UNIva,

L
of .. . . .
g #’g’ TURKIYE CUMHURIYETI
] ANKARA UNIiVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTIiTUSU

1946

1583

DENTAL CERRAHI ISLEMLER SONRASINDA KEMIK
REJENERASYONUNDA KULLANILMAK UZERE BUYUME
FAKTORU VE ANTIBIYOTIiK YUKLU NANOPARTIKUL,
FILM VE GREFT MATERYALI KOMBINASYONLARININ
HAZIRLANMASI VE DEGERLENDIRILMESI

Miray ILHAN
FARMASOTIK TEKNOLOJi ANABILIM DALI

DOKTORA TEZI

DANISMAN
Dog¢. Dr. Miige KILICARSLAN

ANKARA
2019



TURKIYE CUMHURIYETI
_ANKARA UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

DENTAL CERRAHI ISLEMLER SONRASINDA KEMIK
REJENERASYONUNDA KULLANILMAK UZERE BUYUME
FAKTORU VE ANTIBIYOTIiK YUKLU NANOPARTIKUL,
FILM VE GREFT MATERYALI KOMBINASYONLARININ
HAZIRLANMASI VE DEGERLENDIRILMESI

Miray ILHAN
FARMASOTIK TEKNOLOJi ANABILIM DALI

DOKTORA TEZI

DANISMAN
Do¢. Dr. Miige KILICARSLAN

ANKARA
2019



Etik Beyan

Ankara Universitesi

Saglik Bilimleri Enstitiisii Mudiirligii'ne,

Doktora tezi olarak hazirlayip sundugum “Dental cerrahi islemler sonrasinda kemik
rejenerasyonunda kullamlmak {izere biiytime faktorii ve antibiyotik yiikli
nanopartikiil, film ve greft materyali kombinasyonlarinin hazirlanmasi ve
degerlendirilmesi” baslikli tez; bilimsel ahlak ve degerlere uygun olarak tarafimdan
yazilmustir. Tezimin fikir ve hipotezi tlimiiyle tez danigmanim ve bana aittir. Tezde yer
alan deneysel ¢alisma ve aragtirma tarafimdan yapilmis olup, tiim ciimleler, yorumlar

bana aittir.

Yukarida belirtilen hususlarin dogrulugunu beyan ederim.

Ogrencinin Adi Soyadi: Miray ILHAN
Tarih: Q2.99. 2019

Imza:

ii



KABUL VE ONAY

Ankara Universitesi Saglk Bilimleri Enstitiisii

Farmasotik Teknoloji Anabilim Dalinda Miray ILHAN tarafindan hazirlanan “Dental
cerrahi iglemler sonrasinda kemik rejenerasyonunda kullanilmak tizere biiylime
faktorii ve antibiyotik yiiklii nanopartikiil, film ve greft materyali kombinasyonlarinin
hazirlanmas1 ve degerlendirilmesi” adli tez calismast asagidaki jiiri tarafindan
DOKTORA TEZI olarak OY BIRLIGI /-0¥-€OKEHGU ile kabul/ret-edilmistir.

Tez Savunma Tarihi: 02.09.2019

Ankara Universitesi

Prof. Dr. Ayhan SAVASER Dog. Dr. Miig k

CARSLAN
Saglik Bilimleri Universitesi Ankar itesi

1versitesi

Dog/DrffNi

un BAGIS )
Ankara|Uni

Tez hakkinda alinan jiiri karari, Ankara Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii
Yonetim Kurulu tarafindan onaylanmistir.

Imza
Prof. Dr. Mehmet AKAN
Saglik Bilimleri Enstitii Miidiirti

il



ICINDEKILER

Etik Beyan

Kabul ve Onay
I¢indekiler

Onsdz

Simgeler ve Kisaltmalar
Sekiller

Cizelgeler

1. GIRIS

1.1. Kemik Dokusu ve Kemik Dejenerasyonu

1.2. Dis, Disi Destekleyen Cevre Dokular ve Yaygin Hastaliklari

1.3. Periodontal Rejeneratif Tedavi Yaklasimlari

1.3.1. Rejenerasyon Tedavisinde Kemik Greftleri

1.3.1.1. Implante Edilebilen Sentetik Kemik Greftleri ve Doku Iskeleleri
1.3.2. Rejenerasyon Tedavisinde Biiyiime Faktorleri ve Antibiyotikler
1.3.2.1. Biiytime Faktorleri

1.3.2.2. Antibiyotikler

1.3.2.3. Biiyiime Faktorii ve/veya Antibiyotik Iceren Rejeneratif Kontrollii
Salim Sistemleri ve Uretim Yontemleri

1.3.2.3.1. Filmler

1.3.2.3.2. Partikiiler Sistemler

1.3.2.2.3. Kombine Sistemler

1.4. Tez Calismasinda Kullanilan Polimerlerle Ilgili Genel Bilgiler
1.4.1. Kitozan

1.4.2. Aljinat

1.4.3. Poli Laktik-ko-Glikolik Asit (PLGA)

1.5. Bilgisayarli Tomografiyle U¢ Boyutlu Analiz

1.6. Calismada Kullanilan Etken Maddelerle Ilgili Genel Bilgiler
1.6.1. Kemik Morfogenetik Protein

1.6.2. Klindamisin Fosfat

2. GEREC VE YONTEM

2.1. Geregler

2.1.1. Kullanilan Kimyasal ve Sarf Maddeler

2.1.2. Kullanilan Cihazlar

2.2. Yontemler

2.2.1. Klindamisin Fosfat Uzerinde Yapilan Kontroller

2.2.1.1. Klindamisin Fosfatin Ayrimsal Taramal1 Kalorimetre (DSC) Analizi
2.2.1.2. Klindamisin Fosfat Miktar Tayini Yonteminin Belirlenmesi

2.2.1.3. Coziinme Ortaminin Hazirlanmasi

2.2.1.4. Klindamisin Fosfatin HPLC ile Miktar Tayini

xiii
XXi

NOOOONO OUITWN -

e

20

27
30
31
32
33
35
39
39
43

46
46
46
47
49
49
49
49
49
50



2.2.1.5. Klindamisin Fosfatin In vitro C6ziinme Ortaminda ve % 0,3 PVA
(Cozeltisinde Kalibrasyonu

2.2.2. BMP Uzerinde Yapilan Kontroller

2.2.2.1. BMP’nin ELISA Kit ile Kalibrasyonu

2.2.2.2. BSA’nin BCA Kit ile Kalibrasyonu

2.2.3. Kullanilan Analitik Yontemlerin Validasyonu

2.2.3.1. Dogruluk

2.2.3.2. Kesinlik

2.2.3.3. Segicilik

2.2.3.4. Teshis Sinir1 (LOD) ve Tayin Snir1 (LOQ)

2.2.3.5. Dogrusallik

2.2.4. Film Formiilasyonlarinin Hazirlanmasi ve Ozelliklerinin incelenmesi
2.2.4.1. Kitozan Film Formiilasyonlarinin Hazirlanmasi

