrol grubuna karsi
elde edilen sitotoksisite sonuglari (n=6).

Mezenkimal kok hiicrelerin flow-sitometri ile tanimlanmasi
(CD45R, CD11b/c, CD90 ve CDA44).
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Deri  kokenli MKH  adiposit  farklilasmasi  (10X10)
(Kirmizi=Stoplazmik yag damlaciklar1 birikimi).

Deri  kokenli MKH  kondrosit farklilasmast  (10X10)
(Mavi=Proteoglikan birikimi).

Deri  kokenli MKH  osteosit  farklilasmas1  (10X10)
(Siyah:Kalsiyum Birikimi).

14 giinde sonlandirilan in vivo deney gruplarinda farkli doku
iskelelerinin yara alani tizerindeki etkileri.

28 giinde sonlandirilan in vivo deney gruplarinda farkli doku
iskelelerinin yara alani lizerindeki etkileri.

14 giinde sonlandirilan in vivo deney gruplarina ait yara alani
gorintuleri.

28 giinde sonlandirilan in vivo deney gruplarina ait yara alanm
gorintuleri.

Doku kesitine ait bcl-2 ile boyama goruntust, 10x10 blyitme
(bcl-2 ile kahverengiye boyanan alan bulunmamaktadir).

Lipit nanopartikiler simvastatin ve kok hicre iceren doku
iskelesi grubuna ait Ki-67 boyama goéruntuleri, 40x10 blyitme
(siyah ok: Ki-67 ile kahverengiye boyanan ¢ogalan hiicreler).

Lipit nanopartikiler simvastatin igceren doku iskelesi grubuna ait
Ki-67 boyama goruntileri, 40x10 biyutme (siyah ok: Ki-67 ile
kahverengiye boyanan ¢ogalan hiicreler).

Lipit nanopartikiler simvastatin ve kok hicre iceren doku
iskelesi grubuna ait CD31 boyama gorintileri, 40x10 blyutme
(siyah ok: CD31 ile kahverengiye boyanmis damar endotel
hicreleri).

Lipit nanopartikiler simvastatin iceren doku iskelesi grubuna ait
CD31 boyama goruntuleri, 40x10 buyttme (siyah ok: CD31 ile
kahverengiye boyanmig damar endotel hiicreleri).

Bos lipit nanopartikiil ve kok hiicre iceren doku iskelesi grubuna
ait BrdU boyama goriintiileri, 10x10 biyiitme (kirmizi ok:
epitelizasyon olusumu, yesil ok: epitelizasyon var var ancak tam
olarak gelismemis epidermal ve dermal alan olusumu).

Lipit nanopartikiler simvastatin ve kok hicre iceren doku
iskelesi grubuna ait BrdU boyama gortntileri, 10x10 bulyitme
(kirmiz1 ok: 1iyi epitelizasyon olusumu, yesil ok: Bos lipit
nanopartikil ve kok hicre iceren doku iskelesi grubuna gore
daha iyi gelismis epidermal ve dermal alan olusumu).
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Lipit nanopartikiler simvastatin ve kok hicre iceren doku
iskelesi grubuna ait BrdU boyama goruntileri, 10x10 blyitme
(kirmiz1 ok: epitelizasyon olusumu, yesil ok: iyi gelismis
epidermal ve subepidermal alanlar, sar1 ok: hemen epitelin
altindaki alanda baslamis vaskiilarizasyon).

Bos lipit nanopartikiil ve kok hiicre iceren doku iskelesi grubuna
ait BrdU saptama kiti ile isaretlenen kok hiicre gorintdleri, 40x10
biylitme [siyah ok: BrdU ile kahverengiye boyanan kok hiicre
cekirdekleri BrdU (+)].

Lipit nanopartikiler simvastatin ve kok hucre igeren doku
iskelesi grubuna ait BrdU saptama Kkiti ile isaretlenen kok hiicre
goruntaleri, 40x10 buyitme [siyah ok: BrdU ile kahverengiye
boyanan kok hiicre cekirdekleri BrdU (+)].

Bos lipit nanopartikil ve kok hiicre iceren doku iskelesi grubuna
ait BrdU saptama kiti ile isaretlenen kok hiicre goruntuleri, 20x10
blyutme [siyah ok: BrdU ile kahverengiye boyanan kok hiicre
cekirdekleri BrdU (+), %4 BrdU (+) hiicre tespit edilmistir].

Lipit nanopartikiler simvastatin ve kok hucre igeren doku
iskelesi grubuna ait BrdU saptama Kkiti ile isaretlenen kok hiicre
gorintleri, 20x10 buyltme [siyah ok: BrdU ile kahverengiye
boyanan kok hicre cekirdekleri BrdU (+), %10 BrdU (+) hiicre
tespit edilmistir].
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TABLOLAR

Kronik yara tipleri.

Kati  lipit nanopartikill ve nanoyapili lipit tasiyici
formiilasyonlarinda sik kullanilan lipitler ve emiilgatdrler.

Doku iskelesi hazirlamada sik kullanilan dogal ve sentetik
biyoparcalanabilir polimerler.

Statinlerin farmakokinetik ozellikleri.
Simvastatin fizikokimyasal 6zellikleri.

Simvastatinin ~ HPLC ile miktar tayininde kullanilan
kromatografik kosullar.

Optimizasyon ¢alismalar1 sonucunda elde edilen optimum NLT
formiilasyonu bilesimi.

NLT sistemlerinin formiilasyon c¢alismalarinda kullanilan
stvi/kat1 lipit ve yiizey etkin maddelere ait 6zellikler.

Farkli lipitler, sivikati lipit oranlart ve etkin madde
konsantrasyonlari dogrultusunda olusturulan NLT
formiilasyonlari.

Ultrafiltrasyon uygulanmig, Maisine s1v1 lipiti kullanilarak 50:50
stvi:kati lipit oranlarinda hazirlanan NLT formiilasyonlari.

Farkli lipitler, sivikatt lipit oranlar1 ve etkin madde
konsantrasyonlar1 ile NLT formiilasyonlarinin bilesimleri

(%, ala).

Doku iskelesi 6n formiilasyon c¢alismalarinda kullanilan
polimerler.

Hazirlanan doku iskelesi formiilasyonlarinin bilesimleri ve
kodlart.

Simvastatinin Asetonitril:Metanol:50mM NaH2PO: (pH 4,5)
(6:1:3) mobil faz karistmindaki giin i¢i ve giinler aras1 dogruluk
sonuclar1 (n=6).

Simvastatinin Asetonitril:Metanol:50mM NaH2POs (pH 4,5)
(6:1:3) mobil faz karisimindaki giin i¢i ve giinler arasi tekrar
edilebilirlik sonuglar1 (n=6).

Simvastatinin  Asetonitril:Metanol:50mM NaH>POs (pH 4,5)
(6:1:3) mobil faz karisimindaki giin i¢i ve giinler arasi tekrar elde
edilebilirilik sonuglar1 (n=6).

Simvastatinin Asetonitril:Metanol:50mM NaH2POs (pH 4,5)
(6:1:3) mobil faz karisimindaki stabilite sonuglari (n=3).
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Simvastatinin farkli kat1 lipitlerdeki gozlemsel c¢oziintirliik
sonugclari (80°C).
Simvastatinin farkli kati lipitlerdeki mikroskobik c¢dzinurlik
sonugclari (60°C).

Simvastatinin farkli sivi lipitlerdeki gozlemsel c¢oziintirliik
sonugclart.

NLT formiilasyonlarinin partikiil biyiikligii (PB), zeta
potansiyel (ZP) ve PDI sonug¢lar1 (n=6).

Ultrafiltrasyon uygulanmis NLT formiilasyonlarina ait partikiil
biiyiikliigi, zeta potansiyel ve PDI Sonuglari (n=6).

Etkin madde ile yiiklenmis NLT formiilasyonlarina ait serbest
simvastatin konsantrasyonu, % etkin madde yikleme kapasitesi
ve % hapsedilme etkinligi degerleri (n=6).

NLT formiilasyonlarina ait n (Egim) degerleri ve 25°C’de 1500
sn't kayma hizinda dlgiilen viskozite sonuglari (n=3).

Simvastatinin pH 7,4 PBS tamponu ve %0,5 (a/h) SDS iceren pH
7,4 PBS tamponundaki ¢oziintirliik tayini sonuglar1 (n=3).

In vitro salim kosullarinda simvastatinin stabilitesi (n=6).

NLT formiilasyonlarindan 6 giin sonunda salman kiimiilatif
simvastatin miktar: ve salim hizlar1 (t=12 saat).

25°C ve 4°C sicaklikta saklanan Fm-50-BOS, Fm-50-10 ve
Fm-50-20 formiilasyonlarinin partikiil bliytkligii. polidispersite
indeksi ve zeta potansiyel degerleri (n=6).

25°C ve 4°C sicakliklarda saklanan Fm-50-BOS, Fm-50-10 ve
Fm-50-20 formiilasyonlarmin 25°C’de 1500 sn* kayma hizinda
Olctilen viskozite sonuglart (n=3).

25°C ve 4°C sicakliklarda saklanan Fm-50-BOS, Fm-50-10 ve
Fm-50-20 formiilasyonlarinin pH degerleri (n=3).

25°C ve 4°C sicaklikta saklanan Fm-50-10 ve Fm-50-20
formiilasyonlarinin 90 giin boyunca icerdikleri etkin madde
yuzdesi (n=6).

Doku iskelesi formiilasyonlarinin ¢ap ve kalinliklar (n=12).

Doku iskelesi formiilasyonlarina ait porozite ve por biiylkligi
dagilim sonuglart.

Doku iskelesi formiilasyonlarindan 28 giin sonunda salinan
kiimiilatif simvastatin miktari ve salim hizlar1 (t=96 saat).

Simvastatin cozeltilerinin L929 hiicrelerinde 24. saat sonunda

kontrol grubuna karsi elde edilen % hiicre canliligi degerleri
(n=6).
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4.23.

4.24.

4.25.

4.26.
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Simvastatin iceren ve icermeyen doku iskelelerinin L1929
hiicrelerinde 12. ve 24. saat sonunda kontrol grubuna kars1 elde
edilen % hiicre canlilig1 degerleri (n=6).

14 giin siirdiiriilen in vivo deney gruplarina ait % yara alani
degerleri.

28 giin siirdiiriilen in vivo deney gruplarina ait % yara alanm
degerleri.

14 giin siirdiiriilen in vivo deney gruplarina ait H&E boyama ve
patolojik degerlendirme sonugclari.

28 giin siirdiiriilen in vivo deney gruplarina ait H&E boyama ve
patolojik degerlendirme sonugclari.

14 giin sirdirilen in vivo deney gruplarina ait
immunohistokimyasal boyama ve patolojik degerlendirme
sonuglari.

28 gilin siirdiiriilen in  vivo deney gruplarina @ ait
immunohistokimyasal boyama ve patolojik degerlendirme
sonugclari.
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1. GIRIS

Bozulmus yara iyilesmesi diyabetin onemli bir komplikasyonudur ve
endiistrilesmis iilkelerde diyabetik yaralar, diyabetli hastalarin %12’sini etkileyen
Oonemli bir saglik sorunu haline gelmistir. Diyabetli hastalarda olusan yaralar kronik
enflamatuar fazda kalir ve zaman igerisinde iyilesme gosteremezler. Normal bir yara
iyilesmesi siirecinde sistemli bir sekilde gergeklesen anjiyogenezis ve granilasyon
dokusu olusumu gibi hiicresel ve molekiiler olaylar diyabet durumunda Onemli
derecede bozuldugundan diyabette yara iyilesmesi gecikerek zamanla kronik bir
yaraya doniismektedir. Ne yazik ki diyabetik iilserlerin iyilestirilmesi i¢in uygulanan
mevcut tedaviler tatmin edici sonuglar sunmamaktadir. Diyabetik yaralar gibi
iyilesme siirecinin pek ¢ok noktada aksadigi, uzun siire iyilesme gostermeyen
yaralarin tedavisinde tek yonlii bir tedavi yaklagimi yetersiz olacagindan bu tip

yaralarda ¢ok yonlii bir yaklagim gerekmektedir.

Doku miihendisliginin 6nemli hedeflerinden biri; normal iyilesme siirecini
engelleyen; diyabet, vaskiilar hastaliklar, yaslanma, genis doku hasar1 gibi belirli bir
takim klinik bozukluklar durumunda doku yenilenmesinin tamamlanmasina yardimci
olacak stratejiler gelistirmektir. Bu sebeple son yillarda ortak bir yaklasim olarak
arastiricilar biyolojik olarak parcalanabilir, 3 boyutlu doku iskelelerine yonelmistir.
Doku iskeleleri, yara iyilesmesinde, ekstraseliiler matriks (ECM) analogu olarak
hareket eder ve hiicrelerin yapismasi, biiylimesi ve deri fonksiyonlarma sahip
yapilara farklilasmasina ortam hazirlar. 3 boyutlu doku iskelelerinin yara
ortiilerinden farki, sadece yarayir orterek enfeksiyonlara karsi fiziksel bir engel
olusturmalart degil, dermal fibroblastlara ve keratinositlere destek olusturarak doku
rejenerasyonunu saglamalaridir. Bununla birlikte yara iyilestirici etkinligi bulunan
etkin maddeler, blytme faktorleri ve kok hiicreler gibi ajanlar doku iskelelerine ilave

edilerek iskelelerin yara iyilestirici etkileri gelistirilmektedir.

Son zamanlarda yapilan bazi arastirmalarda; simvastatinin iyi bilinen
kolesterol diisiiriicti etkisinin yani sira, kolesterol bagimli/bagimsiz mekanizmalar
yoluyla birgok hiicresel sirece dahil olarak immunmodulator, antienflamatuar ve

anjiyojenik etkilerine bagli olarak yara iyilesmesini destekledigi gosterilmistir.



Bununla birlikte simvastatinin pek ¢ok hticre fonksiyonunda 6nemli rol oynamasi,
arastirmacilart  statinlerin kok hiicreler {izerindeki etkilerinin incelenmesine
yoneltmistir. Yapilan calismalarla statinlerin progenitér hiicrelerle beraber kok
hiicrelerin canliligini, mobilizasyonunu, hasarli dokuya yerlesimini, farklilasmasini
ve proliferasyonunu indiikledigi goOsterilmistir. Bu c¢alismalarda kullanilan
simvastatin formiilasyonlar1 ¢ozelti veya vazelin iginde merhem tipi klasik dozaj
sekilleri olup, klasik dozaj sekilleri ile yara dokusunda uzun siireli temasin
saglanmasi ve sabit salim hizi elde edilmesi oldukca giigtiir. Ayrica statinlerin
stabilitesinin de iyi olmamasi etkinligi azaltabilir. Bu nedenle statinlerin stabilitesinin
ve kontrollii ila¢ saliminin saglanmasi i¢in simvastatin yiiklii nanoyapili lipit tasiyici
sistemler hazirlanmistir. Nanoyapili lipit tasiyict sistemler, fizyolojik olarak kabul
edilebilir kati/sivi lipitlerle hazirlanan nanopartikiiler sistemler olup, etkin
maddelerin stabilitesini artirma, kontrollu ila¢ salimi saglama gibi avantajlara

sahiptir.

TUum bu verilerden yola gikilarak bu tez kapsaminda, yaygin olarak kullanilan
bir statin tiirevi olan simvastatin yiiklenmis nanoyapili lipit tasiyict sistemler
hazirlanmis ve bu nanopartikiillerin hazirlanan doku iskelesi formiilasyonlarina
yiikklenmesi, ayrica statinlerin kok hiicre tedavisindeki olumlu etkilerinden yola
cikilarak doku iskelelerine kok hiicrelerin de ilave edilmesi ile diyabetik yara
iyilesmesinde uygulanacak daha Once denenmemis yeni bir topikal tedavi

yonteminin olusturulmasi planlanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Yara ve Yara lyilesmesi

Yara; normal bir anatomik yapinin ve daha énemlisi fonksiyonun bozulmasi
olarak tamimlanmaktadir (1). Yaralanma sonucu; spesifik hicrelerin yara bolgesine
tasinmas1 ile karakterize olan ard arda gerceklesen yara iyilesmesi fazlar
baslamaktadir. Yara iyilesmesi; pihtilasma, enflamasyon, ¢ogalma ve Yyeniden

duzenlenme olmak {izere 4 ana fazdan olusmaktadir (Sekil 2.1.).

| Yaranin Olgunlagmast |

| Kollajenin Capraz Baglanmasi |

| Yeniden Diizenlenme |

| Endotel Hiicreler |

| Epitelyal Hiicreler |

| Kollajen Depolanmasi |

| Fibroblastlar |

Y
1‘: | Cogalma |
A | Lenfositler |
L
A | Makrofajlar |
N
M | Notrofiller |
A | Enflamasyon |
| Fibrin |
l | Plateletler |
| Pihtilasma |

v

YARALANMA SONRASI ZAMAN

Sekil 2.1. Yara iyilesmesinin fazlari (2).

Pihtilasma fazinda plateletler ve enflamasyon fazinda ise notrofiller ve
makrofajlar yarali dokuya ulasan ilk hiicrelerdir. Bu hiicreler ilgili doku hiicrelerinin
girisi ve yeni kan akimmin saglanmasi ic¢in gerekli olan sitokinlerin ve buylime
faktorlerinin salgilanmasinda anahtar role sahiptir. Cogalma fazinda etkili olan
fibroblastlar da yara iyilesmesi i¢in gerekli olan kollajen birikimini saglamaktadir.
Olusan kollajen matriks yeniden diizenlenme fazi boyunca capraz baglanarak

duzenlenir (2, 3).



Insan viicudunda, herhangi bir doku hasar1 sonucu 4 olas1 yanit meydana
gelebilmektedir. Bunlar; normal iyilesme, yetersiz iyilesme, asir1 iyilesme ve

rejenerasyon durumlaridir (Sekil 2.2.).

Normal .
., Yetersiz
Iyilesme Iyilesme
Yeniden KrgniksYara
Kurulan Denge
Doku
Hasari
Rejenerasyon Asin Tyilesme
Tam Fibrosis ve
Degistirme Kontraksiyon

Sekil 2.2. Doku hasar1 sonucu olugan olasi dort yanit (4).

Normal 1yilesme saglikli ¢cogu insanin yaralanma sonrasi gosterdigi tipik bir
yanittir. Normal iyilesme durumunda tiim iyilesme fazlar1 oldukg¢a diizenli ve yeterli
sekilde gercekleserek, yara izinin yeniden diizenlenmesi ve iz olusumu arasindaki
denge tekrar kurulmaktadir. Akut yaralar normal olarak iyilesen yaralardir. Yeterli
lyilesmenin gozlenmedigi patolojik durumlarda ise normal i1yilesmenin tersine doku
hasar1 tamir edilememektedir. Kronik yaralar bu yanita Ornektir. Agir1 iyilesme
durumunda ise fazla miktarda doku birikimi goézlenmektedir. Bu durum ECM
olusumunun asir1 olmasi ve azalmis yeniden diizenlenme ile karakterize bir
durumdur. Rejenerasyon, yapi ve fonksiyon kaybi olusmasi sonucunda meydana
gelen 6nemli bir sirectir, hasar goren doku tam olarak tekrar yerine konabilmektedir.
Insanlarin rejenerasyon yetenegi sadece smirli miktarda hasar géren dokularda
meydana gelebilmektedir. Insanlarda karaciger, epidermis ve bir dereceye kadar

sinirler kismen yaralanma sonrasi yeniden olusturulabilir (4).



2.2. Kronik Yaralar ve Tedavi Yaklasimlar

Kronik yaralar; onarimin diizenli ve zamaninda ilermedigi, anatomik ve
fonksiyonel biitlinliigiin ii¢ aydan daha uzun bir siire boyunca diizelmedigi yaralardir
(5). Akut yaralar yara iyilesme siirecinin dort ana fazinin birbiri ardina zamaninda
gerceklestigi normal bir sekilde iyilesen yaralar iken kronik yaralar iyilesmenin
belirli bir fazinda, genellikle enflamasyon fazinda kalarak ilerleme gdstermeyen
yaralardir. Doku hasarinin gerg¢eklesmesinin ardindan, bakteriyel kontaminasyon,
enfeksiyon veya patolojik bozukluklar gibi nedenler yarada uzatilmis ve artmis bir
enflamatuar yanit olusturabilmektedir. Bu artmis enflamatuar yanit, hasar goérmiis
ECM proteinlerini pargalayarak dokunun rejenerasyonunu saglayan, enflamatuar
sitokin ve proteaz enzimlerinin seviyesini yiikseltmekte ve asir1 miktarda ECM
yikimi sonucunda, ECM yapimi ve yikimi arasindaki denge bozularak yara kronik

bir hal almaktadir (6).

Tiim yara tiplerinin kroniklesme ihtimali bulunmaktadir. Ancak kronik
yaralar; ortaya c¢ikis nedenleri, Ozellikleri ve 0Ozel tedavi yaklasimlarina gore
siniflandirilmaktadir. Yaygin ve nadir goriilen kronik yara tipleri Tablo 2.1.°de
verilmistir. Venoz ve arteriyel yetmezlikler, diyabet ve lokal basi en sik goriilen
patofizyolojik nedenlerdendir. Beslenme ile ilgili durumlar, enfeksiyon ve degisen
immiinolojik durumlar gibi sistemik faktorlerde yara iyilesmesini zayiflatmaktadir

(5, 7).

Geleneksel olarak kronik yara tedavisinde; topikal ve sistemik ilac tedavisi,
Ortlict etki ve nemlenmeyi saglayan ortiiler/pansumanlar, debridman ve gerekli ise
cerrahi yaklasimlar uygulanmaktadir. Genel yara bakim prensipleri pek ¢ok kronik

yara tipine uygulanabilmektedir.



Tablo 2.1. Kronik yara tipleri (5).

Yaygin Kronik Yara Tipleri Patoloji
o Derin venoz yetmezlik, Post-Trombotik sendrom,
Venoz Ulserler .
Baslica varisler
Arteriyel Ulserler Makroanjiyopati
Diyabetik Ulserler Noropati, Kilcal damar bozuklugu
Basi Yaralari Hareketsizlik, Noropati

Nadir Kronik Yara Tipleri | Patoloji

Romatoid artrit, Skleroderma, Poliarteritis nodosa,

Vaskalit .
Piyoderma gangrenozum
Hematolojik Kriyoglobulinemi, Orak htcre anemisi, Hemolitik
anemi, Waldenstrom makroglobilinemisi, Losemi
Neoplastik Marjolin uilser, Ulser rhodes basalioma, Spinalioma
Digerleri Travma, Kasten acilmis yaralar, Martorelli {ilseri

Kronik yaralarin enfeksiyonlari, siklikla polimikrobialdir ve en yaygin
gorulen patojenler Staphylococcus aureus ve anaeroblardir. Topikal antibiyotik
tedavisi kronik yaralarda bakteri sayisinda azalma saglamaktadir ancak kronik yara
tedavisinde sistemik antibiyotik tedavisi uygulanmasi gerekmektedir. Miimkiin
olmast durumunda, klinik enfekte yaralarin kiiltiiri alinarak, mikroorganizma
duyarliligr belirlenmeli ve daha sonra sistemik antimikrobiyal ajanlar regete
edilmelidir. Uygun bir yara pansumaninin se¢imi, nemli yara ¢evresinin saglanmasi,
mevcut iyilesme fazinin ve o faza ait bilesenlerin desteklenmesi ve istenmeyen
etkilerin giderilmesi agisindan gereklidir. Kronik yara sivisi fibroblast ¢ogalmasini
engeller ve  ECM bilesenlerini ve biliylime faktorlerini yok eden proteazlar
icermektedir. Bu sebeple ideal yara Ortiisii yarayr asirt derecede kurutmadan bu
eksudati absorbe etmelidir. Yara yataginin hazirlanmasi herhangi bir kronik yaranin
tedavisinde ilk asamadir ve ilk olarak asir1 bakteriyel yiik, nekrotik materyaller,
devaskiilarize dokular gibi iyilesmeye engel olan lokal geciktiriciler ortadan
kaldirtlir. Olii, hasarli veya enfekte dokunun temizlendigi bu isleme 6lii doku
temizligi (debridman) denilmektedir. Debridman; keskin aletler, enzimler, mekanik
cihazlar veya biyolojik ajanlar kullanilarak gergeklestirilmektedir. Diizgiin yapilan
bir 610 doku temizligi hayati dokular1 korur ve zayif iyilesme gosteren yaralart akut
yaraya doniistiirmektedir. Kemik, tendon, kan damari veya sinir gibi fonksiyonel

yapilar1 ortaya ¢ikaran kronik yaralarda siklikla koruma igin cerrahi miidahale



gerekmektedir. Cerrahi kapatma tedavisi altta yatan yara olusumunu destekleyen

hastaligin tedavisi yapilmadigi takdirde basarisizlikla sonuglanmaktadir (7-9).
2.2.1 Diyabetik Yaralar

Diyabet, insiilin salgisindaki veya etkisindeki bozukluklardan veya her
ikisinden kaynaklanan, karbonhidrat, lipit, protein metabolizmasindaki degisiklikler
ve yiksek serum glikoz seviyesi ile karakterize bir metabolik bozukluktur (10).
Uluslararasi1 Diyabet Federasyonunun 2015 verilerine gore diinya genelinde yaklasik
415 milyon diyabet hastas1 bulunmakta olup bu hastalarin bir¢cogu heniiz teshis ve
tedavi edilmemistir. Giderek artan diyabet insidansinin Oniine gec¢ilmedigi takdirde
bu rakamin 2040 yilinda 642 milyona ulasarak, her 10 yetiskinden birine yiikselecegi
tahmin edilmektedir. Diyabet, hastalarin fiziksel ve ruhsal sagligini bozmasinin
yaninda saglik hizmeti sistemleri i¢in de Onemli sorunlar yaratmaktadir (11).
Hastaligin ilerlemesi veya vaskiilar hasarlarin olusmasi; retinopati, noropati,
nefropati, kardiyovaskilar komplikasyonlar ve (lserasyon gibi ciddi diyabetik

komplikasyonlara neden olmaktadir (12).

Bozulmus yara iyilesmesi (lilserasyon) diyabetin  Onemli  bir
komplikasyonudur ve diyabetli hastalarin yaklasik %25’ini tehdit eden 6nemli bir
saglik sorunu haline gelmistir Diyabetik yaralar, yara iyilesmesi fazlarinda fonksiyon
bozukluklar1 ile karakterize olan, yiksek sepsis riski bulunan ve nihayetinde

ampiitasyonla sonuglanan yaralardir (13).

Yara iyilesme fazlar1 arasindaki gecis genellikle, yara iyilesmesi siirecinde
cok ©Onemli olan hicrelerin (keratinositler, fibroblastlar, mast hicreleri ve
makrofajlar) olgunlasmasi ve farklilasmasina baghdir (14). Diyabetli hastalarda
olusan yaralar kronik enflamatuar fazda kalir ve zamansal bir sira igerisinde iyilesme
gosteremezler. Enflamatuar hcrelerin bolgeye sirekli go¢l ve enflamatuar
mediyatorlerin olusturulmasinin desteklenmesi yara proteazlart ve inhibitorleri
arasinda dengesizlige neden olarak ECM sentezini ve normal yara iyilesmesi i¢in
gerekli olan yeniden diizenlenmeyi engeller. Diyabet, hiicre adhezyonu, kemotaksis,

fagositoz ve sitokin Uretimi ve salgilanmasi gibi pek ¢ok notrofil ve makrofaj



fonksiyonlarin1 bozmaktadir. Diyabetik yaralarda, keratinositler ve fibroblastlarin
goc kapasiteleri ve biiyiime faktorlerine karst gosterdikleri yanitta azalma
g6zlenmekte iken apoptozlarinda artma gozlenmektedir. Normal bir yara iyilesmesi
stirecinde sistemli bir sekilde gergeklesen anjiyogenezis ve granilasyon dokusu
olusumu gibi hiicresel ve molekiiler olaylar diyabet durumunda 6nemli derecede
bozuldugundan diyabette yara iyilesme gecikerek zamanla kronik bir yaraya
doniismektedir. Ne yazik ki diyabetik iilserlerin iyilestirilmesi i¢in uygulanan mevcut
tedavilerde tatmin edici sonuglar sunmamaktadir. Bu nedenlerden dolay1 diyabetik

yaralarin tedavisi gunumuzde énemli bir klinik problem haline gelmistir (6, 13, 15).
2.3. Diyabetik Yara Tedavisinde Kullanilan Etkin Maddeler

Gilinlimiizde yara 1iyilesmesinde kullanilan pek c¢ok etkin madde
bulunmaktadir. Antibiyotikler (polimiksin B, gentamisin, fusidik asit, mupirosin ve
kinolonlar), antiseptikler (hekzaklorofen, povidon-iyot ve klorheksidin), steroidler,
biylime faktorleri siklikla kullanilan etkin madde gruplarnidir (16-18). Son
zamanlarda statinlerin yara iyilesmesi lizerinde tedavi edici etkinligi oldugunu
gosteren calismalarin olmasi, bu grubun, Ozellikle diyabetik yaralarda yararh

olabilecegini diisiindiirmektedir.
2.3.1. Statin Grubu ilaclar ve Diyabetik Yara Tedavisindeki Onemi

Statinler, hiperkolesterolemi tedavisinde kan kolesterol seviyesinin
diistiriilmesi amaciyla kullanilan, giinlimiizde yaygin olarak recetelenen bir grup
ilagtir. Statinler kolesterol diisiiriicii etkilerini, kolesterol biyosentezinde hiz
kisitlayict enzim olan 3-hidroksi-3-metilglutaril koenzim A (HMG-KoA) rediktaz
enzimini yarismali olarak inhibe ederek, kolesterol sentezinin azaltilmasi yoluyla

gostermektedir (19).

Statinler {izerinde son yillarda yapilan ¢aligmalarla, statinlerin lipit diistiriicii
etkilerinden bagimsiz olarak, yara iyilesmesinde yeni bir tedavi yaklasimi
olusturacak potansiyel etkilere sahip oldugu ortaya konulmustur. Statinlerin yara
iyilesmesindeki bu diizeltici etkilerinin 6zellikle diyabetik yara tedavisindeki

problemlerin ortadan kaldirilmasinda olduk¢a etkili olacagi disiiniilerek,



gerceklestirilen farklt hayvan deneyi calismalari ile statinlerin diyabetik yara

tedavisinde de olumlu etkiler gosterdigi kanitlanmistir (20, 21).

Statinlerin inhibe ettigi HMG-KoA rediiktaz enziminin yer aldig1 reaksiyonun
urini olan mevalonat, sterollerin sentezi icin anahtar bir ara maddedir. Memeli
hlcrelerinde mevalonatin biiylik bir kismi kolesterole doniistiiriiliirken diger kismi
ise steroid hormonlari, safra asitleri ve D vitaminine doniistiiriilmektedir. Bununla
birlikte mevalonat sadece kolesterol biyosentezindeki bir ara molekiil degil aym
zamanda hcre ici sinyal aktarimini saglayan membran bagimli proteinlerden farnesil
pirofosfat (FPF) ve geranilgeranil pirofosfat (GGPF) gibi bir¢ok izopren yapisindaki
bilesikler i¢in de araci molekiil olarak rol oynamaktadir (22). Bu nedenle statinler,
kolesterol sentezi iizerindeki etkilerine ek olarak, farkli bir¢ok yapisal maddenin
sentezini duzenleyerek imminmodilator, antienflamatuar ve anjiojenik etkiler gibi

cesitli olumlu etkiler gostermektedir.

Anjiyojenik etkinin, statinlerin potansiyel anjiogenez modulatorleri gibi
faaliyet gostermesinden kaynaklandigi one siiriilmektedir. Ornegin, statinler ile
endotel hicrelerdeki anjiyojenik sirecleri diizenleyen serin/treonin protein kinaz ve
anjiogenez stimiilatorii olan nitrik oksitin iiretimi arasinda iligski oldugu gosterilmistir
(23). Bununla birlikte, yaygin olarak kullanilan statinlerden biri olan simvastatinin,
anjiyogenezisten, hiicre proliferasyonuna, ECM olusumuna kadar yara iyilesmesinin
pek cok asamasinda gorev alan Vaskullar Endotelyal Buyume Faktoriinin (VEGF)

farkl1 hiicre tiplerinden salimini artirdigr gosterilmistir (20).

Statinlerin, C-reaktif peptidi ve cesitli kemokin, sitokin ve adhezyon
molekiillerini inhibe ederek antienflamatuar Ozellik sergiledikleri gosterilmistir.
Bununla birlikte T-hiicresi aktivitesinin diizenlenmesinde de rol oynayarak, immdin-
modiilasyona katki sagladiklar1 distiniilmektedir (24). Sonu¢ olarak, statinler
enflamasyonu azaltmanin yaninda, neovaskilarizasyonu desteklemesi ve bakteri

yiikiinii azaltmasi1 nedeniyle kronik yara iyilestirici potansiyele sahiptir.

Kronik enflamasyon ve azalmis anjiyogenez diyabetik yaralar gibi kronik

yaralarin iyilesmesinin gecikmesinde rol oynayan Onemli faktorlerdendir. Yogun
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aragtirmalar ve teknolojik gelismelere ragmen diyabetik yara tedavisi i¢in heniiz
Olgiilebilir bir klinik etkiye sahip uygun bir tedavi yontemi bulunmamaktadir. Bu
durum tedavide yiiksek maliyetlere ve zayif uzun dénem tedavi sonuglarina yol
acarak endise yaratmaktadir (13). Bu nedenle yara iyilesmesini pek ¢ok yonden
destekleyen statinlerin, diyabetik yara tedavisinde topikal uygulanmasi, diyabetik

yara iyilesmesinde umut vermektedir.
2.4. Kok Hiicrelerin Diyabetik Yara Tedavisindeki Yeri ve Uygulamalar:

Diyabetik yara patofizyolojisi kompleks olup ¢ok etkenlidir, iyilesmenin
hizlandirilmasi i¢in birgok seviyede mudahale edilmesi gerekmektedir. Diyabetik
yaralar zayif damarlanmalar ile karakterizedir, bu sebeple yara bolgesine besinlerin
ve hiicrelerin taginmasiin bozuldugu diisiiniilmektedir. Kok hiicreler o6zellikle

anjiogenezis sagladigindan kronik yara tedavisinde olumlu sonuglara yol agmaktadir

(25).

Kok hiicreler yara iyilesme siirecinde;

e Derinin fonksiyonu ve cesitli boliimleri igin gerekeli olan spesifik
yapilara farklilagabilmektedir.

e liskemik ve vyarali dokularda kemokin ve biiyiime faktorlerinin
salgilanmasini saglar.

e Salgilanan bu maddeler araciligiyla anjiogenezise ve ECM’in yeniden
dizenlenmesine yol acarlar.

e Tim bunlarin sonucunda yara iyilesmesi i¢in uygun ortam hazirlayarak,

normal iyilesme stireci gerceklestirirler (25, 26).

Kronik yaralarin kok hiicrelerle tedavisi iizerine gergeklestirilen ¢caligmalarda
onemli sonuglar elde edilmistir. Hocking ve Gibran (27) mezenkimal kok hicrelerin
(MKH) diyabetik yara iyilesmesindeki ¢oklu etkilerini kanitlarken Lee ve ark. (28)
endotelyal progenitor hiicrelerin neovaskiilarizasyon ve yara iyilesme siirecini
desteklediklerini gostermislerdir. Benzer calismalarin bir digerinde ise, kemik iligi

kaynakli mezenkimal kok hiicreler ile mononiikleer hiicrelerin diyabetik ayaklh
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hastalarda yara iyilesmesi tizerine etkisi karsilastirilmis; elde edilen sonuglarda
mezenkimal kok hiicre verilen hasta grubunda mononiikleer hiicrelere kiyasla alt

ekstremite kan akiminda daha fazla artis ve daha hizli yara iyilesmesi gézlenmistir
(29).

Diyabetik yara tedavisi igin farkli kok hucre tipleri kullanilmaktadir. Bunlar
genel olarak allojenik ve otolog kok hiicreler olmak {izere ikiye ayrilabilirler.
Allojenik kok htcreler; mezenkimal hucreler ve embriyonik kok hcreleri
icermektedir. Otolog kok hiicreler ise kemik iligi kaynakli endotelyal progenitor

hiicreler, hematopoetik kok hiicreler ve mezenkimal kok hiicreleri kapsamaktadir
(30).

2.4.1 Mezenkimal Kok Hucreler

Son yillarda mezenkimal kok hiicreler kolay elde edilebilir olmalari, giiclii
cogalma ve farklilagma kapasiteleri ile rejeneratif tibbin 6nemli elemani haline
gelmiglerdir. Mezenkimal kok hiicrelerin  heterojen bir grup olduklart ve
birbirlerinden farkli yetenekleri olan hiicre karisimi olduklari diisiiniilmektedir.
Multipotent erigkin kok hiicresi (multipotent adult progenitor cells, MAPC), ¢ok
kiiciik embriyonik hiicre benzeri hiicreler (very small embryonic-like cells, VSEL),
erigkin kemik iligi kaynakli indiiklenebilir ¢ok kokenli hiicre (human marrow-
isolated adult multilineage-inducible cells, MIAMI) ve insan kemik iligi kaynakli
kok hiicresi (human bone marrow stromal cells, hBMSC) bu hiicrelerin en taninmig
olanlaridir ve mezenkimal kok hiicre kolonilerinin %0.1-1’ini olusturmaktadirlar.
Mezenkimal kok hiicrenin her li¢ germ yapragindan kaynaklanan hiicrelere

doniisebildikleri ¢ok gesitli in vivo ve in vitro ¢aligmalarla gosterilmistir (31).

Mezenkimal kok hiicre tedavisi dermal rejenerasyonu ve yara kapanmasini
hizlandirirken, inflamatuvar g¢evre diizenlemesi yaparak iyi vaskiilarize matriks
graniilasyon dokusu olusumunu uyarir. Bunun yan sira keratinosit migrasyonunu
hizlandirp, iyilesen yara hiicrelerindeki apoptozu onler. Mezenkimal kok hiicreler
ayni zamanda diyabetik dokularda iyilesmeyi de hizlandirarak, iyilesmeyen {ilser

olusumlarini da Onleyebilmektedir (32). Bu hiicrelerin birgok dokuda rejeneratif-
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trofik ozellikleri bulunmaktadir. Inflamatuvar medyatdrlerden interferon-gama ve
tiimdr nekrozis-alfa mezenkimal kok hiicrelerin ortama gelmesini ve ekstraselliiler
matrikse dogru hareketi saglayarak, birgok sitokinin mezenkimal kok hiicre
migrasyonunu kolaylastirdig1 tespit edilmistir. Mezenkimal hiicreler yara iyilesme
fazlarinin hepsinde yara yataginda tespit edilmis, epidermal hiicrelere, keratinositlere
ve endotelyal hiicrelere farklilasabildikleri gosterilmistir (33). Ozellikle yaral
bolgede kiimelesen mezenkimal kok hiicreler deri bilesenlerinde yer alan ¢esitli
hiicre tiplerine farklilasarak yara iyilesmesine katki saglamaktadir. Sasaki ve ark.
(34) mezenkimal kok hiicrelerin  farklilasma yeteneklerinin yara iyilesmesi
uzerindeki etkisini in vitro hiicre kilturt ve in vivo fare modelleri ile inceleyerek
mezenkimal kok hiicrelerin yara iyilesmesi siirecinde basta keratinositler, endotelyal
hiicreler, perisitler olmak iizere c¢esitli deri hiicre tiplerine farklilastigini

gostermislerdir.

Bu hiicrelerle tedavi edilen yaralarda hasarin enflamatuvar fazi hizli olup,
graniilasyon dokusu erken olusur ve yeniden diizenlenme fazina cabuk gecilerek

minimum skar dokusu gelisimi saglanmaktadir (33).

2.5. Kat1 lipit nanopartikiiller (KLN) ve Nanoyapih Lipit Tasiyic1 (NLT)

Sistemler

Miseller, lipozomlar, kat1 lipit nanopartikiiller, nanoyapili lipit tasiyicilar ve
polimerik nanopartikiiller de dahil olmak {izere giiniimiizde ¢ok ¢esitli gelismis ilag
tasiyici sistemler bulunmaktadir. Bu sistemler ilaglarin yan etkilerini azaltmak ve

tedavi etkinligini artirmak i¢in gelistirilmistir (35).

Kati lipit nanopartikiiller (KLN) ve Nanoyapili Lipit Tasiyict (NLT)
sistemler; lipozomlar ve polimerik nanopartikiiller gibi iyi bilinen tasiyici
sistemlerde goriilen bazi problemlerin {istesinden gelmek i¢in alternatif olarak
gelistirilmiglerdir. KLN ve NLT sistemlerin, fizyolojik lipitlere benzer yapidaki
lipitlerden olugmasi, ¢esitli avantajlar saglayarak, bu yapilar ideal bir tasiyict sistem
haline getirmektedir. Bu sistemler c¢esitli deri hastaliklar1 ve kanser tedavisinden,

santral sinir sistemi, akciger ve karacigere hedeflendirmeye kadar ¢ok genis bir
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uygulama alani1 sunmaktadir (36-39). Ayrica, biyolojik olarak parcalanabilmeleri,
diistik toksisiteleri ve iyi tolere edilebilirlik 0zellikleri sayesinde, parenteral, okdler,

oral, pulmoner ve topikal uygulama gibi ¢ok ¢esitli yollarla uygulanabilmektedir (38-
41).

1990’larda ii¢ c¢alisma grubu Miiller, Gasco, Westesen ve ark. (42-44)
tarafindan birinci jenerasyon lipit nanopartikiiller olan KLN’ler gelistirilmistir. Kati
lipit nanopartikiller, yag/su emiilsiyonlarindaki sivi yag yerine kati lipit veya kati
lipit karisimlarinin bulundugu sistemlerdir. Bu sebeple KLN’lerin lipit matriksi oda
ve vicut sicakliginda kati haldedir. KLN’ler stabilize edici ajan olarak yiizey etkin
maddenin %0,5-%5 (a/a) oranlardaki sulu cozeltisi icerisinde, %0,1-%30 (a/a)
oraninda lipitin disperse edildigi sistemlerdir, KLN’lerin ortalama partikl
biiytikliikleri yaklasik olarak 40 ila 1000 nm arasindadir (45), NLT ler ise kati lipitin
yanisira sivi lipitlerin de bilesime girmesiyle, kati lipit, sivi lipit, emiilgatorler ve
sudan olusan nanopartikiillerdir. NLT’ler, KLN’lerin daha sonraki jenerasyonu olup,
yaptya sivi lipitlerin girmesiyle etkin madde yilikleme kapasitesi artirilmistir. Daha
stabil olmalar1 da avantajlaridir. Sekil 2.3.’de KLN ve NLT sistemlerinin lipit

matriks yapilar1 arasindaki farklar gosterilmektedir (46).

Lipit Nanopartikiil
Dispersiyonu

@ KLN Lipit Matriks
Sulu Ortam \ /
I~ c/

Lipit —
Nanopartikiil

. ilag
0 % NLT Lipit Matriks

Stabilize Edici 4= | 'O

Ajan

Sekil 2.3. KLN ve NLT sistemlerine ait lipit matriks yapis1 ve bilesimi (46).
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2.5.1. Kat: lipit nanopartikiiller ve Nanoyapih Lipit Tastyic1 Sistemlerin

Avantaj ve Dezavantajlar

KLN’ler diger ilag tasiyici sistemlerin sagladig1 avantajlarin kombinasyonunu
icermektedir. Ozellikle fiziksel olarak stabil olmalar;, hapsedilen ilacin
degredasyondan korunmasi, kontrollii salim saglanmasi, diisiik sitotoksisiteye sahip
olmasi, organik ¢oziicli gerektirmemesi ve hem lipofilik hem de hidrofilik ilaglarin
hapsedilmesine olanak vermesi en 6nemli avantajlarindandir (47). Tim bunlarin
yaninda yiiksek basingli homojenizasyon yontemiyle KLN’ler biiylik olcekte
tiretilebilmektedir. Ancak KLN’lerin 6nemli dezavantajlari da bulunmaktadir.
KLN’ler nispeten diisiik ilag yiiklenme kapasitesine sahiptir ve saklama sirasinda
polimorfik gecisler nedeniyle ilacin tasiyicidan disar1 sizmasina yol agmaktadir. Bu
durum  KLN’lerin  {iretilmelerinin  ardindan  partikiiler — matriksin  lipit
modifikasyonunun daha diizensiz bir polimorfik formdan olduk¢a diizenli bir yap1
olan B-modifikasyon formlarina doniismesinden kaynaklanmaktadir. B-modifikasyon
yapist bir ka¢ diizensiz yapinin yaninda kusursuz bir kristal kafes yapist ile

karakterizedir. Bu gibi dezavantajlar KLN'lerin uygulama alanlarin1 kisitlamaktadir

(48).

KLN ile ilgili bu problemleri ¢ozebilmek igin, ikinci jenerasyon lipit
nanopartikiiller olan NLT’ler gelistirilmistir. NLT’lerde lipit matriks kati ve sivi
lipitin karisimindan olusmaktadir ve KLN’lerdeki gibi oda ve viicut sicakliginda kati
haldedirler. NLT formiilasyonlarinda farkli tiirden katt ve sivi lipitlerin
kanistirilmasiyla, KLN’lere gore daha az diizenli, kismen kristalize veya amorf bir
lipit matriks yapisi olusmaktadir. Bu diizensizlik, etkin maddenin hapsedilmesi igin
daha ¢ok oda olusumuna yol agmistir. Ayrica etkin maddelerin biiyiik kismi sivi
lipitlerde daha ¢ok c¢oziiniirliik gdstermektedir. Bu nedenle NLT formiilasyonlar
KLN'lere gore daha yuksek ila¢ yuklenme kapasitesi ile optimum bir kontrolli salim

sistemi saglamaktadir (48).

Sonu¢ olarak NLT’ler KLN’lerin dezavantajlarin1 ortadan kaldirmakla
birlikte KLN ve diger lipit nanotasiyicilarin tiim avantajlarina sahip olan

sistemlerdir.
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2.5.2. Kat1 lipit nanopartikiiller ve Nanoyapih Lipit Tasiyic1 Sistemlerin

Bilesimi

KLN ve NLT formiilasyonlar1 genel olarak, kati lipit veya kat1 ve siv1 lipit
karigimi, emiilgator ve sudan olusmaktadir. Emiilgator olarak noniyonik yiizey etkin
maddeler tercih edilmektedir. Kullanilan lipitler ise genel olarak guvenilir kabul
edilen (Generally Recognized as Safe, GRAS) ozelligine sahip fizyolojik ve
biyopargalanabilir bilesiklerdir. KLN ve NLT formiilasyonlarinda sik kullanilan kati

lipitler, s1v1 lipitler ve emiilgatorler Tablo 2.2.’de 6zetlenmistir (49).

Tablo 2.2. Kati lipit nanopartikiil ve nanoyapili lipit tasiyici formiilasyonlarinda stk
kullanilan lipitler ve emiilgatorler.

Kati Lipit Siv1 Lipit Emilgator
o Stearik asit ¢ Soya yag1 e Tween 80
e Karnauba mumu (cera e Orta zincirli trigliseri | e Lesitin
karnoba) / kaprilik ve kaprik- e Poloksamer 188
o Gliseril tristearat / trigliseritler  Myverol 18-04K
tristearin e Oleik asit e Poligliseril 3-metilgliikoz
¢ Gliseril monostearat e Propilen glikol distearat
o Setil palmitat o A-tokoferol / e e Sodyum dodesil stlfat
e Gliseril monokaprat vitamini e Sodyum deoksikolat
o Gliseril palmitostearat e Misir yagi e Tween 20
o Gliseril behenat e Skualen
e Propilen glikol
monostearat

Nanoyapih Lipit Tastyic1 Sistem Tipleri

Formiilasyon bilesimi ve liretim parametrelerine bagli olarak {i¢ tip NLT

yapist bulunmaktadir (Sekil 2.4.).
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Lipofilik Etkin
Madde

Kat1 Lipit

Siv1
Nano-Boélmeler

A) Tip I : Kusurlu Tip NLT B) Tip II : Amorf Tip NLT C) Tip III : Coklu Tip NLT

Sekil 2.4. Nanoyapili Lipit Tastyict (NLT) sistem tipleri.

Tip 1, kusurlu bir lipit matriks yapisma sahip olan NLT yapilaridir. Iyi bir
etkin madde hapsedilebilirligi i¢in 6nemli bir 6n kosul olan lipit nanopartikil
yapisindaki genel kristal kusurlar1 ve gliseritler ile yag asidi zincirleri arasindaki
mesafeler ¢ok farkli yag asitlerinden olusan gliseritlerin kullanilmasi ile
artirtlabilmektedir. Bu yiiksek oranda diizensizlikler bulunan, kusurlu kristal yapisi,
KLN’lerdeki gibi kati lipit kullanimindan daha ¢ok NLT yapilarindaki gibi kati
lipitlerle kimyasal olarak ¢ok farkli olan sivi lipitlerin birlikte kullanimi ile elde
edilebilir. Kusurlu NLT tipinde yapidaki bu kusurlar/bosluklar ilacin molekiiler
formda ve amorf kiimeler halinde yerlesmesini saglayarak yiiklenen ila¢ miktarini

artirmaktadir (50).

Tip I NLT ler amorf tiptedir, bu yapida lipit ¢ekirdek kristal halden daha ¢ok
amorf bir yap1 olusturacak sekilde katilagsmaktadir. Plansiz bir kati amorf matriks
yapisi goriilmektedir. Bu tip NLT’ler, hidroksi oktakosanol hidroksitearat,
izopropilmiristat veya orta zincirli trigliseridler gibi spesifik lipitlerin karisimi ile
uretilebilmektedir (50).

Coklu tip (Tip III) NLT’ler, lipofilik etkin maddelerin kati lipitlerle
karsilastirildiginda sivi lipitlerdeki ¢oziiniirliigliniin daha yiiksek olmasina bagh
olarak III. Tip ¢oklu NLT’ler gelistirilmistir. Bu tip NLT’lerde kat1 matriks yapisi,
stv1 lipitlerden olusan kiigiik sivi nano-bdlmeler icermektedir. Bu sivi lipit nano-
bdlmelerinde etkin maddenin ¢oziiniirliigii daha yiiksektir bu nedenle etkin maddenin

yiiklenme kapasitesi artirilmaktadir. Ayrica nano-bdlmelerin kati lipitlerle ¢evrilmis
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olmasi kontrollii ilag salimina imkan vermektedir. Coklu tipte NLT ler kat1 bir lipit

ile daha fazla miktardaki bir siv1 lipitin karigimindan tiretilebilmektedir (50, 51).

2.5.3. Kat1 lipit nanopartikiiller ve Nanoyapih Lipit Tasiyic1 Sistemlerin

Hazirlama Yontemleri

KLN ve NLT sistemleri yaygin olarak; sicak veya soguk yiiksek basingl
homojenizasyon, mikroemulsiyon, ¢ozlcl emdlsifikasyon-evaporasyon ve yiksek

hizda karigtirma ve/veya ultrasonikasyon yontemleri ile hazirlanmaktadir.
Yiiksek Basin¢ch Homojenizasyon Yontemi

Yiiksek basingli homojenizasyon, KLN uUretimi igin guvenilir ve etkili bir
yontem olarak ortaya ¢ikmistir. Yiiksek basingli homojenizatorler, siviyr birkag
mikron genisligindeki dar bir delikten, yiiksek bir basingla (100-2000 bar) iterler.
S1vi, cok kisa bir mesafede cok yiiksek bir hiza (1000 km/saat’in {izerinde) ulasir ve
partikuller nanometre diizeyine kadar kigulur.

Yiiksek basingli homojenizasyon yontemi, sicak homojenizasyon ve soguk
homojenizasyon olmak iizere iki sekilde gerceklestirilebilmektedir. Sicak
homojenizasyonda lipitlerin  erime noktasinin iizerinde homojenizasyon
gerceklestirilirken soguk homojenizasyon yoteminde bu sikintilar gézlenmez. Etkin
madde, erime noktasinin 5-10°C Uzerinde bir sicaklikta eritilmis olan lipit igerisinde
cozilur veya disperse edilir. Etkin madde igeren erimis lipit, ayn1 sicakliktaki sulu
emulgator cozeltisi iginde yuksek hizda karistirma ile disperse edilir. Elde edilen
sicak pre-emiilsiyon homojenizatorden gecirilir ve sonugta olusan sicak Y/S
nanoemiilsiyonu oda sicakligina kadar sogutulur. Bu sekilde lipit katilasir ve kati
KLN ve NLT’ler elde edilir. Sicak homojenizasyon yontemi, sicaga dayanikli etkin
maddeler i¢in uygundur. Yiiksek sicakliga karsi duyarli olan bilesikler i¢in soguk

homojenizasyon yontemi tercih edilmektedir (52, 53).

Kovacevic ve ark. (52) yaptiklar1 bir ¢calismada KLN ve NLT iiretimi igin
sicak basingli homojenizasyon yontemini kullanmiglardir. Formiilasyonlarin

tiimiinde %10 (a/a) lipit faz orani sabit tutularak, KLN’ler i¢in lipit faz olarak setil
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palmitat (Cutina CP), NLT’ler i¢in ise farkli oranlarda setil palmitat ve Miglyol 812
karigimlart kullanilmistir. Hazirlama asamasinda lipit faz 75°C’de eritilip, sicak sivi
yuzey etkin madde ¢6zeltisi ile birlestirilerek 8000 rpm’de yiiksek hizli karistiricida
1 dk. siiresince karistirilmis ardindan yiiksek basingli homojenizatore alinan 6n
emiilsiyon i¢in homojenizasyon islemi 500 barda 75°C’de gergeklestirilmistir. Elde
edilen tim KLN ve NLT’lerin ortalama partikiil biiyiikliigi yaklasik 170 nm-200 nm

olarak bulunmustur.
Mikroemdalsiyon Yoéntemi

Gasco ve ark.’nin (54) gelistirdigi bir KLN hazirlama teknigi olan
mikroemiilsiyon ~ yontemi, mikroemiilsiyonlarin  seyreltilmesi  temeli ile
hazirlanmaktadir. Etkin madde eritilmis lipit i¢inde ¢6ziindiiriiliir ve 70°C’ye kadar
isitilir. Yiizey etkin madde yardimer yiizey etkin madde iceren su fazi da ayni
sicakliga kadar 1sitildiktan sonra, su fazi yag fazina ilave edilerek mikroemiilsiyon
elde edilir. Sicak mikroemiilsiyonun 1:25-1:50 oranlarinda soguk su (2-4°C) ile
dilisyonu sonucunda lipit nanopartikiller elde edilir. Asir1 miktardaki suyun
uzaklastirllmas1  gerektigindan ultrafiltrasyonla veya liyofilizasyon islemleri

uygulanarak KLN veya NLT formiilasyonlari elde edilir (54, 55).

Fadda P. ve ark. (55) tarafindan yapilan bir ¢alismada, lipit faz olarak
tripalmitin (Dynasan 116), yuzey etkin madde olarak ise soya fasulyesi lesitini
(Epikuron 200) ve sodyum taurocholate, Solutol HS15 yardimci yiizey etkin madde
kullanilarak mikroemiilsiyon yontemi ile KLN formiilasyonlar: hazirlanmistir.
Mikroemiilsiyonlar, lipit ve su fazinin 70+0,1°C’de 7000 rpm’de yiiksek hizli
karistirict altinda 20 dk. siiresince karigtirilmasi ile hazirlanmigtir. Elde edilen
mikroemiilsiyon daha sonra 440.1°C sicakligindaki sivi faz igerisine damla damla

ilave edilerek disperse edilmis ve KLN’ler elde edilmistir.
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Co6zlcu Emalsifikasyon-Evaporasyon Yontemi

Bu yontemde lipit faz suda ¢6ziinmeyen bir organik c¢ozicl igerisinde
cozindurultp sulu faz icerisinde emdlsifiye edilir. Daha sonra ¢dzucinin vakum
altinda buharlastirilmasiyla nanopartikiiller olusur ve c¢okerler. Bu yontem 1s1

kullanilmadig1 i¢in avantajli iken organik ¢oziicii kullanilmasi dezavantaj yaratir

(48).

Tiwari ve ark. (56) ¢ozict emulsifikasyon-evaporasyon yontemini kullanarak
simvastatin ile yiiklenmis NLT formiilasyonlari hazirlamiglardir. Kat1 ve sivi lipit
olarak segilen gliserol mono stearat ve oleik asit karisimi izopropil alkol organik
¢oziliciide ¢oziindiiriilmiis daha sonra Poloxamer 407 yuzey etkin maddesini igeren
sulu faz icerisinde manyetik karistirici altinda disperse edilerek lipit nanopartikiller
olusturulmustur. Elde edilen formiilasyonlarin partikiil biiyiikligii 180 nm-260 nm

arasinda degismektedir.
Yiiksek Hizda Kanistirma ve / veya Ultrasonikasyon Yontemi

Yiiksek hizda karigtirma ve ultrasonikasyon islemleri genellikle bir arada
kullanilmakta ve belli bir siire boyunca yiiksek sicaklikta karigtirma igslemi devam
etmektedir. Bu yontem kati lipit nanopartikiillerinin iiretiminde yaygin olarak
kullanilan kolay bir yontemdir. Bu yontemin en onemli dezavantaji dispersiyon
kalitesinin mikropartikiillerin varlig1 ile tehlikeye diismesi ve bu durumun fiziksel

stabilite de problemlere yol agmasidir (57).

Iscan ve ark. (58) DEET in deriden emilimin azaltmak amaciyla mikrometre
boyutunda lipit partikiiller hazirlamak igin sadece yiiksek hizda karistirmay1 tercih
ederken, Anwar ve ark. (59) salisilik asit igeren NLT’lerin hazirlanmasinda her iki
teknigi birlikte kullanarak, yaklagtk 200nm boyutunda nanopartikiiller elde

etmislerdir.
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2.5.4. Kat1 lipit nanopartikiiller ve Nanoyapih Lipit Tasiyic1 Sistemlerin
Karakterizasyonu

KLN ve NLT’ler, kontrollii bir sekilde olusturulmus nano boyuttaki lipit bir
matriksten meydana gelmektedir. Kompleks bir kolloidal ilag tasiyici sistem olan
KLN ve NLT sistemlerin, fizikokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi ve elde edilen
dispersiyonun segilen uygulama yolu dogrultusunda beklenen ozelliklere sahip
oldugunun degerlendirilmesi amaciyla detayli bir karakterizasyon ¢alismasi

yapilmalidir.

KLN/NLT sistemlerin karakterizasyonu;

e Partikiil Biiyiikliigii ve Dagilim1 Analizi,

e Zeta Potansiyel Analizi,

e Kiristalizasyon ve Lipit Modifikasyon Analizi,

e Morfolojik Analiz,

e Stabilite Caligmalari,

e Reolojik Analiz,

e Etkin Madde Yukleme Kapasitesi ve Hapsedilme Etkinligi,

e In Vitro Salim Calismalarindan olusmaktadir.
Partikiil Bityiikliigii ve Dagilimi Analizi

Ortalama partikiil biyiikligi ve dagilimi, fiziksel ve kimyasal stabilite,
biyolojik yanit, salim hiz1 ve ¢oziiniirliigii kontrol eden bir parametre oldugundan

nanodispersiyonlarin en Onemli karakterizasyon parametreleri arasinda yer

almaktadir (60).

Genel olarak, tiim kolloidal partikiiller i¢in tanimlandigi gibi KLN ve NLT
sistemlerinin de partikiil biiytikliigii 1000 nm’den kiigiiktiir. KLN ve NLT’lerin,
partikiil biiyiikliiglindeki degisiklerin belirlenmesi, fiziksel stabilitelerinin izlenmesi
acisindan en uygun yontemdir. Partikiil bliylikligiindeki artis gézlenmesi genellikle
stabil olmayan sistemlerde goriilmektedir. Bu nedenle partikiil biyikligi
formilasyon stabilitesi icin énemli bir gosterge olarak kabul edilmektedir. Lipitler,
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yiizey etkin maddeler, dispersiyon ortami ve diger eksipiyanlar gibi formiilasyon
parametreleri ve hazirlama ydntemi, homojenizasyon veya sonikasyon islemi igin;
uygulanan basing, sicaklik ve zaman, Uretim ekipmanlar, sterilizasyon ve
liyofilizasyon gibi islem parametreleri KLN ve NLT’ler icin ana kalite parametreleri
olarak kabul edilmektedir. Bu parametrelerin timd, olusan partikiillerin biiytikligiinii
ve kristalizasyonunu dogrudan etkilediginden, her bir parametrenin partikulln
karaterizasyonu iizerine etkisi siklikla partikiill biliylkligliniin Olgiilmesi ile

incelenmektedir (61).

KLN ve NLT’lerin partikiil biyiikliikleri siklikla Foton Korelasyon
Spektroskopisi (PCS) ve/veya lazer difraksiyonu gibi 1sik sagma ydntemleri ile
Olgiilmektedir. Dinamik 1s1k sac¢ilimi (DLS) olarak da isimlendirilen PCS, bir
dispersiyon icindeki KLN ve NLT’lerin partikil buydkliklerinin élciminde en sik
kullanilan yontemdir. PCS kapsamli bir 6érnek hazirlama siirecine gerek olmadan,
cok az miktarlardaki orneklerle, drnege zarar vermeden Ol¢iim yapabilen hizli bir
yontemdir. PCS, yaklasik olarak 3 nm-3000 nm araligindaki partikiilleri tespit
edebilmektedir, KLN ve NLT dispersiyonlarinin partikiil blyuklikleri de bu araliga
girdiginden KLN ve NLT formiilasyonlari i¢in en uygun yontemdir. PCS, seyreltik
bir dispersiyon ortaminda siispande olmus partikiillerin rastgele gerceklestirdikleri
termal ve brown hareketlerinin analizi esasina dayanmaktadir (62, 63). PCS
yonteminin Ol¢iim smirlarindan daha biiyiik partikiil bliyiikliigi dagilimina sahip
KLN ve NLT dagilimlariin partikiil biyiikligii 6l¢timiinde Lazer Difraksiyon (LD)
yontemi ¢ok daha genis bir saptama araligina (20 nm-2000 p) sahip oldugundan
tercih edilmektedir.

LD yontemi ile PCS yontemi, kombinasyon halinde de kullanilabilmektedir.
Iki yontemin kombinasyonundan, &zellikle ¢ok kiigiik partikiillerden biiyiik
partikullere kadar degisen genis dagilimlarin analizinde yararlanilmaktadir (64). LD
metodu, lazer 15181 ile aydinlatilmis partikiillerden sagilan 1s1k dizisinin, partikiillerin
biiyiikliiklerine bagl olarak olusturduklari sag¢ilim agis1 dagiliminin ve agilan 15181n
yogunlugunun analizine dayanmaktadir. Kiigiik partikiiller daha biiyiik partikiiller ile
karsilastirildiginda daha yogun ve genis bir sa¢ilim agisi ile sagilim olusturmaktadir
(65).
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PCS, partikiil biiylikligli sonuglarin1 yogunluk agirlikli hidrodinamik ¢ap
ortalamast ve polidispersite indeksi (PDI) olarak vermektedir. PDI, partikiil
blyiikligl dagilimimin genisliginin bir olgiisiidiir. PDI degeri, dagilimin genisligine
bagli olarak 0-1 arasinda degismektedir. PDI, KLN ve NLT formiilasyonlarmin
fiziksel stabilitesi agisindan dnemli bir etkiye sahiptir, uzun siire stabil bir sistem i¢in
PDI degerinin miimkiin oldugu kadar kiiclik bir degerde olmasi gerekmektedir. PDI
degerinin 0,1-0,25 arasinda bir deger olmasi oldukga dar bir biiylikliik dagiliminin
oldugunu gosterirken, 0,5 ve {izerindeki degerler ¢cok genis bir dagilim oldugunu

belirtmektedir (60).
Zeta Potansiyel Analizi

Zeta potansiyel, partikiiliin yiikii ile zit yiike sahip iyonlarin giiclii bir sekilde
partikiil ylizeyine baglandig1 diizlem ile bu diizlemden uzak mesafelerde iyon
yikiiniin  notrlestigi  bolge arasinda olusan elektriksel potansiyel olarak
tanimlanmaktadir. Zeta potansiyel, KLN ve NLT formiilasyonlarinin fiziksel stabilite
ve in vivo davranigini etkileyen 6nemi bir ylizey karakterizasyonudur. Nanopartikiil
dispersiyonunda tiim partikillerin yuksek bir pozitif veya negatif bir yike sahip
olmast durumunda, partikiiller birbirlerine siirekli olarak itme kuvveti
uyguladigindan, agregasyonun Oniine gecilmekte ve elektrostatik stabilizasyon
saglanmaktadir. Elektrostatik olarak stabilize edilmis KLN ve NLT’lerin zeta
potansiyel degerinin minimum £30 mV olmasi beklenirken, hem elektrostatik hemde
sterik stabilizasyonun saglandig1 sistemler i¢in 20 m\V zeta potansiyel arzu
edilmektedir (60, 66).

Zeta potansiyel, pH, iyonik kuvvet ve dispersiyon ortamindaki iyon
tiplerinden etkilenmektedir. Zeta potansiyel dlcimleri elektroforetik / elektroakustik
hareketlilige dayanan uygun analitik cihazlarla olgiilmektedir. Partikiil biiytikligi
Olctimlerinde oldugu gibi, ¢coklu sacgilma etkisini 6nlemek i¢in seyreltilmis 6rneklerle

6l¢tim yapilmalhidir (67).
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Kristalizasyon ve Lipit Modifikasyon Analizi

KLN ve NLT formiilasyonlarinin hazirlama yontemlerinin ¢ogunda lipit
matriks erime derecesinin iizerinde bir sicakliga 1sitilmakta ve ardindan sulu faz
icerisinde kollidal boyutlarda disperse edilerek katilagtirilmaktadir. Bu siiregte
lipitlerin bir kismi erime derecesine ulasmadan kristalize olabilirken, bir kismi
kollidal dagilim durumunda kristallesemeden kalabilmektedir. Bu gibi durumlarda,
dispersiyonlar lipit nanopartikiil olarak degil siiper-sogutulmus eriyikler (super-
cooled melts) olarak kabul edilmektedir. Kristalize kati lipitler, kolloidal emiilsiyon
damlaciklarinin lipitin kritik kristalizasyon sicakliginin altina sogutulmasi ile elde
edilmektedir. Kritik kristalizasyon sicakligi, lipite spesifik olmasinin yaninda
formiilasyondaki diger bilesenlerden de etkilenmektedir. KLN ve NLT sistemlerinin
rekristalizasyonu, lipit matriksin yapisinda bulunan kisa trigliserid zincirlerinde
olugsmaktadir. Trigliseridlerin, en az kararli a-form, meta kararli B'-formu ve en stabil

B-formu olmak tizere ti¢ polimorfik formu bulunmaktadir (48, 68, 69).

KLN ve NLT sistemleri, genellikle 1sitma ve saklama sirasinda daha kararl
olan kristal yapidaki polimorfik formuna (B-modifikasyon) doniisme egilimindedir.
Bu durum etkin maddenin nanopartikiilden disar1 sizmasina yol acarak yiiklenen ilag
miktarmi azaltmaktadir. Istenmeyen bu polimorfik gecisi engellemek amaciyla
nanoyapilt lipit tasiyicilarin formiilasyonunda kati lipitle beraber sivi bir lipit
kullanilarak daha az diizenli, kismen kristalize veya amorf bir lipit matriks yapisi

elde edilerek yiksek bir ilag yiikleme kapasitesi saglanmaktadir (48).

KLN ve NLT formiilasyonlarinda, polimorfik degisiklikleri, erime
davraniglarini, etkin maddenin lipit igerisindeki durumunu ve lipitlerin yapisal
organizasyonunu analiz etmek amaciyla en sik kullanilan yOntemler; Diferansiyel
Taramali Kalorimetre (DSC), X-Isin1 Difraksiyonu (XRD), Kiicik Acili X-Isin
Sag¢ilmasi1 (SAXS), Fourier Transform Infrared Spektrofotometresi (FT-IR)’dur.
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Diferansiyel Taramal Kalorimetre (DSC- Differential Scanning
Calorimetry)

DSC, maddenin enerji durumunu arastirmak amaciyla kontrollii sicaklik
taramasi ile maddenin 1s1 akisinin izlendigi termoanalitik bir tekniktir. DSC
grafikleri, sicakligin bir fonksiyonu olarak numunenin grami basina 1s1 akisini
gOstermektedir. Bu grafikler, gegis sicakligi ve entalpik degisimler sonucu olusan

kristallesme ve polimorfik gegisleri degerlendirmek i¢in kullanilmaktadir (70).

DSC analizi KLN ve NLT formiilasyonlarinda, 1sitma sirasinda erime
gecislerinin gézlenmesi ile lipit nanopartikiiliin kat1 yapida oldugunu dogrulamak ve
erime entalpisinden yola ¢ikarak numunede kristal bir madde olup olmadigini
belirlemek amaciyla kullanilmaktadir. Bu degerlendirilmelerin yapilmasi i¢cin KLN
ve NLT formilasyonuna giren saf materyaller ve formilasyon uretimi sonucu elde
edilen Grlnler DSC analizi ile incelenmektedir. DSC, KLN ve NLT sistemleri igin
ozellikle, formiilasyonda kullanilan lipit ile yiiklenen etkin maddenin etkilesimini

arastirmak i¢in siklikla kullanilmaktadir (71, 72).
X-Isim Difraksiyonu (XRD- X-ray Diffraction)

XRD, rastgele yerlesmis olan molekdllerin kristal kafesleri ile etkilesen X-
isinlarimin difraksiyon modellerinin analizine dayanmaktadir. XRD analizi sonucu
elde edilen difraktogram, X-isin demetlerinin agisal pozisyonuna gore yansiyan X-
isinlarmin yogunlugunu gostermektedir. Difraktogram, belirli bir kristal yapisi i¢in
karakteristik olan XRD modelini gostermektedir. Yapiya karakteristik olmasi

nedeniyle polimorfik formlarin tanimlanmasi ve ayriminda kullanilabilmektedir (73).

XRD, KLN ve NLT’lerin karakterizasyonunda; kat1 halin dogrulanmasi,
partikullerin  kristal ~0Ozelliklerinin  ve lipit matriksin polimorfik formunun
tanimlanmas1 amaciyla kullanilmaktadir. DSC analizi ile polimorfik formun dogru
bir sekilde tanimlanmasi genellikle zordur ancak, XRD analizi polimorfik formlarin
daha dogru tanimlanmasi i¢in ek bilgiler sagladigindan polimorfik formlar i¢in daha

ayirici bir tekniktir.
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Kiiciik Ac¢ili X-Isim1 Sagilmasi (SAXS- Small Angle X-ray Scattering)

SAXS, DSC analizi ile birlikte KLN ve NLT’lerin polimorfik formlarinin
velveya kristal yapisinin anlasilmasinda yardimci olan bir yontemdir. SAXS,
nanoyapili sistemlerin foton korelasyon spektroskopisi gibi partikiil blytikligi
analizi ve morfolojik analiz sonuglarini desteklemek icin de kullanilabilmektedir.
Bunun yaninda SAXS modelleri siklikla, lipit matriksin i¢ diizenlenmesinin
anlasilmasi, enkapsiile olmus etkin madde ile lipit matriks arasindaki etkilesimin

dogrulanmas1 ve sisteminin stabilitesini Ongoriilmesi i¢in kullanilan yararli bir

yontemdir (74, 75).

Fourier Transform Infrared Spektrofotometresi (FT-IR- Fourier

Transform Infrared Spectroscopy)

Kizil6tesi spektroskopisi [infrared spectroscopy (IR)], molekiler seviyede
polimorfizm yapisinin incelemesini saglayan, fiziksel karakterizasyon amaciyla

siklikla kullanilan spektroskopik bir tekniktir (76).

KLN/NLT formiilayonlarinda FT-IR analizinden, lipit matriks ile etkin
madde arasinda kimyasal etkilesimi incelemek ve etkin maddenin nanopartikiller

igerisine hapsedilme etkinligini degerlendirmek i¢in yararlanilmaktadir (77, 78).
Morfolojik Analiz

KLN ve NLT formiilasyonlarinin yiikleme kapasitesi ve hapsedilme etkinligi,
salim hizi, fiziksel ve kimyasal stabilitesi, etkin maddenin nanopartikil icerisine
yerlesimi gibi pek ¢ok karakterizasyonu morfolojik ozelliklerinden dnemli dlgiide
etkilenebilmektedir. Kuresel olmayan KLN ve NLT’ler kuresel partikiller ile
karsilastirildiginda, daha yiiksek bir yiizey alam1 ve daha kisa difiizyon yolaklarina
sahip olup, daha az sayida lipit tabakalardan olusmaktadir. PCS veya LD gibi analitik
yontemler partikiillerin kiiresel sekle sahip oldugunu varsayarak partikiil biiytikliigi
analizini gerceklestirmektedir. Bu nedenle kiiresel sekle sahip olmayan ve
agregasyon gerceklesmis KLN ve NLT sistemlerinin partikiil buytkligia analizleri
icin bu teknikler yeterli degildir (48, 79).
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Bu nedenle taramali elektron mikroskobu (SEM), gegirimli elektron
mikroskobu (TEM) ve atomik kuvvet mikroskobu (AFM) gibi gelismis mikroskobik
teknikler, KLN ve NLT’lerin partikiil biiyiikligi ve dagilimi, morfolojisi, yiizey
topografisi ve 1i¢ yapist hakkinda Onemli bilgiler sagladigindan siklikla

kullanilmaktadir.
Gecirimli Elektron Mikroskobu (TEM- Transmission Electron Microscopy)

TEM, kolloidal tasiyici sistemlerin morfolojisi ve partikiil biiytkligi, sekli,
farkl1 kolloidal yapilarin arastirilmasi  gibi  detayli yapisal incelemeleri
degerlendirmek amaciyla siklikla kullanilmaktadir. TEM, elektron 1sin demetlerinin
ornek tizerine transferi sonucunda iki boyutlu goriintiilerin elde edildigi bir elektron
mikroskobu yontemidir. Elektron yogunlugunun diisikk oldugu bolgelere daha fazla
elektron iletilmekte ve bu bolgeler daha koyu renkte goriintiiler olusturmaktadir. Bu
nedenle farkli elektron yogunluklarindaki oOrnekler farkli koyuluktaki bolgeler
halinde goriintiilenmektedir. TEM analizinde ornekler genellikle gesitli agir metal
tuzlar ile boyanarak bilesenler arasindaki yogunluk kontrasti belirginlestirilmeye
calisilmaktadir. TEM analizinin baslica dezavantaji, daha kii¢iik partikiiller yoniinde
egiliminin olmasidir bu nedenle partikiil biiytikliigii dagilimi hakkinda kesin bir
sonug elde edilememektedir (57, 80, 81).

Taramah Elektron Mikroskobu (SEM- Scanning Electron Microscopy)

SEM, oOrnekler hakkinda {i¢ boyutlu morfolojik ve yiizey bilgisi
saglamaktadir. Ornekler odakli bir elektron 1511 bombardimanma maruz
birakilmakta ve ardindan 6rnek ylizeyinden yansiyan ikincil elektronlar elde edilerek

yiizey ozellikleri hakkinda bilgi edinilmektedir (82).

SEM, TEM analizine gére daha diisiik ¢6ziiniirliik giicline sahip oldugundan
detayli bir i¢ yap1 inCelemesi yapilamamaktadir ancak 6nemli bir avantaji daha genis
bir alanda derinlemesine incelemeler sagladigindan diger yontemlere gore nispeten

daha biiyiik yapilar1 goriintiileyebilmektedir (82, 83).
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Atomik Kuvvet Mikroskobu (AFM- Atomic Force Microscopy)

AFM, partikil ylzeyinin yiksek ¢ozinurlikle gorintiilenmesini saglar ve
sulu ortamda goriintiilemelerin yapilmasina olanak sagladigindan hem partikiiler
hemde biyolojik 0Orneklerin karakterizasyonunda 6nemli bir ydntemdir. AFM
analizinde, genel olarak atmosfer kosullar1 veya sivi bir ortam altinda herhangi bir
kaplama islemine gerek olmadan, iletken olmayan 6rneklerin yizey profilleri (¢

boyutlu olarak gorintilenebilmektedir (82).
Stabilite Calismalari

Stabilite, ilacin etkinligini ve giivenilirligini saglayan Onemli bir
parametredir. Stabilite sorunlari, saklama sirasinda veya nakliye sirasinda ortaya
cikabilmektedir. KLN ve NLT sistemleri gibi lipit dispersiyonlarin stabilitesi,
emiilsifiye edici ajanin lipit-su ara yiizeyindeki dengesi ve lipit fazin yapisina
dayanmaktadir (84). KLN ve NLT formiilasyonlarinin uzun siire saklanmalari
esnasinda sedimentasyon, agregasyon, jellesme, flokiilasyon ve partikiil biiylmesi

gibi fiziksel stabilite sorunlar1 gézlenebilmektedir.

Diisiik konsantrasyonlardaki dispersiyonlarda tek basina bulunan partikiiller
dispersiyon ortaminda difiizyon hareketleri sirasinda, brown hareketinden dolay:
diger partikiillerle carpisarak agregasyona Yyol acabilmektedir. Ancak yuksek
yogunluktaki NLT dispersiyonlarinda partikiiller inci gibi ag yapisi olusturmakta ve
carpigsma ger¢eklesemediginden agregasyon olusamamaktadir (Sekil 2.5.) (51).
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Sekil 2.5. Diisik konsantrasyondaki KLN dispersiyonlarinda agregasyon
gerceklesmesi ve yiiksek konsantrasyondaki NLT dispersiyonlarinda inci benzeri
ags1 gortiniim (51).

S1vi bir disperisyon halinden yar1 kat1 sisteme doniisme (jellesme), KLN ve
NLT formiilasyonlarinda ¢ok hizli ve beklenmedik bir sekilde gelisebilmektedir.
Jellesme kolloidal partikiil biiyiikliigii kaybinin gerceklestigi geri donlistimsiiz bir
olaydir. Jellesmenin mekanizmasi heniiz tam olarak agiklanamamis olsa da Freitas ve
Mdiller (85, 86) yiksek sicaklik, 151k, mekanik stresin amorf lipit nanopartikullerin,
B-modifikasyonu olarak bilinen kristal formlarma doniismesine neden olarak

jellsmenin meydana geldigini savunmaktadir.