2.2.4.2. Aljinat Film Formiilasyonlarinin Hazirlanmasi

2.2.4.3. Aljinat-Kitozan Kompleks Film Formiilasyonlarinin Hazirlanmasi
2.2.4.3.1. Kompleks Film Formiilasyonlarinda Etken Madde-Y ardimc1
Madde Etkilesiminin Incelenmesi

2.2.4.3.1.1. Ayrimsal Taramali Kalorimetri Analizi

2.2.4.3.1.2. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopi (FTIR) Analizleri
2.2.4.4. Film Formiilasyonlarmin Dékiim Oncesi Viskozluk Tayini
2.2.4.5. Filmlerde Kalinlik ve Agirlik Tayini

2.2.4.6. Filmlerde Islem Etkinligi Tayini

2.2.4.7. Filmlerde In vitro Coziinme Hiz1 Tayini

2.2.4.8. Film Formiilasyonlarmin In vitro Sisme Ozelliklerinin Incelenmesi
2.2.4.9. Film Formiilasyonlarmin In vitro Adezif Ozelliklerinin Incelenmesi
2.2.4.10. Film Formiilasyonlarinin Goriintiilenmesi

2.2.4.10.1. Optik Mikroskop

2.2.4.10.2.Taramal1 Elektron Mikroskobu (SEM) ile Yiizey Ozelliklerinin
Incelenmesi

2.2.4.10.3. Mikro-BT

2.2.5. Nanopartikiillerin Hazirlanmasi ve Ozelliklerinin incelenmesi
2.2.5.1. Nanopartikiillerin Hazirlanmasi

2.2.5.2. Nanopartikiillerde Etken Madde - Yardimc1 Madde Etkilesiminin
Incelenmesi

2.2.5.2.1. Ayrimsal Taramali Kalorimetri Analizi

2.2.5.3. Nanopartikiillerde Partikiil biiyiikliigii, Polidispersite Indeksi ve
Zeta Potansiyel Tayini

2.2.5.4. Nanopartikiillerin % Verim ve % Islem Etkinliginin Tayini
2.2.5.5. Nanopartikiillerde In vitro Coziinme Hiz1 Tayini

2.2.5.6. Nanopartikiillerin Gorlintiilenmesi

2.2.5.6.1. SEM Analizi

2.2.5.6.2. Mikro-BT Analizi

2.2.6. Nanopartikiil-Film ve Nanopartikiil-Greft Kombinasyonlarinin
Hazirlanmasi ve Ozelliklerinin Incelenmesi

2.2.6.1. Kombinasyon Formiilasyonlarinda In vitro Coziinme Hiz1 Tayini
2.2.7. Formiilasyonlara Sterilizasyon Isleminin Uygulanmasi

2.2.8. Segilen Formiilasyonlar i¢in In vivo Deneylerin Gergeklestirilmesi

51

51
52
54
55
55
56
57
57
58
59
59
61
62
65

65
66
66
66
67
67
68
68
70
70
70

70
72
73
77

77
78

78
79
79
79
80
81

82
83
83



2.2.8.1. Deney Hayvanlarmin Se¢imi, On Hazirlig1 ve Formiilasyonlarin
Uygulanmasi

2.2.8.2. Hayvanlarin Sakrifikasyonu ve Analiz Edilecek Dokularin Cikarilmasi
2.2.8.3. Dokularin Mikro-BT Analizleri

2.2.8.4. Dokularin Patomorfolojik Analizlerinin Gergeklestirilmesi

2.2.8.4.1. Makroskobik Incelemeler

2.2.8.4.2. Mandibular Dokudan Kesit Alinmasi

2.2.8.4.3. Histopatolojik incelemeler

2.2.9. Istatistiksel Analiz

3. BULGULAR

3.1. Klindamisin Fosfat ile Yapilan Calismalara Ait Bulgular

3.1.1. Klindamisin Fosfatin DSC Termogrami

3.1.2. Klindamisin Fosfatin C6ziinme Ortamindaki HPLC Kromatogrami
3.1.3. Klindamisin Fosfatin In vitro C6ziinme Ortaminda ve % 0,3 PVA
Cozeltisinde Elde Edilen Kalibrasyon Dogrular

3.1.4. Klindamisin Fosfat’in HPLC Y6ntemi ile Miktar Tayininin
Analitik Validasyonuna Ait Bulgular

3.1.4.1. Dogruluk

3.1.4.2. Kesinlik

3.1.4.3. Segicilik

3.1.4.4. Teshis Sinir1 (LOD) ve Tayin Snir1 (LOQ)

3.1.4.5. Dogrusallik

3.2. Kemik Morfogenetik Proteinin Miktar Tayinine Ait Bulgular

3.2.1. BMP’nin ELISA Kit ile Kalibrasyonuna Ait Bulgular

3.2.2. BMP’nin ELISA Kit ile Validasyonuna Ait Bulgular

3.2.3. BSA’nin BCA Kit ile Kalibrasyonuna Ait Bulgular

3.3. Film Formiilasyonlarmin Ozelliklerinin Incelenmesine Ait Bulgular
3.3.1. Filmlerin Dékiim Oncesi Viskozlugu, Film Kalinlik ve Agirhgina
Ait Bulgular

3.3.2. Filmlerin Islem Etkinligi ve Sisme Ozelliklerine Ait Bulgular
3.3.3. Kompleks Film Formiilasyonlarinda DSC ve FTIR Analizlerine
Ait Bulgular

3.3.4. Filmlerin In vitro Céziinme Hizi Deneyine Ait Bulgular

3.3.4.1. Kompleks Film Formiilasyonlarmin In vitro Salim Kinetiklerine
Ait Bulgular

3.3.5. Kompleks Filmlerin In vitro Adezif Ozelliklerinin Incelenmesine
Ait Bulgular

3.3.6. Kompleks Film Formiilasyonlarinin Goriintiilenmesine Ait Bulgular
3.3.6.1. Filmlerin Optik Mikroskopla Goriintiilenmesine Ait Bulgular
3.3.6.2. Filmlerin SEM ile Goriintiilenmesine Ait Bulgular

3.3.6.3. Filmlerin Mikro-BT ile Goriintiilenmesine Ait Bulgular

3.4. Nanopartikiil Formiilasyonlariin Ozelliklerinin Incelenmesine Ait Bulgular

3.4.1. Nanopartikiil Formiilasyonlarinda DSC Analizine Ait Bulgular

3.4.2. Nanopartikiil Formiilasyonlarinda Partikiil biiyiikliigii, Polidispersite
Indeksi ve Zeta Potansiyel Bulgular

3.4.3. Nanopartikiillerin % Verim ve % Islem Etkinligi Ait Bulgular

3.4.4. Nanopartikiillerin In vitro Coziinme Hiz1 Deneyine Ait Bulgular

83

85
86
86
87
87
87
88

89
89
89
90
90

93

93
94
95
96
96
97
97
98
98
99
99

101
104

106
114

115

117
118
119
120
123
123
124

126
127

Vi



3.4.4.1. Nanopartikiillerin In vitro Salim Kinetigine Ait Bulgular
3.4.5. Nanopartikiillerin Goriintilenmesi ne Ait Bulgular