KLN ve NLT formiilasyonlarinda stabil olmama gostergesi olan flokulasyon,
agregasyon ve jellesme durumlari gozlemsel olarak da farkedilebilmektedir.
Literatiirde yer alan ¢aligmalarda KLN ve NLT sistemlerinin fiziksel stabilitesi
siklikla, oda sicakligi veya buzdolabi saklama kosullar1 altinda belirlenen siire
boyunca formiilasyonlarin partikiil biyiikligii, zeta potansiyel ve kristalizasyon
analizleri ile degerlendirilmektedir (62, 72, 87, 88). KLN ve NLT formiilasyonlarinin
farmakolojik etkinlik g0Osterebilmesi igin, enkapsiile edilmis etkin maddenin

kimyasal olarak stabil olmas1 gerekmektedir. Bu nedenle partikiil biiyiikliigi, zeta
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potansiyel ve kristalizasyon analizleri gibi karakterizasyonlarin yaninda kimyasal
stabilitenin degerlendirilmesi i¢in KLN ve NLT’lerin etkin madde yukleme

kapasitesi ve etkin madde hapsedilme etkinligi hesaplanmaktadir (72, 88, 89).
Reolojik Analiz

Farmasotik Grlnlerin reolojik analizleri genellikle; Gretim parametrelerinin,
sicakligin, {rliniin saklama siiresince stabilitesinin ve kullanilan eksipiyanlarin
etkisini incelemek amaciyla yapilmaktadir. KLN ve NLT’ler gibi kompleks kolloidal
materyaller, tek noktali viskozite 6l¢iim yontemleri ile karakterize edilememektedir.
Bunun yerine, ¢esitli kosullarda Slgiimler yapilmali ve kolloidal parametreler ile
deneysel reolojik Ol¢limler karsilastirilarak tutarli sonuglar elde edilmelidir. KLN ve
NLT’lerin baskin reolojik ozellikleri ve parametre degerleri Olglim sirasinda
uygulanan stres ve stres siiresine bagli olarak degismektedir. Kayma hizi ve kayma
gerilimi degerleri ile c¢izilen akis egrilerinden KLN ve NLT dispersiyonlarinin
reolojik davranislar1 gozlenmektedir. Viskoz ve elastik 6zellikleri bir arada gosteren
viskoelastik davraniga sahip KLN ve NLT dispersiyonlarinda yapisal hasar
olusturmadan gerceklestirilen reolojik analizler ile molekiiller aras1 ve partikiiller

arast kuvvetler hakkinda bilgi saglanabilmektedir (90).

Lippacher ve ark.’nin (91) gerceklestirdigi bir ¢alismada, hazirlanan KLN
formiilasyonlarinin lipit faz yilizdesinin reolojik 0Ozellikler iizerindeki etkisi
incelenmistir. Yapilan deneyler sonucunda, tiim formiilasyonlar plastik ve tiksotropik
bir akis 6zelligi gostermistir, lipit konsantrasyonunun artmasiyla viskozitenin arttigi
ve formiilasyonlarin viskoz bir soliisyondan daha elastik bir jel yapisina doniiserek

viskoelastik 6zelliklerin dramatik bir sekilde degistigi gézlenmistir.

Yang ve ark. (92, 93), NLT partikiillerinin siv1 lipit igeriginin ve/veya
formiilasyondaki ylizey etkin madde miktarmin artirilmasi ile agregasyonun
azaltilarak stabilitenin artirilabildigini gosterdikleri daha onceki ¢alismalarindan yola
cikarak, NLT dispersiyonlarmin viskozitesinin agregasyona ugramis agst partikiil
yapisina bagli oldugunu ve bunun sonucunda NLT sistemlerinin reolojik

Ozelliklerinin kontrollu bir agregasyonla ayarlanabilecegini gostermislerdir.
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Etkin Madde Yukleme Kapasitesi Ve Etkin Madde Hapsedilme Etkinligi

Etkin madde yikleme kapasitesi nanopartikiil igerisine enkapsiile edimis
etkin madde miktarinin, formiilasyona ilave edilen total etkin madde miktarina orani
olarak tamimlanmaktadir. Genel olarak yiikleme kapasitesi ve hapsedilme etkinligi,
KLN ve NLT formiilasyon tasarimina, hazirlama yontemi ve kosullarina bagli olarak
degismektedir. Yiikleme kapasitesi, enkapsiile edilen veya serbest haldeki etkin
madde miktarmin belirlenmesi ile hesaplanabilmektedir. Enkapsiile edilmeyen
serbest haldeki etkin madde sulu fazda ¢6ziinmiis olarak veya kristalize halde
bulunabilmektedir (94, 95).

Hapsedilme etkinligi ise; nanopartikiil igerisine enkapsiile edilmis etkin
madde miktarinin, formiilasyona ilave edilen total lipit faz veya formilasyondaki
lipit nanopartikiil miktarina orani olarak tanimlanmaktadir (94, 95). KLN ve NLT
formiilasyonlarinda hapsedilme etkinligini agirlikli olarak etkileyen faktorler; etkin
maddenin lipitteki ¢oziiniirliigii ve karigabilirligi, lipit matriksin fiziksel, kimyasal
yapisi ve polimorfik formudur. Yeterli bir hapsedilme etkinliginin elde edilebilmesi
icin en dnemli dnkosul, etkin maddenin lipit fazda yiiksek ¢oziliniirliigiiniin olmasidir.
Ogzellikle, lipit faz sogutuldugunda etkin maddenin ¢oziiniirliigii azalacagindan,
eriyik lipitteki ¢Ozlniirliigin gerekli olan ¢oziiniirliikten daha yiiksek olmasi
istenmektedir (65).

Yukleme kapasitesi ve hapsedilme etkinligi analizinde, nanopartikiilleri sulu
dispersiyon ortamindan ayirmak amactyla ultrafiltrasyon, ultrasantrifiij veya boyut
diglama  kromatografisi  (size exclusion chromatography) gibi yontemler
kullanilmakta olup bu ayirim sayesinde serbest ve enkapsiile haldeki etkin madde
miktar 6lgiilebilmektedir. Bununla birlikte sulu dispersiyon fazi igerisinde ¢6ziinmiis
olan serbest etkin madde miktari, organik solventle ekstraksiyon yontemi ile de
belirlenebilmektedir (94-98).
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in Vitro Sahm Calismalan

Etkin madde salim profilleri dispersiyon sistemlerinin, siirekli ve uzatilmis
salim oOzelliklerinin degerlendirilmesinde yardimci olmaktadir. KLN ve NLT

sistemlerinin salim ¢alismalar1 genellikle diyaliz torbasi veya Franz difiizyon hiicresi

kullanilarak yapilmaktadir (56, 99).

KLN ve NLT sistemlerinden etkin madde salimi patlama salimi (burst
release) ve uzatilmig salim (sustained release) olarak iki farkli mekanizma ile
gerceklesmektedir. KLN ve NLT sistemlerinden salim etkin maddenin lipit matriksle
sulu siirfaktan fazi arasindaki partisyonuna bagli olarak degismektedir. NLT
sistemlerinde ise bu duruma ek olarak etkin maddenin lipit matriksteki kat1 lipit ile
stvi lipit bolmeleri arasindaki dagilimida 6nemlidir (100). NLT sistemlerinde sivi
lipitin, kat1 lipit matriksine gomiilmiis veya kati matriksin ylizeyine yerlesmis
olabilecegi gibi sulu siirfaktan fazinda da bulunabilecegi gézlenmistir (101). Yuksek
stirfaktan konsantrasyonu ve iiretim sirasinda sulu fazin sicakliginin artmasi etkin
maddenin sulu fazdaki ¢oziiniirliigiinde artisa neden olarak bu fazdaki partisyonunu
artirmaktadir. Ancak lretim sonunda sulu fazin sicakliginin azalmasi ile etkin
maddenin ¢oziinlirligii de azalacagindan etkin madde molekilleri lipit matrikse
dogru partisyon gostermektedir. Sicakligin diismesi sonucu kristalize olan lipit
partikiil ¢ekirdegi etkin maddenin girisine izin vermediginden ilag halen sivi olan
partikiiliin dis kabugunda, sivi lipit bolmelerinde veya partikiiliin yilizeyinde
birikmektedir. Sulu fazda, partikiil dis kabugunda ve yiizeyinde yer alan bu ilag
molekiilleri diflizyonla hizla salim ortamina salinarak patlama salimmna neden
olmaktadir. Lipit g¢ekirdegine yerlesmis olan etkin madde ise difiize olarak ve
lipitlerin viicutta par¢alanmasi sonucunda uzatilmis bir salimla salinmaktadir (65,
102). Lipit ¢ekirdegin oda sicakliginda sahip oldugu kati hal nedeniyle etkin
maddenin hareketliligi kisitlandigindan etkin maddeler c¢ekirdekten kontrolli bir
sekilde salinmaktadir. Etkin madde agisindan zengin cekirdek modeline sahip
partikullerde salim Fick’in difiizyon kurallar1 dogrutusunda membran kontrolli

olarak gerceklesmektedir (103).
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Genel olarak KLN ve NLT’lerden etkin madde salimi icin gecerli olan

prensipler asagida siralanmistir (104):

e Partisyon katsayist yiksek olan etkin maddelerin lipit ¢ozunurlukleri yiksek
oldugundan bu maddelerin lipit matrikse olan ilgisi artmaktadir. Bu nedenle
etkin maddenin salimi ile partisyon katsayis1i arasinda ters bir iligki
bulunmaktadir.

e Daha kiiciik partikiil biyiikliigli daha yiiksek bir ylizey alanina sahip
oldugundan daha yiiksek bir etkin madde salim1 saglamaktadir.

e Etkin madde lipit matriks i¢inde homojen bir sekilde dagitildiginda daha
yavas bir salim hiz1 elde edilebilmektedir.

e Daha az kristal forma sahip lipit tasiyict sistemlerde etkin madde yiksek

hareketlilik gosterebildiginden daha hizli bir ilag salim1 olugsmaktadir.

NLT formiilasyonlarinin yapilarindaki siv1 lipitlerin kati lipitlere oranla etkin
maddeyi daha yuksek oranlarda ¢ozmesi ve duzensiz lipit organizasyonu
olusturmasi, yiiksek bir hapsedilme etkinligine sahip olmasina neden olarak bu
sistemlere kontrollii bir salim 6zelligi saglamaktadir. Ozellikle kusurlu ve amorf tip
NLT sistemleri, istenilen sekilde uzatilmis bir salim sunabilme esnekligine sahiptir

(51, 102).

Sonug olarak, KLN ve NLT formiilasyonlarinin salim karakterizasyonu;
hazirlama yontemine, formiilasyon bilesenlerine, etkin maddenin lipit matriks
icindeki ve partikiil ylizeyindeki lokalizasyonuna bagl olarak degismekte ve farkli
salim profilleri elde edilebilmektedir (86).

2.5.5. Kat1 lipit nanopartikiiller ve Nanoyapili Lipit Tasiyicilarin
Uygulama Alanlan

KLN ve NLT sistemleri {izerinde, basta parenteral, pulmoner, oral, okiiler ve

dermal uygulamalar olmak Uzere, birgok alanda ¢alismalar yapilmaktadir.
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Parenteral Uygulama

KLN ve NLT sistemleri intravendz, intramiskuler, subkitan, intraperitonel
ve intraartikiler enjeksiyon yoluyla uygulanabilmektedir. Nano boyutlardaki partikdil
yapilarindan dolay1r bu formiilasyonlar minimum emboli riski tagiyarak sistemik
dagilm igin kullanilabilmektedir. Intramiiskiiler, subkiitan uygulamalarda ya da
mononiiklear fagositik sistemde biriktiklerinde ise uzatilmis bir salimla depo etki
gosterebilmektedirler. Enjekte edilebilir KLN ve NLT’ler bugiine kadar yapilan
calismalarda, antikanser ajanlari, goriintiileme maddeleri, antiparkinson, antiHIV,
antipsikotikler, antiromatizmal ajanlar, antiparazitikler, antihipertensifler ve

antibiyotikler ile enkapsiile edilmistir (47, 105).

Tsai ve ark. (87) tarafindan baicalein igeren NLT formiilasyonlarinin
hazirlandig1 calismada intraven6z uygulama ile beyne hedeflendirme amaglanmistir.
NLT formiilasyonunun bilesiminde tripalmitin, Gelucires, vitamin E, fosfolipit ve
poloxamer 188 kullanilmis olup yaklasik 100 nm’lik kiiresel nanopartikiiller elde
edilmistir. Baicalein yiikli NLT formiilayonunun si¢anlara intravendz uygulama
sonrast baicalein plazma diizeyi ve beyindeki dagilimi incelendiginde, baicalein
plazma seviyesinin ve yarilanma Omriiniin NLT formiilasyonlarinda, baicalein
¢Ozeltisinin uygulandigi kontrol grubuna gore ¢ok daha yiiksek oldugu gozlenmistir.
Bununla birlikte beyindeki baicalein birikiminin beynin tum bolimlerinde NLT
formiilasyonunun uygulandig: siganlarda kontrol grubuna gore daha yiiksek oldugu

gorilmiistiir.

Liu ve ark. (39) intravendz uygulama amaciyla, suda ¢oziiniirliigii ¢ok diisiik
olan akut l6semi tedavisinde kullanilan tamibarotene etkin maddesini tasiyan
PEG’lenmis nanoyapilt lipit tasiyict sistemler gelistirmislerdir. Hazirlanan
formiilasyonlarin ortalama partikiil biiyiikliigii, hapsedilme etkinli§i ve zeta
potansiyel degerleri sirastyla 178,9 nm-201,6 nm, %89,8-%94,3 ve -37,74
mV—-20,1 mV olup parenteral uygulama icin uygunluk gostermektedir. Farelerde
gerceklestirilen  biyodagilim ¢alismalarinda etkin  madde yiikklenmis NLT
formiilasyonlarinin intravendz uygulama sonrast kandaki dolasim siiresi uzatilarak

etkin maddenin bobreklerdeki birikimi azaltilmastir.
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Pulmoner Uygulama

Nanotayisiyr sistemlerin pulmoner yoldan uygulanmasi son yirmi yilda
oldukca ilgi cekici bir hal almistir. KLN ve NLT tasiyici sistemlerin pulmoner
uygulama yolu agisindan g¢esitli avantajlar1 bulunmaktadir. Bu sistemler nano
boyutlarindan dolay1 kolaylikla tasiyici pargaciklara tutunabilir veya aerodinamik
olarak uygun oOzelliklere sahip damlaciklar iginde aerosol haline getirilebilirler.
Boylelikle aktif bilesigin yeterli derin akciger birikimi saglanmaktadir. Bununla
birlikte nanoboyutlu partikiiller kiiciik boyutlarindan 6tiirii biiyliik boyutlara gore
daha uzun bir siire boyunca akcigerin mukozal yiizeyine yapismaktadir. Ancak KLN
ve NLT’lerin pulmoner uygulamalarina iliskin yapilan arastirmalar hala baslangi¢

asamasindadir (46).

Patlolla ve ark. (38) ortalama partikiil biytikligii 217 nm olan ve %90’nin
tizerinde hapsedilme etkinligine sahip celecoxib etkin maddesini iceren NLT
sistemleri hazirlayarak fareler iizerinde akciger dispozisyonu ve biyoyararlanimini
incelemislerdir. Celecoxib ¢ozeltisi ve celecoxib yiikli NLT formiilasyonunun
karsilastirilmast sonucunda NLT formiilasyonunun ilacin ¢ozeltisine gore uzatilmis
terapotik etki saglayarak dort kat daha fazla biyoyararlanim gosterdigi ve sistemik

klirensinin de azaldig1 gézlenmistir.
Oral Uygulama

Kat1 matriks yapisindaki KLN ve NLT sistemler, 6zellikle lipofilik yapidaki
maddelerin gastrointestinal absorpsiyon ve oral biyoyararlanimlarini artirmalar
nedeniyle oral ilag tasiyict sistemler igerisinde giderek ilgi ¢ekmeye baslamistir.
KLN ve NLT formilasyonlarinda kullanilan lipitler fizyolojik lipitlerden
olustugundan bu sistemler biyolojik olarak uyumlu ve biyopargalanabilir 6zelliklere
sahip olup oral uygulama agisindan toksisite problemleri tasimamaktadir. Bununla
birlikte KLN ve NLT formilasyonlar1 kati matriks yapilarindan dolayr diger
nanotasiyici sistemlere gore daha stabil sistemlerdir ve uzatilmis bir etkin madde

salim profili sunabilmektedirler (106).
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KLN ve NLT’ler oral yoldan sulu dispersiyon halinde veya tablet, pellet veya
kapsiil gibi geleneksel oral dozaj formlarina donistiiriilerek uygulanabilmektedir
(104). Literatirde farkli etkin maddelerle (apomorfin, simvastatin, digoksin ve
vinpocetine gibi) yiiklenmis KLN ve NLT formiilasyonlarinin oral uygulanmasina
yonelik pek ¢ok ¢aligma bulunmaktadir (56, 107-109).

Luan ve ark. (41) tarafindan baicalin etkin maddesi ile yliklenmis oral NLT
formiilasyonlariin hazirlandig1 ¢alismada lipit faz olarak gliserol monostearat ve
orta zincirli bir trigliserit ve yuzey etkin madde olarak poloxamer F68 ve soya
lesitini  kullanilmistir. Hazirlanan nanopartikiillerin ortalama partikiil biiytkligi
2447 nm iken yiikleme kapasitesi ve hapsedilme etkinligi degerleri ise %3,54 ve
%59,51 olarak bulunmustur. Baicalin yiikli NLT formiilasyonu ve baicalin
slispansiyonunun si¢anlara oral uygulama sonrasi farmakokinetik parametreleri
incelendiginde, kandaki maksimum ilag konsantrasyonu (Cmax), ortalama kalis siiresi
(Mean Residence Time, MRT) ve plazma konsantrasyon egrisindeki egri alt1 alan
(Area Under The Curve, AUC) degerlerinin NLT formiilasyonunda, ilacin
suspansiyonuna gore onemli derecede arttig1 gézlenmistir. Bu sonug, baicalin etkin
maddesinin NLT formiilasyon tasarimi ile oral biyoyararlanimmin artirildigini

gOstermektedir.
Okduler Uygulama

Okiiler dozaj formlar1 gozyasi, verimsiz absorbsiyon ve kornea epitel
membranin goreceli gegirmezligi gibi prekorneal kayip faktorleri nedeniyle oldukca
diisiik biyoyararlanima sahiptir. Goz hastaliklarinin tedavisinde pekcok ilag topikal
olarak uygulanmaktadir. Uygulanan etkin maddenin i¢ dokulara gecebilmesi i¢in
oncelikle prekorneal alanda tutunarak etki gdstermesi beklenir. Bu yol, uygulamasi
kolay ve sistemik uygulamaya go0re daha yuksek ila¢ konsantrasyonu
saglayabilmektedir. Bu nedenle etkili bir tedavi i¢in uygulanan ilacin prekorneal

alanda yeterli siire kalmas1 gerekmektedir (110, 111).

Kiigiik partikiiller, yliksek adhezif 6zellik gosterdiklerinden gozyasi dinamigi

ile gbzden wuzaklastirilmalar1 azalarak prekorneal alanda daha uzun sire
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kalabilmektedir. Bu durum ilacin okiilar biyoyararlanimi artirmaktadir. Nanoyapili
lipit nanopartiltller sistemler de, ylksek etkin madde hapsedilme etkinligi ve
istenilen partikul biyiikligiinde tasarlanabilmeleri gibi 6zellikleri ile okdler

uygulama yolu i¢in uygun ilag tasiyici sistemler arasindadir (112).

Araujo ve ark. (77) okdler antianjiyojenik uygulama amaciyla triamsinolon
asetonid ile yiiklenmis NLT formiilasyonu gelistirmislerdir. Yiksek basingl
homojenizasyon yontemi kullanilarak %95 hapsedilme etkinligine sahip 200 nm’nin
altinda, 45 mV negatif yilizey yiikli homojen boyut dagilimi gosteren lipit
nanopartikiiller elde edilmistir. In vivo draize toksisite testi sonucunda

formiilasyonun goz i¢in biyouyumlulugu kanitlanmaistir.

Attama ve ark. (113) tarafindan gerceklestirilen ¢alismada ise, fosfolipit ile
birlestirilen diklofenak sodium yiiklii KLN formiilasyonlar ile diklofenak sodyumun

kornea permeasyonunun arttig1 gosterilmistir.
Dermal ve Kozmetik Uygulama

KLN ve NLT sistemleri, sahip olduklar1 avantajlar nedeniyle farmasotik ve
kozmetik dermal sistemler i¢inde oldukea ilgi ¢ekici olup bir¢ok ¢alismada incelenen
nanopartikiiler sistemler haline gelmislerdir. Yapilarindaki lipit matriks, kiigiik
captaki partikiil biiylikliigli ve bunlara baglh gelisen adezif Ozellikleri nedeniyle
deriden etkin madde absorpsiyonu artirdiklar1 kontrollii ilag salim1 sagladiklari, ilacin
stabilitesini artirip, dermal toksisiteyi azalttiklar1 i¢in deriye ilag uygulamalarindaki

onemleri artmaktadir (52, 86).

KLN ve NLT sistemleri deri iizerine uygulandiklarinda ortiict film tabakasi
olusturarak derinin nemini artirmaktadir. Artan nem hapsedilen etkin maddelerin
penetrasyonu artmaktadir (114, 115). Souto ve ark. (116) ayni lipit miktarina sahip
KLN ve NLT formiilasyonlarmin Ortlicl etkisini karsilastirdiklarinda KLN
sistemlerinin daha ylksek bir orticl etkiye sahip oldugunu gostermislerdir.
Teeranachaideekul ve ark. (117) tarafindan gergeklestirilen bir ¢aligmada ise farkli
stv1 lipit icerigine sahip NLT formiilasyonlarinda, sivi lipit miktarinin artmasi ile

ortlict etkinin azaldigr gosterilmistir.
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Deri Gzerinde KLN ve NLT sistemleri tarafindan olusan lipit tabakanin deri
hidrasyonunu artirmasi, korneositler arasindaki bosluklarin boyutunu artirmakta ve
korneosit paketlenmesini azaltmaktadir. Bu durum, perkiitan absorpsiyonu
kolaylastirarak, hapsedilen etkin maddenin derinin daha derin tabakalarina kadar

inmesine olanak saglamaktadir (86).

Chen-yu ve ark. (40) topikal ilag tasiyici sistem olarak quercetin yiiklenmis
NLT formiilasyonu gelistirmis ve bu formiilasyonun permeasyon ozelliklerini in
vitro ve in vivo olarak degerlendirmislerdir. NLT sistemleri ¢oziicii emiilsifikasyon-
evaporasyon yontemi ile hazirlanmig ve 215,2 nm partikiil biyikligi, —20,10+1,22
mV zeta potansiyel, 4,65 pH o6zelliklerine sahip formiilasyonlar elde edilmistir. In
vitro ve in vivo permeasyon calismalart sonucunda, quercetin yiiklenmis NLT
formilasyonu, quercetin propilen glikol cozeltisine gére epidermis ve dermisde
Onemli derecede daha yuksek quercetin birikimi gdstermistir. Bu sonug quercetin
NLT formilasyonunun stratum korneumun bariyer fonksiyonunu azaltarak, etkin

maddenin deriden permeasyonunu kolaylastirdigini géstermektedir.

KLN ve NLT sistemlerin ultraviyole (UV) bloke edici 6zelliklerinin
bulunmas: ile lipit nanopartikiil bazli giines koruyucu sistemlerin gelistirilmesinin
onii acilmistir. KLN ve NLT sistemlerin UV bloke edici ozellikleri kati lipit
partikiiler yapilar1 nedeniyle UV 15181 yansitmasindan kaynaklanmaktadir. Bununla
birlikte KLN ve NLT sistemleri molekiiler giines koruyucu ajanlari ile yiiklendiginde
sinerjistik etki olusturarak giines koruyucu etkinligi artirmaktadir. Molekiiler glines
koruyucu ajanlarin KLN ve NLT’lere yiiklenmesi ile permeasyonunun azaltilarak
deri iizerinde daha uzun siire etkili olmasi1 ve toksik etkilerinin Oniine gecilmesi

amaglanmaktadir(48, 51, 118).

Puglia ve ark. (119) kimyasal UV-A ve UV-B giines filtreleri olan etilheksil
triazon, dietilamino  hidroksibenzoil  heksil benzoat, bemotrizinol, oktil
metoksisinamat ve avobenzon ile yiikklenmis NLT ve nanoemiilsiyon formiilasyonlari
hazirlayarak insan derisi iizerinde in vitro perkiitan absorpsiyon o&zelliklerini
incelemislerdir. Formiilasyonlarda yiizey etkin madde olarak poloxamer F68, lipit

faz olarak da NLT formiilasyonlar1 i¢in Compritol 888 ATO ve Miglyol 812
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kullanilirken, nanoemiilsiyon formiilasyonlar1 i¢in Miglyol 812 kullanilmustir. In
vitro perkiitan absorpsiyon c¢aligmalar1 sonucunda sadece NLT formiilasyonlarinda
giines filtrelerinin permeasyonu 6nemli Olgiide azaltilmis olup deri ylzeyinde
lokalize olmalar1 saglanmistir. Bu sonu¢ dogrultusunda, NLT formiilasyonlarinin

kimyasal UV filtreleri i¢in uygun tasiyici sistemler oldugu belirtilmistir.

Piyasada NLT formiilasyonlarindan olusan g¢esitli kozmetik {riinler
bulunmaktadir. Ilk piyasa preparatlari, 2005 yilinda Almanya’da Dr. Rimpler GmbH
firmasi tarafindan tiretilen ‘NanoRepair Q 10 Cream and Serum’ ve ‘Nanovital’ dir.
Bu Uriinleri 2006 yilinda Giiney Kore’deki AmorePacific firmasi tarafindan iiretilen
‘IOPE’ isimli iirlin takip etmistir. Giiniimiizde bir¢ok sirket NLT formiilasyonlarini
tiriinlerinde kullanmaktadir, ancak INCI isimlendirmesinde tasiyic1 sistemin ticari
adin1 degil, nanopartikiillerin yapildig1 bilesenleri listeledigi i¢in, {iriin sayis1 tam

olarak izlenememektedir (120, 121).
2.6. Doku Iskeleleri

Doku mihendisligi terimi ilk olarak 1990’11 yillarda Langer ve Vacanti
tarafindan tanimlanmigtir (122). Doku miihendisliginin 6nemli hedeflerinden biri;
normal iyilesme siirecini engelleyen; diyabet, vaskiiler hastaliklar, yaslanma, genis
doku hasar1 gibi belirli bir takim klinik bozukluklar durumunda doku yenilenmesinin
tamamlanmasia yardimci olacak stratejiler gelistirmektir. Doku miihendisligi
riinleri tanimlandiklar1 glinden gilinlimiize kadar, arastirmacilar tarafindan doku
yenilenmesi saglayacak bioaktif bir ¢evre olusturmak amaciyla yaygin olarak
kullanilmaktadir. Son yillarda ortak bir yaklasim olarak arastiricilar biyolojik olarak

pargalanabilir, ti¢ boyutlu (3D) doku iskelelerine yonelmistir (123-125).
2.6.1 Doku Iskelesi Tamim ve Fonksiyonu

Doku iskeleleri, kademeli olarak parcalanirken htcre/doku buylmesini
kolaylastiran ve ECM bilesenlerinin tasinmasini saglayan biyomateryallerden
yapilmis 3D yapilardir. Biiyiik doku kayiplarinin goriildiigii agir yaniklar, kronik

yaralar gibi durumlarda yara iyilesmesini desteklemek amaciyla tasarlanmistir (126).
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Doku iskelelerinin ana fonksiyonlari,

e  Ekstraseliiler matriks analogunu olusturmak,

e Poroz yapilar igerisinde hiicrelerin, adhezyonuna, biiyiimesine, gbgiine ve
farklilagmasina yol gostermek,

e Hiucrelerle ve biyolojik aktif molekullerle bir araya gelerek doku
rejenerasyonu ve tamirini desteklemek,

e Yaray1 dis enfeksiyonlara karsi koruyacak yara Ortlisii gibi bir fiziksel

bariyer saglamaktadir (127).

2.6.2. Doku Iskelesi Formiilasyonu Hazirlamada Kullanilan Matriks

Maddeleri

Doku iskeleleri dogal olarak olusturulanlardan, sentetik olarak dretilenlere
kadar degisen materyallere bagli olarak iiretilmektedir. Dogal ECM’in mekanik ve
yapisal Ozelliklerinin ve biyoaktivitesinin taklit edilebilmesi igin, doku iskelesi

uretiminde uygun materyallerin secimi oldukca énemlidir (128).
Ideal Doku Iskelesi Materyali (129) ;

* Hiicre tutunmasi, proliferasyonu ve indiikleyici hiicresel yanitlar
desteklemeli,

+ Stabil bir yap1 ve mekanik giige sahip olmal,

* Biyoparcalanabilir ve yliksek derecede islenebilir,

« Sterilize edilebilir,

* Poroz bir yap1 olusturabilmeli ve ylizey/hacim oran1 yiiksek olmalidir.

Polimerler; medikal cihazlarin ve doku miihendisligi {iriinii olan doku
iskelelerinin tiretiminde siklikla kullanilan biyomateryallerdir. Doku miihendisligi ve
biyomateryal bilimcileri arasinda polimerik doku iskelelerine olan ilgi giderek
artmaktadir (124, 127, 128).

Doku iskelelerinin iiretiminde sik kullanilan dogal ve sentetik polimerler

Tablo 2.3.’de Ozetlenmistir. Dogal polimerler, pek¢ok hiicre tipiyle iyi etkilesim
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saglamalar1 ve immiin yanita neden olmamalari nedeniyle klinikte ilk kullanilan
doku iskelesi materyalleridir. Bununla birlikte, sentetik polimerler, immiin yanit veya
toksisite potansiyellerine ragmen, 06zellikle bazi polimer kombinasyonlarinin

kullanimu ile, dogal polimerlere kiyasla daha islenebilir ve ucuzdur (128).

Tablo 2.3. Doku iskelesi hazirlamada sik kullanilan dogal ve sentetik
biyoparcalanabilir polimerler (16, 125, 127, 128, 130, 131).

Sentetik Polimerler Dogal Polimerler
e Poli(a-hidroksiester) PLA, PGA, A) Protein
PLGA + Kollajen
e Polianhidrid + Jelatin
e Poli(propilen fumarat) « lIpek
e Polikaprolakton (PCL) * Fibrin
e Polietilen glikol (PEG)
* Polidretan B) Polisakkaritler
« Aljinatlar
+ Agaroz
+ Kitosan
» Glikozaminoglikan

Sentetik polimerler arasinda poli(a-hidroksiester)’ler; poli(glikolik asit)
(PGA), poli(laktik asit) (PLA) ve bunlarin ko-polimeri poli(laktid-ko-glikolid) asit
(PLGA) doku iskelesi formulasyonlarinda yaygin olarak kullanilan polimerlerdir.
Gunkl bu polimerler islenebilirlik, biyouyumluluk 6zelliklerinin iyi olmasi ve
kontrol edilebilir biyoparcalanabilirlik 6zellikleri nedeniyle tercih edilmektedir.
Doku iskelesi formiilasyonlarinda en sik kullanilan diger sentetik polimerler
Polianhidrid, Poli(propilen fumarat), Polikaprolakton, Polietilen glikol ve
Politiretan’dir (127, 128, 130). Sentetik polimerler ayrica doku iskelesinin
hidrofiliklik, hlcre tutunmasi ve biyopargalanabilirlik ozelliklerini gelistirmek

amaciyla dogal polimerlerle kombinasyon halinde de kullanilabilmektedir.

Doku iskelesi formiilasyonlarinda en sik kullanilan dogal polimerler,
kollajen, jelatin, ipek ve fibrinden olusan proteinler ve aljinat, agaroz, kitosan ve
glikozaminoglikandan olusan polisakkaritler olarak iki smifa ayrilmaktadir. Dogal

polimerler, biyolojik olarak kabul edilebilirlikleri daha 1yi oldugundan hiicrelerle
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daha iyi etkilesmektedir, bu durumda hiicreler arasindaki etkilesimi ve biyolojik
sistemin  performansin1  artirmaktadir. Biyouyumlu dogal biyomateryaller,

uygulandiklar1 bolgede minimum enflamatuvar yanit olusturmaktadir (128).

Dogal polimerler arasinda kollajen, memeli dokularinda bulunmasi ve dogal
ECM’in major proteini olmast nedeniyle 6nemli bir yere sahiptir. Kollajenin
ECM’deki gorevi etkilesimde bulundugu doku hiicrelerinin hiicre goglnu,
cogalmasini, farklilasmasini ve canlihigimi diizenleyen hiicresel sinyalleri
indiklemektir. Bunun bir sonucu olarak doku miihendisliginde biyouyumluluk
problemlerinin gozlendigi yenilenmesi zor olan doku ve organlarin olusumunda
etkili bir biyomalzeme olarak kullanilmaktadir (131, 132). Yara iyilesmesi siirecinde
ise kollajen yara alaninda yeni olusan kollajen fibrilleri ve graniilasyon dokusunun
diizenlenmesini saglayarak yeni doku olusumunu ve yara debridmanini artirmaktadir
(133). Kolajen bu 1iyi bilinen bu etkilerinin yan1 sira biyouyumluluk,
biyoparcalanabilirlik ve tiretim yontemlerinin ¢esitliligi gibi olumlu 6zelliklere de
sahiptir bu nedenle son yillarda 6zellikle yara tedavisinde doku iskelesi materyali
olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (124, 125, 127). Ancak, kollajen bazli
sistemlerin mekanik giicli disiiktir ve diyabetik yaralar gibi enflamatuar yanitin
arttigi durumlarda kollajen enzimler tarafindan hizla parcalanmaktadir (132). Bu
nedenle, doku iskelesinin biyopargalanabilirligini ve mekanik 06zelliklerini
iyilestirmek i¢in  doku iskelesi formiilasyonlarinda kollajen  genellikle
glikosaminoglikanlar, aljinat, pullulan ve kitosan gibi diger biyopolimerlerle
kombinasyon halinde kullanilmaktadir (124, 125, 134).

Dogal polimerlerden en yaygin kullanilan diger bir polimer ise kitinin kismen
veya tamamen deasetillenmis sekli olan kitosandir. Kitosan biyouyumlu,
biyoparcalanabilir, antibakteriyel ve hemostatik 0&zelliklerinden dolay1r yara
iyilesmesinde doku iskelesi materyali olarak tercih edilmektedir (131, 135).
Kitosanin, notrofiller ve makrofajlarin infiltrasyonunu ve gociinii indiikleyerek
hasarli dokuda enfeksiyon ve hipertrofi olusumunu 6nledigi gosterilmistir. Bununla
birlikte kitosan dermal fibroblastlarin proliferasyonunu ve biiyliime faktdrlerininin
salimimi artirarak yara iyilesmesini desteklemektedir. Bu nedenle kitosan yara

iyilesmesinde cok yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak kitosan Ozellikle yara
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iyilesmesinde olusan asidik ortamda hizla biyolojik olarak pargalanmaktadir. Bu
nedenle c¢esitli capraz baglama islemleri ile kitosanin yapisal stabilitesi

artirtlmaktadir (136).
2.6.3. Doku iskelesi Hazirlama Yontemleri

Kronik yara iyilesmesi amaciyla hazirlanan doku iskeleleri genel olarak

asagidaki yontemlerle hazirlanmaktadir;

» Dondurarak Kurutma (Freeze drying)

e (Cozici Dokimii - Parcacik Uzaklastirma (Solvent-casting particulate-
leaching)

* Faz Ayrimi (Phase separation)

» Gaz Kopuklendirme (Gas foaming)

* Eriyik Kaliplama (Melt molding)

» Elektro-egirme (Electro spinning)

Dondurarak Kurutma Yontemi (Freeze drying)

Se¢ilen polimerin uygun bir ¢oziiciideki ¢ozeltisi hazirlanarak tiim materyalin
donmus oldugu sicakliga kadar ¢ozelti sogutulur. Boylece ¢ozelti icerisinde olusan
buz kristalleri arasindan polimer molekiilleri agregasyona ugrayarak ag yapisi
olusturmaktadir. Dondurma isleminin tamamlanmasinin ardindan ortam basinci
diisiiriilerek, ¢oziicli polimer ¢ozeltisinden siiblimasyonla uzaklastirilir. Siiblimasyon
tamamlandiginda, birbirine bagli mikroporoz yapiya sahip doku iskeleleri
olugmaktadir. Dondurarak kurutma yontemi ile hazirlanan doku iskelelerinin,
porozitesi, polimer ¢ozeltisinin konsantrasyonuna bagli olup por biiyiikligi dagilimi

ise dondurma derecesinden etkilenmektedir (137, 138).

Dondurarak kurutma kosullarinin doku iskelesi formiilasyonlari tizerindeki
etkisinin incelendigi bir c¢aligmada, 0,1-6,5 mbar arasinda degisen 5 farkli
dondurarak kurutma basinci1 uygulanarak doku iskelesi formiilasyonlari
hazirlanmistir. Doku iskelelerinin karakterizasyon analizleri ile, basing arttikca por

biiyiikliigii, % porozite ve sisme orani degerlerinin azaldigi gosterilmistir (139).
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Ninan ve ark. (140, 141) yaptiklari bir calismada
pektin/karboksimetilseltloz/mikrofibril selilloz polimerleri ile farkli mikrofibril
seliloz konsantrasyonlarinda doku iskelelerini dondurarak kurutma ydntemi
hazirlamislardir. Bu doku iskelesi formiilasyonlar1 arasinda optimum mekanik giic,
cams1 gecis sicakligi, kontrollii degredasyon ve hiicre canlilig1 6zellikleri gdsteren
formilasyonlar dorsal bolgelerinde yara olusturulmus erkek si¢anlar iizerinde yara
tyilesmesi a¢isindan incelenmistir. On gilin siiren tedavi sonlandirildiginda, doku
iskelesi ile tedavi edilen grubun kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli

derecede daha iyi bir iyilesme gosterdigi kanitlanmistir.

Coziicii Dokiimii - Parcacik Uzaklastirma (Solvent-casting particulate-

leaching)

Doku iskelesi formiilasyonu i¢in seg¢ilen polimerin ¢ozeltisi hazirlanarak, tuz,
seker gibi por yapici ajan partikilleri ile karistirihir. Coziiciinin ortamdan
uzaklagtirilmasi ile por yapici ajan partikiilleri iceren polimer matriks yapisi
olugmaktadir. Bu matriks por yapici ajanlari ¢ézen bir ¢oziicii Ornegin su ile
etkilestirildiginde por yapict ajan partikiiller ¢oziinerek matriksten ayrilir ve poroz
bir polimerik doku iskelesi elde edilir. Bu yontemle, ortalama 500 um g¢apinda
%93’¢ kadar poroziteye sahip yiiksek derecede poroz doku iskeleleri
uretilebilmektedir. Bu yontemin bir dezavantaj1 ise bu teknigin sadece maximum 3

mm kalinliginda, ince iskelelerin {iretiminde kullanilabilmesidir (142, 143).

Lee ve ark. (143) dondurarak kurutma ve ¢oziicu dokiimii-pargacik
uzaklastirma yontemleri ile hazirlanmis jelatin doku iskelelerinin in vitro
karakterizasyonlarimi karsilastirmislardir. Karakterizasyon sonuglari incelendiginde,
¢oziicti dokiimii-parcacik uzaklastirma yontemi ile hazirlanan doku iskelelerinde por
yapict ajan partikiil konsantrasyonunun artmasi poroziteyi artirmistir. Bununla
birlikte olusan porlarin biiyiikliigi por yapict ajan partikillerin ortalama partikil
biytkligi olan 300 um-500 pm ile uyumlu bulunmustur. Dondurarak kurutma
yonteminde ise jelatin konsantrasyonunun artmasi poroziteyi azaltmistir. Bu sonuglar
degerlendirildiginde, ¢oziicli dokiimii — parcacik uzaklastirma yontemi ile hazirlanan

doku iskelelerinde, eklenen por yapici ajanin miktart ve por biiyiikliigii ile porozite
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ve por biyilkligi dondurarak kurutma yodntemine gore istenilen seviyede

ayarlanabilmistir.
Gaz Kopuklendirme (Gas foaming)

Gaz koptiklendirme yonteminde, viskoz bir polimer ¢ozeltisi hazirlanarak
cozeltiye, CO2 ve azot gibi gaz kopuklendirici bir ajan yiiksek basingla ¢ozelti gaza
doyuncaya kadar uygulanmaktadir. Polimer ¢dzeltisi gazla doygunluga ulastiginda
100 pm-500 pm arasinda degisen boyutlarda gaz kabarciklari polimer igerisinde
cekirdeklenerek buyumektedir. Bu yontemin en 6nemli avantaji, organik ¢ozlcl
ihtiyacinin bulunmamasidir. Dezavantaji ise bu yontemle ¢ogunlukla baglantisiz

porlarin ve por6z olmayan bir yiizeyin elde edilmesidir (144-146).

Ji ve ark. (144) tarafindan yapilan bir ¢alismada, poli-DL-laktit / polietilen
glikol polimer karisimi kullanilarak, farkli iiretim kosullarinda doku iskeleleri gaz
kopuklendirme yontemi ile hazirlanmistir. Karbondioksit (CO2) gaz képuklendirici
ajaninin 60 bar, 120 bar ve 160 bar uygulama basinci ve 25°C, 45°C ve 55°C Uretim
sicakliklarindaki tiretim kosullarinin por biiyiikliigli tizerindeki etkisi incelenmistir.
Sonuglar incelendiginde, sicaklik sabit tutuldugunda, gaz basinci arttikga por
blytikliigliniin azaldig goriilmektedir. Basing sabit tutulup sicaklik degistirildiginde

ise, sicaklik arttik¢a por biiylikliigiliniin arttig1 goriilmiustiir.
Eriyik Kaliplama (Melt molding)

Bu yontemde ¢oziicti kullanilmadan, polimer tozu ve bir por yapici ajan kati
halde iken bir kaliba ddokiilerek, polimer camsi gegis sicakliginin iizerine kadar
sitilarak, polimer eriyik hala getirilir, Elde edilen doku iskelesi por yapict ajam
uzaklagtiracak c¢oziicii ile etkilestirilerek, poroz yapida bir doku iskelesi elde edilir.
Bu yontemin avantaji, solvent icermeyen bir teknik oldugundan doku iskelelerinin
sekli ve morfolojisi kontrol edilebilmekte, dis ylizeyi istenilen eksternal sekle sahip
doku iskeleleri olusturulabilmektedir. Yontemin dezavantaji ise artik por yapici ajan
kalma olasiligi ve uygulanan 1s1 nedeniyle biyoaktif molekdllerin dahil edilmesini
sinirlamasidir (126, 147).
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Faz Ayrim Yontemi (Phase separation)

Doku iskelesi materyali olarak segilen polimerin uygun bir ¢ozucudeki
¢ozeltisi hazirlanarak, ¢ozelti termal olarak veya non-solvent ¢oziicl ilavesi ile faz
ayrimina ugratilmaktadir. Olusan sivi-sivi faz ayriminda, fazlardan biri polimerce
zengin iken digeri fakirdir. Polimerce fakir olan faz uzaklastirilir, bu sirada
polimerce zengin olan faz katilagsmaya baslar. Sonugta yiliksek oranda poroz polimer
ag1 olusturulur. Faz Ayrimi yonteminde toksik kimyasallar ve yiiksek sicakliklar
uygulanmadigindan, ilaglar gibi biyoaktif molekiillerin doku iskelelerine eklendigi
formiilasyonlarin {iretimi i¢in daha uygun bir yontemdir. Faz ayrim1 yontemi ile nano

boyutlu fibroz doku iskeleleri tiretimi gergeklestirilebilmektedir (130, 148, 149).

Liu ve ark. (148) jelatin polimeri ile termal olarak indiiklenmis faz ayrimi
yontemi kullanarak nanofibroz yapida doku iskelesi formiilasyonlar1 hazirlamislardir.
Jelatin konsantrasyonu (%5, %7,5 ve %10) ve non-solvent/solvent (10/90, 20/80 ve
60/40) oranlar1 degistirilerek hazirlanan doku iskelelerinin yapisal 6zellikleri
incelenmistir. Hazirlanan doku iskelelerinde, 10/90 non-solvent/solvent oraninda
mikron boyutunda boncuklar olusmakta iken, 60/40 oraninda ise jelatin ancak 70°C
tizerinde coziinerek, mikrokiire yapilari olusturmaktadir. Nanofibréz yapida doku
iskelesi formiilasyonuna 20/80 etanol/su oraninda ulagilmistir. Farkli jelatin
konsantrasyonlarindaki doku iskelelerinde, jelatin konsantrasyonunun artmasi ile
fiber ¢apinda hafif diizeyde azalma gozlemlense de bu fark istatistiksel acidan
onemli bulunmamistir. Ancak jelatin konsantrasyonu arttikca fiber uzunlugu ve

porozitenin azaldig1 gosterilmistir.
Elektro-egirme (Electro-spinning)

Elektro-egirme, cesitli sentetik ve dogal polimerler kullanilarak 2 nm’den
mikron boyutuna kadar degisen lif caplarinda doku iskelelerinin secgici olarak
iretildigi, mekanik olmayan, polimer ¢ozeltisinden lifli bir yapinin olusturulmasi i¢in
bir elektrik alani kullanilan bir yontemdir. Bu yontem ¢ok kiigiik capta liflerin
olugsmasina olanak saglamaktadir. ECM’in biyolojik fonksiyonlarini ve yapisini taklit
eden nanofibréz yapidaki doku iskelelerinin iretiminde yaygin olarak

kullanilmaktadir (138).
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Tipik bir elektro-egirme diizenegi 3 pargadan olugsmaktadir (150):

1) Polimerik materyali igeren bir siringa pompasit
2) Egirme icin yiksek bir elektriksel alan olusturacak voltaj kaynagi

3) Olusan lifleri toplanmasi igin bir toplayici boliim (Collector)

Bu yontemde polimer ¢ozeltisi damlatilmak {izere bir enjektdrde bekletilir.
Polimerik ¢ozelti ve toplama plakasina yiiksek gerilim uygulanarak egirme islemi
baslar. Bu asamada polimer ¢ozelti damlasina iki farkli kuvvet grubu etki eder:
damlacigin damlamasini engelleyen ylizey gerilim kuvvetleri ve damlacigi harekete
gecirip egrilmesini saglayan elektriksel kuvvetler. Elektriksel kuvvetler yiizey
gerilim kuvvetini yendiginde polimerik ¢ozelti egrilir ve toplama panelinde fiber

formunda tirtin birikir (150, 151).

Katti ve ark. (16) tarafindan yapilan bir ¢alismada elektro-egirme prosesine
etki eden igne ucu ¢api, polimer ¢ozelti konsantrasyonu ve elektro-egirme voltaji
parametrelerinin uretilen doku iskelelerinin morfolojisi ve nanofiber capi tizerindeki
etkisi belirlenmistir. Igne ucu cap1 azaldik¢a, doku iskelelerinin ortalama nanofiber
capida azalmistir. Polimer konsantrasyonun etkisi incelendiginde, polimer
konsantrasyonunun artmasi nanofiber ortalama ¢apini artirdigi goriilmiistiir. 0,375
kV/cm-1,5 kV/cm araliginda kullanilan elektro-egirme voltajlarinda, voltaj arttikga
nanofiber ¢ap1 da azalma egilimindedir. Sonug olarak, elektro-egirme yonteminde
proses parametrelerinin modifikasyonu ile istenilen 6zelliklerde nanofiber doku

iskelesi formiilasyonlari tasarlanabilmektedir.
2.6.4. Doku Iskelelerinin Karakterizasyonu

Doku iskeleleri, sadece dnemli bilesenlerin ve hiicrelerin taginmasi amaciyla
degil ayn1 zamanda hiicrelere yol gostererek yeni doku olusumunu etkili bir sekilde
desteklemeleri icin Gretilmektedir. Basarili bir doku iskelesi iiretimi i¢in doku
iskelelerinin  kimyasal ve fizikokimyasal o6zelliklerinin uygunlugu mutlaka
incelenmelidir. Bu amacla doku iskeleleri Gizerinde morfolojik analiz, porozite ve por
biiytikligii, in vitro parcalanma, su absorplama ve mekanik giic gibi g¢esitli

karakterizasyon calismalar1 yapilmaktadir.
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Morfolojik Analiz

Doku iskeleleri dokunun yeniden yapilanmasi i¢in uygulandigindan, fiziksel
ozellikleri dikkate alinmasi gereken dnemli bir karakterizasyondur. Uygun fiziksel
Ozelliklere sahip olan iskeleler doku olusumunda 6nemli bir destek materyali olan
ECM’i taklit etme yetenegine sahiptir. Hiicrelerin iskeleye tutunma bolgeleri,
hiicrelerin ¢ogalmasi, farklilagsmasi, doku olusumu ve yenilenmesi ile oldukga
iliskilidir. U¢ boyutlu nano ve mikro &lgekli doku iskeleleri hiicrelerin tutunmasi igin
uygun yiizeyler saglayarak canli dokularda dogal ECM’1 taklit edebilmekte ve doku
ve organlarin normal fizyolojik sekillerinde yenilenmesini saglamaktadir. Bununla
birlikte, birbiri ile baglantili porlardan olusan por6z ve yiiksek yiizey yogunluguna
sahip doku iskeleleri son derece yiiksek bir ylizey/hacim oranina sahip olduklarindan

hiicre tutunmasi ve gogalmasini iyi bir sekilde desteklemektedir (126, 152).

Doku iskelelerinin morfolojik 6zellikleri geleneksel olarak kullanilan optik ve
elektron goriintiileme yontemleri ile incelenmektedir. Isik mikroskoplart ve taramali

elektron mikroskobu bu amagla sik kullanilan mikroskoplardir (152).
Porozite ve Por Biiyiikliigii

Hicrelerin iskele iginde blyiyerek homojen bir sekilde dagilimasi ve yeni
damar olugumunun saglanmasi i¢in genis bir yilizey alan1 gerekmektedir. Bu nedenle
doku iskeleleri genis yiizey alan1 sunan tamamen birbirine baglh agik gézeneklerden
olusan ¢ok goézenekli bir yapiya sahip olmalidir (153). Bununla birlikte yeni doku
olusumu i¢in 6nemli olan besin maddeleri, bliylime faktorleri, sitokinler ve diger
¢Oziiniir maddelerin kiitle transferinin saglanmasi da iskelelerin kimyasal bilesimi ve
por biiyiikliigii, porozite, por baglantilar1 ve yiizey alan1 gibi yapisal parametreleri ile
iliskilidir. Aktif maddelerin salinmasi i¢in tasarlanmis doku iskelelerinde, maddenin
salim profili doku iskelesinin kiitle transfer 6zelliginden dolayisiyla porozite ve por
biiyiikliigiinden etkilenmektedir. Sonug¢ olarak, porlarin yapisal 6zellikleri hiicre
dagilimi, organizasyonunu ve kiitle transferini diizenleyen birincil degiskenlerdir. Bu
nedenle bir iskele tasarlanirken, por biyiikliigli ve dagilimi, por baglantilari, porozite

ve por sekli géz Oniine alinmasi gereken dnemli parametrelerdir (154).
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Tek basma por biyiikliigii dahi doku iskelesi formiilasyonlar: i¢in oldukca
onemli bir parametredir. Iskelenin ¢ok kiiciik porlardan olusmas: halinde hiicreler
tarafindan porlar tikanarak hiicrelerin penetrasyonu, ECM iiretimi ve iskele i¢
bolgelerinde yeni damar olusumu engellenecektir. Yenilenmesi amaclanan her bir
doku c¢esidi i¢in doku iskelesinin sahip olmasi gereken optimum bir por biiyikligii
araligt daha Once yapilmis deneysel calismalarla onerilmistir. Ornegin, cesitli
optimum por biiytikliikleri, yeni damar olusumu i¢in 5 um, fibroblast blyimesi i¢in
5 um-15 pm, hepatositlerin biiyiimesi i¢in 20 pm, osteokonduksiyon igin 200 pum-
350 pm ve yetiskin memeli derisinin rejenerasyonu igin 20 pm-125 pm’dir (155-
158).

Doku iskelelerinin porozite ve por biyiikligiini Olgmek icin ¢esitli
ekipmanlar ve bilgisayar yazilimlar1 kullanilmaktadir. Sivi sizdirma yontemleri de
porozitenin dolayli olarak Olgiilmesinde kullanilan ydntemlerdir. Fiziksel
karakterizasyon yontemlerinin yanisira porozite Olglimleri igin goriintiileme
teknikleri de kullanilabilmektedir. Doku iskelesi formiilasyonlarinda porozite ve por
biiyiikliigiinii 6lgmek amaciyla en sik kullanilan yontemler; gravimetrik yontem, civa
porozimetresi, sivi yer degistirme yontemi, taramali elektron mikroskobu analizi,
mikro-bilgisayarli tomografi goriintiilemeleri, gecirgenlige dayali yontem ve kapiler

akim porozimetresi’dir (159).
In Vitro Parcalanma

Biyopargalanabilir polimerlerin, ilag tasiyici sistemler ve doku miihendisligi
uygulamalarinda biyomateryal olarak kullanilmasi bu alanlarda devrim etkisi
yaratmig ve bu sistemlerin par¢alanma 6zelligini 6ne ¢ikarmistir. Doku iskelelerinin
par¢alanmasi fiziksel, kimyasal ve enzimler gibi biyolojik ajanlarin rol aldig

biyolojik mekanizmalar yoluyla ger¢eklesmektedir (122).
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Doku iskelelerinin par¢alanma hizi (153, 154, 160);

e Kaullanilan polimerlere ait 6zellikler; polimerin kimyasal yapisi, hidrofiliklik/
hidrofobiklik seviyesi, hidrolitik olarak stabil olmayan baglarinin varligi,
kristal veya amorf morfolojisi, camsi ge¢is sicakligi, kopolimer orani ve
molekiil agirlig

e Doku iskelesinin yapisal ve geometrik ozellikleri; porozite, por biiyiikligii,
por duvar1 kalinligi, capraz bag yogunlugu, doku iskelesi boyutu ve
homojenligi

e Cevresel kosullar; ortamin pH’si, sicakligi ve su igerigi gibi faktorlerden

etkilenmektedir.

Parcalanma Uzerine ¢ok sayida faktoriin etki etmesi bu faktorler Gzerinde
yapilacak modifikasyonlar ile optimum doku rejenerasyonu igin gerekli pargalanma
hizinin ayarlanmasin1 miimkiin kilmaktadir. Biyopargalanabilir doku iskeleleri bir
taraftan kademeli olarak pargalanirken, diger taraftan iskele {izerine tutunmus
hiicreler tarafindan olusturulan yeni doku ile yer degistirmelidirler. Bu nedenle ideal
bir kontrolli parcalanma planlanan doku iskelesi formulasyonunda iskelenin
pargalanma hiz1 hedeflenen dokunun biiyiime hiziyla eslestirilmelidir. Ozellikle yara
iyilesmesi amaciyla tasarlanan doku iskeleleri, yara iyilesme siirecinde granulasyon
dokusu olusumu ve/veya yeniden diizenlenme fazi sirasinda in vivo pargalanma

gosterecek sekilde tasarlanmalidir (122, 154).

Parcalanma, doku iskelesinin govdesinde veya yizeyinde yapinin dagilmasi,
iskele materyalinin ¢Oziinmesi veya rezorpsiyonu ile sonuglanmaktadir. Doku
iskelelerinin yiizey pargalanma hiz1 genellikle sabittir ve ylizey pargalandik¢a doku
iskelesi boyutu kiiciilmesine ragmen esas yap1 korunmaktadir. Bu nedenle bu 6zelligi
gosteren doku iskeleleri dokunun yeniden olusmasi i¢in daha uzun bir mekanik

stabilite saglamaktadir (153).

Doku iskelelerinin in vitro parcalanma c¢alismalar literatiirde genellikle
iskelenin in vivo ortam taklit eden bir ortamda belirli siirelerde inkiibasyonu ve bu

inkiibasyon sonunda doku iskelesinin agirliginda meydana gelen degisimin dl¢iilmesi
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ile tayin edilmektedir. Olgiilen agirliklar analize baslamadan onceki dlgiimlerle ile
oranlanarak pargalanma hizina bagli olarak olusan kiitle kayiplar1 hesaplanmaktadir
(123, 161, 162).

Su Absorplama

Doku iskelelerinin su absorplama davranigi ve yapisal kararliligi, doku
miithendisligindeki elverisli kullanimlar1 agisindan kritik 6nem tasimaktadir. Doku
iskeleleri hasarli bolgeye erken doneminde uygulandigindan ve hasarli dokuda
vaskiilerizasyonun tamamlanmasi uzun zaman aldigindan doku iskelesinde kolonize
olmus hiicreler tarafindan tiiketilen besinler tamamen viicut sivisindan temin
edilmektedir. Bu nedenle doku iskelelerinin su absorpsiyon kapasiteleri formilasyon

asamasinda mutlaka degerlendirilmelidir (163, 164).

Su absorplama kapasitesi, doku iskelsinin ii¢ boyutlu pordz yapisinin ve por
biiylikligiiniin artma miktarinin bir gostergesidir. Absorpsiyon sonucu biylyen
porlar sayesinde hicrelerin doku iskelesi i¢cine gocu ve tutunmasinin kolaylasmasinin
yani sira hiicrelerin biiylimesi ve yeni doku gelisimi de desteklenmektedir (165).
Bununla birlikte, absorplama kapasitesi arttikga doku iskelesinin mekanik giicu
azalmaktadir. Bu nedenle doku iskeleleri i¢in ideal olan kontrolli bir absorpsiyon
kapasitesidir (166).

Doku iskelelerinin su absorplama kapasitesi, kullanilan materyalin
fizikokimyasal O6zellikleri, sisme ortami, iskelenin yiizey islanabilirlidi ve ¢apraz
baglama yontemi gibi bircok faktorden etkilenmektedir (167). Ozellikle sisme
ortaminin veya implantasyon bolgesinin pH degeri su absorpsiyonunu etkileyen
baslica faktorlerden biridir. Bu nedenle doku iskelelerinin su absorpsiyon kapasitesi
genellikle fizyolojik pH ve kosullar1 taklit eden c¢ozeltileri icerisinde
degerlendirilmektedir (166). Kuru agirliklar dlgiilerek uygun ortamda belirli bir siire
sismeye birakilan iskeleler, sisme tamamlandiginda ortamdan ¢ikarilarak tartilmakta
ve absorplanan su miktar1 belirlenmektedir. Doku iskelesinin kendi agirligina oranla

absorpladig1 su miktar1 ise su absorplama kapasitesi olarak degerlendirilmektedir
(123, 124).
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Mekanik Gug

Bir dokunun genel mekanik o6zellikleri, hiicrelerin ve onlar1 g¢evreleyen
makromolekiler destek matrisinin bagil kompozit davramisina baglidir. Farkli
dokularin ECM’si, mekanik 0Ozellikleri agisindan genis Olclide degismektedir.
ECM’in belirli bir aralikta olmasi gereken esnekligi normal fizyolojik islev i¢in ¢ok
onemlidir. Hiicreler, onlar1 ¢cevreleyen ECM ortamiyla dinamik bir iligki icerisindedir
ve bu iliskinin dokunun yenilenmesi ve islevsel hale gelmesi i¢in olduk¢a 6nemli
oldugu bilinmektedir. Bu nedenle doku iskelesi formiilasyonlarinin yerine gececegi
dokuya 6zgii olan ECM ile uyumlu bir mekanik 6zellik gostermesi beklenmektedir.
Bununla birlikte doku iskelesine tutunan hiicreler tarafindan uygulanan gerilme
kuvvetleri nedeniyle meydana gelebilecek degisikliklerin de hesaba katilmasi
gerekmektedir. Mekanik gii¢ doku iskelesinin mikroyapisi ve porozite gibi tasarim
parametreleri ile esneklik ve sertlik gibi doku iskelesi materyaline ait Ozelliklere
bagl olarak degismektedir. Ancak doku iskelelerinin mekanik o6zelliklerini ve
yapisal Dbitiinliigiinii belirleyen ana faktér por hacmi, biyikligi, sekli ve

baglantilarini igeren por yapisi 6zellikleri ve porozitedir (153, 168).

Doku miihendisligi uygulamasinda kullanilacak bir doku iskelesi i¢in uygun
mekanik oOzellikler tedavinin basarist i¢in kritik oneme sahiptir. Pek ¢ok doku
iskelesinin biyostabilitesi, iskelenin mekanik giicii, elastikligi, absorpsiyonu ve
pargalanmasina baghidir. Ozellikle kemik ve kikirdak gibi sert, yiik tastyan dokularin
yeniden yapilandirilmasi i¢in implantasyondan sonra iskele yapilarimin mekanik

dayaniminin korunmasi son derece 6nemlidir (153, 169).

Doku iskelelerinin mekanik 6zelliklerini 6lgmek i¢in kullanilan geleneksel
tekniklerde gerilme (tensile) ve sikistirma (compression) testi gibi tahrip edici
yontemler uygulanmaktadir (152). Gerilme testlerinde belirli boyutlarda kesilmis
olan doku iskeleleri iki ucundan sikistirilarak sabit bir hiz ve kuvvette gerilime
maruz birakilip kopma gergeklesene kadar gekilmektedir (170). Sikistirma testlerinde
ise belirli boyutlardaki doku iskeleleri iizerine sabit bir hiz ve kuvvette basing
uygulanarak doku iskelelerinin sikistirllmasi saglanmaktadir (171). Her iki test

sonunda olusan ¢ekme veya basma stresine tepki olarak olgiilen kuvvet degeri yani
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elastik modiil degerleri hesaplanmakta ve doku iskelelerinin sahip olduklar1 mekanik

giic degerlendirilmektedir (153).
2.6.5. Doku Iskelelerinin Yara Tedavisindeki Uygulamalari

Yara tedavisinde enfeksiyonun onlemesi, su/kan kaybmin azaltilmasi ve
agrinin kontrol altina alinabilmesi i¢in epidermal kaplama yani, dis bariyerin
saglanmasi ¢ok onemlidir. Literatiirde yer alan ¢aligmalar etkili bir yara iyilesmesi
icin her zaman cilt ikameleri igerisinde dermis tabakasinin da var olmas1 gerektigini
gostermektedir. Bu nedenle, doku miihendisligi yara tedavisinde ¢ boyutlu doku

iskelelerinin olugturulmasina yonelmistir (9, 127, 172, 173).

Doku iskelelerinin yara iyilestirme performansi, bir takim faktorlerin doku
iskelelerine eklenmesi ile dizenlenebilmektedir. Yara tedavisinde, bugiine kadar;
dogal faktorlerden buyime faktorleri, antibiyotikler, antienflamatuarlar ve yara
iyilestirici etkisi bulunan diger ilaglar olmak {izere ¢esitli etkin maddeler ve kok
hicreler doku iskelesi formiilasyonlarina dogrudan islenerek arastirilmistir (174-

178).
Dogal Faktor iceren Doku iskeleleri

Doku iskelesi formiilasyonlar1 yara tedavisinin desteklenmesi amaciyla gesitli
dogal faktorlerle yiiklenebilmektedir. Bu amagla yaygin olarak biiylime
faktorlerinden yararlanilmaktadir (175).

Kronik yara iyilestirici potansiyelleri bulunan ¢ok c¢esitli biliylime faktorleri

bulunmaktadir;

* Epidermal biiyiime faktorii (Epidermal growth factor, EGF)

» Insiilin benzeri biiyiime faktorii-1 (Insulin-like growth factor-1, IGF-1)
* Transforme edici biiylime faktorii (Transforming growth factor, TGF)
* Keratinosit bliytime faktorii (Keratinocyte growth factor, KGF)

* Fibroblast biiyiime faktorii (Fibroblast growth factor, FGF)
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* Vaskiilar endotelyal biiyiime faktorii (Vascular endothelial growth factor,
VEGF)

» Trombosit tiirevli blyume faktort (Platelet-derived growth factor, PDGF)
bu faktorlerden bazilaridir (175).

Normal yara iyilesmesi sirasinda, ECM’in bilesenleri ile ECM’i ¢evreleyen
hiicre sinyal molekiilleri arasindaki dinamik ve karsilikli etkilesimlerden, biiyiime
faktorleri ve sitokinler sorumludur. Bu etkilesmeler neticesinde, yeni doku olusumu
gerceklesmektedir. Bu sebeple anjiyogenezisten, hiicre proliferasyonuna, ECM
olusumuna kadar yara iyilesmesinin pek ¢ok asamasinda biiylime faktorleri rol

oynamaktadir (179).

Sheridan ve ark. (180) tarafindan yapilan bir ¢alismada anjiyogenezisi
destekledigi kanitlanmis olan biiyiime faktorlerinin, doku iskelesi matriks yapisi
igerisinde, lokal, kontrollii bir sekilde saliminin gergeklestirilecegi ve bu sayede ¢ok
daha iyi bir anjiyogenezis yanitinin saglanacagi one siiriilmiistiir. Bu amagcla 1s1 ve
organik solvan icermediginden biiyime faktori yapisii  bozmayan gaz
kopuklendirme yontemi ile 75:25, D,L-laktid:glikolid (PLGA) polimeri kullanilarak,
[125

ile radyoaktif olarak isaretlenmis VEGF igeren poroz doku iskeleleri

hazirlanmastir.

Losi ve ark. (181) diyabetik deri ulserlerinde endojen buyime faktorlerinin
seviyesinde ve aktivitesinde azalma olmasi nedeniyle yara iyilesmesinin
gecikmesinden yola ¢ikarak VEGF ve bFGF buyime faktorlerinin kontrolli ve
uzatilmig salimini saglayan bir doku iskelesi formiilasyonu tasarlayarak, yara
iyilesmesini in vivo yara modellerinde incelemislerdir. Kontrollii salim saglamak igin
VEGF ve bFGF’leri iceren PLGA nanopartikllleri hazirlanarak, Polieter iiretan,
Polimetilsiloksan/fibrin doku iskelesi formiilasyonu ile birlestirilmistir. In vivo
deneylerde kontrol grubunun yaninda bos lipit nanopartikil iceren doku iskelesi,
serbest VEGF ve bFGF iceren doku iskelesi ve nanopartikiller VEGF ve bFGF
iceren doku iskelesi olmak iizere ii¢ tedavi grubuda incelenmistir. Tedavi sonucunda,
serbest VEGF ve bFGF igeren doku iskelesi, nanopartikiller VEGF ve bFGF iceren

doku iskelesi ile benzer iyilesme oranlar1 vermistir. Bunun sebebinin nanopartikiller
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VEGF ve bFGF igeren doku iskelesinin buylime faktorlerini serbest buylime faktori

iceren doku iskelesine gore daha yavas salmasindan kaynaklandigi diistiniilmiistiir.

FGF igeren kitosan/kollajen doku iskelelerinin diyabetik yara iyilesmesindeki
terapotik etkinliginin degerlendirildigi bir c¢alismada, siganlarda olusturulmus
diyabetik yara modelleri lizerinde calisilmistir. Sadece doku iskelesi veya FGF
uygulanan tedavi gruplarinin, kontrol grubuna goére iylesme siiresini hafif derecede
azalttig1 gézlemlenirken, FGF iceren kitosan/kollajen doku iskelesi uygulamalarinda

ise iyilesme siiresinde kontrol grubuna gére 6nemli derecede kisalma gerceklesmistir
(182).

Etkin Madde iceren Doku iskeleleri

Doku iskeleleri, cesitli etkin madde ve dogal faktorlerin sistemik uygulamaya
gore daha diisiik dozlarda uygulanmalarinda dahi etkin doz salimini miimkiin
kilmaktadir. Etkin maddelerin kronik yara tedavisinde konvansiyonel uygulama
yollar1 arasinda oral ve parenteral uygulamalar bulunmaktadir. Enjeksiyonla
uygulama, etkin maddenin doku onarimina yardimci olacak bir bolus dozunu saglasa
da, tiim yara iyilesmesi siireci boyunca bu ajanlarin etkinliginin saglanmasi miimkiin
olamamaktadir. Ug boyutlu doku iskeleleri ile, doku rejenerasyonu icin yararli olan
faktorlerin, kisa, orta veya uzun vadeli lokalize salimi saglanabilmektedir. Buna ek
olarak, doku iskeleleri ile kontrolll bir sekilde lokal uygulama yapildigindan daha az

terap6tik ajan kullanilmakta, maliyet diistirilmektedir (183).

Gentile ve ark. (123) kemik olusumu iizerindeki pozitif etkileri gosterilmis
simvastatin ile yiikkenmis poli(DL-laktit-ko-glikolit) asit (PLGA) nanopartikullerini
iceren Kkitosan-jelatin doku iskelesi formiilasyonlart hazirlamiglardir. Hazirlanan
doku iskeleleri ile lokal olarak kontrollu simvastatin salimi saglanmig ve yapilan
hiicre kultiri deneyleri sonucunda ise doku iskelelerinde osteoblast hicrelerin

proliferasyonunun arttig1 gézlenmistir.

Perumal ve ark. (184) antibakteriyel ajan olan, mupirosin etkin maddesi ile
yiikklenmis mikrokiireler iceren kollajen doku iskelelerinin yara iyilegsmesindeki

etkinligini degerlendirmistir. Siganlarda olusturulan in vivo yara modellerinde bos
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kollajen doku iskelesi ve mupirosin mikrokureleri igeren kollajen doku iskelesinin
tedavi etkinligi kontrol grubu ile karsilastirilmigtir. Mupirosin mikrokureleri igeren
kollajen doku iskeleleri, bos kollajen doku iskeleleri ile karsilastirildiginda kademeli
olarak artan bir yara kapanmasi gostermistir. Ancak bu kapanma yalnizca yara
iyilesmesinin bagslangic periyodunda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
Mupirosin mikrokdreleri iceren kollajen doku iskelesi ile tedavi sonucunda yapilan
histolojik incelemelerde sonucunda ise diger gruplara gore daha yuksek oranda
graniilasyon dokusu olusumu gézlenmistir. Bu etkinin mupirosin yUkli mikrokureler

ve kollajen doku iskelesinin sinerjik etkisiyle olustugu diistiniilmiistiir.

Hicre proliferasyonu ve anjiyogenezis Uzerindeki olumlu etkileri
yaymlanmis olan nikotinin diisiik konsantrasyonlarda yara tedavisinde topikal
uygulanmasinin iyilesmeyi destekledigi gosterilmistir (185). Bu sonuclar (zerine
Liem ve ark. (186) diisik dozda nikotin ve bFGF iceren kollajen doku iskelesi
formilasyonu gelistirerek, fare yara modelleri iizerinde in vivo yara iyilestirici
etkinligi degerlendirmistir. Sadece nikotin veya biiylime faktorii i¢eren doku iskelesi
uygulanan farelerde yara alan1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda énemli derecede
azalmistir. Bununla birlikte, nikotin ve bFGF birlikte iceren doku iskelesi
formiilasyonunun uygulandigi tedavi grubunda ise diger tiim gruplara gore yara

alaninda 6nemli derecede azalma gozlenmistir.
Kok Hiicre iceren Doku iskeleleri

Doku iskelelerine hiicre ekiminin gerceklestirilmesi ile yetersiz olan
hiicrelerin ve hiicrelerce iiretilen faktorlerin tamamlanmasini hedeflenmistir. Kronik
kiitanéz yaralarin tedavisi i¢in doku iskeleleri 6ncelikle fibroblastlar, keratinositler
gibi farklilagmis yetiskin deri hiicreleri ile kombine edilmistir. Daha sonraki asamada
ise farklilagsmis hiicrelerin yaninda kok hiicrelerin de yara iyilestirici etkileri
diisiiniilerek deri yenilenmesi ve kronik yara tedavisi i¢in aragtirmalar yapilmaya
baglanmistir. Kronik yaralar zayif damarlanmalar ile karakterizedir, bu sebeple yara
bolgesine besinlerin ve hiicrelerin taginmasinin bozuldugu diisiiniilmektedir. Kok
hiicreler 6zellikle anjiogenezis sagladigindan kronik yara tedavisinde olumlu

sonuglara yol agmaktadir (25, 187).



56

Yara tedavisinde geleneksel tekniklerle kok hicre tedavisi; lokal enjeksiyon,
topikal uygulama ve periferik dolasim igine  enjeksiyon  yoluyla
gerceklestirilmektedir. Yeni uygulama yollarindan doku iskeleleri ise, hiicresel
tedavilerde terapoOtik potansiyeli maksimum dizeyde tutmakta ve kok hiicre

fonksiyonlarii optimize etmektedir.

Basarili bir kok hiicre tedavisinde en o6nemli noktalar, kdk hicrelerin
canliliklarimi koruyarak hasarli bolgeye stabil bir sekilde yerlesmesi ve istenilen
yonde farklilasarak ¢ogalmasidir. Sistemik veya lokal enjeksiyonla tedavinin 6nemli
dezavantajlar1 bulunmaktadir. Ozellikle kok hiicrelerin sistemik olarak uygulanmas,
hiicreleri viicutta yaygin bir sekilde dagitarak az sayida kok hiicrenin istenilen
bolgeye ulagsmasina neden olmaktadir. Sistemik veya lokal enjeksiyonla yara
bolgesine ulasan kok hiicreler ise korunmasiz hiicrelerin ¢ogalmasina karsit olan
proteolitik, kronik inflamatuar bir ortamla karsi karstya geldiklerinden, hiicreler yara
yatagina tutunamayarak 0lmekte ve istenilen terapotik etki saglanamaktadir. Kronik
yaralarin bu olumsuz c¢evre kosullari, sistemik veya lokal enjeksiyonun
dezavantajlar1 nedeniyle sinirli kullanimlar1 gibi olumsuz nedenler, kok hiicreleri
lokal olarak hapseden koruyucu bir kok hiicre tasiyici sisteminin gelistirilmesi
gerekli kilmistir. Bu sebeple, glinlimiizde doku miihendisligi ¢alismalarinda yaygin
bir yaklasim olarak, doku rejenerasyonu ve yenilenmesinin dogal bir sekilde
baslatilmas1 i¢in ili¢ boyutlu pordz, biyopargalanabilir doku iskelelerine spesifik

hicreler yuklenmektedir (30, 188).

Insan Adipoz tiirevi mezenkimal kok hiicrelerin (ASCs) PLGA/Kitosan doku
iskelelerine ekimi ile hazirlanan doku iskelesi formulasyonunun, bozulmus yara
lyilesmesi tizerindeki etkinligi streptozosin ile indiiklenmis diyabetik farelerde
arastirilmistir. Bu calismada in vitro olarak, ASCs doku iskelelerine ekiminin
ardindan 1,7,14, ve 21. glnlerdeki ASCs’lerce olusturulan VEGF ve TGF-Bl
konsantrasyonu belirlenmistir. Her iki blytme faktort de kok hicrelerin ekiminden
sonraki giinlerde yiiksek seviyelerde doku iskelesinde bulunmaktadir. in vivo
deneyler, diyabetik kontrol ve diyabetik olmayan kontrol gruplari ile bos
PLGA/Kitosan doku iskelesi (ASCs) PLGA/Kitosan doku iskelesinin uygulandigi
dort grupta gergeklestirilmistir. Genel bir g6zlem olarak ASC iceren doku iskeleleri
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(ASCs PLGA/ Kitosan) ile tedavi edilen grup, transplantasyondan sonraki 7 gin
icerisinde tamamen iyilesme gostermistir. Sadece doku iskelesi (PLGA/ Kitosan)
veya tedavi uygulanmayan diyabetik kontrol grubunda 7 gin sonunda onemli
derecede iyilesme olmamustir. 14. Giinlin sonunda ise ASCs PLGA/ Kitosan grubu %
94,4 iyilesme gostererek diyabetik olmayan kontrol grubu disinda diger gruplara
gore yine 6nemli derecede iyilesme gostermistir (189).

2.7. Simvastatin

Simvastatin, HMG-KoA rediiktaz enzim inhibitorleri olan statin grubu
ilaclarin bir iyesidir. Statinler oral yoldan alindiginda kolesterol sentezinin hiz
kisitlayici basmaginda yer alan HMG-Ko0A rediktaz enzimini inhibe ederek,
kolesterol seviyesini azaltirlar., HMG-KoA'nn HMG-KoA rediktaz enzimi
tarafindan mevalonata doniisiimii kolesterol biyosentezinin ilk basamaklarindandir.
HMG-KoA rediiktaz inhibisyonu karacigerde kolesterol sentezini azaltirken ve diisiik
yogunluklu lipoprotein (LDL) reseptorlerinin sentezini artirmaktadir. Bu durum kan
dolagimindaki LDL Klirensinin artmasina yol agmaktadir (190). Statinler
fermentasyon yoluyla dogal olarak veya sentetik olarak firetilebilmektedir. Dogal
statinler; Mevastatin, Lovastatin, Pravastatin ve Simvastatin iken, sentetik statinler;
Pitavastatin, Fluvastatin, Rosuvastatin, Atorvastatin ve Cerivastatin’dir. Buna ek
olarak statinler, lipofilik (Atorvastatin, Lovastatin, Simvastatin ve Fluvastatin) ile

lipofobik (Pravastatin ve Rosuvastatin) statinler olarak siniflandirilmaktadir (191).

Simvastatin ve Lovastatin inaktif lakton yapisinda, on ila¢ olarak
uygulanmaktadir. Bu statinler oral olarak alindiklarinda karaciger ve plazmadaki,
karboksiesterazlar tarafindan, inaktif lakton formlarindandan aktif hidroksi-asit
formlarina dontismektedir. Diger statinler ise aktif hidroksi-asit formunda
uygulanmaktadir. Statinlerin kimyasal yapilar1 birbirleri ile iligkili olmasima ragmen
farmakokinetik ozellikler1 farklilik gOstermektedir. Tablo 2.4.°de statinlerin

farmakokinetik ozellikleri Ozetlenmistir (29).
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Simvastatin, Aspergillus terreus mantarmin fermantasyonu ile elde edilen,
beyaz, nonhigroskopik kristal toz seklindedir. Simvastatin kapali formiilii
‘C2sH380s’, agik kimyasal formula ise; (1 S, 3R, 7S, 8S, 8aR) -1,2,3,7,8,8a-
heksahidro-3, 7-dimetil-8- {2 - [(2R, 4R) -tetrahidro-4-hidroksi-6-okso-2H-piran-2-
il] etil} -1-naftil-2,2-dimetil butirat’tir (Sekil 2.6.) (19, 192).

HaC™"

Sekil 2.6. Simvastatin kimyasal formilu (193).

Lipofilik yapidaki simvastatinin sudaki c¢ozlniirligii oldukca diisiiktiir.
Simvastatinin ¢esitli fizikokimyasal Ozellikleri ve ¢oOziiniirliikkleri Tablo 2.5.°de

Ozetlenmistir (193-195).

Tablo 2.5. Simvastatin fizikokimyasal 6zellikleri (193-195).

Molekiil Agirhg 418,56 g/mol

Oktanol/Su Partisyon Katsayisi
4,68

(|ng Octlsu)

Buhar Basmeai (25°C) 6,4x10C1 mm Hg

Erime Derecesi 135-138°C

pKa 5,9

Spektral 6zellikler UV max (asetonitril) 231- 238-247 nm
Kloroform 610 mg/mL
Metanol 200 mg/mL

e Etanol 160 mg/mL

Goztntrluk Su (25°C) 0,765 mg/mL
Polietilenglikol-400 70 mg/mL
Propilenglikol 30 mg/mL

Simvastatin, oral yoldan uygulandiginda, aktif hidroksi asit formunun
biyoyararlanimi olduk¢a diistiktiir. Biyoyararlaniminin diisiik olmasi, gastrointestinal
sivilardaki ¢Oziiniirliigiiniin ve mukozal membranlardan permeabilitesinin diisiik

olmasima, barsak duvari ve karaciger CYP3A4 enzimleri aracilifiyla ilk gecis
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etkisine ugramasina baglanmaktadir. Ayrica, P-glikoproteine bagl sekresyonunun da

biyoyararlaniminin diisitk olmasinda rol oynadigi diistiniilmektedir (196, 197).

Simvastatinin ¢oziintirliigiiniin az olmasi, diisiik oral biyoyararlanim ve
stabilite sorunu tasimasi, bu ilacin biyoyararlanimini artirmak ve stabilitesini
saglamak amaciyla farkli yapilardaki nanopartikiilerinin hazirlanmasini1 giindeme
getirmigtir. Gergeklestirilen bir ¢alismada mezoseluler képik nanopartikuller igine
yiiklenen simvastatinin ¢6ziinme hizinin ve ila¢ yiikleme kapasitesinin arttig
gosterilmistir  (198). Harisa ve ark. (199) hiperlipidemi tedavisinde oral
biyoyararlanimi artirmak amaciyla simvastatin yikli NLT formiilasyonlari
tasarlamistir.  Hazirlanan  nanopartikiiller =~ simvastatin  siispansiyonu ile
karsilastirilarak in  vivo hiperlipidemik si¢an modelleri {izerinde simvastatin
biyoyararlanimi ve hiperlipidemi tedavisi iizerindeki etkinligi agisindan
incelenmistir. Yapilan calismalar sonucunda simvastatin siispansiyonuna kiyasla
NLT formiilasyonlarinda simvastatin biyoyararlaniminin daha yiiksek oldugu ve
bunun sonucu olarak hiperlipidemik kosullarda kan lipit seviyeleri ve eritrositlerin
aterojenik riski Uzerindeki avantajli etkilerinin daha fazla oldugu gozlenmistir.
Benzer sekilde Tiwari ve ark. (56) ve Zhang ve ark. (200) da simvastatin igeren kati
lipit nanopartikiillerin ve nanoyapili lipit tasiyicilarin, simvastatinin oral
biyoyararlanimi artirdigini in vivo ¢alismalarla agiklamiglardir. Imanparast ve ark.
(201) tarafindan gergeklestirilen bagka bir ¢alismada ise simvastatinin nitrik oksit
sentaz enziminin aktivasyonunu artirict etkisinden yola c¢ikilarak simvastatinin
endotel disfonksiyon tedavisinde kullanilmasi amaglanmistir. Simvastatinin diistik
olan suda c¢ozlnlrligli ve biyoyararlanimi nedeniyle PLGA nanopartikiil
formiilasyonlar1 hazirlanmis ve endotel hiicrelere hedeflendirme amaciyla
nanopartikiiller mZD7349 peptidi ile konjuge edilmistir. insan gdbek kordonu
vaskiiler endotel hiicreleri iizerinde gerceklestirilen in vitro etkinlik calismalar
sonucunda da hazirlanan nanopartikiillerin nitrik oksit sentaz enziminin salimini
onemli derecede artirdigi gosterilmistir. Yasasvini ve ark. (21) ise yara tedavisi
amaciyla simvastatin yiiklii kitosan mikropartikiillerini iceren polivinil alkol hidrojel
doku iskelesi formiilasyonlarini hazirlayarak kontrollii salim saglayan yeni bir ilag

tasiyic1 sistem gelistirmislerdir. Siganlar tizerinde gergeklestirilen in vivo yara
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iyilesmesi calismalarinda doku iskelesi formiilasyonlart kontrol grubu ve
simvastatinin konvansiyonel merhem dozaj formu ile karsilastirilmig ve elde edilen
sonuglarda hazirlanan doku iskelelerinin kontrol ve simvastatin merhem grubuna

gore Onemli derecede daha ytiksek iyilesme sagladig1 gosterilmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler, Aletler, Malzemeler

3.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Adipocyte Differentiation Basal Medium

ve Suplement Medium

Alcian Blue Boyasi
Asetonitril

Apifil

bcl-2 Antikoru

Biotinli Anti-Immiunglobulin ve

Streptavidin-Peroksidaz Konjugati
BrDU Boyasi
BrDU Saptama Kiti

CD31 Antikoru

CD45R, CD11b/c, CD90 ve CD44
Antikorlari

Compritol 888 ATO

Chondrocytes Differentiation Basal

Medium ve Suplement Medium
DAB (3,3’-diaminobenzidin) Kit

Dimethyl Sulfoxide

Gibco, Thermo Fisher Scientific, ABD

Diagnostic BioSystem, ABD
Sigma-Aldrich, Almanya
Gattefosse, Fransa

Merck Milipore, Almanya

Nichirei, Japonya

Diagnostic BioSystem, ABD
BD-Pharmingen, ABD

Lab Vision, Thermo Fisher Scientific,
ABD

BD-Pharmingen, ABD

Gattefosse, Fransa

Gibco, Thermo Fisher Scientific, ABD

Dako Laboratories, ABD

Sigma-Aldrich, Almanya



Disodyum Hidrojen Fosfat (NazHPO4)

Dulbecco's Modified Eagle Medium

Fare Fibroblast Hiicresi (L929 Hiicre Hatt1)

Fetal S1g1ir Serumu

Geleol

Gelot 64

Hidroklorik asit (HCL)

Jelatin (S1gir Derisi Jelatini, Tip B)
Ketamin

Kitosan (Orta Molakiil Agirlikli)
Kitosan Klorir (Protasan UP CL 213)
Ki67 Antikoru

Kollajen (Dana Derisi Kollajeni, Tip 1)
Ksilazin

Labrafac Lipophile

Labrafil M 1944 CS

L-Gultamine

(Sitotoksisite Calismalari)

L-Gultamine
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Merck, Almanya

Biochrom, Almanya

Lonza, Belcika

American Type Culture
Collection (ATCC), ABD

Biochrom, Almanya
Lonza, Belcika

Gattefosse, Fransa
Gattefosse, Fransa
J.T.Baker, ABD
Sigma-Aldrich, Almanya
Ketalar, Pfizer, ABD
Sigma-Aldrich, Almanya
NovaMatrix, Norve¢
Merck Milipore, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Alfazyn, Ege Vet, Tlrkiye
Gattefosse, Fransa
Gattefosse, Fransa

Biochrom, Almanya

Lonza, Belgika
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(Ko6k Hiicre Calismalart)

Maisine Gattefosse, Fransa
Metanol Sigma-Aldrich, Almanya
MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5- AppliChem, Almanya

difeniltetrazolyum bromiir)
Oil Red boyasi Diagnostic BioSystem, ABD
Oleik asit Sigma-Aldrich, Almanya

Osteocyte Differentiation Basal Medium ve  Gibco, Thermo Fisher Scientific, ABD
Suplement Medium
Peceol Gattefosse, Fransa

Penisilin/Streptomisin (10000U/ 10000 Biochrom, Almanya

pg.mL™)

Penisilin, Streptomisin, Amfoterisin B Biological Industries, Israil
Potasyum Dihidrojen Fosfat (KH2POs4) Riedel de Haen, Almanya
Precirol ATO 5 Gattefosse, Fransa
Potasyum Klortr (KCL) Merck, Almanya
Simvastatin Teva, Israil

Sodyum Dihidrojen Fosfat (NaH2PO.) Merck, Almanya

Sodyum Dodesil Sulfat Sigma-Aldrich, Almanya
Sodyum Klorir (NaCL) Merck, Almanya

Sodyum Tripolifosfat Sigma-Aldrich, Almanya

Soya Fasulyesi Lesitini (Lipoid-S100) LIPOID GmbH, Almanya



Streptozotosin
Tripan Blue
Tween 80

Von Kossa boyasi

3.1.2. Kullanilan Aletler

Civali Porozimetre

Countess® Automated Cell Counter
Erime Derecesi Tayin Cihazi
Diferansiyel Taramali1 Kalorimetre
Dijital Fotograf Makinesi

Flow Sitometri Cihazi

FT-IR

Hiicre Kiiltiirii Plag: (6, 12, 24 ve 96
kuyucuklu)

HPLC Kolonu
HPLC Sistemi
Inkiibator

Invert Mikroskop

Isik Mikroskobu
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Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Merck, Almanya

Diagnostic BioSystem, ABD

Poremaster 60, Quantachrome
Corporation, ABD

Invitrogen, ABD

Thomas Hoover, ABD

DSC Q 100, TA Instruments, ABD
Nikon, Japonya

FACS-ARIAIII, BD, ABD

Perkin Elmer, Ingiltere

Greiner, Almanya

Hypercil, ABD
Agilent 1200 Series, Almanya
Sanyo MCO-18AIC, Japonya
Leica, Almanya

Leica, Almanya



Koni/Plak Viskometresi

Laminar Hava Akimli Kiiltir Kabini

Liyofilizator

Manyetik Karistirict

Mikropipet

Mikroplak Okuyucu

Partikiil Biiyiikliigii ve Zeta Potasiyeli Olgiim
Cihazi

Peristaltik Ultrafitrasyon Pompasi
pH Metre

Plastik Tip (2 mL)

Polarize Isik Mikroskobu
Santrifiij Cihazi

Seliiloz Siringa Filtresi (0,45 pm)

Taramali Elektron Mikroskobu

Texture Analyser

Gegirimli Elektron Mikroskobu

Brookfield DV2T RV, ABD

BHG 2000 S/D, D: Group Company,

Italya

Heto PowerDry PL 3000, Thermo
Fisher, Danimarka

Telesystem 15, Thermo Fisher,

Danimarka
Eppendorf, Almanya

VERSAmax, Molecular Devices,
ABD

Zetasizer Nanoseries-ZS, Malvern

Ins., ingiltere

Masterflex L/S Series, ABD
Sartorius, Almanya

Isolab, Almanya

Leica, Almanya

Hettich, Almanya

Sartorius, Almanya

Quanta 400F, Field Emission,

Almanya

TA-XTPlus, Stable Microsystems,

Ingiltere

FEI Tecnai G2 Series, Hollanda
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Ultrafiltrasyon Filtresi [Vivaflow 50, Sartorius, Almanya

Molecular Weight Cut-Off (MWCO) 100

kDa]
Ultra Santrifiij Cihaz1

Ultrasonik Banyo
UV Spektrofotometre
Yatay Calkalayicili Su Banyosu

Yiiksek Hizl1 Karistirici

Yiiksek Basingli Homojenizator

Hermle Z323K, Almanya
Branson, ABD

Shimadzu, Japonya

WNE14, Memmert, Almanya

Ultraturrax T25 Basic, IKA,

Almanya

APV 2000, APV Homogenizer,

Almanya

3.2. Yontemler ve Deneyler
3.2.1. Simvastatinin Fizikokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi

Simvastatinin, kaynaklarda yer alan fizikokimyasal 06zelliklere sahip
oldugunu kanitlamak amaciyla FT-IR, UV spektrumu ve erime derecesi tayini

analizleri yapilmustir.
FT-IR Spektrumu

Kati ozellikteki simvastatinin  FT-IR spektrumu, Perkin Elmer FT-IR
cihazinda Attenuated Total Reflectance (ATR) aparati kullanilarak alinmig ve dalga

sayist (cm™?) cinsinden degerlendirilmistir.
UV Spektrumu

Simvastatin UV spektrumu, 10 pg/ml konsantrasyondaki simvastatinin
asetonitrildeki ¢ozeltisi kullanilarak, kuvars spektrofotometre kiivetleri icerisinde
200 — 400 nm dalga boylart arasinda c¢ekilmistir. Elde edilen spektrumdan,

simvastatinin maksimum absorbans gosterdigi dalga boylar1 (Amaks) saptanmuistir.
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Erime Derecesi Tayini

Kilcal tiipler igerisine yaklasik lem yiiksekliginde doldurulan toz haldeki
simvastatinin erime noktasi, Thomas Hoover kilcal erime derecesi tayin cihazi
kullanilarak saptanmistir. Simvastatinin beklenen erime derecesinin 10°C altina
kadar cihazin 1sinmasi beklenildikten sonra, i¢inde simvastatin bulunan kilcal tiipler
cihaza yerlestirilmistir. Cihazin standart 1sitma hizina gore sicaklik yiikseltilerek,
simvastatinin erimeye basladig1 sicaklik ile erimenin tamamlandig sicaklik araligi

kaydedilmistir. Erime derecesi tayini, alt1 kez tekrarlanarak gerceklestirilmistir.

3.2.2. Simvastatinin Yiiksek Basin¢h Sivi Kromatografisi (HPLC) ile
Miktar Tayini

Simvastatinin kantitatif analizi ve analitik yontem validasyonu g¢alismalar
amacityla UV dedektorlii Agilent 1200 Series HPLC cihazi  kullanilmistir.
Simvastatinin miktar tayininin gergeklestirilmesi i¢in Eroglu ve ark. (202) tarafindan
atorvastatin i¢in gelistirilmis olan HPLC miktar tayini yontemi modifiye edilerek
uygulanmistir. Tablo 3.1.’de simvastatinin HPLC miktar tayini i¢in kullanilacak

yonteme ait bilgiler verilmistir.

Tablo 3.1. Simvastatinin HPLC ile miktar tayininde kullanilan kromatografik
kosullar.

Alet Yuksek Basingli S1vi Kromatografisi (Agilent 1200 Series)
Yontem Ters Faz Kromatografi / Izokratik Eliisyon
Kolon Cis, 150%x4,6 mm; 5 pm (Hyperecil)
Mobil Faz Asetonitril : Metanol : 50mM NaH2PO4 (pH 4,5) (6:1:3)
Akis Hiza 1 mL/dk.
Dedektor uv
Dalga Boyu 238 nm
Sicakhik 45°C
Enjeksiyon hacmi | 20 uL
Retensiyon zamam | 6 dk.
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Kalibrasyon Dogrusu

Simvastatinin kalibrasyon dogrusunun elde edilmesi amaciyla, simvastatinin
metanol i¢cinde 100 pg/mL konsantrasyonda ana stok ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu stok
cozelti kullanilarak 0,5 pg/mL, 1 pg/mL, 2 ug/mL, 4 pg/mL, 8 ug/mL ve 16 ug/mL
konsantrasyonda simvastatin igerecek sekilde mobil faz ile seyreltme yapilmis ve 6
farkli seri olusturulmustur. Cozeltilerin konsantrasyonlarina karsi elde edilen pik

alanlar kullanilarak kalibrasyon dogrusu ve dogru denklemi elde edilmistir.
Analitik Yontem Validasyonu

Simvastatinin in vitro miktar tayini i¢in yukarida bahsedilen HPLC ydntemi
kullanilmadan 6nce validasyon ¢aligmalar1 gergeklestirilerek yontemin giivenilirligi

gosterilmistir.

Analitik yontem validasyonu, analiz maddesinin tayininde kullanilacak olan
analitik yontemin belirtilen kosullarda dogru, o6zgiil, duyarli ve tekrarlanabilir
oldugunu garanti etmek i¢in uygulanan prosediirdiir. HPLC analitik yonteminin
degerlendirilmesinde asagidaki parametreler incelenmis ve sonuglar istatistiksel

olarak yorumlanmustir.

e Dogrusallik (Linearity)
e Dogruluk (Accuracy)

e Kesinlik (Precision)

e Duyarlilik (Sensitivity)
e Ozgiinlik (Specificity)
e Stabilite (Stability)

Dogrusallik (Linearity)

Dogrusallik, bir analitik yontemin belirli bir aralikta, analizi yapilan
maddenin konsantrasyonu ile deney sonuclarinin dogrudan orantili olmasini saglama
ozelligidir. Analitik yontemin calisilan aralik boyunca dogrusal bir iliskisi olup

olmadiginin degerlendirilmesi amactyla kalibrasyon dogrusu ve dogru denklemi elde
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edilmistir. Yontemin dogrusalligi, verilen aralikta, degisik konsantrasyonlarda
simvastatin igceren Orneklerin elde edilen pik alanlari ile konsantrasyonun dogru

orantili olmasi ile degerlendirilmistir.
Dogruluk (Accuracy)

Dogruluk, kullanilan analitik yontem ile elde edilen deney sonuglarinin
gercek degerlere yakinhigini ifade etmektedir. Simvastatinin miktar tayini
validasyonu i¢in dogruluk parametresi, giin i¢i ve gilinler arasi olarak galigilmustir.
Kullanilan yontemin dogrulugunun degerlendirilmesi i¢in metanolde hazirlanan stok
¢ozeltiden (100 pg/mL) hareketle diisiik, orta ve yiliksek olmak iizere ii¢ farkl
konsantrasyonda (0,5 pg/mL, 2 pg/mL ve 16 ug/mL) simvastatin standart ¢ozeltileri
mobil faz ile 6 seri hazirlanmis ve ayni giin iginde arka arkaya Olgiimler
gerceklestirilmistir. Gilinler arasit dogruluk analizi i¢in tiim bu islemler birbirini
izleyen 3 giin boyunca tekrarlanmustir. Orneklerin analizi sonucu bulunan degerler
kalibrasyon dogrusunda yerine konarak Ortalama (X), Standart Hata (SH),
Varyasyon Katsayist (VK) (%), % Bagil Hata ve % Geri Kazanim degerleri
hesaplanmistir. Sonuglarin gercek degerlere yakinliklarinin degerlendirilmesi igin
asagida verilen % Bagil Hata ve % Geri Kazanim formiilleri kullanilmistir (Formidil
3.1. ve 3.2.). Her ii¢ konsantrasyon i¢in de, %Bagil Hata’nin %1,5ten kii¢iik olmasi,
VK degerinin %?2’den kiigiik olmasi ve %Geri Kazanim degerinin %98-%102

arasinda olmasi Onerilmektedir.

%Bagil Hata = [(Ortalama tayin edilen konsantrasyon- ilave edilen konsantrasyon)/

(Ilave edilen konsantrasyon)] x100 (3.1)

%Geri Kazanim = (Ortalama tayin edilen konsantrasyon /Ilave edilen konsantrasyon)
x100 (3.2)

Kesinlik (Precision)

Kesinlik, bir analitik yontemin birbirini takip eden oOl¢limleri arasindaki
yakinhigin derecesi olarak tanimlanmaktadir. Kesinlik parametresi sonuglar
yontemin tekrarlanabilirligini ifade etmektedir. Bir analitik yontemin kesinligi,

istatistiksel agidan yeterli degerlendirmenin yapilacag: sayida, ayni konsantrasyonda
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numune ardi ardma Olgiilerek, Ornekler icin VK hesaplanarak degerlendirilir.
Kesinlik, tekrar edilebilirlik (repeatability) ve tekrar elde edilebilirlik
(reproducibility) olarak ifade edilir.

- Tekrar Edilebilirlik (repeatability)

Kullanilan analitik yontemin farkli deney zamanlarinda giivenilirliginin
kanitlanmasi igin yapilmaktadir. Tekrar edilebilirligin tespiti i¢in, metanolde
hazirlanan stok c¢ozeltiden hareketle (100 pg/mL) kalibrasyon egrisinde yer alan
diisiik, orta ve yliksek olmak iizere {i¢ farkli konsantrasyonda (0,5 pg/mL, 2 pg/mL
ve 16 pg/mL) mobil fazla seyreltmeler yapilarak standart ¢ozeltiler hazirlanmis ve
ayni ¢ozeltilerin pik alanlari HPLC ile arka arkaya alti kez analiz edilip,
hesaplanmaistir. Giinler arast dogruluk analizi i¢in tiim bu islemler birbirini izleyen 3
giin boyunca tekrarlanmistir. Elde edilen pik alanlarina karsilik gelen
konsantrasyonlar icin X, SH ve VK degerleri hesaplanmistir. Analitik yontemin
tekrar edilebilirliginin uygunlugunun gosterilmesi i¢in VK’nin %2’den kiigiik olmas1

Onerilmektedir.
- Tekrar Elde Edilebilirilik (Reproducibility)

Tekrar elde edilebilirilik parametresinde, belirlenen konsantrasyondaki
cozeltiden hareketle, belirli kosullarda gergeklestirilen ayn1 ve farkli giinlerdeki
Olctimlerde uyum ve uygunluk incelenir. Diistik, orta ve yiiksek olmak {izere ii¢ farkli
konsantrasyonda (0,5 pg/mL, 2 pg/mL ve 16 pg/mL) mobil fazla seyreltmeler
yapilarak hazirlanan 6 farkli 6rnek ayni giin ve farkli giinlerde tayin edilmistir.
Ornekler, giin ici tekrar elde edilebilirlik tayini i¢in aymi giin icinde arka arkaya,
giinler aras1 tekrar elde edilebilirlik tayini igin ise birbirini takip eden (¢ gin analiz

edilmistir.

Tekrar elde edilebilirligin degerlendirilmesinde, pik alanlarina karsilik gelen
konsantrasyonlar icin X, SH ve VK degerleri hesaplanmistir. Analitik yontemin
tekrar edilebilirliginin uygunlugunun gosterilmesi i¢in giin i¢i ve giinler arasi

kesinlik ¢alismalarinda VK %2’den kiigiik olmalidir.
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Duyarhhik (Sensitivity)

Analiz yonteminin duyarliliginin incelenmesi amaciyla, saptanabilirlik siniri
(Limit of Detection, LOD) ve tayin edilebilirlik sinir1 (Limit of Quantification, LOQ)
belirlenmistir. LOD, analizi yapilan maddenin Kkalitatif olarak saptanabildigi en
diisiik konsantrasyondur. Bu deger, sinyal:giiriiltii oraninin 3:1 oldugu konsantrasyon
olarak tanimlanmaktadir. LOQ ise analitik yontemin belirlenen sartlarda, analizi
yapilan maddenin kabul edilebilir kesinlik ve dogruluk ile tayin edilebildigi en diisiik
konsantrasyon olarak tanimlanir. Bu deger, sinyal:glriiltii oraninin 10:1 oldugu
konsantrasyon ile ifade edilmektedir. Saptanabilirlik ve tayin edilebilirlik sinirinin
hesaplanmasi igin kalibrasyon dogrusunun egiminden ve y-kesisim degerlerine ait
standart sapma degerlerinden (o) yararlanilarak Formiil 3.3. ve 3.4.’de verilen

denklemler kullanilmustir.

Saptanabilirlik Sinir1 (LOD) = 3,3 X (o/Kalibrasyon dogrusunun egimi) (3.3.)

Tayin Edilebilirlik Smir1 (LOQ) = 10 x (o/ Kalibrasyon dogrusunun egimi) (3.4))
Ozgunluk (Specificity)

Ozgiinliik, bir analitik yontemin, ortamda bulunan etkin madde disindaki
yardimc1 maddelerin, safsizliklarin veya parcalanma {irlinlerinin varliginda, analiz
edebilme yetenegini gostermektedir. Ozgiinliigiin degerlendirilmesi igin etkin madde
disindaki diger formiilasyon bilesenleri ve analizde kullanilan ortamlarin bulundugu
ornekler hazirlanmis ve etkin madde analizinin yapildig1 kosullarda HPLC ile analiz
edilerek, elde edilen kromotogramlarin etkin madde ile ayn1 kosullarda pik verip

vermedikleri incelenmistir.
Stabilite (Stability)

Simvastatinin analiz boyunca stabilitesini gostermek amaciyla 0,5 pg/mL, 2
pg/mL ve 16 pug/mL konsantrasyonlarinda 3 farkli standart ¢ozeltisi hazirlanmstir.
Ornekler hazirlamadan hemen sonra ve ardindan 37°C’de 72 saat boyunca
bekletilerek her 24 saatte bir analiz edilmistir. Sonuglar arasindaki fark; SH ve VK

incelenerek degerlendirilmistir.
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3.2.3. Nanoyapih Lipit Tasiyia Sistemlerin (NLT) On Formiulasyon

Calismalan

NLT formilasyonlarinda, lipit nanopartikiil yapisi kati1 ve sivi lipit
karisimindan olugmakta ve bu yap1 ylizey etkin madde veya yiizey etkin madde
karigimlart ile stabilize edilerek su igerisinde dagitilmaktadir. Secilen etkin maddenin
nanopartikiil yapisini olugturan lipitler igerisindeki ¢oziiniirligii ne kadar yiiksekse
elde edilen NLT formiilasyonuna etkin madde hapsedilme etkinligide o kadar yiiksek
olmaktadir. Bu sebeple NLT formiilasyonunda kullanilacak lipitlerin se¢imi oldukga
onemlidir. Bu tez ¢alismasinda, NLT formiilasyonlarinin hazirlanamasi asamasindan
once, simvastatin ile yiiklenmis NLT formiilasyonlar1 i¢in en uygun lipit
bilesenlerinin belirlenmesi amaciyla katt ve sivi lipitlerde, lipit taramasi (lipid

screening) c¢alismalari yapilmustir.
Kat1 Lipit Taramasi

Kat1 lipit taramas1 deneyleri igin segilen kat1 lipitler icerisinde simvastatinin
%5, %10 ve %20’lik (a/a) ¢ozeltileri hazirlanmistir. Cozeltilerdeki, simvastatin
¢Oziiniirligli gozlemsel olarak ve polarize 151k mikroskobunda incelenmis ve en

yiiksek ¢oziintirliik saglayan lipitler belirlenmistir.

Kat1 lipit taramasi amaciyla, Precirol ATO 5 (Erime Derecesi (ED): 53-
57°C), Compritol 888 ATO (ED: 69-74°C), Apifil (ED: 60-65°C), Gelot 64 (ED: 59-
65°C) ve Geleol (ED: 55-59°C), lipitleri se¢ilmistir. Kat1 lipitler 80°C’deki su
banyosunda, tamamen eriyene kadar bekletilmistir. Erimenin ger¢eklesmesinin
ardindan %5, %10 ve %20 (a/a) simvastatin icerecek miktardaki simvastatin sivi
haldeki lipitler Gzerine eklenerek 80°C’de su banyosunda ayni hizda karistirilmastir.
Simvastatinin eklenmesinden itibaren tamamen c¢ozlniinceye kadar gecen sire
kaydedilmis ve ¢Oziiniirlik gozlemsel olarak incelenmistir. Gozlemsel
degerlendirmenin ardindan simvastatin kristallerinin varligini incelemek amaciyla

¢ozeltiler 1sitic1 tablali polarize 151k mikroskobu altinda 60°C’de incelenmistir.
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Siv1 Lipit Taramasi

Kat1 lipitler ile yapilan lipit tarama deneylerinin ardindan simvastatin ile
yiiklenmis NLT formiilasyonu i¢in uygun sivi lipitin belirlenmesi amaciyla oleik asit,
Labrafac Lipophile, Labrafil M 1944 CS, Maisine ve Peceol sivi lipitleri kullanilarak

stv1 lipit taramasi yapilmigtir.

Sivi lipit taramasi igin secgilen lipitlerin %2, %5, %10 ve %?20 (a/a)
simvastatin konsantrasyonlarinda ¢6zeltileri hazirlanarak 25°C’de ve 80°C’deki su
banyaosunda ayni hizda karistirma uygulanmis ve ¢Ozinurltkleri gozlemsel olarak

incelenmistir.
3.2.4. Nanoyapih Lipit Tasiyici Sistemlerin Formiilasyon Calismalari

Simvastatinin, sivi ve kati lipitlerdeki c¢oziiniirligiiniin degerlendirilmesi
amactyla gergeklestirilen lipit taramasi deneylerinde uygun ¢oziiniirliik gézlenen sivi
ve kati lipitlerin segilmesinin ardindan ¢esitli optimizasyon calismalar
yiritilmistiir. Yapilan ¢alismalar sonucunda ulasilan optimum formilasyon Tablo

3.2.°de verilmistir.

Tablo 3.2. Optimizasyon ¢alismalar1 sonucunda elde edilen optimum NLT
formulasyonu bilegimi.

Formiilasyon Bilesimi Konsantrasyon (%) (a/a)

Total lipit (Kat1 lipit+ Stvi lipit) 2

e Precirol ATO5 1/0,6

e Maisine/Oleik asit 114
Ylzey Etkin Madde 3

e Tween 80 2,5

e Lipoid S100 05
Distile su km 100

Bu bulgulardan yola ¢ikilarak; farkli lipitler, sivi:kati lipit oranlar1 ve etkin
madde konsantrasyonlar1 kullanilarak detayli formulasyon ve karakterizasyon

calismalari gerceklestirilmistir.
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Simvastatinin yiiksek ¢oziintirliik gosterdigi Precirol ATO 5 ve Gelot 64 kati
lipitleri secilerek gerceklestirilen optimizasyon g¢alismalari sonucunda en uygun
partikiil biyiikligii ve dagilimi Precirol ATO 5 kullanilan formiilasyonlarda elde
edilmistir. Bununla birlikte %20 (a/a) simvastatin ¢oziiniirligii kat1 lipitler arasinda
sadece Precirol ATO 5’de gozlendiginden NLT formulasyonlarinda kat1 lipit olarak
Precirol ATO 5’in kullanilmasi kararlastirilmigtir. Sivi lipit se¢iminde ise lipit
taramasi deneyleri sonucunda simvastatinin yiiksek ¢oziiniirliik gosterdigi Maisine
ile disik c¢oOziinirlik gosterdigi oleik asit sivi lipitlerinin secilmesine karar
verilmistir. Boylelikle simvastatinin yiiksek ¢oziiniirliik ile daha fazla ilgi gosterdigi
ve daha diisiik ¢Oziiniirlikle daha az ilgi duydugu iki farkli lipit matriks yapisi
olusturulmustur. Formilasyonlarda kullanilan lipitler ve yiizey etkin maddelere

iligkin bilgiler Tablo 3.3.’de 6zetlenmistir.

Tablo 3.3. NLT sistemlerinin formiilasyon ¢alismalarinda kullanilan sivi/kat1 lipit ve
yuzey etkin maddelere ait 6zellikler.

Erime Hidrofilik
Ticari Isim Kimyasal Isim Derecesi Lipofilik
(°C) Denge (HLB)

Kati Lipit
Precirol ATO 5 | Glyceryl Palmitostearate | 53-57 | 2
Siv1 Lipitler
Oleik asit cis-9-Octadecenoic acid, Elainic acid - 1
.. Glycerol Monolinoleate EP /
Maisine - 1

Glyceryl Monolinoleate NF

Ylzey Etkin Maddeler

Tween 80 Polyoxyethylenesorbitan _ ”
monooleate, Polysorbate 80

Lipoid S100 | Hydrogenated Phosphatidylcholine - 3

Farkli stv1 lipitlerin ve sivi lipit oranlarinin formulasyonlar tzerine etkisini
incelemek amaciyla da, Maisine:Precirol ATO 5 ve Oleik asit:Precirol ATO 5 lipit
kombinasyonlarinin 50:50 ve 70:30 s1vi:kat1 lipit oranlar1 ¢alisilmistir. Elde edilen bu
formiilasyonlar, total lipit miktarmin %10’u ve %20’si (a/a) kadar simvastatin ile

yiiklenerek ve bos formiilasyon sekilde hazirlanmistir (Tablo 3.4.).
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Tablo 3.4. Farkli lipitler, sivi:kat1 lipit oranlar1 ve etkin madde konsantrasyonlari
dogrultusunda olusturulan NLT formiilasyonlari.

Total Lipit
Formdal n .. . 1vi:Kati Miktarindaki
’ Kgdaus 7 LTp0E METE L?p‘i,t O:;m Sirr:\?ast:tziln
YUzdesi % (a/a)
Fm-50-BOS Maisine:Precirol ATO 5 50:50 -
Fm-70-BOS Maisine:Precirol ATO 5 70:30 -
Fo-50-BOS Oleik asit:Precirol ATO 5 50:50 -
Fo-70-BOS Oleik asit:Precirol ATO 5 70:30 -
Fm-50-10 Maisine:Precirol ATO 5 50:50 %10
Fm-70-10 Maisine:Precirol ATO 5 70:30 %10
Fm-50-20 Maisine:Precirol ATO 5 50:50 %20
Fm-70-20 Maisine:Precirol ATO 5 70:30 %20
Fo-50-10 Oleik asit:Precirol ATO 5 50:50 %10
Fo-70-10 Oleik asit:Precirol ATO 5 70:30 %10
Fo-50-20 Oleik asit:Precirol ATO 5 50:50 %20
Fo-70-20 Oleik asit:Precirol ATO 5 70:30 %20

*m: Maisine, o: Oleik asit.

Hazirlanan NLT formiilasyonlar1 c¢alismanin ilerleyen basamaklarinda
ultrafiltrasyona ugratilarak formiilasyonun su fazi uzaklastirilip konsantre edilecektir.
Elde edilen su fazi, ylkleme kapasitesi ve hapsedilme etkinligi analizinde, konsantre
edilmis NLT formiilasyonlar1 ise daha yiiksek simvastatin ve nanopartikiil igeren
doku iskelesi formiilasyonlariin hazirlanmasinda kullanilacaktir. Bu nedenle
ultrafiltrasyonun NLT formiilasyonlarinin karakterizasyonlarinda 6nemli  bir
degisiklige yol agip agmadigmin gosterilmesi gerekmektedir. Ultrafiltrasyon
1sleminin etkisi incelemek amaciyla, Maisine siv1 lipiti kullanilarak 50:50 sivi:kati
lipit oranlarinda hazirlanan NLT formiilasyonlart ultrafiltrasyonla 2 ve 5 kat
konsantre edilmis ve karakterizasyon c¢aligmalar1 yapilmistir. Bu amagla kullanilan

formiilasyonlar Tablo 3.5.’de gosterildigi gibi adlandirilmastir.
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Tablo 3.5. Ultrafiltrasyon uygulanmis, Maisine siv1 lipiti kullanilarak 50:50 sivi:kati
lipit oranlarinda hazirlanan NLT formiilasyonlari.

Formulasyon Kodu

Total Lipit Miktarindaki
Simvastatin YUuzdesi %

Ultrafiltrasyon ile
Konsantrasyon Sayisi

(a/a)
Fm-50-BOS - -
Fm-50-BOS-UF(2KAT) - 2
Fm-50-BOS-UF(5KAT) - 5
Fm-50-10 %10 -
Fm-50-10-UF(2KAT) %10 2
Fm-50-10-UF(5KAT) %10 5
Fm-50-20 %20 -
Fm-50-20-UF(2KAT) %20 2
Fm-50-20-UF(5KAT) %20 5

*m: Maisine, UF: ultrafiltrasyon, UF(2KAT): 2 kat ultrafiltrasyon, UF(5KAT): 5 kat ultrafiltrasyon.

3.2.5. NLT Formiilasyonlarinin Hazirlanmasi

NLT formiilasyonlari, Vitorino ve ark. (203) tarafindan kullanilan yontemin

modifiye edilerek gelistirildigi yeni bir yiiksek basingli homojenizasyon yontemi

kullanilarak hazirlanmistir. Kati lipit (Precirol ATO 5), sivi lipit (Maisine veya oleik

asit) ve Lipoid S100 yag fazini olusturmakta iken Tween 80 nin sudaki ¢ozeltisi su

fazin1 olusturmaktadir. Tiim formiilasyon bilesenlerinin oranlar1 Tablo 3.6.’da

verilmistir.
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Tablo 3.6. Farkli lipitler, sivi:kat1 lipit oranlar1 ve etkin madde konsantrasyonlari ile
NLT formiilasyonlarinin bilesimleri (%, a/a).

Formulasyon SV Kat1 Lipit | Siv1 Lipit | Tween 80 L;?gé)d Su

Kodu (%) (%) (%) (%) (%) k.m
Fm-50-BOS - 1,000 1,000 2,500 0,500 100
Fm-70-BOS - 0,600 1,400 2,500 0,500 100
Fo-50-BOS - 1,000 1,000 2,500 0,500 100
Fo-70-BOS - 0,600 1,400 2,500 0,500 100
Fm-50-10 0,20 0,998 0,998 2,495 0,499 100
Fm-70-10 0,20 0,599 1,397 2,495 0,499 100
Fm-50-20 0,40 0,996 0,996 2,490 0,498 100
Fm-70-20 0,40 0,598 1,394 2,490 0,498 100
Fo-50-10 0,20 0,998 0,998 2,495 0,499 100
Fo-70-10 0,20 0,599 1,397 2,495 0,499 100
Fo-50-20 0,40 0,996 0,996 2,490 0,498 100
Fo-70-20 0,40 0,598 1,394 2,490 0,498 100

* m: Maisine, o: Oleik asit.

Yag ve su fazi su banyosunda manyetik bir karistirici iizerinde 80°C’ye kadar
sitilarak karistirilmistir. ki faz ayni sicakliga geldiginde, 80°C’de su banyosu
icerisinde su faz1 yag fazinin lizerine yavas bir sekilde ilave edilmis ve 1,000 rpm’de
manyetik karistirici ile karistirilmaya devam edilmistir. Elde edilen NLT
dispersiyonu, yiiksek hizli karigtirict (Ultraturrax T25 Basic) kullanilarak 80°C’de
10,000 rpm’de 5 dk, karistirilmigtir. Daha sonra NLT dispersiyonu hizla, daha
onceden icerisinden kaynar su gegirilerek 1sitilmig homojenizatoriin (APV 2000)
haznesine dokiiliip 1,500 bar basing altinda iki kez devir edilerek homojenizasyon
islemi gergektestirilmistir. Homojenizasyon sonucu elde edilen NLT formulasyonu
hemen manyetik karistirici tizerindeki buz banyosuna alinmis ve 5 dk. boyunca 750

rpm’de karigtirilarak sogutulmasi saglanmistir (Sekil 3.1.).
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—

Tween 80

Precirol ATO5

- /+
CoD

’ +Maisine
80°C Lipoid $100
Yag Fazi
1,000 rpm, 1 dk 10,000 rpm, 5 dk Al‘ym Buz banyosu
izasyon,
(80°C) (80°C) Wk& (750 rpm, 5 dk)

Sekil 3.1. Yiiksek basin¢gli homojenizasyon yontemi ile NLT formiilasyonlarinin
hazirlanmasinin sematik gosterimi.

Hazirlanan NLT formiilasyonlarindan Fm-50-BOS. Fm-50-10 ve Fm-50-20
formiilasyonlar1 Tablo 3.5.’de verilen ultrafiltrasyonla 2 ve 5 kat konsantre edilmis
karsiliklarinin elde edilmesi amaciyla hazirlanmalarinin hemen ardindan agirliklar
kaydedilerek peristaltik pompa ve ultrafiltreden olusan ultrafiltrasyon sisteminde
ultrafiltre edilmislerdir. Bilinen agirliktaki formiilasyonlar ultrafiltrasyon filtresine
(Vivaflow 50, Sartorius. MWCO 100 kDa), peristaltik ultrafitrasyon pompasi
(Masterflex L/S Series) yardimiyla baglanarak hedeflenen agirliga ulasilana kadar
ultrafiltre edilmistir. Ultrafiltrasyon sonucu filtre edilen dispersiyon fazi filtrat
cikisinda toplanirken, filtreden gecemeyen nanopartikiil dispersiyonu ise
formiilasyon kabinda toplanarak konsantre edilmis NLT formiilasyonlar1 elde

edilmistir.
3.2.6. Nanoyapih Lipit Tasiyic1 Sistemlerin Karakterizasyonu

NLT formiilasyonlar1 partikiil biiytikliigii, polidispersite indeksi ve zeta
potansiyel o6lctmleri, etkin madde yukleme kapasitesi ve hapsedilme etkinligi
caligmalari, DSC ve FT-IR analizleri, morfolojik incelemeler, viskozite tayini, in

vitro salim c¢alismalar ve stabilite ¢alismalari ile karakterize edilmistir.
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Partikiil Biiyiikliigii, Polidispersite Indeksi Ve Zeta Potansiyel Ol¢iimleri

NLT formiilasyonlarinin partikiil biyikligi, PDI ve zeta potansiyeli
Olctimleri foton korelasyon spektroskopisi ve lazer doppler anemometri esasina gore
calisan partikiil biiylikliigli ve zeta potasiyeli 6l¢lim cihazinda (Zetasizer Nanoseries-
ZS) yapilmustir. Olgiimler Tablo 3.4.’de bahsedilen NLT formiilasyonlarm yani sira
ultrafiltrasyon isleminin formiilasyonlarin partikiil biiytikligl, PDI ve zeta potansiyel
sonuglar1 tizerindeki etkisini gostermek amaciyla Fm-50-BOS-UF(2KAT), Fm-50-
BOS-UF(5KAT), Fm-50-20-UF(2KAT) ve Fm-50-20-UF(5KAT) formiilasyonlari
ile gergeklestirilmistir. Her formiilasyon i¢in alt1 6l¢iim yapilarak, 6l¢iimler sirasinda

cihazin sicakligi 25°C, 151k sagilim agis1 173° olacak sekilde ayarlanmistir.
Etkin Madde Yukleme Kapasitesi ve Hapsedilme Etkinligi Calismalari

Simvastatin ile yiiklenmis NLT formiilasyonlar1 Boliim 3.2.5.’de anlatildig:
gibi hazirlanmistir.  Yiiksek basingli homojenizasyon yontemi ile hazirlama
asamasinda NLT formiilasyonundan madde kayiplar1 olmasi nedeniyle
homojenizasyon sonucu elde edilen formiilasyonun agirlik Olgiimleri yapilarak
kaydedilmis ve bu degerler yardimiyla formiilasyondaki total simvastatin miktar1 ve
total lipit miktar1 belirlenmistir. Ardindan NLT formiilasyonlari, peristaltik
ultrafitrasyon pompasi ve ultrafiltrasyon filtresi (MWCO 100 kDa) kullanilarak
ultrafiltre edilmistir. Ultrafiltrasyon sonucu elde edilen filtrat formulasyonun
dispersiyon fazini olusturmakta olup serbest simvastatin igcermektedir. Serbest
simvastatin miktarinin belirlenmesi amaciyla filtrattan HPLC miktar tayini analizi
yapilarak simvastatin miktar1 belirlenmistir. TUm bu analizler sonucu elde edilen
total simvastatin miktari, total lipit miktar1 ve serbest simvastatin miktar1 kullanilarak
asagida formiillerle gosterilen %etkin madde yUkleme kapasitesi (%YK) ve
%hapsedilme etkinligi (%HE) degerleri hesaplanmistir (Formiil 3.5. ve 3.6.).

Olgiimler alt1 kez tekrarlanarak gergeklestirilmistir.
%YK = [(Total SV Miktar1 — Serbest SV Miktar1) / (Total SV Miktar1)] x 100 (3.5.)

%HE = [(Total SV Miktar1 — Serbest SV Miktari)/(Total Lipit Miktar1)] x 100 (3.6.)
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DSC Analizi

NLT formiilasyonlarinin polimorfik ve termal 6zellikleri gozlemlemek ve
etkin maddenin lipit igerisindeki durumunu ve lipitlerin yapisal organizasyonunu
analiz etmek amaciyla DSC c¢alismalar1 yapilmistir. Analizler Bolim 3.2.4’de
bahsedilen NLT formiilasyonlar1 ve formulasyonlarin yapisina giren saf maddeler;
simvastatin, Precirol ATO 5, Maisine, oleik asit, Tween 80, Lipoid S100 uzerinde
gerceklestirilmistir. Bununla birlikte Fm-50-20 formulasyonuna ait lipit matriksin
fiziksel karisim ve eriyik haldeki karisimi da hazirlanarak DSC c¢alismalari

yapilmustir.

NLT formiilasyonlarinin yiiksek oranda su icermesi sivi halde DSC analizinin
gerceklestirilmesini engellediginden tiim formulasyonlar analiz 6éncesinde liyofilize
edilmistir. Liyofilizasyon lipit karisimlarin fiziksel durumunu korudugundan lipit
nanopartikillerin DSC analizlerinde tercih edilmektedir (204). Liyofilizasyon islemi
icin NLT formiilasyonlar1 ultrafiltrasyona ugratilarak sulu fazin biiyliik bir kismi
uzaklastirilmis, formiilasyonlar 10 mL’ye kadar konsantre edilmistir. Konsantre NLT
formiilasyonlar1 da -20°C’de bir gece boyunca dondurma isleminin uygulanmasinin
ardindan 24 saat boyunca liyafilizatorde (Heto PowerDry PL 3000), dondurarak

kurutulmus ve DSC analizi i¢in uygun hale getirilmistir.

Simvastatinin lipit matriks icerisinde ¢ozunerek molekdler olarak disperse
halde bulunup bulunmadigini, etkin madde-lipit etkilesimi ve etkin maddenin lipit
matriks igerisindeki polimorfizm ve kristalizasyon derecesini daha net bir sekilde
gozlemlemek amaciyla NLT formiilasyonlarinin yaninda fiziksel karisim ve eriyik
halde bulunan matriks karisimlarinin da DSC ¢alismalar1 yapilmistir. Boliim
3.2.4.°de bahsedilen Fm-50-20 formiilasyonu Ornek alinarak Precirol ATO 5 ve
Maisine lipitlerinden hareketle 50:50 sivi:kat1 lipit oraninda ve %20 SV igeren lipit
matriks karigimlar fiziksel ve eriyik olarak iki farkli sekilde hazirlanmistir. Lipit
matriksin fiziksel karigimi Precirol ATO 5, Maisine ve simvastatinin belirlenen
oranlarda yalniz fiziksel olarak karistirilmasi ile hazirlanmistir. Eriyik karigimlar ise
hazirlanan fiziksel karisimin 60°C’ye kadar 1sitilarak simvastatinin ¢ozundurtlmesi

ile analizden bir gece 6nce hazirlanmstir (72).
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DSC analizleri, 10°C/dK. 1sitma hizinda, 20 — 200°C araliginda diferansiyel
taramal1 kalorimetre (DSC Q100) cihazi ile gergeklestirilmistir. Tiim 6rnekler 5 mg
tartilarak calisilmis, katt haldeki ornekler igin aliiminyum kaplar, sivi haldeki
ornekler i¢in ise aliminyum hermetik kaplar kullanilmistir. Kaplar igerisinde tartim
yapilmasinin ardindan kapaklar preslenerek kapatilmigtir. Referans olarak bos
aliminyum ve aliiminyum hermetik kaplar kullanilmistir. Sicakliktaki artisa bagl

olarak 6rneklerde meydana gelen 1s1 degisimi ol¢iilmiistiir.
FT-IR Analizi

Bolim 3.2.4.°de bahsedilen NLT formiilasyonlarinin yapisina katilan;
simvastatin, Precirol ATO 5, Lipoid S100 ve sivi ozellikteki Maisine, oleik asit,
Tween 80 formiilasyon bilesenlerinin ve DSC analizinde anlatildigi gibi liyofilize
edilen NLT formiilasyonlarinin FT-IR spektrumu, Perkin Elmer FT-IR cihazinda
Attenuated Total Reflectance (ATR) aparati kullanilarak alinmis ve dalga sayist (cm”

1y cinsinden degerlendirilmistir.
Morfolojik incelemeler

NLT formiilasyonlarinin sekil ve yapi ozelliklerinin incelenmesi amaciyla
B6lim 3.2.4°de bahsedilen NLT formiilasyonlarit TEM ile goriintiilenmistir. 10 pL
NLT dispersiyonu, 400 mesh karbon film kapli bakir 1zgara iizerine damlatilarak, 24
saat boyunca oda sicakliginda kurumaya birakilmistir. Izgaralar daha sonra gecirimli

elektron mikroskobunda (FEI Tecnai G2 Series), 80 kV’de goriintiilenmistir.
Viskozite Tayini

NLT  formilasyonlarinin  reolojik  6zelliklerinin  incelenmesi  ve
formalasyonun ultrafiltrasyonla iki ve bes kat konsantre edilmesi ile etkin madde
yiiklenmesinin reolojik o6zellikler iizerindeki etkisini incelemek amaciyla Bolim
3.2.5’de anlatildig1 gibi hazirlanan Fm-50-BOS, Fm-50-BOS-UF(2KAT), Fm-50-
BOS-UF(5KAT), Fm-50-10, Fm-50-10-UF(2KAT), Fm-50-10-UF(5KAT), Fm-50-
20, Fm-50-20-UF(2KAT) ve Fm-50-20-UF(5KAT) formiilasyonlari, koni/plak
viskometresi (Brookfield DV2T RV) ile CPE-40 nolu koni kullanilarak analiz

edilmigtir. Tiim Slglimler oda sicakliginda 25°C’de, 0,5 mL 6rnek hacmi ile ¢ kez
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tekrarlanarak gerceklestirilmistir. 1500 sn™? kayma hizinda elde edilen viskozite

6lglimleri, karsilastirma amaciyla, istatistiksel olarak degerlendirilmistir.
In Vitro Salim Cahsmalar

NLT formiilasyonlarinin in vitro salim c¢aligmalar1 amaciyla 6ncelikle etkin
maddenin in vitro salim ortamindaki ¢oziiniirliigli ve stabilitesi incelenmis ardindan

in vitro salim ¢aligmalarina ge¢ilmistir.
e Simvastatinin In Vitro Salim Ortamlarindaki Céziiniirliigiiniin Tayini

Literatiirde yer alan Simvastatin lipit nanopartikiilleri ile gergeklestirilen in
vitro salim c¢alismalarinda, salim ortami olarak siklikla pH 7,4 izotonik fosfat
tamponu (Phosphate-buffered saline, PBS) veya ¢oziiniirliigii artirmak amaciyla bu
tampona %0,5 (a/h) Sodyum Dodesil Siilfatin (SDS) ilave edildigi salim ortamlari
kullanilmistir (56, 78, 205). Bu nedenle in vitro salim g¢alismalar1 6ncesinde, sink
kosulun saglandigir salim ortaminin belirlenmesi amaciyla simvastatinin bu salim
ortamlarindaki ¢oziintirligii incelenmistir. PBS ¢ozeltisi (pH 7,4), literattrle uyumlu
olarak, 137 mmol/L NaCL, 2,7 mmol/L KCL, 10 mmol/L Na;HPO4 ve 2 mmol/L
KH2PO4 tuzlar kullanilarak hazirlanmig ve HCL ¢dzeltisi ile pH ayar1 yapilmistir
(206).

Cozinirliigin degerlendirilmesi amaciyla, 15 mL hacimdeki deney tlplerine
asirt miktarda simvastatin tartilmis ve iizerine 10 mL pH 7,4 PBS tamponu veya
%0,5 (a/h) SDS igeren pH 7,4 PBS tamponu ilave edilerek tiiplerin agzi sikica
kapatilmistir. Tiiplerin dis1 aliiminyum folyo ile sarilarak, yatay calkalayicili su
banyosunda (WNE14, Memmert) 37£0,5°C’de, 120 spm (stroke per minute) hizda
belirlenen zaman noktalaria (1, 3, 5 ve 8 saat) kadar ¢alkalanmistir. Her zaman
noktasi i¢in i¢ 6rnek hazirlanmis ve analiz sonunda 6rnekler 0,45 pum’lik sellloz
siringa  filtrelerinden (Sartorius) siiziildiikten sonra HPLC ile miktar tayini

gerceklestirilerek simvastatinin ¢oziiniirliigli belirlenmistir.
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e in Vitro Salim Siiresince Simvastatinin Stabilitesinin incelenmesi

In vitro salim siiresince simvastatinin stabil olup olmadigi, %0,5 (ash) SDS
iceren pH 7,4 PBS tamponunda, 1,6 ng/mL konsantrasyonda hazirlanan alti farkli
simvastatin ¢ozeltisi ile incelenmistir. Cozeltiler, 2 mL’lik ependorf tiipler icerisinde,
1s1k almayacak sekilde 37+£0,5°C’deki yatay ¢alkalayicili su banyosunda, 120 spm’de
calkalanmustir. 0, 24, 48 ve 72. saatler sonunda alinan 6rneklerden HPLC ile miktar

tayini yapilmistir.
e Salim Cahismalari

Simvastatinin in vitro salim caligmalari, formiilasyonlarin salim profilleri
hakkinda 6n bir bilgiye sahip olmak ve etkin madde konsatrasyonunun salim
profiline olan etkisini incelemek amaciyla Bolim 3.2.4.°de bahsedilen NLT
formiilasyonlarindan Fm-50-10-UF(5KAT), Fm-50-20-UF(2KAT) ve Fm-50-20-
UF(5KAT) formiilasyonlar ile gergeklestirilmistir.

Literatirde yer alan simvastatin ile yiiklenmis lipit nanopartikiil
formiilasyonlari ile gerceklestirilen in vitro salim deneylerinde diyaliz torbasi, Franz
diflizyon hiicresi veya herhangi bir diyaliz membran kullanilmadan nanopartikiil
dispersiyonundan salimin incelendigi yontemlerin kullanildigi gorilmistiir (56, 72,
78, 203, 207). Bu tez ¢alismasinin in vivo deneylerinde simvastatin NLT partiklleri
tic boyutlu bir doku iskelesi formiilasyonu igerisinde tam kalinliktaki yara
bolgelerine uygulanacaktir. Lipit nanopartikiiller ii¢ boyutlu doku iskelesinin tiim
yiizeylerinden salinacagindan, genellikle topikal uygulama yolunu taklit etmek
amactyla kullanilan ve salimin tek bir yiizeyden gergeklestirildigi Franz diflizyon
hicreleri yerine herhangi bir diyaliz membran kullanilmadan gergeklestirilen, salim
ortaminin her zaman noktasinda analiz i¢in toplanarak, taze ortamla degistirildigi
yontemin, in vivo kosullar1 daha iyi yansitmasi nedeniyle kullanilmasina karar
verilmistir (72, 123). Ayrica bu yontemde salim ortaminin taze ortamla
degistirilmesi, simvastatinin 48 saatten daha uzun siire salim ortaminda kalmasini
engelleyerek stabilite sorunu olmadan salim c¢aligmasinin 48 saatten daha fazla

strdurilebilmesini saglamaktadir.
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Simvastatinin salim ortamindaki ¢oziiniirliik tayini ¢calismasinda sink kosulu
sagladigr gosterilen %0,5 (a/h) SDS iceren pH 7,4 PBS tamponu, salim
caligmalarinin tiimiinde difiizyon ortami olarak kullanilmistir. Salim deneyleri
oncesinde ortamdaki hava kabarciklarini uzaklastirmak amaciyla salim ortami 30 dk.
boyunca ultrasonik banyoda (Branson) degaze edilmistir. Fm-50-10 ve Fm-50-20
formiilasyonlar1 Bolim 3.2.5.°de anlatildigi gibi hazirlanmasimin ardindan
ultrafiltrasyon islemi uygulanarak konsantre edilmislerdir. Ultrafiltrasyon dncesinde
Fm-50-10 ve Fm-50-20 formiilasyonlarinda simvastatin konsantrasyonu sirasiyla
%0,2 ve %0,4 (a/a) iken, ultrafiltrasyon sonucunda ise Fm-50-10-UF(5KAT) igin %1
(a/a), Fm-50-20-UF(2KAT) ve Fm-50-20-UF(5KAT) i¢in ise sirasiyla %0,8 ve %2
(a/a)’dir.

Diyaliz membran kullanilmadan, nanopartikiillerin salim ortaminda disperse
edildigi salim calismalarinda, ultrafiltre edilmis NLT formilasyonlarindan 0,1 mL
alinarak 37°C’deki 1,9 mL %0,5 SDS igeren pH 7,4 PBS tamponu bulunan 2 mL’lik
plastik tlplere (Isolab) eklenmistir. Salim baslamadan 6nce tipler iki kez alt st
edilerek calkalanmis ve nanopartikiiller homojen olarak dagitilmistir. Her
formiilasyon igin alt1 farkli tiip hazirlanmasindan sonra, tiipler 37+0,5°C sicakliga
ayarlanmis yatay calkalayicili su banyosu icerisine yerlestirilmis ve salim siiresince
120 spm hizda yatay ¢alkalanmistir. Ornek alma saatleri olarak 1, 6, 12, 24, 48, 96 ve
144. saatler belirlenmistir. Ornek alma saatlerinde tiipler su banyosundan ¢ikartilarak
13.500 rpm’de 1 saat boyunca 4°C’de ultra santrifiij cihazinda (Hermle Z323K)
santrifiij edilmistir. Santrifiij sonucunda, lipit nanopartikiiller tamamen ¢okmekte ve
iist kisimda berrak bir siipernatant olusturmaktadir. Siipernatantlar enjektor
yardimiyla tamamen alinarak, 0,45 um’lik seliiloz siringa filtrelerinden siiziilmiis ve
HPLC ile miktar tayini gerceklestirilmistir. Toplanan siipernatantlar yerine tiiplere
37+0,5°C’de, 2 mL taze salim ortami eklenmis ve ¢oken nanopartikiiller tekrar

disperse edilerek salima devam edilmistir.
Stabilite Calismalar:

NLT formiilasyonlarinin stabilite ¢aligmalari, optimum formiilasyonlar olarak

secilen Bolim 3.2.4.’de bahsedildigi gibi 50:50 sivi:kati lipit oran1 ve Maisine ile
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hazirlanmis, etkin madde igermeyen ve total lipit miktarinin %10 veya %20’si kadar
etkin madde iceren Fm-50-BOS, Fm-50-10 ve Fm-50-20 formiilasyonlar1 {izerinde
4°C ve 25°C’de 90 giin boyunca gergeklestirilmistir. Hazirlanan formiilasyonlar 50
mL’lik flakonlara alinarak 4°C igin buzdolabinda, 25°C igin ise 25+2°C ve %60+5
bagil nem kosullarina sahip stabilite kabinlerinde bekletilmistir. Stabilite ¢caligsmalari
icin belirlenen zaman noktalari ise formiilasyonlarin hazirlandiklar giin, 3, 7, 15, 30,
60 ve 90. giinlerdir. Farkli sicakliklarda saklanan NLT formiilasyonlarinin stabilitesi
belirlenen zaman noktalarinda makroskobik o6zellikler, partikiil biiyiikligii, zeta
potansiyel, PDI, pH, viskozite ve formiilasyondaki etkin madde stabilitesi agisindan

incelenmistir.
e Makroskobik inceleme

Hazirlanan NLT formiilasyonlarinin stabilite siiresi boyunca fiziksel
goriinlislerinde agregasyon, sedimentasyon ve renk degisimi gibi degisimlerin olup

olmadig1 makroskobik olarak incelenmistir.

e Partikiil Biiyiikliigii, Polidispersite Indeksi ve Zeta Potansiyel Olciimleri

Formiilasyonlarin partikiil biiyiikliigii, polidispersite indeksi ve zeta
potansiyel degerleri NLT formiilasyonlarmin karakterizasyon c¢aligmalarinda
bahsedildigi gibi partikiil biiyiikliigli ve zeta potasiyeli 6l¢liim cihazinda 25°C’de,
173° 151k sagilim agisinda  her formiilasyon icin alti Ol¢iim  yapilarak

gerceklestirilmistir.
e Viskozite Ol¢umii

Formiilasyonlarin viskoziteleri, karakterizasyon caligmalarinda
gerceklestirildigi gibi koni/plak viskometresi ile CPE-40 nolu koni kullanilarak
analiz edilmistir. Ttim olgtimler oda sicakliginda 25°C’de, 0,5 mL 6rnek hacmi ile (¢

kez tekrarlanarak gerceklestirilmistir.
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e pH Tayini

Formiilasyonlarin pH degerleri pH metre cihazi (Sartorius) ile ii¢ tekrarh

olarak 25°C’de Olglilmiistiir.
e Etkin Madde Stabilitesi

Etkin madde iceren NLT formiilasyonlarinda etkin madde stabilitesi,
formilasyona yiklenen simvastatin miktar1 tayin edilerek incelenmistir. Elde edilen
simvastatin miktarlar sifirinct giinde yiiklenen simvastatin miktarina gore % olarak

hesaplanmis ve sonuglar % simvastatin (a/a) halinde verilmistir.

NLT formulasyonundaki simvastatin tayini igin 1 g formulasyon tartilip, bir
miktar metanolde ¢oziindiiriilmesinin ardindan balon jojede 50 mL’ye metanolle
tamamlanmistir. Elde edilen ¢o6zeltiler ultrasonik banyoda 30 dk. boyunca
sonikasyona ugratilmis ve daha sonra 0,45 um’lik seliiloz siringa filtrelerinden
suiziilerek HPLC ile miktar tayini gerceklestirilmistir. Ol¢iimler alt1 tekrarli olarak
gerceklestirilmistir.

3.2.7. Doku Iskelesi Formiilasyon Cahsmalari

Uygun doku iskelesi materyali, iiretim yontemi, ¢apraz baglayici ajan ve NLT
formilasyonu ve konsantrasyonunun se¢imi amaciyla oncelikle doku iskelsi on

formiilasyon ¢aligmalar1 yapilmistir.
On Formiilasyon Calismalar
e Doku iskelesi Materyali Secimi:

Dogal polimerler, biyolojik olarak kabul edilebilirlikleri daha iyi oldugundan
hicrelerle daha iyi etkilesmektedir, bu durumda hiicreler arasindaki etkilesimi ve
biyolojik sistemin performansini artirmaktadirlar. Bu nedenle doku iskelelerinin
formiilasyon calismalarinda literatiirde de yaygin olarak kullanilan dogal yapidaki
biyoparcalanabilir polimerlerden; kollajen, kitosan ve jelatinin kullanilmasi

planlanmistir (123, 125, 135, 208). Kitosanin farkli ¢oziiniirlik ve molekiil
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agirliklarina sahip iki farkli tipi 6n formiilasyon ¢aligmalart i¢in secilmistir. Tablo

3.7.°de kullanilan polimerlere ait 6zellikler 6zetlenmistir.

Tablo 3.7. Doku iskelesi 6n formiilasyon ¢aligmalarinda kullanilan polimerler.

: e v e g | Molekiil Agirhg: Deasetilasyon
Polimer Coziiniirligii (kDa) Detccesilco)
Kitosan Klorur Suda ¢ozunur 150-400 >75-90
Orta Molakall Aiklt | aitte ozimir | 190-310 75-85
Kitosan
D Derisi Kollajeni .

ana DEnstROTAeNt | asitte ¢Ozunar 300 -
Tip 1
Sig1ir Derisi Jelatini, Sicak suda ve

. -w & 40-50 -
Tip B asitte ¢ozunar

Literatiirde yer alan polimer konsantrasyonlart ve polimer karisim
oranlarindan hareketle polimerlerin %1 veya %2 (a/h) konsantrasyonlarindaki
cozeltilerinin veya bu ¢ozeltilerin 1:1, 2:1, 1:9 ve 9:1 (h/h) oranlarindaki ikili polimer
kombinasyonlarinin kullanilmasina karar verilmistir. Secilen polimer veya polimer
kombinasyonlarmin optimum NLT formulasyonu olarak belirlenen Fm-50-20
dispersiyonu igerisinde jelleri hazirlanarak, ©n formiilasyon ¢alismalari
gerceklestirilmistir (164, 209, 210). On formiilasyon ¢alismalarinda segilen
polimerler %1 veya %2 (a/h) konsantrasyonlari saglayacak sekilde gerekli
miktarlarda tartilarak NLT dispersiyonlarina eklenmistir. Jel yapisi olusmasi i¢in
elde edilen dispersiyonlar 200 rpm’de yaklagik 1 saat karigtirilmis daha sonra
manyetik karistirict izerinden alinarak 1 saat dinlenmeye birakilmistir. 1:1, 2:1, 1:9
ve 9:1 (h/h) polimer oranlari igin farkli polimerlerle olusturulan jellerden gerekli
hacimler alinarak karistirilmistir. Ardindan olusturulan jel karigimlari her bir
kuyucukda 0,5 mL bulunacak sekilde 24 kuyucuklu plaklara eklenmis ve liyofilize

edilmistir.

Elde edilen doku iskelelerinin mekanik ve yapisal 6zelliklerinin uygunlugu

degerlendirildiginde si8ir derisi jelatini ve orta molakiil agirlikli kitosan kullanilan
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formiilasyonlarda diizgiin fiziksel yap1 ve dayanikliligin saglanamadigi goriilmiistiir.
En uygun yapisal 6zellikler ise %2 (a/h) polimer konsantrasyonunda, 1:1 ve 2:1 (h/h)
oranlarinda kitosan (Protasan UP CL 213) ve kollajen (Dana Derisi Kollajeni, Tip
I1l) karigimlar1 ile gozlendiginden c¢alismalara bu doku iskeleleri ile devam

edilmesine karar verilmistir.
e Uretim Yontemi Segimi:

Doku iskelesi formiilasyonlarinin hazirlanmasinda dondurarak kurutma
yontemi kullanilmistir. Bu yontem i¢in yapilan literatiir taramalar1 sonucunda farkli
dondurma ve stblimasyon sireleri denenerek optimum mekanik ve yapisal 6zellik
saglanan 24 saat -20°C’de dondurma ve 24 saat liyofilizasyon sureleri ile ¢caligmalara
devam edilmistir (209, 211).

e (Capraz Baglayic1 Ajan Secimi:

Kitosan yara iyilesmesi siirecinde yarali bolgede meydana gelen asidik
ortamda biyolojik olarak hizla parcalanmaktadir (136). Bununla birlikte kollajenin de
mekanik giicii diisiik olup, yara bolgesindeki enflamatuar enzimler tarafindan
parcalanabildiginden  siklikla  diger  polimerlerle = kombinasyon  halinde
kullanilmaktadir (132). Bu nedenle literatiirdeki ¢alismalar incelenmis ve kitosanin
uygun bir ¢apraz baglayici ajan yardimiyla ¢apraz baglanarak doku iskelelerinin
yapisal stabilitesinin artirilmasina karar verilmistir (127, 209, 212-214). Kitosan ile
iyonik baglar kurarak ¢apraz baglama islemini gergeklestiren sodyum tripolifosfat
(TPF) molekiilii diger ¢apraz baglayici ajanlar ile karsilastirildiginda disiik toksisite
gostermektedir. Bu nedenle literatirde yer alan doku iskelelerinin %5 (a/h) TPF
cOzeltisi icinde 2 saat bekletilmesi ile ¢apraz baglandigi yontemin ¢apraz baglama

icin kullanilmasina karar verilmistir (214).

e Nanopartikil Formulasyonunun Se¢imi ve Konsantrasyonunun Etkisi:

NLT formiilasyonlar1 iizerinde yapilan karakterizasyon caligmalari
sonucunda, Fm-50-10 ve Fm-50-20 formiilasyonlarinin partikiil biiytikligii, PDI ve
zeta potansiyel degerleri acisindan diger NLT formiilasyonlarina gére en uygun

ozelliklere sahip oldugu goriildiigi i¢in in vitro salim caligmalar1 ve stabilite
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calismalar1 bu formiilasyonlarla gerceklestirilmistir. Calismalar sonucunda Fm-50-20
formilasyonu ve 2 veya 5 kat konsantre edilmis karsiliklar1 yiiksek hapsedilme
etkinligi, yiiksek salim hizi ile istenilen salim profiline sahip olmasi ve stabilite
caligmalar1 sonucunda calismanin ilerleyen basamaklarini etkileyecek bir stabilite
sorunu olusturmamasi nedeniyle doku iskelesi formiilasyon ¢alismalar1 i¢in en uygun

NLT formiilasyonu olarak se¢ilmistir.

Doku iskelesi materyali olarak secilen polimerler, sulu dispersiyon halinde
bulunan, optimum etkin madde iceren ve icermeyen, optimum NLT formulasyonu
icerisinde ¢oOzilindiiriilerek doku iskeleleri hazirlanmaktadir. NLT formiilasyonu
ultrafiltrasyona ugratilarak sulu faz uzaklastirildiginda formiilasyondaki nanopartikiil
ve dolayisiyla simvastatin konsantrasyonu artirilabilmektedir. Nanopartikiil
konsantrasyonunun ve yiiklenen simvastatin miktarinin  doku iskelesi
formiilasyonlar1 tlizerindeki etkisini incelemek amaciyla 2 veya 5 kat konsantre
edilmis Fm-50-BOS-UF(2KAT), Fm-50-BOS-UF(5KAT), Fm-50-20-UF(2KAT) ve
Fm-50-20-UF(5KAT) formiilasyonlar ile konsantre edilmemis Fm-50-BOS ve Fm-
50-20 formiilasyonlarinda secilen polimerler ile doku iskeleleri hazirlanarak mekanik
ve yapisal ozellikleri incelenmistir. Yapilan bu calismalarda bes kat konsantre edilen
formilasyonlarla hazirlanan doku iskeleleri yiksek lipit partikil konsantrasyonu
nedeniyle yapisal biitiinliigiinii koruyamadigindan kaliptan ¢ikarilamamistir. Bu
sebeple 2 kat konsantre ve konsantre edilmemis nanopartikiil dispersiyonlarinda

doku iskelelerinin hazirlanmasina karar verilmistir.
3.2.8. Doku Iskelesi Formiilasyonlar

Doku  iskelesi  formiilasyonlari, = Fm-50-20 veya  Fm-50-BOS
formiilasyonlarindan hareketle ve bu formiilasyonlarin ultrafiltrasyona ugratilarak iki
kat konsantre edilmis Fm-50-BOS-UF(2KAT) ve Fm-50-20-UF(2KAT)
dispersiyonlar1 kullanilarak hazirlanmistir. Biyoparcalanir ve biyouyumlu 6zellikteki
kitosan (Protasan UP CL 213) ve kollajen (Dana Derisi Kollajeni, Tip [lI)
polimerlerinin %2 (a/h) konsantrasyonda NLT formiilasyonlari igerisinde ¢Ozeltileri

hazirlanarak 1:1 veya 2:1 (h/h) kitosan:kollajen oranlarinda karistirilmistir. Ardindan
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dondurarak kurutma yontemi ile doku iskeleleri elde edilmistir. Hazirlanan

formiilasyonlarin kodlar1 Tablo 3.8.’de verilmistir.

Tablo 3.8. Hazirlanan doku iskelesi formiilasyonlarinin bilesimleri ve kodlart.

Kitosan:
Formiilasyon Kodu NelElST MBS Qa[)raz
Polimer Formdilasyonu Baglama
Oram (h/h)
UF(-)C(-)1:1-B 1:1 Fm-50-BOS -
UF(-)C(+)1:1-B 1:1 Fm-50-BOS +
UF(-)C(-)2:1-B 2:1 Fm-50-BOS -
UF(-)C(+)2:1-B 2:1 Fm-50-BOS +
UF(+)C(-)1:1-B 1:1 Fm-50-BOS-UF(2KAT) -
UF(+)C(+)1:1-B 1:1 Fm-50-BOS-UF(2KAT) +
UF(+)C(-)2:1-B 2:1 Fm-50-BOS-UF(2KAT) -
UF(+)C(+)2:1-B 2:1 Fm-50-BOS-UF(2KAT) +
UF(-)C(-)1:1-SV 1.1 Fm-50-20 -
UF(-)C(+)1:1-SV 1:1 Fm-50-20 +
UF(-)C(-)2:1-SV 2:1 Fm-50-20 -
UF(-)C(+)2:1-SV 2:1 Fm-50-20 +
UF(+)C(-)1:1-SV 1.1 Fm-50-20-UF(2KAT) -
UF(+)C(+)1:1-SV 1.1 Fm-50-20-UF(2KAT) +
UF(+)C(-)2:1-SV 2:1 Fm-50-20-UF(2KAT) -
UF(+)C(+)2:1-SV 2:1 Fm-50-20-UF(2KAT) +

*UF(-): ultrafiltrasyon uygulanmamis, UF(+): ultrafiltrasyon uygulanmis, C(+): ¢apraz bagh C(-):
capraz bagsiz, B: bos, SV: simvastatin.

3.2.9. Doku iskelesi Formiilasyonlarinin Hazirlanmasi

Doku iskelesi formiilasyonlarinin hazirlanmasinda ilk olarak Boliim 3.2.4°de
yer alan NLT formiilasyonlarindan etkin madde igermeyen doku iskeleleri igin Fm-
50-BOS ve Fm-50-BOS-UF(2KAT), simvastatin ile yliklenmis doku iskeleleri icin
ise Fm-50-20 ve Fm-50-20-UF(2KAT) formiilasyonlar1 Bolim 3.2.5’de anlatildig:

gibi hazirlanmastir.

Fm-50-BOS-UF(2KAT) ve Fm-50-20-UF(2KAT) NLT formiilasyonlari
kullanilarak  hazirlanan doku iskelelerinde, Fm-50-BOS ve Fm-50-20
formiilasyonlar1 ile hazirlananlara gore bos doku iskeleleri icin nanopartikiil

konsantrasyonu, etkin madde yiiklenmis doku iskeleleri igin ise nanopartikul ve
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simvastatin konsantrasyonu iki katina ¢ikarilmistir. UF(-) kodlu konsantre edilmemis
NLT formulasyonu ile hazirlanan doku iskelelerinde simvastatin konsantrasyonu
%0,4 (a/a) iken UF(+) kodlu iki kat konsantre edilmis NLT formdilasyonu ile
hazirlanan iskeleler igin bu konsantrasyon iki katina c¢ikarak %0,8’¢ (a/a)

yiikselmistir.

NLT formiilasyonlarinin hazirlanmasimin ardindan kitosan ve kollajenin %2
(a/h) konsantrasyonda uygun NLT formdilasyonu icerisindeki c¢oOzeltileri
hazirlanmistir. Cozeltiler jel kivami alana kadar manyetik karistirict izerinde 200
rpm’de yaklasik 1 saat karistirilmis daha sonra manyetik karigtirict iizerinden
alinarak 1 saat dinlenmeye birakilmistir. Elde edilen kitosan ve kollajen jelleri
hazirlanacak doku iskelesi formiilasyonuna goére 1:1 veya 2:1 (h/h) kitosan:kollajen
oranlarinda mekanik olarak yaklastk 5 dk. karistirnlmistir. Hazirlanan kitosan-
kollajen jel formiilasyonlari, her bir kuyucuga 0,5 mL jel igerecek sekilde 24
kuyucuklu hiicre kiiltiirii plaklarina (Greiner) dokiilmiistiir. Daha sonra -20°C’de 24
saat siireyle dondurulmus ve ardindan 24 saat liyofilize edilmistir. Liyofilizasyon
sonucunda ¢apraz bagsiz doku iskelesi formiilasyonlar1 elde edilmistir. Capraz bagl
doku iskelesi formiilasyonlarinin hazirlanmasi i¢cin dncelikle capraz baglayict ajan
olan TPF’nin %5 (a/h) konsantrasyonda sudaki ¢ozeltisi hazirlanmigtir.
Liyofilizasyon sonucu elde edilen ¢apraz bagsiz doku iskeleleri her bir kuyucukta bir
doku iskelesi olacak sekilde 12 kuyucuklu hicre kilturt plaklarma alinarak
tizerlerine 5 mL %5 (a/h) TPF ¢ozeltisi eklenmis ardindan 2 saat siireyle 1siktan
korunarak bekletilmistir. Iki saatin sonunda doku iskeleleri iizerinden TPF ¢ozeltisi
uzaklagtirilarak iskeleler iki kez distile su ile yikanmig ve tekrar -20°C’de 24 saat

siireyle dondurulmanin ardindan 24 saat liyofilize edilmistir (Sekil 3.2.).
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% 2 (a’h) &é‘
Kitosan .8
<5 NI
= 3§
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NLT Formiilasyonu e S o
f . AR AR Piesss
0 IR L AR
%2 (a/h) e oo’ o
Kollajen = . ; ;
= 2:1 veya 1:1 (W/h)
NLT Formiilasyonu Kitosan:Kollajen Jel 0.5 mL Jel/Kuyucuk
. Capraz baglama
200 rpm, Mekanik -20°C*de 24 saat igin, 5 mL%S
1 saat (25°C) karistirma inndﬂr%ve 24 TPF’de 2 saat
saa 5 dk (25°C) saat liyofilizasyon bekletme ve tekrar
liyofilizasyon

Sekil 3.2. Doku iskelesi formiilasyonlarinin hazirlanmasina ait sematik gdsterim.

3.2.10. Doku Iskelesi Formiilasyonlarinin in Vitro Karakterizasyonu

Hazirlanan doku iskelesi formiilasyonlari; ¢ap-kalinlik tayini, morfolojik
analizler, porozite ve por buytkligi dagilimi, su absorplama, in vitro parcalanma,
mekanik ozellikleri, in vitro salim ve sitotoksisite Ozelliklerinin incelenmesi ile

karakterize edilmistir.
Cap- Kalinhk Tayini

Hazirlanan doku iskelesi formiilasyonlarmin c¢ap ve kalinlik Olgiimleri
mekanik bir kumpas kullanilarak gerceklestirilmistir. Her bir doku iskelesi

formalasyonu igin 12 adet doku iskelesi tzerinde dl¢imler yapilmistir.
Morfolojik Analizler

Doku iskelelerinin yizey oOzellikleri SEM (Quanta 400F Field Emission)
kullanilarak incelenmistir. Analiz 6ncesi doku iskeleleri metal levhalar iizerine iki

tarafi yapigkan bantlarla yapistirilmasinin ardindan altin-palladyum ile kaplanmistir.

Doku iskelelerinin genel sekilsel 6zelliklerinin incelenmesi amaciyla
konsantre edilmis NLT formiilasyolar1 ile 2:1 kitosan:kollajen polimer oranlarinda

hazirlanan, etkin madde igermeyen veya simvastatin yiikklenmis doku iskelelerinin
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capraz bagli ve bagsiz drneklerine ait goriintiiler dijital fotograf makinesi (Nikon) ile

fotograflar1 ¢ekilmistir.
Porozite ve Por Biiyiikliigii Dagilimi Tayini

Doku iskelelerinin porozite ve por biiyiikliigii dagilimlar1 civali porozimetre
(Poremaster 60, Quantachrome Corporation) cihazi kullanilarak 6l¢iilmiistiir. Yzey
gerilimi 480 erg/cm? olan civa &rnekler iizerine 140° temas acisi ile diisiik basingta

(0-50 psi) uygulanmustir.