3.4.5.1. Nanopartikiillerin SEM ile Goriintiilenmesine Ait Bulgular
3.4.5.2. Nanopartikiillerin Mikro-BT ve Nano-BT ile Goriintiilenmesine
Ait Bulgular

3.5. Nanopartikiil-Film ve Nanopartikiil-Greft Formiilasyonlarinin
Ozelliklerinin Incelenmesine Ait Bulgular

3.5.1. Kombinasyon Formiilasyonlarimin In vitro C6ziinme Hizi
Deneylerine Ait Bulgular

3.5.1.2. Kombinasyon Formiilasyonlarinin In vitro Salim Kinetiklerine
Ait Bulgular

3.5.2. Kombinasyon Formiilasyonlarinin SEM ve Mikro-BT ile
Gortintiilenmelerine Ait Bulgular

3.6. Formiilasyonlarin In vivo Etkinligine Ait Bulgular

3.6.1. Dokularin Mikro-BT Analizine Ait Bulgular

3.6.2. Dokularin Patomorfolojik Analizlerine Ait Bulgular

4. TARTISMA

4.1. Etken Maddeler Uzerinde Yapilan Calismalara Ait Bulgularin
Degerlendirilmesi

4.1.1. Klindamisin Fosfat Uzerinde Yapilan Calismalara Ait

Bulgularin Degerlendirilmesi

4.1.2. BMP Uzerinde Yapilan Calismalara Ait Bulgularin Degerlendirilmesi
4.2. Film Formiilasyonlarmin Ozelliklerinin incelenmesine Ait Bulgularin
Degerlendirilmesi

4.2.1. Kitozan Filmlerin Ozelliklerinin Incelenmesine Ait

Bulgularin Degerlendirilmesi

4.2.2. Aljinat Filmlerin Ozelliklerinin Incelenmesine Ait Bulgularin
Degerlendirilmesi

4.2.3. Aljinat-Kitozan Kompleks Filmlerin Hazirlanmasi ve
Ozelliklerinin Incelenmesine Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

4.2.3.1. Aljinat-Kitozan Kompleks Film Formiilasyonlarinda DSC

ve FTIR Analizlerine Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

4.2.3.2. Aljinat-Kitozan Kompleks Film Formiilasyonlarinda Viskozite,
Kalmlik, Islem Etkinligi, Yiizey Ozellikleri ve Sisme Ozelliklerine Ait
Bulgularin Degerlendirilmesi

4.2.3.3. Aljinat-Kitozan Kompleks Film Formiilasyonlarinin Mikro-BT
ile Yapisal Analizine Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

4.2.3.4. Aljinat-Kitozan Kompleks Film Formiilasyonlarmin In vitro
Adezif Ozelliklerin incelenmesine Ait Bulgularin Degerlendirilmesi
4.2.3.5. Aljinat-Kitozan Kompleks Film Formiilasyonlarmin In vitro Coziinme
Hizi ve In vitro Salim Kinetiklerine Ait Bulgularin Degerlendirilmesi
4.3. Nanopartikiil Formiilasyonlarinin Ozelliklerinin incelenmesine

Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

4.3.1. Nanopartikiillerde Etken Madde ve Yardimc1 Maddelerin
Etkilesiminin Incelenmesine Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

4.3.2. Nanopartikiillerde In vitro Coziinme Hiz1 Deneyine ve Salim
Kinetiklerine Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

134
134
134
137
145
145
148
148
150

150
155

157
157

157

158
159

159

162

164

166

167

169

170

172

176

183

183

vii



4.3.3. Nanopartikiillerin Gorlintiilenmesine Ait Bulgularin Degerlendirilmesi
4.4. Nanopartikiil-Film ve Nanopartikiil-Greft Formiilasyonlarinin
Ozelliklerinin Incelenmesine Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

4.4.1. Kombinasyon Formiilasyonlarinin In vivo Deney

Bulgularinin Degerlendirilmesi

5. SONUC VE ONERILER

OZET

SUMMARY

EKLER

Ek 1. Hayvan Deneyi Yerel Etik Kurul Karar
Ek 2. Deney Hayvanlar1 Kullanim Sertifikas1
OZGECMIS

186
188

190

196
199
200
219
219
220
221

viii



ONSOZ

Bu c¢alismada antibiyotik ve biiyiime faktorii yiiklii nanopartikiil, film,
nanopartikiil yiiklii film ve nanopartikiil yiikli greft formiilasyonlar1 hazirlanmis ve in
vitro ve in vivo degerlendirilmistir. Deneyler Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi

Farmasotik Teknoloji Anabilim Dali Arastirma Laboratuvarinda yiiriitilmistiir.

Lisans ve lisansiisti Ogrenimim siiresince bilgilerinden, akademik
deneyimlerinden yararlandigim, ¢alisma azmi ve disiplini ile bana her zaman 6rnek
olan, hi¢ bitmeyen her anlamdaki ilgi ve destegi ile her zaman yanimda oldugunu
bildigim, birlikte ¢alismaktan onur duydugum danigman hocam sayin Dog. Dr. Miige

KILICARSLAN’a sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Katkilarindan dolayi basta tez izleme komitesinde yer alan saygideger hocalarim
saym Prof. Dr. Asuman BOZKIR, sayin Prof. Dr. Kaan ORHAN ve Dog. Dr. Nilsun
BAGIS’a, tez galismalarim siiresince bana her tiirlii kolaylig1 gostererek laboratuvar
imkanlarindan yararlanmami saglayan ve her konuda yardimci olan basta Farmasotik
Teknoloji Anabilim Dal1 Bagkani saym Prof. Dr. Nurten OZDEMIR olmak iizere tiim

hocalarima tesekkiirlerimi sunarim.

In vivo ¢aligmalarimda bana yardimci olan ve 6nemli katkilar saglayan sayin
Dog. Dr. Nilsun BAGIS ve Dog. Dr. Okan EKiM’e ve Ankara Universitesi Deney
Hayvanlar1 Arastirma Laboratuvari’nin tiim ekibine, mikro bilgisayarli tomografi ile
ii¢c boyutlu goriintii analizlerinde bana her tiirlii destegi saglayan ve sabr1 gosteren basta
saym Prof. Dr. Kaan ORHAN olmak iizere, Ankara Universitesi Dis Hekimligi
Fakiiltesi Dekan Yardimcisi saym Prof. Dr. Mehmet Ali KILICARSLAN’a, saymn
Dog. Dr. Burak BILECENOGLU’na, saym Ogr. Gér. Dr. Mert OCAK’a, saymn Dr.
Arda BUYUKSUNGUR’a ve ayrica histopatoloji deneylerinde bana énemli katkilar
saglayan saymn Dr. Ogr. Uye. Eray ALCIGIR a tesekkiirlerimi sunarim.



Calismalarim sirasinda her anlamda gosterdikleri ilgi ve destekten dolay1 basta
sevgili hocam Dr. Ogr. Uye. Ozge INAL olmak iizere, calisma arkadaslarim Ecz. Ozge
ESIM, Dr. Ecz. Tugba EREN BONCU, Dr. Ecz. Berrin KUCUKTURKMEN, Dr. Ecz.
Giilin AMASYA, Dr. Ecz. Ahmet Dogan ERGIN, Ecz. Gizem Riiya TOPAL, Dr. Ecz.
Aslihan Hilal ALGAN, Ecz. Sema ARISOY, Dr. Ecz. Umut Can OZ, Ecz. Mert
SERIM, Ecz. Ayse Nur BUKE’ye, ¢ok degerli dostum Ecz. Aysenur OKTAY a ve
ayrica Farmasotik Teknoloji Anabilim Dalr’nin tiim yiiksek lisans ve doktora

ogrencilerine tesekkiir ederim.

Aragtirmalarimizda SEM analizi yaptigimiz ODTU Merkez Laboratuvari ve
Bilkent UNAM’a, FTIR c¢ekimlerinde bize destek olan Uzm. Dr. Niliifer VURAL’a

tesekkiir ederim.

Bana verdikleri sonsuz sevgi ve duyduklari giivenle gii¢ kaynagim olan en biiyiik
manevi desteklerim annem ve babam Serpil-ismail GORGOZ’e, ablam Selcen
BEKTAS’a, kardeslerim irem ve Melih GORGOZ’e, sevgili kayinvalidem Nazan
ILHAN’a ve hem akademide hem hayatta yol arkadasim, canim esim Dr. Ecz. Mert

ILHAN’a sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Son olarak, bu tez ¢alismasini1 17A0234001 nolu alt yapi projesi ve 17H0237006
nolu hizli destek projesi ile destekleyen Ankara Universitesi Bilimsel Arastirma

Projeleri Miidiirliigii’ne tesekkiir ederim.
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1. GIRIS

Digler, etrafin1 saran kemik doku ile desteklenmekte ve bu sayede yasam boyu
agizdaki varhigini stirdiirerek fonksiyon gostermektedir. Travma, enfeksiyon, timdr
olusumu, dogustan mevcut olan sakatliklar, patolojik veya fizyolojik sebepler ile
dental kemik kaybi meydana gelebilmekte ve bu durum dis kaybi ile
sonuglanabilmektedir. Bu nedenle dental cerrahi alanindaki calismalar, dislerin
etrafindaki kemik kaybimi engellemek ve kaybolan kemigi yeniden kazanmak
(rejenerasyon) flizerine yogunlasmistir. Kemik rejenerasyonunu desteklemek ve
giiclendirmek iizere bireyin kendisinden elde edilen (otojen) materyallerin kullanim1
altin standart olsa da, yeterli materyal elde edilmesindeki giicliikler, ikinci cerrahi
sahaya ihtiya¢ duyulmasi, hasta morbiditesi gibi nedenler otojen doku kullanimini
sinirlamis  ve arastiricilart kemik rejenerasyonunu destekleyecek materyallerin
(greft/membran) hazirlanmasina yonlendirmistir. Doku ile iyi uyumlanmasinin yani
sira, defekt bolgesini desteklemesi ve hiicre farklilasmasina yardimci olmasi, yeni
kemik yapimini desteklemesi, uygulama sahasini enfeksiyondan korumasi
beklentilerini karsilayan materyallerin gelistirilmesi ile ilgili c¢alismalar devam

etmektedir.

Son yillarda, kemik rejenerasyonunda 6nemli rolleri olan biiylime faktorleri
iizerine caligsmalar yogunlagmis ancak, kisa yari omiirleri, uygulama zorluklar1 ve
ancak yliksek doz biiylime faktorii varliginda biyoaktivitesinin saglanabilmesi gibi
nedenlerle kullanimlar1 siirli kalmistir. Bunun yaninda, rejeneratif tedavi sonrasi
iyilesmenin aksamamasi ve ideal rejenerasyon saglanmasi i¢in enflamatuar cevabin
kontrol altina alinabilmesi ve sahada mikroorganizma olusumunun engellenmesi
gerekmektedir. Bu amagla, rejeneratif biiylime faktorleri ile birlikte tedavilerde
antimikrobiyallerin kullanimi ile konak cevabinin module edilmesi Onerilmektedir.
Ozellikle klindamisin fosfat, periodontitis gibi dental kemik kaybi ile karakterize
hastaliklarin tedavisinde sistemik olarak sikg¢a kullanilan antimikrobiyal etken

maddelerdendir.



Tedavideki bu gereksinimlerden dolayi, arastirmamizda kemik morfogenetik
proteini (BMP-7) ve klindamisin fosfati1 tek ilag sekli i¢inde igeren formiilasyonlarin
hazirlanmasi1 ile rejenerasyonun artirilabilecegi diisiiniilmiistiir. Bu amagla,
caligmamizda kKklindamisin fosfat ve/veya biiyiime faktorii yikli polimerik
nanopartikiillerin hazirlanmasi, hazirlanmis partikiillerin klinikte uygulamasinin
kolaylastirilmasi i¢in de polimerik film veya greft ile kombinasyonlarinin hazirlanmasi

planlanmastir.

1.1. Kemik Dokusu ve Kemik Dejenerasyonu

Kemik, viicudun destekleyici yapisi, mineral deposu ve kan hiicrelerinin
uretildigi dokudur. Hayati organlar1 korur ve viicudun asit-baz dengesinin
korunmasina yardimci olur (De Witte ve ark., 2018). Kemik dokusu temel olarak
kemik yapict hiicreler, organik kollajen ve inorganik hidroksi karbonat apatitten
meydana gelmektedir (Hench ve ark., 2014). Kemik, osteoblast ve osteoklast hiicreleri
sayesinde siirekli olarak yapim-yikim dongiisii i¢erisinde olan, kendi kendini onarma
ve yenileme kapasitesine sahip essiz bir organdir ve kontrollii bliylime ile birlikte
mekanik uyaranlara ve hasarlanmaya cevap olarak rejenerasyon kapasitesini siirekli
olarak korumaktadir (Hu ve Olsen, 2016; Rodan ve Martin, 2000; Tang ve ark., 2016).
Fakat, ¢ok sayida travmatik yaralanma veya osteoartrit, osteoporoz, osteojenez
imperfekta, Paget hastalig1 gibi bazi1 patolojik bozukluklar nedeniyle meydana gelen
demineralizasyon, kollajen yapidaki degisimler, kollajen miktar1 veya kalitesindeki
azalma sonucu kemigin normal islevi bozulabilmektedir (Hench ve ark., 2014,
Kilicarslan ve Gorgoz, 2016). Bu bozukluklar, birlesmeyen kemik kiriklarina, kemik
deformasyonuna, siddetli agriya ve hareketlilik kaybina neden olmaktadir (Farokhi ve
ark., 2016). Bu fiziksel veya patolojik dejenerasyonlar sonucu meydana gelen kemik
hasarlar1 ve sakatliklart da popiilasyonun artmasi ile birlikte giin gegtikge artmaktadir

(Esteban-Tejeda ve ark., 2016).