Civali porozimetre cihazi ile por biyiikligi dagilimlarinin Glgiimiinde,
civanin porlar igerisine girebilmesi igin belirli bir basing araliginda civa
uygulanmakta ve civa basingla iligkili olarak farkli boyutlardaki porlar icerisine
penetre olmaktadir. Kiigiik por caplar icin yiliksek basingta civa uygulanmasi
gerekirken biiylik por ¢aplarina penetrasyon diisiik basingla gergeklesmektedir. Bu
nedenle uygulanan herbir basing noktasina karsilik gelen bir por ¢ap1 bulunmaktadir.
Sabit bir civa basinci veya por ¢api igin gram Ornek basina penetre olan civa hacmi
(cc/mL) degeri cihaz tarafindan hesaplanmaktadir. Sonuclar por ¢apina (um) karsilik,
penetre olan civa hacmi (cc/mL) degerleri ile por biiyiikligii dagilim: ve % porozite
olarak elde edilmektedir (215).

Su Absorplama Ozelliklerinin Incelenmesi

Bolim 3.2.8.’de belirtilen konsantre edilmis NLT formiilasyonlar1 ile
hazirlanan tiim doku iskelesi formiilasyonlar: ile birlikte konsantre edilmemis NLT
formiilasyonlart ile hazirlanan UF(-)C(+)2:1-B  ve UF(-)C(+)2:1-SV doku
iskelelerinin su absorplama ozelliklerinin tayini amaciyla Ornekler baslangig
agirliklarmin (Do) kaydedilmesinin ardindan 6 kuyucuklu hiicre kiltari plaklara
yerlestirilmistir. Ardindan her bir 6rnek Uzerlerine 5 mL 37+0,5°C’deki pH 7,4 PBS
tamponu eklenerek plaklarin iizerleri sikica kapatilmis ve 37+0,5°C’deki su
banyosuna yerlestirilmistir. 24 saat inkiibasyonun sonunda doku iskeleleri plaklardan
¢ikarilarak filtre kagitlari {izerine alinip 1 dk. boyunca fazla suyun absorbe olmasina
izin verilmis ve 1slak doku iskelelerinin agirliklari tartilarak belirlenmistir (D1). Tum

Olctimler alt1 tekrarli olarak gerceklestirilmistir.
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Doku iskelelerinin 24 saat sonundaki % su absorplama degerleri asagidaki

formiil kullanilarak hesaplanmistir (Formiil 3.7.) (214).
% Su Absorplama = [(D1- Do) / Do] x100 (3.7)
In Vitro Parcalanma

Konsantre edilmis NLT formiilasyonlari ile hazirlanan tim doku iskelesi
formiilasyonlarinin ve konsantre edilmemis NLT formiilasyonlari ile hazirlanan UF(-
)C(+)2:1-B ve UF(-)C(+)2:1-SV doku iskelelerinin in vitro parcalanma 6zellikleri
pH 7,4 PBS tamponu igerisinde 28 gin sireyle alti tekrarli olarak
gerceklestirilmistir. Doku iskeleleri, baslangi¢ agirliklarinin (Do) kaydedilmesinin
ardindan 6 kuyucuklu hiicre kulturu plaklarina yerlestirilerek her bir kuyucuga 5 mL
37+0,5°C’deki pH 7,4 PBS tamponu eklenmis ve plaklar sikica kapatilarak 37+0,5
°C’deki su banyosunda inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun 7, 14 ve 28.
giinlerinde doku iskeleleri tzerindeki pargalanma ortami uzaklastirilarak ornekler
-20°C’de 24 saat siureyle dondurulmus ve ardindan 24 saat liyofilize edilerek
kurutulmustur. Kurutulan her bir doku iskelesi tartilarak agirliklar1 belirlenmistir
(Dy). Tartimlar1 takiben doku iskeleleri Gzerine taze pH 7,4 PBS tamponu eklenerek
bir sonraki Olcime kadar tekrar inkiibasyona birakilmistir. Doku iskelelerinin
baslangi¢ agirliklar1 ile par¢alanma analizi sonucu elde edilen agirlik degisimleri
kullanilarak % kiitle kaybi degerleri asagida yer alan formil kullanilarak
hesaplanmistir (Formiil 3.8.) (123, 216).

% Kiitle Kayb1 = [(Do- Dy) / Do] X 100 (3.8)

Mekanik Ozelliklerin incelenmesi

Bolim 3.2.8.°de yer alan konsantre edilmis NLT formiilasyonlar1 ile
hazirlanan tiim doku iskelesi formiilasyonlar1 ve konsantre edilmemis NLT
formiilasyonlart ile hazirlanan UF(-)C(+)2:1-B ve UF(-)C(+)2:1-SV doku iskelesi
formiilasyonlarmin mekanik dayanikliliklart Texture Analyser (TA-XTPlus, Stable
Microsystems) cihazi kullanilarak incelenmistir. 1,52 cm ¢ap ve 0,26 cm kalinliginda
hazirlanan doku iskeleleri tizerine 5 mm/dk. sabit hizda, 5 N agirliginda kuvvet

uygulanarak doku iskelelerinde meydana gelen gerilim (MPa) ve gerinim (%)
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degerleri hesaplanmis ve gerinime karsi gerilim egrileri elde edilmistir. Gerilim,
uygulanan kuvvetin 6rnegin kesit alanina boliinmesi ile ifade edilmektedir. Gerinim
ise kuvvet uygulamasi sirasinda Ornekte olusan uzunluk degisiminin, kuvvet

uygulamadan 6nceki boyuna béliinmesi ile bulunmaktadir (171).

Elde edilen gerinim/gerilim egrilerindeki dogrusal bdlgenin egiminden doku
iskelelerine ait elastik modiiller hesaplanmistir. Olgiimler 6 tekrarli olarak

yapilmustir.
In Vitro Salim Cahsmalari

In vitro salim calismalar1, Béliim 3.2.8.’de bahsedilen simvastatin yiiklenmis
doku iskelesi formiilasyonlar1 ile gergeklestirilmistir. Salim calismalar1 ile doku
iskelesi formiilasyonlarinin polimer orani, ¢apraz baglama ve yiiklenen simvastatin

miktar1 degiskenlerinin simvastatin salimi tizerindeki etkisi incelenmistir.

Doku iskelesi formiilasyonlarinin in vitro salim ¢aligmalari, B6lim 3.2.6.’da
bahsedilen NLT formiilasyonlarmin salim ¢alismalarinda oldugu gibi diyaliz
membran kullanilmadan yapilmistir. Literatiirde doku iskelesi formiilasyonlar: ile
diyaliz membran kullanilmadan gerceklestirilmis salim c¢alismalar1 yaygin olarak
bulunmakta olup bu yontemlerden yola ¢ikilarak salim g¢alismalar1 diizenlenmistir
(123, 217, 218). Salim ¢alismalarinda, doku iskelesi formiilasyonlart Bolum 3.2.9.da
anlatildigr gibi hazirlanmis ve BOlim 3.2.6.’da bahsedildigi gibi hazirlanan %0,5
(a/h) SDS iceren pH 7,4 PBS tamponu difiizyon ortami olarak kullanilmigtir. Salim
calismalar1 Oncesinde ortamdaki hava kabarciklarin1 uzaklagtirmak amaciyla salim

ortami1 30 dk. boyunca ultrasonik banyoda degaze edilmistir.

Hazirlanan doku iskelesi formiilasyonlar1 alti tekrarli olarak, her bir
kuyucukta bir doku iskelesi bulunacak sekilde 6 kuyucuklu hicre kultirt plaklarina
yerlestirilmistir. Daha sonra formiilasyonlarin tizerine 5 mL 37+0,5°C’deki salim
ortami eklenerek 37+0,5°C’deki yatay calkalayicili su banyosu igerisine
yerlestirilmis ve salim siiresince 120 spm hizda yatay calkalanmustir. Ornek alma
zamanlan 1, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26 ve 28. giin olarak

belirlenmistir. Ornek alma sirasinda plaklar su banyosundan ¢ikarilmis ve doku
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iskelesine zarar verilmeden salim ortami enjektér yardimiyla tamamen alinarak
ornekler toplanmistir. Doku iskeleleri iizerinden aliman 6rnek hacmi yerine 5 mL
37%0,5°C’deki taze salim ortami eklenerek plaklar tekrar su banyosuna yerlestirilmis
ve bir sonraki 6rnek alma zamanina kadar 120 spm hizda yatay ¢alkalamaya devam
edilmistir. Toplanan 6rnekler 0,45 um’lik seliiloz siringa filtrelerinden siizlilmiis ve

ardindan HPLC ile simvastatin miktar tayini gerceklestirilmistir.
3.2.11. Doku Iskelesi Formiilasyonlarmin Sterilizasyonu

In vitro sitotoksisite calismalar1 ve in vivo etkinlik calismalar1 dncesinde
mikrobiyolojik kontaminasyonun onlenmesi amaciyla hazirlanan doku iskelesi
formiilasyonlart UV sterilizasyon yontemi ile sterilize edilmistir (171). Tim
sterilizasyon iglemleri steril kosullarin saglandigi laminar hava akiml kiiltiir kabini
altinda (BHG 2000 S/D, D: Group Company) gergeklestirilmistir. Doku iskeleleri
steril 12 kuyucuklu plaklara her bir kuyucuga bir doku iskelesi gelecek sekilde
yerlestirilmis ve laminar hava akimli kiiltir kabininde yer alan UV lambalar
kullanilarak her iki yilizeyi 30’ar dk. boyunca UV 1s1ga maruz birakilmistir.
Sterizlizasyon islemi sonunda 12 kuyucuklu plaklar steril kapaklari ile laminar hava
akimli kiiltiir kabini icerisinde sikica kapatilarak aliminyum folyo kagitlarina sarilip

in vitro sitotoksisite ve in vivo etkinlik ¢alismalarina kadar saklanmustir.
3.2.12. Sitotoksisite Calismalar:

Hazirlanan doku iskelesi formiilasyonlarinin, hiicreler iizerindeki toksik
etkilerinin incelenmesi amaciyla in vitro sitotoksisite ¢aligmalar1 yapilmistir. Hiicre
toksisitesi ve hiicre canliliginin degerlendirilmesi etkin madde yiliklenmis ve
yiiklenmemis doku iskelesi formiilasyonlar: lizerinde 1929 fare fibroblast hiicre hatti
(American Type Culture Collection, ATCC) kullanilarak MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-
2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir) testi ile gerceklestirilmistir.

L929 fare fibroblast hiicreleri ile yapilan sitotoksisite calismalarinin tiim
asamalarinda Kiltlir ortam1 olarak, %10 fetal sigir serumu (FBS), L-glutamin (%1)
ve %1 penisilin/streptomisin antibiyotik ¢ozeltisi iceren Dulbecco's Modified Eagle
Medium (DMEM) (Biochrom) c¢ozeltisi kullanilmistir. 1929 fare fibroblast
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hiicrelerinin kiiltiir ¢aligmalari i¢in hazirlanmasi amaciyla, -180°C’deki siv1 nitrojen
tankinda bulunan hiicreler, tanktan c¢ikarilmis ve laminar hava akimli kiiltiir
kabininde (BHG 2000 S/D, D: Group Company), i¢inde kiiltiir ortami bulunan 75
cm?lik flasklara alinarak %35 CO2 igeren 37°C’deki inkiibatorde (Sanyo MCO-
18AIC) ¢ogaltilmistir.

Simvastatin  yikli doku iskelesi formulasyonlarina ait sitotoksisitenin
degerlendirilebilmesi i¢in, Oncelikle etkin maddenin sitotoksisite caligsmalari
yapilarak simvastatin dozundan kaynaklanan sitotoksisite belirlenmistir. Bu nedenle
doku iskelesi formiilasyonlarinin sitotoksisite c¢alismalart iki asamali olarak
gerceklestirilmis olup Oncelikle farkli konsantrasyonlardaki simvastatin ¢dzeltileri
Uzerinde in vitro sitotoksisite ¢alismalar1 yapilmis ve sitotoksik etki gézlenmeyen
konsantrasyonun belirlenmesinin ardindan bu konsantrasyonu asmayacak sekilde

doku iskeleleri kesilip tartilarak sitotoksisite ¢calismalari yapilmistir.
e Simvastatinin Sitotoksisite Calismalari

Simvastatin sitotoksisitenin incelenmesi amaciyla 6ncelikle simvastatinin %2
dimethyl sulfoxide (DMSO) (Sigma-Aldrich) igeren kiiltiir ortami iginde 200 pg/mL
konsantrasyonda stok cozeltisi hazirlanmistir. Bu stoktan kiiltlir ortami ile gerekli
seyreltmeler yapilarak 100, 50, 25 ve 12,5 pg/mL konsantrasyonlarinda ¢Ozeltiler
elde edilmistir. Hazirlanan ¢ozeltilerin sterilizasyonu 0,22 um por ¢apina sahip tek

kullanimlik steril filtrelerden siiziilerek gerceklestirilmistir.

Hicre canliliginin incelenmesi igin, 1929 hiicreleri tripan mavisi ile
boyandiktan sonra hemasitometrede sayilarak 5 x 10% hiicre/kuyu olacak sekilde 96
kuyucuklu hicre kdltirt plaklarina ekilmistir. Ardindan plak %5 CO: igeren
37°C’de inkiibatore alinarak 24 saat boyunca bekletilmistir. 24 saat inkiibasyonun
ardindan hazirlanan 200 pg/mL, 100 pg/mL, 50 pg/mL, 25 pg/mL ve 12,5 pg/mL
konsantrasyonlarindaki simvastatin ¢ozeltileri ve kontrol olarak etkin madde
igermeyen ¢Oziicli ortamlart hiicreler iizerine uygulanmistir. Plaklar %5 CO> iceren
37°C’deki inkiibatorde 24 saat bekletilmistir. Daha sonra her bir kuyucuga 5 mg/mL
konsantrasyonda MTT ¢0zeltisi (Sigma-Aldrich) eklenmis ve plaklar 4 saat boyunca
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inkiibasyona birakilmigtir. Bu siirenin sonunda, ¢oziiniir bir tetrazolyum tuzu olan
MTT bilesigi canli olan hiicreler tarafindan, ¢oziiniir olmayan mor renkli formazan
kristallerine ¢evrilmistir. Olusan formazan kristalleri, 200 puL DMSO ¢ozeltisi
eklenerek ¢oziindirilmiis ve mikroplak okuyucuyla (VERSAmax, Molecular
Devices) 570 nm dalga boyundaki absorbanslar1 6l¢iilmiistiir. Hiicre canliligi, kontrol

grubu ile karsilastirilarak yiizde olarak ifade edilmistir.
e Doku Iskelelerinin Sitotoksisite Cahsmalari

Doku iskelesi formiilasyonlarinin sitotoksisitesinin ~ degerlendirilmesi
amaciyla in vivo c¢alismalarda kullanilmak i¢in segilen UF(+)C(+)2:1-SV
formalasyonu ile birlikte UF(-)C(+)2:1-SV formiilasyonu ve bu formiilasyonlarin
etkin madde icermeyen karsiliklart olan UF(+)C(+)2:1-B ve UF(-)C(+)2:1-B

formiilasyonlar1 kullanilmustir.

Simvastatinin sitotoksisite ¢alismalar1 sonucunda sitotoksik etki gdzlenmeyen
simvastatin konsantrasyonu belirlenmis ve bu konsantrasyon saglanacak sekilde
doku iskeleleri kesilip tartilmistir. Elde edilen doku iskelesi kesitleri 12 kuyucuklu
plaklara her bir kuyucuga bir doku iskelesi gelecek sekilde yerlestirilmis ve
sitotoksisite ¢alismalarina baslamadan 6nce UV 1sik ile 30 dk. boyunca sterilize
edilmistir. Kontrol grubu olarak doku iskelesi bulunmayan kuyucuklara hiicreler
ekilerek tek basina hiicreler takip edilmistir. Daha sonra tripan mavisi ile boyanarak
hemasitometrede sayilan 1929 hiicreleri 55 x 10° hiicre/kuyu olacak sekilde
icerisinde doku iskeleleri bulunan 12 kuyucuklu plaklara ekilmistir. Hazirlanan
plaklar %5 CO: igeren 37°C’deki inkiibatore alinarak 12 ve 24 saat boyunca
bekletilmistir. 12 ve 24 saat inkiibasyon sonunda her bir kuyucuga 5 mg/mL
konsantrasyonda MTT c¢ozeltisi eklenmis ve plaklar 4 saat boyunca inkiibasyona
birakilmistir. 4 saat sonunda kuyucuklarda bulunan ortam uzaklastirilarak olusan
formazan kristallerini ¢6zmek i¢in 2 mL DMSO eklenmistir. Ardindan her
kuyucuktan 250 pL almmarak 96 kuyucuklu plaklara yerlestirilip mikroplak
okuyucuyla 570 nm dalga boyundaki absorbanslar1 oOl¢iilmiistiir. Hiicre canliligi,

kontrol grubu ile karsilastirilarak ylizde olarak ifade edilmistir.



100

3.2.13. In Vivo Cahsmalar i¢in Simvastatin Dozunun ve Doku Iskelesi
Formiilasyonunun Belirlenmesi, Deney Hayvanlarinin Sec¢cimi ve Hayvanlarin

Gruplandirilmasi
Simvastatin Dozunun Belirlenmesi

Wistar albino siganlarla gergeklestirilmis olan in vivo yara iyilesmesi
calismalarina gecilmeden once doku iskelesi formilasyonu icerisinde topikal olarak
uygulanacak simvastatin dozunun belirlenmesi amaciyla detayli bir literatiir taramasi
yapilmigtir. Literatiirde yer alan simvastatin igeren doku iskelesi formiilasyon
calismalar1 ve doku iyilesmesi amaciyla topikal uygulanan simvastatin dozlar
incelendiginde 0,2 mg—10 mg arasinda simvastatinin uygulandig1 gézlenmistir (21,
123, 219-223). Yasasvini ve ark. (21) tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada
simvastatin yUkli kitosan mikropartiktllerini iceren topikal hidrojellerin yara
tyilestirici etkisi 2,5 mg, 5 mg ve 10 mg olmak {izere {i¢ farkli simvastatin dozunda
Wistar albino sicanlar {izerinde incelenmistir. Calisma sonunda 2,5 mg diisiik doz
simvastatin iceren hidrojelin, orta ve yuksek simvastatin dozuna ve kontrol grubuna
gore anlamli derecede daha yiiksek yara kapanmasi gosterdigi ve histopatolojik
incelemeler sonucunda da grantilasyon dokusunda tam epitelizasyonun sadece bu
grupta olustugu gozlenmistir. Benzer sekilde, diisiikk, orta ve yiiksek dozda
simvastatinin kemik dokusu tizerindeki etkisini siganlar iizerinde incelemek amaciyla
gerceklestirilen baska bir calismada 7 mg iizerindeki simvastatin dozlarinda doz
artigina bagl olarak enflamasyon bulgulart tespit edilmistir (221). Bu nedenle doku
iskelesi formiilasyonlarinda kullanilacak simvastatin dozunun Yylksek dozlarda
olmamasina dikkat edilerek 7 mg’1 asmayacak ve 0,2 mg-7 mg doz araligini
saglayacak sekilde sec¢ilmesine karar verilmistir. Sonug olarak 2 ve 4 mg dozlarinda
simvastatin iceren doku iskeleleri ile ¢alismalar yapilmistir. Konsantre edilmemis
NLT formilasyonlari ile hazirlanan doku iskelelerindeki simvastatin dozu 2 mg iken
konsantre edilmis NLT formiilasyonlar1 ile hazirlanan doku iskelelerinde doz 4 mg

olacak sekilde belirlenmistir.
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Doku Iskelesi Formiilasyonunun Belirlenmesi

In vivo calismalarda, hazirlanan doku iskelelerinin yarali bdlgede 14 ve 28
gun boyunca kontrollii bir sekilde simvastatin salimini gergeklestirirken, doku kayb1
yerine gececek uygun mekanik gi¢ ve parcalanma ozelliklerine sahip olmasi
beklenmektedir. Bu nedenle doku iskelesi formiilasyonlari {izerinde karakterizasyon
caligmalar1  gerceklestirilerek uygun Ozellikteki doku iskelesi formulasyonu
belirlenmistir. Yapilan karakterizasyon c¢alismalar1 sonucunda capraz baglh ve
konsantre edilmis NLT formiilasyonlar1 ile hazirlanan doku iskeleleri, yliksek
mekanik dayaniklilik, 28 giin devam eden diisiik parcalanma 6zelligi ve kontrollii
simvastatin salimi1 gosterdiklerinden in vivo calismalar agisindan daha uygun
oOzelliklere sahip olduklar1 sonucuna varilmigtir. Ayrica in vitro salim g¢aligsmalari
sonucunda, 2:1 kitosan:kollajen polimer orani ile hazirlanan formiilasyonlarin 1:1
polimer orani ile hazirlananlara oranla salim hizinin ve baslangigtaki salinan
miktarmin daha yiiksek oldugu gozlenmistir. Bu sonuglar dogrultusunda, konsantre
edilmis NLT formiilasyonlar1 ile 2:1 kitosan:kollajen polimer oraninda hazirlanan
capraz bagh UF(+)C(+)2:1-SV formiilasyonu in vivo ¢alismalar i¢in en uygun doku
iskelesi olarak segilmistir. Etkin madde icermeyen bos lipit nanopartikiille hazirlanan
doku iskelesi formiilasyonu olarak ise bu formilasyonun etkin madde icermeyen

karsilig1 olan UF(+)C(+)2:1-B formiilasyonu se¢ilmistir.
Deney Hayvanlarinin Sec¢imi ve Hayvanlarin Gruplandirilmasi

In vivo etkinlik ¢aligmalari, Diskapr Yildirrm Bayezit Egitim ve Arastirma
Hastanesi Hayvan Laboratuvar’inda gergeklestirilmistir. Gerekli etik kurul izni,
02.12.2013 tarihinde, 2013/68 protokol numarasi ile Digkap1 Yildirim Beyazit Egitim
ve Arastirma Hastanesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan alimuistir.
Hazirlanan doku iskelesi formiilasyonlarinin in vivo etkinliginin degerlendirilmesi
icin, 3 aylik, 280 g-350 g agirliginda degisen Wistar albino sigcanlar kullanilmistir.
Siganlar 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik ritminde tutularak ¢esme suyu ve standart

pellet sican yemi ile beslenmistir.

KOk hiicre izolasyonunun saglanmasi i¢in rastgele secilmis 16 sigandan

olusan hayvan grubu ile birlikte toplam yedi grup olusturulmus ve tim gruplardaki
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sicanlar rastgele seg¢ilmistir. Gruplarin olusturulmasinda yara iyilesmesine katki
sagladig1 diistiniilen her bir etkenin ayr1 ayr1 ve birlikte uygulanmalar diistiniilerek,
kok hiicre izolasyon grubu haricinde toplam 6 grupta diyabetik yara iyilesmesi
degerlendirilmistir (20, 181, 182, 219, 224, 225).

- Grup 1 (Kontrol Grubu): Higbir uygulama yapilmayan diyabetik yara
olusturulmus hayvan grubu (n=13)

- Grup 2: Bos lipit nanopartikiil iceren doku iskelesi uygulanan diyabetik yara
olusturulmus hayvan grubu (n=16)

- Grup 3: Serbest simvastatin igeren doku iskelesi uygulanan diyabetik yara
olusturulmus hayvan grubu (n=16)

- Grup 4: Lipit nanopartikiler simvastatin iceren doku iskelesi uygulanan
diyabetik yara olusturulmus hayvan grubu (n=15)

- Grup 5: Bos lipit nanopartikiil ve kok hiicre igeren doku iskelesi uygulanan
diyabetik yara olusturulmus hayvan grubu (n=15)

- Grup 6: Lipit nanopartikiler simvastatin ve kok hiicre iceren doku iskelesi
uygulanan diyabetik yara olusturulmus hayvan grubu (n=14)

- Grup 7: Kok hiicre elde edilecek hayvan grubu (n=16)

3.2.14. Epidermal Kokenli Mezenkimal Kok Hucrelerin Elde Edilmesi

Ksilazin (Alfazyn, Ege Vet) ve ketamin (Ketalar, Pfizer) ile derin anestezi
altindaki Wistar Albino siganlarin femur bolgesi traslanip temizlenmis ve femur
bolgesinden dermis ve epidermis ekleri ¢ikarilmistir. Cikarilan materyal transport
besiyeri ic¢ine alinarak kok hiicre laboratuvarina getirilmis ve iki kez penisilin,
streptomisin, amfoterisin B (Biological Industries) iceren DMEM soliisyonu (Lonza),
ile 5 dk. muamele edilmistir. Ardindan materyaller cam petri i¢ine alinarak dermis ve
epidermis arasindaki bdlge diseksiyonla kiigiik pargalara ayrilmistir. Elde edilen
orneklerin, explant yontemi ile T25 flasklarda %20 FBS (Lonza), %2 L-Glutamine
(Lonza), %1 penisilin, streptomisin, amfoterisin B ve %77 DMEM icinde ekimi
yapilmis daha sonra flasklar 15-20 dk. %5 CO., 37°C’deki inkiibatorde bekletilmistir.
Inkiibasyon sonrasinda mezenkimal kok hiicre besiyeri eklenmis ve %5 COp,

37°C’deki inkiibatére yerlestirilmistir. Ug giinde bir besiyeri degisimi yapilarak
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hlcrelerin gelisimi invert mikroskop (Leica) ile gozlemlenmistir. Hiicreler doluluga
ulastiginda pasajlama islemi yapilmistir. 2. pasaja gelen hiicreler dondurma
soliisyonu icinde kriyotiiplere konularak in vivo ¢alismanin planlandigi zamana

kadar -80°C’de bekletilmistir.
3.2.15. Mezenkimal Kok Hicrelerin Karakterizasyonu

In vivo galismalarda kullanilacak epidermal kokenli mezenkimal kok hiicreler
elde edilmelerinin ardindan flow-sitometri ile tanimlama ve adiposit, kondrosit,
osteosit farklilasma calismalar1 ile karakterize edilerek kok hiicrelerin varhigi

gosterilmistir.
Flow-Sitometri ile Mezenkimal Kok Hiicre Tanimlanmasi

Ikinci pasajin sonunda hiicreler siispansiyon haline getirilerek 3 ayr1 tip
icinde her bir tipte 150,000 hiicre olacak sekilde flow sitometri cihazinin (FACS-
ARIAIII, BD) tiplerine konulmustur. Elde edilen hiicre siispansiyonu PBS igine
alinarak santrifiij cihazinda (Hettich) 1200 rpm’de 5 dK. santrifiij edilmistir. Hicreler
Uzerine CD45R, CDl1l1b/c, CD90 ve CD44 antikorlar1 (BD-Pharmingen) ilave
edilerek 45 dk. karanlikta inkiibe edilmis ve ardindan flow sitometri cihazinda

okuma islemi yapilmistir.
Mezenkimal Kok Hiicre Farklilasmasi
e Adiposit Farkhilasmasi:

Adiposit farklilasmasi i¢in adipocyte differentiation basal medium ve
suplement medium (Gibco, Thermo Fisher Scientific) kullamlmstir. ikinci pasaja
gelen hiicreler adiposit besiyeri ile {i¢ giinde bir besiyeri degisikligi yapilarak tigtincl
hafta sonunda Oil Red boyasi (Diagnostic BioSystem) ile boyama islemi

gergeklestirilmistir.
e Kondrosit Farkhilasmasi:

Kondrosit farklilagmasi i¢in Chondrocytes differentiation basal medium ve

suplement medium (Gibco, Thermo Fisher Scientific) kullanilmustir. ikinci pasaja
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gelen hucrelerde kondrosit besiyeri ile i¢c glinde bir besiyeri degisikligi yapilmis ve
ikinci hafta sonunda Alcian Blue boyas: (Diagnostic BioSystem) ile boyama islemi

gergeklestirilmistir.
e Osteosit Farklilagsmasi:

Osteosit farklilasmasi i¢in Osteocyte differentiation basal medium ve
suplement medium (Gibco, Thermo Fisher Scientific) kullanilmistir. ikinci pasaja
gelen hiicrelerde osteosit besiyeri ile li¢ giinde bir besiyeri degisikligi yapilmistir.
Uciincii hafta sonunda Von Kossa boyasi (Diagnostic BioSystem) ile boyama islemi

gerceklestirilmistir.
3.2.16. Mezenkimal Kok Hiicrelerin In Vivo Deneyler i¢cin Hazirlanmasi

In vivo calismalara kadar -80°C’de dondurularak saklanan mezenkimal kok
hicreler in vivo deneyler 6ncesinde hizli ¢6zme teknigi ile ¢ozlindiriilmiistiir. Bu
teknikte -80°C dondurucudan ¢ikarilan hiicreler 37°C’deki su banyosunun igine
alimmistir. Hiicre siispansiyonu erimeye basladiginda iizerlerine FBS soliisyonu
eklenerek 1200 rpm’de 10 dk. santrifiij edilmistir. Santrifiij sonucu elde edilen
siipernatan atilarak pelet kirilmis ve tizerine DMEM soliisyonu eklenerek tekrar 1200
rpm’de 10 dk. santrifiij edilmistir. Coken hiicreler siispande edilerek ¢oziinmiis hale

getirilmistir.

Coziindiirme isleminin ardindan hiicrelerin canliliginin kontrol edilmesi
amaciyla 10 pL hiicre siispansiyonu alinarak iizerine 10 uL Tripan Blue (Sigma-
Aldrich) eklenmistir. Countess slaytina 10 mikrolitre eklenerek hiicrelerin
Countess® Automated Cell Counter (invitrogen) cihazinda hem sayisma hem de
canliligma bakilmistir. Hiicre sayis1 belirlendikten sonra 2.108 hiicre/mL gegcmeyecek
sekilde her bir mL igin 10 uL BrDU boyasi (Diagnostic BioSystem) eklenerek
boyama islemi gerceklestirilmis ardindan hiicreler 2 saat boyunca %5 COq,

37°C’deki inkiibatorde bekletilmistir.
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3.2.17. Doku Iiskelesi Formiilasyonlarmn In Vivo Deneyler Icin

Hazirlanmasi

In vivo calismalarda kullanilacak olan bos lipit nanopartikiil igeren doku
iskelesi formulasyonu icin UF(+)C(+)2:1-B, lipit nanopartikiler simvastatin iceren
doku iskelesi formilasyonu icin ise UF(+)C(+)2:1-SV doku iskeleleri Bolim
3.2.9.°da anlatildigi gibi hazirlanmistir. Elde edilen doku iskeleleri in vivo
caligmarlar ve kok hiicre ekimine gecilmeden UV 1sik altinda her iki yiizii 30 dk.
boyunca sterilize edilerek steril plaklar i¢inde saklanmistir. Kok hiicre etkinliginin
degerlendirildigi ‘bos lipit nanopartikiil ve kok hiicre iceren doku iskelesi’ ve ‘lipit
nanopartikiler simvastatin ve kok hiicre iceren doku iskelesi’ gruplari igin ise
sirastyla UF(+)C(+)2:1-B ve UF(+)C(+)2:1-SV formiilasyonlar1 300 uL mezenkimal
kok hiicre besiyeri ile 1slatilarak doku iskelesinin besiyerini tam olarak emmesi i¢in 5
dk. beklenilmistir. Islanan doku iskeleleri iizerine BrDU ile boyanmis olan kok
hiicreler, her bir doku iskelesine 2.10° hiicre gelecek sekilde ekilmis ve 45 dk.
bekletilmistir. Ekimin hemen ardindan hazirlanan doku iskeleleri in vivo deneylerde

kullanilmuastir.

‘Serbest simvastatin igeren doku iskelesi’ grubu igin kullanilacak doku
iskelesi formilasyonu, UF(+)C(+)2:1-SV formiilasyonunun hazirlanmasi agsamasinda
Fm-50-20-UF(2KAT) nanopartikil dispersiyonu yerine, esdeger konsantrasyonda
simvastatin iceren NLT formiilasyonunun sulu fazindaki simvastatin slispansiyonu
kullanilarak Bolim 3.2.9.’da anlatildigr gibi hazirlanmig ve UV sterilizasyon sonrasi

in vivo deneylerde kullanilmistir.
3.2.18. in Vivo Cahismalar: Sicanlarda Yara Olusumu ve Takip Siireci

Wistar albino erkek siganlarda diyabet modeli 45mg/kg dozda streptozotosin
(Sigma-Aldrich) verilerek olusturulmustur. Streptozotosin uygulamasindan bir hafta
sonra sicanlarin kan sekerleri 6lgiimleri yapilmis ve kan sekerleri 280-350 arasinda
olan siganlar diyabetik kabul edilerek in vivo calismalara katilmistir. Diyabet
gelismeyen sicanlar i¢in ikinci bir streptozotosin dozu verilerek bir hafta sonraki kan

sekeri 6l¢iimlerinde diyabetik kabul edilenler ¢alismalara eklenmistir.
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Diyabetik Wistar albino erkek siganlar intraperitoneal ketamin enjeksiyonu
ile anestezi altina alinmistir. Anestezi altindaki siganlarin dorsal kisimlarinda deri ve
ekleri ¢ikarilarak yaklasik olarak 1,2 cm caplik bir eksizyon olusturulmustur (Sekil
3.3.). Kontrol grubu hari¢ olmak iizere, diger gruplara bos veya simvastatin ve/veya
kok htcre iceren doku iskeleleri yara olusturulan bélgeye uygulanmistir. Doku
iskelelerinin yara bolgesinden kaymasini engellemek amaciyla uygun boyutlarda

kesilmis koban bandaji1 yara ¢evresine dikilerek iskeleler sabitlenmistir (Sekil 3.4.).

Sekil 3.3. Sicanlarin dorsal bdlgelerinde yara olusturulmasi.

Sekil 3.4. Yara bolgesine doku iskelelerinin koban bandaji ile sabitlenmesi.

Yara iyilesmesi, doku iskelesinin uygulanmasindan sonra haftada 1 giin
olmak tizere dijital fotograf makinesi ile yarali bolge fotograflanarak takip edilmistir.
Bu glinler 14. giinde sonlandirilacak siganlar i¢in 0, 7, 14. glin olarak belirlenirken,
28. giinde sonlandirilacak sicanlar i¢in ise 0, 7, 14, 21, 28. giin olarak belirlenmistir.

Yara bolgesi belirlenen fotograflama giinlerinde yakin ve uzak mesafe olmak iizere
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yara yakinina cetvel konularak ve cetvel konulmadan dijital fotograf makinesi ile
fotograflanmistir. Yakin ve uzak mesafeler her zaman ayn1 noktadan ve belirli bir
uzakliktan cekilmistir. Uzak mesafe c¢ekimlerinde yaklasik 20 cm uzaktan g¢ekim
yapilirken yakin c¢ekimlerde ise yaklasik 10 cm uzaktan ¢ekim yapilmustir (Sekil
3.5).

Sekil 3.5. Yara bolgesinin a) yakin ve b) uzak sabit bir mesafeden fotograflanmasi.

14 veya 28. gin sonunda ise her gruptan belirli bir sayida sigan
sonlandirilmistir. Sonlandirma islemi sonrasinda yara olusturulan bdlge ve g¢evresi
cikarilarak formole alinmig ve patolojik inceleme igin patoloji klinigine

gonderilmistir.

3.219. In Vivo Calsmalar: Yara Iyilesmesinin Izlenmesi ve

Degerlendirilmesi

Gelistirilen diyabetik yara modeli iizerinde yara iyilesmesi yara alanlarinin

hesaplanmasi ve patolojik incelemelerle degerlendirilmistir.
Yara Alanlarimin Hesaplanmasi

Farkl1 doku iskelesi formiilasyonu uygulanan gruplarda ve kontrol grubunda
haftada 1 giin yarali bolgenin yakin ve sabit bir mesafeden fotograf c¢ekimleri
yapilmis ve bu fotograflar lizerinde ‘Image J’ programi kullanilarak yara alanlari

belirlenmistir.



108

Elde edilen yara alanlarindan hareketle asagida verilen formiil kullanilarak %
yara alani hesaplanmistir (Formiil 3.9.) (181). Gruplarin yara iyilesmesi % yara alani

sonuglarina gore degerlendirilmistir.
% Yara Alan1 = (A¢/ Ao) X 100 (3.9)

Ao: 0. giinde 6lgiilen yara alani (cm?)

A t. giinde dlgiilen yara alan1 (cm?)
Hematoksilen-eozin (H&E) boyama ve Patolojik Degerlendirme

14. veya 28. gilin sonunda sonlandirma yapilan sicanlarin yara olusturulan
bolge ve ¢evresi ¢ikarilarak patolojik incelenme igin formole alinmistir. Daha sonra
elde edilen doku materyallerine H&E boyama gergeklestirilmis ve inflamasyon,
epitelizasyon, anjiyogenez ve fibroblastik proliferasyon varligi agisindan patalog
tarafindan kor olarak incelenmistir. Inflamasyon, epitelizasyon, vaskiilarizasyon ve
fibroblastik proliferasyon derecesi her bir doku Ornegi icin kantitatif skorlama
yapilarak degerlendirilmistir. Puan skorlamasi, 0: yok, 1: hafif, 2:orta, 3: yogun

olarak gerceklestirilmistir.
Immiinohistokimyasal Boyama ve Patolojik Degerlendirme

Dokularin timi, %10’luk tamponlanmis notral formalin ¢ozeltisinde 24 saat
fikse edildikten sonra parafinle bloklanmistir. Her bloktan 4 um kalinliginda kesitler
alimarak CD31 (Lab Vision, Thermo Fisher Scientific), bcl-2 (Merck Milipore) Ki67
(Merck Milipore) primer antikorlar1 yardimiyla streptavidin biotin peroksidaz
yontemi kullanilarak immiinohistokimyasal ¢aligma yapilmistir. Deparafinize edilen
kesitlerin endojen peroksidaz aktivitesi %3’liik hidrojen peroksit soliisyonunda 10
dk. inkiibe edilerek giderilmistir. Ardindan kesitler pH 6,0 sitrat tamponu icerisinde
30 dk. kaynatildiktan sonra oda sicakliginda 20 dk. sogumaya birakilmistir. Kesitlere
5 dk. blok antikor, sonrasinda bir saat siiresince primer antikorlar uygulanmstir.
Biotinli anti-immunglobulin ve streptavidin-peroksidaz konjugati (Nichirei) ile 10
dk. inkiibe edilmistir. Renklendirici ajan olarak DAB (3,3’-diaminobenzidin) kit
(Dako Laboratories) kullanilmistir. Son olarak kesitler mayer hematoksilen ile 60

saniye boyunca boyanarak DAB uygulamasina kadar tiim asamalarda pH 7,6 fosfat
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tamponu ile, DAB uygulamasindan sonra ise distile su ile yikanmistir. Elde edilen

ornekler 151k mikroskobu (Leica) altinda degerlendirilmistir.

Ayni patoloji Orneklerinde immiino-histokimyasal boyama yapilarak
vaskilarizasyon icin CD31 belirtecleri, apoptozis igin bcl-2 belirtecleri ve
proliferasyon icin Ki-67 belirtegleri degerlendirilmistir. CD31 igin sayisal bir
skorlama yapilirken, bcl-2 ve Ki-67 belirteglerinde puan skorlamasi yapilarak, O:

yok, 1: hafif, 2:orta, 3: yogun olarak kabul edilmistir.

Kok Hiicrelerin Iyilesen Doku I¢indeki Varh@gmin Incelenmesi ve

Immiinohistokimyasal Boyamalar

Sicanlardan 28. giinde alinan doku oOrnekleri BrDU saptama kiti (BD-
Pharmingen, ABD) kullanilarak daha 6nce BrDU ile isaretlenen mezenkimal kok

hiicrelerinin yara yeri iyilesme alanindaki yeri ve sayisi1 arastirilmistir.
3.2.20. istatistiksel Analiz

Deneysel sonuclar ortalama (X) ve standart hata (SH) ile birlikte verilmistir.
Tiim istatistiksel analizler ise ‘IBM SPSS Statistics Version 22.0° programi
kullanilarak yapilmistir. Bagimsiz gruplarin ikili eslestirmelerinde Mann Whitney U
testi, ikiden fazla grubun karsilastirildig1 ¢alismalarda ise Kruskal Wallis tek yonli
testi kullanilmistir. Simvastatinin  HPLC analizi sirasindaki stabilitesi, salim
ortamindaki stabilitesi ve NLT formiilasyonlarinin stabilite c¢alismalarinda iki
bagimli grubun karsilastirildigi nonparametrik bir test olan Wilcoxon testi ve ikiden
fazla bagimli grubun karsilastirildigt durumlarda ise Friedman testinden
yararlanilmistir. Tiim testlerde p < 0,05 degeri istatistiksel olarak anlamli fark olarak

kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Simvastatinin Fizikokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi

Simvastatinin, fizikokimyasal 6zelliklerinin incelenmesi amaciyla FT-IR, UV

spektrumu ve erime derecesi tayini analizleri gerceklestirilmistir.
4.1.1. FT-IR Spektrumu

Bolim 3.2.1.°de anlatildig1 gibi simvastatinin FT-IR spektrumu, Perkin Elmer
FT-IR cihazinda Attenuated Total Reflectance (ATR) aparati kullanilarak alinmis ve
dalga sayis1 (cm™) cinsinden degerlendirilmistir. Simvastatin FT-IR spektrumunda,
maddenin yapisina 6zgii, etilenik C-H gerilim (2930,75 cm™), alifatik C-H gerilim
(2873,07 cm™t), O-H gerilim (3547,9 cm™), siklik ester karbonil C=0 gerilim
(1694,63 cm™), C-O deformasyon pikleri (1161,96 cm™), C=C deformasyon pikleri
(1265,14-1224,38 cm™) gozlenmistir (Sekil 4.1.). Elde edilen FT-IR spektrumu
(Sekil 4.1a) referans FT-IR spektrumu (Sekil 4.1b) ile benzer bulunmustur (226).
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4.1.2. UV Spektrumu

Simvastatinin 10 pg/mL konsantrasyonunda asetonitrildeki ¢ozeltisinin UV
spektrumu 200 nm—400 nm dalga boylar1 arasinda ¢ekilmistir. Elde edilen UV
spektrumu (Sekil 4.2a), literatiirde yer alan simvastatinin asetonitrildeki ¢ozeltisinin
200 nm-400 nm araliginda c¢ekilen UV spektrumu (Sekil 4.2b) ile uyumlu
bulunmustur (193). Referans kaynaktada yer alan simvastatinin maksimum
absorbsiyon gosterdigi dalga boylart (A1 =231 nm, A2 = 238 nm ve A3 = 247 nm) elde
ettigimiz simvastatin UV spektrumunda 2, 3 ve 4 numara ile gosterilen dalga

boylarinda goriilmektedir.
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Sekil 4.2. Simvastatinin asetonitrildeki c¢ozeltisine ait a) ornek b) referans UV
spektrumu (193).

4.1.3. Erime Derecesi Tayini

Bolim 3.2.1.’de anlatildig1 gibi simvastatinin erime derecesi Thomas Hoover
kilcal erime derecesi tayin cihazi kullanilarak saptanmistir. Elde edilen sonuglarda
simvastatin erime derecesi araligi 132°C-136°C olarak belirlenmistir. Bu aralik,
literatlirde yer alan simvastatin igin verilen erime derecesi araligina (135°C-138°C)
olduke¢a yakin oldugundan etkin maddemizde herhangi bir kirlilik bulunmamakta ve

yiiksek derecede saflik gostermektedir (193).
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4.2. Simvastatinin Yiiksek Basmnch Sivi Kromatografisi (HPLC) ile
Miktar Tayini

Simvastatinin Asetonitril:Metanol:50mM NaH2PO4 (pH 4,5) (6:1:3) mobil
faz karisiminda hazirlanan 0,5 pg/mL standart ¢ozeltisi icin elde edilen kromatogram
Sekil 4.3.’de verilmistir. Kromatogramda goriildiigii gibi simvastatinin alikonma
zamani 6 dakikadir. Simvastatinin diger standart ¢ozeltileri 1, 2, 4, 8 ve 16 pg/mL
icin elde edilen kromatogramlarda da ayni alinkonma zamaninda simvastatin pikleri
elde edilmistir. Simvastatin konsantrasyonunun 0,5 pg/mL’ye kadar indirilmesi

yontemin diisiik konsantrasyonlara hassas oldugu gostermektedir.
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Sekil 4.3. Simvastatinin Asetonitril:Metanol:50mM NaH2POs (pH 4,5) (6:1:3) mobil
faz karigimindaki 0,5 pg/mL c¢oOzeltisinin  enjeksiyonuyla elde edilen HPLC
kromatogrami (Alikonma zamani: 6 dk.).

4.2.1. Kalibrasyon Dogrusu

Simvastatinin  kalibrasyon dogrusu Bolim 3.2.2.°de belirtildigi  gibi
Asetonitril:Metanol:50mM NaH:PO4 (pH 4,5) (6:1:3) mobil faz karisiminda
hazirlanan 0,5, 1, 2, 4, 8, 16 pug/mL konsantrasyonlarindaki simvastatin ¢ozeltileri
kullanilarak ¢izilmistir. Elde edilen kalibrasyon dogrusu ve denklemi Sekil 4.4.’de

verilmistir.
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Sekil 4.4. Simvastatinin Asetonitril:Metanol:50mM NaH2PO4 (pH 4,5) (6:1:3) mobil
faz karisimindaki kalibrasyon dogrusu ve denklemi (n=6).

4.2.2. Analitik Yontem Validasyonu
Dogrusallik (Linearity)

Simvastatinin Asetonitril:Metanol:50mM NaH2POs (pH 4,5) (6:1:3) mobil
faz kanisimindaki farkli konsantrayondaki c¢ozeltilerinden hareketle hazirlanan
kalibrasyon dogrusuna ait regresyon katsayisi (r*) 0,9999 olarak saptanmistir (Sekil
4.4.). Regresyon katsayist degerinin 1’e ¢ok yakin bir deger ¢ikmasi ve intersept
degerinin sifira yakinligi simvastatin kalibrasyon dogrusunu olusturan noktalarin

dogrusal oldugunu gostermektedir.
Dogruluk (Accuracy)

Yontemin  dogrulugunun  degerlendirilmesi  amaciyla  simvastatinin
Asetonitril:Metanol:50mM NaH2POs (pH 4,5) (6:1:3) mobil faz karisiminda
hazirlanan diisiik, orta ve yiiksek olmak iizere {i¢ farkli konsantrasyonda (0,5, 2 ve 16
ug/mL) cOzeltileri kullanilarak giin i¢i ve gilinler arasi olarak c¢alisilmustir.
Simvastatinin dogruluk analizi sonucunda hesaplanan Ortalama (X), Standart Hata
(SH), Varyasyon Katsayis1t VK (%), % Bagil Hata ve % Geri Kazanim verileri Tablo
4.1.°de gosterilmistir.
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Tablo 4.1. Simvastatinin Asetonitril:Metanol:50mM NaH;POs (pH 4,5) (6:1:3)
mobil faz karigimindaki giin i¢i ve giinler aras1 dogruluk sonuglar1 (n=6).

. . Ortalama
(0)
. llave Edilen Tayin Edilen VK /(3 % Geri
Dogruluk | Konsantrasyon SH Bagil
(ng/mL) Konsantrasyon (%) Hata Kazanmim
(ng/mL)

0,5 0,504 0,001 | 0,594 | 0,799 | 100,799

Giin ig:i 2 2,013 0,005 | 0,544 | 0,662 | 100,662
16 16,036 0,021 | 0,291 | 0,225 | 100,225

0,5 0,504 0,0002 | 0,068 | 0,892 | 100,892

il & 2 2,000 0,006 | 0,453 | 0,020 | 100,020

Arasi

16 16,042 0,013 | 0,116 | 0,261 | 100,261

Gun ici ve gunler arast dogruluk sonuglarinda, % Bagil Hata ve % Geri
Kazanim degerleri olmas1 gereken sinirlar i¢inde bulundugundan kullanilan analitik

yontemin giin i¢i ve gilinler aras1 dogrulugu gosterilmistir.
Kesinlik (Precision)

Kesinlik ¢alismalar1 simvastatinin Asetonitril:Metanol:50mM NaH2PO4 (pH
4,5) (6:1:3) mobil faz karisiminda hazirlanan U¢ farkli konsantrasyonu (diisiik, orta,
yuksek: 0,5, 2, 16 pg/mL) tizerinden gergeklestirilmis olup, tekrar edilebilirlik ve
tekrar elde edilebilirlik olarak ayr1 ayri degerlendirilmistir. Tekrar edilebilirlik
sonuglart VK (%) ile belirtilmis olup, bu degerler giin i¢i analiz ig¢in 0,058 ile 0,228
arasinda, giinler arast i¢in ise 0,041 ile 0,472 arasinda degismektedir (Tablo 4.2.).

Giin i¢i ve giinler arasi tekrar elde edilebilirlik sonuglarida VK (%) ile
belirtilmis olup, giin i¢i ig¢in bu degerler 0,175 ile 0,563 arasinda, giinler arasi igin
0,046 ile 0,470 arasinda degismektedir (Tablo 4.3.). Hesaplanan % VK degerlerinin
%2’nin oldukga altinda olmas: ile analitik yontemin tekrarlanabilirligi ve giin ici ve

giinler arasi tekrar elde edilebilirligi gosterilmistir.
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Tablo 4.2. Simvastatinin Asetonitril:Metanol:50mM NaH;POs (pH 4,5) (6:1:3)
mobil faz karisimindaki giin i¢i ve giinler arasi tekrar edilebilirlik sonuglari (n=6).

Tekrar ilave Edilen Ortalama Tayin
o Konsantrasyon | Edilen Konsantrasyon | SH | VK (%)
Edilebilirlik Y
(ng/mL) (ng/mL)
0,5 0,502 0,001 0,228
Giin Ici 2 1,998 0,001 0,131
16 16,030 0,004 0,058
0,5 0,505 0,002 0,472
Giinler Arasi 2 1,997 0,001 0,041
16 16,037 0,008 0,074

Tablo 4,3, Simvastatinin Asetonitril:Metanol:50mM NaH.PO4 (pH 4,5) (6:1:3)
mobil faz karisimindaki giin igi ve giinler arasi tekrar elde edilebilirilik sonuglar

(n=6).
i - Ortalama Tayin
-I[E_Zli(lgetl)rilli_:rll?li Kf)li:;n]i:i;?;n Edilen Konsantr);lsyon SH | VK (%)
(ng/mL) (ng/mL)
0,5 0,504 0,001 | 0,563
Giin I¢i 2 1,989 0,002 | 0,197
16 16,037 0,013 | 0,175
0,5 0,507 0,002 | 0,470
Giinler Arasi 2 1,991 0,002 0,146
16 16,040 0,005 | 0,046
Duyarhlik (Sensitivity)

Analitik yontemin Asetonitril:Metanol:50mM NaH2POs (pH 4,5) (6:1:3)

mobil faz karistmindaki simvastatin duyarliligini belirlemek amaciyla saptanabilirlik

siur1 (Limit of Detection, LOD) ve tayin edilebilirlik smir1 (Limit of Quantification,

LOQ) hesaplanmustir. Saptanabilirlik sinir1, analizi yapilan maddenin kalitatif olarak

saptanabildigi en diisiik konsantrasyondur. Tayin edilebilirlik smir1 ise analitik

yontemin belirlenen sartlarda, analizi yapilan maddenin kabul edilebilir kesinlik ve

dogruluk ile tayin edilebildigi en diisiik konsantrasyondur.
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Yontemin duyarliligi igin kabul edilebilir dogruluk ve kesinlikte 6lgiilebilen
tayin edilebilirlik sinir1 9,9 ng/mL olup, saptanabilirlik sinir1 3 ng/mL’dir. Bu veriler
gelistirilen analitik yontemin ¢alismamizin amacina uygun duyarliliga sahip
oldugunu ve ng dilizeyinde analiz yapilabilecek bir hassasiyete sahip oldugunu

gostermistir.
Ozgunluk (Specificity)

Tez ¢alismas1 kapsaminda yapilan HPLC analizlerinde etkin madde disindaki
diger formiilasyon bilesenleri ve analizde kullanilan ortamlar1 iceren; etkin madde
yiklenmemis NLT formilasyonu, Asetonitril:Metanol:50mM NaH2POs (pH 4,5)
(6:1:3) mobil faz karisimi, %0,5 SDS iceren pH 7,4 PBS tamponu in vitro salim
ortam1 ve etkin madde yiiklenmemis doku iskelesi formiilasyonu ile gerceklestirilen

salim ¢aligsmasina ait kromatogramlar Sekil 4.5.”de gosterilmektedir.
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Zaman (Dakika)

Sekil 45. a) Etkin madde yiklenmemis NLT formilasyonu b)
Asetonitril:Metanol:50mM NaH2PO4 (pH 4,5) (6:1:3) mobil faz karisimi ¢) %0,5
SDS iceren pH 7,4 PBS tamponu in vitro salim ortam1 d) Etkin madde yliklenmemis
doku iskelesi formiilasyonu ile gergeklestirilen salim g¢alismasina  ait
kromatogramlar.
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Kromatogramlardan anlasildigi gibi 6. dk.’da gorillen simvastatine ait olan
pikin bulundugu bolgelerde herhangi bir girisime neden olacak bir madde piki

bulunmamaktadir. Sonug olarak gelistirilen analitik yontem simvastatine 6zgundr.
Stabilite (Stability)

Simvastatinin 0,5, 2 ve 16  ug/mL  konsantrasyonlarinda
Asetonitril:Metanol:50mM NaH:POs (pH 4,5) (6:1:3) mobil faz karisiminda
hazirlanan  ¢ozeltileri etkin  maddenin  stabilitesini  gostermek amaciyla
degerlendirilmistir. Cozeltiler hazirlamadan hemen sonra ve ardindan 37°C’de 72
saat boyunca bekletilerek her 24 saatte bir HPLC ile analiz edilmis ve sonuclar
arasindaki fark; SH ve VK incelenerek degerlendirilmistir. Simvastatinin HPLC
analizi boyunca incelenen stabilite calismalarina ait sonuclar Tablo 4.4.°de

sunulmustur.

Tablo 4.4. Simvastatinin Asetonitril:Metanol:50mM NaH;POs (pH 4,5) (6:1:3)
mobil faz karisimindaki stabilite sonuglari (n=3).

Konsantrasyon 0,5 pg/mL 2 pg/mL 16 pg/mL
Ort. Ort. Ort. Ort. Ort. Ort.
Saat/Giin Pik Olgiilen Pik Olgiilen Pik Olgiilen
Alam | Konsantrasyon | Alam Konsantrasyon Alam Konsantrasyon
0. saat 29,900 0,502 119,900 1,996 964,333 16,022
24. saat/l.gin | 29,867 0,501 119,900 1,996 965,400 16,040
48. saat/2.gin | 29,800 0,500 120,167 2,001 964,633 16,027
72. saat/3.giin | 29,767 0,499 120,133 2,000 964,967 16,032
Ortalama 29,833 0,500 120,025 1,998 964,833 16,030
Standart Hata | 0,030 0,001 0,072 0,001 0,229 0,004
varyasyon | ;4 0,175 0,105 0,104 0,041 0,041
Katsayisi

Stabilite bulgulari incelendiginde, simvastatinin hazirlanir hazirlanmaz ve 37
°C’de 72 saat bekletildikten sonra HPLC ile analizi sonucunda elde edilen

konsantrasyonlar arasinda onemli bir fark gozlenmemistir. Zamanla konsantrasyon




119

degerlerinin degisimi % VK degerleri %2’nin altinda ve standart hata degerleri
0,001-0,229 arasinda olmak iizere oldukg¢a diisiik bulunarak simvastatinin HPLC

analizi sirasinda dayanikli olacagi gosterilmistir (Tablo 4.4.).
4.3. Nanoyapihi Lipit Tasiyic1 Sistemlerin On Formiilasyon Calismalar:

On formiilasyon calismalarinda kati ve sivi lipit taramalar1 yapilarak NLT

formiilasyon c¢alismalari i¢in uygun lipitler belirlenmistir.
4.3.1 Kat1 Lipit Taramasi

Simvastatinin kat1 lipit taramas1 amaciyla segilen Precirol ATO 5, Compritol
888 ATO, Apifil, Gelot 64 ve Geleol kat1 lipitleri icerisinde %5, %10 ve %20’lik
(a/a) konsantrasyonlarinda ¢ozeltileri hazirlanmis ve simvastatin  ¢oziintirligi
80°C’de gozlemsel olarak ve 60°C’de polarize 151tk mikroskobunda incelenmistir.

Kati lipit taramasi ¢alismalarina ait sonuglar Tablo 4.5. ve 4.6.’da verilmistir.

Tablo 4.5. Simvastatinin farkli kati lipitlerdeki gézlemsel ¢oziiniirlik sonuglari

(80°C).

e %05 Simvastatin 90610 Simvastatin 9020 Simvastatin
1
Lipitler - Cozinme — Cozinme o Coziinme
P Cozinme S Coziinme — Coziinme —
Precirol
+ . + . + .
ATOE 5 dk 8 dk 15 dk
Compritol
+ . - - - -
888 ATO 5 dk
Apifil + 5 dk. - - - -
Gelot 64 + 3 dk. + 8 dk. - -
Geleol + 5 dk. + 6 dk. - -

(+): Simvastatin tamamen ¢6ziinmiistiir. (-): Simvastatin ¢dzinmemistir.
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Tablo 4.6. Simvastatinin farkli kat1 lipitlerdeki mikroskobik ¢6ziintirlik sonuglar

(60°C).
%5 Simvastatin %10 Simvastatin %20 Simvastatin
_K?tl Simvastatin Simvastatin Simvastatin
Lipitler | cozunme Kristal Coziinme Kristal Coziinme Kristal
varhgi varhgi varhgi
Precirol
+ - + - + -
ATOS5
Apifil + - - + - +
Gelot 64 + - + - - +
Geleol + - + * - +

(+): Simvastatine ait kristaller bulunmaktadir. (-): Simvastatine ait kristaller yoktur.
(): Coziinme olmasina ragmen simvastatine ait kristaller bulunmaktadir. (Compritol 888 ATO, ED: 69-
74°C oldugundan maksimum 60°C’de ¢alisilan mikroskopta incelenememistir).

Gozlemsel ve mikroskobik incelemeler sonucunda %5 simvastatin
konsantrasyonunda, tiim kati lipitlerde tamamen ¢6ziinme gozlenmistir (Tablo 4.5.
ve 4.6.). Ancak konsantrasyon %10’a ¢iktiginda Apifil ve Compritol 888 ATO’da,
simvastatin ¢oziinmemistir. %20 simvastatin konsantrasyonunda ise yalniz Precirol
ATO 5°’te tam olarak ¢oziinme gozlenirken Gelot 64 ve Geleol’de ¢oziinme
gerceklesmemistir. Polarize 151k mikroskobu ile ¢ozeltilerin yapisinda simvastatine
ait kristaller aranmis ve %35 simvastatin c¢ozeltilerinin hi¢ birinde bu kristallere
rastlanmamustir (Tablo 4.6.). Bu durum %5 konsantrasyonda simvastatinin Precirol
ATO 5, Apifil, Gelot 64 ve Geleol lipitlerinde uygun bir sekilde tamamen
¢oziindiigiinii  gostermektedir. %10 simvastatin konsantrasyonunda ise, Apifil
icerisinde simvastatin ¢ozlinmediginden ¢ok sayida simvastatin kristaline
rastlanmistir. %10 simvastatin igeren Geleol ¢ozeltisinde, gbzlemsel olarak ¢oziinme
olmasina ragmen yapida simvastatine ait kristaller bulunmustur. Konsantrasyon
%20’ye ¢ikarildiginda Precirol ATO 5 disindaki diger lipitlerde simvastatin
¢oziinmediginden simvastatin kristalleri gdzlemlenmistir. Gozlemsel olarak
¢cOzlnmenin gergeklestigi Precirol ATO 5°te ise mikroskobik incelemeler sonucunda
simvastatin kristalleri de gozlenmediginden %20 konsantrasyonda simvastatin bu

lipitte tamamen ¢oziinmiistiir.
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Sonug olarak, kati lipit taramasi deneylerinde incelenen bu bes kati lipit
arasinda, en yiiksek simvastatin ¢oziiniiniiligii Precirol ATO 5 igin elde edilmistir.
Simvastatinin lipit matriks icinde yuksek oranlarda hapsedilebilmesi icin
formiilasyona giren lipitlerdeki ¢Oziiniirliigliniin yiiksek olmasi gerekmektedir. Bu
nedenle simvastatin ile yiiklenmis NLT formiilasyonlarinin tasarlanmasi igin Precirol
ATO 5 uygun kat1 lipit olarak secilmistir. Kat1 lipit se¢iminin dogrulanmasi amaciyla
ayrica Precirol ATO 5 kullanilarak NLT 6n formiilasyon ¢alismalar1 da

gergeklestirilmis ve uygun partikiil boyutu ve dagilimi sonuglari elde edilmistir.
4.3.2. Siv1 Lipit Taramasi

Siv1 lipit taramasi igin segilen oleik asit, Labrafac Lipophile, Labrafil M 1944
CS, Maisine ve Peceol sivi lipitlerinde simvastatinin %2, %5, %10 ve %20 (a/a)
konsantrasyonlarinda ¢ozeltileri hazirlanarak 25°C’de ve 80°C’deki coziiniirliikleri
gozlemsel olarak incelenmistir. Sivi lipitler iizerinde yapilan simvastatin lipit

taramasi sonuclar1 Tablo 4.7.’de 6zetlenmektedir.

Tablo 4.7. Simvastatinin farkli s1v1 lipitlerdeki gozlemsel ¢oziiniirliik sonuglari.

%2 %5 %10 %20

S . . Simvastatin Simvastatin Simvastatin Simvastatin
1v1 Lipit

25°C | 80°C | 25°C | 80°C | 25°C | 80°C | 25°C | 80°C
Labrafac
) . - + - + - - - -
Lipophile
Oleik asit + + - + - - - -
Labrafil
M 1944 | + + - + ; + ; )
CS
Maisine + + + + - + - +
Peceol + + + + - + - +

(+): Simvastatin tamamen ¢oziinmiistiir. (-) : Simvastatin ¢éziinmemistir. (+):Simvastatin hemen hemen
¢Ozunmiustiir.



122

Simvastatin, %2 konsantrasyonda tiim sivi lipitlerde ¢oziinmistir. %5
konsantrasyonda 25°C’de ise tamamen ¢Oziinme sadece Maisine ve Peceol sivi
lipitlerinde g6zlemlenirken, konsantrasyon %10 ve %20’ye yiikseltildiginde 25°C’de
simvastatin hig bir lipitte ¢dziinmemistir. 80°C’de ise %10 ve %20 konsantrasyonlar
icin sadece Maisine ve Peceol lipitlerinde tamamen ¢oziinme goézlenmistir.
Literatirde yer alan simvastatin lipit taramasi ¢alismalarinda da benzer sekilde
Maisine ve Peceol lipitlerinde yiiksek simvastatin ¢oziiniirliigii gozlenirken Labrafil
M 1944 CS, Labrafac Lipophile ve oleik asitte diisiik ¢oziniirlik elde edilmistir
(227, 228).

NLT formiilasyonlarinda hapsedilme etkinligi etkin maddenin lipit
matriksteki ¢oziinlirliigiine bagl oldugundan yiiksek ¢oziiniirliikk gbzlenen lipitlerin
secilmesi formiilasyon optimizasyonu agisindan onemlidir. Bu nedenle elde edilen
tim sonuglar Maisine veya Peceol sivi lipitlerinin simvastatin NLT formiilasyonu
icin uygun bir sivi lipit oldugunu gostermektedir. Ancak Maisine ve Peceol
kullanilarak gerceklestirilen NLT 6n formiilasyon c¢alismalari sonucunda Maisine
iceren formilasyonlarla daha uygun partikiil biyiikligii ve dagilimlart elde
edildiginden, simvastatinin yiliksek c¢oziiniirliikk gosterdigi sivi lipit ¢esidi olarak
Maisine kullanilmasma karar verilmistir. Bununla birlikte simvastatinin diisiik
¢oziiniirlik gosterdigi bir sivi lipitin formiilasyonlar Uzerindeki etkisini incelemek
amaciyla diisik simvastatin ¢oziinlirliigli elde edilen ve literatiirdeki NLT
formiilasyonlarinda da yaygin olarak kullanilan oleik asit de formiilasyon caligmalari

i¢in s1v1 lipit ¢esidi olarak secilmistir.
4.4. Nanoyapih Lipit Tasiyic1 Sistemlerin Karakterizasyonu

NLT formiilasyonlarinin karakterizasyonu Bolim 3.2.6.’da anlatildig: sekilde
partikiil biiytikligii, polidispersite indeksi ve zeta potansiyel dl¢limleri, etkin madde
yukleme kapasitesi ve hapsedilme etkinligi ¢alismalari, DSC ve FT-IR analizleri,
morfolojik incelemeler, viskozite tayini, in vitro salim ¢alismalar1 ve stabilite

calismalar1 agisindan degerlendirilmistir.
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4.4.1. Partikiil Biiyiikliigii, Polidispersite Indeksi Ve Zeta Potansiyel
Olcumleri

Bolim  3.2.4.°de  bahsedilen ultrafiltrasyon NLT
formiilasyonlart ve Fm-50-BOS-UF(2KAT), Fm-50-BOS-UF(5KAT), Fm-50-20-

UF(2KAT) ve Fm-50-20-UF(5KAT) formiilasyonlarinin partikiil biiytikliigii, PDI ve

uygulanmamig

zeta potansiyeli Olglimleri foton korelasyon spektroskopisi ve lazer doppler
anemometri esasina gore calisan partikiil biiylikligli ve zeta potasiyeli Ol¢liim
cihazinda (Zetasizer Nanoseries-ZS) gerceklestirilmistir. NLT formiilasyonlarina ait
partikiil biylkligi, zeta potansiyel ve polidispersite indeksi sonuglari ortalama ve
standart hata (X +SH) degerleri ile birlikte Tablo 4.8. ve Sekil 4.6.’da verilmistir.

Tablo 4.8. NLT formiilasyonlarimin partikiil biiylikliigii (PB), zeta potansiyel (ZP) ve

PDI sonuglar1 (n=6).

NLT Ortalama 1.PBPiki | 1.PB Piki

Formulasyon | PB (nm) )_(PﬂE)SIH (nm) % Z; ig';ll )
Kodu X xSH X +£SH X +£SH

Fm-50-BOS | 110,95+0,26 | 0,15+0,00 131,00+1,32 | 100,00+0,00 | -17,23%0,18
Fm-70-BOS | 131,58+1,17 | 0,13+0,01 153,48+1,55 | 100,00+0,00 | -17,03+0,89
Fo-50-BOS | 136,97+0,75 | 0,16+0,01 162,75+1,38 | 100,00+0,00 | -23,78+1,04
Fo-70-BOS | 132,80+0,46 | 0,15+0,01 158,03+1,19 99,830,17 | -29,42+0,33
Fm-50-10 120,92+0,45 | 0,130,01 141,13+1,10 | 100,00+0,00 | -20,77+0,99
Fm-70-10 135,75+0,39 | 0,12+0,01 154,68+1,71 | 100,00+0,00 | -23,9+0,96
Fm-50-20 157,27+0,83 | 0,15%0,00 188,67+2,18 | 100,00+0,00 | -29,65+0,21
Fm-70-20 155,28+1,09 | 0,1620,00 196,27+9,29 99,55+0,29 | -25,30+0,22
Fo-50-10 160,13+0,39 | 0,18+0,00 196,90+1,61 99,92+0,08 | -28,60%0,32
Fo-70-10 139,60+0,46 | 0,18+0,01 170,40%2,23 99,82+0,18 | -27,82+0,64
Fo-50-20 239,0240,71 | 0,34%0,01 | 375,85+24,84 | 98,37+0,60 | -33,37%0,31
Fo-70-20 229,93+0,57 | 0,28+0,00 | 322,60+10,22 | 99,13%0,52 | -3557+0,21

*m: Maisine, o: Oleik asit.
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Formdilasyonlar

Sekil 4.6. NLT formilasyonlarinin partikiil biytikligii ve polidispersite indeksi
grafigi (n=6).

Sonuglar incelendiginde, Maisine igeren NLT formiilasyonlarinin 0,16 ve
altinda bir PDI degeri ile 110,95 nm-157,27 nm arasinda degisen partikiil
blyikliklerine sahip olduklar1 gorilmektedir. Kullanilan sivi lipit oleik asit ile
degistirildiginde ise en yuksek PDI degerinin 0,34’e kadar yiikseldigi ve partikiil
bayukliklerinin de 132,80 nm’den 239,02 nm’ye kadar daha genis bir aralikta

degistigi gdzlemlenmistir.

PDI degerleri 0,25’den kiigiik olan formiilasyonlar monodispers ve dar bir
partikiil  biyikligi  dagilimi  gostermektedir  (60). Hazirlanan ~ NLT
formiilasyonlarinda % 20 etkin madde iceren oleik asitli formiilasyonlar disinda tiim
formulasyonlar 0.18 ve altinda bir PDI degerine sahip oldugundan istenilen partikul
biiytikligi dagilimi elde edilmistir. Bununla birlikte tim formalasyonlar %100 ve
%100’e yakin bir partikiil biiyiikliigii pik yiizdesine sahip oldugundan tek tepeli bir
dagilim gosterdikleri kabul edilerek partikiil biiytlikliiklerinin karsilastirilmasinda
ortalama partikiil biiytkligi (Z-Average) degerleri kullanilmistir. Literatlirde yer
alan simvastatin ile yiiklenmis, yiiksek stabilite ve uygun bir kontrollii salim
sonuclar1 elde edilen lipit nanopartikiil formiilasyonlar1 iizerinde yapilan

caligmalarda partikiil biiyiikliigiiniin yaklasik olarak 100 nm-300 nm araliginda
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o

degistigi gozlenmistir (56, 99, 205, 229). Elde edilen sonuglarda tim
formiilasyonlarin  partikiil ~ biiyiiklikleri 110,95 nm-239,02 nm aralifinda

degistiginden bu sonuglar daha 6nce yapilmis olan literatiir calismalari ile uyumlu

bulunmustur.

Hazirlanan formiilasyonlar negatif bir zeta potansiyel degerine sahiptir. Etkin
madde igeren tiim formiilasyonlarin zeta potansiyel degerleri -20,77 mV ile -35,57
mV arasinda degismektedir, bu sonuglar ideal bir stabilizasyon i¢in olmas1 gereken
20 mV-30 mV araligmi karsiladigindan elde edilen tiim formiilasyonlarin

elektrostatik olarak stabil olduklarindan bahsedilebilir (60, 66, 230).

Maisine ile hazirlanan formiilasyonlarda sivi lipit miktariin artmasi ile % 20
etkin madde iceren Fm-50-20 ve Fm-70-20 formiilasyonlar1 arasinda partikil
blyukliginin degismedigi (p>0,05) zeta potansiyel degerlerinin ise azaldigi
gozlemlenmistir (p<0,05). Etkin madde icermeyen ve %10 simvastatin yukli diger
Maisine formilasyonlarmda ise sivi lipit miktar1 arttikca partikiil biyikligi
artmakta (p<0,05) zeta potansiyel degerleri ise degismemektedir (p>0,05). Oleik asit
iceren formiilasyonlarda ise sivi lipit miktar1 arttikca partikiil biytkligi
azalmaktadir (p<0,05). Literatirde yer alan c¢alismalar, oleik asit igeren
formdalasyonlar igin elde edilen sonuglarla uyumlu olarak sivi1 lipit miktarinin artmasi
ile partikiil biiyiikliigiiniin azaldigin1 gostermektedir (231, 232). Bu formulasyonlarin
zeta potansiyel degerleri karsilastirildiginda %10 simvastatin yikli Fo-50-10 ve Fo-
70-10 arasinda fark bulunmazken (p>0,05) diger oleik asitli formulasyonlarda sivi
lipit miktarin artmasi ile zeta potansiyel degerlerinin de arttigi gézlemlenmistir
(p<0,05).

Maisine iceren formilasyonlarin tiimiinde etkin madde miktarinin artmasi
partikil biylikligliniin artmasmna neden olmustur (p<0,05). Zeta potansiyel
sonuglarinda ise benzer sekilde Fm-70-10 ve Fm-70-20 ikili karsilastirmas1 (p>0,05)
haricinde zeta potansiyel degerleri etkin madde miktarinin artirilmasi ile artmaktadir
(p<0,05). Oleik asitli formilasyonlarda ise, Maisine iceren formilasyonlara benzer

sekilde etkin madde miktarinin artirtlmasi partikiil biiylikliigi ve zeta potansiyeli



126

artirmakta ve Ozellikle bu etki %20 simvastatin igeren formiilasyonlarda daha

belirgin bir artisa neden olmaktadir (p<0,05).

Genel olarak Maisine’den oleik asite ge¢ildiginde tiim formdilasyonlarda
partikiil buytkligi, polidispersite indeksi ile birlikte zeta potansiyel artmaktadir
(p<0,05), yalniz Fm-70-BOS ve Fo0-70-BOS formiilasyonlar1 arasinda partikdl
biyiikliigii ve PDI, Fm-50-BOS ve Fo0-50-BOS formiilasyonlar1 arasinda ise PDI
degerlerinde fark gbzlenmemistir (p>0,05). Bu durum, Maisine iceren
formilasyonlarin, oleik asitlilere gére daha kii¢iik partikiillerden olusan, daha dar bir
partikiil buytlkligi dagilimma sahip oldugunu kanitlamaktadir. Ancak zeta
potansiyel degerlerinin daha diisiik olmasi oleik asitli formiilasyonlarin elektrostatik

ve sterik stabilizasyonun daha kuvvetli oldugunu gostermektedir.

Hazirlanan NLT formiilasyonlart doku iskelesi formiilasyonlarinin
hazirlanmas1 asamasinda ultrafiltrasyonla konsantre edilecektir. Bu nedenle
ultrafiltrasyon isleminin formiilasyonlarin partikiil biiyiikliigii, PDI ve zeta potansiyel
sonuclar1 iizerindeki etkisini gostermek amaciyla in vivo calismalar icin secilmis
olan Fm-50-BOS ve Fm-50-20 formiilasyonlar1 2 ve 5 kat ultrafiltre edilmis ve
partikiil blytikligl, PDI ve zeta potansiyel degerleri olciilerek karsilastirilmistir.
Elde edilen sonuclar X +SH degerleri ile birlikte Tablo 4.9.”da verilmistir.
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Tablo 4.9. Ultrafiltrasyon uygulanmis NLT formiilasyonlarina ait partikal
biiyiikliigi, zeta potansiyel ve PDI Sonuglar1 (n=6).
NLT rtalam 1. PB Piki | 1. PB Piki
Ortalama |, ZP (mV)
Formulasyon PB (nm) < 4SH (nm) % < 4SH
Kodu X +SH X +SH X +SH
Fm-50-BOS 110,95+0,26 | 0,15+0,00 | 131,00+1,32 | 100,00£0,00 | -17,23+0,18
Fm-50-BOS- 111,30+0,72 | 0,14+0,01 | 131,42+1,57 | 100,00+0,00 | -17,03+0,36
UF(2KAT) T T T A R
Fm-50-BOS- 111,3740,16 | 0,15+0,01 | 131,65+1,23 | 100,00£0,00 | -23,90+0,56
UF(5KAT) A T R AR R
Fm-50-20 157,2740,83 | 0,15+0,00 | 188,67+2,18 | 100,00£0,00 | -29,65+0,21
g -20-20g 158,15+1,23 | 0,16+0,00 | 189,95+2,37 | 100,00£0,00 | -33,83+0,29
UF(2KAT) T T " i T
Fm-50 158,12+1,07 | 0,17+0,01 | 190,20+2,41 | 100,00+0,00 | -32,42+0,59
UF(5KAT) i S T A T

*m: Maisine, UF: ultrafiltrasyon, UF(2KAT): 2 kat ultrafiltrasyon, UF(SKAT): 5 kat ultrafiltrasyon.

Fm-50-BOS ve Fm-50-20 formiilasyonlarmin 2 ve 5 kat ultrafiltre edilmesi
sonucunda elde edilen tiim formiilasyonlarin ultrafiltrasyon dncesi ve sonrasi partikiil
buytklukleri ve PDI degerleri arasinda fark gozlenmemistir (p>0,05). Zeta
potansiyel sonuglari degerlendirildiginde ise, Fm-50-BOS formilasyonunun 2 kat ve
2 kat konsantre edilmis Fm-50-20 formilasyonunun ise 5 kat konsantre edilmesi zeta
potansiyel degerlerinde farkliliga yol agmazken (p>0,05) diger formiilasyonlarda her
konsantrasyon islemi sonrasi zeta potansiyel degerleri artmistir (p<0,05). Elde edilen
bu sonuclar ultrafiltrasyon igleminin formiilasyonlarin partikiil buytikligi ve
dagilimi ozelliklerini degistirmedigini ancak zeta potansiyel degerlerinde artisa

neden olabileceklerini gostermektedir.

44.2. Etkin Madde Yukleme Kapasitesi ve Hapsedilme Etkinligi

Cahismalan

B6llim 3.2.4.°de bahsedilen etkin madde ile yiiklenmis Fm-50-10, Fm-50-20,
Fm-70-10, Fm-70-20, Fo0-50-10, Fo0-50-20, Fo0-70-10 ve Fo-70-20 NLT
formiilasyonlari i¢in % etkin madde ylUkleme kapasitesi ve % hapsedilme etkinligi

degerleri Boliim 3.2.6.’da analtildig1 gibi NLT formiilasyonlarinin ultrafiltrasyonu
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sonucunda elde edilen filtrattan serbest simvastatinin tayin edilmesi sonucunda
belirlenen total simvastatin miktari, total lipit miktar1 ve serbest simvastatin miktari
kullanilarak hesaplanmistir (Formiil 3.3. ve 3.4.). Elde edilen sonuglar Tablo 4.10.’da

verilmektedir.