1.2. Dis, Disi Destekleyen Cevre Dokular ve Yaygin Hastahklari

Periodontal doku (periodonsiyum); dis eti, dis yuvasmi olusturan alveolar
kemik, dis kokiinii kaplayan dis sementi ve disi alveoler kemige baglayan periodontal
bagdan olusmaktadir (Sekil 1.1). Periodontiyumun gorevleri, dislerin ¢eneye
tutunmasii saglamasi, dis ile agiz mukozasi arasinda sizdirmazligin saglanmasi,
okluzal (1sirma) kuvvetin emilmesi, ¢ene i¢inde dis hareketine izin vermesi olarak

siralanabilir (Hughes, 2015; Sowmya ve ark., 2013).

Dis eti

Dis minesi

Dis eti bag:

Periodontal
bag

Sekil 1. 1. Dis ve ¢evre dokularinin sematik gosterimi (Hughes, 2015)

Yaygin olarak goriilen dental hastaliklar dis ¢iirtigii, apikal apse, dislerde asinma
ve yipranma olarak siniflandirilabilir. Periodontal hastaliklar da kronik ve agresif
periodontitis, periodontal apse, nekrotizan periodontal dis eti iltihab1 olarak

siralanabilir (Laudenbach ve Simon, 2014).

Agiz i¢i hastaliklariin temel nedeni agiz hijyeninin diizenli olarak
saglanamamasi, sonrasinda da bakterilerin dislerde ¢iiriimeyi ve yumusak dokuda da
yangiy1 tetikleyen biyofilm olusturmasidir. Bu siirecin devam etmesi sonucunda agiz
icinde olusan yangili yumusak doku hastaliklar1 da, alveolar kemik ve daha sonrasinda
dis kaybina dogru giden yikic1 bir siireci tetiklemektedir (Laudenbach ve Simon, 2014;
Oz ve ark., 2019).



Alveolar kemik, periodontal hastalik insidansinin yiiksek olmasi nedeniyle
ozellikle iltihap kaynakli kemik rezorpsiyonuna hassastir. ileri diizeydeki periodontal
hastalik alveolar kemik morfolojisini degistirir ve disi ¢evreleyen destekleyici dokulari
tahrip eder ve sonug olarak digin ¢ekilmesi gerekir. Dis ¢ekimi sonrasi kalan kemigin
korunmasi, yenilenmesi ve dis implantimin yerlestirilmesi i¢in zemin hazirlanmasi
amaciyla kemik greftleme klinik olarak uygulanabilir bir yaklasimdir (Sekil 1.2)
(Pilipchuk ve ark., 2015).

a.

asne:

> \
implant igin kemik " \ve
greftleme o

Sekil 1. 2. Greft materyalinin implant 6ncesinde alt ¢ene kemigine yerlestirilmesi (a) ve dental implant
(b) (Sowmya ve ark., 2013)

Cerrahi miidahale gerektiren bir¢ok dis hastaliginin hizlica tamamlanabilmesi ve
uygulanmis olan tedavinin sonuglarinin uzun siire hastaya rahatsizlik vermeden devam
edebilmesi tedavi etkinligi agisindan olduk¢a 6nemlidir. Ornegin, dis implantlarinin
uzun siire dayanikli olabilmesi igin basta kaybolan alveolar kemigin yeniden
yapilanmasi daha sonra da implant ile agiz i¢indeki yumusak ve sert dokunun birlesip
biitiinlesmesi (osteointegrasyon) gerekmektedir (Oh ve ark., 2002). Bu asamada
devreye rejeneratif tedavi yaklasimlar1 girmektedir. Basarili bir periodontal
rejenerasyon tedavisi i¢in bag epiteli sabitlenmeli, yeni bag dokusu lifleri eklenmel,
yeni sement olugturulmali ve alveolar kemigin yenilenmesi saglanmalidir. Tedavideki
ana amag disi destekleyen dokularin enfeksiyon riskini azaltip anatomik olarak hasarli

olan bolgeyi dogru sekilde belirleyerek rejenerasyonu saglamaktir (Carvalho ve ark.,
2013).



1.3. Periodontal Rejeneratif Tedavi Yaklasimlar

Yenilenme (rejenerasyon), organizmada yikimlanmis doku veya hiicrelerin
yerine, ayni morfolojik yapida ve ayni isi goren, dogal yollarla yeni bir doku veya
hiicrenin olusmasi olarak tanimlanmaktadir (Yesilada ve ark., 2015). Yonlendirilmis
doku rejenerasyonu, kaybedilmis periodontal yapilar1 farkli hizlardaki doku
tepkileriyle yeniden iiretmeye ¢alisan islemler olarak tanimlanirken, yonlendirilmis
kemik rejenerasyonu alveolar kemigin biyiitiilmesi ve kemigin Yyenilenmesi
islemlerini kapsar (Jacob, 2017).

Yonlendirilmis kemik rejenerasyonu islemi sirasinda hasarli kemik dokusunun
yumusak doku ile olan baglantis1 bir bariyer membran ile kesilir (Saka ve ark., 2018)
(Sekil 1.3). Bu membran yonlendirilmis kemik rejenerasyonu i¢in zorunludur ve
genellikle biyolojik olarak emilebilir, biyouyumlu, konak dokularla biitiinlesebilen,
klinikte kolay uygulanabilen ve yeterli fiziksel ve mekanik dayanikliliga sahip olan

materyallerdir.

LR

Sekil 1. 3. Yonlendirilmis kemik rejenerasyonu prensibinin sematik gosterimi (Elgali ve ark., 2017)

Yonlendirilmis kemik rejenerasyonu gerceklestirilirken tedavi etkinliginin
saglanabilmesi igin membran greft materyalleri ile desteklenmelidir. Ciinkii tek bagina
membran kullanildiginda basinca kars1 yeterli mekanik dayanikliligi gosterememekte

ve yapisal biitliinliigiinii koruyamamaktadir (Liu ve Kerns, 2014; Passos ve ark., 2019).



1.3.1. Rejenerasyon Tedavisinde Kemik Greftleri

Greft, diger bir deyisle yama, sozlik tanimiyla, doku veya organ naklinde
kullanilan canli doku pargasi veya organdir (Yesilada ve ark., 2015). Kemik greftleri
de yikima ugramis kemik dokusunun yenilenmesini ve desteklenmesini saglayan
kemik dokusu veya kemik dokusuna benzer yapidaki materyallerdir. Ideal bir kemik

greftinin saglamasi gereken dort parametre vardir (Moore ve ark., 2001);

1. Osteointegrasyon (Kemik tiimlesimi); lifli doku tabakasi olmadan kemige
kimyasal olarak baglanabilme kabiliyeti,

2. Osteokondiiksiyon; yiizeyinde kemigin biiylimesini destekleme becerisi,

3. Osteoindiiksiyon; ¢evre dokudaki pluripotansiyel kok hiicrelerin (kemik
iligindeki kok hiicreler) osteoblastik bir fenotipe farklilasmasini saglama
kabiliyeti,

4. Osteojenez; greft materyali iginde bulunan osteoblastik hiicreler tarafindan

yeni kemik olusumu.