Tablo 4.10. Etkin madde ile yiiklenmis NLT formiilasyonlarina ait serbest
simvastatin konsantrasyonu, % etkin madde yiikleme kapasitesi ve % hapsedilme

etkinligi degerleri (n=6).

o :
NLT .Serbest. Z) Etgm Madde % Hapsedilme
Simvastatin Yiikleme ..
Formulasyon . Etkinligi
Kodu Konsantrasyonu Kapasitesi X +SH
(ug/mL) X £SH X £SH
Fm-50-10 0,015+0,001 99,999+0,000 10,020+0,000
Fm-50-20 0,163+0,002 99,997+0,000 20,080+0,000
Fm-70-10 0,014+0,001 99,999+0,000 10,021+0,000
Fm-70-20 0,755+0,006 99,987+0,000 20,077+0,000
Fo-50-10 0,014+0,001 99,999+0,000 10,020+0,000
Fo-50-20 0,042+0,002 99,999+0,000 20,080+0,000
Fo-70-10 0,010+0,001 100,000+0,000 10,020+0,000
Fo-70-20 0,298+0,011 99,994+0,000 20,079+0,000

Etkin madde ytikleme kapasitesi gelistirilen tiim formiilasyonlar i¢in yaklasik
olarak %100 bulunmustur (p>0,05). Yiksek ylkleme kapasitesi hapsedilme
etkinliginin de beklenilen en iist diizeyde ¢ikmasina yol a¢mustir. Simvastatin
formilasyonlara total lipit miktarinin %10 (a/a)’'u ve %20 (a/a)’si kadar
yiiklendiginden hapsedilme etkinligi sonuglart da %10 (p>0,05) ve %20 olarak
(p>0,05) degismektedir. Elde edilen yiksek ylkleme kapasitesi ve hapsedilme
etkinligi degerleri partikiillerin yiizeyine adsorbe olmus ve nanopartikiil ¢ekirdegine
yiklenmis olan simvastatin yiizdesini gostermektedir. Hazirlanan NLT
formiilasyonlarida doku iskelelerinin hazirlanmas1 asamasinda dispersiyon halinde
direkt kullanilacaktir. Bu nedenle sadece nanopartikiil ¢ekirdegine yiiklenmis olan
simvastatin degil ayn1 zaman da partikiil yiizeyine adsorbe olmus simvastatin
kristalleri de bu calisma i¢in Onemli olup yiiklenen simvastatin miktarim

olusturmaktadir. Bununla birlikte yiizeye adsorbe olmus olan simvastatinin hizh
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salimi ile baslangi¢ dozu saglanirken g¢ekirdege hapsedilmis olan simvastatin ile

uzatilmig bir salim elde edilmesi amaglanmaktadir.
4.4.3. DSC Analizi

Bolum 3.2.4.°de bahsedilen Fm-50-BOS, Fm-50-10, Fm-50-20, Fm-70-BOS,
Fm-70-10, Fm-70-20, Fo-50-BOS, Fo-50-10, Fo-50-20, Fo-70-BOS, Fo-70-10 ve
Fo-70-20 NLT formiilasyonlari, Simvastatin, Precirol ATO 5, Maisine, oleik asit,
Tween 80, Lipoid S100 ve Fm-50-20 formulasyonuna ait lipit matriksin fiziksel ve
eriyik haldeki karisimlar: Boliim 3.2.6.°da belirtildigi sekilde 10°C/dk 1sitma hizinda,
20-200°C araliginda diferansiyel taramali kalorimetre (DSC Q100) cihaz ile analiz
edilmis ve Sekil 4.7.-4.12.”de verilen DSC termogramlar1 elde edilmistir.

g E—
137.09°C
T4.74)ig
-14
5
=
5 2
(.
k]
@
I
34
139.89°C
-4 T T T T T T T T
20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
ExoUp Temperature (“C) Universal W4.5A TA Instruments

Sekil 4.7. Simvastatinin DSC termogrami.
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Sekil 4.8. Precirol ATO 5’in DSC termogramu.
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Sekil 4.9. NLT formiilasyon bilesenlerinin DSC termogramlari.
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Sekil 4.10. Simvastatin, Precirol ATO 5 ve Maisine kullanilarak hazirlanan NLT
formiilasyonlarinin DSC termogramlarinin karsilastirilmasi.

Heat Flow (W/g)

k'_?_'_____,_

S
\_’\/:

o

—

Fo-70-20
Fo-70-10

Fo-50-20
Fo-50-10
Fo-50-BOS
Oleik asit

Simvastatin

B
0
Exo Up

50

T " " T T
100 150
Temperature (°C)

200
Universal V4.5A

Sekil 4.11. Simvastatin, Precirol ATO 5 ve oleik asit kullanilarak hazirlanan NLT
formiilasyonlarinin DSC termogramlarinin karsilagtirilmasi.
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Sekil 4.12. Simvastatin, Precirol ATO 5 ve Fm-50-20 formilasyonuna ait lipit
matriksin fiziksel ve eriyik karisimlarinin DSC termogramlarinin karsilastirilmasi.

Saf simvastatine ait termogramda (Sekil 4.7.) yaklasik olarak 139,8°C’de,
74,74 J/g entalpi ile tek bir keskin endotermik erime piki gozlenmektedir. Erimenin
basladig1 sicaklik ise tahmini olarak 137°C’dir. Elde edilen bu erime dereceleri,
Bolum 4.1.3’de gergeklestirilen simvastatin erime derecesi tayini analizi sonucunda
go6zlenen 132-136°C erime derecesi aralig: ile benzer degerlerdir. Bununla birlikte
literatiirde yer alan simvastatin DSC analizi sonuclarinda da arastirmacilar benzer
sonuglar elde etmislerdir (78, 207). Saf halde Precirol ATO 5 kat1 lipitinin DSC
analizi sonucunda 66,4°C sicaklik degerinde gozlenen spesifik bir endotermik erime
piki gortlmektedir (Sekil 4.8.). Erime baslangi¢ noktasi yaklasik olarak 59,8°C olup,
kat1 lipitin o polimorfik formunun erimesi sonucu olusan belirgin bir omuz yapisi
gOzlenmektedir. Elde edilen Precirol ATO 5 termogrami literatiirde yer alan
termogramla oldukga benzerlik gostermektedir (77). NLT formiilasyonlarinin
yapisina katilan Maisine, oleik asit, Tween 80 ve Lipoid S100 ait termogramlarda
maddenin yapisina ait polimorfik ve termal Ozellikleri gosteren herhangi pik

goriilmemistir.
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Liyofilize NLT formiilasyonlarina ait DSC analizlerinin tumiinde benzer
termogram sonuglari elde edilmistir (Sekil 4.10-4.11). Kat1 lipitin yapisina sivi lipit
eklenmesi ve nano boyutlarda lipit partikiillerin hazirlanmasi, saf lipit materyalin
termal davraniginda belirgin farkliliklara neden olmaktadir. Sivi lipitin yapiya
girmesi Precirol ATO 5’in erime noktast ve entalpisinde diismeye neden olmustur.
Tim Liyofilize NLT formiilasyonlarinda, Precirol ATO 5’in daha diisiik
sicakliklarda gozlenen, daha genis ve baskilanmis bir endotermik erime piki
g6zlenmektedir. Bununla birlikte yaklasik 139,8°C’de gozlenen saf simvastatine ait

erime ge¢is piki NLT formiilasyonlarinin higbirinde gézlenmemistir.

Fiziksel karisim ve eriyik halde bulunan matriks karigimlarinin DSC
calismalar1 sonucunda da simvastatinin lipit matriksle etkilesimi daha agik bir sekilde
gozlemlenmistir. Eriyik lipit matriks karigiminda simvastatine ait erime piki
gozlenmezken fiziksel karisimda simvastatinin erime derecesinin gozlendigi
sicakliklarda baskilanmis ve genislemis bir endotermik erime piki gozlenmektedir
(Sekil 4.12).

Formiilasyonlarin tiimiinde ve eriyik lipit matriks karisiminda simvastatinin
erime geg¢isine ait pik bulunmamasi, etkin maddenin lipit matriks igerisinde tamamen
¢oziindiigiinii gostererek, simvastatinin %100’¢ yakin olan yiikleme kapasitesi

sonuclarini da dogrulamaktadir.
4.4.4 FT-IR Analizi

NLT formiilasyon eksipiyanlar1 ve simvastatin arasindaki etkilesimleri
incelemek amaciyla FT-IR ¢alismalari gergeklestirilmistir. NLT formiilasyonlarinin
yapisina katilan; simvastatin, Precirol ATO 5, Lipoid S100 ve sivi ozellikteki
Maisine, oleik asit, Tween 80 formiilasyon bilesenlerinin ve BoOlUm 3.2.4.°de
bahsedilen Fm-50-BOS, Fm-50-10, Fm-50-20, Fm-70-BOS, Fm-70-10, Fm-70-20,
Fo-50-BOS, Fo-50-10, Fo-50-20, Fo-70-BOS, Fo-70-10 ve Fo-70-20 NLT
formiilasyonlarinin FT-IR spektrumu, Perkin Elmer FT-IR cihazinda Attenuated

Total Reflectance (ATR) aparat1 kullanilarak alinmis ve dalga sayis1 (cm™) cinsinden
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degerlendirilmistir. Elde edilen spektrumlar maddelerin kimyasal yapilari ile birlikte

Sekil 4.13.-4.22.”de gosterilmektedir.

% Transmitans (% T)
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Sekil 4.13. Simvastatinin a) FT-IR spektrumu b) kimyasal yapis1 (193).
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Sekil 4.14. Precirol ATO 5’in a) FT-IR spektrumu b) kimyasal yapisi (233).
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Sekil 4.15. Maisine’nin a) FT-IR spektrumu b) kimyasal yapis1 (234).
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Sekil 4.16. Oleik asitin a) FT-IR spektrumu b) kimyasal yapisi (235).
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Sekil 4.17. Tween 80’nin @) FT-IR spektrumu b) kimyasal yapisi (236).
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Sekil 4.18. Lipoid S100’{in @) FT-IR spektrumu b) kimyasal yapis1 (237).
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Simvastatine ait FT-IR spektrumunda, maddenin yapisina 6zgii olan, siddetli
etilenik C-H gerilim (2930,75 cm™), orta siddetli etilenik C-H gerilim (2930,75 cm-
1, siddetli keskin bir O-H gerilim (3547,9 cm™), siddetli siklik ester karbonil C=0
gerilim (1694,63 cm™), C-O deformasyon pikleri (1161,96 cm™), C=C deformasyon
pikleri (1265,14 cm™-1224,38 cm™) gozlenmistir (Sekil 4.13.).

Formilasyonda kullanilan kati lipite ait spektrumda (Sekil 4.14.) Precirol
ATO 5’in kimyasal yapisinda ¢ok sayida bulunan CH, CH2, CHz gruplar1 nedeniyle
simvastatin ile kasilastirildiginda daha fazla sayida ve siddetli C-H gerilim (2915,66
cm?, 2850,70 cm™, 2955,89 cm™?) pikleri, orta siddetli gbzlenen alifatik ester
karbonil C=0 gerilim (1729,93 cm™) piki ve simvastatine gére daha zayif siddette ve

genislemis O-H gerilim (3292,24 cm™) piki yapiyiya 6zgii olarak gézlenmektedir.

Maisine’e ait spektrumda (Sekil 4.15.) Maisine kimyasal yapis1 Precirol ATO
5’le benzer fonksiyonel gruplar icerdiginden, Precirol ATO 5’in spektrumunda
gozlenen pikler yakin siddet ve dalga boylarinda Maisine’nin spektrumunda da
gbzlenmistir bu pikler; siddetli C-H gerilim (2923,57 cm™, 2854,10 cm™, 3009,18
cm™?), siddetli ester karbonil C=O gerilim (1740,36 cm™) ve zayif siddette ve
genislemis O-H gerilim (3429,76 cm™) pikleridir.

Formiilasyonlarda kullanilan diger sivi lipit olan, oleik asitin spektrumunda
(Sekil 4.16.), yapidaki uzun alifatik zincir nedeniyle gozlenen ve Precirol ATO 35,
Maisine spektrumunda da benzer sekilde gozlenen siddetli C-H gerilim (2928,38 cm-
1 2854,14cm™) pikleri, siddetli karboksilik asit karbonil C=0 gerilim (1709,31 cm™)
piki ve C-H biikiilme (1458,10 cm, 1282,46 cm™) pikleri yapiya karakteristik olarak
g6zlenmektedir.

Tween 80, hidrofilik yiizey etkin maddesine ait spektrum incelendiginde
(Sekil 4.17.), zayif siddette ve genislemis O-H gerilim (3461,98 cm™), orta siddette
C-H gerilim (2858,99 cm™), zayif ester karbonil C=0 gerilim (1734,10 cm™) pikleri
gorilmektedir. Hidrofobik yapidaki Lipoid S100 yilizey etkin maddesine ait
spektrumda ise (Sekil 4.18.), yapiya spesifik olan N-H gerilim (3367,96 cm™),
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siddetli C-H gerilim (2923,67 cm™, 2853,80 cm™) ve siddetli ester karbonil C=0
gerilim (1735,79 cm™) pikleri gézlenmistir.

Etkin madde yiiklenmemis ve yliklenmis olan tim NLT formiilasyonlarinin
spektrumlar1  olduk¢a benzerlik gostermektedir (Sekil 4.19.-4.22.). NLT
formiilasyonu yapisinda gozlenen ¢esitli fonksiyonel gruplara spesifik olan pikler
birbirine ¢ok yakin dalga boylarinda formiilasyon spektrumlarinin hepsinde
gozlenmistir. Etkin madde yiiklenmemis Fm-50-BOS, Fm-70-BOS, Fo-50-BOS ve
Fo-70-BOS formiilasyonlarinin, %10 ve %20 simvastatin ile yiliklenmis
formiilasyonlar1 ile neredeyse ayni spekturuma sahip olmasi ve simvastatinin
karakteristik piklerinin Precirol ATO 5 kati lipitine ait piklerle yer degistirmesi
simvastatinin lipit matriks icerisinde ¢oziinerek enkapsiile oldugunu ve bu nedenle
saf yapisina ait 6zelliklerin gozlenemedigini kanitlamaktadir. Formiilasyonlara ait
spektrumlar detayl olarak incelendiginde simvastatinin spektrumunda gdzlenen orta
siddetli etilenik C-H gerilim (2930,75 cm™) pikleri yerine Precirol ATO 5’in siddetli
C-H gerilim (2915,66 cm™, 2850,70 cm™, 2955,89 cm™) pikleri, gézlenmektedir.
Bununla birlikte simvastatinin siddetli siklik ester karbonil C=0O gerilim (1694,63
cm™) piklerinin yerinde Precirol ATO 5’in 1729,93 cm™ dalga boyunda gézlenen
orta siddetli alifatik ester karbonil C=0 gerilim pikleri gézlenmekte ve 3947,90 cm™
dalga boyunda simvastatine 6zgii olan siddetli, keskin bir pik goériinimdeki O-H
gerilim pikleri, Precirol ATO 5’e ait spektrumda gézlendigi gibi daha zayif siddette

ve genislemis (3292,24 cm™) olarak gériilmektedir.
4.4.5. Morfolojik Incelemeler

Bolim 3.2.4.’de anlatilan Fm-50-BOS, Fm-50-10, Fm-50-20, Fm-70-BOS,
Fm-70-10, Fm-70-20, Fo-50-BOS, Fo0-50-10, Fo-50-20, Fo-70-BOS, Fo-70-10 ve
Fo-70-20 NLT formiilasyonlari, Bolim 3.2.5.’de bahsedildigi gibi 400 mesh karbon
film kapl bakir 1zgara iizerinde hazirlanarak gecirimli elektron mikroskobunda (FEI
Tecnai G2 Series), 80 kV’de goriintiilenmislerdir. Elde edilen TEM gorntileri Sekil
4.23.-4.34.”de sunulmaktadir.
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Sekil 4.23. Fm-50-BOS formiilasyonuna ait TEM goriintiileri a) x49.000 buyttme,
b) x98.000 biyitme, c) x150.000 blyitme, d) x150.000 biyutme.

Sekil 4.24. Fm-50-10 formilasyonuna ait TEM goruntileri a) x49.000 buyutme,
b) x68.000 buyiitme, c) x68.000 blyutme, d) x68.000 buyitme.
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—~ 200 nm

Sekil 4.25. Fm-50-20 formulasyonuna ait TEM gorintileri a) x30.000 buyttme,
b) x30.000 biiyutme, c) x30.000 biyutme, d) x68.000 blydtme.

Sekil 4.26. Fm-70-BOS formiilasyonuna ait TEM goriintiileri @) x23.000 biyutme,
b) x49.000 biiyutme, ¢) x68.000 biyutme, d) x98.000 blyiitme
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Sekil 4.27. Fm-70-10 formulasyonuna ait TEM gorintlleri a) x18.500 buyttme,
b) x68.000 biiyutme, c) x98.000 biyutme, d) x98.000 blyitme.

Sekil 4.28. Fm-70-20 formilasyonuna ait TEM goruntileri a) x98.000 buyutme,
b) x98.000 buyiitme, c) x98.000 blyutme, d) x150.000 blyutme.
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Sekil 4.29. Fo-50-BOS formiilasyonuna ait TEM goriintiileri a) x49.000 buyitme,
b) x49.000 biyutme, c) x49.000 biyutme, d) x68.000 blydtme.

Sekil 4.30. Fo-50-10 formilasyonuna ait TEM goruntileri a) x30.000 buyutme,
b) x30.000 buyiitme, c) x30.000 blyutme, d) x49.000 buyitme.
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Sekil 4.31. Fo-50-20 formulasyonuna ait TEM gorintileri a) x49.000 buyitme,
b) x98.000 biyutme, c) x120.000 blyltme, d) x120.000 biyutme.

Sekil 4.32. Fo-70-BOS formiilasyonuna ait TEM goriintiileri a) x30.000 buyiitme,
b) x30.000 biyiitme, c) x68.000 blyutme, d) x98.000 biyitme.
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——1 100 am

Sekil 4.33. Fo-70-10 formulasyonuna ait TEM gorlntileri a) x30.000 buyitme,
b) x30.000 biiyutme, c) x30.000 biyutme, d) x49.000 blydtme.

Sekil 4.34. Fo-70-20 formilasyonuna ait TEM goruntileri a) x30.000 buyutme,
b) x49.000 biiyutme, c) x49.000 biyutme, d) x120.000 buyitme.
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TEM analizi gorunttlerinde, lipit nanopartikuller iki boyutlu olarak
gozlenebilmektedir. Bu sebeple bu analizin en 6nemli sakincasi, daha kiigiik partikiil
blydkliklerinde partikil gorintilerinin elde edilmesidir. NLT formiilasyonlarindan
bazilarinda, Zetasizer Nanoseries-ZS cihazi ile yapilan partikiil bliyiikligli sonuglar
(100-200 nm) ile uyumlu partikiil biiyikligii goriintiileri elde edilirken genel olarak
cogu formiilasyonda beklenen boyutundan daha kiiciik partikiiller goriintiilenmistir.
TEM analizi ile partikiil biiylikliigii dagilimi1 hakkinda kesin bir sonuca ulagilamasa
da partikiillerin sekilleri net olarak goriilebilmektedir. Goriintiilenen tiim
formiilasyonlarda partikiillerin sinirlart belirgin, kiiresel sekle sahip olduklar

gorilmiustir.
4.4.6. Viskozite Tayini

Bos ve etkin madde yiliklenmis olan Fm-50-BOS, Fm-50-10 ve Fm-50-20
NLT formiilasyonlarinin ve bu formiilasyonlarin 2 ve 5 kat ultrafiltre edilmis
dispersiyonlarinin viskozite 6l¢iimleri 25°C’de koni plak tipi Brookfield DV2T RV
viskometre kullanilarak gerceklestirilmistir. Olgiimlerin tiimii 3 &l¢iimiin ortalamasi
alinarak hesaplanmistir. Elde edilen sonuclar Sekil 4.35. ve Tablo 4.11.’de

gosterilmektedir.
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Sekil 4.35. NLT formiilasyonlarinin 25°C’deki akis reogramlar1 (n=3).
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Tablo 4.11. NLT formiilasyonlarina ait n (Egim) degerleri ve 25°C’de 1500 sn’
kayma hizinda 6lgiilen viskozite sonuglari (n=3).

NLT Formilasyon Kodu Visl;_(oii;eH(cP) n (Egim)
Fm-50-BOS 1,44 + 0,02 0,99
Fm-50-BOS-UF(2KAT) 2,02 +0,02 0,95
Fm-50-BOS-UF(5KAT) 4,04 + 0,02 0,94
Fm-50-10 1,78 £ 0,02 0,92
Fm-50-10-UF(2KAT) 3,12+ 0,06 0,90
Fm-50-10-UF(5KAT) 6,09 + 0,05 0,72
Fm-50-20 2,17 + 0,03 0,93
Fm-50-20-UF(2KAT) 3,82+ 0,04 0,79
Fm-50-20-UF(5KAT) 8,24 +0,18 1,02

Formiilasyonlarin akis ozelliklerini belirlemek amaciyla, kayma hizi ve
kayma gerilimi arasindaki iliskinin belirlenmesi gerekmektedir. Akis o6zellikleri
tayini “Power Law” modeliyle tanimlanmis ve her bir formiilasyon i¢in log(Kayma
Hizi,1/sn)  degerlerine  karsilik  log(Kayma  Gerilimi, mPa) degerleri
grafiklendirilerek, olusan egrinin egiminden “n” degerleri hesaplanmistir. Egimin 1’e
esit cikmasi sistemin newtonian, 1’den kii¢iik ¢ikmasi pseudoplastik, biiyiik ¢ikmasi
ise dilatant akis tipine sahip oldugunu gostermektedir. Elde edilen n degerleri
incelendiginde Fm-50-BOS, Fm-50-BOS-UF(2KAT), Fm-50-BOS-UF(5KAT), Fm-
50-20 ve Fm-50-20-UF(+5KAT) formiilasyonlarinin newtonian akis ozelligi
gosterdikleri  kabul edilirken Fm-50-10, Fm-50-10-UF(2KAT), Fm-50-10-
UF(5KAT) ve Fm-50-20-UF(2KAT) formiilasyonlarinda n degerlerinin birden kii¢iik
¢ikmast nedeniyle pseudoplastik bir akis gézlenmistir. Sekil 4.35.’de goriildiigii gibi
Fm-50-10, Fm-50-10-UF(2KAT), Fm-50-10-UF(5KAT) ve Fm-50-20-UF(2KAT)
formiilasyonlarinin pseudoplastik akis 6zelligi nedeniyle kayma hizinin artmasi ile
viskozite degerlerinde azalma gozlenmistir. Newtonian akis gdésteren Fm-50-BOS,
Fm-50-BOS-UF(2KAT), Fm-50-BOS-UF(5KAT), Fm-50-20 ve Fm-50-20-
UF(+5KAT) formiilasyonlarinda ise kayma hizimin artmasi viskoziteyi

degistirmemistir.
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1500 sn"t kayma hizinda gdzlenen viskozite degerleri karsilastirildiginda, tim
formiilasyonlarin viskozite degerleri arasinda istatistiksel agidan anlamli derecede
fark bulunmustur (p<0,05) (Tablo 4.11.). Sonug olarak formulasyona etkin madde
yiiklenmesinin, viskoziteyi artirdig1 ve yiiklenen etkin madde miktarinin artirilmasi
ile viskozitenin arttigr goriilmiistiir (p<0,05). Bunun yani sira ultrafiltrasyon
isleminin uygulanmasi1 da viskoziteyi artirmistir (p<0,05). Ultrafiltrasyon islemi
sonucu nanopartikiil konsantrasyonu arttikga formiilasyonlarin  viskozitesi

artmaktadir (p<0,05).
4.4.7. In Vitro Sahm Calismalan

In vitro salim galismalar1 amaciyla &ncelikle simvastatinin sink kosullart
saglayan salim ortami ¢6ziinUrlik tayini ile belirlenmis ardindan salim ortamindaki

stabilitesi tayin edilmistir.
e Simvastatinin in Vitro Salim Ortamlarindaki Céziiniirliigiiniin Tayini

In vitro salim ¢alismalar1 dncesinde, sink kosulun saglandig salim ortaminin
belirlenmesi amaciyla simvastatinin literatiirde siklikla kullanilan pH 7,4 PBS
tamponu ve %0,5 (a/h) SDS iceren pH 7,4 PBS tamponu salim ortamlarindaki
¢coztinirligli degerlendirilmistir (56, 78, 205). Bolim 3.2.6.’da anlatildigi gibi
37+0,5°C’de ve 120 spm hizdaki yatay calkalayicili su banyosunda gergeklestirilen
¢Oziinilirliik caligmalar1 sonucunda elde edilen ¢oziiniirliik degerleri Tablo 4.12°de

verilmektedir.



152

Tablo 4.12. Simvastatinin pH 7,4 PBS tamponu ve %0,5 (a/h) SDS iceren pH 7,4
PBS tamponundaki ¢6ziiniirliik tayini sonuglari (n=3).

PBSpH 7,4 %0,5 SDS PBS pH 7,4
Zaman (Saat) Ct’)zUnUrIU_k Varyasyon Ciiziiniirliil( Varyasyon
(mg/mL) X Kat o (mg/mL) X Kat Y
+SH atsayisi (%) +SH atsayisi (%)
1 2,447+0,183 1,562 1372+0,035 1,637
3 3,323+0,166 1,762 1424+0,095 1,510
5 3,575+0,152 1,499 1629+0,025 1,556
8 3,579+0,113 1,115 1644+0,034 1,585

Simvastatinin pH 7,4 PBS tamponunda, 8 saat sonundaki ¢Oziinirliigi
oldukea diisiik bir deger olan 3.579 .10 mg/mL olarak bulunmustur. Bu nedenle pH
7,4 PBS tamponu ile sink kosul saglanamamaktadir. Sink kosulun saglanabilmesi
i¢in etkin maddenin doygunluk konsantrasyonu, salim ortamindaki konsantrasyonun

en az 3 kat1 olmalidir (238).

Cozinlirligin artirllmast amaciyla pH 7,4 PBS tamponuna %0,5 (a/h)
SDS’nin ilave edilmesi, simvastatinin 8 saat sonundaki c¢oziiniirliiglini 1.645
mg/mL’ye c¢ikartarak, ¢ozinirligi yiiksek miktarda artirmistir. Simvastatinin bu
ortamda, 5. ve 8. saatler sonundaki ¢ozlnurlik degerleri arasinda istatistiksel olarak
fark bulunmamaktadir (p>0,05). Bu nedenle %0,5 (a/h) SDS iceren pH 7,4 PBS
tamponunundaki doygunluk konsantrasyonu 8 saat sonundaki ¢oziiniirliik degeri olan
1.645 mg/mL olarak belirlenmistir. 1.645 mg/mL, simvastatinin difiizyon ortaminda
sink kosulunun saglanmas1 icin yeterli derecede yiikksek bir doygunluk
konsantrasyonudur. Bu sonuglar goz oniine alindiginda in vitro salim ortami igin,

%0,5 (a/h) SDS iceren pH 7,4 PBS tamponunun kullanilmasina karar verilmistir.
e in Vitro Salim Siiresince Simvastatinin Stabilitesinin incelenmesi

Simvastatinin salim ortamindaki stabilitesi BolUm 3.2.6.’da anlatildig1 gibi 16
pg/mL konsantrasyonda, %0,5 (a/h) SDS iceren pH 7,4 PBS tamponunda hazirlanan

simvastatin  ¢Ozeltileri ile in vitro salim kosullarinda 72 saat boyunca
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degerlendirilmistir. Cozeltilerin hazirlandiklar1 an ve belirlenen analiz saatlerindeki

HPLC ile miktar tayini sonuglar1 Tablo 4.13.’de sunulmaktadir.

Tablo 4.13. In vitro salim kosullarinda simvastatinin stabilitesi (n=6).

. . Olgulen Olgulen Varyasyon
Simvastatin
Zaman (saat) Pik Alant Konsantrasyon Konsant@syon Katsayisi

(ng/mL) (Mg/mL) X £SH (%)
977,9 15,979
978,8 15,994
982,9 16,061

0 981.0 16,030 15,984+0,058 0,361
973,2 15,902
975,6 15,941
967,5 15,809
965,5 15,776
961,8 15,715

24 969.3 15.838 15,773%0,045 0,284
963,4 15,742
964,5 15,760
914.8 14,946
910,4 14,874
915,0 14,949

48 9081 14.836 14,912+0,069 0,461
919,0 15,014
909,2 14,854
890,2 14,543
892,4 14,579
898,7 14,682

72 880.1 14,378 14,447+0,215 1,490
883,5 14,433
861,1 14,066

Sonuglar incelendiginde simvastatinin zaman gectikce bozunmaya ugradigi
ve salim ortamindaki konsantrasyonunun azaldig1 gozlenmektedir. Istatistiksel olarak
degerlendirildiginde, ¢ozeltilerin hazirlandiklar1 andaki (0. saat) konsantrasyonlari,
diger tiim zaman noktalar1 ile istatistiksel ag¢idan anlamli derecede farklilik
gostermektedir (p<0,05). Yapilan literatiir arastirmalari sonucunda simvastatinin
bazik pH’lardaki sulu ¢ozeltilerinde inaktif lakton yapisindan, aktif hidroksi asit

formuna hidrolize oldugu bilgisine ulasilmistir (239). In vitro salim ortamu
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kosullarinda 48 saate kadar simvastatinin %93,3’1i korunmaktadir. Bu nedenle salim
deneylerinde, maksimum 48 saatte bir salim ortami taze ortam ile degistirilerek,

ortamdaki simvastatinin stabilitesi saglanmaya ¢alisilmistir.

e Salim Calismalarn

Fm-50-10-UF(5KAT), Fm-50-20-UF(2KAT) ve Fm-50-20-UF(5KAT)
formiilasyonlarmin in vitro salim deneyleri Bolim 3.2.6.°da anlatildigr gibi
37%0,5°C’de ve 120 spm hizdaki yatay calkalayicili su banyosunda 144 saat boyunca
gerceklestirilerek salim profilleri olusturulmustur (Sekil 4.36. ve Sekil 4.37.).

70
=
=
5 65 T
[+
> %
E o0
7]
[
g5 o4
— == T
- 62
5250-
§ 60
45 -
E 58
= 40 - 56
7 54 .
S 35 - 0O 5 10 15 20
30 T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140

Zaman (saat)
—A—Fm-50-20-UF(2KAT) ——Fm-50-20-UF(5KAT) =—%—Fm-50-10-UF(5KAT)

Sekil 4.36. NLT formiilasyonlarindan zamana karsi salinan kiimilatif simvastatin
miktart (n=6).
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Sekil 4.37. NLT formiilasyonlarindan simvastatinin salim profili (n=6).

Fm-50-10-UF(5KAT), Fm-50-20-UF(2KAT) ve Fm-50-20-UF(5KAT)
formilasyonlari etkin madde konsatrasyonu ve ultrafiltrasyon isleminin salim
profiline olan etkisini incelemek amaciyla se¢ilmistir. Salim ¢alismasi 6 giin boyunca
stirdiirilmiis ve 6 giliniin sonunda FM-50-10-UF(5KAT), Fm-50-20-UF(2KAT) ve
Fm-50-20-UF(5KAT) formiilasyonlarindan salinan kimulatif simvastatin yizdeleri
strastyla %63,45, %61,42 ve %61,89, salinan simvastatin miktarlari ise 0,296, 0,251
ve 0,514 mg/mL olarak bulunmustur (Sekil 4.36. ve Sekil 4.37.). Formilasyonlarin
tumU benzer bir salim profiline sahip olup ilk bir saatte yliksek oranda baslangic
patlama salimi (burst release) gostermis ve bu salimi takiben yavas bir salim hiz1 ile

simvastatin salim1 devam ederek yaklasik 12-24 saatte salim platoya ulagsmustir.

Tim formiilasyonlar arasinda kUmulatif saliman simvastatin ytzdeleri
acisindan fark bulunmamasina karsin (p>0,05), salinan simvastatin miktarlar
arasinda  fark  bulunmustur  (p<0,05). Formulasyondaki etkin  madde
konsantrasyonunun %10’dan %20’ye ¢ikarilmasi1 salinan simvastatin miktarini
yaklagik olarak iki kat oranda artirmistir. Bununla birlikte ultrafiltrasyonla
nanopartikiil konsantrasyonunun artirilmasi formiilasyondaki etkin madde
konsantrasyonunu artirdigindan salinan simvastatin miktar1 artmistir (p<0,05). Bu

sonuclar  formilasyonun konsantre edilmesi ve yiklenen etkin  madde
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konsantrasyonunun artirilmasi ile salinan etkin madde miktarininin da orantili olarak

artis gosterdigini kanitlamaktadir.

NLT formiilasyonlarindan etkin madde saliminin sifirinci derece ve Higuchi
kinetigine uyumu incelenerek bu kinetiklere goére 12. saate kadar hesaplanan salim
hizlari, tanimlayicilik katsayilari (R?) ve 6 giin sonunda % salinan simvastatin

miktarlar1 Tablo 4.14.’de verilmistir.

Tablo 4.14. NLT formiilasyonlarindan 6 giin sonunda saliman kiimulatif simvastatin
miktar1 ve salim hizlar1 (t=12 saat)

Salhm Salim Hizi
Formilasyon Kodu ) 0 (%.saat) R?
Miktar1 (%0) (%.saat2)*

0. derece Kinetigi 0,179+0,023 0,9103
Fm-50-10-UF(5KAT) 63,451+0,946

Higuchi Kinetigi 0,799+0,100 0,9825

0. derece Kinetigi 0,404+0,076 0,8111
Fm-50-20-UF(2KAT) 61,416+1,561

Higuchi Kinetigi 1,915+0,369 0,9089

0. derece Kinetigi 0,327+0,039 0,8838
Fm-50-20-UF(5KAT) 61,890+2,287

Higuchi Kinetigi 1,518 +0,183 0,9620

*Higuchi kinetigine gore hesaplanan salim hizi

Tablo 4.14.°de gozlendigi gibi tamimlayicilik katsayilar1 karsilastirildiginda
NLT formiilasyonlarindan salimin Higuchi kinetigine daha uygun oldugu
goriilmiistiir. Formiilasyonlarin Higuchi kinetigi ile hesaplanan salim hizlar ele
alindiginda Fm-50-20 formiilasyonunun iki ve bes kat konsantre edilmis
formiilasyonlar1 arasinda fark bulunmazken (p>0,05), Fm-50-20-UF(5KAT) ve Fm-
50-20-UF(2KAT)’m salim hizinin Fm-50-10-UF(5KAT) formiilasyonuna gore
onemli derecede daha yiiksek oldugu gozlenmistir (p<0,05). Elde edilen bu sonug
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formiilasyona ylklenen etkin madde miktarinin NLT formiilasyonlarinin salim hizini

etkileyen bir parametre oldugunu gostermektedir.

Tez ¢alismasiin ilerleyen basamaklarinda simvastatin ile yiiklenmis NLT
formiilasyonlarindan hareketle U¢ boyutlu doku iskelesi formulasyonlari hazirlanmis
ve in vitro salim deneyleri gergeklestirilmistir. Doku iskelesi salim ¢alismalarinda,
doku iskelesinin yapisi ve pargalanma hizi simvastatinin salinma hizini yavaslatarak,
kontrolli bir salimin elde edilmesi saglanacagindan, lipit nanopartikil
formiilasyonlarindan simvastatinin yiiksek bir patlama salimi ile salinmasi ve
devaminda plato degerine ulagsmasi calismanin ilerleyen basamaklari
diistintildiiglinde NLT formiilasyonlari i¢in istenilen bir salim 6zelligidir. Fm-50-20-
UF(5KAT) ve Fm-50-20-UF(2KAT) formiilasyonlart Fm-50-10-UF(5KAT)
formiilasyonuna gore yiiksek bir salim hiziyla daha fazla simvastatin miktar
salabilmesi nedeniyle daha uygun bir salim profili olusturmaktadir. Bu sebeple doku
iskelesi ~ formiilasyon ¢alismalarinda  Fm-50-20 ve  ultrafiltre  edilmis

formiilasyonlarinin kullanilmasina karar verilmistir.
4.4.8. Stabilite Calismalar:

NLT formiilasyonlarinin stabilite ¢aligmalar1 4°C ve 25°C sicakliklarda etkin
madde icermeyen Fm-50-BOS ve Fm-50-10 ve Fm-50-20 formiilasyonlar1 ile 90 giin
boyunca gergeklestirilmistir. Boliim 3.2.6.’da anlatildig1 gibi makroskobik 6zellikler,
partikiil biiyiikliigii, zeta potansiyel, PDI, pH, viskozite ve formiilasyondaki etkin

madde stabilitesi degerlendirilmistir.

e Makroskobik inceleme

Fm-50-BOS, Fm-50-10 ve Fm-50-20 formiilasyonlarinin 4°C ve 25°C’de 90
giin boyunca fiziksel goriintiisii takip edilmistir. Ttim formulasyonlar sit rengi
gorunumlerini koruyarak her iki saklama sicakliginda da 90 glinlik saklama s(resi
boyunca herhangi bir renk degisimi, sedimentasyon veya agregasyon gdstermemis,

makroskobik 6zelliklerini korumuslardir.
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e Partikiil Biiyiikliigii, Polidispersite Indeksi ve Zeta Potansiyel Ol¢iimleri

Etkin madde icermeyen Fm-50-BOS, Fm-50-10 ve Fm-50-20
formiilasyonlarinin stabilite g¢alismalarindaki partikiil biiytikliigii, polidispersite
indeksi ve zeta potansiyel ol¢imleri NLT formiilasyonlariin karakterizasyon
caligmalarinda bahsedildigi gibi partikiil biiytkligi ve zeta potasiyeli Ol¢liim
cithazinda 25°C ve 173° 1s1k sacilim agisinda gergeklestirilmistir. 4°C ve 25°C’de 90
gun boyunca surdurulen stabilite ¢alismalart sonucunda partikiil biyiikligi,
polidispersite indeksi ve zeta potansiyel degerlerinde meydana gelen degisimler

Tablo 4.15.”de verilmistir.

Etkin madde icermeyen Fm-50-BOS formiilasyonunun farkli saklama
sicakliklart ve bekletilme zamanlarina bagli olarak partikiil biiytkligi ve
polidispersite indeksinde meydana gelen degisim incelendiginde 25°C’de 3 gin
stiresince partikiil biyiikligi degismemis (p>0,05). 7. gunden sonra partikil
biyiikliigi  zamanla  artmistir  (p<0,05). 4°C’de saklanan = Fm-50-BOS
formilasyonunun partikiil biyiikligii 7 gin siresince diisiis gostermis (p<0,05)
ancak daha sonra 90 glne kadar partikul biytkligi artmistir (p<0,05). Fm-50-BOS
formulasyonunun polidispersite indeksi sonuglari karsilastirildiginda 25°C’de
hazirlandig1 giinden itibaren saklama siiresi boyunca artmig gostermistir (p<0,05).
4°C’de ise PDI degerleri 15 giin boyunca degisim gostermemistir (p>0,05). Sonug
olarak Fm-50-BOS formiilasyonuna ait PDI sonuglari incelendiginde degerlerin
0,32’nin altinda oldugu ve her iki sicaklik kosulunda saklanmalar1 sonucu zamanla

PDI degerlerinin arttig1 goriilmektedir.

Total lipit miktarinin %10’u kadar etkin madde yiiklenmis olan Fm-50-10
formiilasyonunun stabilite ¢alismalar1 sonucunda elde edilen partikiil biiytkligi
sonuglart degerlendirildiginde 25°C ve 4°C’de partikiil biiyiikligii formtlasyonun
hazirlandigr giinden sonra stabilite ¢aligmalar1 siiresince degisme gostermistir
(p<0,05). 4°C’de zamanla azalma gergeklesirken (p<0,05). 25°C’de zamanla partikiil
blyiikliginin arttigi gozlenmistir (p<0,05). 90 giiniin boyunca farkli saklama
sicakliklarinda bekletilen Fm-50-10 formiilasyonlarina ait PDI degerleri 25°C
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saklama kosulunda 30 giline kadar degisim gostermezken (p>0,05). 4°C’de 7 giin
boyunca degismemistir (p>0,05).

Total lipit miktarinin %20’s1 kadar etkin madde yiiklenmis olan Fm-50-20
formilasyonunun 90 glnlik sire sonunda, partikil biytikligiindeki degisimler
incelendiginde 25°C’de saklanan formiilasyonun partikiil biyiikligiinin 90 gun
sonunda anlamli sekilde arttigi (p<0,05). 4°C’de saklanan formiilasyonalarda ise 15.
giine kadar degisim gbzlenmezken (p>0,05). 15. giinden 90. giine kadar gecen siire
boyunca partikll buyiikligi degisimleri anlamli bulunmustur (p<0,05). Fm-50-20
formiilasyonunun PDI degerleri ise 4°C saklama kosulunda 30 giine kadar 6nemli bir
degisiklik gostermezken (p>0,05). 25°C saklama kosulunda saklama siiresi arttik¢a
PDI degerleri de anlamli olarak artis gostermistir (p<0,05).

Fm-50-BOS ve Fm-50-10 ve Fm-50-20 formiilasyonlarinin tiimiinde zamanla
ve saklama kosulluyla degisen zeta potansiyelleri incelendiginde her iki saklama
sicakligr i¢in de (25°C ve 4°C) zeta potansiyel degerleri formiilasyonlarin
hazirlandiklar1  giinden itibaren degisim gosterdigi  gozlenmistir  (p<0,05).
Formiilasyonlarn 25°C ve 4°C saklama suresince elde edilen zeta potansiyel
degerleri karsilastirildiginda iliskili bir degisiklik gézlenememistir. Zeta potansiyel
degerleri saklama siiresi ve sicakligindan bagimsiz olarak azalma ve artmalar

gostermistir.

Sonug olarak; etkin madde icermeyen Fm-50-BOS ve Fm-50-10 ve Fm-50-20
formiilasyonlarinin saklama siiresi ve saklama sicakliklari ile partikiil biiytikliigi ve
polidispersite  indeksinde meydana gelen degisim incelendiginde 4°C’de
formiilasyonlarin tiimiiniin 0,3’ten daha diisiik PDI degerleri ile literatiirde yer alan
NLT calismalarinda elde edilen sonuclarla uyumlu olarak 300 nm’nin altinda
partikiil biiyiikliigiinii koruduklar1 ancak formiilasyonlar 25°C’de saklandiklarinda
Fm-50-10 formiilasyonu bu simirlart 90 giine kadar korumay: siirdiiriirken Fm-50-
BOS formilasyonu 60 giin, Fm-50-20 formilasyonu ise 30 glne kadar bu degerleri
saglamistir (56, 99, 205, 229).
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e Viskozite Olcumi

Stabilite calismalar1 siiresince 25°C ve 4°C’deki saklama sicakliklarinda
bekletilen Fm-50-BOS, Fm-50-10 ve Fm-50-20 formiilasyonlarinin viskozite
Olglimleri Bolim 3.2.6.’da anlatildigi gibi 25°C’de koni plak tipi Brookfield DV2T
RV viskometre kullanilarak gergeklestirilmistir. Viskozite sonuglari i¢in Tork (%)
degerinin en uygun aralikta bulundugu kayma hizi 1500 sn! (200 rpm) oldugundan
formiilasyonlarin bu kayma hizinda elde edilen viskozite sonuglar1 karsilastirilmistir.

90 giin boyunca elde edilen viskozite sonuglar1 Tablo 4.16.’da verilmistir.

Tablo 4.16. 25°C ve 4°C sicakliklarda saklanan Fm-50-BOS, Fm-50-10 ve
Fm-50-20 formiilasyonlarinin 25°C°de 1500 sn™ kayma hizinda olgiilen viskozite
sonuglart (n=3).

Formulasyon Kodu
Sreakhik Z(érlz\s)n Fm-50-BOS Fm-50-10 Fm-50-20
Viskozite (cP)* | Viskozite (cP)* | Viskozite (cP)*
(X £SH) (X £SH) (X £SH)
0 1,63+0,04 1,98+0,03 2,04+0,01
3 1,42+0,02 1,97+0,04 2,46+0,07
7 1,44+0,02 2,26+0,02 2,55+0,03
25°C 15 1,44+0,03 1,87+0,04 2,04+0,04
30 1,43+0,07 2,16+0,02 1,97+0,05
60 1,81+0,08 1,49+0,03 1,75+0,14
90 1,89+0,01 1,45+0,05 1,39+0,08
0 1,63+0,04 1,98+0,03 2,04+0,01
3 1,41+0,01 1,93+0,05 2,26+0,05
7 1,41+0,00 2,21+0,01 2,35+0,04
4°C 15 1,40+0,03 1,73+0,04 1,96+0,02
30 1,37£0,05 1,95+0,04 1,91+0,01
60 1,42+0,01 1,88+0,02 1,90£0,00
90 1,45+0,11 1,64+0,01 1,87+0,02
* 25°C/1500 sn't

Fm-50-BOS, Fm-50-10 ve Fm-50-20 formiilasyonlarimin viskozite
degerlerinin stabilite ¢aligmalari sonucunda; 90 gun siresince her iki saklama
sicakliginda da saklanan tiim formiilasyonlarin hazirlandiklar1 giinkii viskoziteleri ile

karsilastirildiginda anlamli bir fark gorilmemistir (p>0,05). Bu sonu¢ tim
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formiilasyonlarin 25°C ve 4°C’deki saklama sicakliklarinda viskozite agisindan 90

giin boyunca stabil olduklarini géstermistir.

e pH Tayini

Fm-50-BOS, Fm-50-10 ve Fm-50-20 formiilasyonlarinin 90 giin siiresince
25°C ve 4°C’de saklanmasiyla pH degerlerinde meydana gelen degisim Tablo
4.17.de verilmistir.

Tablo 4.17. 25°C ve 4°C sicakliklarda saklanan Fm-50-BOS, Fm-50-10 ve Fm-50-
20 formiilasyonlarmin pH degerleri (n=3).

Formulasyon Kodu
Seakk | 22N | o c0BOS | Fm-50-10 Fm-50-20
(Gun)
pH (X £SH) pH (X £SH) | pH (X £SH)

0 4,13+0,01 4,10+0,04 4,15+0,01

3 4,1340,01 4,12+0,04 4,12+0,05

7 4,14+0,01 4,09+0,01 4,12+0,02

25°C 15 4,09+0,01 4,04+0,03 4,04+0,01
30 4,09+0,01 4,03+0,01 4,04+0,00

60 4,09+0,01 4,04+0,02 4,02+0,01

90 4,07+0,03 4,11+0,03 4,03+0,02

0 4,13+0,01 4,10+0,04 4,15+0,01

3 4,13+£0,01 4,14+0,04 4,11+0,04

7 4,13+0,02 4,12+0,01 4,13+0,02

4°C 15 4,10+0,01 4,02+0,00 4,03+0,00
30 4,10+0,03 4,10+0,01 4,08+0,00

60 4,09+0,02 4,07+0,04 4,04+0,01

90 4,11+0,04 4,12+0,02 4,07+0,03

Formiilasyonlarin stabilite calismalar1 boyunca gerceklestirilen her iki
saklama sicakligindaki pH sonuglar1 birbirine yakin olup 4,02-4,15 arasinda
gbzlenmistir. Istatistiksel olarak degerlendirme sonucunda, 90 giin boyunca tim
stabilite kosullarindaki formiilasyonlarda pH degerleri agisindan istatistiksel olarak
onemli derecede fark bulunmamistir (p>0,05). Sonug olarak Fm-50-BOS, Fm-50-10
ve Fm-50-20 formiilasyonlariin hepsi 25°C ve 4°C’deki saklama kosullarinda pH

degerleri agisindan 90 giin boyunca stabil bulunmustur.
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e Etkin Madde Stabilitesi

Etkin madde iceren Fm-50-10 ve Fm-50-20 formiilasyonlar1 etkin madde
stabilitesinin tayini amaciyla hazirlanmalarinin ardindan igerdikleri simvastatin
miktar1 hesaplanmis ve formiilasyonlar 90 giin boyunca 25°C ve 4°C’de saklanirken
belirlenen zaman noktalarinda formiilasyonlarin i¢inde kalan simvastatin yiizdesi
formiilasyonlarin methanol igerisinde ¢oziindiirilmesi ile tayin edilmistir. Stabilite
caligmalar1 boyunca simvastatin miktarinda meydana gelen degisimler Tablo

4.18.’de sunulmustur.

Tablo 4.18. 25°C ve 4°C sicaklikta saklanan Fm-50-10 ve Fm-50-20
formiilasyonlarinin 90 giin boyunca icerdikleri etkin madde ytizdesi (n=6).

% Simvastatin (a/a) (X £SH)
Z(ér:;‘)” Fm-50-10 Fm-50-20
25°C 4°C 25°C 4°C
0 100,00+1,39 100,00+1,39 100,00+1,33 100,00+1,33
3 99,84+1,00 100,22+0,48 98,34+0,69 100,49+1,22
7 85,98+0,69 100,13+0,99 82,75+2,12 93,15+0,47
15 69,40+0,83 93,84+0,25 61,66+0,67 91,35+0,32
30 62,99+1,31 83,10+0,37 59,49+0,78 86,68x0,49
60 56,78+0,67 74,65+2,88 55,48+0,51 78,50+£1,91
90 54,17+2,50 67,10+0,74 50, 41+1,36 69,31+2,43

4°C saklama kosulunda Fm-50-10 formilasyonunda tayin edilen simvastatin
miktarinda 7 giine kadar anlamli bir degisim olmazken (p>0,05). Fm-50-20
formiilasyonunda ise 3 giine kadar elde edilen simvastatin miktarlar1 arasindaki
degisim anlamsiz bulunmustur (p>0,05). Bu tarihlerden sonra her iki
formulasyondaki simvastatin miktarlar1 saklama siiresi arttik¢a azalmistir (p<0,05).
25°C’de saklanan formiilasyonlara ait sonuglar incelendiginde ise formiilasyonlarin
her ikisininde 3. giine kadar simvastatin miktar1 degismezken (p>0,05). 3. guinden

sonra simvastatin miktart anlamli derecede azalma gdstermistir (p<0,05).

Fm-50-10 ve Fm-50-20 formiilasyonlarindaki simvastatin stabilitesinin
degerlendirilmesi sonucunda, her iki formiilasyonunda 4°C’deki saklama kosulunda

15 gln, 25°C’deki saklama kosulunda ise 3 giin siiresince simvastatin miktarinin
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%90’nindan  fazlast korudugu gozlenmistir. 4°C’de saklanan Fm-50-10
formilasyonu 15 gin sonunda formiilasyonun hazirlandigr giinkii simvastatin
miktarinin  %93,84’linii, Fm-50-20 formilasyonu ise %91,35’ini korumaktadir.
25°C’de saklama kosullarinda ise Fm-50-10 formilasyonu 3 gun sonunda
formiilasyonun hazirlandig1 giinkii simvastatin miktarinin %99,84’tinii, Fm-50-20
formilasyonu da %98,34’linii stabil olarak bulundurmaktadir. Sonug¢ olarak NLT
formilasyonlarmin 4°C’de saklanmalari, etkin maddenin stabilitesini korumasi
acisindan daha uygun bulunmustur. 4°C’de saklanan formiilasyonlarda simvastatin
miktar1 25°C’de saklanan formiilasyonlara kiyasla tiim zaman noktalar1 i¢in anlaml

derecede daha yiiksek oranda tayin edilmistir (p<0,05).

Literatirde NLT formilasyonlarmin dondurarak kurutma ve piskiirterek
kurutma yontemleri ile igerdigi su uzaklastirilarak stabilitenin artirildigina dair
caligmalar bulunmaktadir (240, 241). Bu tez kapsaminda da taze hazirlanan NLT
dispersiyonlar1 doku iskelesi formiilasyon bilesenleri ile birlestirilerek dondurarak
Kurutma yontemi ile doku iskeleleri elde edildiginden NLT formiilasyonlarinda

gbzlenen stabilite problemleri ortadan kaldirilmstir.
4.5. Doku Iskelesi Formiilasyonlarimn in Vitro Karakterizasyonu

Hazirlanan doku iskelesi formiilasyonlarinin; ¢ap-kalinlik, morfolojik,
porozite ve por biiyiikligi dagilimi, su absorplama, in vitro pargalanma, mekanik, in

vitro salim ve sitotoksisite 6zellikleri karakterize edilmistir.
4.5.1. Cap- Kalinhk Tayini

Bolum 3.2.8.”de belirtilen 2:1 veya 1:1 kitosan:kollajen polimer oranlarinda,
capraz bagli veya bagsiz olarak, Fm-50-BOS veya Fm-50-20 formiilasyonlarindan
hareketle veya bu formiilasyonlarin ultrafiltrasyona ugratilarak iki kat konsantre
edilmis  Fm-50-BOS-UF(2KAT) ve Fm-50-20-UF(2KAT) dispersiyonlari
kullanilarak hazirlanan tiim doku iskelesi formiilasyonlarinin cap ve kalinlik
degerleri 12 tekrarli olarak mekanik bir kumpas yardimiyla 6l¢tilmiistiir. Sonuglar

tekrarli 12 6l¢iimiin ortalamasi alinarak ifade edilmistir (Tablo 4.19.).
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Tablo 4.19. Doku iskelesi formiilasyonlarinin ¢ap ve kalinliklart (n=12).

Formulasyon Kodu ((;;(pi(scll;)) Ka(l;_?ils(f(lc)m)
UF(-)C(-)1:1-B 1,53+0,01 0,26+0,01
UF(-)C(+)1:1-B 1,52+0,01 0,27+0,01
UF(-)C(-)2:1-B 1,51+0,01 0,26+0,00
UF(-)C(+)2:1-B 1,51+0,02 0,26+0,01
UF(+)C(-)1:1-B 1,52+0,02 0,26+0,01
UF(H)C(+)1:1-B 1,52+0,01 0,26+0,01
UF(+)C(-)2:1-B 1,50+0,02 0,26+0,01
UF(H)C(+)2:1-B 1,51+0,01 0,26+0,01
UF(-)C(-)1:1-SV 1,51+0,02 0,27+0,01
UF()C(+)1:1-SV 1,51+0,01 0,26+0,01
UF(-)C(-)2:1-SV 1,52+0,01 0,26+0,01
UF(-)C(+)2:1-SV 1,51+0,02 0,26+0,01
UF(+*)C(-)1:1-SV 1,52+0,01 0,27+0,00
UF(H)C(+)1:1-SV 1,52+0,01 0,26+0,01
UF(+)C(-)2:1-SV 1,52+0,01 0,26+0,01
UF(+)C(+)2:1-SV 1,52+0,01 0,26+0,01

karsilastirildiginda

Farkli doku iskelesi formiilasyonlarina ait ¢ap ve kalinlik degerleri

sonuglarin  birbirine olduk¢a yakin oldugu goézlenmistir.

Hazirlanan tiim formiilasyonlar i¢in ¢ap degeri yaklasik olarak 1,52 cm ve kalinlik
degeri ise 0,26 cm olarak bulunmustur. Sonuglar istatistiksel olarak
degerlendirildiginde formiilasyonlarin ¢ap ve kalinlik degerleri arasindaki fark

istatistiksel agidan anlamsiz bulunmustur (p>0,05).
4.5.2. Morfolojik Analizler

Doku iskelelerinin genel sekillerine ait goriintiilerinin degerlendirilmesi

amaciyla dijital fotograf makinesi ile ¢ekilen fotograflarindan yararlanilmistir. Etkin
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madde icermeyen ve simvastatin yiikklenmis doku iskelelerinden gapraz bagh ve

bagsiz drneklerine ait fotograflar Sekil 4.38.”de verilmistir.

Sekil 4.38. Farkli doku iskelesi formiilasyonlarina ait goriintiiler a) UF(+)C(-)2:1-B,
b) UF(+)C(+)2:1-B, ¢) UF(+)C(-)2:1-SV, d) UF(+)C(+)2:1-SV.

Sekil 4.38.’de verilen fotograflarda goriildiigii gibi tiim doku iskeleleri
diizguin kenarli, ince silindirik bir yap1 gostermektedir. Ayn1 nanopartikiil ve polimer
igerigi ile hazirlanan doku iskelelerinin etkin madde yiiklenme veya ¢apraz baglanma
durumlar1 sonucunda genel sekillerinde herhangi bir farkliligin  olmadigi

belirlenmistir.

Bolim 3.2.8.°de belirtilen doku iskeleleri, yizey 6zelliklerinin incelenmesi
amaciyla altin-palladyum ile kaplanarak taramali elektron mikroskobunda (Quanta
400F Field Emission) gorintiilenmistir. Elde edilen SEM goruntileri Sekil 4.39.-
4.42.’de sunulmaktadir.
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Sekil 4.39. Ultrafiltrasyon uygulanmamis, etkin madde icermeyen Fm-50-BOS NLT
formiilasyonu ile hazirlanan doku iskelesi formiilasyonlarina ait SEM goriintiileri
x200 buoyitme, a) UF(-)C(-)1:1-B, b) UF(-)C(+)1:1-B, c) UF(-)C(-)2:1-B,
d) UF(-)C(+)2:1-B.

Sekil 4.40. Ultrafiltrasyon uygulanmamis, etkin madde iceren Fm-50-20 NLT
formiilasyonu ile hazirlanan doku iskelesi formiilasyonlarina ait SEM goriintiileri
x200 biyutme, a) UF(-)C(-)1:1-SV, b) UF(-)C(+)1:1-SV, c) UF(-)C(-)2:1-SV,
d) UF(-)C(+)2:1-SV.
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Sekil 4.41. Ultrafiltrasyon uygulanmis, etkin madde icermeyen Fm-50-BOS NLT
formiilasyonu ile hazirlanan doku iskelesi formiilasyonlarna ait SEM goriintiileri
x200 buyitme, a) UF(+)C(-)1:1-B, b) UF(+)C(+)1:1-B, c) UF(+)C(-)2:1-B,
d) UF(+)C(+)2:1-B

Sekil 4.42. Ultrafiltrasyon uygulanmis, etkin madde iceren Fm-50-20 NLT
formiilasyonu ile hazirlanan doku iskelesi formiilasyonlarina ait SEM goriintiileri
x200 buyutme, a) UF(+)C(-)1:1-SV, b) UF(+)C(+)1:1-SV, c¢) UF(+)C(-)2:1-SV,
d) UF(+)C(+)2:1-SV.
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SEM gorintiileri incelendiginde hazirlanan tiim doku iskelelerinin yiiksek
oranda pordz bir yapiya sahip oldugu ve porlarin birbirleri arasinda baglantilarinin
bulundugu goriilmektedir. Ultrafiltrasyonla konsantre edilmis veya ultrafiltrasyon
uygulanmamis NLT formiilasyonlar1 ile hazirlanan doku iskelelerinin yiizey
goriintiileri karsilagtirildiginda nanopartikiil ve/veya simvastatin konsantrasyonunun
artirtlmasinin doku iskelelerinin yiizey goriintiileri ve por yapilarinda belirgin bir
farkliliga yol agmadigi goriilmiistir (Sekil 4.39.-4.42.). Benzer sonuclar 1:1 veya 2:1
kitosan:kollajen oranlar ile hazirlanan doku iskelelerinin SEM goriintiilerinde de
gozlenmekte olup polimer oranlarinin degistirilmesinin doku iskelelerinin yiizey
Ozelliklerini degistirmedigi gozlenmistir (Sekil 4.39.-4.42.). Ancak tum doku iskelesi
formiilasyonlarinin ¢apraz bagsiz ve bagl formiilasyonlar1 karsilagtirildiginda ¢apraz
baglama isleminin doku iskelelerinin ylizey yapilarinda belirgin farkliliklara neden
oldugu goriilmektedir. Capraz bagsiz doku iskelelerinin gozenekleri yaprak benzeri
yapilarla daha uniform bir por dagilimi gostermektedir (Sekil 4.39.-4.42.). Bu
formiilasyonlar c¢apraz baglandiginda porlar arasindaki baglantilarin artarak
yiizeydeki pordz goOriinimiin azaldigt daha yogun bir yapinin olustugu
goriilmektedir. Capraz baglama isleminin porlar arasinda gelisigiizel baglantilar
olusturmas1 farkli boyutlarda diizensiz bir sekilde dagilmis por dagilimlarinin
olugsmasina neden olmustur. Doku iskelelerinin por biiytikliikleri incelendiginde,
capraz bagsiz formiilasyonlarin 20-100 um araliginda degisen dar bir por dagilimi
gosterdigi gozlenmistir. Bunun yanisira ¢apraz bagl formiilasyonlar daha blyik por
boyutlart sahip olup, 20-200 um arasinda degisen genis bir por biiyiikliigii dagilimi
gostermektedir. Bu sonuglar doku iskelelerinin morfolojik farkliliklarinin ve por
biiyiikliigii dagilimlarinin esas olarak ¢apraz baglama isleminden kaynaklandigini

gostermektedir.

Doku iskelesi formiilasyonlarinin yiizey o6zelliklerinin SEM analizi ile
incelenmesi sirasinda iskelelerin por duvarlarina yerlesmis olan lipit nanopartikiillere

ait gorintiler de elde edilmistir (Sekil 4.43.).
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Sekil 4.43. UF(+)C(+)2:1-SV doku iskelesi formiilasyonunun ayni bélgeden elde
edilmis farkli bliylitmelerdeki SEM gortintiileri a) x200 b) x1000 c) x20000 (beyaz
oklar: nanoboyutlardaki lipit nanopartikilleri, siyah oklar: mikro boyutlardaki lipit
nanopartikilleri gostermektedir).

Sekil 4.43.°de gorildiigii gibi NLT formiilasyonlarina ait partikiiller doku
iskelelerinin pordz yapisina zarar vermeden por duvarlarina homojen bir sekilde
dagilmistir. Doku iskelesi formiilasyonu igerisine yerlesen bu partikiiller TEM
goriintiilerinde gozlendigi gibi sinirlart belirgin kiiresel sekillerini korumakta olup
partikil blyuklukleri de Zetasizer Nanoseries-ZS cihazi ile elde edilen sonuclarla
cogunlukla uyum gostermistir. Ancak elde edilen SEM goriirlintiilerinde az miktarda
da olsa mikron boyutlarinda agregatlara rastlanmistir. Agregasyona ugramis
nanopartikiillere ait goriintiiler benzer sekilde Nandagiri ve ark. (210) tarafindan
hazirlanan PLGA nanopartikiillerini igeren kitosan-jelatin doku iskelelerinde de

gozlemlenmistir.
4.5.3. Porozite ve Por Bilyiikliigii Dagilim Tayini

Bolum 3.2.9.°da belirtildigi gibi 2:1 veya 1:1 kitosan:kollajen polimer
oranlarinda, c¢apraz bagli veya bagsiz olarak, Fm-50-BOS veya Fm-50-20
formiilasyonlarindan hareketle veya bu formiilasyonlarin ultrafiltrasyona ugratilarak
iki kat konsantre edilmis Fm-50-BOS-UF(2KAT) ve Fm-50-20-UF(2KAT)
dispersiyonlar1 kullanilarak hazirlanan tiim doku iskelelerinin porozite ve por
biyiikliigii dagilimi1 140° temas agisi ile diisiik basingta (0-50 psi) civa uygulanarak
civali porozimetre cihazinda (Poremaster 60, Quantachrome Corporation)
Olclilmiistiir. Formiilasyonlarin porozite ve por biiylikliigli dagilimi sonuglar1 Tablo
4.20.’de, por biiyiikliigii dagilimlarina iliskin histogram grafikleri ise Sekil 4.44. ve

4.45.”de sunulmustur.
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Tablo 4.20. Doku iskelesi formiilasyonlarina ait porozite ve por biiyiikligii dagilim
sonugclari

) Por Biiyiikliigii Dagilim
Formdilasyon Kodu % Porozite
Arahgi (um)
UF(-)C(-)1:1-B 91,07 20-100
UF(-)C(+)1:1-B 85,63 30-170
UF(-)C(-)2:1-B 73,48 20-130
UF(-)C(+)2:1-B 64,81 20-170
UF(+)C(-)1:1-B 73,98 20-100
UF(+)C(+)1:1-B 74,26 20-170
UF(+)C(-)2:1-B 82,20 30-130
UF(+)C(+)2:1-B 81,16 30-200
UF(-)C(-)1:1-SV 65,94 30-100
UF(-)C(+)1:1-SV 68,37 30-200
UF(-)G(-)2:1-SV 75,32 20-100
UF(-)C(+)2:1-SV 78,97 30-170
UF(+)C(-)1:1-SV 92,57 30-130
UF(+)C(+)1:1-SV 70,35 30-200
UF(+)C(-)2:1-SV 86,58 20-100
UF(+)C(+)2:1-SV 74,38 20-200

Tablo 4.20.’de verildigi gibi doku iskelesi formiilasyonlart minimum 20 pm,
maksimum 200 pm por boyutu gostermektedir. Formiilasyonlarin ¢apraz baglanmasi
por biiytikligli dagilimini etkilemistir. Capraz bagsiz formiilasyonlar 20 pm-100 pm,
20 pm-130 pm veya 30 pm-130 um araliginda degisen daha dar bir dagilim
gosterirken capraz baglama islemi sonucunda bu aralik genisleyerek 20 pm-200 pm,
30 pm-200 pm, 20 pm-170 pm ve 30 pm-170 pum gibi kiciuk ve biylk por

boyutlarinin bir arada goriildiigli genis dagilimlar gostermistir.
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Farkli polimer oran1 veya ultrafiltrasyon uygulanmasi durumlarinda
formiilasyonlarin por biiyiikliigii dagilimlarinin birbirine benzer oldugu goézlenmistir
(Sekil 4.44. ve 4.45.). Elde edilen por biiyiikliikleri sonuglarinin, SEM gorintleri ile

uyumlu oldugu bulunmustur.

Formiilasyonlarin por biyiiklikleri dagilimlari, yara iyilesmesinde rol
oynayan hiicrelerin doku iskelesi i¢ine penetrasyonunu ve bu hiicrelerin canliliklarini
strddrebilmeleri i¢in gerekli olan besin maddeleri, hiicre artiklar1 ve ¢esitli hiicresel
sinyallerin aktarimimi saglayabilecek diizeydedir (242, 243). Ozellikle capraz bagh
formiilasyonlarin genis por biiytikliigii dagilimi gostermesi, bu doku iskelelerinin pek
cok hicre tipinin penetrasyonu ve proliferasyonu icin uygun ozelliklere sahip
olmasina neden olmaktadir. Sonu¢ olarak hazirlanan ¢apraz bagli doku iskeleleri
doku miihendisligi uygulamalari acisindan c¢ok yonli uygulamalar1 olan

formulasyonlar olarak degerlendirilebilmektedir (244).

Tum formdilasyonlar doku miihendisligi calismalar1 igin istenen Ozellikte
yiiksek porozite gostermekte olup % Porozite degerleri %64,81 ile %92,57 arasinda
degismektedir (Tablo 4.20.). Formilasyonlar arasindaki polimer orani, ultrafiltrasyon
ve capraz baglanma farkliliklar1 % porozite sonuclarinda iliskili bir farkliliga yol

agmamistir (245).
4.5.4. Su Absorplama Ozelliklerinin Incelenmesi

Su absorplama Ozelliklerinin tayini Boliim 3.2.8.°de belirtilen konsantre
edilmis NLT formiilasyonlar1 kullanilarak hazirlanan tiim doku iskelesi
formiilasyonlar ile birlikte konsantre edilmemis NLT formiilasyonlar: ile hazirlanan
UF(-)C(+)2:1-B ve UF(-)C(+)2:1-SV formiilasyonlar: ilizerinde gergeklestirilmistir.
Doku iskelelerinin 37+0,5°C’de pH: 7,4 PBS tamponu icerisindeki 24 saat
inkiibasyonu sonucunda hesaplanan % su absorplama sonuglar1 Sekil 4.46.’da

verilmistir.
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Sekil 4.46. Doku iskelesi formiilasyonlarinin 37£0,5°C’de pH: 7,4 PBS tamponu
icerisinde 24 saat sonunda elde edilen su absorpsiyon degerleri (n=6).

Sekil 4.46.’da gorildiigii gibi tim doku iskeleleleri agirliklarinin yaklasik
olarak %671,31-%1093,61 kat1 arasinda sivi ile yiiklenerek yiiksek bir su absorplama
Ozelligi gostermistir. Doku iskeleleri arasinda en yiiksek su absorpsiyonu UF(-
)C(+)2:1-B (%1093,61) ve UF(-)C(+)2:1-SV (%1042,90) formiilasyonlarinda; en
diisiik su absorpsiyonu ise UF(+)C(+)1:1-SV (%671,31) ve UF(+)C(+)2:1-SV
(%710,88) formiilasyonlarinda goézlenmistir. Doku iskelelerinin su absorplama
degerlerinin yiiksek bulunmasi hazirlanan formiilasyonlarin {i¢ boyutlu poréz yapida

olduklarini desteklemektedir (123).

Formiilasyonlar diger degiskenler sabit tutularak kitosan:kollajen polimer
orani (1:1 ve 2:1), ¢apraz baglanma [C(-) ve C(+)], etkin madde yiklenme (B ve SV)
ve ultrafiltrasyon uygulanmasi [UF(-) ve UF(+)] durumlarina goére uygun ikili
karsilastirmalarla % su absorpsiyonu degerleri acgisindan istatistiksel olarak
degerlendirilmistir. Yapilan karsilastirmalar sonucunda 2:1 kitosan:kollajen polimer
oraninda hazirlanan doku iskelelerinin c¢apraz baglandiklarinda su absorplama
kapasitelerinin 6nemli derecede azaldigr gézlenmistir (p<0,05). 1:1 kitosan:kollajen
polimer orani kullanilarak hazirlanan formiilasyonlarda ise benzer sekilde ¢apraz

baglama islemi oncesi formiilasyonlar daha yiliksek su absorplama gostermis ancak
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bu fark istatistiksel olarak Onemli bulunmamistir (p>0,05). Ultrafiltrasyon
uygulanmamis NLT formiilasyonlart ile hazirlanan UF(-)C(+)2:1-B ve
UF(-)C(+)2:1-SV  formiilasyonlar1  ultrafiltre ~ edilmis  formiilasyonlarla
karsilastirildiginda anlamli derecede daha yiiksek suyu absorplamislardir (p<0,05).
Diger formiilasyonlarin su absorpsiyon degerleri arasinda ise fark bulunmamaktadir
(p>0,05).

Su absorplama kapasitesi doku iskelesinin hidrofilikligine ve ii¢ boyutlu
poroz yapisina dayanmaktadir. Ultrafiltrasyonla nanopartikil konsantrasyonunun
artirildigi doku iskelesi formiilasyonlarinda lipit nanopartikiillerin hidrofobik 6zelligi
nedeniyle doku iskelesinin hidrofilikligi azalmaktadir. Bu nedenle ultrafiltrasyon
uygulanmamis formiilasyonlar daha hidrofilik bir yapiya sahip olduklarindan su

absorplama kapasiteleri literatiirle uyumlu olarak daha yiiksek bulunmustur (123).
4.5.5. In Vitro Pargalanma

Konsantre edilmis NLT formiilasyonlar1 ile hazirlanan tiim doku iskelesi
formiilasyonlarinin ve konsantre edilmemis NLT formiilasyonlar1 ile hazirlanan
UF(-)C(+)2:1-B ve UF(-)C(+)2:1-SV doku iskelelerinin in vitro parcalanma
oOzelliklerinin incelenmesi igin tiim doku iskelesi formiilasyonlar1 37+0,5°C’deki pH:
7,4 PBS tamponu igerisinde 28 giin slresince inkiibe edilmiglerdir. Bolim 3.2.10.’da
anlatildigi gibi belirli zaman araliklarinda doku iskeleleri inkiibasyon ¢ozeltisinden
cikarilarak % kiitle kayb1 degerleri hesaplanmistir. Sekil 4.47.’de doku iskelelerinin

in vitro parcalanma analizi sonuglar1 verilmektedir.
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Sekil 4.47. Doku iskelesi formiilasyonlarinin 37£0,5°C’de pH: 7,4 PBS tamponu
icerisinde 28 gun suresince elde edilen in vitro pargalanma sonuglart (n=6).

28. giin sonunda doku iskelesi formiilasyonlarinin % kiitle kayb1 sonuglari;
ultrafiltrasyon uygulanmis ¢apraz bagsiz formiilasyonlar i¢in %71,17-%79,17 ¢apraz
bagli formiilasyonlarda ise %53,49-%57,83 arasinda degismektedir. Ultrafiltrasyon
uygulanmamis UF(-)C(+)2:1-B ve UF(-)C(+)2:1-SV formiilasyonlar1 igin ise
sirastyla % 67,54 ve %66,44 kiitle kayb1 gozlenmistir (Sekil 4.47.).

Formiilasyonlarn 28 giin sonundaki % kiitle kaybi sonuglar1 diger
degiskenler sabit tutularak Kkitosan:kollajen polimer orani (1:1 ve 2:1), ¢apraz
baglanma [C(-) ve C(+)], etkin madde yiklenme (B ve SV) ve ultrafiltrasyon
uygulamasi [UF(-) ve UF(+)] farkliliklarina gore ikili karsilastirmalarla istatistiksel
olarak incelenmistir. Elde edilen sonuclarda, polimer orani ve etkin madde yiiklenme
durumlarimin % kiitle kayb1 sonuglar1 arasinda anlamli derecede farkliliga neden
olmadigi gozlenmistir (p>0,05). Ancak ¢apraz bagli doku iskelesi formiilasyonlarinin
timii, c¢apraz bagsiz formiilasyonlara gore tiim zaman noktalarinda daha az
parcalanma gostermistir (p<0,05). Bu sonu¢ ¢apraz baglama islemi ile istenilen
artmis yapisal stabilitenin saglandigin1 gostermektedir. Sekil 4.47.’de goriildiigi gibi
bagli ve bagsiz formiilasyonlar arasindaki bu fark inkiibasyon siiresi arttik¢a daha da

artis gostererek 28. giine gelindiginde oldukg¢a belirginlesmistir (p<0,05). Bununla
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birlikte ultrafiltrasyon uygulanmadan hazirlanan UF(-)C(+)2:1-B ve UF(-)C(+)2:1-
SV formiilasyonlarinin ~ pargalanma  oranlart  ultrafiltrasyon  uygulanan
formilasyonlara gore daha yiiksektir (p<0,05). Elde edilen bu sonu¢ Tan ve ark.
(246) tarafindan hazirlanan PLGA mikrokiirelerini igeren jelatin/kitosan/ hyaluronan
doku iskelesi formiilasyonuna ait sonuglarla uyumlu bulunmustur. Lipit nanopartikl
konsantrasyonu doku iskelesi formulasyonlarinin par¢alanma 6zelliklerini etkileyen
onemli bir parametre olup kiitle kaybinda gobzlenen bu farklilik, lipit
nanopartikiillerin kitosan ve kollajen polimerlerine kiyasla daha hidrofobik bir
yaptya sahip olmasi ve hidrolize karsi duyarliliginin daha az olmasindan

kaynaklanmistir.
4.5.6. Mekanik Ozelliklerin incelenmesi

Doku iskelesi formiilasyonlariin kitosan:kollajen polimer orani (1:1 ve 2:1),
capraz baglanma [C(-) ve C(+)], etkin madde ylklenme (B ve SV) ve ultrafiltrasyon
uygulamas1 [UF(-) ve UF(+)] degiskenlerine bagli olarak gosterdikleri mekanik
dayaniklilik 6zelliklerini incelemek amaciyla Boliim 3.2.8.°de yer alan konsantre
edilmis NLT formiilasyonlar: ile hazirlanan tiim doku iskelesi formiilasyonlar1 ve
konsantre edilmemis NLT formiilasyonlar: ile hazirlanan UF(-)C(+)2:1-B ve UF(-
)C(+)2:1-SV doku iskelesi formiilasyonlarinin mekanik analizleri Boliim 3.2.10.’da
anlatildig1 gibi Texture Analyser (TA-XTPlus, Stable Microsystems) cihazi
kullanilarak gerceklestirilmistir. Doku iskeleleri lizerine 5 mm/dk sabit hizda, 5 N
agirhiginda kuvvet uygulanmasi sonucunda hesaplanan elastik modiil degerleri Sekil

4.48."de verilmistir.
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Sekil 4.48. Doku iskelesi formiilasyonlarina ait elastik modiil degerleri (n=6).

Sekil 4.48.°de gozlemlendigi gibi c¢apraz bagli formiilasyonlarin elastik
modil degerleri capraz bagsiz formiilasyonlara gére 6nemli derecede daha yiiksek
bulunmustur (p<0,05). Capraz bagsiz formiilasyonlarin elastik modiil degerleri
0,045’ten 0,058’¢ (N/cm?) kadar degismekte iken, ¢apraz bagl formiilasyonlar igin
bu deger 0,091°den 0,170’e (N/cm?) kadar degismekte olup bu formiilasyonlar kendi
aralarinda anlamli  bir fark gostermemektedir (p>0,05). Capraz bagsiz
formiilasyonlarin ¢apraz bagl formiilasyonlara gore daha diisiik bir elastik modiile
sahip olmas1 bu formiilasyonlarin yumusak ve kirilgan bir yapiya sahip olduklarini
ve c¢apraz baglama islemi ile hazirlanan doku iskelelerinin mekanik
dayanikliliklarinin artirilabilecegini gdstermistir. Shimojo ve ark. (214) tarafindan
yapilan bir ¢calismada ise elde edilen sonuglarla uyumlu olarak, hazirlanan kitosan
doku iskeleleri arasinda en yiiksek mekanik glic TPF ile capraz baglanmis

formiilasyonda gozlenmistir.

Ultrafiltrasyon uygulanarak doku iskelesindeki nanopartikl
konsantrasyonunun artirildigi formiilasyonlardan UF(+)C(+)2:1-B ve UF(+)C(+)2:1-
SV formiilasyonlarinin mekanik dayanikliliklari, ultrafiltrasyon uygulanmamis
karsiliklar1 olan UF(-)C(+)2:1-B ve UF(-)C(+)2:1-SV formiilasyonlarina gore daha
yiikksek bulunmustur (p<0,05) (Sekil 4.48.). Ultrafiltrasyon islemi, dolayisiyla
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nanopartikiil konsantrasyonu mekanik giicii onemli derecede artirmistir (p<0,05). Bu
sonu¢ Gentile ve ark. (123) ile uyumlu bulunarak mekanik giicteki artisin

nanopartikiillerin kuvvetlendirici etkisinden kaynaklandig: diistintilmektedir.