Klinik olarak kullanimda olan farkli greft materyalleri bulunmaktadir. Greft
materyali hastanin kendi dokusundan elde edilmisse otogreft, ayni tiiriin bir ferdinden
digerine naklediliyorsa allogreft, farkli bir tiirden elde edilmisse ksenogreft, sentetik
veya inorganik bir materyal ise alloplastik greft olarak adlandirilmaktadir (Shin ve
ark., 2014).

Otogreftler kusurlu bolgede kemik rejenerasyonunu saglamada etkilidir, ¢linkii
gerekli osteojenik, osteoindiiktif ve osteokondiiktif bilesenleri igermektedirler. Fakat
hastanin kendisinden alindig1 igin miktarlar1 ¢ok sinirlidir, iki kez cerrahi islem
gerektirir ve dondr bolgesinde kanama, enfeksiyon ve kronik agri sik goriilen
problemlerdir. Otogreft yerine tercih edilen allogreft ve ksenogreftte immiinolojik ret
ve hastalik bulagma riski oldukga yliksektir. Bu sebeple implantasyondan 6nce detayli
sekilde islenmeleri gerekir fakat bunun sonucunda da osteojenik 6zelliklerinin ¢cogu

kaybedilmekte ve klinik basar1 azalmaktadir (Sowmya ve ark., 2013). Canlilardan elde



edilen greftlerle karsilasilan problemler yiiziinden son zamanlarda sentetik greftler

arastirmacilarin ilgisini ¢ekmektedir.

1.3.1.1. implante Edilebilen Sentetik Kemik Greftleri ve Doku Iskeleleri

Sentetik kemik greftleri, genellikle kalsiyum siilfat, kalsiyum fosfat, hidroksi
apatit, silikon, aliiminyum oksit, biyoaktif camdan olusan, ve ideal kemik greftinin 4
ozelliginden sadece ikisini (0osteointegrasyon ve osteokondiiksiyon) tasiyan greftlerdir.
Sentetik greftlerin biyouyumlu olmasi ve kemik olusumuna ortam olusturabilmesi
gerekmektedir. Bunun yani sira mekanik olarak da kortikal ve siingerimsi kemigin
kuvvetine yakin bir kuvvete sahip olmalidirlar. Sentetik kemik greftleri klinikte
uygulama bolgesine gore toz, graniil, pellet ve bloklar halinde kullanilmaktadir. Fakat
bu materyallerin ¢ogunun antibiyotiklerle veya kemik olusumunu destekleyici
maddelerle kullanimi sinirhdir. Ayrica biyoaktif cam ve aliiminyum oksit gibi
materyallerin emilimi miimkiin olmadig1 igin uygulama bolgesinden ¢ikarilmasi da

miimkiin olamamaktadir (Moore ve ark., 2001).

Implante edilebilen sistemlere farkli bakis agis1 getiren doku miihendisligi de
biyomateryal odakli teknolojileri i¢ermektedir. Bu teknolojiler ile de doku
rejenerasyonu saglayan hiicreler igin etki bolgesinde uygun ortamin saglanabilmesi
amagclanmaktadir (Kim ve Tabata, 2015). Ozellikle kemik dokusunun rejenerasyonu
icin doku miihendisliginin ortaya ¢ikist oldukca timit vericidir. Doku miihendisligi
kapsamindaki en yaygin yaklasim ise dogal veya sentetik materyallerden {i¢ boyutlu
pordz doku iskelelerinin olusturulmasidir (Esteban-Tejeda ve ark., 2016). Doku
iskelelerinin etkinliginin artirilabilmesi i¢in farkli yaklasimlar gelistirilmistir. Son
yaklasimlardan biri olan hiicre ekilmis doku iskelesi ile hasarli bolgede lokal olarak
uygun g¢evrenin olusturulmasi saglanabilmektedir. Giincel yaklagimlardan bir digeri
ise hiicrelerin ¢ogalma ve farklilasma kapasitelerini artiran biiylime faktorlerini igeren
sistemlerin gelistirilmesi ile hiicre odakli doku rejenerasyonunun hizlandirilmasinin

saglanabilmesidir (Kim ve Tabata, 2015).



1.3.2. Rejenerasyon Tedavisinde Biiyiime Faktorleri ve Antibiyotikler

1.3.2.1. Biiyiime Faktorleri

Biiytime faktorleri, cok ¢esitli hiicre tipleri tarafindan salgilanan polipeptitlerdir
ve gog, farklilasma ve ¢ogalma gibi hiicresel aktiviteleri diizenleyen ¢oziiniir sinyal
molekiilleridir. Baz1 biiyiime faktorleri kan dolagimina salgilanip bu sayede hedef
dokuya tasmabilmeleri sebebiyle hormonlara benzerler. Fakat hormonlarin iiretimi
glanduler dokularla sinirli kalirken, biiytime faktorleri bircok farkli doku tarafindan
iretilebilir. Biiytime faktorleri, hedef hiicrelerin yiizeyinde bulunan spesifik
reseptorlere baglanarak, hiicresel eylemleri ortaya cikarirlar ve rejeneratif islemi
uyarmak i¢in biyolojik olaylar zincirini baslatabilirler (Britannica, 2019; Zhang ve
Uludag, 2009).

Bir biiyiime faktoriinden ortaya ¢ikan nihai biyolojik cevap, biiyiime faktoriiniin
ve hedef hiicrenin kimligine, hiicre numarasina, reseptér tipine ve diger sinyal
olaylarina baghdir. Bu nedenle, kontrollii salim sistemi tasarlamada kritik bilesen,
maksimum doku tamiri i¢in uygun tekli veya ¢oklu biiytime fakt6rii kombinasyonunun
secimidir (Vo ve ark., 2012).

Doku iyilesmesi ve kemik rejenerasyonunda olumlu etkileri goériilen biiylime
faktorlerinin klinik kullanima girmis ve hala iizerinde calisilan birgok c¢esidi
bulunmaktadir (Cizelge 1.1). Spesifik biiyiime faktorleri doku olusumu, olgunlagmasi
ve dokunun devamliligindan sorumlu proteinlerdir. Bu molekiiller i¢inde, genel olarak
BMP olarak bilinen, kemik morfogenetik proteinlerinin kuvvetli osteoindiiktif etkileri
vardir. Ayrica bir¢ok klinik ve deneysel c¢alisma sonucunda BMP’lerin giivenilir ve
etkin oldugu kanitlanmistir. BMP-7 ve BMP-2 sirasiyla 2001 ve 2002 yillarinda klinik
kullanim i¢in Amerika Gida ve ilag Idaresi (FDA-Food and Drug Administration)
onay1 almistir. BMP’lerin uzatilmis ve kontrollii salim sistemleri gelistirilmesi {izerine
calismalar halen devam etmektedir. (Blackwood ve ark., 2012; Dimitriou ve ark.,
2011; S. J. Sun ve ark., 2018).