Kitosan:kollajen polimer orani (1:1 ve 2:1) ve etkin madde yiiklenme (B ve
SV) degiskenlerinin doku iskelesi formiilasyonlarinin mekanik 6zellikleri tizerindeki
etkisi diger degiskenler sabit tutularak incelendiginde formiilasyonlarin elastik modiil
degerleri arasinda anlamli bir fark goézlenmemistir (p>0,05). Sonug olarak, capraz
baglama ve ultrafiltrasyon islemi doku iskelesi formiilasyonlarinin mekanik
dayanikliliklarin1 artirirken, Kitosan:kollajen polimer orani (1:1 ve 2:1) ve etkin
madde yiiklenme (B ve SV) farkliliklar1 formiilasyonlarin mekanik 6zelliklerini

degistirmemistir.
4.5.7. In Vitro Salim Calismalar1

B6lim 3.2.9.°da belirtilen 2:1 veya 1:1 kitosan:kollajen polimer oranlarinda,
capraz bagl veya bagsiz olarak, Fm-50-20 formiilasyonlarindan hareketle veya bu
formiilasyonun ultrafiltrasyona ugratilarak iki kat konsantre edilmis Fm-50-20-
UF(2KAT) dispersiyonu ile hazirlanan tiim doku iskelesi formiilasyonlarinin in vitro
salim galismalari, %0,5 (a/h) SDS iceren pH 7,4 PBS tamponu icerisinde 37+0,5°C
ve 120 spm hizdaki yatay calkalayicili su banyosu kullanilarak 28 gun stiresince
gerceklestirilmigtir. Elde edilen salim profilleri Sekil 4.49. ve Sekil 4.50.’de

sunulmustur.
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Sekil 4.49. Doku iskelesi formiilasyonlarindan zamana karsi salinan kimulatif
simvastatin miktar1 (nN=6).
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Sekil 4.50. Doku iskelesi formiilasyonlarindan simvastatinin salim profili (n=6).



182

Doku iskelesi formiilasyonlart ¢apraz baglama, polimer orani ve yiiklenen
simvastatin miktarlarina bagli olarak farkli salim 6zellikleri gdstermislerdir. Sekil
4.49.°da gozlendigi gibi ¢apraz bagsiz formiilasyonlar, ¢apraz bagli formiilasyonlara
gore yaklasik olarak iki kat daha fazla bir baslangi¢ patlama salimi (%46,61-57,98)
gostermis daha sonra yavas bir salim hiziyla 4-6 giinde platoya ulagsmistir. Capraz
bagli formiilasyonlar ise bagsiz formilasyonlara gore daha dayanikli bir yap1 ve daha
yavas parcalanma ozellikleri gosterdiklerinden simvastatini doku iskelesi yapisi
icerisinde daha wuzun siire hapsedebilmektedir. Bu nedenle c¢apraz bagh
formiilasyonlar daha diisiik bir baslangi¢ patlama saliminin (%25,94-35,52) ardindan
daha hizli bir salim hizi ile kontrollii simvastatin salimi saglayarak 8-10 glinde
platoya ulasmistir. Salim calismast 28 giin boyunca siirdiiriilmiis olup 28 giiniin
sonunda tiim doku iskelesi formiilasyonlarinin igerdikleri simvastatinin %66,29-
%69,34’tinii saldig1 tespit edilmis ve salinan simvastatin y(zdeleri arasinda fark

gozlenmemistir (p>0,05).

Doku iskelesi formiilasyonlarinin Sekil 4.50.’de verilen zamana karsi salim
profilleri incelendiginde ultrafiltrasyon uygulanarak yiiklenen simvastatin miktarinin
iki kat artinldigit UF(+)C(-)1:1-SV, UF(+)C(+)1:1-SV, UF(+)C(-)2:1-SV ve
UF(+)C(+)2:1-SV formiilasyonlarindan 28 gun sonunda salinan simvastatin
miktarlarmin 0,530 mg/mL-0,555 mg/mL arasinda, ultrafiltrasyon uygulanmamis
UF(-)C(-)1:1-SV, UF(-)C(+)1:1-SV, UF(-)C(-)2:1-SV ve UF(-)C(+)2:1-SV
formiilasyonlarinda ise 0,266 mg/mL-0,278 mg/mL arasinda oldugu gézlenmistir.
Ultrafiltrasyon uygulanmis ve uygulanmamis formiilasyonlardan salinan simvastatin
miktarlart kendi aralarinda farklilk gostermezken (p>0,05), ultrafiltrasyon
uygulanmasi sonucunda formilasyonlardan salinan simvastatin miktarlarinin anlaml

derecede arttig1 g6zlemlenmistir (p<0,05).

Sonu¢ olarak formiilasyonlarin 28 giin sonundaki kimulatif salinan
simvastatin yizdeleri arasinda fark bulunmamaktayken (p>0,05), bu slire sonunda,
ultrafiltrasyon uygulanmis ve uygulanmamis formiilasyonlar arasinda salinan
simvastatin miktarlart (mg/mL) acisindan fark oldugu gézlenmistir (p<0,05). Elde
edilen bu sonu¢ formulasyondaki simvastatin konsantrasyonunun artirilmasi ile

salinan simvastatin miktarinin da arttigin1 gostermektedir.
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Doku iskelesi formiilasyonlarindan etkin madde salimimin kinetigini
belirlemek amaciyla zamana kars1 salinan kiimiilatif simvastatin yiizderinin sifirinci
derece ve Higuchi kinetigine uygunlugu incelenmistir (t=96 saat). Bu kinetiklere
gore hesaplanan salim hizlar1. tanimlayicilik katsayilari (R?) ve 28 giin sonunda

kiimulatif salinan simvastatin yiizdeleri Tablo 4.21.”de verilmistir.

Tablo 4.21. Doku iskelesi formiilasyonlarindan 28 giin sonunda salinan kimulatif

simvastatin miktar1 ve salim hizlar1 (=96 saat).

Formulasyon Kodu Salmz;;;[ )l Ktan ?;‘.‘S‘;z_‘f)‘ R?
(%.saat¥2)*
Tl e
VOGSV | g | *5465% 1038 5om om0 o
VRGOSV | i | 25251755 a7 oo | ogons
UR(GUIISY | Gromie ENELl 67657 22836 |gape — o oo Coors
. i :
UF(-)G(-)2:1-SV %ﬁ;{fﬁféﬁ‘;ﬁl 68,810 + 1,735 géggigggé 06’7863696
0. derece Kinetigi 0,438 0,009 | 0,9541
UF(-)C(+)2:1-8V Hige::}f Ki?eiilggil 08244 %0841 1 630+0,082 | 0,9846
~derece Kinetig 263+ 0,011 | 0,8477
ORGSR KIEIEE] 7, gy | 026920011 | 06477
ORG-SV | O KINCTB] 6o 3 1 065 | 044020017 | 00657

*Higuchi kinetigine gore hesaplanan salim hizi

Tablo 4.21.°de goriildiigi gibi doku iskelesi formiilasyonlarinin tamami,
Higuchi kinetigine daha uygun bir salim gostermektedir. Higuchi kinetigine gore
hesaplanan salim hizlar1 incelendiginde formiilasyonlarin farkli salim hizlarina sahip
olduklar1 gozlenmistir. Salim hizlarina gore formiilasyonlar siralanacak olursa;
UF(+)C(+)2:1-SV>  UF(-)C(+)2:1-SV>  UF(-)C(+)1:1-SV> UF(+)C(+)1:1-SV>
UF(+)C(-)2:1-SV> UF(-)C(-)2:1-SV> UF(+)C(-)1:1-SV  ve UF(-)C(-)1:1-SV
seklinde bir siralama yapilabilmektedir. Tablo 4.21.’de g6zlendigi gibi doku iskelesi

formiilasyonlarinin salim hizlarindaki degisimler doku iskelelerinin ¢apraz baglanma
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ve polimer orani farkliliklarindan kaynaklanmaktadir. Capraz bagh formiilasyonlar
capraz bagsiz formiilasyonlara gore onemli derecede daha yiiksek bir salim hizi
gostermistir (p<0,05). Bununla birlikte 2:1 kitosan:kollajen polimer orani ile daha
fazla kitosan iceren formiilasyonlardan simvastatin salim hizi, 1:1 polimer orani
karsiligr olan formiilasyonlarla karsilastirildiginda anlamli derecede daha buyulktir
(p<0,05). Bu sonug¢ doku iskelelerinden salim hizinin formiilasyonlarin g¢apraz

baglanmasi ve polimer oraninin degistirilmesi ile kontrol edilebilecegini gostermistir.

In vitro salim ¢alismalar1 sonucunda elde edilen tiim veriler incelendiginde,
UF(+)C(+)2:1-SV formiilasyonunun diger formiilasyonlara gére daha yiiksek bir
salim hiz1 ve salim miktari ile kontrollii bir salim profili gosterdigi gdzlenmistir. In
vivo ortamda hazirlanan doku iskelesi formiilasyonlarinin igerdigi simvastatin
miktarmmi kontrollii bir sekilde salarak uzun etki gdstermesi amaclandigindan
UF(+)C(+)2:1-SV formiilasyonunun in vivo ¢alismalar ig¢in gerekli ozellikleri

tagidig diistiniilmiistiir.
4.5.8. Sitotoksisite Calismalar:

Doku iskelelerinin hticreler Uzerindeki toksik etkilerinin incelenmesi
amaciyla in vitro sitotoksisite ¢alismalar1 yapilmistir. Hiicre toksisitesi ve hiicre
canliligimin degerlendirilmesi oncelikle etkin madde iizerinde gergeklestirilmis ve
simvastatinin belirlenen toksik dozlar1 dikkate alinarak etkin madde yiiklenmis ve
yiiklenmemis doku iskelesi formiilasyonlar1 iizerinde sitotoksisite caligmalar

yapilmugtir.
e Simvastatinin Sitotoksisite Calismalari

Simvastatinin 200, 100, 50, 25 ve 12,5 pg/mL konsantrasyonlarinda kiiltiir
ortaminda hazirlanan ¢ozeltileri L929 fare fibroblast hiicrelerine uygulanmis ve 24

saat sonunda hiicre canlilik degerleri bulunmustur (Tablo 4.22. ve Sekil 4.51.).
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Tablo 4.22. Simvastatin c¢ozeltilerinin L929 hicrelerinde 24. saat sonunda kontrol
grubuna karsi elde edilen % hiicre canlilig1 degerleri (n=6).

imv in
Simvastat - Hiicre Canlihg (%)
Konsantrasyonu Diliisyon Orani —
(X £SH)
(Hg/mL)
12,5 1/16 97,3248,94
25 1/8 74,74£3,72
50 1/4 12,78+0,11
100 1/2 11,08+0,16
200 - 9,88+0,04
120
,55100
S 80 -
@)
it
2 60 -
=
X 40 -
20 -
O . H . . . i . H
Kontrol 125 pg/mL 25 pg/mL 50 pg/mL 100 pg/mL 200 pg/mL
Simvastatin Konsantrasyonu

Sekil 4.51. Simvastatin cozeltilerinin L929 hucreleri zerinde 24 saat sonunda
kontrol grubuna karsi elde edilen sitotoksisite sonuglari (n=6).

Sekil 4.51.’de goriildiigii gibi simvastatin konsantrasyonu arttik¢ca hiicre
canliligi azalmaktadir. Tablo 4.22.’de verildigi gibi 24 saat sonundaki simvastatin
konsantrasyonlarina gore hiicre canliligi sonuglart 12,5 pg/m’de %97,32, 25
ug/mL’de %74,74, 50 pg/mL’de %12,78, 100 pg/mL’de %11,08 ve 200 pg/mL’de
%9,88 olarak bulunmustur. Elde edilen sonuclar kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak karsilastirilldiginda 12,5pug/mL konsantrasyonda % hiicre canliligi degerleri
acisindan fark bulunmazken (p>0,05) 25 pg/mL, 50 pg/mL, 100 pg/mL ve 200
ug/mL  konsantrasyonlarinda anlamli fark goézlenmistir (p<0,05). 25upg/mL
konsantrasyon tzerinde % hiicre canliligi %50’nin altinda oldugundan sitotoksik etki

gOzlenmeyen konsantrasyon olarak 25ug/mL segilmistir.
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e Doku iskelelerinin Sitotoksisite Calismalari

Bolim 3.2.11.’de anlatildigi gibi UF(-)C(+)2:1-B, UF(-)C(+)2:1-SV,
UF(+)C(+)2:1-B ve UF(+)C(+)2:1-SV formiilasyonlar1 Bolim 4.5.8.’de belirlenen
sitotoksik etki gozlenmeyen simvastatin (25ug/mL) konsantrasyonunu saglayacak
sekilde tartilarak hazirlanmistir. Elde edilen doku iskelesi kesitlerine L929 fare
fibroblast hicreleri ekilmis ve hiicre canliligi 12 ve 24 saat sonunda belirlenmistir
(Tablo 4.23. ve Sekil 4.52.).

Tablo 4.23. Simvastatin iceren ve icermeyen doku iskelelerinin L929 hiicrelerinde
12. ve 24. saat sonunda kontrol grubuna karsi elde edilen % hiicre canliligi degerleri
(n=6).

. Hiicre Canhihg (%)
Doku Iskelesi ()_( :|:SH)
Formulasyon Kodu
12 Saat 24 Saat

UF(-)C(+)2:1-B 93,70£2,02 86,49+3,39
UF(-)C(+)2:1-SV 77,95+2,72 69,19+2,67
UF(+)C(+)2:1-B 96,72+1,93 86,60+2,71
UF(+)C(+)2:1-SV 86,17+2,04 75,2145,29

120 - 12 Saat ®24 Saat

100 -

% Hiicre Canlihgi
S D [e¢]
o o o

N
o
1

Doku Iskelesi Formiilasyonlar

Sekil 4.52. Simvastatin iceren ve icermeyen doku iskelelerinin L929 hiicreleri
Uzerinde 12 ve 24 saat sonunda kontrol grubuna karsi elde edilen sitotoksisite
sonuglart (n=6).
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Doku iskelelerinin sitotoksisite ¢alismalar1 sonucunda UF(-)C(+)2:1-B,
UF(-)C(+)2:1-SV, UF(+)C(+)2:1-B ve UF(+)C(+)2:1-SV formiilasyonlara ait %
hiicre canlilig1 sonuglar sirastyla 12 saat i¢in %93,70, 77,95, 96,72 ve 86,17; 24 saat
sonunda 86,49, 69,19, 86,60 ve 75,21 olarak bulunmustur (Tablo 4.23.). Tim doku
iskelesi formiilasyonlarinda 24 saat sonunda 12 saate oranla hiicre canlili§i anlamli
derecede daha diisiikk ¢ikmustir (p<0,05). Kontrol grubuna gore elde edilen hiicre
canlilig1 sonuglar istatistiksel olarak karsilastirildiginda 12 saat sonunda etkin
madde icermeyen UF(-)C(+)2:1-B ve UF(+)C(+)2:1-B formiilasyonlar1 igin fark
bulunmazken  (p>0,05), etkin madde yiklenmis UF(-)C(+)2:1-SV  ve
UF(+)C(+)2:1-SV formiilasyonlarinda fark bulunmustur (p<0,05). 24 saat sonunda
ise tiim doku iskelesi formiilasyonlar1 ile kontrol grubu arasinda hiicre canlilig1
sonuglar agisindan fark gézlenmektedir (p<0,05). Doku iskelesi formiilasyonlari her
iki inktibasyon suresi icin kendi aralarinda karsilastirildiginda, formilasyona etkin
madde yiiklenmesinin hiicre canliligmi azaltigi  gozlemlenirken (p<0,05),

ultrafiltrasyon uygulanmasinin farkliliga yol agmadigi goriilmiistiir (p>0,05).

Sonug olarak doku iskelesi formiilasyonlar1 12 saat sonunda %86,17, 24 saat
sonunda ise %69,19un {izerinde bir hiicre canliligi gostermislerdir. Elde edilen bu
sonuglar %50 canliligin iizerinde oldugundan doku iskelesi formiilasyonlarinin L929

hiicre hatt1 izerinde sitotoksik etki gostermedigi sonucuna varilmaistir.

4.6. In Vivo Calismalar: Sicanlarda Yara iyilesmesinin Takibi ve

Degerlendirilmesi

Optimum doku iskelesi formulasyonunun secimi ve mezenkimal kok
hiicrelerin elde edilmesinin ardindan diyabetik sicanlar {izerinde gelistirilmis yara

modellerinde in vivo etkinlik ¢aligmalar1 gergeklestirilmistir.
4.6.1. Mezenkimal Kok Hucrelerin Karakterizasyonu

Bolim 3.2.14.°de anlatildigi sekilde epidermal dokudan elde edilen
mezenkimal kok hiicrelerin varligi, flow-sitometri ile tanimlama ve farklilagsma

caligmalariyla gosterilmistir.
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e Flow-Sitometri ile Mezenkimal Kok Hiicre Tanimlanmasi

Mezenkimal kok hicreler CD45R, CD11lb/c, CD90 ve CD44 yiizey
belirtegleri agisindan flow sitometri cihazinda okunarak tanimlama islemi
gerceklestirilmistir. Okuma islemi sonunda pozitif ¢ikmasi gereken CD90 ve CD44
antikorlart CD90 [%99,9(+)] ve CD44 [%91,1(+)] olarak, negatif ¢ikmasi gereken
CD45R ve CDI11b/c, antikorlar1 ise CD45R [%2,4(-)] ve CD11b/c [%1,7(-)] olarak

bulunmus ve mezenkimal kok hiicrelerin varligi kanitlanmistir (Sekil 4.53.).
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Sekil 4.53. Mezenkimal kok hucrelerin flow-sitometri ile tanimlanmasi (CD45R,
CD11b/c, CD90 ve CD44).

e Mezenkimal Kok Hiicre Farklhilasmasi

Mezenkimal kok hicrelerin adiposit, kondrosit ve osteosit hicrelere
farklilasma ozellikleri Boliim 3.2.14.’de bahsedildigi gibi uygun kiiltiir ortam1 ve
boyalar kullanilarak incelenmistir. Farklilasma karakterizasyonlar1 sonucunda

adiposit, kondrosit ve osteosit hucreler invert mikroskop ile gorintilenerek
belirlenmistir (Sekil 4.54.-4.56.).
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Sekil 4.54. Deri kokenli MKH adiposit farklilagmasi (10X10) (Kirmizi=Stoplazmik
yag damlaciklar birikimi).

Adiposit farklilasma ortaminda inkiibe edilen mezenkimal kok hiicreler
adiposit hiicrelere farklilasmis ve oil red ile boyanmalari sonucunda elde edilen
mikroskop goriintiilerinde hiicrelerin sitoplazmalarinda bulunan yag damlaciklar

kirmizi ile boyanmustir (Sekil 4.54.).

Sekil 4.55. Deri kdkenli MKH kondrosit farklilagmasi (10X10) (Mavi=Proteoglikan
birikimi).

Sekil 4.55.deki MKH’lerin kondrosit farklilasma igin gerekli ortamda
bekletilmeleri sonucunda yapilan Alcian Blue boyamalari ile elde edilen
goriintlilerde ise sitoplazma ve c¢ekirdekleri mavi ile boyanmis hiicreler kondrosit

hiicrelerin varligini gostermistir.
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Sekil 4.56. Deri kokenli MKH osteosit farklilasmasi (10X10) (Siyah:Kalsiyum
Birikimi).

Osteosit farklilagsmanin gosterilmesi amaciyla belirlenen kiiltiir ortaminda
hlcreler inkiibe edilmis ve Von Kossa boyasi sonucu osteosit hiicrelerde gozlenen
kalsiyuam  birimleri siyah ile boyanarak MKH’lerin osteosit hiicrelere

farklilasabilirligi gosterilmistir (Sekil 4.56.).
4.6.2. Yara lyilesmesinin izlenmesi ve Degerlendirilmesi

Doku iskelesi formiilasyonlarinin yara iyilestirici etkileri yara alanlarinin

hesaplanmasi ve patolojik incelemelerle degerlendirilmistir.
e Yara Alanlarinin Hesaplanmasi

14 ve 28 giin silireyle gergeklestirilen kontrol ve farkli doku iskelesi
formiilasyonlarinin uygulandigi hayvan gruplarinda yer alan herbir si¢canin yara alani
haftada 1 giin dijital fotograf makinesi ile fotograflanmistir. Elde edilen fotograflar
image J programi ile incelenerek yara alanlari belirlenmis ve yara olusturulan giine
gore % yara alanlar1 hesaplanmistir. Yara iyilesmesi zamanla % yara alaninda
meydana gelen azalma ile degerlendirilmistir. Her bir deney grubu i¢in elde edilen %
yara alani sonuglar1 14 giin siirdiiriilen deney gruplari i¢in Tablo 4.24. ve Sekil 4.57.’

de verilmistir.
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Tablo 4.24. 14 giin siirdiiriilen in vivo deney gruplarina ait % yara alan1 degerleri.

% Yara Alan1

Deney Grubu (X£SH)
7. GUnN 14. Gin

Kontrol Grubu (n=6) 54,82+5,30 17,19+6,63
Bos lipit nanopartikil igeren doku iskelesi 41.19+4.26 6.60+1.84
(n=8)
Serbest simvastatin iceren doku iskelesi (n=8) 49,67+4,85 14,19+3,20
!_Iplt nz_;mopartlkuler simvastatin iceren doku 45,2345 90 5 67+1.24
iskelesi (n=8)
]_305 I|p_|t nanopartikil ve kok hiicre igeren doku 47.94:6,92 10,94+1 38
iskelesi (n=7)
!_Iplt nanopa_rtlkule.r simvastatin ve kok hiicre 34.03+6.93 5 53+1 .88
iceren doku iskelesi (n=8)

B Kontrol Grubu (n=6)
70 - Bos lipit nanopartikiil iceren doku iskelesi
n=8
=| erb()est simvastatin iceren doku iskelesi (n=8)
60 1 m Lipit nanopartikiler simvastatin iceren doku
iskelesi (n=8) )
50 - B Bos lipit nanopartikiil ve kok hiicre iceren doku
iskelesi (n=7) . | . o
B Lipit nanopartikiiler simvastatin ve kok hticre
g 40 - iceren doku iskelesi (n=8)
< *
g 30 - T |
Q]
> *
J I_I
2 20 - *
10 - —
0 .
7 14
Zaman (GUn)

Sekil 4.57. 14 giinde sonlandirilan in vivo deney gruplarinda farkli doku iskelelerinin

yara alan1 tizerindeki etkileri (* p<0,05).

14 giin boyunca devam ettirilen in vivo deney sonuglar1 gruplarin 14. giin %

yara alanlar1 karsilagtirilarak incelenmistir. Kontrol grubu ile doku iskelesi




192

uygulanan gruplar karsilastirildiginda, kontrol gruplarina gore ‘serbest simvastatin
iceren doku iskelesi’ ve ‘bos lipit nanopartikil ve kok hiicre igeren doku iskelesi’
grubu hari¢ diger doku iskelesi uygulanan gruplarin yara alanlarinin énemli derecede
azaldig1 gbzlenmistir (p<0,05) (Tablo 4.24. ve Sekil 4.57.). Kontrol grubuna karsi
gozlenen bu fark bu doku iskelesi formiilasyonlarinin 14. giinde yara iyilestirici
etkinligi saglayabildiklerini gostermektedir.

Tablo 4.24. ve Sekil 4.57.’de verilen kok hiicre i¢eren doku iskelesi gruplari
‘bos lipit nanopartikul ve kok hiicre iceren doku iskelesi’ ve ‘lipit nanopartikiler
simvastatin ve kok hucre igeren doku iskelesi’ kok hiicre igermeyen karsiliklar: olan
‘bos lipit nanopartikiil iceren doku iskelesi’ ve ‘lipit nanopartikiler simvastatin
iceren doku iskelesi’ doku iskelesi gruplariyla kok hiicrelerin yara iyilestirici etkisini
incelemek amaciyla karsilastirildiklarinda % yara alanlart arasinda fark
bulunmamistir (p>0,05). Bu sonu¢ 14 ginlik tedavi sonucunda kok hiicrelerin tek

baslarina tedavi edici etkinliginin bulunmadigini géstermektedir.

Simvastatinin yara iyilesmesi tizerindeki etkinligini degerlendirmek igin ‘bos
lipit nanopartikil ve kok hicre iceren doku iskelesi’ ve ‘lipit nanopartikiler
simvastatin ve kok hicre igeren doku iskelesi’ gruplarina ait yara alanlar
karsilastirildiginda ‘lipit nanopartikiiller simvastatin ve kok hucre igeren doku
iskelesi’ grubunda yara iyilesmesi daha yiiksek bulunmustur (p<0,05). Ancak ‘bos
lipit nanopartikiil igeren doku iskelesi’ ve ‘lipit nanopartikiler simvastatin iceren
doku iskelesi’ gruplar1 karsilastirildiginda yara alanlar1 arasinda anlamli bir fark

gozlenmemistir (p>0,05) (Tablo 4.24. ve Sekil 4.57.).

Simvastatinin NLT formiilasyonlar1 halinde doku iskelesi formiilasyonlarinda
yer almasimin tedavi etkinligi tizerindeki etkisini incelemek amaciyla Tablo 4.24. ve
Sekil 4.57.de sunulan ‘lipit nanopartikuler simvastatin iceren doku iskelesi’ ve
‘serbest simvastatin iceren doku iskelesi’ gruplar i¢in elde edilen % yara alam
sonuglar1 karsilastirilmis ve ‘lipit nanopartikiiler simvastatin i¢eren doku iskelesi’
grubunun yara alaninin 14. giinde énemli derecede daha fazla azaldig1 gézlenmistir
(p<0,05). Bu sonug¢ simvastatinin nanopartikiller igerisine hapsedilmesinin

simvastatinin yara iyilestirici etkisini 6nemli derecede gelistirdigini gostermektedir.
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28 gun surddrilen deney gruplart igin elde edilen % yara alani sonuglar ise
Tablo 4.25. ve Sekil 4.58.’de gosterilmistir.

Tablo 4.25. 28 giin siirdiiriilen in vivo deney gruplarina ait % yara alan1 degerleri.

% Yara Alani

Deney Grubu (X£SH)
7. Gln 14. Gin 21. Gun | 28.Gin

Kontrol Grubu (n=7) 65,65+4,25 | 13,41+1,28 | 8,88+1,39 | 5,20+1,40
Bos lipit nanopartikdl iceren | g o ) 45 | g16+121 | 443£0,87 | 1412029
doku iskelesi (n=8)
Serbest simvastatin igeren

. ; 50,22+4,98 | 12,80+1,50 | 7,11+0,91 | 2,32+0,43
doku iskelesi (n=8)
Lipit nanopartikiler
simvastatin iceren doku 35,74+3,19 | 4,731,563 | 2,52+0,85 | 0,28+0,11
iskelesi (n=7)
Bos lipit nanopartikil ve kok
hicre iceren doku iskelesi 45,13+1,41 | 10,90£1,73 | 4,00+0,88 | 1,62+0,41
(n=8)
Lipit nanopartikuler
simvastatin ve kok hiicre 45,19+7,74 | 10,70+1,42 | 1,59+0,11 | 0,13+0,03
iceren doku iskelesi (n=6)
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70 - & Kontrol Grubu (n=7)
Bos lipit nanopartikiil igeren doku iskelesi (n=8)
60 -
B Serbest simvastatin iceren doku iskelesi (n=8)
=50 7 O Lipit nanopartikiler simvastatin iceren doku iskelesi (n=7)
]
< . . : : .
s & Bos lipit nanopartikiil ve kok hiicre igeren doku iskelesi
=40 - (n=8)
X O Lipit nanopartikiler simvastatin ve kok hiicre i¢eren doku
iskelesi (n=6)
30 -
20 - *
10 -
0
7
Zaman (GUn)

Sekil 4.58. 28 gunde sonlandirilan in vivo deney gruplarinda farkli doku iskelelerinin
yara alan1 lizerindeki etkileri (* p<0,05).

28 gun surdirdlen in vivo deneyler sonucunda ise doku iskelesi uygulanan
tiim deney gruplari, kontrol grubu ile karsilastilmis ve 14. giin sonuglarindan farkl
olarak sadece ‘serbest simvastatin iceren doku iskelesi’ grubu hari¢ diger tiim
gruplarin yara alanlar1 kontrol grubuna gore anlamli derecede azalmistir (p<0,05)
(Tablo 4.25. ve Sekil 4.58.). Bu sonu¢ serbest simvastatinin tek basma yara
iyilesmesi tlizerinde etkinliginin olmadigini isaret etmektedir. Bununla birlikte diger
doku iskelesi formiilasyonlarinin tedavi edici etkinliginin oldugununun gosterilmesi
yara iyilesmesinde doku iskelesi yapisindaki polimerlerin ve NLT formiilasyonunun

etkinliginin varligina isaret etmektedir.

Tablo 4.25. ve Sekil 4.58.’de gosterilen ‘lipit nanopartikiler simvastatin

iceren doku iskelesi’ grubu ile ‘serbest simvastatin iceren doku iskelesi’ grubunun 28
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gun sonundaki yara alanlari karsilastirildiginda ‘lipit nanopartikiler simvastatin
iceren doku iskelesi’ grubunun anlamli derecede daha yiiksek bir iyilesme gosterdigi

sonucu elde edilmistir (p<0,05).

14 ve 28 giinlik deney sonuglarinin her ikisinde de ‘lipit nanopartikuler
simvastatin i¢eren doku iskelesi’ grubu ‘serbest simvastatin igeren doku iskelesi’
grubuna gore daha yiiksek yara kapanma hizina sahiptir (p<0,05) (Tablo 4.24., Tablo
4.25., Sekil 4.57. ve Sekil 4.58.). Bu sonuclar simvastatinin nanopartikil igerisine
hapsedilmeden slspansiyon halinde direkt yarali bdlgeye uygulanmasinin yara
iyilesmesini olumsuz yonde etkiledigini ancak kontrollli simvastatin salim1 saglayan
‘lipit nanopartikiiler simvastatin i¢eren doku iskelesi’ ile dnemli derecede iyilesme

hizinin artmasinin sagladigimi distindiirmektedir.

28 giinliik tedavi sonucunda ‘lipit nanopartikiler simvastatin iceren doku
iskelesi’ grubu, kontrol ve ‘bos lipit nanopartikiil iceren doku iskelesi’ gruplarina
gore anlamli derecede yara iyilesmesi gostermistir (p<0,05) (Tablo 4.25. ve Sekil
4.58.). Bu durum simvastatinin ile nanopartikil formulasyonunun doku iskelesi ile
birlikte bir araya geldiginde yara iyilestirici etkisini desteklemektedir. Bununla
birlikte, ‘lipit nanopartikiiler simvastatin ve kok hiicre iceren doku iskelesi’ grubu,
‘bos lipit nanopartikill ve kok hiicre igeren doku iskelesi’ grubuna gore anlamli
derecede daha yiiksek yara kapanma hizi gostererek (p<0,05), daha iyi bir yara
lyilesmesi gostermistir. Bu sonug¢ da yine simvastatinin yara iyilestirici etkinligi i¢in
bir gosterge olarak degerlendirilmistir. 14 ve 28 giin siirdiiriilen her iki deney
sonucunda da ‘bos lipit nanopartikiil igeren doku iskelesi’ grubunun kontrol grubuna
gore anlamli yara iyilesmesi saglamasi (p<0,05) simvastatinin yan1 sira doku iskelesi
formiilasyonunun da tek basina belli bir oranda yara iyilestirici etkinligi oldugunu

gostermektedir (Tablo 4.24., Tablo 4.25., Sekil 4.57. ve Sekil 4.58.).

Tablo 4.25. ve Sekil 4.58.’de verilen 28 giin sonundaki % yara alanlari
degerlendirildiginde kok hiicre igeren formiilasyon gruplarinda, kontrol grubuna gére
anlamli derecede yara iyilesmesi gozlenmistir (p<0,05). Ancak 14 gunlik deney
sonuglarinda gozlendigi gibi bu gruplar kok hiicre icermeyen karsiliklart olan bos

lipit nanopartikul ve lipit nanopartikiler simvastatin iceren doku iskelesi gruplar ile
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karsilagtirildiginda yara alanlarinda 6nemli derecede fark gozlenmemistir (p>0,05).
Her iki tedavi siiresi sonunda da kok hiicrelerin doku iskelesi formiilasyonlaria
eklenmesinin yara kapanmasi agisindan farkliliga yol agmamasi kok hiicrelerin yara
epitelinin  kapanmasinda anlamli  bir iyilestirici etkisinin  bulunmadigin

kanitlamaktadir.

14 ve 28 gun surdirdlen her bir in vivo deney grubuna ait 6rnek yara alani

goruntdleri Sekil 4.59. ve Sekil 4.60.’da sunulmustur.

14. giin

0. giin

Bos lipit nanopartikiil iceren doku

iskelesi

Serbest simvastatin iceren doku
iskelesi

Lipit ikiiler si .
iceren doku iskelesi

Bos lipit nanopartikiil ve kok
hiicre iceren doku iskelesi

Lipit nanopartikiiler simvastatin
ve kok hiicre iceren doku iskelesi

SEeERe

Sekil 4.59. 14 giinde sonlandirilan in vivo deney gruplarina ait yara alan1 goriintiileri.
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iceren doku iskelesi

Lipit nanopartikiiler
simvastatin iceren
doku iskelesi

Bos lipit nanopartikiil
ve kok hiicre iceren
doku iskelesi

Sekil 4.60. 28 giinde sonlandirilan in vivo deney gruplarina ait yara alani goriintiileri.

14 ve 28 gun sonunda elde edilen yara alanlarmin degerlendirildigi bu
sonuclar sadece yara epitelizasyonunu, yani epidermisin epitel kisminin onarimini
gostermesi nedeniyle tartismalidir. Bilindigi gibi yara iyilesmesi farkli agamalardan
olusup epitelizasyon sadece epidermisin iist tabakas1 hakkinda bilgi vermektedir (2).
Bu nedenle yara iyilesmesinin diger asamalar1 hematoksilen-eozin (H&E) ve

immiinohistokimyasal boyamalar ile patolojik olarak degerlendirilmistir.
¢ Hematoksilen-eozin (H&E) boyama ve Patolojik Degerlendirme

In vivo calismalar 14. ve 28. giinlerde sonlandirilmalarinin ardindan
sicanlardan alinan yara doku 6rnekleri tizerinde H&E boyama yapilarak inflamasyon,

epitelizasyon, vaskiilarizasyon ve fibroblastik proliferasyon varligi patolojik olarak
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degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglar O: yok, 1: hafif, 2: orta ve 3: yogun puan
skorlamasina gore karsilagtirilmis ve ortalama degerler olarak verilmistir. Kronik bir
inflamatuar fazda kalan diyabetik yaralarda artmis inflamatuar yanit nedeniyle yeni
doku olusumu gerceklesemediginden bu yaralarda inflamasyon diizeyinin azalmasi
yara iyilesmesi agisindan Onemlidir. Bununla birlikte ylksek bir fibroblastik
proliferasyon seviyesi de asirt ECM olusumu ve azalmis yeniden diizenlenme ile
sonuglanan fibrozis gelisimini gosterdiginden yara iyilesmesinde fibroblastik
proliferasyonun diisiik ¢ikmasi istenilmektedir. Ancak yara bolgesindeki epitel
dokunun maturasyonunu belirten epitelizasyon ve yeni damar olusumunu gosteren
vaskilerizasyon seviyeleri ise yeni doku olusumu igin 6nemli oldugundan yara
iyilesmesinde yiiksek ¢ikmasi beklenilmektedir. 14 gln surddrulen her bir hayvan

grubu i¢in elde edilen patolojik degerlendirme sonuglar1 Tablo 4.26.”da verilmistir.

Tablo 4.26. 14 giin siirdiiriilen in vivo deney gruplarina ait H&E boyama ve
patolojik degerlendirme sonuglart.

Skor
Deney Grubu (X+SH)
inflamasyon | Epitelizasyon | Vaskularizasyon ;rislz?eb:::;:;
Kontrol Grubu (n=6) 1,67+0,21 | 0,67+0,21 1,17+0,17 2,17+0,17

Bos lipit nanopartikiil

_ . _ 1,13+0,12 | 1,38+0,18 1,13+0,12 1,75+0,16
iceren doku iskelesi (n=8)

Serbest simvastatin igeren

+ + + +
doku iskelesi (n=8) 1,13+0,12 | 0,75%0,31 1,13+0,12 1,25+0,16

Lipit nanopartikiler
simvastatin iceren doku 1,63+0,18 | 1,38+0,18 1,63+0,18 2,13+0,12
iskelesi (n=8)

Bos lipit nanopartikil ve
kok hucre iceren doku 0,86+0,14 | 1,71+0,42 1,43+0,20 1,43+0,20
iskelesi (n=7)

Lipit nanopartikuler
simvastatin ve kok hcre 0,50+0,18 | 1,50+0,27 1,38+0,18 1,38+0,18
iceren doku iskelesi (n=6)
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14 giin siliresince devam ettirilen in vivo deneylerde gruplarin yara
iyilesmesinin patolojik olarak degerlendirilmesi sonucunda kontrol ve ‘lipit
nanopartikiiler simvastatin igeren doku iskelesi’ gruplarinda orta diizeyde
inflamasyon gozlenirken diger deney gruplarinda hafif diizeyde gozlenmistir.
Kontrol ve ‘lipit nanopartikiiler simvastatin iceren doku iskelesi’ gruplarinda
gOzlenen inflamasyon dlzeyleri arasinda fark bulunmazken, kontrol ve ‘lipit
nanopartikiiler simvastatin igeren doku iskelesi’ gruplarimin ‘bos lipit nanopartikl
iceren doku iskelesi’, ‘serbest simvastatin igeren doku iskelesi’, ‘bos lipit
nanopartikil ve kok hiicre igeren doku iskelesi’ ve ‘lipit nanopartikiiler simvastatin
ve kok hiicre igeren doku iskelesi’ deney gruplarina gore inflamasyon diizeyleri daha
fazladir (p<0,05). Genel olarak doku iskelesi uygulanan deney gruplarinda
inflamasyon diizeyinin yiiksek ¢ikmamasi diyabetik yaralarda azalmasi istenilen
inflamasyon diizeyine ulasildigini gostermektedir. Lipit nanopartikiler simvastatin
iceren doku iskelesi grubunda ise beklenilenin aksine kontrol grubu ile ayn1 seviyede
inflamasyon go6zlenmesi Ozeg ve ark. (221) tarafindan yapilan ¢alismada ifade edilen
simvastatinin ~ inflamasyon = yanmit1  artiricti  etkisinden  kaynaklanabilecegi

distiniilmiistiir.

Ayni deney gruplarinda epitelizasyon sonuglari karsilastirildiginda ‘bos lipit
nanopartikil ve kok hiicre igeren doku iskelesi’ ve ‘lipit nanopartikiiler simvastatin
ve kok hiicre iceren doku iskelesi’ gruplarinda epitelizasyon orta diizeydeyken diger
gruplarda hafif diizeyde bulunmustur. Ancak kok hiicre igeren ‘bos lipit nanopartikiil
ve kok hiicre igeren doku iskelesi’ ve ‘lipit nanopartikiler simvastatin ve kok hcre
iceren doku iskelesi’ deney gruplarinin epitelizasyon seviyesi yalnizca kontrol
grubuna gore ylksek olup (p<0,05), diger hayvan gruplari ile arasinda epitelizasyon
seviyesi ag¢isindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamaktadir (p>0,05). Hafif
diizeyde epitelizasyon gosteren gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda ‘lipit
nanopartikiiler simvastatin iceren doku iskelesi’ ve ‘bos lipit nanopartikil iceren
doku iskelesi’ gruplarmin epitelizasyon seviyelerinin kontrol grubuna gére daha
yuksek (p<0,05) oldugu gozlenirken diger gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamsizdir (p>0,05). Sonug olarak ‘serbest simvastatin igeren doku iskelesi’ grubu

disinda tiim doku iskelesi uygulanan gruplarin epitelizasyon seviyesi kontrol grubuna
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gore daha yuksek elde edilerek istenilen epitel doku maturasyonuna ulasilmistir.
Ozellikle k&k hiicre igeren gruplarda epitelizasyonun daha yiiksek bulunmasi kok

hiicrelerin yara iyilesmesinde epitel doku olusumunu artirdigini géstermektedir.

Vaskularizasyon sonuglar1  degerlendirildiginde  ‘lipit  nanopartikiler
simvastatin i¢eren doku iskelesi’ grubu hari¢ tiim deney gruplarinda hafif seviyede
vaskiilarizasyon gozlenirken ‘lipit nanopartikiiler simvastatin igeren doku iskelesi’
grubunda orta diizeyde gozlenmistir. Hafif diizeyde vaskiilarizasyon gosteren gruplar
karsilastirildiginda vaskiilarizasyon seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamaktadir (p>0,05). Orta diizeyde vaskiilarizasyon gosteren ‘lipit
nanopartikiler simvastatin igeren doku iskelesi’ grubu ise kontrol ve ‘serbest
simvastatin igeren doku iskelesi’ gruplarina gore daha yiiksek vaskilerizasyon
gostermistir (p<0,05). Elde edilen bu sonuglar lipit nanopartikiler simvastatin iceren
doku iskelesi ve bos doku iskelesi formiilasyonlarinin yara tedavisinde istenilen
yeniden damar olusumunu destekledigini gostermektedir. Bununla birlikte literatiirde
yer alan simvastatinin vaskiilerizasyonu artirarak yara iyilesmesini destekledigini
gosteren ¢aligmalarla uyumlu olarak kontrollii salim gdsteren simvastatinin

vaskiilerizasyonu artirdig1 gosterilmistir (20, 21).

Fibroblastik proliferasyon varligi agisindan yapilan incelemeler sonucunda
ise, kontrol, ‘bos lipit nanopartikiil igeren doku iskelesi’ ve ‘lipit nanopartikiler
simvastatin igeren doku iskelesi’ gruplarinda yogun diizeyde, ‘serbest simvastatin
iceren doku iskelesi’, ‘bos lipit nanopartikil ve kok hicre igeren doku iskelesi’ ve
‘lipit nanopartikiler simvastatin ve kok hiicre igeren doku iskelesi’ gruplarinda ise
orta diizeyde fibroblastik proliferasyona rastlanmistir. Orta ve yogun diizey gosteren
gruplarin  kendi aralarinda fibroblastik proliferasyon seviyesi agisindan fark
gozlenmemistir (p>0,05). Yogun seviyede fibroblastik proliferasyon gosteren gruplar
orta fibroblastik proliferasyon gosteren gruplarla karsilastirildiginda  “lipit
nanopartikiiler simvastatin igeren doku iskelesi’ grubu tiim orta diizeyde fibroblastik
proliferasyon gosteren hayvan gruplarindan daha yiiksek bir fibroblastik
proliferasyon seviyesi gostermistir (p<0,05). Diger yogun seviyede fibroblastik
proliferasyon gosteren gruplar olan; kontrol ve ‘bos lipit nanopartikiil iceren doku
iskelesi’ gruplari ise ‘bos lipit nanopartikil ve kok hiicre igeren doku iskelesi’ grubu
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ile fibroblastik proliferasyon diizeyi agisindan anlamli bir fark gostermezken

(p>0,05) diger orta diizey fibroblastik proliferasyona sahip gruplara gore anlamli bir

fark gostermistir (p<0.05). Sonug olarak serbest simvastatin ve kok hicre iceren

gruplarda daha diisiik fibroblastik proliferasyona rastlanmistir. Elde edilen bu

sonuclar literattirle uyumlu olarak simvastatinin ve kok htcrelerin fibrozisi azaltarak

yara iyilesmesini artirdigini kanitlamaktadir (247, 248).

28. gun surdirdlen in vivo deney gruplarina ait patolojik degerlendirme

sonugclari ise Tablo 4.27.’de sunulmustur.

Tablo 4.27. 28 giin siirdiiriilen in vivo deney gruplarina ait H&E boyama ve
patolojik degerlendirme sonuglart.

Skor
Deney Grubu (X+SH)
inflamasyon | Epitelizasyon | Vaskiilarizasyon :::;?eb:::;okn
Kontrol Grubu (n=7) 0,00+0,00 1,00+0,00 1,00+0,00 2,86+0,14
Bos lipit nanopartikdl
iceren doku iskelesi 0,00+0,00 1,38+0,18 1,00+0,00 2,75+0,16
(n=8)
Serbest simvastatin
iceren doku iskelesi 0,00+0,00 1,25+0,16 1,38+ 0,18 1,50+0,18
(n=8)
Lipit nanopartikiler
simvastatin iceren doku | 0,00+0,00 1,29+0,18 1,00+0,00 2,57+0,30
iskelesi (n=7)
Bos lipit nanopartikiil
ve kok hiicre iceren 0,00+0,00 1,13+0,12 1,13+0,12 2,00+0,00
doku iskelesi (n=8)
Lipit nanopartikiler
simvastatin ve kok 0,00£0,00 | 1,67:021 | 1,00£0,00 | 3,0040,00
hlcre iceren doku
iskelesi (n=6)

28 giin devam ettirilen in vivo deney gruplar yara iyilesmesi acisindan

patolojik olarak incelendiginde, tiim deney gruplart herhangi bir inflamasyon
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gostermemistir (p>0,05). Gruplarin hi¢ birinde inflamasyon gozlenmemesi diyatik
yaralarda artmis inflamatuar yanitin tim gruplar i¢in azaldigini gostermektedir.
Bununla birlikte vaskilarizasyon seviyesi agisindanda 28 giin sonunda gruplar
arasinda fark bulunmamakta (p>0,05) olup tim gruplarda hafif seviyede
gozlenmistir. 28 gilin sonunda gruplar arasindaki inflamasyon ve vaskiilerizasyon
farkliliklarinin kalkmasinin yara iyilesmesinin gruplarin ¢ogunda tamamlanmasi ve

azalan simvastatin salimi ile kok hiicre canliligindan olusabilecegi diisiiniilmektedir.

28 giin sonunda yarali alandaki epitelizasyon degerlendirildiginde, ‘lipit
nanopartikiler simvastatin ve kok hicre igceren doku iskelesi’ grubunun orta, diger
deney gruplari ise hafif seviye epitelizasyon gostermistir. Ancak ‘lipit nanopartikuler
simvastatin ve kok hicre igeren doku iskelesi’ grubu diger hayvan gruplarindan
yalnizca kontrol ve ‘bos lipit nanopartikil ve kok hiicre iceren doku iskelesi’
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek epitelizasyona sahiptir
(p<0,05). Elde edilen bu sonuglar 14. giin sonuglari ile benzerlik gostererek kok
hicrelerin  gelismis bir epitel doku olusumu tzerindeki olumlu etkisini
desteklemektedir. 28 giin sonunda bu etkinin sadece kok hicrelerin simvastatinle
birlikte uygulandigi ‘lipit nanopartikiler simvastatin ve kok hucre igeren doku
iskelesi’ grubunda g6zlenmesinin ise simvastatinin kok hucrelerin canliligini ve

proliferasyonunu artirmasindan kaynaklandigi diistiniilmektedir (249).

Ayn1  deney gruplart fibroblastik proliferasyon varligt agisindan
incelendiginde, ‘serbest simvastatin i¢eren doku iskelesi’ ve ‘bos lipit nanopartikil
ve kok hiicre igeren doku iskelesi’ gruplar1 orta seviyede fibroblastik proliferasyon
gozlenirken diger deney gruplarinda yogun seviyede rastlanmis olup bu gruplar
arasindaki fark anlamlidir (p<0,05). Orta seviye gozlenen ‘serbest simvastatin i¢eren
doku iskelesi’ ve ‘bos lipit nanopartikil ve kok hiicre iceren doku iskelesi’ gruplari
ve yogun seviye gozlenen deney gruplart kendi aralarinda karsilastirildiklarinda
fibroblastik proliferasyon diizeyi agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamustir (p>0,05). Sonug olarak 14. giin sonunda elde edilen sonuglarla benzer
sekilde serbest simvastatin ve kok hiicre iceren gruplarda daha diislik fibroblastik

proliferasyon gozlenmis ve literatiirle uyumlu olarak 28 giin sonunda da yuksek doz
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simvastatinin ve kok hiicrelerin yara tedavisinde istenmeyen artmig fibroblastik

proliferasyonu azalttiklar1 gosterilmistir (247, 248).
¢ Immiinohistokimyasal Boyama ve Patolojik Degerlendirme

In vivo ¢alismalar sonucunda alinan kesitlerden CD31, bel-2 ve Ki-67 primer

antikorlariyla, streptavidin biotin peroksidaz yontemi kullanilarak
immiinohistokimyasal ¢alismalar yapilmis ve vaskiilarizasyon i¢in CD31 belirtegleri,
apoptozis igin bcl-2 belirtegleri ve proliferasyon igin Ki-67 belirtecleri patolojik
olarak degerlendirilmistir. CD31 ve Ki-67 ile belirtilen vaskilerizasyon ve
proliferasyon diizeyleri yara iyilesmesinde yeni doku olusumu icin gerekli olan
damar endoteli maturasyonunu ve hiicre gogalmasini yansittigindan yara tedavisinde
yiikksek ¢ikmasi beklenirken, programlanmis hiicre oliimiinii gosteren bcl-2 ile
belirtilen apoptozise rastlanilmamasi gerekmektedir. CD31 i¢in sayisal skorlama
yapilirken, bel-2 ve Ki67 icin 0: yok, 1: hafif, 2:orta, 3: yogun puan skorlamasi

yapilarak sonuglar Tablo 4.28. ve Tablo 4.29.’da verilmistir.

Tablo 4.28. 14 giin siirdiiriilen in vivo deney gruplarina ait immunohistokimyasal
boyama ve patolojik degerlendirme sonuglari.

Skor (X+SH)
Deney Grubu
CD31 Ki-67 bcl-2
Kontrol Grubu (n=6) 17,83+4,60 0,50+0,22 0,00+0,00
Bos I|p_|t nanopartikil iceren doku 26.63+068 138+0,18 0,00£0.00
iskelesi (n=8)
_Serbest_ simvastatin iceren doku 20,0044 31 1.00£0.00 0,00+0.00
iskelesi (n=8)
Lipit nanopartikuler simvastatin 2075173 | 1,3840,18 | 0,0040,00
iceren doku iskelesi (n=8)
Bos lipit nan_opartlk_ul ve kok hiicre 31.4342.57 2 14+0.34 0,00£0.00
iceren doku iskelesi (n=7)
Lipit nanopartikiler simvastatin ve
+ + +

kok hucre iceren doku iskelesi (n=6) 34,6313,76 2,15%0,16 0,00+0,00
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Tablo 4.29. 28 giin siirdiiriilen in vivo deney gruplarina ait immunohistokimyasal
boyama ve patolojik degerlendirme sonuglari.

Skor (X+SH)
Deney Grubu
CD31 Ki-67 bcl-2
Kontrol Grubu (n=7) 21,00+0,44 1,00+0,00 0,00+0,00
Bos I|_p|t nan_opartlkul iceren 19,7140,36 1.43+0,20 0,00£0.00
doku iskelesi (n=8)
Serbest simvastatin iceren 17,2540,77 1,25+0,16 0,00+0,00
doku iskelesi (n=8)
Lipit nanopartikiler
simvastatin iceren doku 18,71+0,36 1,43+0,20 0,00+0,00
iskelesi (n=7)
Bos lipit nanopartikil ve kok
hlcre iceren doku iskelesi 21,50+0,95 1,25+0,16 0,00+0,00
(n=8)
Lipit nanopartikiler
simvastatin ve kok hiicre 17,17+0,60 2,33+0,33 0,00+0,00
iceren doku iskelesi (n=6)

Tablo 4.28. ve Tablo 4.29.’da goriildiigii gibi 14 ve 28. giinlerde sonlandirilan
in vivo deney gruplariin tiimiinde bcl-2 belirtecine karsi sifir yanit olusmustur
(p>0,05). Sekil 4.61.’de goriildiigii gibi bel-2 ile boyanmis herhangi bir kahverengi
alan gézlenmediginden bcl-2 imminohistokimyasal boyanma negatiftir. Bu nedenle
tim gruplarda apoptozis gozlenmedigi sonucuna varilmistir. Hicre o6limine
gruplarin higbirinde rastlanmamasi hazirlanan doku iskelesi formiilasyonlarinin
biyouyumlu olduklarmi ve yara iyilesme siirecinde herhangi bir olumsuz bir etkiye

yol agmadiklarini1 gostermektedir.
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Sekil 4.61. Doku kesitine ait bcl-2 ile boyama gorintisi, 10x10 biyitme (bcl-2 ile
kahverengiye boyanan alan bulunmamaktadir).

Yarali bolgedeki proliferasyon derecesini gosteren Ki-67 belirteci agisindan
14 gln surddralen in vivo gruplar degerlendirildiginde, kontrol, ‘bos lipit
nanopartikil iceren doku iskelesi’, ‘serbest simvastatin igeren doku iskelesi’ ve ‘lipit
nanopartikiiler simvastatin iceren doku iskelesi’ gruplarinda hafif derecede
proliferasyon gozlenirken kok hicre iceren ‘bos lipit nanopartikil ve kok hicre
iceren doku iskelesi’ ve ‘lipit nanopartikller simvastatin ve kok hiicre igeren doku
iskelesi’ gruplarinda orta decede gozlenmistir. Elde edilen bu sonuglar istatistiksel
olarak degerlendirildiginde kontrol grubu ile diger deney gruplarmin tiimii arasinda
Ki-67 seviyesi a¢isindan istatistiksel olarak anlamli derecede fark gézlenerek kontrol
grubunun proliferasyon seviyesi daha diisiik bulunmustur (p<0,05). Bununla birlikte
‘lipit nanopartikiiler simvastatin igeren doku iskelesi’ ve ‘lipit nanopartikiler
simvastatin ve kok hucre igceren doku iskelesi’ gruplari arasinda da Ki-67 seviyesi
acisindan istatistiksel olarak anlamli derecede fark bulunarak, ‘lipit nanopartikiler
simvastatin ve kok hicre igeren doku iskelesi’ grubu daha yiiksek proliferasyon
gostermistir. 14 giin siirdiiriillen diger gruplar arasinda gercgeklestirilen ikili
karsilagtirmalar sonucunda ise proliferasyon agisindan fark bulunmamistir (p>0,05).
Tim doku iskelesi uygulanan gruplarin kontrol grubuna goére daha yiiksek
proliferasyon gostermesi hazirlanan doku iskelesi formiilasyonlari ile yarali dokuda
hiicre biiyiimesi ve cogalmasinin desteklendigini gostermektedir. Ozellikle kok hiicre
iceren formulasyonlarda daha ytiksek proliferasyon gozlenmesi ise literatiirle uyumliu
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olarak mezenkimal kok hicrelerin hiicre proliferasyonu artirdigini gostermistir (250,
251). ‘Lipit nanopartikiler simvastatin ve kok hucre iceren doku iskelesi’ ve ‘lipit
nanopartikiiler simvastatin igeren doku iskelesi’ gruplarma ait Ki-67 boyama

sonuclar: Sekil 4.62. ve Sekil 4.63.’de verilmistir.

Sekil 4.62. Lipit nanopartikiler simvastatin ve kok hicre iceren doku iskelesi
grubuna ait Ki-67 boyama gorintileri, 40x10 buyitme (siyah ok: Ki-67 ile
kahverengiye boyanan ¢ogalan hiicreler).

Sekil 4.63. Lipit nanopartikuler simvastatin iceren doku iskelesi grubuna ait Ki-67
boyama gorintileri, 40x10 buyutme (siyah ok: Ki-67 ile kahverengiye boyanan
cogalan hiicreler).
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Sekil 4.62.’de goriildiigii gibi kok hiicre iceren doku iskelesi grubunda Ki-67
ile kahverengiye boyanmis ¢ogalan hiicreler hem epidermis hemde epidermis altinda
yogun bir sekilde gozlenmistir. Sekil 4.63.’de gosterilen kok hiicre igermeyen doku

iskelesi grubunda ise kok hiicre i¢eren gruba gore daha az proliferasyon gozlenmistir.

CD31 belirteci ise mikrovaskular damarlardaki endotel hiicrelerini boyayarak
gruplar arasindaki vaskiilarizasyon seviyesi hakkinda bilgi vermekte olup boyanan
hiicre sayisina gore sayisal olarak skorlanmistir. 14 giin siirdiiriilen deney
gruplarinda CD31 belirtecine kars1 elde edilen degerler karsilastirildiginda en yiiksek
CD31 seviyesi, kok hiicre iceren gruplar olan ‘bos lipit nanopartikil ve kok hiicre
iceren doku iskelesi’ ve ‘lipit nanopartikller simvastatin ve kok htcre igeren doku
iskelesi’ deney gruplarinda 31.43 ve 34.63 olarak elde edilmistir. En disiik CD31
seviyesi ise 17.83 degeri ile kontrol grubunda gozlenmistir. Sonuclar istatistiksel
olarak kok hiicre iceren ‘bos lipit nanopartikil ve kok hiicre iceren doku iskelesi’ ve
‘lipit nanopartikiler simvastatin ve kok hiicre igeren doku iskelesi’ deney gruplari
karsilastirildiginda kontrol grubuna gore daha yiiksek vaskiilarizasyon gostermistir
(p<0,05). Bunun yanisira ‘lipit nanopartikiiler simvastatin iceren doku iskelesi’
grubu ‘serbest simvastatin iceren doku iskelesi’ grubuna gore daha yiiksek bir
vaskilarizasyon seviyesine sahiptir (p<0,05). Diger gruplar arasinda ise CD31
seviyesi ve dolayisiyla vaskiilarizasyon agisindan fark bulunmamistir (p>0,05). Bu
sonuglar H&E boyama ile elde edilen vaskiilerizasyon sonuglart ile benzerlik
gostermekte olup kontrollii simvastatin saliminin ve kok hiicrelerin literaturle
uyumlu olarak vyara iyilesmesinde vaskiilerizasyonu artirdigt bir kez daha
gosterilmistir (20, 25, 187). ‘Lipit nanopartikiler simvastatin ve kok hiicre iceren
doku iskelesi’ ve ‘lipit nanopartikiiler simvastatin igeren doku iskelesi’ gruplarinda

CD31 varlig1 Sekil 4.64. ve Sekil 4.65.’de gosterilmektedir.
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Sekil 4.64. Lipit nanopartikiler simvastatin ve kok hicre iceren doku iskelesi
grubuna ait CD31 boyama goruntileri, 40x10 biylitme (siyah ok: CD31 ile
kahverengiye boyanmis damar endotel hiicreleri).

Sekil 4.65. Lipit nanopartikiler simvastatin iceren doku iskelesi grubuna ait CD31
boyama goruntileri, 40x10 biyitme (siyah ok: CD31 ile kahverengiye boyanmis
damar endotel hicreleri).

Kahverengi ile boyanmis damar endotelleri kok hiicre iceren doku iskelesi
grubunda daha yuksek oranda gozlenmistir (Sekil 4.64.). Lipit nanopartikuler
simvastatin iceren doku iskelesi grubunda ise daha seyrek oranda boyanmis damar
endotellerine rastlanarak kok hicrelerin vasklerizasyon tzerindeki olumlu etkisinin

yarattig1 fark agikca gozlenmistir (Sekil 4.64. ve Sekil 4.65.).
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28. gilinde sonlandirilan in vivo deney gruplarinin immiunohistokimyasal
boyamalar1 sonucunda elde edilen Ki-67 belirteci sonuglari degerlendirildiginde,
‘lipit nanopartikiler simvastatin ve kok hiicre igeren doku iskelesi’ grubunda orta,
diger deney gruplarinda ise hafif derecede proliferasyon gozlenmistir. Istatistiksel
degerlendirmeler sonucunda ‘lipit nanopartikller simvastatin ve kok hicre iceren
doku iskelesi’ grubu kontrol grubu, ‘bos lipit nanopartikll iceren doku iskelesi® ve
‘lipit nanopartikiler simvastatin iceren doku iskelesi’ gruplari ile karsilastirildiginda
anlamli derecede daha yiiksek proliferasyon gostermistir (p<0,05). Diger in vivo
gruplar arasinda ise proliferasyon derecesi agisindan istatistiksel olarak anlamli fark
yoktur (p>0,05). Bu sonuclar 14 giiniin sonunda elde edilen sonuclarla benzerlik
gostermekte olup kdk hicrelerin yara iyilesmesinde hiicre proliferasyonunu artirici
etkisi bir kez daha gosterilmistir (250, 251). Bununla birlikte ylksek proliferasyonun
sadece ‘lipit nanopartikiler simvastatin ve kok hiicre igeren doku iskelesi’ grubunda
gOzlenmesi literatirde yer alan simvastatinin kok hiicrelerin canliligini  ve
proliferasyonunu artirici  etkisini  desteklemektedir (249). Bu nedenle ‘lipit
nanopartikiler simvastatin ve kok hiicre igeren doku iskelesi’ grubunda kok
hiicrelerin yara iyilesmesi iizerindeki olumlu etkilerinin 28 giline kadar devam ettigi

diistiniilmektedir.

28 giin devam ettirilen in vivo deney gruplart CD31 seviyeleri agisindan
patolojik olarak incelendiginde, CD31 diizeyi en yiiksek ‘bos lipit nanopartikil ve
kok hcre iceren doku iskelesi’ deney grubunda, en diisiik ise ‘lipit nanopartikiler
simvastatin ve kok hicre iceren doku iskelesi’ grubunda gozlenmistir. Sonuglar
istatistiksel olarak karsilastirildiginda kontrol grubu ile ‘bos lipit nanopartikiil igeren
doku iskelesi’, ‘serbest simvastatin iceren doku iskelesi’, ‘lipit nanopartikiler
simvastatin i¢eren doku iskelesi’ ve ‘lipit nanopartikiler simvastatin ve kok hiicre
iceren doku iskelesi’ gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli derecede fark
g6zlenerek kontrol grubu daha yiiksek vaskiilarizasyon gostermistir. En diisiik CD31
gozlenen ‘lipit nanopartikuler simvastatin ve kok hucre iceren doku iskelesi’ grubu
ise ‘lipit nanopartikiiler simvastatin igeren doku iskelesi’ ve ‘bos lipit nanopartikil
ve kok hiicre igeren doku iskelesi’ gruplari ile karsilastirildiginda 6nemli derecede

daha diisiik vaskiilarizasyon gostermistir (p<0,05). Vaskiilarizasyon agisindan diger
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gruplarin ikili karsilastirma sonuglari arasinda ise fark gozlenmemistir (p>0,05).
Sonug olarak 28 giin sonunda beklenmeyen bir sekilde simvastatin igeren gruplarda
CD31 diizeyi azalmis ve 14. giliniin sonunda elde edilen CD31 ve H&E boyama ile
elde edilen vaskiilerizasyon sonuglar1 ile farklilik gostermistir. H&E boyama ile
doku kesitindeki damar yapilar1 sayilarak vaskiilerizasyon diizeyi belirlenirken,
CD31 boyamasi ile endotel hiicrelerin varligi ve maturasyonu gosterilmektedir. Bu
nedenle 28. giinde elde edilen bu sonuglarin, simvastatinin 28 giin sonunda
vaskiilerizasyonu artirmasina ragmen endotel matiirasyonu Uzerinde istenmeyen

etkilere yol agmasindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

e Kok Hiicrelerin lIyilesen Doku Icindeki Varhgmin Incelenmesi ve

Immiinohistokimyasal Boyamalar

28. giinlerde sonlandirilan sicanlardan alinan doku orneklerinde BrdU
saptama kiti kullanilarak yara alanindaki epitel ve dermal alanlardaki iyilesmeler ve

isaretlenen mezenkimal kok hiicrelerin iyilesme alaninda yeri ve sayisi incelenmistir.

28. glinde sonlandirilan siganlardan alman doku ornekleri iizerinde BrdU
boyama sonucunda epitel ve dermal alanlarda go6zlenen iyilesmenin Kkalitesi
degerlendirildiginde, ‘lipit nanopartikiler simvastatin ve kok hicre iceren doku
iskelesi’ grubunun ‘bos lipit nanopartikil ve kok hiicre igeren doku iskelesi’ grubuna
gore daha iyi bir epitelizasyonla yara alaninda kapanma sagladigi ve epitel tabakanin
altinda da iy1 gelismis bir epidermal ve dermal alan olusumu goézlenmistir (Sekil

4.66. ve Sekil 4.67.).
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Sekil 4.66. Bos lipit nanopartikil ve kok hiicre iceren doku iskelesi grubuna ait BrdU
boyama gorintileri, 10x10 biiytitme (kirmizi ok: epitelizasyon olusumu, yesil ok:
epitelizasyon var var ancak tam olarak gelismemis epidermal ve dermal alan
olusumu).

Sekil 4.67. Lipit nanopartikiler simvastatin ve kok hicre iceren doku iskelesi
grubuna ait BrdU boyama goriintiileri, 10x10 biiylitme (kirmizi ok: iyi epitelizasyon
olusumu, yesil ok: Bos lipit nanopartikil ve kok hicre iceren doku iskelesi grubuna
gore daha iyi gelismis epidermal ve dermal alan olusumu).

Ayn1 zamanda Sekil 4.68.’de goriildiigii gibi ‘lipit nanopartikller simvastatin
ve kok hiicre igeren doku iskelesi’ grubunda iyi bir epidermal ve dermal doku
gelisiminin yan1 sira yara iyilesmesi igin oldukg¢a Onemli olan vaskilarizasyon

olusumlarina da rastlanmigtir.
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Sekil 4.68. Lipit nanopartikiler simvastatin ve kok hicre iceren doku iskelesi
grubuna ait BrdU boyama goriintiileri, 10x10 biiylitme (kirmizi ok: epitelizasyon
olusumu, yesil ok: iyi gelismis epidermal ve subepidermal alanlar, sar1 ok: hemen
epitelin altindaki alanda baslamig vaskiilarizasyon).

Bu sonuglar simvastatinin, kok hicre ile birlikte saglam ve iyi gelismis bir
epitel ve dermal doku olusumu ve artmis vaskiilarizasyon ile etkili yara iyilesmesi

sagladigini desteklemektedir.

BrdU saptama Kiti ile isaretlenen yara alanindaki mezenkimal kok hiicrelere

ait gorintiler Sekil 4.69. ve Sekil 4.70.’de verilmistir.

Sekil 4.69. Bos lipit nanopartikil ve kok hicre iceren doku iskelesi grubuna ait BrdU
saptama Kkiti ile isaretlenen kok hiicre gorintileri, 40x10 blyutme [siyah ok: BrdU
ile kahverengiye boyanan kok hiicre cekirdekleri BrdU (+)].
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Sekil 4.70. Lipit nanopartikiler simvastatin ve kok hicre iceren doku iskelesi
grubuna ait BrdU saptama kiti ile isaretlenen kok hiicre gorunttleri, 40x10 buyitme
[siyah ok: BrdU ile kahverengiye boyanan kok hiicre cekirdekleri BrdU (+)].

Elde edilen BrdU isaretlenmeleri sonucunda kok hiicrelerin ¢ekirdekleri
kahverengi ile boyanirken normal hiicrelerin g¢ekirdekleri mavi ile boyanmaktadir
(Sekil 4.69. ve Sekil 4.70.). Mikroskobik incelemeler sonucunda her preparatta
20x10’luk alanda 3’er kez 100 hiicre sayilarak ¢ekirdekleri mavi veya kahverengi ile

boyanmis hiicrelerin ortalamasi alinmistir (Sekil 4.71. ve Sekil 4.72.).

Sekil 4.71. Bos lipit nanopartikil ve kdk hicre iceren doku iskelesi grubuna ait BrdU
saptama kiti ile isaretlenen kok hiicre gorintileri, 20x10 blyitme [siyah ok: BrdU
ile kahverengiye boyanan kok hiicre ¢ekirdekleri BrdU (+), %4 BrdU (+) hiicre tespit
edilmistir].
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Sekil 4.72. Lipit nanopartikiler simvastatin ve kok hicre iceren doku iskelesi
grubuna ait BrdU saptama Kkiti ile isaretlenen kok hiicre goruntileri, 20x10 biyltme
[siyah ok: BrdU ile kahverengiye boyanan kok hiicre cekirdekleri BrdU (+), %10
BrdU (+) hicre tespit edilmistir].

Sekil 4.71. ve Sekil 4.72.°de goriildiigli gibi yapilan incelemeler sonucunda
‘lipit nanopartikiler simvastatin ve kok hticre igeren doku iskelesi’ grubunda %10
kok hiicre gozlenirken ‘bos lipit nanopartikill ve kok hiicre igeren doku iskelesi’
grubunda %4 oraninda kok hiicreye rastlanmistir. Bu sonug simvastatinin literattrle

uyumlu olarak kok hiicrelerin canliligin1  ve proliferasyonunu artirdigini

gostermektedir (249).



215

5. TARTISMA

Diyabetik yaralar, hizli gelisen ©6nemli bir diyabet komplikasyonudur.
Diyabetin neden oldugu periferik ndropati, periferik vaskiiler hastaliklar, arteriyel
yetmezlik ve bozulmus enfeksiyon direnci ile ayak deformiteleri, travma gibi risk
faktorlerinin karmasik bir karisiminin sonucunda olugmaktadir. Diyabet hastalarinin
yarisindan fazlasinda tek bir yara ile baslayan iilserlesme, kronik enflamatuvar fazda
kalarak 1iyilesme gosterememektedir. Proteazlar ve reaktif oksijen tiirlerinde
dengesizlige yol agan kronik enflamasyon nedeniyle bliytime faktorleri pargalanarak
dokunun anjiyogenez kabiliyeti bozulmakta ve yara bolgesine hicre gogu
engellenmektedir. Bozulmus yara iyilesmesi bu hastalarda amputasyonun da 6nde
gelen nedenidir. Diyabetik yarali hastalarin tekrarlayan hastaneye yatma riski yuksek
olup hastalik yasam kalitesi, morbidite, mortalite ve sosyal ekonomi iizerinde uzun
vadeli olumsuz etkilere neden olmaktadir. Diyabetik yara tedavisi kompleks olup
uzun siire ve multidisipliner bir yaklasim gerektirmektedir. Son on yilda yara
iyilesmesinde ilerlemeler yasanmasina ragmen diyabetik yara tedavisi saglik sistemi,
hastalar ve dolayisityla toplum icin onemli bir maddi yiikk olusturmakta ve yara

tedavisinde olumlu gelismeler gézlenememektedir (4, 252-254).

Tim yara tedavisi yaklasimlarinin amaci, enfeksiyonu en aza indirecek,
dogru nem dengesini tesvik eden ve yaranin tekrar epitelyalizasyonunu
kolaylagtiracak bir ortam yaratmaktir. Saglikli ve yarali dokularda memeli
dokusunda bulunan mikro ¢evre kosullarinin kapsamli bir sekilde anlasilmasi halen
eksik olsa da rejeneratif tip alaninda bulunan yeni bulgular, yara iyilesmesi i¢in
gerekli mikro ortamin saglanmasinda ve hiicre davraniglarinin diizenlenerek doku
onarimint tesvik etmede ECM’nin 6nemini vurgulamaktadir. ECM’nin 6neminin
farkedilmesi, kronik yara tedavisinde dogal ECM’in mekanik ve yapisal 6zelliklerini
ve biyoaktivitesini taklit edebilen doku miihendisligi {iriinii olan biyopargalanabilir
ve ti¢ boyutlu doku iskelelerinin kullanilmasini baglatmistir. Geleneksel yara tedavisi
yaklasimlari, enfeksiyon ve iskemi gibi altta yatan nedenleri kontrol altina almaya
calisirken doku iskeleleri, iyi iyilesmeyen bir yara ortamini, viicudun yarayr dogal

olarak iyilestirmesine izin veren akut bir yaraya benzeyen bir mikro cevreye
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doniistiirmektedir. Son yillarda doku miihendisligi alaninda ¢ok sayida bilimsel
arastirmalar yapilmis olup diyabetik yara tedavisinde de yaygin olarak yara
tyilesmesini ve doku rejenerasyonunu hizlandirmak amaciyla hiicre proliferasyonuna
ve (gocune imkan veren ECM vyapisinin saglandigi doku iskelelerinden
yararlanilmaktadir (255, 256). Doku iskeleleri yalnizca ECM yerine gegerek yara
iyilesmesini hizlandirmakla kalmamakta ayn1 zamanda igerigine aktif bilesenlerin de
dahil edilmesi ile ilag tasiyic1 sistem haline gelebilmektedir. Son yillarda doku
iskeleleri ile ilag tasiyici sistemlerin bir arada kullanilmasi konusunda yogun bir
sekilde arastirmalar yapilmaktadir. Doku iskeleleri yara tedavisi amaciyla glinlimiize
kadar biiyiime faktorleri, antibiyotikler, antienflamatuvar ilaglar ve diger pek ¢ok
yara iyilestirici ajanla birlestirilerek aragtirilmistir (125, 177, 178, 181, 184). U(;
boyutlu doku iskeleleri, bu ilaglarin kisa, orta veya uzun siireli lokalize salimini
saglayarak sistemik yan etkilerini ortadan kaldirmakta ve daha diisiik dozlarda
uygulama sunarak tedavi maliyetini azaltmaktadir (183). Bu tez calismasinda ise
simvastatin nanolipit partikilleri iceren biyoparcalanabilir doku iskelelerinin yara

tyilesmesi tlizerindeki etkileri incelenmistir.

Simvastatin kolesterol sentezinde yer alan HMG-KoA’nin mevalonata
doniistiiriillmesini katalize eden HMG-KoA redlktaz enziminin kompetitif inhibitori
olarak etki gosteren bir lipit diistiriicii ilagtir. Lipit diisliriicii etkisinden bagimsiz
olarak simvastatin, diyabetik yara tedavisinde immunmoddlator, antienflamatuvar ve
anjiojenik etkiler gibi ¢esitli olumlu etkileri nedeniyle son yillarda oldukca dikkat
cekmektedir (20, 219, 220). Diyabetik hayvan modeli lizerinde gergeklestirilen bir
caligmada simvastatinin yara bolgesinde VEGF’nin sentezini ve salimini artirarak
anjiyogenezisi uyardigi, oksidatif stresi azaltti§i, mikro vaskiiler ve endotel
fonksiyonlart iyilestirdigi raporlanmistir (20). Ayni zamanda bagka bir ¢aligmada
hem akut hem de kronik yaralarda IL-1, IL-6 ve IL-8 ve TNFa gibi pro-enflamatuar
sitokinlerin diizenlenmesiyle antienflamatuar aktivite sergiledigi kanitlanmistir
(220). Yara iyilesmesinde yeniden diizenlenme faz1 sirasinda anjiyogenezis meydana
gelmektedir. Bu faz diyabet durumunda en ¢ok etkilenen faz olup, diyabet bu fazda
VEGF’nin {iretimini ve salimini azaltmakta, bu olumsuz etkinin de yara bolgesinde

yeniden damarlanmay1 engelleyen en 6nemli neden oldugu diisiintilmektedir. Bu
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nedenle simvastatinin VEGF iizerinden anjiogenezisi artirmasi ve antienflamatuar
etki goOstermesi diyabetik yaralarda olusan kronik enflamasyonu azaltmasi ve
diyabetik yaralarin etkin bir sekilde tedavi edilmesi agisindan 6nem tasimaktadir.
Diyabetik yaralarda simvastatinin en uygun uygulama yolu, yan etkileri azaltip
dogrudan hedef dokuya uygulama sunmasi nedeniyle topikal yoldur. Ancak
literatiirde simvastatinin kronik yara iyilesmesi amactya topikal kullanildigr siirh
sayida ¢alisma bulunmaktadir (20, 219, 257). Bu calismalarda da genellikle ¢ozelti
veya merhem tipi klasik dozaj sekilleri kullanmilmistir. Topikal tedavi
uygulamalarinda merhem, krem gibi klasik dozaj sekilleri ile cilt yiizeyinde uzun
stireli temas saglanamadigindan etkin maddenin kontrollii salim1 ve yara bolgesinde
uzatilmis etki gostermesi saglanamamaktadir. Bu nedenle yeni ilag tasiyict
sistemlerden  Ozellikle  NLT  sistemleri  etkin  maddenin  stabilitesinin,
biyoyararlaniminin, dermal penetrasyonunun artirilmasi ve kontrollii ilag saliminin
saglamasi gibi avantajlar sagladiklarindan, giliniimiizde deriye ila¢ uygulanmasi

arastirmalarinda tercih edilen dozaj sekilleri olmuslardir (86).

Son 20 yildir NLT sistemler ile basta parenteral, peroral, okiiler ve pulmoner
sistemler olmak {izere bir¢ok alanda ¢alismalar yapilmaktadir (46, 77, 105, 258).
Nanoyapili lipit tagiyici sistemler 6zellikle deri hastaliklarinin topikal tedavisi igin
uygun tasiyici sistemlerdir. Ciinkii bu sistemler, tedavi edilen deri alanina yiiksek
konsantrasyonda ilacin ulagmasina olanak vermektedir. Diger taraftan, kiigiik
partikiil biiytikliigi ve lipidik bir bilesime sahip olmasi, nanopartikiiller ve deri
arasindaki temasi artirmakta ve enkapsiile edilmis ilacin kontrollii bir sekilde salimi
saglanarak ilacin deride kalis siiresi uzatilmaktadir. Bu partikiiller ayrica, Ortiicii
Ozellik gostererek derinin nemlenmesini saglamakta ve bu sebeple ilacin
penetrasyonunu da artirmaktadir. Bu 6zelliklerin tiimii NLT lerin, diyabetik yaralar
gibi kronik yaralarin tedavisi i¢in uygun bir ilag tasiyict sistem oldugunu
gostermektedir (259). Bununla birlikte NLT formiilasyonlar1 simvastatin gibi
lipofilik yapidaki stabilite problemi bulunan ilaglarin uzun dénem fiziksel ve
kimyasal stabilitesini saglayarak yliksek ila¢ yiiklenme kapasitesi ile daha uygun bir

kontrollii salim sistemi saglamaktadir (56, 203).
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Yara iyilestirici etkilerinin yan1 sira statinlerin proliferasyon, farklilasma ve
apoptozis gibi pek cok hiicre fonksiyonunda onemli rol oynamasi, aragtirmacilari
statinlerin kok hiicreler iizerindeki etkilerinin incelenmesine de yoneltmistir. Assmus
ve ark. (260) tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada statinlerin, kemik iliginden
yarali dokuya dogru yonelen ve dogrudan damar duvarlari igerisine dahil olup veya
cesitli anjiyogenik biiylime faktorleri salgilayarak yeniden damarlanmay1
destekleyen, endotelyal progenitor hiicrelerin ¢ogalmalarini artirdigr gosterilmistir.
Statinlerin bu etkilerinin oldukga giiclii oldugu diisiiniilerek, simvastatin kullanilarak
yapilan baska bir caligmada ise hiperenflamatuar durumlarda bile simvastatinin
endotelyal progenitor hiicrelerin hayatta kalma ve farklilagmasi tizerinde koruyucu
etki gosterdigi kanitlanmistir (261). Devam eden arastirmalarla statinlerin progenitor
hiicrelerle beraber kok hiicrelerin canliligini, mobilizasyonunu, hasarli dokuya
yerlesimini, farklilasmasini ve proliferasyonunu indiikledigi de gosterilmistir. Bu
sebeple statinler miyokard enfarktiisii, kemik hasarlari, vaskiilar lezyonlar gibi pek
¢ok doku hasarinda kok hiicrelerin iyilestirici etkilerini gelistirmektedir (249, 262,
263).

Diyabetik yara tedavisinde, diyabetin neden oldugu hasarlar ortadan
kaldirilmadig1 siirece basarili bir tedavi saglanamamaktadir. KOk hiicre tedavisi
diyabetik yara patofizyolojisini hedef alan umut verici bir tedavi yolu olarak
goziikmekte olup gilinlimiizde kok hiicreler {izerinde arastirmalar yogun bir sekilde
devam etmektedir. Clnkil kok hucreler diyabetik yaralarda altta yatan anormal
iyilesme mekanizmalarmi ve bozulmus hiicre iletisimini desteklemektedir. Iskemik
ve yarali dokularda kemokin ve biiylime faktorleri salgilanmasimi saglayarak,
anjiogenezise ve ECM yeniden diizenlenmesine yol acar bdylece yara iyilesmesine
uygun ortam hazirlanmis olur (30). Kok hiicre tipleri arasinda, mezenkimal kok
hlcreler yara iyilesme fazlariin hepsinde yara yataginda tespit edilmis olup kolay
elde edilebilir olmalan, giiglii ¢ogalma ve farklilasma kapasiteleri nedeniyle
diyabetik yara tedavisi igin Ozellikle umut vermektedir (26, 30, 33, 264). Diger
dokularda bulunan kok hiicrelerde oldugu gibi, epidermal kokenli mezenkimal kdk
hiicreler de homeostaz1 ve yara iyilesmesini onemli derecede desteklemektedir.

Interfolikiiler epidermis, salg1 bezleri ve kil folikiillerinin kabarik kisminda bulunan
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epidermal kok hiicreler, yaslanmis hiicrelerin 6liimiinden sonra bu bolgelerdeki
epidermis hiicrelerin yenilenmesinde ©nemli rol oynamaktadirlar. Epidermis
tabakasinin kendini yenilemesi siirecinde epidermal kok hicreler, ylksek
proliferasyon hizlari ve kendilerini yenileyebilmeleri sayesinde bu roli
ustlenmektedirler (26, 265, 266). Diyabetik yara tedavisi epidermisin 0Ozellikle
bazalden iyilesmesini saglamak amaciyla bu tez kapsaminda epidermal kdkenli

mezenkimal kok hiicrelerin kullanmasi planlanmustir.

Diyabetik yara tedavisinde mezenkimal kok hicrelerin uygulanma yolu en
onemli noktalardan biridir. Sistemik veya lokal enjeksiyonla tedavinin 6nemli
dezavantajlar1 bulunmaktadir. Ozellikle mezenkimal kok hiicrelerin sistemik olarak
uygulanmasi, hiicreleri viicutta yaygin bir sekilde dagitarak az sayida kok hiicrenin
istenilen bdlgeye ulagmasina neden olmaktadir. Sistemik veya lokal enjeksiyonla
yara bolgesine ulasan kok hiicreler ise korunmasiz hiicrelerin ¢ogalmasina karsit olan
proteolitik, kronik inflamatuar bir ortamla kars1 karsiya geldiklerinden, hiicreler yara
yatagina tutunamayarak 6lmekte ve istenilen terapotik etki saglanamaktadir. Kronik
yaralarin bu olumsuz c¢evre kosullari, sistemik veya lokal enjeksiyonun
dezavantajlar1 nedeniyle smirli kullanimlar1 gibi olumsuz nedenler, kok hucreleri
lokal olarak hapseden koruyucu kok hiicre tasiyict sistemlerin gelistirilmesini gerekli
kilmistir. Bu sebeple, giiniimiizde doku miihendisligi c¢aligmalarinda yaygin bir
yaklasim olarak, doku rejenerasyonu ve yenilenmesinin dogal bir sekilde baslatilmasi
i¢in li¢ boyutlu pordz, biyopargalanabilir doku iskelelerine spesifik canli hiicreler

yuklenmektedir (267).

Belirtilen tiim bu bilgilerin 15181nda diyabetik yaralar gibi iyilesme siirecinin
pek ¢ok noktada aksadigi, uzun siire iyilesme gostermeyen yaralarin tedavisinde tek
yonlii bir tedavi yaklasimi yetersiz olacagindan bu tez kapsaminda ¢ok yonlii bir
yaklasim planlanmistir. Simvastatinin yara iyilesmesi iizerindeki olumlu etkilerinin
Ozellikle diyabetik yara tedavisinde etkili olacagi diisiinlilerek, simvastatin NLT
sistemleri i¢cinde hapsedilmis ve doku iskelesi formiilasyonu ile birlestirilmistir. Bu
yaklasimla simvastatinin topikal olarak kontrollii saliminin saglanmasi, stabilitesinin,
¢ozinirliginin ve etkinliginin artirllmas1 ongoriilmistiir. Kok hicrelerin yara

tedavisindeki énemi ve statinlerin kok hticre tedavisindeki olumlu etkileri nedeniyle
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statinlere ek olarak tedaviye epidermal kokenli mezenkimal kok htcreler de
eklenmistir. Sonug¢ olarak bu c¢alismada hem kok hicrelerin hem de lipit
nanopartikiiler simvastatinin ayni1 doku iskelesi formiilasyonu igerisinde yara
bolgesine topikal olarak uygulanmasiyla; diyabetik yara iyilesmesinde ayr1 ayr1 statin
ve kok hiicre uygulamalarina gore ¢ok daha etkin bir iyilesme saglanmasi, kok
hicrelerin doku iskeleleri araciligi ile yara bdlgesinde optimum lokalizasyonu
saglanarak terapoOtik veriminin arttirilmasi, simvastatinin nanopartikiiller sistemler
icine yiiklenmesi ile ilacin stabilitesi ve kontrollii saliminin saglanmasi ve doku
iskelelerinin G¢ boyutlu poréz yapisinin hem nanopartikill hem de kdok hiicre
tasinmasi i¢in uygun bir iskele yapisi gostermesi, yara bolgesinde doku kaybini
tamamlamas: ile diyabetik yara tedavisinde var olan pek c¢ok eksikligin giderilmesi
amaglanmistir. Biitin bu amaglarin bir arada planlanmasi ile diyabetik yara
iyilesmesinde uygulanacak daha once denenmemis ¢ok modelli yeni bir topikal

tedavi yontemi olugturulmustur.

Calismamiza  Oncelikle  simvastatinin  fizikokimyasal  6zelliklerinin
belirlenmesi ile baslanmis ve HPLC ile miktar tayini yonteminin gelistirilmesiyle
devam edilmistir. Simvastatinin fizikokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla
FT-IR, UV spektrumlar1 cekilmis ve erime derecesi tayini analizi yapilmistir.
Simvastatinin 10 pug/ml konsantrasyondaki UV spektrumunda 231 nm, 238 nm ve
247 nm’de bulunan absorpsiyon pikleri ve FT-IR spektrumunda simvastatinin
kimyasal yapisina bagli olan karakteristik pikler etkin maddenin saf oldugunu
gostermistir (Sekil 4.1.-4.2)). Elde edilen FT-IR, UV spektrumu sonuglarinin
literatiirle uyumlu olduklart gézlenmistir (193, 226). Son olarak simvastatinin erime
derecesi tayini de gerceklestirilerek erime derecesi kaynaklara uygun olarak erime
baslangici 132°C ve erimenin tamamlanmasi 136°C olarak bulunmustur (193). Erime
derecesi yapidaki ufak kirliliklerden dahi etkilendiginden simvastatinin kaynaklara
uygun erime derecesine sahip olmasi etkin maddenin kirlilik icermedigi ve yiiksek

saflikta oldugunu gostermektedir.

Simvastatinin miktar tayininde kullanilan HPLC yo6ntemi igin yapilan
validasyon c¢alismalarinda, dogrusalligin, ¢izilen kalibrasyon dogrularindan elde

edilen 0,9999 regresyon katsayisi (1?) degeri ile saglandigi bulunmustur (Sekil 4.4.).
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Dogruluk ve kesinlik degerlendirmelerinde elde edilen degerlerin % bagil hatalarinin
%]1,5’ten, varyasyon katsayisilarinin %?2’den kiiciik olmasi ve % geri kazanim
degerlerinin de %98-102 arasinda olmasi, analitik yontemin giin i¢i ve giinler arasi
dogru ve kesin degerler verdigini gostermistir (Tablo 4.1.-4.3.). HPLC ile elde edilen
simvastatin piki, formiilasyona katilan yardimci maddelerle ve analiz ortaminda
bulunan bilesenlerle girisim yapmamaktadir, bu nedenle miktar tayini yontemi 6zgiin
olarak degerlendirilmistir (Sekil 4.5.). HPLC stabilite analizinde incelenen sire
boyunca elde edilen egri alt1 alanlar ve Olgiilen konsanrasyonlarda énemli bir fark
gozlenmediginden, simvastatin HPLC ile miktar tayini yontemine dayanikli

bulunmustur (Tablo 4.4).

Simvastatinin karakterizasyonu, miktar tayini yontemi ve validasyonu
tamamlandiktan sonra, etkin maddeyi hapsedecek olan nanoyapili lipit tasiyici sistem
formiilasyonlar1 (NLT) {izerinde ¢alisilmigtir. Literatiirde NLT formiilasyonlari igin
biyomedikal uygulamalara uygun g¢ok sayida lipit karisimi tanimlanmigtir (65).
Ancak uygun lipit karigiminin se¢imi icin ana kriter etkin maddenin lipit matriksteki
¢cOziiniirliigidiir. Bu nedenle simvastatin ile yiikklenmis NLT formiilasyon
caligmalarina gec¢ilmeden once lipit nanopartikiil yapsini olusturan uygun kati ve sivi
lipitin se¢imi amaciyla lipit taramasi deneyleri yapilmistir (Boliim 3.2.3.). En yiiksek
¢Oziiniirliik kat1 lipitler arasinda Precirol ATO 5, siv1 lipitler arasinda ise Maisine ve
Peceol lipitlerinde gozlenmistir. Bu lipitler kullanilarak yapilan 6n formiilasyon
caligmalar1 sonucunda en uygun partikiil biiylikliigi ve dagilimlar1 Precirol ATO 5
ve Maisine kombinasyonunda elde edilmistir. Bu nedenle lipit taramasi deneyleri
sonucunda formiilasyon calismalar1 i¢in ilk olarak Precirol ATO 5 ve Maisine

lipitleri se¢ilmistir.

Sivi lipit taramalarinda elde edilen sonuglar literatiirde yer alan simvastatin
lipit ¢oziiniirliik ¢aligsmalari ile uyumlu bulunmustur (227, 268). Mahmoud ve ark.
(227) simvastatinin ile yiiklenmis nanoemiilsiyon formiilasyonlarinin tasarimi
amactyla farkli sivi lipitler icinde simvastatinin ¢oziiniirlik caligmalarini
gerceklestirmistir. Calisma sonucunda Maisine ve Peceol, sirasiyla 66 mg/g ve 67
mg/g simvastatin ¢ozliniirlik degerleri ile, Labrafac Lipophile ve Labrafil M 1944

CS sivt1 lipitlerine gore daha yiiksek ¢oziiniirliik gostermistir.
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Simvastatinin lipitler icerisindeki ¢oziiniirligii ne kadar yiliksekse, elde edilen
NLT formiilasyonuna etkin madde hapsedilme etkinliginin de o kadar yiliksek olmasi
beklenmektedir.  Ancak  simvastatinin  sivi  lipitlerdeki  ¢Oziiniirliigliniin
formiilasyonlarin karakterizasyonlari tizerindeki etkisini incelemek ve literatiirde yer
alan oleik asit kullanilan NLT formiilasyon caligmalar ile karsilastirma yapmak
amactyla simvastatinin yiiksek ¢oziintirliik gosterdigi Maisine ile birlikte diistik
cOziinlirlik gozlenen oleik asit de NLT formiilasyon tasarimi igin segilmistir.
Boylelikle simvastatinin yliksek ¢oziiniirliik ile daha fazla ilgi gosterdigi ve daha
diisiik ¢Ozliniirlikle daha az ilgi duydugu iki farkli lipit matriks yapist
olusturulmustur. NLT formiilasyonunda kullanilacak kati lipit se¢iminde ise lipit
taramast sonucunda en yiliksek simvastatin ¢oziiniirliigli Precirol ATO 5 ile
gozlendiginden ve literatiirde Precirol ATO 5 kullamilarak hazirlanan NLT
formiilasyonlarinda nanoboyutlarda homojen partikiil dagilimlar1 elde edildiginden
Precirol ATO 5 segilerek sabit tutulmustur (77, 269-271). Bu yaklasima benzer
olarak Doktorovova ve ark.’nin (270) gergeklestirdigi bir ¢alismada flutikason
propionate ile yiikklenmis NLT formiilasyonlarinin tasarlanmasinda lipit matriks
yapisinda Precirol ATO 5 kati lipiti sabit tutarak Labrasol ve Softrigen 767 sivi
lipitleri ile farkli sivi lipitlerin NLT formiilasyonu tizerindeki etkisi incelenmistir.
NLT formiilasyonlari nanonoyutlarda basarili bir sekilde elde edilmis ve farkli sivi
lipit kullanimimin formiilasyonun partikiil biiytikliigi ve dagilimini degistirdigi
gozlenmistir. Pardeike ve ark. (271) ise Precirol ATO 5 ve oleik asit lipit karigimini
kullanarak hazirladiklari itrakonazol yiikli NLT formiilasyonlar ile dar bir partikiil
dagilimi gdsteren nanometre araliginda ve yiiksek yiikleme kapasitesine sahip

nanopartikiiller elde etmislerdir.

NLT formiilasyonlarinda, kat1 lipit yapisina sivi lipitlerin eklenmesi, oldukg¢a
diizenli bir yap1 olan B-modifikasyon formunda bulunan kati lipit matriksinin erime
derecesinin azaltilarak daha az diizenli ve etkin maddenin hapsedilmesi i¢in daha ¢ok
oda olusumlarmin bulundugu lipit matriks yapisina doniigmesine neden olmaktadir.
Bu diizensiz yap1 ve odaciklarin artmasi etkin maddenin yiiklenme kapasitesini
artirmakta ve etkin maddenin lipit matriksten sizmasinin 6niine gegmektedir (48, 77).

Bununla birlikte etkin maddelerin sivi lipitlerdeki ¢oziiniirliiklerinin kati lipitlere
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gore daha yiiksek olmasi nedeniyle sivi lipit miktarmin artirilmasi yiiklenen ilag
miktar1 artirmaktadir. Bu nedenle NLT formiilasyonlarindaki sivi:kati lipit oraninin
artirilmast ile lipit matriksin erime derecesi azalarak daha diizensiz bir yap1 i¢inde
etkin maddenin sivi lipitlerde ¢oziinerek hapsedildigi diisiiniilmektedir (272). Bu
sonuclardan yola ¢ikilarak sivi lipit oraninin NLT formiilasyonlari tizerindeki etkisini
arastirmak amaciyla NLT formiilasyon ¢alismalarinda farkli sivi lipit oranlari ile
calisilmasina karar verilmistir. Bu amagla diistik s1v1 lipit oran1 olarak 50:50 sivi:kati
lipit oran1 ve yiiksek siv1 lipit etkisi i¢in ise 70:30 sivi1 lipit oranlarinda ¢alisilmastir.
Literatiirde yer alan pek ¢ok NLT formiilasyon c¢alismalarinda da benzer sivi:kati

lipit oranlarinda formiilasyon tasarimlar1 yapilmistir (203, 269).

Literatiirde simvastatinin NLT formiilasyonlarinda lipit matriksin %5 ile
%10’nu (a/a) kadar yiiklenebildigine dair yapilan ¢alismalar bulunmaktadir (56, 72,
203). Yapilan lipit tarama deneyleri sonucunda ise %20’ye kadar etkin maddenin
lipit matrikste ¢oziindiigii gozlenmistir. Bu sonuglar dogrultusunda NLT
formiilasyon c¢aligmalarinda yiliklenen etkin madde miktarinin formiilasyonlar
tizerindeki etkisini incelemek amaciyla kati ve sivi lipit karisgtgminda %10 ve %20

simvastatin konsantrasyonlarinda ¢aligilmistir.

Sonug olarak tez ¢aligsmalar1 kapsaminda Maisine:Precirol ATO 5 ve Oleik
asit:Precirol ATO 5 lipit kombinasyonlari, 50:50 ve 70:30 sivi:kat1 lipit oranlar1 ve
total lipit miktarinin %10 ve %20 (a/a)’si kadar yiliklenen simvastatin miktarlar
formiilasyon parametresi olarak belirlenmistir (Tablo 3.3.). Bununla birlikte tez
caligmalarinin  ilerleyen basamaklarinda hazirlanacak olan doku iskelesi
formiilasyonlarinda  yiiklenen = simvastatin ~ dozunun  ve  nanopartikiil
konsantrasyonunun artirilmast amaciyla NLT formiilasyonlarina ultrafiltrasyon
islemi uygulanacaktir. Bu nedenle in vivo c¢aligmalar i¢in uygun bulunan NLT
formiilasyonlar1 ultrafiltrasyona da ugratilarak, siizme isleminin formiilasyonlarin

karakterizasyonlar lizerinde olusturdugu degisiklikler incelenmistir.

NLT formiilasyonlarinda yer alan yiizey etkin maddelerin tipi ve
konsantrasyonlari da literatiirdeki ¢alismalara gore secilmistir. Literatlirede yer alan

caligmalar ylizey etkin madde karigimlari ile hazirlanan lipit nanopartikiillerin tek bir
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yiizey etkin madde kullanilanlara kiyasla daha kiigiik partikiil biiylikligli ve daha iyi
bir stabiliteye sahip oldugunu gostermektedir (48). Bu nedenle bu tez ¢aligmasinda
hidrofilik ve lipofilik 6zelliklere sahip iki farkl yiizey etkin madde kullanilarak NLT
formiilasyonlarinin hazirlanmasina karar verilmistir. Formulasyonlardaki total lipit
konsantrasyonu ile kullanilacak yilizey etkin maddelerin ve konsantrasyonlarinin
belirlenmesinde literatiirde yer alan ¢aligmalar g6z Oniine alinarak cesitli
optimizasyon ¢alismalart yapilmistir (203, 270, 273). Sonug¢ olarak optimum total
lipit konsantrasyonu %2 a/a, yiizey etkin madde kombinasyonu ve konsantrasyonu
Tween 80 (%2,5 a/a) ve Lipoid S100 (%0,5 a/a) olarak belirlenmistir. Tween 80,
HLB degeri 15 olan hidrofilik ve non-iyonik bir polisorbat tlirevi yiizey etkin
maddedir. KLN ve NLT sistemlerinin formiilasyonlarinda Tween 80 yaygin olarak
kullanilmakta olup bu formiilasyonlarda genellikle Lipoid S100 ile birlikte
kullanilmaktadir (274). Lipoid S100 yiizey etkin maddesi ise 3 HLB degeri ile
lipofilik 6zellik gosteren fosfatidilkolin kimyasal yapisindaki bir soya fasulyesi
lesitinidir. Liu ve ark. (273) Precirol ATO 5 kat1 lipitini kullanarak hazirladiklar
KLN formiilasyonlarini Tween 80 ve soya fasulyesi lesitini yiizey etkin madde
karisiminin  farkli oranlardaki karisimi ile stabilize etmislerdir. Hazirlanan
formulasyonlarda Tween 80 konsantrasyonu artmasi ile partikiil biiytikligiiniin
azaldig1 gozlemlenirken formiilasyona soya lesitini eklendik¢e optimum partikiil
biiyiikliigii ve dagilimmna ulasildigi goézlenmistir. Elde edilen bu sonug lipofilik
yapidaki yiizey etkin maddenin uygun partikiil biiylikligii ve dagilimiin elde

edilmesi i¢in 6nemini vurgulamaktadir.

NLT formiilasyonlarinin hazirlanmasi i¢in yiiksek basin¢li homojenizasyon
yontemi kullanilmistir. Bu yontem oOzellikle iiretim sirasinda organik solvan
kullanimina gerek duyulmadigindan toksik kontaminasyon riski olusturmamaktadir.
Yara tedavisinde kullanilacak bir formiilasyon tasariminda formiilasyondan
kaynaklanacak  herhangi bir toksik etki gbozlenmemesi gerektiginden,
formiilasyonlarin uygulama amaci hazirlama ydntemi seciminde en belirleyici etken
olmustur. Bunun yanisira yliksek basingli homojenizasyon yontemi diger hazirlama
yontemlerine gére homojen dagilim gosteren nanoboyutlarda partikiillerin {iretimine

olanak verebilen cok yonlii ve kolaylikla ol¢eklendirilebilen bir yontem olmasi
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nedeniyle istenilen 6zellikte NLT formiilasyonlarinin iiretilebilmesini saglamaktadir
(51, 275). Vitorino ve ark. (99) simvastatin ve olanzapin yiiklenmis; lipit faz olarak
tripalmitin ve oleik asit, ylzey etkin madde olarak Tween 80 kullanarak yiiksek
basingli homojenizasyon ve ¢oziicii emiilsifikasyon-evaporasyon yoéntemi olmak
tizere iki farkli yontemle hazirladiklart NLT formiilasyonlarint karsilagtirmiglardir.
Elde edilen sonuglarda yiiksek basingli homojenizasyon yontemi ile daha kiguk
partikiil biiyiikliigii ve PDI degerlerine sahip daha yiiksek ila¢ haspedilme etkinligi
gosteren formdilasyonlar elde edilerek optimum Gretim yontemi olarak yuksek
basingli  homojenizasyon yontemi sec¢ilmistir. Tez c¢aligmalarinda NLT
formiilasyonlarinin hazirlanmasinda Vitorino ve ark. (99) tarafindan gelistirilen
yiiksek basingli homojenizasyon yontemi iizerinde modifikasyon calismalar
yapilmis ve sonu¢ olarak optimum hazirlama yontemi NLT dispersiyonunun
homojenizasyon 6ncesi, 80°C’de 10.000 rpm’de yiiksek hizli karistirict altinda 5 dk
karigtirilmasinin ardindan 80°C’de 1.500 bar basing altinda iki kez devir edilerek

homojenize edilmesi olarak belirlenmistir.

Tiim degiskenler ve optimum sartlar belirlendikten sonra hazirlanan NLT
formilasyonlar1 Oncelikle partikiil biiyiikliigii, polidispersite indeksi ve zeta
potansiyel agisindan degerlendirilmistir (Tablo 4.8.). Elde edilen partikiil biiyiikligi
sonuglart incelendiginde tiim formiilasyonlarin nanometre boyutunda, 0,34 PDI’nin
altinda ve genel olarak tek tepeli dagilimlar gosterdikleri gdzlenmistir. iki tepeli
dagilim gosteren formiilasyonlarda birinci pikin % yogunlugu olduk¢a yiiksek olup
100’e yakin bir degerdir ve bu nedenle formiilasyonlarin tek tepeli dagilima sahip
olduklarimi kabul edilmistir (Tablo 4.8.). Formiilasyonlarin PDI degerlerinin diisiik
olmasi ve tek tepeli bir dagilim egiliminde olmalar1 nedeniyle partikiil biiyiikligi
degerlendirmeleri ortalama partikiil bliylikligli sonuglar1 {izerinden yapilmistir.
Ortalama partikiil biiyiikligi degerleri 110,95 nm- 239,02 nm arasinda degismekte
olup bu sonuglar Maisine kullanilarak hazirlanan formiilasyonlarda 110,95 nm-
157,27 nm olmak iizere daha kiiciik boyutlarda ve dar bir aralikta degisirken, oleik
asitli formiilasyonlarda boyutlar biiylimekte ve sonuglar formiilasyonlar arasinda
daha genis bir aralikta 132,80 nm’den 239,02 nm’ye kadar degismektedir. 10 nm

Uzerindeki partikiiller saglam ya da kismen hasar goren deriye niifuz etmeyerek lokal
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etki gostermektedir (276, 277). Calismamizda doku iskelelerinin uygulanmasi yara
lizerine yapilmakla birlikte naopartikiillerin dogrudan yara i¢ine penetre olmadiklari,
icerdikleri simvastatini kontrollii bir sekilde ortama saldiklari, ancak zamanla doku
iskelesinin par¢alanmasi sonucunda, yara iyilesmesinin ileri donemlerinde yara ve
kismen iyilesmis stratum korneum ile temasa gelecekleri diisiiniiliirse hazirlanan
NLT formiilasyonlarin partikiil biiyiikliikleri uygun bulunmustur. Campbell ve ark.
(277) polimerik nanopartikiillerin topikal uygulama sonrast memeli derisindeki
birikimini inceleyerek partikiil biyiikligi 20 ila 200 nm arasinda degisen
nanopartikiillerin kismen hasarli deride dahi sadece stratum korneumun yiizeyine
penetre olduklarini gdstermiglerdir. Bu biiyiikliiklere sahip uygun sekilde formiile
edilmis nanopartikiiller ile deri lizerinde veya yakininda tutulum saglanarak uzun
siireler boyunca kontrolli salimin  siirdiiriilebilecegi  ilag  rezervuarlari
olusturulmaktadir. Bu tez calismasi ile diyabetik yaralarin tedavisi amaciyla lokal
olarak uygulanan NLT formiilasyonlarini i¢eren doku iskelelerinden simvastatinin
uzun stireli kontrollii salim1 hedeflendiginden hazirlanan NLT formiilasyonlarinin bu

oOzellikleri gostermesi beklenmektedir.

Yiiksek basin¢li homojenizasyon yonteminin kullanildigi diger ¢alismalarda
benzer partikiil biiyiikliiklerine sahip NLT formiilasyonlar1 elde edilmistir (203, 278,
279). Bununla birlikte simvastatin ile yiiklenmis, yiiksek stabilite ve uygun bir
kontrollii salim sonuglart elde edilen KLN ve NLT formiilasyonlar: iizerinde yapilan
caligmalarda partikiil biiytikliigli yaklagik 100 nm-300 nm araliginda degismektedir
(56, 99, 205, 229). Vitorino ve ark. (203) transdermal salim amaciyla yiiksek basingl
homojenizasyon yontemini kullanarak simvastatin yiikli NLT formiilasyonlari
gelistirmislerdir. Gliseril tripalmitat ve oleik asit lipit karistminin farkli oranlarda
kullanildig1 bu formiilasyonlarin partikiil biiyiikligi 140 nm-209 nm arasinda, PDI
degerleri 0,283’lin altinda degisirken zeta potansiyel degerleri yaklagik -30 mV
olarak bulunmustur. Gézlemlenen bu sonuglar tez calismasi kapsaminda hazirlanan

simvastatin yiiklii NLT formiilasyonlar1 ile uyum saglamaktadir.

Hazirlanan NLT formiilasyonlar1 farkli sivi lipit miktarlarina gore
karsilastirildiginda, oleik asit iceren formiilasyonlarda sivi lipit miktarinin artmasi ile

partikiil bliyiikliigiinde azalma gozlenirken, Maisine iceren formiilasyonlarda %20
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simvastatin yiiklii formiilasyonlar disinda (p>0,05) tam ters bir etki ile partikul
blyukligi artmistir (p<0,05). Oleik asitli formiilasyonlarla uyumlu olarak, siv1 lipit
miktarinin NLT formiilasyonlar1 iizerindeki etkisinin incelendigi ¢alismalarin biiytlik
bir kisminda sivi lipit miktarinin artmasi ile partikiil biiyiikliigiiniin azaldig
gozlenmistir (203, 269, 280-282). Oleik asit formiilasyonlar1 ile elde edilen
sonuclarla benzerlik gosteren bir galismada, Tiwari ve ark. (56) kati lipit olarak
gliserol monostearat, siv1 lipit olarak ise oleik asit kullanarak poloksamer 407 ylizey
etkin madde ile stabilize edilen simvastatin ile yiiklenmis NLT formiilasyonlari
gelistirmislerdir. Farkli siv1 lipit, total lipit miktari, siv1 lipit ve ylzey etkin madde
miktarlarmin formiilasyonlarin partikiil biiytlikliigi tizerindeki etkileri incelendiginde
yiiksek oleik asit miktarlarimin diisiik partikiil biiyiikliiklerinde dagilimlarin

olugmasina neden oldugu gozlenmistir.

NLT formiilasyonlar1 iizerinde yapilan pek c¢ok calisma gostermistir ki
formiilasyon icerisinde yer alan sivi lipit miktart lipit nanopartikiillerin
kristalizasyonu, erime derecesi ve polimorfik icerigini dogrudan etkilemektedir. Siv1
lipitler kat1 lipitlerle karistirildiginda polimorfik gecislerle kristal matriks yapisina
dontisen kat1 lipit yapilarinin aralarina yerleserek polimorfik gegisler sonucunda
olusacak partikiil biiytikliigiindeki artiglara engel olmaktadir. Boylelikle sivi lipit
miktarinin artmast ile lipit matriksin kristalizasyonu ve erime derecesi azaltilarak
daha kiiresel ve stabil Ozellikler gosteren partikiiller olusmaktadir (231, 232).
Bununla birlikte lipit fazin viskozitesinin artmasinin NLT formiilasyonlarinin yiizey
gerilimini artirarak homojenizasyon verimini azalttii ve bunun sonucunda
partikiillerin agredasyona ugrayarak boyutlarmin biiyiidiigii gézlemlenmistir (282,
283). Bu nedenle yiiksek kati lipit oranlarinda viskozite arttigindan daha biiyiik
partikuller elde edilmektedir (280). Ancak Hejri ve ark. (284) tarafindan
gerceklestirilen bir calismada B-karoten ile yiiklenmis palmitik asit ve misir yagi
kullanilarak hazirlanan NLT formiilasyonlarinda, diisiik lipit faz konsantrasyonunda
stvi lipit miktarinin artmasi ile partikiil biiyiikliigiiniin degismedigi gozlemlenmistir.
Bu nedenle yapilan bu calisma sonucunda, lipit faz viskozitesinin diisiik lipit faz
konsantrasyonlarinda partikiil biiylikliglinii etkileyen ana faktér olmadig

belirtilmistir. Maisine ile hazirlanan formiilasyonlarda da literatiirde yer alan
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caligmalarla farkli olarak sivi lipit miktarinin artmasi ile partikiil biiyiikliigiiniin
kictlmemesinin %2 (a/a) lipit faz konsantrasyonunda, formilasyondaki Maisine
miktarinin partikiil biiyiikliigii iizerinde belirleyici bir degisken olmamasindan
kaynaklanabilmektedir. Bunun yani sira Maisine’nin yapiya katilmasi ile kristalize
olmayan optimum diizensiz lipit matriks yapisinin 50:50 sivi:kat1 lipit oranlarinda
saglandigit bu oranin {izerinde sivi lipit eklenmesi durumunda partikiillerin

agregasyon ve Kristalizasyon davraniglarinin degistigi ongorilmistiir (92).

Iki farkli sivi  lipit kullanilarak hazirlanan NLT formiilasyonlar
karsilastirildiginda, Fm-70-BOS ve Fo-70-BOS formiilasyonlar1 arasinda partikiil
biiyiikliigii ve PDI, Fm-50-BOS ve Fo-50-BOS formiilasyonlar1 arasinda ise PDI
degerlerinde fark gozlenmezken (p>0,05) diger maisine ile hazirlanan
formilasyonlarda, oleik asit iceren formulasyonlara gore daha kiglk partikdl
biiyiikliigii, PDI ve zeta potansiyel degerleri elde edilmistir (p<0,05). Yang ve ark.
(92) tarafindan yapilan sivi lipit ¢esidinin NLT formiilasyonlar1 iizerindeki etkisinin
incelendigi c¢aligmada oleik asitle birlikte farkli sivi lipitlerle hazirlanan NLT
formiilasyonlar1 karsilastirilarak benzer sonuglar elde edilmistir. Farkli siv1 lipitlerle
hazirlanan formiilasyonlarin kristalizasyon 6zellikleri ve dispersiyon stabilitesinin
secilen sivi lipit cesidi ile dogrudan iliskili oldugu gdosterilmistir. Kati lipit olarak
tristearin sabit tutularak farkli sivi lipitlerle hazirlanan NLT formiilasyonlarinda
zeytin yag sivi lipiti ile optimum NLT dispersiyonlarinin elde edilgi, oleik asit ile
hazirlanan formiilasyonlarda ise énemli derecede agregasyonlarin meydana geldigi
gbzlenmistir. Bu sonucun oleik asidin yapisindaki asit fonksiyonel gruplarinin, sivi
lipit ile ylizey etkin madde arasindaki ara yiizeyde degisikliklere yol agmasindan
kaynaklandig1 diistiniilmiistiir. Jores ve ark. (285) da kullanilan sivi lipite bagl
olarak, sivi lipitin nanopartikiiliin yapisinda veya yiizeyinde bulunabilecegini ve
dolayisiyla formiilasyonun karakterizasyonunu etkiledigini ileri siirmiistiir. Ayrica
simvastatinin oleik asitteki ¢oziiniirliigiinlin diisiik olmasi ilacin nanopartikiil
cekirdegine olan ilgisini azaltarak ilacin sizma egiliminin artmasina neden
olabilmektedir. BOyle bir durum sonucunda daha az miktarda ilag hapsedilmekte ve
yiizeye adsorbe olmus ilag kristalleri nedeniyle formiilasyonun partikiil biiyiikligii ve

dagilimi artis gostermektedir (272). Maisine ile hazirlanan formiilasyonlar ise kiigiik
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partikiil biiyiikliigii ve homojen partikiil biyiikliigii dagilimlari ile hedeflenen NLT

dispersiyonu 6zelliklerini gostermislerdir.

Formiilasyonlara etkin madde yiliklenmesi ve total lipit miktarindaki etkin
madde yiizdesinin %10’dan %20’ye cikarilmasi hem Maisine hem de oleik asit ile
hazirlanan formiilasyonlarda daha biiyiik partikiillerin olusmasina neden olmustur
(p<0,05). Formiilasyonlardaki etkin madde miktarinin artirilmasi lipit matriksin
viskozitesini artirdigindan partikiillerin yiizey gerilimi artip lipit matriksteki
hareketlilik azalmaktadir. Bu nedenle etkin madde yiiklendik¢e formiilasyonlarin
partikiil biiyiikliigii artarak homojenligi bozulmaktadir (282). Ozellikle %20
simvastatin igeren formiilasyonlarda partikiil biiyiikliigiinde ¢ok daha biiyiik bir artig
gozlenmistir. Nnamani ve ark. (286) tarafindan gelucire, phospholipon 85G ve
transkiitol ile yapilan calisjmada da NLT formiilasyonlarina etkin maddenin

eklenmesi ile partikiil biiyiikliigiiniin arttig1 gosterilmistir.

Ultrafiltrasyon islemi ise NLT formiilasyonlarinin partikiil biiyiikliigii ve PDI
degerlerinde herhangi bir farklilga neden olmamistir (p>0,05). Zeta potansiyel
degerlerinde de ultrafiltrasyonun bir farkliliga yol a¢mayarak, formiilasyonlar
arasinda farklilik yalniz Fm-50-BOS formiilasyonunun 2 kattan 5 kata konsantre
edilmesi ve Fm-50-20 formilasyonunun ise 2 ve 5 kat konsantre edilmesi
durumlarinda gozlenmistir (p<0,05). Bu nedenle ultrafiltrasyon isleminin NLT
formiilasyonlarinin partikiil biiyiikliigli ve dagilimlarma zarar vermedigi kabul
edilerek doku iskelelerinin hazirlanmasi asamasinda kullanilmasi uygun

bulunmustur.

Monodispers, dar partikiil biiyiikliigii dagilimlarinda, 0,25’den kii¢iik olan
PDI degerlerinin, %20 etkin madde igeren oleik asitli formiilasyonlar diginda tiim
formiilasyonlarda saglandigi gorilmistiir (60). Simvastatinin oleik asitteki
¢Oziiniirliigl diisiik oldugundan, etkin madde yilizdesinin artmasi partikiil biiytikligii
dagiliminda biiyiik miktarda genislemeye neden olmustur. Elde edilen bu sonug
literatlirle uyumlu olarak, basarili bir siv1 lipit segiminin nano boyutlarda homojen
biiyiikliikk dagilimlarina sahip NLT formiilasyonlarinin olusturulmasindaki énemini

gostermektedir (199).
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Nanopartikiiller termodinamik olarak stabil olmayan sistemler oldugundan
kolloidal ilag tasiyict sistemlerin stabilitesinin saglanmasi i¢in zeta potansiyel
degerlerinin 20-30 mV araliginda olmasi gerekmektedir (60, 66, 230). Hazirlanan
tiim formiilasyonlar negatif bir yiizey yiikiine sahip olup zeta potansiyel degerleri -
17,03 ile -35,57 arasinda degismektedir. Genel olarak lipitlerin anyonik &zellikleri
nedeniyle lipit nanopartikullerin yuzey yuki negatiftir (207, 287). NLT formulasyon
yapisinda kullanilan Tween 80 de non-iyonik bir yilizey etkin madde oldugundan
partiklllerin yilizey yuku Uzerinde etkisi bulunmamaktadir. Bu nedenle hazirlanan
formiilasyonlarin negatif yiikii, lipitlerin yani sira Lipoid S100’iin yapisindaki
anyonik fraksiyonlardan kaynaklanmaktadir (274). Sonuglar Uzerinde istatistiksel
olarak yapilan karsilastirmalarda sivi lipit oraninin, etkin madde yuklenmesinin ve
ultrafiltrasyon isleminin formiilasyonlarin zeta potansiyellerinde iligkili bir farkliliga
yol ac¢madigi ancak Maisine’den oleik asite ge¢ilmesi durumunda tim
formiilasyonlarin zeta potansiyel degerlerinin anlamli derecede daha negatif oldugu
gbzlenmistir (p<0,05). Bu sonucun oleik asitin sahip oldugu karboksilat fonksiyonel
gruplar1 nedeniyle Maisine’den daha yiiksek bir negatif yiike sahip olmasindan
kaynaklandig1 diistiniilmektedir (288). Aditya ve ark. (289) da gliserol monostearat,
oleik asit, Tween 80 ve lesitin kullanarak hazirladiklart NLT formiilasyonlarinda
oleik asit ve soya lesitini nedeniyle yiksek negatif yike sahip partikiller elde
etmislerdir. Zeta potansiyel degeri 30 mV’un iizerinde olan nanopartikiil sistemleri
fiziksel olarak stabil kabul edilirken yaklagik 20 mV olan sistemler ise kisa siireli
olarak stabil kabul edilmektedir (60, 230). NLT formiilasyonlar1 hazirlanmalarinin
hemen ardindan doku iskelesi formiilasyonlarinda kullanilacagindan ¢aligmanin
amaci i¢in kisa siireli stabilitenin saglanmasi yeterlidir. Ancak 6zellikle etkin madde
yiiklenmis formiilasyonlarda yaklasik -30 mV ve {izerinde bir zeta degerine
ulasildigindan formiilasyonlarin ¢ogunda fiziksel olarak stabilite de saglanmistir.
Bununla birlikte, Tween 80 partikulleri sterik mekanizmalarla stabilize

edebildiginden hazirlanan NLT dispersiyonlari oldukga kararlidir (290).

Belirlenen NLT formiilasyon tasarimi ile formiilasyon parametreleri ve
partikiill  biliytkligli, PDI, zeta potansiyel 06zellikleri arasindaki etkilesim

gosterilmistir. Diyabetik yara tedavisinde lokal uygulama amaciyla hazirlanan NLT
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formulasyonu igin beklenilen optimum 6zellikler: 20 nm-200 nm arasinda degisen
kiiglik bir partikiil biiylikligi (277), homojen bir dagilim i¢in 0,25’in altinda PDI ve
pargaciklar arasinda yiiksek bir itme Kkuvveti yaratarak agregasyona engel
oldugundan miimkiin olan en yiiksek zeta potansiyel degerinden olusmaktadir (280).
Partikiil biiytikliigii, PDI ve zeta potansiyel 6l¢iimleri sonucunda optimum partikiil
bilyiikliigli ve dagilimi Maisine kullanilarak 50:50 sivi:katt lipit oranlarinda
hazirlanan formiilasyonlarla elde edilmistir. Bu nedenle tez ¢alismasinin ilerleyen
karakterizasyon c¢alismalar1 Maisine ile hazirlanan bu formiilasyonlar iizerinde

gerceklestirilmistir.

NLT sistemlere etkin madde yiiklenmesi, etkin maddenin ¢oziiniirliigii ile
dogrudan baglantilidir. Hazirlanan NLT formiilasyonlarinin yiikleme kapasitesi
gelistirilen tim formiilasyonlar i¢in yaklasik olarak %100 bulunmustur (p>0,05).
Yiiksek yiikleme kapasitesi hapsedilme etkinliginin de beklenilen en iist diizeyde
cikmasina yol agmustir. Literatiirde yer alan simvastatin NLT ¢alismalart
incelendiginde simvastatinin NLT formiilasyonlarina yiiksek oranda yiikleme
kapasitesine sahip oldugu gorilmistir (72, 99, 282). Ali ve ark.’nmin (72)
gerceklestirdigi bir calismada simvastatin NLT formiilasyonlarinin etkin madde
yukleme kapasitesi %99,9+0,8 bulunurken, Vitorino ve ark. (99) tarafindan yapilan
baska bir simvastatin yiiklii NLT formiilasyonunda ise benzer sekilde yiikleme
kapasitesi %99,5+0,3 olarak bulunmustur. Hidrofobik bir ilag olan simvastatinin
formiilasyonlarda kullanilan lipitlerde yiiksek ¢oztniirliik gostermesi Yikleme

kapasitesinin yiiksek olmasinin en dnemli etkenidir (282).

NLT formilasyonlarindaki lipit kristalizasyon ve modifikasyon o6zellikleri
DSC analizleri gergeklestirilerek incelenmistir (Sekil 4.7.-4.12.). Elde edilen
termogramlarda tiim NLT formiilasyonlari i¢in benzer sonuclar gézlenmis ve sivi
lipitin yapiya girmesi Precirol ATO 5’in erime noktasi ve entalpisinde diismeye
neden olarak daha genis ve baskilanmis bir endotermik erime piki gézlenmistir. Kati
lipit erime pikinde gdzlenen bu enerji diisiisii, kristal haldeki kati lipit ile siv1 lipitin
etkilesimden kaynaklanmakta olup, bu etkilesim kat1 lipitin kristal yapisinda
diizensizliklere yol agarak etkin madde molekiillerinin yerlesmesi i¢in uygun

bosluklarin olusmasina izin vermektedir (274). Bu baglamda yaklasik 139,8°C’de
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gozlenen saf simvastatine ait erime gegis piki NLT formiilasyonlarmin higbirinde
gozlenmemistir. Bu sonuclar, simvastatinin lipit nanopartikiiller icerisinde
¢Oziinerek, molekiiler olarak disperse olmus halde tamamen enkapsiile oldugunu
desteklemektedir. Diger arastirmacilar tarafindan hazirlanan simvastatin yiiklii NLT
formiilasyonlarinda da, farkli lipit matriks ve hazirlama yontemleri kullanilmasina
ragmen tez calismasinda gozlenen sonuglarla uyumlu olarak simvastatin erime

pikinin gézlenmedigi DSC termogramlari elde edilmistir (72, 207).

NLT formiilasyon eksipiyanlar1 ve simvastatin arasindaki etkilesimleri
incelemek amaciyla DSC analizlerinin yaninda FT-IR c¢aligmalar1 da
gerceklestirilmigtir (Sekil 4.13.-4.22.). Simvastatinin spektrumunda (Sekil 4.13.)
gbzlenen etkin maddeye ait pikler yapiya spesifik olup NLT formiilasyonlarina ait
spektrumlarda etkin maddeye 6zgi piklerin gozlenmesi etkin madde ile NLT
formiilasyon bilesenleri arasinda etkilesim olusmadigi ve etkin maddenin saf halde
formiilasyon yapisinda bulundugunu gostermektedir (269). Ancak etkin maddenin
yiiksek oranda enkapsiile edildigi, lipit nanopartiklller icerisinde molekiler duzeyde
¢ozlindligii durumlarda, saf maddeye ait karakteristik piklere rastlanmamaktadir (78).
Tez ¢alismasi kapsaminda gergeklestirilen FT-IR analizleri sonucunda etkin madde
yiiklenmemis ve yliklenmis olan tiim NLT formiilasyonlarinin spektrumlar1 olduk¢a
benzerlik gostermekte olup simvastatinin karakteristik pikleri Precirol ATO 5’e ait
piklerle yer degistirmistir. Bu durum simvastatinin lipit matriks icerisinde tamamen
coziinerek enkapsiile oldugunu ve bu nedenle saf yapisina ait Ozelliklerin
gozlenmedigini kanitlamaktadir. Sonug olarak DSC ve FT-IR analizleri sonucunda
elde edilen veriler simvastatinin lipit matriks igerisinde tamamen ¢oziindiglini

desteklemektedir.

NLT formiilasyonlarmin partikiil biytlikliigi sonug¢larinin saglamasinin
yapilmasi ve nanopartikiillere ait morfolojik goriintiilerin elde edilmesi amaciyla
TEM goriintiileme ¢alismalart yapilmistir (Sekil 4.23.-4.34.). Elde edilen TEM
goriintiileri NLT sistemlerine 6zgili olan kiiresel ve nano boyutlar1 dogrulamaktadir
(280, 284). Partikiillerin sinirlar1 belirgin olup oldukg¢a diizgiin yapilardan olustugu
goriilmistiir. Formiilasyona etkin madde ilavesi nanopartikiillerin seklinde farkliliga

yol agmamustir. Ancak partikiil bliyiikligi 6l¢iim sonuclar ile benzer boyutlarda
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partikiillerin ~ gorlintiilenmesinin  yan1  sira, genellikle ortalama partikiil
biiyiikliigiinden daha kiiciik partikiillere de rastlanmistir. Bu farklilik literatiirde TEM
analizinin iki boyutlu goérintiler vermesi ve daha kicuk boyutlarda partikiller
yoniinde egiliminin olmasiyla agiklanmaktadir (57, 80, 81). Beloqui ve ark. (291) da
orneklerin TEM analizi dncesi kurutulmasi nedeniyle nanopartikiillerde biiziilmeler
meydana gelerek orijinal formulasyon morfolojisine uymayan mikroskop

gorintiilerinin elde edildigini 6ne stirmiislerdir.

Maisine ve 50:50 sivi:kati lipit orani ile hazirlanan NLT formiilasyonlar1 ve
bu formiilasyonlarin ultrafiltrasyon uygulanarak iki ve bes kat konsantre hale

1

getirilmig dispersiyonlarinin akis ozellikleri ve 1500 sn™ kayma hizindaki

viskoziteleri degerlendirilmistir (Sekil 4.35.). Formiilasyonlarin akis o6zellikleri
incelendiginde Fm-50-BOS, Fm-50-BOS-UF(2KAT), Fm-50-BOS-UF(5KAT),
Fm-50-20 ve Fm-50-20-UF(+5KAT) formiilasyonlar icin log(Kayma Hizi,1/sn)
degerlerine karsilik log(Kayma Gerilimi, mPa) grafiklerinden elde edilen n
degerlerinin 1’e esit ¢ikarak kayma hizinin artmasi ile viskozitenin degismedigi
newtonian akis Ozelligi gozlenirken diger formiilasyonlarin tiimiinde kayma hizi
arttikca viskozite degerlerinin azaldigir gozlemlenmis ve 1’den kiiciik n degerleri ile
pseudoplastik akis 6zelligi kanitlanmigtir. Bir¢ok kolloidal sistem ve makromolekiil
soliisyonu, artan kayma hiziyla azalan viskozite yani pseudoplastik bir akis
sergilemektedir (89, 292, 293). Newtonian olmayan bu akis davranisi, dispersiyon
ortaminda iletilen kayma geriliminin, Brown hareketlerinin randomize etkilerine
kars1 siispande haldeki partikiilleri yonlendirme veya saptirma mekanizmalar1 ile
aciklanmaktadir. Kayma hiziyla viskozitenin  degisimi ise, partikiillerin
yonlendirilmeleri veya saptirilmalari olusan akisa karst direncin diigmesinin bir
sonucudur (293). Junyaprasert ve ark.’nin (89) yaptig1 benzer bir ¢alismada koenzim
Q10 ile yiiklenmis setil palmitat ve MCT lipit karisimi ile hazirlanan NLT
formiilasyonunun pseudoplastik akis gosterdigi yapilan reolojik analizlerle
gosterilmistir. Tez caligmasi kapsaminda yapilan reolojik dl¢timlerde de Fm-50-10,
Fm-50-10-UF(2KAT), Fm-50-10-UF(5KAT) ve Fm-50-20-UF(2KAT) NLT
formiilasyonlarinda literatiirle uyumlu olarak pseudoplastik akis gozlenmekteyken

Fm-50-BOS, Fm-50-BOS-UF(2KAT), Fm-50-BOS-UF(5KAT), Fm-50-20 ve
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Fm-50-20-UF(+5KAT) formiilasyonlarinda newtonian akis goézlenmistir. Ancak
Lippacher ve ark. (91) da lipit nanaopartikiillerin akis ozelliklerinin, disik
viskozitedeki Newtonian tipi siispansiyonlardan, % 40’a kadar lipit igeren yar1 kati
bir siispansiyonlara kadar degisebildigini gostermistir. Genel olarak ultrafiltrasyon
islemi ve etkin madde yiiklenmesi formiilasyonlarin newtonian akis 6zelliginden
pseudoplastik  akisa  yonlenmesine neden  olmustur. Hazirlanan  NLT
formiilasyonlarinda lipit faz konsantrasyonu diisilk oldugundan formiilasyonlarin
cogunda dispersiyon ortami olan suyun akis tipi yani Newtonian akis gézlenmistir
(91). Ozellikle etkin madde icermeyen Fm-50-BOS, Fm-50-BOS-UF(2KAT) ve
Fm-50-BOS-UF(5KAT) formiilasyonlarinin tiimiinde bu akis tipine rastlanmistir.
Ancak etkin madde ilavesi ve ultrafiltrasyon islemleri ile formiilasyonlardaki partikiil
derisiminin artmasi sonucunda Newtonian akistan uzaklasilarak bir¢ok kolloidal

sistemde rastlanan pseudoplastik akis gézlenmistir (89, 292, 293).

1500 sn! kayma hizinda gozlenen viskozite sonuglari degerledirildiginde
etkin madde miktarinin artmasinin viskozitede artisa neden oldugu goézlenmistir
(p<0,05). Bu sonucun formiilasyonlarin partikiil biyiikliiklerindeki farkliliktan
kaynaklandig1 disiiniilmektedir. Souto ve ark. (90) tarafindan gergeklestirilen bir
calismada NLT formiilasyonlarinin partikiil biiytikligi kiiciildiik¢e viskozitesinin
azaldig1 ifade edilmis olup yapilan bu calisma elde edilen viskozite sonuglarini
desteklemektedir. Formilasyonlarin ultrafiltrasyon islemi sonucu iki ve bes kat
konsantre edilmesi viskozitelerinde artisa neden olmaktadir (p<0,05). Konsantre
NLT formiilasyonlarinda sulu faz uzaklastirilarak formiilasyondaki lipit matriks
miktar1 artirilmaktadir, bu nedenle lipit miktarinin artirilmas: viskozitede artisa yol
agmaktadir. Benzer sekilde Lippacher ve ark.’nin (91) gergeklestirdigi bir ¢alismada,
hazirlanan lipit nanopartikiil formiilasyonlarinin lipit faz yiizdesinin reolojik
ozellikler {izerindeki etkisi incelenerek lipit konsantrasyonunun artmasiyla

viskozitenin arttig1 gosterilmistir.

NLT formiilasyonlar1 tizerinde yapilan karakterizasyon ¢aligmalar1 sonucunda
Maisine kullanilarak 50:50 sivi:kati lipit oranlarinda hazirlanan formiilasyonlarin en
uygun karakterizasyona sahip oldugu belirlenmistir. Naopartikiillere yiiklenenen

simvastatin miktarinin ve ultrafiltrasyon isleminin etkisi incelemek amaciyla
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Fm-50-10-UF(5KAT), Fm-50-20-UF(2KAT) ve Fm-50-20-UF(5KAT)

formiilasyonlar lizerinde in vitro salim ¢alismalar1 gergeklestirilmistir.

Salim caligsmalar1 oncesinde simvastatinin salim ortamindaki ¢oziintrligi ve
stabilitesi degerlendirilmistir. Coziiniirliikk ¢alismalar1 sonucunda simvastatinin pH
7,4 PBS tamponununda yeterli diizeyde ¢oziinmesinin saglanamadigi gozlenerek
literatiirde yer alan ¢alismalardan hareketle ¢oziiniirliiglin artirilmas: amaciyla salim
ortamina %0,5 (a/h) SDS eklenmis ve ¢Oziiniirliik ¢alismalar1 yiiriitiilmiistiir (78).
Yapilan ¢alismalar sonucunda salim ortamu olarak secilen %0,5 (a/h) SDS iceren pH
7,4 PBS tamponunda simvastatin yiiksek bir ¢ozilinilirliik gostermis ve doygunluk
konsantrasyonu 1,645 mg/mL olarak bulunmustur. Elde edilen bu ¢dziiniirliikk sonucu

NLT ve doku iskelesi formiilasyonlari ile gergeklestirilecek olan salim ¢alismlari igin

gerekli olan sink kosullar1 saglamaktadir.

In vitro salim ortaminda stabilite calismalar1 incelendiginde 37°C’deki %0,5
(a/h) SDS iceren pH 7,4 PBS tamponunda simvastatinin 48 saat sonunda
%93,3’iiniin korundugu bu siirenin lizerinde ise %10’dan fazla etkin maddenin
yapisal olarak bozuldugu gézlenmistir. Bu bozunma literatlirde simvastatinin bazik
pH’lardaki sulu ¢ozeltilerinde inaktif lakton yapisindan, aktif hidroksi asit formuna
hidrolize olmasi ile agiklanmigtir (239). Salim ortamindaki stabilite probleminin
Oniine ge¢gmek amaciyla in vitro salim g¢alismalarinda salim ortaminin en gec¢ 48
saatte bir taze salim ortami ile degistirilmesine karar verilmistir. Bu nedenle NLT ve
doku iskelesi salim ¢alismalarinda 6rnek alma zamanlar1 en fazla 48 saat boyunca ve

48 saat sonunda olacak sekilde belirlenmistir.

NLT formiilasyonlarindan salim ¢alismalar1 %0,5 (a/h) SDS iceren pH 7,4
PBS tamponunda 6 gilin silireyle incelenmistir. Elde edilen sonuglarda tiim
formiilasyonlarin  benzer bir salim profiline sahip oldugu gozlenmistir.
Formiilasyonlar baslangicta yiiksek bir simvastatin salimi ile patlama salimi
gostermislerdir. Patlama saliminin ardindan etkin madde salimi1 yavas bir hizda 24
saate kadar devam ederek platoya ulagmistir. 6 giiniin sonunda formulasyonlardan
salinan kiimiilatif simvastatin yiizdeleri Fm-50-10-UF(5KAT), Fm-50-20-UF(2KAT)
ve Fm-50-20-UF(5KAT) formiilasyonlar1 i¢in sirasiyla %63,45, %61,42 ve %61,89
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olarak bulunmus olup bu degerler arasinda fark gozlenmemistir (p>0,05) (Sekil
4.36.). Bu sonug yiiklenen etkin madde miktarinin ve konsantrasyon isleminin
formiilasyonlarin salinan kiimiilatif simvastatin yiizdeleri iizerinde Onemli bir
farkliliga yol agmadigini gostermektedir. Ancak salinan simvastatin miktarlar
karsilagtirildiginda  ise  Fm-50-10-UF(5KAT),  Fm-50-20-UF(2KAT) ve
Fm-50-20-UF(5KAT) formiilasyonlar i¢in sirastyla 0,296, 0,251 ve 0,514 mg/mL
simvastatin salim1 elde edilerek formiilasyonlar arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir derecede fark gozlenmistir (p<0,05) (Sekil 4.37.). Fm-50-10-UF(5KAT)
formiilasyonuna gore yiiklenen etkin madde miktarinin iki katina ¢ikarildigi
Fm-50-20-UF(5KAT) formiilasyonunda salinan simvastatin miktarinin da yaklasik
olarak iki kat arttigi gozlenmistir (p<0,05). Bununla birlikte 2 ve 5 kat konsantre
edilmis Fm-50-20-UF(2KAT) ve Fm-50-20-UF(5KAT) formiilasyonlari arasinda da
konsantrasyon islemi ile orantili olarak salinan miktarida yaklasik 2,5 kat artmigtir
(p<0,05). NLT formiilasyonlarinin ultrafiltrasyonla konsantre edilmesi ile su fazi
uzaklastirillarak ~ formiilasyondaki nanopartikiil ve dolayisiyla simvastatin
konsantrasyonu artirtlmaktadir. Bu nedenle farkli oranlarda konsantre edilen NLT
formiilasyonlarindan konsantrasyon sayist ile iliskili olarak salinan etkin madde
miktarininda artmasi beklenmistir. Nitekim elde edilen salim profillerinde istenilen
bu etkinin tam olarak gozlenmesi, konsantrasyon islemi ile doku iskelelerinin
icerdigi simvastatin dozunun ayarlanabilecegini gdstermistir. Sonug¢ olarak
hazirlanan NLT formiilasyonlarindaki etkin madde miktarinin artirilmasi salinan
etkin madde miktarim1 da artirmaktadir. Benzer sekilde Hu ve ark. (294) da
klobetosol ile yiiklenmis NLT formiilasyonlarinda gozlenen patlama salimi

miktarinin formiilasyondaki etkin madde igerigine bagli oldugunu goéstermislerdir.

Formiilasyonlarin salim profillerinin sifirmc1 derece ve Higuchi salim
kinetiklerine uygunlugu incelenmis ve elde edilen R? degerleri Higuchi kinetiginde
1’e daha yakin oldugundan tiim formiilasyonlarin Higuchi kinetik modeline uygun
oldugu goriilmistiir. Higuchi kinetigi, NLT formiilasyonlarindan salimin,
cozlinmeyen bir matriksten diflizyon kontrollii bir mekanizma ile zamanin
karekokiiyle orantili olarak saglandigini gostermektedir (295). Elde edilen bu

sonuclarla uyumlu olarak kati lipit nanopartikiillerden aseklofenak salim kinetiginin
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incelendigi bir ¢aligmada tasarlanan tiim formiilasyonlarin Higuchi kinetigine uygun
salim profilleri gosterdikleri gozlenmistir (296). Formiilasyonlarin Higuchi
kinetigine gore elde edilen salim hizi sonuglarn karsilastirildiginda Fm-50-20
formiilasyonunun iki ve bes kat konsantre edilmis formiilasyonlar1 arasinda fark
bulunmazken (p>0,05), salinan simvastatin miktarmin yaklasik iki kat daha fazla
oldugu Fm-50-20-UF(5KAT) formiilasyonun salim hizi Fm-50-10-UF(5KAT)
formilasyonuna gore daha yiiksek bulunmustur (p<0,05). Sonug olarak hapsedilen
etkin madde miktarinin artmasi, formiilasyonlarin salim hizi ve miktarini da
artirmaktadir. Bu artig, artan simvastatin miktartyla, etkin maddenin termodinamik
aktivitesinin artmast ve Fick’in 1. diflizyon yasasi geregi artan difiizyon hiz1 ile
iliskilidir (296, 297). NLT formiilasyonlarinin partikiil biyiikliigii ve hapsedilme
etkinligi etkin madde salimini esas olarak etkileyen parametrelerdir. Partikiil
biiyiikliigiiniin azalmasi yilizey alaninda artisa yol actigindan etkin maddenin salim
hiz ve miktarii artirmaktadir. Hapsedilme etkinligi yuksek olan formulasyonlarda
ise salinan etkin madde miktar1 yiiksek olmaktadir (56). Farkli partikiil
blyikliklerine sahip olan Fm-50-10-UF(5KAT) ve Fm-50-20-UF(5KAT)
formiilasyonlarinin  kiimiilatif salinan simvastatin yiizdeleri acisindan fark
gozlenmemesi ve salim hizlart karsilastirildiginda ise partikiil biiytikligii daha buytk
olan Fm-50-20-UF(5KAT) formiilasyonunun daha yiiksek bir salim hizina sahip
olmasi bu formiilasyonlar arasindaki partikiil biiyiikligii farkinin salim 6zelliklerini
etkileyecek seviyede olmadigini gostermektedir. Ancak %10 ve %20 hapsedilme
etkinligi gosteren Fm-50-10-UF(5KAT) ve Fm-50-20-UF(5KAT)
formiilasyonlarindan salinan simvastatin miktar1 literatiirle uyumlu olarak
hapsedilme etkinligi ile iliskilidir (56). Hapsedilen etkin madde miktari arttik¢a
salman miktar (mg/mL) ve salim hiz1 artmistir (p<0,05). Benzer sekilde
Teerachaindeekul ve ark. (297) da Qo ile yiiklenmis NLT formiilasyonlarinin
partikiil biiytikliikleri ile salim profilleri arasinda anlamli bir iligkiye rastlamazken
etkin maddenin saliminin, yiliklenen Qio ve sivi lipit miktarina bagli oldugunu

gbzlemlemislerdir.

Simvastatin yiiklii NLT formiilasyonlar1 tasarlanmasi ile sulu dispersiyon

halinde stabilite problemi bulunan simvastatinin stabilitesini artirmak ve partikiil
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biiyilikliigii, zeta potansiyel, vizkozite, pH ve fiziksel goriinlis agisindan uzun siire
stabil bir kolloidal tasiyici sistemin hazirlanmasi1 hedeflenmistir. Bu nedenle 4°C ve
25°C’de saklanan etkin madde igermeyen Fm-50-BOS ve etkin madde igeren
Fm-50-10 ve Fm-50-20 formiilasyonlar1 makroskobik 6zellikler, partikiil biiytikligii,
zeta potansiyel, PDI, pH, viskozite ve formilasyondaki etkin madde stabilitesi

yoniinden 90 giin boyunca incelenmiglerdir.

Etkin madde igeren ve igermeyen NLT formiilasyonlarin 90 giin sonunda
25°C ve 4°C’de makroskobik, pH ve viskozite 6zellikleri degerlendirildiginde tiim
formilasyonlarda  hazirlandiklart  giine  kiyasla  farkliik  gdzlenmemistir.
Formiilasyonlarin yiiksek ylkleme Kkapasitesi ve zeta potansiyel degerleri
sedimentasyon ve agregasyon gibi stabilite problemlerinin  g6zlenmesini
engellemistir. Bu nedenle fiziksel stabilite problemleri sonucunda goérulebilecek
viskozite ve pH degisimleri de gozlenmemistir. Bu sonu¢ hazirlanan NLT
formiilasyonlarinin  makroskobik, pH ve viskozite ac¢isindan uzun donem
stabilitesinin yliksek oldugunu gostermektedir. Doktorovova ve ark. (270) Precirol
ATO 5 kullanarak tasarladiklar1 NLT formiilasyonu {izerinde stabilite caligmalar
gerceklestirmis ve formiilasyonun 65 giin boyunca homojen disperse halini
koruyarak herhangi bir fiziksel stabilite sorunu gostermedigini mikroskobik

incelemelerlede kanitlamislardir.

Partikiil buyiikligii ve dagilimi kolloidal sistemlerin stabilitesinin
degerlendirilmesi i¢in en onemli parametrelerden biridir (281). Partikiil biytikligii,
zeta potansiyel ve PDI degerlerinde stabilite calismalari boyunca meydana gelen
degisimler incelendiginde tiim formiilasyonlarda uzun donem stabilite
saglanamamistir. Fm-50-BOS, Fm-50-10 ve Fm-50-20 formiilasyonlarinin partikiil
biiyiikliikleri, sirasiyla 4°C’de 104,33 nm-112,28 nm, 158,90 nm-176,23 nm, 182,08
nm-190,23 nm, arasinda degisirken 25°C’de 110,37 nm-338,33 nm, 172,78 nm-
219,33 nm, 184,17 nm-515,12 nm arasinda degismektedir. Fm-50-BOS
formiilasyonu partikiil biiytlikliigii acisindan yalniz 25°C’de 3 giin stabil bulunmustur
(p>0,05), 7. giinden sonra ise her iki saklama sicakliginda partikiil biyiikligii artislar
gostermistir  (p<0,05). Fm-50-10 formulasyonunda ise partikiil biytkligi

hazirlandigr glinden sonra stabilite calismalar1 siiresince degisme gostermistir
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(p<0,05). 4°C’de zamanla azalma gergeklesirken (p<0,05). 25°C’de zamanla partikul
biiytikligiiniin arttig1 gozlenmistir (p<0,05). Fm-50-20 formulasyonunda da partikdl
biiyiikliikleri yalniz 4°C’de 15 giin stabil bulunmus (p>0,05), 90 giine kadar azalma
ve artiglar gozlenmistir. 25°C’de ise stabilite ¢alismalar1 siiresince partikiil
biytikligi artmistir (p<0,05). Partikiil biyiikliigiiniin azalmasi lipit matriksin
kristalinitesindeki degisikliklerden ve polimorfik faz gegislerinden kaynaklanirken
blytikliglin artmas1 kristal biiylimesi ve partikiil agregasyonunun bir sonucudur
(270, 282). Elde edilen PDI degerleri incelendiginde 4°C’de saklanan
formiilasyonlarin hepsinde 90 giin boyunca 0,3’ten daha diisik PDI degerleri
gozlenirken, 25°C saklama sicakliginda bu smir yalnizca Fm-50-10
formiilasyonunda 90 giin boyunca saglanmistir. Partikiil biiyiikliigii ve dagiliminda
gbzlenen bu stabilite problemi diger stabilite ¢alismalarinda da goézlendiginden
literatlirle uyum gostermektedir (282, 298, 299). Souto ve ark. (299) a-lipoik asit ile
yiiklenmis kati lipit nanopartikiillerin 20°C ve 4°C’deki stabilitesini {i¢ ay boyunca
partikiil biiyiikligi ve PDI acisindan incelemislerdir. Elde edilen sonuglarda tiim
kosullar altinda partikiil biiyiikliigiiniin ilk giinden itibaren dnemli derecede arttig1
gozlenmis olup PDI degerleri ise ii¢ ay boyunca artis ve azalmalar gdstermistir.
Ancak hazirlanan kat1 lipit nanopartikiiller topikal uygulama i¢in uygun kivamin elde
edilmesi amaciyla krem veya jel gibi yar1 kat1 formlara doniistiiriileceginden olusan
viskoz jel ag1 veya krem sistemi ile stabilitenin saglanacagi Ongoriilmiistiir. Bu
nedenle stabil olmayan diisiik viskoziteli, sulu dispersiyonlar halindeki lipit
nanopartikiil formiilasyonlarinin iyi bir hapsedilme etkinligi ve yiikleme kapasitesi
Ozelliginin topikal uygulama icin yeterli olacagi belirtilmistir. Bu tez calismasinda
hazirlanan NLT formiilasyonlar1 da diyabetik yaralarin topikal tedavisi amaciyla
doku iskelesi formiilasyonlarmin hazirlanmas: igin tasarlandiklarindan, partikiil
blytikligli ve dagilimi stabilitesi sadece doku iskelelerinin hazirlanma siirecinde

stabilitenin garantilenmesi icin gereklidir.

Formiilasyonlarin 25°C ve 4°C saklama siiresince elde edilen zeta potansiyel
degerleri karsilastirildiginda, formiilasyonlarn tiimiinde hazirlandiklar1 giinden
itibaren zeta potansiyel degerlerinin saklama siiresi ve sicakligindan bagimsiz olarak

azalma ve artmalar gosterdigi gozlenmistir (p<0,05). Lipit nanopartikiil
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formiilasyonlarinda gézlenen agregasyon ve jelasyon gibi stabilite problemleri genel
olarak zeta potansiyelin mutlak degerinde azalma ile belirtilmektedir (271). 90 gun
boyunca gozlenen sonuglarda zeta potansiyelin mutlak degerinde belirgin bir diisiis
olusmayarak tiim formiilasyonlar i¢in kiigiik artis ve azalmalarin birlikte goriilmesi
formiilasyonlarin fiziksel stabilitesinin belirli bir seviyede korudugunu gostermistir.
Sonug¢ olarak istatistiksel agidan bazi farkliliklar goriilmesine ragmen, 4°C’de
saklanan tiim formiilasyonlar 90 giin boyunca nanoboyutlarini1 koruyarak 200 nm’nin
altinda partikiil biiylkliigi, elektrostatik stabilte olusturabilecek diizeyde -11,68 mV
-30,65 mV arasinda degisen zeta potansiyel ve 0,3’iin altinda PDI degerleri ile dar,
monodispers  biiyiikklik  dagilimlarint  korumuslardir.  Bu nedenle NLT
formiilasyonlarinin partikiil biiyiikliigii ve zeta potansiyellerinin korunmasi agisindan

en uygun saklama sicakligi 4°C bulunmustur.

Simvastatin sulu ortamda 6zellikle bazik pH’larda yiliksek diizeyde birinci
derece kinetige uygun olarak par¢alanmaya ugrayan bir etkin madde olup, stabilite
problemleri gostermektedir. Sulu ortamlardaki stabilitesinin incelendigi bir
calismada simvastatinin pH ve sicaklik bagimli olarak sulu ortamda hidrolize
ugradig1 gozlenmistir. Yapilan bu ¢alismada asidik pH degerleri olan pH 5’te bazik
pH olan pH 8’e gore simvastainin 160 kat daha fazla stabil oldugu ve sicakligin
25°C’den 60°C ve 80°C’ye cikarilmasi ile bozunmanin 4,4 ve 7,9 kat arttigi
gosterilmistir (239). Simvastatinin stabilite sorununun iistesinden gelmek amaciyla
bu tez calismasi kapsaminda NLT formiilasyonlar1 hazirlanarak etkin madde
stabilitesi 4°C ve 25°C’de 90 giin boyunca incelenmistir. Fm-50-10 ve Fm-50-20
formiilasyonlarinin her ikisininde 4°C’deki saklama kosulunda 15 giin, 25°C’deki
saklama kosulunda ise 3 giin siiresince simvastatin miktarmin %90 nindan fazlasi
korudugu gozlenmistir. Sulu dispersiyonlar1 halinde saatler icerisinde %10’dan fazla
parcalanmaya ugrayan simvastatinin NLT formiilasyonlarinda etkin maddenin 15
giine kadar stabilitesinin korunmasi, simvastatinin lipit matriks igerisinde sizinti
olusmadan tamamen hapsedilerek stabilitesinin artirildigini gostermektedir. Benzer
sonuglarin elde edildigi Safwat ve ark. (282) tarafindan gerceklestrilen bir ¢aligmada
da simvastatin ile yiiklenmis NLT formiilasyonlarinin stabilitesi 2-8°C’deki bir

sogutucu igerisinde 30 glin boyunca incelenmistir. 30 giinlin sonunda
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formiilasyonlarin partikiil biiyiikliigii ve PDI degerlerinin 6nemli derecede arttigi
goriilmiistiir. Buna ek olarak simvastatinin yiikleme kapasitesinde belirgin bir diisiis
gozlenmistir. Ancak yiikleme kapasitesindeki bu diisiis partikiillerden etkin
maddenin sizmasi ile aciklanarak simvastatinin sulu ortamlarda bozundugu
arastirmacilar tarafindan fark edilememistir. Gozlenen bu stabilite problemlerini
¢ozmek amaciyla NLT formiilasyonlart dondurarak kurutulmus ve stabilite
caligmalar1 kurutulmus formiilasyonlarla tekrarlanarak stabilitenin saglandigi

gosterilmistir.

Tiim stabilite sonuclar1 degerlendirildiginde hazirlanan NLT formiilasyonlari
icin en uygun etkin madde ve partikiil biyiikliigii stabilite sonuglart 4°C’de elde
edildiginden saklama sicakligi olarak 4°C secilmistir. Literatiirde yer alan stabilite
caligmalarinda da NLT formiilasyonlari ig¢in en uygun saklama sicakligi 4°C olarak
secilmektedir (282, 298).

NLT formiilasyonlarinda igerdikleri yiiksek su orani nedeniyle baslangigtaki
nanopartikiil 6zellikleri ve kimyasal stabilitesinin korunmasi ile ilgili problemler
gozlenebilmektedir (291). Dayanikli olmayan NLT dispersiyonlarinin uzun siire
saklanabilmesi igin literatiirde yer alan ¢aligmalarda dondurarak veya piiskiirterek
kurutma yontemleri ile formiilasyondaki suyun uzaklastirilarak stabilitenin
artirtlabilecegi gosterilmistir (240, 241, 282). Bu ¢alismada da hazirlanan NLT’ler
bekletilmeden doku iskeleleri formiilasyonlar1 yapisina eklenerek dondurarak
kurutulmug ve elde edilen doku iskeleleri 4°C’de saklanmigtir. Boylece NLT
formiilasyonundaki su uzaklastirilarak simvastatinin sulu ortamdaki stabilite sorunu
ortadan kaldirilmistir. Hazirlanan NLT formiilasyonlar: bekletilmeden doku iskelesi
formiilasyonlarina hapsedileceginden NLT formiilasyonlarinin stabilite analizi

sonuclari ¢aligmanin amaci agisindan uygundur.

Doku iskelesi formiilasyonlar1 iizerinde gergeklestirilecek c¢aligsmalara
gecilmeden o6nce 06n formiilasyon c¢alismalart yapilarak doku iskelesi
formiilasyonunda kullanilacak olan NLT formiilasyonlari, liretim yontemi, polimer
tiirleri ve oranlari, nanopartikiil konsantrasyonu ve yardimci maddelerin se¢imi igin

gereken degerlendirmeler yapilmistir.
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Doku iskelesi formiilasyonlarmin hazirlanmasinda kullanilacak NLT
formiilasyonunun belirlenmesi amaciyla, yiiksek hapsedilme etkinligi ve yiiksek
salim  hiz1  gibi  uygun  karakterizasyonlara  sahip olan = Fm-50-20,
Fm-50-20-UF(2KAT) ve Fm-50-20-UF(5KAT) formiilasyonlar1 ve bu
formiilasyonlarin etkin madde icermeyen karsiliklari olan Fm-50-BOS, Fm-50-BOS-
UF(2KAT), Fm-50-BOS-UF(5KAT) formiilasyonlar1 ile ¢alisilmasina karar
verilmistir. 5 kat konsantre edilmis NLT formiilasyonlarinin yogun lipit nanopartikiil
konsantrasyonu doku iskelesinin mekanik dayaniklilifinda azalmaya yol agtigindan
bu formiilasyonlarla hazirlanan doku iskelelerinde stabil bir iskele yapisi elde
edilememistir. Ancak 2 kat konsantre edilen ve konsantre edilmemis NLT
formiilasyonlari ile istenilen mekanik dayaniklilikta ve amaglanan dozda simvastatin
iceren doku iskeleri hazirlandigi ig¢in Fm-50-BOS, Fm-50-BOS-UF(2KAT),
Fm-50-20 ve Fm-50-20-UF(2KAT) formiilasyonlarinin kullanilmasi tercih
edilmistir. Konsantre edilmemis etkin madde iceren NLT formulasyonu ile
hazirlanan doku iskelelerinde simvastatin dozu 2 mg iken 2 kat konsantre edilmis
NLT formiilasyonu ile hazirlanan formiilasyonlarda 4 mg’dir. Bu dozlar literatiirde
yer alan doku iyilesmesi amaciyla topikal uygulanan simvastatin ¢alismalar1 ile
uyum saglamaktadir (21, 123, 219-223). Yasasvini ve ark. (21) da yara iyilesmesi
amactyla gelistirdikleri simvastatin yiiklii kitosan mikropartikiillerini iceren topikal
hidrojellerin siganlar {iizerindeki etkinlik caligmalarinda en uygun simvastatin

dozunun 2.5 mg oldugunu bildirmislerdir.

Gentile ve ark. (123) hazirladiklart kitosan:jelatin  doku iskelesi
formilasyonuna yiklenen PLGA mikropartikiill konsantrasyonunun doku iskelesi
karakterizasyonlar1 lizerindeki etkisini inceleyerek bu parametrenin doku iskelesi
formiilasyonlarinin su absorplama, parcalanma, por biiyiikligii ve mekanik
Ozelliklerini etkiledigini gdstermistir. Bu ¢alismadan yola ¢ikilarak bu tez ¢alismasi
kapsaminda  yiliklenen  nanopartikiil  konsantrasyonunun  doku  iskelesi
karakterizasyonlar1 tizerindeki etkisinin incelenmesine karar verilmistir. Bu amagla
diizglin doku iskelesi yapisinin elde edildigi ultrafiltrasyonla iki kat konsantre
edilmis veya konsantre edilmemis Fm-50-BOS, Fm-50-BOS-UF(2KAT),
Fm-50-20 ve Fm-50-20-UF(2KAT) NLT formiilasyonlarinin hepsi kullanilarak iki
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farkli nanopartikiil konsantrasyonu iceren doku iskelesi formiilasyonlarinin

hazirlanmasina karar verilmistir.

Doku iskelelerinin hiicrelerin adhezyonu, biiylimesi ve farklilagsmasim
destekleyebilecek biyomateryal o6zelliklerine sahip olmasi i¢in biyouyumlu,
biyobozunur ve hiicrelerle yiiksek etkilesim gosterecek malzemelerden olugmasi
gerekmektedir (127). Bu nedenle doku iskelelerinin iiretiminde dogal kaynakli
polimerlerden kollajen, kitosan ve jelatinin kullanilmasina karar verilmistir. Yapilan
on formiilasyon denemeleri sonucunda ise uygun fonksiyonel ve yapisal 6zellikler
%2 (a/h) polimer konsantrasyonunda, 1:1 ve 2:1 (h/h) oranlarinda kitosan (Protasan
UP CL 213) ve kollajen (Dana Derisi Kollajeni, Tip III) polimer karisimlari ile
saglanmistir. Literatiirde de bu polimerler kullanilarak hazirlanan doku iskelesi
formiilasyonlari tizerinde yapilmis ¢ok sayida ¢aligma bulunmaktadir (125, 161, 214,
300, 301).