Cizelge 1. 1. Bilyiime faktorlerinin etki mekanizmalarina gére simiflandirilmalart (Vo ve ark., 2012)

Osteojenik faktorler Anjiyogenik faktorler

TGF-B: Doniistiiriicii biiylime faktorii VEGF: Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii
GDFs: Biiyiime farklilagma faktorleri FGF: Fibroblast biiyiime faktorii

Aktivinler PDGF: Platelet tiirevi biiylime faktorii
BMP: Kemik morfogenetik proteinler IGF: Insiilin benzeri biiyiime faktorii

Biiyiime faktorlerinin giivenilirlikleri, etkinlikleri, yiiksek maliyetleri ve pratik
uygulamalar ile ilgili endiseler klinik kullanimlarini kisitlamaktadir. Ayni zamanda
beklenmeyen yan etkiler de klinik olarak gézlenmistir (Kim ve Tabata, 2015). Biiyiime
faktorleri etki bolgesine dogrudan enjekte edildiklerinde biiylime faktoriiniin hasarli
bolgeden hizla difiize edilmesi sebebiyle etkisiz kalabilme olasiligi bulunmaktadir.
Ayrica kisa yar1 dmiir, biyolojik aktivitesinin sabit kalamamasi, doku penetrasyonunun
g6z ardi edilecek kadar diisiik olmasi da etkinligin diisiik olma sebeplerindendir
(Jayaraman ve ark., 2015). Genellikle biiyime faktorlerinin etkinligini artirmak igin
kullanilan yiiksek dozlar sonucunda inflamasyon, timoér olusumu (neoplazi) ve
ektopik (istenen bolge disinda) kemik olusumu gibi yan etkiler gézlenmektedir.
Biiytime faktorii hedef bolgede gorevini yapamiyorsa kemik iyilesmesi olmadan diger
dokularda problem olusumu gozlenebilmektedir. Biiylime faktorleri viicuda enjekte
edildiginde veya etki bolgesine uygulandiginda ¢oziiniir olan faktorler sadece hedef
dokuda degil farkli dokularda da etki gosterir. Tiim bu olumsuz durumlarin 6niine
gecebilmek icin biyomateryaller ile biyolojik aktif olan bu molekiillerden olusan
kontrollii salim sistemlerinin olusturulmasi en umut verici yaklasimdir (Del Castillo-
Santaella ve ark., 2019; Gibbs ve ark., 2016; Hassani Besheli ve ark., 2018; Kang ve
ark., 2019; Kim ve Tabata, 2015; Nguyen ve ark., 2017; Wang ve ark., 2018).

Biiylime faktorleri rejenerasyon tedavisinde oldukga etkin olsa da kontrol
edilemeyen doku cevabi tedavide 6nemli bir engeldir. En ideal ¢oziim olusan
enflamasyonun tamamen ¢oziilmesidir. Eger kontrol saglanamazsa akut enflamasyon
sonucu doku hasari, kronik enflamasyon ve fibrozis meydana gelebilmektedir.
Ozellikle sert dokudaki kontrol edilemeyen enflamatuvar cevap, nétrofil
(polimorfontikleer 16kosit: PMN) aracili doku hasar1 sonucu geri doniisiimsiiz kemik
kayiplarina sebep olabilmektedir. PMN mikrobiyal ortam olusumunu engellemek i¢in

gerekli olmasina ragmen kronik PMN aktivasyonu organ fonksiyonunu bozan zehirli



maddelerin {retilmesine sebep olabilir. Periodontitis gibi kronik osteolitik
enflamasyonlu hastaliklarda siirekli mikrobiyal ortam ve endojen ¢Oziiniirlik
yolaklarindaki tek bir sorun sonucu doku harabiyeti meydana gelebilir. Kisaca
enflamasyonu ¢6zmek veya olusumunu engellemek doku kaybinin 6nlenmesi ve doku
rejenerasyonunun hizlandirilmasi agisindan etkili bir islemdir (Van Dyke ve ark.,

2015).

Son zamanlarda bazi biiylime faktorleri ve etken maddeler ile kombine ilag
tedavisinin kemik olusumunu desteklemesi arastirma konusu olmustur. Bu kapsamda
iki farkli biiyiime faktori, bliylime faktorii ile birlikte bir etken madde veya bir hiicre
destekleyici molekiil (stroma hiicre tiirevi faktér (SDF-1)) kombine edilebilmektedir.
Ozellikle enflamasyon 6ncesi sitokinlerin (interlokin-1p) ve tiimor nekroz faktoriin
(TNF-a)) osteojenik farklilasmay1 inhibe etmesi nedeniyle, kemik rejenerasyonunda
biliyiime faktorlerinin antienflamatuar etken maddelerle kombine halde kullanilmasi
dikkat ¢ekmektedir. Coklu etken madde (ornidazol, metronidazol, ketoprofen,
doksisiklin, gentamisin, simvastatin) salim sistemleri ile enfeksiyonun eliminasyonu,
enflamasyonun inhibe edilmesi, doku yikiminin Onlenmesi sonucunda kemik
rejenerasyonunun saglanmasi da farkli bir yaklasim olarak arastirilmistir (Dwivedi ve
ark., 2018; Ho ve ark.; Kim ve Tabata, 2015; Wu ve Chang, 2014; Zang ve ark., 2019).
Ancak heniiz bu kombinasyonlar:1 birarada igeren bir ilag sekli klinik kullanimda yer

almamaktadir.

1.3.2.2. Antibiyotikler

Ag1z boslugu Streptococcus’un birgok tiiriinii de ig¢ine alan 500°den fazla bakteri
tiirline ev sahipligi yapmaktadir. Bu bakteriler genel olarak herhangi bir soruna sebep
olmasa da travma veya onarici cerrahi bakteriyel dengeyi patojenik bakterilerin lehine
cevirebilmekte veya bakterilerin daha once aseptik olan ortama ge¢mesine sebep

olabilmektedir (Smith ve ark., 2019).
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Kemik rejenerasyon tedavisi sirasinda enfeksiyon riski en biiyiik endiselerden
biridir ¢ilinkii kemik defektlerini enfeksiyon varliginda tedavi etmek oldukca giigtiir.
Tedavide kemik rejenerasyonu ve enfeksiyon kontrolii gibi ikili fonksiyona sahip bir
materyalin kullanilmasi, bu soruna yeni bir terapétik yaklasimdir (S. Zhang ve ark.,
2016). Antibiyotiklerin proflaktik amagla lokal veya sistemik olarak kullanilmasi
komplikasyon riskini 6nemli Olglide diistirmektedir. Gentamisin yiiklii poli metil
metakrilat (PMMA) kemik ¢imentosunun da 6zellikle protez eklem cerrahisinde altin
standart olma sebebi budur (Teller ve ark., 2007). Gentamisin veya tobramisin (% 2-4
a/a) iceren PMMA ticari olarak temin edilebilmektedir ve klinikte rutin kullanimdadir

(Perni ve ark., 2019).