Doku iskelesi formiilasyonlarinin yapisina girecek olan polimerlerin
seciminin ardindan kitosan ile iyonik baglar kurarak capraz baglama islemini
gerceklestiren sodyum tripolifosfat c¢apraz baglayict ajani  kullanilarak doku
iskelelerinin yapisal stabilitesinin artirilmasi amaglanmustir (127, 209, 212-214).

Formiilasyon parametrelerinin belirlenmesinin ardindan hazirlama yontemi
olarak dondurarak kurutma yontemi secilmistir. Bu yontem yara tedavisinde doku
kaybinin yerine gecgecek ii¢ boyutlu, birbirine bagli poréz yapiya sahip doku
iskelelerinin tretilmesine imkan vermekte ve diger yontemlere gore daha fazla
uretim kolayhig: sunmaktadir (123-125). Optimum mekanik ve yapisal ozellik
gosteren doku iskeleleri iizerinde yapilan literatiir taramalar1 ve deneysel ¢alimalar
sonucunda tiretim kosullar1 -20°C’de 24 saat dondurma ve ardindan 24 saat

liyofilizasyon olarak belirlenmistir (209, 211).

Sonug olarak, kitosan:kollajen polimer kombinasyonunun 1:1 ve 2:1 (h/h)
polimer oranlari, ultrafiltre edilmis ve ultrafiltre edilmemis NLT formiilasyonlarinin
kullanilmasi, etkin madde yiiklenmesi ve g¢apraz baglama isleminin uygulanmasi

formiilasyon parametreleri olarak belirlenmistir. Elde edilen doku iskelelerinin
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morfolojisi, porozite ve por biiyiikligi dagilimi, su absorplama 6zellikleri, in vitro
parcalanma, mekanik Ozellikleri, in vitro salim G&zellikleri ve sitotoksisitesi

incelenmistir.

Doku iskeleleri, sadece hiicreler ve Onemli bilesenler icin bir tastyict
olusturmak i¢in degil ayn1 zamanda hiicrelerin etkin bir sekilde yonlendirilmesi ve
doku olusumuna adim adim yol gosterilmesi amaciyla formiile edilmektedirler. Bu
hedefe ulasmak i¢in doku iskelelerinin yapisal ve fizikokimyasal Ozelliklerinin
dikkate alinmasi gerekmektedir (153). Bu dogrultuda basarili bir doku iskelesi
iretimi i¢in yilizey Ozellikleri, porozite ve por biyiikligii, biyouyumluluk, bozunma

ve mekanik gli¢ gibi ¢esitli karakterizasyon ¢alismalari yapilmalidir.

Doku iskeleleri; hazirlama kolayliligi sunmasi ve Wistar albino si¢anlarin sirt
bolgelerinde olusturulacak yaralar icin uygun capta hazirlanabilmesi nedeniyle 24
kuyucuklu plaklarda hazirlanmistir. Doku iskelesi formiilasyonlarinin in vivo
calismalarda sigcanlarin sirt bolgelerinde olusturulacak tam kalinlikta yaralar iizerine
uygulanmas1 amaglandigindan iskelelerin kalinliklarinin siganlarin tam kalinliktaki
deri kalinlig1 olan 2 mm kadar olmasi hedeflenmis olup bu kalinligin saglanmasi i¢in
her bir kuyucuga 0,5 mL kitosan-kollajen jel formiilasyonu eklenmistir. Doku
iskelelerinin hazirlanma esnasinda kaliptan diizglin ve hasarsiz bir sekilde
cikarildiginin kanitlanmasi amaciyla cap kalinlik tayini yapilmis ve hedeflenildigi
gibi tiim doku iskelesi formiilasyonlar1 i¢in ¢ap degeri yaklasik olarak 1,52 cm iken

kalinlik degeri ise 0,26 cm olarak bulunmustur (p>0,05).

Doku iskelelerinin por biytikligii ve dagilimi, por sekli ve poroziteleri
hiicrelerin girigini, proliferasyon ve fonksiyon gdstermesini, doku iskelesinin ise
mekanik dayanikliliini ve in vivo par¢alanmasini belirleyen 6nemli parametrelerdir.
Bununla beraber, etkin madde tasiyan doku iskelelerinde bu 6zellikler ilacin salim
hiz1 ve kinetigini de dogrudan etkilemektedir. Bu nedenle bu tez calismasinda doku
iskelelerinin yizey ve por6éz yapi ozellikleri SEM goriintiilemelerinin yani sira

porozite ve por biiyilikliigii dagilimi tayini ile de degerlendirilmistir.
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SEM analizi Oncesinde doku iskeleleri dijital fotograf makinas1 ile
goriintliilenerek  formiilasyonlarin  dis  gorilintiileri  arasindaki  farkliliklar
degerlendirilmis ve tiim formiilasyonlar beklenildigi gibi diizgiin ince bir silindirik
yap1 gostermistir (Sekil 4.38.). Yiizey 6zelliklerinin detayl bir sekilde goriintiilendigi
SEM goriintiileri incelendiginde ise tiim doku iskelesi formiilasyonlarinin yiiksek
oranda porlu ve porlar arasi baglantilar1 bulunan bir yapiya sahip olduklar
gozlenmistir (Sekil 4.39.-4.42.). Hazirlanan doku iskelelerinin morfolojik gortintiileri
literatiirde yer alan dondurarak kurutma yontemi ile hazirlanmis doku iskelelerinin
SEM goruntdleri ile benzerlik gostermektedir (125, 161, 302). Yang ve ark. (216) da
kitosan polimeri ile dondurarak kurutma yontemi kullanarak hazirladiklart doku
iskelelerinin SEM goriintiilerini incelemis ve formiilasyonlarin yaprak benzeri

yiiksek porlu yapilar1 bu ¢aligmada da goriintiilenmistir.

Literatiirde de belirtildigi gibi hiicre yerlesimi i¢in uygun ortamin olusmasi
ve doku onarimimin saglanabilmesi gerekli olan molekiillerin aktariminin
kolaylagmasi i¢in ideal bir doku iskelesi birbiri ile baglantili agik bir por agina ve
yiiksek poroziteye sahip olmalidir (131, 303). Hazirlanan doku iskeleleri ile yara
tyilesmesini destekleyecek bu ozelliklerdeki ii¢ boyutlu pordz yapr gozlendiginden

hedeflenen morfolojik yapiya ulasiimistir.

Doku iskelesi formiilasyonlarinin yiizey ve por goriintiileri sadece capraz
bagsiz ve bagli formiilasyonlar arasinda farklilik gostermistir (Sekil 4.39.-4.42.).
Capraz bagsiz tiim doku iskeleleri yaprak benzeri yapilarla daha uniform bir por
dagilimina sahipken capraz baglh formiilasyonlarda beklenildigi gibi por baglantilari
artmis ve yiizeydeki poréz goOriinlim azalarak daha yogun bir goriinim elde
edilmistir. Bu durum capraz baglayict ajanin kitosan molekiilleri ile iyonik baglar
kurarak porlar arasinda baglantilar olusturmasindan kaynaklanmaktadir. Porlarin
birbirleri ile baglantili olmast 6zellikle yeni doku olusumunda hiicrelerin tutunmasi,
¢ogalmasi ve gocii i¢in uygun bir alanin saglamasi agisindan ¢ok 6nemlidir (124).
Capraz bagli ve bagsiz formiilasyonlar arasinda gozlenen bu yiizey farkliliklar1 Yao
ve ark. tarafindan (301) hazirlanan kitosan doku iskelesi formiilasyonlarinda da elde
edilmis olup capraz bagli formiillerde porlar aras1 baglantilar1 artti§1 ve daha yogun

bir ylizey goriiniimiiniin olustugu goézlenmistir.
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Doku iskelelerinin SEM analizi sirasinda por duvarlarina yerlesmis olan lipit
nanopartikiillere ait goriintlilere de rastlanmistir (Sekil 4.43.). NLT formiilasyonlar1
doku iskelesinin por duvarlarina pordz yapiya zarar vermeden homojen bir sekilde
dagilmis olup partikiiller TEM goriintiilerinde goézlendigi gibi smirlar1 belirgin
kiiresel sekillerini korumaktadir. Partikiillerin biiyiikliikleri ise genel olarak 1s1k
sacma teknigi ile elde edilen sonuglarla uyum gosterirken mikron boyutlarina
ulagmis partikiillere de rastlanmistir. Partikiil biiyiikliigiindeki bu artisin doku
iskelelerinin hazirlanmasi1 sirasinda uygulanan islemler nedeniyle agregasyonun
olugmasindan kaynaklandig1 diistiniilmektedir. Benzer sekilde Nandagiri ve ark.
(210) tarafindan hazirlanan PLGA nanopartikiillerini igeren kitosan-jelatin doku

iskelelerinde de agregasyona ugramis partikiil goriintiilerine rastlanmistir.

Doku iskelelerinin porlu yiizey yapilarmin SEM  goriintileri ile
incelenmesinin ardindan civali porozimetre cihazi kullanilarak porozite ve por
biyiikligi dagilim degerleri elde edilmistir. SEM analizleri sonucunda elde edilen
sonuclara benzer sekilde doku iskelelerinin ¢apraz baglanmasit por biiytkligi
dagilimi sonuglarmi etkilemis olup diger formiilasyon parametrelerinden polimer
orani ve ultrafiltrasyon uygulanmasi agisindan farklilik bulunmamistir (p>0,05).
Genel olarak ¢apraz bagsiz formiilasyonlar 20 pm-130 pm araliginda dar bir dagilim,
capraz bagh formiiller ise 20 pm-200 um gibi kii¢iik ve biiyiik por boyutlarinin bir
arada goriildigl genis dagilimlar gostermistir. Elde edilen por biiyiiklikleri SEM
goriintlilerinde gdzlenen por biiyiikliikleri ile de dogrulanmaktadir. Sonug olarak
capraz baglama islemi doku iskelelerinin por biiyiikliiklerini artirarak genis bir por
dagiliminin olugmasina neden olmaktadir. Bu durum, doku iskelelerinin capraz
baglama amaciyla capraz baglayict ajanin ¢ozeltisi icerisinde iki saat bekletilerek
sismeye birakilmasindan kaynaklanmaktadir. Bu siire icerisinde capraz baglayict
ajan ¢ozeltisini absorplayarak sisen matriks yapisindaki porlar da genisleyerek veya
birleserek biiylikmektedir (300). Ma ve ark. (161) kitosan:kollajen polimerlerini
kullanarak dondurarak kurutma yontemi ile hazirladiklart doku iskelelerini
glutaraldehit capraz baglayici ajani ile gapraz baglamis ve por biiyilikliiklerindeki

degisimi incelemislerdir. Benzer sekilde capraz baglama por biiylikliigiinii artirmis
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ve doku iskelelerinin ¢apraz baglama oncesi 100 pm olan ortalama por biiylkligi

capraz baglanma sonras1 200 pm’ye ¢ikmistir.

Doku miihendisliginde doku iskelelerinin porozite ve por biylkligi
dagilimlar1 hiicrelerin penetrasyonu, ¢ogalmasi ve fonksiyon gostermesini etkileyen
O6nemli bir parametredir. Hicrelerin doku iskelesi yuzeylerine penetre olarak
canliligimni siirdiirmesi doku iskelesi formiilasyonunun por biiyiikliigline baglhdir.
Tercih edilen por biiyiikliigii hiicrenin boyutu ile iliskili olarak hiicre tipine ve doku
iskelesi formiilasyonunun bilesimine bagl olarak degismektedir. Bu ¢alismada yara
iyilesmesinin desteklenmesi ve mezenkimal kok hiicre tasinmasi amaciyla hazirlanan
doku iskelesi formiilasyonlari i¢in dnemli olan hiicreler diistiniildiigiinde fibroblastlar
icin >90 um, vaskular diz kas hucreleri igin 63 pum-150 um, mezenkimal kok
hicreler icin ise >30,4 um por buydkldkleri hiicrelerin doku iskelelerine adhezyonu
icin gerekmektedir (242, 243). Genel olarak deri {lizerinde yapilan tim doku
mithendisligi ¢alismalarinda optimum por biiyiikligi dagiliminin 15 pm ile 160 pm
arasinda olmasi istenilmektedir (242, 243, 304-306). Sonug olarak hazirlanan ¢apraz
bagl formiilasyonlar genis bir por biiyiikliigli dagilimi gdstererek yara iyilesmesinde
rol oynayan htcreler ve kok hucreler gibi pek cok hicre tipinin penetrasyonu ve
proliferasyonu igin gerekli olan por biiyiikliiklerine sahiptir. Bununla birlikte genis
por biiyiikliigii dagilimi bu formiilasyonlar1 doku miihendisligi ¢alismalar1 i¢in ¢ok

yonlii kilmaktadir (244).

Doku iskelesi porlarina penetre olan hiicrelerin canliliklarini siirdiirebilmeleri
icin doku iskelelerinin hiicrelerin besin maddelerinin girisine ve hiicre artiklarinin
eliminasyonunu saglayabilecek kadar yiiksek permeabilite 6zelligine sahip olmasi
gerekmektedir. Permeabilite dogrudan doku iskelelerinin poroziteleri ile iliskili olup
porozitenin artmasi ile permeabilite artmaktadir. Bu nedenle ideal bir doku iskelesi

formiilasyonunun yiiksek poroziteye sahip olmasi beklenmektedir (245).

Hazirlanan doku iskelelerinin porozite ve por biyiikligi dagilim analizi
sonucunda elde edilen porozite degerleri %64,81 ile %92,57 arasinda degismektedir
(Tablo 4.20.). Formiilasyonlar arasindaki polimer orani, ultrafiltrasyon ve capraz

baglanma farkliliklar1 % porozite sonuglarinda iliskili bir farkliliga yol agmamistir.
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Bu sonuglar doku miihendisligi ¢alismalar1 igin istenildigi gibi yiiksek porozite
degerleri olup doku iskelesi formiilasyonlar1 yara iyilesmesi ve kok hiicre taginmasi
icin uygun poroziteye sahiptir. Benzer sonuglar Tan ve ark. (167) tarafindan
hazirlanan keratin/kitosan doku iskelesi formiilasyonlar1 ile de elde edilmis olup,
farkli polimer oranlar1 kullanilarak hazirladiklar1 doku iskelesi formiilasyonlarinda

%70’1in iizerinde yliksek porozite sonuglari elde edilmistir.

Su absorpsiyonu, doku iskelesi formiilasyonlarinin permeabilitesini etkileyen
onemli bir parametredir. Doku iskelelerinin su absorplama 6zellikleri iskelenin (g
boyutlu yapist ve hidrofilikliginin bir gostergesidir (123). Su absorplama kapasitesi
dolayistyla permeabilitesi yliksek olan bir doku iskelesi formiilasyonu yarali
bolgenin daha hizli bir sekilde rejenere olmasina aracilik eder. Doku miihendisligi
calismalarinda yeterli deri rejenerasyonunun saglanabilmesi i¢in doku iskelesi
formiilasyonlarinin baglangi¢ agirliklarinin en az 80 kat1 kadar siviyr absorplamasi
gerekmektedir (161). Hazirlanan doku iskelesi formiilasyonlart agirliklarinin
yaklasik olarak %671,31-%1093,61 kati arasinda sivi ile yliklenerek yiiksek su
absorplama 6zelligi gostermislerdir (Sekil 4.46.). Hasar gormiis dokularin daha hizli
tyilesmesini saglamak i¢in doku iskelelerinde yiiksek sisme derecesi istenen bir
ozelliktir. Elde edilen bu yiiksek absorpsiyon davranisi biiylik olasilikla doku
iskelelerinin ylksek porozite ozelliklerinin bir sonucudur. Bu bulgularla uyumlu
olarak Gentile ve ark. (123) da kemik rejenerasyonu amaciyla dondurarak kurutma
yontemi ile hazirladiklari kitosan-jelatin doku iskelelerinde % 1245+56 degerlerinde
yiiksek bir su absorpsiyonu gozlemlemislerdir. Su absorpsiyonunu etkileyen pek ¢ok
faktor bulunmaktadir bunlar; porozite, kullanilan biyomateryalin fizikokimyasal
Ozellikleri, absorpsiyon ortami, yiizey islanabilirligi /hidrofilik 6zelligi ve g¢apraz
baglama islemidir (167). Hazirlanan formiilasyonlarin timii yiiksek porozite sahip
olup ayni absorpsiyon ortami ve biyomateryaller kullanildigindan su absorplama
derecesi esas olarak hidrofilik 6zellik ve capraz baglama isleminden etkilenmistir.
Capraz bagsiz tim doku iskelesi formiilasyonlar ¢apraz baglandiklarinda su
absorplama kapasitelerinin literatiirle uyumlu olarak azaldig1 gézlenmistir (21, 124).
Ancak bu azalma sadece 2:1 kitosan:kollajen polimer orani ile hazirlanan doku

iskelelerinde istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). Genel olarak capraz
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baglama derecesinin yiiksek olmasi doku iskelelerinin su absorpsiyonununda
azalmaya neden olmaktadir. Bu bulgu literatiirde ¢apraz baglama islemi ile doku
iskelesinin yapisinda gii¢lii molekiiler etkilesimlerin olugmasi ile iligskilendirilmistir
(124). Ultrafiltrasyon uygulanmamis NLT formiilasyonlari ile hazirlanan UF(-
)C(+)2:1-B ve UF(-)C(+)2:1-SV formiilasyonlar1 ultrafiltre edilmis formiilasyonlarla
karsilagtirildiginda anlamli derecede daha yiiksek su absorplamislardir (p<0,05).
Ultrafiltrasyon = sonucu  nanopartikiil ~ konsantrasyonunun  artmasi, lipit
nanopartikiillerin hidrofobikligi ve doku iskelelerinin toplam agirligimin artmasi

nedeniyle su absorpsiyon derecesini yiiksek oranda azaltmistir (123).

Doku rejenerasyonu amaciyla uygulanan doku iskelelerinin biyouyumlu,
biyoparcalanabilir ve parcalanma urinlerinin non-toksik ve resorbe edilebilir olmasi
gerekmektedir (129). Doku iskelesi formiilasyonlarmin in vitro pargalanma
davraniglart 37 °C’deki pH 7,4 PBS ¢ozeltisinde 28 giin siiresince izlenmistir. Elde
edilen % kiitle kayb1 sonuglart karsilastirildiginda 7, 14 ve 28. giinlerin sonunda
formiilasyonlarin ¢apraz baglanma durumuna gore farkli pargalanma 6zelliklerine
sahip olduklar1 goézlenmistir (Sekil 4.47.). 28 giin sonunda bu fark daha da artarak
ultrafiltrasyon uygulanmig NLT formiilasyonlar ile hazirlanan ¢apraz bagl ve bagsiz
formiilasyonlar ic¢in sirastyla %53,49-%57,83 ve % 71,17-%79,17 kiitle kaybi
sonuglart elde edilmistir. Capraz bagli formiilasyonlarin yavas pargalanma profiline
sahip olmalari, capraz baglama islemi ile hedeflenen yapisal stabilite artiginin
saglandigim gostermektedir. In vivo kosullarda kitosan hidrolize ugrayarak hizla
pargalanmaktadir (307). Bu nedenle kitosan ile hazirlanan doku iskelesi
caligmalarinda c¢esitli ¢apraz baglayict ajanlar kullanilarak parcalanma seviyesi
azaltilmaktadir (127, 209, 212-214). Glutaraldehitle c¢apraz baglanmis
kitosan/kollajen doku iskelelerinin dondurarak kurutma yontemi ile hazirlandig1 bir
calismada da, elde edilen sonuglarla uyumlu olarak doku iskelelerinin pargalanma
oranmnin azaldigi gosterilmistir  (161). Gentile ve ark. (123) tarafindan
gerceklestirilen bagka bir ¢aligmada ise kemik rejenerasyonu amaciyla simvastatin ile
yikenmis PLGA nanopartikiillerini igeren kitosan-jelatin  doku iskelesi
formiilasyonlar1 hazirlanarak 37°C’deki pH 7,4 PBS c¢ozeltisinde 10 giin boyunca

parcalanma analizi gerceklestirilmistir. On glin sonunda doku iskelelerinin
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parcalanma dereceleri %48-%61 arasinda bulunmustur. Elde edilen bu sonuglar
capraz baglh formiilasyonlarin pargalanma diizeylerinin literatiirle uyumlu oldugunu

gOstermektedir.

28 giinlin sonunda elde edilen kiitle kaybi sonuglari ultrafiltrasyon
uygulanmamis UF(-)C(+)2:1-B ve UF(-)C(+)2:1-SV formiilasyonlar1 igin ise
sirasiyla %67,54 ve %66,44 olarak gozlenmistir. Bu formiilasyonlar ultrafiltrasyon
uygulanarak hazirlanan doku iskelesi karsiliklarina goére onemli derecede daha
yiiksek pargalanma gostermislerdir (p<0,05). Kiitle kaybindaki bu farklilik,
ultrafiltrasyon sonucu doku iskelesindeki lipit nanopartikill konsantrasyonunun
artmastyla kitosan ve kollajen polimerlerine gore daha hidrofobik yapidaki lipit
nanopartikiillerin doku iskelesinin hidrolize karsi duyarliligini azaltmasindan
kaynaklanmaktadir. Benzer sonuglar PLGA mikrokiirelerini igeren jelatin/kitosan/
hyaluronan doku iskelesi formiilasyonuna ait pargalanma sonuglarinda da

gozlenmistir (246).

Yanik ve deri yaralanmalarinda akut yara iyilesme siiresi yaklasik olarak 25
giindiir, bu nedenle yara tedavisi amaciyla gelistirilen doku iskeleleri minimum 25
giin sliren sabit bir parcalanma siiresine sahip olmalidir. Doku iskelelerinin hizli bir
sekilde bir ka¢ giinde parcalanmasi {i¢ boyutlu poréz yapinin bozularak sivi bir hal
almasma yol agmakta bu nedenle iskelelerin yara kapanmasi {lizerindeki olumlu
etkisini ortadan kaldirmaktadir. Diger taraftan, 3-4 hafta icinde sadece minimal
diizeylerde parcalanan iskeleler ise yara iyilesme siirecini engellemektedir (308). Bu
nedenle 28 giin siiresince yavas bir hizda yaklasik olarak 9%53,49-%57,83
oranlarinda parcalanan ¢apraz bagh kitosan:kollajen doku iskeleleri yara tedavisi i¢in

ideal parcalanma 6zelligine sahiptir.

Doku iskeleleri yarali bolgeye uygulanmalari sirasinda hasarli dokunun
Ozelligine bagl olarak belirli bir gerilime maruz kalmaktadir. Bu gerilim karsisinda
iskelelerin yapisal olarak yeterli derecede dayanikli olmasi ve doku iskelelerine
yerlesen hiicrelerin canlilifi ve fonksiyonlarini gdsterebilmeleri agisindan belirli bir
mekanik dayaniklilik gostermeleri gerekmektedir (167, 309). Bununla birlikte

lenfatik sistem, sinir baglantilar1 ve vaskiilarizasyon gibi deri dokusunun



251

rejenerasyonunun gerceklesmesi i¢in fiziksel bir destege ihtiya¢ duyuldugundan yara
tedavisi amaciyla hazirlanan doku iskelelerinin uygun bir mekanik giice sahip olmasi

oldukca 6nemlidir (167).

Hazirlanan doku iskelelerinin mekanik davraniglarin1 belirlemek amaciyla
basing testi uygulanarak elastik modiil degerleri hesaplanmistir (Sekil 4.48.). Doku
iskelelerinin mekanik dayanikliliklar1 sadece capraz baglanma ve ultrafiltrasyon
uygulama durumlarina gore farklilik gostermistir. Capraz bagsiz formiilasyonlarin
elastik modiil degerleri 0,045-0,058 (N/cm?) arasinda degisirken c¢apraz bagh
formiilasyonlarda ise bu deger yaklasik olarak iki kat artis gostererek 0,143-0,170
(N/cm?) arasinda degismistir. Sonug olarak ¢apraz baglama islemi formiilasyonlarmn
mekanik dayanmikliligini etkilemis; capraz bagsiz formiilasyonlar daha yumusak ve
kirilgan bir yap1 gosterirken ¢apraz bagli formiilasyonlar daha kararli ve dayanikli bir
mekanik Ozellik sergilemistir. Bu nedenle diyabetik yaralar gibi derin doku
kayiplarinin gozlendigi yaralarda yiiksek mekanik dayaniklilia sahip olan capraz
bagli doku iskelelerinin daha wuygun mekanik o6zelliklere sahip oldugu
distinilmustir. Yao ve ark. (301) hazirladiklar1 kitosan doku iskelesi
formiilasyonlarinin mekanik o6zelliklerini incelemis ve genipin c¢apraz baglayici
ajanin formiilasyona eklenmesi ile elastik modiil sonuglar1 2,256 kat artmistir.
Yapilan bu calismayla ¢apraz baglamanin doku iskelelerinin mekanik dayanikliligini
onemli derecede artirdigi kanitlanmistir.  Ultrafiltrasyon uygulanarak doku
iskelesindeki  nanopartikil — konsantrasyonunun artirildign  formiilasyonlardan
UF(+)C(+)2:1-B ve UF(+)C(+)2:1-SV formiilasyonlarinin mekanik dayanikliliklari,
ultrafiltrasyon uygulanmamis karsiliklarina gére daha yiiksek bulunmustur (p<0,05).
Bu bulgularin nanopartikiillerin doku iskelesi yapisinda kuvvetlendirici bir destek

materyali etkisi yaratmasi nedeniyle gozlendigi diisiiniilmektedir (123).

Farkli kitosan:kollajen polimer oranlar1 1:1 ve 2:1 (h/h), ultrafiltre ve
ultrafiltre edilmemis NLT formiilasyonlar1 ve ¢apraz baglama islemi dogrultusunda
hazirlanan doku iskelesi formiilasyonlarinin in vitro salim profilleri Sekil 4.49. ve
4.50.’de gosterilmektedir. Doku iskelelerinden 28 glin sonunda salinan kiimiilatif
simvastatin yuzdeleri %66,29-%69,34 arasinda degiserek fark gostermemistir

(p>0,05). Kiimiilatif salinan simvastatin yiizdeleri agisindan salim profilleri
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incelendiginde capraz bagli ve bagsiz formiilasyonlar kendi aralarinda benzer
profiler sergilemislerdir. Capraz bagli formiiller yavas parcalanmalari nedeniyle
simvastatini doku iskelesi yapisi igerisine daha uzun siire hapsederek c¢apraz bagsiz
formiilasyonlara goére daha kontrollii bir salim profili gostermislerdir. Bununla
birlikte simvastatin igeren lipit nanopartikiillerin ¢apraz bagli iskele yapisinda
hapsolmasi formiilasyonlardan salinan patlama salimi1 miktarini da degistirerek bagh
formilasyonlar  (%25,94-%35,52), bagsiz formiilasyonlarin (%46,61-%57,98)
yaklasik olarak yaris1 kadar simvastatin patlama salimi1 gostermistir. Patlama saliminm
takiben capraz bagli formiilasyonlar 8-10 giinde, ¢apraz bagsiz formiilasyonlar ise 4-
6 giinde platoya ulagmistir. Benzer salim profilleri Yao ve ark. (218) tarafindan
hazirlanan vankomisin iceren ¢apraz bagli ve bagsiz kitosan/polivinilpirolidon doku
iskelelerinde de gozlenmis olup capraz bagli formiilasyonlar daha diisiik patlama

salim1 gostererek platoya daha uzun siirede ulagsmastir.

Salinan simvastatin miktarlari incelendiginde (Sekil 4.50.) doku iskelesindeki
simvastatin miktarinin iki kat daha fazla oldugu ultrafiltrasyon uygulanmis
formulasyonlardan salinan simvastatin miktarlarinin da ultrafiltrasyon uygulanmamis
formiilasyonlara gore yaklasik iki kat daha fazla oldugu goriilmiistiir (p<0,05). Sonug
olarak doku iskelesine yiiklenen simvastatin miktarinin artirilmasi ile salinan
simvastatin miktar1 da orantili olarak artis gostermistir. Kim ve ark. (310) da farkli
konsantrasyonlarda deksametason yiikli PLGA doku iskelesi formiilasyonlar: ile
yaptiklar1 salim g¢aligmalarinda yiliklenen deksametason miktarmin salinan miktar

uzerinde etkili oldugunu gostermisglerdir.

Doku iskelelerinin salinan kiimiilatif simvastatin miktar1 profillerinin hangi
salim kinetigine uygun oldugu incelenmis ve tiim formiilasyonlarin Higuchi kinetigi
modeline uygun oldugu goriilmiistiir. Bu durum doku iskelesi formiilasyonlarindan
salimin zamanin kare kokiiyle orantili olarak gerceklestigini ve difiizyon kontrollii
bir mekanizma ile uzatilmis salimin saglandigim1 gostermektedir. Formiilasyonlarin
Higuchi kinetigine gore elde edilen salim hizi sonuglari karsilastirildiginda ise ¢apraz
bagli formiilasyonlar ¢apraz bagsiz formiilasyonlara gore onemli derecede daha
yiiksek bir salim hizi gostermis olup (p<0,05) bununla birlikte 2:1 kitosan:kollajen

polimer orani ile daha fazla kitosan igeren formiilasyonlarin salim hizlari, 1:1
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kitosan:kollajen polimer orani karsiligi olan formiilasyonlarla karsilastirildiginda
anlamli derecede daha biiytiktiir (p<0,05).

Doku iskelelerinden etkin madde salimini porozite, formiilasyonun sisme ve
su absorplama oOzellikleri, yliklenen etkin madde miktari, etkin maddenin
¢ozinlrligli ve pargalanma Ozelliklerinin etkiledigi bildirilmistir (310). Bu
calismada capraz bagli formiilasyonlarin bagsiz formiilasyonlara gore daha yiliksek
salim hiz1 gostermesi bu formiilasyonlarin daha yavas parcalanmaya ugramasi
sonucu daha diisiik patlama salimi ile daha uzun siirede platoya ulasmalarindan
kaynaklanmigtir. Kitosan oranmin daha yiiksek oldugu 2:1 kitosan:kollajen polimer
oranlar1 ile hazirlanan doku iskelelerinin salim hizlarinin daha yiiksek bulunmas: ise
kollajene gore sudaki ¢oziiniirliigii daha yiiksek olan kitosanin doku iskelesinin su
penetrasyonunu artirarak, yiiklenen etkin maddenin salim hizin1 artirmasindan

kaynaklandig1 diistiniilmektedir.

Simvastatinin ¢apraz bagli doku iskelesi formiilasyonlarinda baglangigta
yiiksek bir patlama salimi ile salinmasi simvastatinin baslangic etkin dozunun
saglanmasi agisindan Onemlidir. Patlama salimini takiben kontrolii bir sekilde
salimin devam etmesi ise yara iyilesmesi siiresince idame dozunun saglanmasi
acisindan istenilen bir Ozelliktir. Bu nedenle hazirlanan doku iskelesi
formiilasyonlarindan 28 giin siiresince yara tedavisi saglayacak en uygun salim
profili capraz baglh formiilasyonlarla elde edilmistir. Bu formiilasyonlar arasinda ise
UF(#+)C(+)2:1 formiilasyonu yliksek simvastatin salim hizi ve miktar1 géstermesi
nedeniyle optimum doku iskelesi formiilasyonu olarak secilmis ve in vivo

calismalarda kullanilmasina karar verilmistir.

In vivo caligmalara gecilmeden once segilen UF(+)C(+)2:1-SV optimum
doku iskelesi formilasyonu ile birlikte UF(-)C(+)2:1-SV formulasyonu ve bu
formiilasyonlarin etkin madde yiiklenmemis karsiliklart olan UF(+)C(+)2:1-B ve
UF(-)C(+)2:1-B formiilasyonlarinin biyouyumluluklarinin tespit edilmesi amaciyla
sitotoksisite calismalar1 yapilmistir. Doku iskelesi formiilasyonlarindan once
simvastatinin sitotoksik dozunun belirlenmesi amaciyla 12,5 pg/mL ile 200 pg/mL

araliginda farkl konsantrasyonlarda simvastatinin kiiltiir ortam1 igerisinde ¢ozeltileri
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hazirlanip L1929 hiicre hattina uygulanmis ve 24 saat sonra % hiicre canlilig1
degerleri Ol¢iilmiistiir. Hiicrelerle direk temasta sitotoksik etkileri bilenen
simvastatinin 25 pg/mL konsantrasyonun iizerinde %350°nin altinda bir hiicre
canlilign  gosterdigi  gozlenmistir (311, 312). Bu nedenle doku iskelesi
formiilasyonlarinin ~ sitotoksisitesinin  tayininde simvastatinden kaynaklanan
toksisisteyi azaltmak amaciyla sitotoksik etki gbozlenmeyen 25 pg/mL simvastatin
konsantrasyonu saglanacak sekilde doku iskeleleri tartilarak hiicre kiiltiiri
caligmalari i¢in hazirlanmistir. Zhou ve ark. (311) da 1 nM-10 uM araliginda farkli
konsantrasyonlardaki simvastatinin insan yag dokusundan tiiretilen stromal hiicreler
tizerindeki sitotoksisitesini incelemis ve oldukga diisiik bir konsantrasyon olan 2 uM
(0,84 pg/mL) simvastatinin iizerinde hiicre biiyiimesi ve ¢ogalmasinin belirgin bir

sekilde azaldigini gézlemlemislerdir.

Doku iskelesi formiilasyonlari i¢in biyouyumluluk; istenmeyen lokal veya
sistemik etki yaratmadan arzu edilen tibbi tedavi islevinin yerine getirebilmesinin
yant sira molekiiler ve mekanik sinyalizasyon sistemlerinin kolaylastirilmasi da dahil
olmak Uzere, uygun hiicresel aktiviteyi destekleyecek bir destek materyali olma
kabiliyetini ifade etmektedir (313). Tez ¢alismasi kapsaminda da doku iskelelerinin
biyouyumluluklarinin degerlendirilmesi amaciyla etkin madde igeren ve icermeyen
doku iskelesi formiilasyonlar1 12 ve 24 saat boyunca 1929 hiicre hatti iizerine
uygulanarak % hiicre canliligr sonuglar1 incelenmistir (Sekil 4.52.). Elde edilen
sonuglarda 12 saat inkilbasyonun sonunda etkin madde yiikklenmemis tim doku
iskelelerinin hiicre canlilig1 sonuglar1 kontrol grubu ile benzer bulunurken (p>0,05),
etkin madde iceren formiilasyonlarda hiicre canliliginin UF(-)C(+)2:1-SV ve
UF(+)C(+)2:1-SV i¢in sirasiyla %77,95 ve %86,17 dustigii gozlenmistir (p<0,05).
24 saat inkibasyon sonununda ise tim doku iskeleleri kontrol grubuna gére daha
diisiik hiicre canlihigr gostermis (p<0,05) ve % hiicre canililiklar1 UF(-)C(+)2:1-B,
UF(-)C(+)2:1-SV, UF(+)C(+)2:1-B ve UF(+)C(+)2:1-SV formiilasyonlar1 igin
strastyla %86,49, %69,19, %86,60 ve %75,21 olarak bulunmustur. Kontrol grubuna
gore daha diisiik hiicre canlilig1 sonuglar1 gézlenmesine ragmen tiim doku iskelesi
formiilasyonlarinda %50°nin iizerine bir hiicre canliligi elde edildiginden

formiilasyonlarin 1L.929 hiicre hatti iizerinde toksik etki gdstermedigi sonucuna
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vartlmistir (222). Etkin madde iceren doku iskeleleri icermeyen formulasyonlara
gore her iki inkiibasyon siiresinde de daha diisiik hiicre canlilig1 gésterirken (p<0,05),
ultrafiltrasyon islemi doku iskelelerinin hiicre canliligi sonuglar {lizerinde farkliliga
yol agmamustir (p<0,05). Formiilasyonlarin etkin madde yiiklenmesine bagli olarak
daha fazla toksik etki gOstermesi yukarida bahsedilen simvastatinin sahip oldugu
sitotoksik etkiden kaynaklanmaktadir. Ultrafiltrasyon islemi ile yiiklenen
nanopartikiil konsantrasyonun artmasinin doku iskelelerinin sitotoksisitelerinde
farkliliga yol agmamasi ise NLT formiilasyonlarindan kaynaklanan bir sitotoksik
etkinin bulunmadigint gostermistir. Bununla birlikte etkin madde igeren
formiilasyonlar  arasinda  ultrafiltrasyon islemi ile artan nanopartikiil
konsantrasyonunun yaninda simvastatinin de artmasinin toksisitede artmaya yol
acmamasi, simvastatinin sitotoksik etki gozlenmeyen doz sinirlarinda c¢alisilmast

nedeniyle gozlendigi diisiiniilmektedir.

Simvastatin lipit nanopartikilleri iceren doku iskelelerinin formilasyonunun
ve karakterizasyonunun tamamlanmasindan sonra ¢alismanin siganlar iizerindeki in
vivo etkinlik calismalar1 asamasina gecilmistir. In vivo calismalar igin en uygun
Ozelliklere sahip doku iskelesi UF(+)C(+)2:1-SV formiilasyonu olarak belirlenmistir.
Bu dogrultuda etkin madde icermeyen bos lipit nanopartikiille hazirlanan doku
iskelesi formiilasyonu olarak da bu formiilasyonun etkin madde i¢cermeyen karsiligi
olan UF(+)C(+)2:1-B formiilasyonu se¢ilmis ve gerceklestirilen sitotoksisite
caligmalar1 sonucunda bu formiilasyonlarin sitotoksik etki gdstermedigi kanitlanarak
in vivo c¢alismalara gecilmistir. Kok hiicre iceren doku iskelesi gruplari i¢in segilen
UF(+)C(+)2:1-SV  ve  UF(+)C(+)2:1-B  formiilasyonlar1  {izerine  belirli
konsantrasyondaki kok hicre suspansiyonu ekilmesi ile elde edilen doku iskeleleri
kullanilmistir. Serbest simvastatin igeren doku iskelesi grubu icin ise UF(+)C(+)2:1-
SV formiilasyonunun hazirlanmasi asamasinda Fm-50-20-UF(2KAT) nanopartikdil
dispersiyonu yerine esdeger konsantrasyonda simvastatin stispansiyonu kullanilarak

hazirlanan doku iskelesi formiilasyonlar1 kullanilmigtir.

Sonug olarak kontrol grubu disindaki in vivo gruplarin her birine farkli bir
doku iskelesi formulasyonu uygulanarak 14 ve 28 gun siiresince yara iyilesmesi takip

edilmistir. Yara iyilesmesi gozlemsel olarak ve yarali bolgenin fotograflamalarinin
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yapilmasinin ardindan, elde edilen fotograflar {izerinde image J programi ile
hesaplanan yara alani sonuglari iizerinden degerlendirilmistir. 14. giin sonunda yara
tyilesme siireci devam ettiginden in vivo gruplarin yara alanlar1 esas olarak 28 giin

sonunda elde edilen verilerle tartisilmistir.

28. glin % vyara alanlart incelendiginde, doku iskelesi uygulanan deney
gruplarindan ‘serbest simvastatin igeren doku iskelesi’ grubu harig¢, tiim gruplarin
yara alanlar1 kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede azalmistir
(p<0,05) (Sekil 4.60.). Herhangi bir terapétik ajan icermeyen ‘bos lipit nanopartikiil
iceren doku iskelesi’ grubunun dahi kontrol grubuna gore daha iyi bir yara
kapanmas1 saglamasi, doku iskelesi tasiyici materyalinin de yara iyilestirici
etkinligini gostermektedir. Bu durum doku iskelelerinin, diyabetik yaralar gibi derin
doku kayiplarinin gozlendigi kronik yaralarda kaybedilen ECM yapis1 yerine gegerek
yeni doku olusumunu destekleyen ve yarayr dis enfeksiyonlara kargi koruyan uygun
iyilesme ortamini saglamasindan kaynaklanmaktadir. Doku iskeleleri 6zellikle por6z
yapilart igerisinde htcrelerin proliferasyonunu, gog¢lini ve fonksiyonlarini
destekleyerek doku rejenerasyonunu 6nemli olgiide artirmaktadir. Bununla birlikte
doku iskelesi yapisinda yer alan kitosan ve kollajen polimerinin yara yiizeyine iyi bir
adhezyon saglayarak polimerlerin kendilerinin de yara iyilestirici etki gostermesi
doku iskelesi formiilasyonunun yara iyilestirici etkinligini gliglendirmistir (138, 213,
314). Natarajan ve ark. (314) tannik asit ile c¢apraz baglanmis kollajen doku
iskelelerinin yara iyilestirici etkinligini siganlar iizerinde degerlendirmis ve sadece
kollajen polimerinden olusan doku iskelelerinin kontrol grubuna goére Onemli

derecede yara iyilesmesi sagladigin1 gostermislerdir.

28 gln sonunda ‘lipit nanopartikiiler simvastatin igeren doku iskelesi’ ve
‘lipit nanopartikiiler simvastatin ve kok hiicre iceren doku iskelesi’ gruplar1 kontrol
grubuna kars1 gosterdikleri yara iyilestirici etkilerinin yaninda bu gruplarin
simvastatin icermeyen karsiliklar1 olan ‘bos lipit nanopartikiil igeren doku iskelesi’
ve ‘bos lipit nanopartikiil ve kok hiicre igeren doku iskelesi’ gruplarma gore de
anlamli derecede daha diisiik yara alan1 gostererek (p<0,05) daha ylksek bir yara
lyilesmesi gostermistir. Bu sonuglar simvastatinin yara iyilestici etkinligini

kanitlamistir. Literatiirde yer alan simvastatinin yara iyilestirici etkinligi iizerinde
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gerceklestirilen calismalarda da benzer sekilde gelistirilen yara modelleri tizerinde

onemli derecede iyilesme gosterilmistir (20, 21, 219, 220).

14 ve 28 giin siiresince gergeklestirilen deney gruplarinin her ikisinde de
‘serbest simvastatin igeren doku iskelesi’ grubu kontrol grubu ile karsilastirildiginda
yara kapanmasi acisindan fark bulunmamistir (p>0,05). Bununla birlikte ‘lipit
nanopartikiiler simvastatin iceren doku iskelesi’ grubu ise ‘serbest simvastatin igeren
doku iskelesi’ grubuna gore anlamli derecede daha fazla yara iyilesmesi gostermistir
(p<0,05). Bu durum simvastatinin nanopartikiil igerisine hapsedilmeden, direk yarali
bolgeye uygulanmasinin yara iyilesmesini olumsuz yonde etkiledigini
gostermektedir. Ote yandan kontrollii ve uzatilmis bir simvastatin salimi1 saglayan
doku iskelesi formiilasyonunun uygulandig1 ‘lipit nanopartikller simvastatin igeren
doku iskelesi’ grubunda Onemli derecede iyilesme gosterilmistir. Simvastatinin
nanopartikiiller icerisine hapsedilmeden direkt uygulanmasi sonucu goézlenen yara
iyilesmesi iizerindeki bu olumsuz etkinin simvastatinin sitotoksisite g¢alismalari
sirasinda  elde edilen yliksek doz simvastatinin  sitotoksik etkisinden
kaynaklanabilecegi gibi literatiirde yer alan calismalarla gosterilen simvastatin
yiiksek dozlarinda doz artisina baglh olarak gozlenen inflamatuvar yanit nedeniyle

olusabilecegi diisiiniilmektedir (21, 221, 315).

Literatiirde yer alan pek c¢ok c¢alisma ile gosterildigi  gibi
mikro/nanopartikiiller ilag tasiyict sistemler etkin maddeyi bozunmaya karsi
koruyarak biyoyararlanimlarini ve tedavi etkinligini artirmakradir (291, 316, 317).
Bu nedenle simvastatinin tasiyict bir sistem igerisine enkapsiile edilmesi ile etkin
maddenin yara bolgesinde hizla hidroliz olmasi Onlenerek, uzatilmis ve kontrolli
etkin madde salim ile etkili bir yara tedavisi gelistirilmistir. NLT ve doku iskelesi
formiilasyonlarinin birlestirilmesi ile gelistirilen kombine bir ilag¢ tasiyici sistemle
simvastatinin yara yataginda iyilesme siireci boyunca terapotik diizeyde kalmasi
saglanmakta ve boylece tedavi etkinligi ve hasta uyuncu artmaktadir. Orue ve ark.
(318) tarafindan yapilan giincel bir calismada antimikrobiyal bir peptit olan LL37 ile
yiikklenmis NLT formiilasyonlar1 hazirlanarak LL37 ¢ozeltisi ve LL37 yiikli NLT
formiilasyonlarmin diyabetik yara modelleri iizerindeki etkinligi incelenmistir. Elde

edilen sonuglarda LL37 yikli NLT formiilasyonlarinin LL37 ¢6zeltisine gére dnemli
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derecede daha iyi bir iyilesme sagladig1 gosterilerek nanoyapili tasiyict sistemler ile

daha etkili bir yara tedavisinin saglandig1 kanitlanmigtir.

14 ve 28 giin siirdiiriilen her iki deney sonuglarinda kok hiicre ekilmis doku
iskelelerinin uygulandig1 gruplar kok hiicre igermeyen karsiliklar1 olan bos lipit
nanopartikiil ve lipit nanopartikiiler simvastatin iceren doku iskelesi gruplar ile
karsilagtirildiginda yara alanlarinda 6nemli derecede fark gozlenmemistir (p>0,05).
Bu nedenle yara alani sonuglari1 agisindan kok hiicrelerin tek basina yara iyilesmesi
tizerinde olumlu etkisi goézlenememistir. Ancak yara kapanmasi yalnizca yara
epitelinin kapanma derecesini gostermekte olup iyilesmenin kalitesi hakkinda bilgi
vermediginden kok hiicrelerin yara tedavisi lizerindeki etkinligi patolojik incelemeler

sonucunda gézlenmistir.

14 giin H&E boyama patoloji sonuclart degerlendirildiginde kontrol ve ‘lipit
nanopartikiiler simvastatin iceren doku iskelesi’ grubunda diger gruplardan farkli
olarak orta diizeyde inflamasyon varlig1 gosterilmistir (p<0,05). Daha 6nce yapilan
calismalarda simvastatinin yiiksek dozda inflamasyon yanitimi artirdigi gosterilmis
olmasina ragmen simvastatinin yavas ancak kararli salimmin da inflamatuar
hlcreleri yara iyilesmesi bolgesine ¢ekebilecegi diisliniilmektedir (221). Serbest
simvastatin grubunda kullandigimiz simvastatin konsantrasyonun bahsedilen
makaleden daha diisiik olmast bu grupdaki inflamasyon diisiikliigiinii de

aciklayabilmektedir.

14. giin tiim deney gruplarinda epitelizasyon sonuglar1 karsilagtirildiginda ise
kok hiicre eklenen gruplarda epitelizasyon orta diizeydeyken diger gruplarda hafif
diizeyde bulunmus olmasi 6nemlidir. Bu sonuglar ile degerlendirildiginde kok hiicre,
her ne kadar yara yiizeyi kapanma hizin etkilemese de epitel dokusu maturasyonunu

artirmasi agisindan énemlidir.

14. giin vaskiilarizasyon sonuclarinin degerlendirilmesi dikkate alindiginda
‘lipit nanopartikiiler simvastatin igeren doku iskelesi’ grubu diger gruplara gore daha
fazla vaskiilerizasyon gostererek orta diizeyde skorlanmustir. Istatistiksel olarak

bakildiginda ise kontrol ve ‘serbest simvastatin iceren doku iskelesi’ grubuna gore



259

vaskiilerizasyon anlamlidir. Bu sonu¢ yavas ve kontrollii salim gosteren
simvastatinin  vaskiilerizasyonun artmasi {izerine olumlu etkisi oldugunu
diisiindiirmektedir. Literatiirde simvastatinin vaskiilerizasyon iizerine olumlu etkileri
Bitto ve ark. (20) tarafindan gosterilmistir. Bizim g¢alismamizda ise farkli olarak
uygulama yontemi, konsantrasyonu ve simvastatinin nanopartikil igerisinden yavas
ve kontrollii salimmin olmasi nedeniyle sadece lipit nanopartikiiller simvastatin
iceren grupta vaskiilerizasyon daha yiliksek bulunmustur. Bu bulgu simvastatinin

vaskiilerizasyonu artirma iizerindeki etkilerini desteklemektedir.

H&E boyama sonucu yapilan 14. giin histopatolojik incelemenin fibroblastik
proliferasyon sonuglari karsilastirildiginda serbest simvastatin ve lipit nanopartikiler
simvastatin ve kok hiicre iceren doku iskelesi gruplar1 daha az fibroblastik
proliferasyon gostermistir (p<0,05). Bu sonug literatlirle uyumlu olarak mezenkimal
kok hicrenin ve simvastatinin yara iyilesmesinde istenmeyen bir etki olan fibrozis

gelismesi {izerine olumlu etkisi olarak yorumlanmustir (247, 248).

28. giin histopatolojik degerlendirmede tiim deney gruplarinda inflamasyon
gbézlenmemis ve vaskiilerizasyon acisindan da Onemli bir fark bulunmamustir.
Gruplarin ¢gogunda yara iyilesmesinin tamamlanmis olmasinin gruplar aras1 farklilig

azalttig1 distniilmustiir.

H&E boyamada histopatolojik incelemeye gore 28. gin epitelizasyon
sonuglar1 degerlendirildiginde ‘lipit nanopartikiiler simvastatin ve kok hiicre igeren
doku iskelesi” grubunun diger gruplara gore daha yliksek oranda epitelizasyona sahip
oldugu gosterilmistir (p<<0,05). Bu sonuglar 14. giin sonuglar1 ile de uyumludur.
Mezenkimal kok hicrenin simvastatin ile birlikte verilmesi literatiire uyumlu olarak
simvastatinin kok hiicrenin canlilifi ve proliferasyonunu artirmasindan dolay1

epitelizasyona katki sundugunu diisiindiirmektedir (249).

Ayni deney gruplarinda 28. giin sonuglar1 fibroblastik proliferasyon varligi
acisindan incelendiginde tipki 14. giin sonuclar1 gibi serbest simvastatin ve kok

hiicrenin fibroblast proliferasyonunu azalttig1 literatiirle uyumlu olarak gézlenmistir
(247, 248).
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14. ve 28. giinde bcl-2 immiinohistokimyasal boyamasinin tiim gruplarda da
gozlenmemesi simvastatin, nanopartikiil ve doku iskelesinin programli hiicre
Oliimiine yol agmadig1 ve biyolojik yapilarda giivenli oldugunu gostermesi agisindan

onemlidir.

14. ve 28. gunlerde immdinohistokimyasal olarak bolgedeki hicre
proliferasyonunu gosteren Ki-67 boyamasi sonuglarina gore kok hiicre igeren tiim
gruplarda anlamli olarak (p<0,05) proliferasyonun fazla olmasi mezenkimal kok
hiicrenin parakrin etki ile hiicre proliferasyonuna sundugu katkiy1 literatiirle uyumlu

olarak gostermesi agisindan 6nemlidir (250, 251).

14. giinde CD31 ile yapilan immiinohistokimyasal boyama sonuglarinda kok
hiicre iceren gruplar olan ‘bos lipit nanopartikiil ve kok hiicre igeren doku iskelesi’
ve ‘lipit nanopartikiiler simvastatin ve kok hiicre iceren doku iskelesi’ deney
gruplarinda literatiirle uyumlu olarak kontrol grubuna goére anlamli olarak daha
yiiksek bir CD31 seviyesi elde edilmistir (25, 187). Ayrica simvastatin naopartikiil
iceren doku iskelesi grubu serbest simvastatine gére daha yiksek CD31 boyanma
orant gostermesi agisindan H&E sonuglarindaki vaskiilerizasyon oranlart ile
benzerlik gostermektedir. Bu sonuglar yapilan diger calismalarla uyumlu olarak
kontrollii simvastatin saliminin ve kok hiicrenin vaskiilerizasyon iizerine olumlu

etkilerini desteklemektedir.

28. giin CD31 immiinohistokimyasal boyama sonuglar1 degerlendirildiginde
en yiiksek vaskiilerizasyon ‘bos lipit nanopartikiil ve kok hiicre igeren doku iskelesi’
deney grubunda, en diisiik ise ‘lipit nanopartikiiler simvastatin ve kok hiicre iceren
doku iskelesi’ grubunda bulunmustur. Elde edilen bulgular simvastatin acisindan
tartisildiginda doku kesitindeki damar yapilar1 sayilarak elde edilen vaskiilerizasyon
sonuglariin endotel hiicresi varli§im1 gosteren ve damar gelisimi maturasyonunda
onemli bir belirte¢ olan CD31 boyanmasi ile farklilik gostermektedir. Bu sonuglar
28. giin sonunda simvastatinin vaskiilerizasyonu artirmis goriinmesine ragmen

endotel matiirasyonu iizerinde etkili olmadigin diigiindlirmektedir.
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BrdU boyamalar1 sonucunda kdk hiicre iceren doku iskelesi gruplarindaki
hiicre sayilar1 kagilastirildiginda ‘lipit nanopartikiiler simvastatin ve kok hiicre iceren
doku iskelesi’ grubu %10 kok hiicre icerigi ile %4 oraninda kok hiicre bulunan ‘bos
lipit nanopartikil ve kok hiicre iceren doku iskelesi’ grubuna gore daha yiiksek kok
hiicre bulundurmustur (Sekil 4.71. ve 4.72.). Bu sonu¢ simvastatinin literatiirde yer
alan c¢aligmalarla uyumlu olarak kok hiicrelerin canliligini ve proliferasyonunu

artirict etkisini desteklemektedir (249).

Tez caligmast kapsaminda gerceklestirilen in vitro ¢alismalar sonucunda,
immunmodulator, antienflamatuvar ve anjiojenik etkileri ile yara tedavisinde olumlu
etkiler gosteren simvastatinin yiiksek c¢ozliniirliik gosterdigi lipitler kullanilarak
nanoyapili lipit tasiyict sistemler igerisine yiiksek oranlarda yiiklenmesi saglanmistir.
Yiiksek basin¢li homojenizasyon yontemi ile hazirlanan formulasyonlar, Campbell
ve ark. (277) tarafindan daha Once belirtilmis olan yarali dokuda lokal olarak
kontrollii salim saglayabilecek nanoboyutlara sahip olup homojen partikiil biiyiikligi
dagilimi ve 1iyi bir stabilite olusturabilecek yiiksek zeta potansiyel degerleri
gostermektedir (60, 66, 230). Vitorino ve ark. (203) da yiiksek basingh
homojenizasyon  yontemi ile  hazirladiklar1  simvastatin =~ yikli ~ NLT
formiilasyonlarinda kiiclik partikiil biiyiikliikleri ve PDI degerlerine sahip, yiiksek
ilag haspedilme etkinligi ile optimum ozellik gosteren formiilasyonlar elde
etmiglerdir. Literatlrde yer alan simvastatinin NLT formiilasyonlarinda lipit
matriksin en fazla %10’nu (a/a) kadar yiikklenme gergeklestirilirken bu calisma ile
%20’ye kadar yiikleme basarilmis ve yapilan DSC ve FT-IR analizleri ile
simvastatinin lipit nanopartikiil yapisinda molekiiler olarak disperse olmus halde
yliksek oranda enkapsiile oldugunu gosterilmistir (56, 72, 203). NLT formiilasyonlari
literatiirde gozlenen salim profilleri ile uyumlu olarak ylizeye adsorbe olan ilag
molekiilleri nedeniyle baslangicta yliksek bir patlama salimi géstermis ardindan lipit
matrikse hapsedilmis simvastatinin salimi ile etkin madde salimi yavas bir hizda
devam ederek 24 saatte platoya ulagsmustir (294, 319). Simvastatin ile yiiklenmis
NLT formiilasyonlarindan hareketle doku iskelesi formiilasyonlar1 hazirlandiginda
doku iskelesinin yapist ve parcalanma hizi simvastatinin salim hizin1 daha da

yavaslatacagindan NLT formiilasyonlar ile istenilen bir salim profili elde edilmistir.
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Bununla birlikte stabilite ¢alismalarinda Alvarez-Lueje ve ark. (239) tarafindan
yapilan caligma ile sulu dispersiyon halinde saatler icerisinde %10’dan fazla
parcalanmaya ugrayarak stabilite problemleri gosterdigi belirtilen simvastatinin NLT
formiilasyonlarinda 4°C’de 15 giline kadar stabilitesinin korundugu gosterilerek
simvastatinin lipit matriks igerisinde sizint1 olusmadan tamamen hapsedildigi basaril

stabil bir formiilasyonun gelistirildigi kanitlanmistir.

NLT formiilasyonlarinin  gelistirilmesinin  ardindan, simvastatin lipit
nanopartikiillerini iceren doku iskelesi formiilasyonlar1 yara tedavisinde yeni bir ilag
tagiyict sistem olusturmak amaciyla dondurarak kurutma yontemi ile kitosan ve
kollajen polimerleri kullanilarak hazirlanmistir. Yasasvini ve ark. (21) ise yara
tedavisinde kullanilmak iizere simvastatin yiiklii kitosan mikropartikiillerini igeren
polivinil alkol hidrojel doku iskelesi formiilasyonlarini hazirlayarak kontrollii salim
saglayan ila¢ tasiyici sistem gelistirmis ve kontrol gruplarina gére dnemli derecede
daha yiiksek yara iyilestirici etkinin saglandigin1 géstermislerdir. Yara iyilesmesinde
hiicrelerin penetrasyonu, g¢ogalmasi, fonksiyon gostermesi ve doku onariminin
saglanabilmesi gerekli olan molekiillerin aktariminin saglanmasinda olduk¢a 6nemli
oldugu gosterilen birbiri ile baglantili agik bir por agi, yiiksek porozite ve
permeabilite 6zellikleri hazirlanan doku iskelesi formiilasyonlar: ile basarili bir
sekilde elde edilmistir (131, 303). Konsantre lipit nanopartikillerini iceren capraz
bagli doku iskelesi formiilasyonlar1 da literatiirle uyumlu olarak yara tedavisi i¢in
gerekli olan 28 giin siiren yavag parcalanma hizini gostermislerdir (308). Aymi
zamanda bu doku iskeleleri yarali dokuda olusan gerilime dayanabilecek ve yeni
doku olusumu i¢in gerekli olan fiziksel destegi karsilayabilecek uygun bir mekanik
guce sahiptir (167, 309). Simvastatin lipit nanopartikillerinin doku iskelesi
formiilasyonlar1 i¢inde uygulanmasi ile baslangic ve idame dozunu saglayacak ideal
konrollii salim profilleri elde edilmistir. Ozellikle ¢apraz bagl formiilasyonlarda Yao
ve ark. (218) tarafindan da gozlendigi gibi daha yavas pargalanma 6zelliginin sonucu
olarak, NLT formiilasyonlarinda elde edilen yiiksek simvastatin patlama saliminin
belirgin bir sekilde azaldig1 gézlenmis olup simvastatin salimi kontrolii bir sekilde
devam ederek platoya daha wuzun siirede ulasilmistir. Doku iskelesi

formiilasyonlariin biyouyumluluklari da sitotoksisite caligmalari ile gosterilmistir.
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In vivo ¢alisma sonuglar1 genel olarak degerlendirildiginde, simvastatinin ve
yeni ilag tastyici sistemlerin yara iyilestirici etkinligi iizerine gergeklestirilen
caligmalarla uyumlu olarak, kontrollii ve uzatilmis simvastatin salimi saglayan
nanoyapili lipit tasiyici sistem igine hapsedilmis simvastatin i¢ceren doku iskelelerinin
yara kapanma hizi, vaskiilarizasyon ve epitelizasyon iizerindeki olumlu etkileri ile
yara iyilesmesini destekledigi gézlenmistir (20, 21, 219, 220, 318). Bunun yanisira
simvastatin ve kok hiicre icermeyen doku iskelelerinin yara kapanma hizini artirmasi
doku iskelesi yapisindaki kitosan ve kollajen polimerlerinin daha 6nceki ¢alismalarla
kanitlanmis olan yara iyilesmesindeki olumlu etkinliginin varligina isaret etmektedir
(131, 133, 135). Simvastatin ve kok hucrenin birlikte kullanilmasi sonucunda
literatiirle uyumlu olarak simvastatinin kok hiicrelerin canliligini ve proliferasyonunu
artirarak etkinliklerini artirdiklart gozlenmistir (249). Bu sinerjik etki sonucunda
ozellikle artmis epitelizasyon, proliferasyon ve endotel matiirasyonu tamamlamis bir

vaskiilerizasyon gozlemlenerek etkin bir yara iyilesmesi saglanmistir.

Bu ¢alisma ile kolesterol diisiiriicii bir etkin madde olan ve sadece oral yolla
kullanilan simvastatinin yeni ilag¢ tastyici bir sistem olan NLT i¢ine hapsedilmesi ve
daha sonra doku iskelesi haline getirilmesiyle diyabetik yaralar gibi kronik yaralarin
tedavisi i¢in yeni bir yaklasim getirilmektedir. Gelistirilen formiilasyonlara Kok
hiicrelerin ilavesi ile tedavi etkinligi daha fazla artirilarak diyabetik yaralar i¢in umut

verici bir tedavi yontemi gelistirilmistir.
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6. SONUC

Diyabetik yara tedavisi oldukca kompleks olup c¢ok yonli bir tedavi
yaklasimi gerekmektedir. Bu nedenle bu tez ¢alismasinda yara iyilesmesinde tedavi
etkinligini artiran, gok modelli yeni bir topikal tedavi yonteminin gelistirilmesi
amaglanmistir. Bu amag dogrultusunda yara iyilesmesinde ve kok hiicre tedavisinde
olumlu etkileri oldugu diisiiniilen simvastatinin; topikal olarak kontrollii salimini
saglayan, stabilitesini ve etkinligini artiran NLT formiilasyonlar1 hazirlanmis ve kok
hiicrelerin yara iyilesmesindeki 6nemi nedeniyle simvastatine ek olarak tedaviye kok
hiicreler de eklenerek kok hiicre ve simvastatin lipit nanopartikiillerini tastyan,
kaybedilen doku yerine gecerek yara iyilesmesini hizlandiran uygun
biyoparcalanabilir polimerlerden olusmus doku iskeleleri gelistirilmistir. Bu tez

caligmasi ile;

e NLT formiilasyonlart yiiksek basingli homojenizasyon yontemi kullanilarak
farkli stv1 lipit, sivi:kati lipit ve simvastatin yiikleme oranlarinda basarili bir
sekilde hazirlanmis ve wuygun yapisal Ozelliklere, yiiksek yukleme
kapasitesine sahip nanopartikiiller elde edilmistir.

e In vitro salim ¢alismalari, NLT formiilasyonlarindan salimin baslangicta
yiiksek bir simvastatin patlama salimi ile hizl1 daha sonra yavas bir salim hiz1
ile devam ederek yaklasik 12-24 saatte salim platoya ulastigi ve salimin
formiilasyona yiiklenen etkin madde miktarindan ve formilasyonun
konsantre edilmesinden etkilendigi gosterilmistir.

e Stabilite ¢aligmalar1 sonucunda, sulu ortamda hidrolize ugrayarak stabilite
problemleri gosteren simvastatinin NLT sulu siispansiyonlar1 halinde
stabilitesinin artirildigi gozlenmistir. NLT formiilasyonlar1 i¢in en uygun

etkin madde ve partikiil biiytikligii sonuglar1 4°C’de elde edilmistir.

e Doku iskelesi formiilasyonlar1, dogal kaynakli ve biyopargalanabilir kitosan
ve kollajen polimerleri ile farkli kitosan:kollajen polimer oranlarinda, ¢apraz
bagli veya bagsiz olarak, simvastatin i¢eren/igermeyen ve ultrafiltre/ultrafiltre
edilmemis NLT formiilasyonlarindan hareketle dondurarak kurutma yontemi

kullanilarak basarili bir sekilde hazirlanmistir.
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e Yara iyilesmesinin desteklenmesi, simvastatin nanopartikilleri ve kok
hiicrelerin taginmasi i¢in uygun pordz yapi, su absorplama, parcalanma ve
mekanik Ozellikler c¢apraz bagli doku iskelesi formiilasyonlarinda

gozlenmistir.

e Doku iskelelerinin in vitro salim c¢alismalar1 sonucunda, NLT
formilasyonlarinda gozlenen patlama saliminin azaldigi ve daha kontrollii
salim profillerinin elde edildigi gozlenmistir. Formiilasyonlarin salim
Ozelliklerinin ¢apraz baglanma durumu, lipit nanopartikiil konsantrasyonu ve
kitosan:kollajen polimer oranindan etkilendigi bulunmustur.

e Doku iskelelerinin 1929 hiicre hatt1 {izerinde sitotoksik etki gostermedigi
gozlenmistir.

e Doku iskelesi formiilasyonlarinin yara iyilestirici etkilerinin incelenmesi
amaciyla gergeklestirilen in vivo ¢alismalar sonucunda, lipit nanopartikiler
simvastatin igeren doku iskelesi formiilasyonlarinin vaskilarizasyon ve
epitelizasyon (zerinde olumlu etkiler gostererek yara iyilesme siirecini
kisaltabilecegi gosterilmistir.

e Doku iskelelerine ilave edilen mezenkimal kok hucrelerin, simvastatin ile
birlikte yara iyilesme siirecinde etkin bir rol aldig1 ve Ozellikle epitelizasyon,
proliferasyon ve endotel matiirasyonu tamamlamis vaskiilerizasyon

saglayarak yara iyilesmesini hizlandirdig1 gozlenmistir.

Sonug olarak diyabetik yaralar icin rejeneratif biyomalzemeler kullanarak,
simvastatin ve kok hiicre ilavesiyle fonksiyonlandirilmis, uzun siireli salim
saglayabilen 3 boyutlu doku iskelelerinin hazirlanmasi ile kronik yaralarin

tyilesmesinde yeni bir yaklagim getirilmistir.
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The objective of the present investigation was to develop novel three-dimensional (3D) and biode-
gradable tissue scaffolds (TSs), consisting of biological polymers and simvastatin (5V)-loaded nano-
structured lipid carriers (NLCs) for the treatment of diabetic wounds. NLCs were prepared via high-shear
homogenization and freeze-drying was used for NLC-incorporated TSs. The resulting NLC suspension
contained spherical nanosized ( 110-158 nm) homogeneous particles (PDI<0.16) with »99% encapsula-
tion efficdency. The NLCs were characterized via differential scanning calorimetry and Fourier transform
infrared spectroscopy analysis. TSs have 3D high porous structure (74.38%) and sufficient large pore size
(~100-200 pm), low weight loss (57.7%), high absorption capacity (71088%) and good mechanical
strength. Incorporation of NLCs into TSs delayed the initial SV release and genermted a more controlled
release profile. Biocompatibility of the TSs was shown using MTT assay. The results suggest that TSs can
be considered as suitable candidates for diabetic wound treatment.

Wound healing
Diabetic wound

© 2017 Elsevier BV. All rights reserved.

1. Introduction

Impaired wound healing, which results in ulceration, is an
important complication of diabetes mellitus (DM) and its risk is
about 25% for DM patients over their lifetime [1].

Traditionally, there are several treatment options for diabetic
wound management such as topical (for example, ointment, gels)
and systemic drug treatments, dressing for occlusion and damp-
ening, debridement and even surgical approaches, if necessary.
Unfortunately, the present treatment options do not provide
satisfactory results for the treatment of diabetic wounds. Hence,
diabetic wound treatment has become an important issue for cli-
nidans and patients in some cases necessitates long recovery
period of the patients [2—4],

Conventional treatment approaches do not have long-term ef-
fects and the dosage must be repeated. Therefore, controlled
release systems that provide prolonged effects are of great interest
in chronic wound treatment. Furthermore, epidermal coating and
the formation of an external barrier are very important factors in

* Corresponding author,
E-mail addresses: dilara.czturk207@gmail.com (D. Orgul), ehakan@hacettepe.
edutr (H Eroglu), hsued a@hacettepe.edwtr (S Hekimoglu).

http: fdx dolorg 101016 jddst 2017,08.001
1773-2247 (@ 2017 Elsevier BV. All rights reserved.

wound treatment for the prevention of infection, reduction of
water/blood loss, protection of oxidative stress and control of pain.
Increasing evidence indicates that dermis layer should also be
involved in skin substitutes for an effective wound healing. For this
purpose, researchers as a common approach have started to use
biodegradable 3D tissue scaffolds (TSs) for wound healing [4,5].
Three-dimensional TSs not only gradually degrade in wound
healing, but also provide adhesion, growth and differentiation of
cells and transport of extracellular matrix (ECM) components by
acting as an ECM analogue [6].

Materials that are isolated from natural sources are increasingly
preferred in clinical applications of TSs because of their higher
biological acceptability, cellular interaction, renewability and easier
chemical modification. Among these materials, collagen, which is
the most abundant protein in mammalian tissues and a major
protein of the ECM, has a remarkable reputation [5,7]. During the
wound healing process, collagen also supports the organization of
newly formed collagen fibrils and granulation tissue in the
damaged area and stimulates new tissue growth and wound
debridement [8], Due to these well-known effects of collagen and
its biocompatibility, biodegradability, simplicity and variety of
manufacturing methods, collagen based TSs have been widely used
for wound healingin recent years [5,9,10]. However, collagen-based
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therapeutic option with the zim of topical treatment of wounds.
METHODS

* Preparation of NLC Formulations

NLC fornmlations were prepared by high shear homogenization techmique using a APV
Lab 2000 (APV, Germany) high pressuwre homogenizer (Fig. 1) and several independent
variables were investigated (Table 1).

Figure 3. TEM images of NLC formmlations (x30000) 2) Blank NLC b) 5V loaded NLC
+ DSC Thermograms

The entrapment of sinywastatin in the lipid matrix was verfied by the absence of endothermic
. peaks according to DSC analysis (Fig. 4).
= e .
Figure L. Scheme of preparstion of NLC formmlations H
Table 1. F ions used in studies 2
| Simwsam %
Formulation Code | Lipit Matrix LL:?x::: E:'T:'J“i. ||ulnou1 ,
P 20 Blok ATo 3 - Beue - Tamems ) - e
f=a an - =2 Figure 4. DSC & o NLC fornmlations and mereds
Fou-70- Blamk ATO = - . .
‘:&70_ 0 o - =% Release studiez
Fo-70-20 ATC = %20 e
* Char of NLC F. lati Fl b T
Mo b
% Particle size and Polydispersity index (FDI) were carried out at 25 °C with H T ! : :
Zatasizer Nano-ZS (Malvern Instruments, UK). .
% Transmission Electron Micrescope (TEM) cbservations were conducted on a FEI Tecna G2 I
FRah BioTwin (Metherlands) elactron microscope at 80 kW i i _—
¥ DSC analysis (DSC Q100, TA Instruments, USA) was evaluated at 20 — 200 °C with a H
heating rate of 10 *C/min and 5 mg weighted samples were sealed in ahominmm pans. 3"'
# Entrapment efficiency (EE%:) and drug loadmg (DL%%) were calculated as: W .
%s = Total amount of SV — Free amount of SV / Total amownt of SV x100
Total amount of SV — FmeamclmtofSVfTahlamnﬂnfﬂnhpudsxlm ol , . . . . . . .
¥ In vitro melease studies of formulati water bath ‘ * - ° mefow) * = =
@{m@ﬁummv)atl?'Cmglmnmmlzgﬁm:(ﬂOm} Certain ultrafi 'N'L . T = - - —
formistions were swpended in pf1 74 PBS cofamng % 05 SDS (w). Sampes Figure 5. Release profile of from various )
centrifugated at selected time points then the clear The release of sinnvastatin from the NLC formmilations was charactenized by an injtial burst
amirephndﬁ&ﬁﬁ\lmﬁa.ﬂz:mhswmamhzﬂdbyax@hdaﬁd]ﬂﬁnﬂxﬂmrdeasewhthlsﬁ:“awuibvasushmedrdempawdﬁdeay(F)gf) memgh
238 om (3). similarity of Fm-50-10 and Fm-50-20 dissolution profiles, the similarity factor (£) was lated
¥ Statistical amalysis was conducted by Mann Whitney U test ﬁx comparisons Mandrdaasepmﬁhwmfamdasmn&mﬂx(fpsm It was clearly calculated that Fm-50-20
Independent groups. 0.05 was taken as a pvalue, to indicate stati ifi (p=0.03). s imately two-fold = ion with respect to Fm-50-10
- _ fclmu]at'l:n
RESULTS AND DISCUSSION CONCLUSION

Themulbdﬂ:ﬁshdvsbwedﬂlatmmlaﬂdedmfmﬂaumhadmd
particle high v and mustamed release time of the active
ingmd;mt[)q)mdmgmﬂ:ﬁem—vﬂochmctmshﬁ,ﬂﬁenmz&immm}gﬂbe

dered as suitable did for wound either alone or m combination with
seaffold struchwes. Further stadies are cwrently focused on the combination of these nanocarmiers
with scaffold stuctures.
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DEVELOPMENT AND VALIDATION OF HIGH FERFORMANCE LIQUID
CHROMATOCRAPHY METHOD FOR SIMVASTATIN

D. Omsick’, H. Eroln’, 5. Hekimoghn'
'Hacetiepa Univemity, Faculty of Prarmacy, Department of Phammaceutical Tochnobogy, Ankara
*Famail sk Tihece iepr. e i

INTRODUCTION

-Lingarity
The comsiation cosfficient () was caluared 2z 059965 indicating the goodoess of the

Siatins arw the senerlly keowm o cholectorn] lowering agents. Sowasitin is commonty used 25 an  lingamity.

affucthe choleers] lowsrng agere Berides their wll knoam efects, they are known to be vohed
in ey callular processes Srough cholostercl dependars indopendont meckomies. |t is well knomm.
hw&hmﬂwm:ﬁmdmh} nlllulﬁ:ﬂm

Fa da of simmastatin, there st ooy high peritrmancs ligeid chromaingraplsy
(HFLC) methods (3.4). In these method:, aithar the miention tme of sxstatin & oo Jog or Ge
wnsitivity of the wristing method i sot suitabis anough. Theredors, the aim of fhis stady is o daslop
& now HPLC mathod Sor fhe qeansification of simastatin and to validets this method.

METHODS

Figure . Calibration amve for
nEstin analyee

r -
Cancentration (g ml )

ke

~Arouracy
Tablel. .hmq'mhhw-bw

A moveried-phass Bigh-performomes ].l:puI. chropooeraphic pwthod i optimisd for de
determimation smmasatin For tis pupose, te FPLC system nsed was equipped with an TV
detocter and C1E (Spoore ] St o) ok weas wsed for S sepemtion of sinnashting The
optimized mobile phaso for the quantification of sinpasttin ws dowrmined 25 2 mivtme of
mthanal : 50 i NaH.PO, (pH 4.5) : acotonitnls af the mtio of 1:36 (w4, Flow mis of G
mdin]hnwuutalni-‘nil-lmflbhcﬁmm:nﬂmt of B3 mmafieran.
injection wohme of 20l of the wmpls. The turparature of the columm was kopt constant at 45 <C.
-Anatriical edbed Vilidadon

Tha optimered amabytical method b hean validuied throush. the perametar: of slecthty, bnemiy,
mm@ﬂh@nﬂlﬂmdﬂhmmhm

']hnhmﬁyuﬂhmhdnmhhdhymlymgbhﬁmh]n]huqh

‘For the Enoarity of the method, a calibmtion curve that & comisting of § concuntration points, and §
difSerant set of sanples within the mnge of 0.25-32 pg oM was prepamed by Siuting the secondary
sinck sobation (100 pg i) with the mobils phass.

For S scomacy of the moded, 3 Effurent concentration points mch 25 low {0125 pg mi), medim
{# g k') and Iigh (18 g mi+) wam salocted within the calhration rmge and § different sanyples 2t
thise points wers preparsd. Thess sanples were mmalyzed and the meults dat were caloulated wern
compared with the shndard vk

The pecizion of the anahytical method has evalmied with repeatshility and mpmoducibility of a
saries of concaneration, with i the calibation ongs, 0.25, 4.2nd 16 g mi, Aftewand, te remls
ware compared by determining the R8T ks of fhe samples.

The samsithity of &0 anabytical method was imestigaed by detwrmining the Linst of Detmction
LD and Lzt of Quantification (LOG).

Tha stability stadies were carcied out 0.25, 4 and 16 pg pd concentrations of smastatin samples
and these samphes wars kept ot 37 <C for 3 days. Sampies wees amlyzed at 24, 58 and 72 howns ovar
‘thro roplicates and the BT of the remlts wer cal calased.

RESULTS AND DISCUSSION

T
In the evaluation of the selectivity, somastatin was wall mecived from baseling (Figam 1) and e
s mo et affiect from bl ploss at the same time of tnsasttn.

= .
ke ! 6.9 il

Figure 1. Fapmesantatie chrommatogeam of imeasiatin (§ pg )

RSh% Bl Recinery
-I'] !l I
02511 LEIRE DTS 100467
LIRS l4TRD  SAIE
16 15,7802 LEMS  LITH sl
Precis
iy astatin Repeatabiity R by
Diacamiraion ikl € jn el O I
g i) Mean ug ) RSD%  Mess pp ') RSD %
] 0,340 L5 (¥ 16473
[l 10069 [T 19559 8T
16 15,8823 [ 15908 hDEe
Sensiti

T LOD and 1O vabnias wers frened to e 5 npml* and 28 mpml ', mepectoesly.

Table 3. Siability remlts for Simvastatin anslysss

[simyantatin
(Cinieairaiin (g sl 1) 0.8 4 1§
Heurs (Wbt rved Concenbration Mean (ug ml? )
0 bt 11,2483 39066 15845
4. b 11.145 39176 15835
&, hour . 24% kE it 155486
72 hanir 1535 LI 15545
! L 15542]
RED4 BE13 LT A
Roovery 1031 24000 RO p Pk ]

Sahility sofies showed thert sinsastain would be sable doring the rudease test from the
formedations.
CONCLUSIONS

As 2 result, s new method was found fo e 2 Sadtls method for the quantification of
sinmastatin with 3 thort rotntion tew and pood pealk rowclstion fmm the basling, b addtion,
this method has besn valideted drough the paameten of wlecthvty, Hoey, acamacy

pEecision, sttty and siability and comsidered wetable for the quamtfication of smmastim
mﬁhmmmﬂn&wmmﬂ
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CALISMA ALANLARI

fag tasiyic sistemler
o Topikal ilag tastyici sistemler
Kontrollii salim saglayan dozaj sekilleri
o Nanopartikil formiilasyonlari
Kronik yara tedavisi
Doku iskelesi formiilasyonlari

Ilag formiilasyonlarinda dogal ve sentetik polimerler
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