Doku miihendisliginde antibiyotigin lokal kullanilmasi1 ¢ok dikkat ¢eken bir
yoldur. Kemik biiylimesini tesvik etmek igin biyoaktif molekiillerle tasarlanmis bir
iskele ile ayn1 anda lokal olarak antibiyotik verilebilir ve bdylece antibiyotigin
sistemik etkilerinin bir kismi hafifletebilir. Ozellikle periodontal rejenerasyon
tedavisinde Klinik olarak kullanilan, tetrasiklin, metronidazol ve doksisiklin gibi
antibiyotikleri i¢eren jel, ¢ip, fiber gibi salim sistemleri bulunmaktadir (Smith ve ark.,
2019).

Antibiyotiklerin dogrudan kemik ¢imentosuna eklenmesi lokal tedavi icin basit
ve klinik olarak uygun bir yontem olsa da, bu yaklasimin énemli iki sakincas1 vardir.
Bunlardan ilki, ¢imento uygulamasinin ilk haftasinda antibiyotik saliminin
tamamlanmasi, daha sonra implantin bakteriyel kolonilesmeyle karsi karsiya
kalmasidir. ikincisi ise, bir¢ok antibiyotigin yiiksek derisimlerde osteoblastlara
dogrudan toksik olmasidir. Bu nedenle antibiyotigin ilk ¢ikis etkisi lokal toksisite
meydana getirebilir ve rejenerasyonu engelleyebilir. Bu sorunlarin giderilmesi i¢in de
tedavide antibiyotik salim1 modifiye edilmelidir (Passos ve ark., 2019; Shah ve ark.,
2016).
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1.3.2.3. Biiyiime Faktorii ve/veya Antibiyotik iceren Rejeneratif Kontrollii Salim

Sistemleri ve Uretim Yontemleri

Periodontal rejenerasyon tedavisinde pro-osteojenik mediatorlerin - ve
antibiyotiklerin gelismis salim sistemleri araciligiyla hasarli dokuya uygulanmasi
modern bir tedavi stratejisi olarak Onerilmistir. Baz1 durumlarda, mikro ve nano
tastyicilar greft veya doku iskelesi gibi hareket edebilmekte ve ayni zamanda biyoaktif
molekiilleri tasiyabilmektedir (Cafferata ve ark., 2018; Montero-Miralles ve ark.,
2018).

Ozellikle alveolar kemik rejenerasyonu igin uygulanacak greft materyali
defektin sekline, boyutuna, cerrahin uygulama sekline gore farkli formlarda
sekillendirilebilir olmali ve rejenere olan dokuya destek olabilen bir iskele gorevi
gorebilmelidir. Ayrica boslugu doldurabilmeli, hiicre, trombosit ve damarlanmay1
tesvik edebilmeli ve yeni kemigin olusma siiresi ile orantili olarak parcalanabilmelidir

(lviglia ve ark., 2019).

Biiytime faktorleri ile lokal kontrollii salim sistemleri olusturabilmek igin
kullanilabilecek en uygun tasiyici sistemler doku iyilesmesi i¢in uygun protein
derisimi saglanana kadar birka¢ hafta veya ayda metabolik olarak degrade
olabilmelidir (Sekil 1.4). Yiiksek yiizey alani/hacim orani, poréz yapi da bu
sistemlerden beklenen oOzellikler arasindadir. Ayrica biliylime faktoriiniin salim
kinetikleri tasiyiciya bagli oldugu icin protein, tasityict materyal ve lokal cevre
arasindaki iliski de oldukca dnemlidir. Ornegin BMP-2 kemik rejenerasyonu amaci ile
bir tasiyict sisteme yiiklenmisse tasiyict en az 3 hafta boyunca kontrollii salim
saglayabilmelidir (De Witte ve ark., 2018; Vo ve ark., 2012). Antibiyotikler ile
olusturulan lokal kontrollii salim sistemleri de antibiyotigin hedef dokuda yeterli siire
kalmasini saglayabilmeli, patojenlerin antibiyotige karsi direncini engelleyebilmek

icin etken madde patojen etkilesimini artirabilmelidir (Gao ve ark., 2018).
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Sekil 1. 4. Biiyiime faktoriiniin tasiyici sisteme yiikleme stratejileri ve bu sistemlerin kiyaslanmalar
(De Witte ve ark., 2018)

Biyobozunur ve biyouyumlu doku iskeleleri, mikro ve nano seviyedeki
ckstraseliiler matrisi taklit ederek hiicrelerin biiyliyebilecegi gegici destegi
saglamaktadir. Bu nedenle de doku rejenerasyonunda olduk¢a onemlidir. Doku
iskeleleri, sentetik veya dogal polimerlerin farkli teknikler kullanilarak pordz yapida
katilagtirilmasi ile elde edilmektedir. Uretim yontemleri kdpiirtme, faz ayrismast,
elektrodondiirme, segici lazer katilastirma, eriyik kaliplama, membran laminasyon,
dondurarak kurutma, ii¢ boyutlu (3D) baski, siiperkritik akiskanlar olarak siralanabilir.
Ozellikle bilgisayar destekli doku miihendisligi ile birlikte 3D baski, hastalara 6zgii
doku iskelelerinin imalatinda yaygin olarak aragtirilan bir tiretim yontemidir. Bunlarin
yani sira partikiiler sistemlerle kombine edilen kati iskeleler de giincel arastirma

konular1 arasindadir (lviglia ve ark., 2019; Sahai ve ark., 2018).

Bunlarin haricinde biyoaktif cam olarak bilinen silika iskelelerin pordzitesi

artirilmig formu olan mezopordz biyoaktif cam ilk kez 2004 yilinda Yan ve ark.
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tarafindan elde edilmistir (Yan ve ark., 2004). Bu materyal CaO-SiO2-P.0Os
bilesiminde olup yiiksek oranda kii¢iik por ¢apl kanallardan olusmaktadir. Biyokatif
camin yiiksek por hacmi ile yiizey alani artmis ve bu sayede viicut sivilartyla in vitro

apatit mineralizasyon kabiliyeti artirilmistir (Gu ve ark., 2013).

Lin ve ark. (2010) yaptigi ¢calismada BMP-2’den sentezledikleri P24 proteinini
poli-laktik-ko-glikolik asit - polietilen glikol - aspartik asit (PLGA-(PEG-Aspartik
asit)) kompleksi ile iirettikleri membran ve iskelelere adsorbe ettirmislerdir. Bunun
icin de P24 terminal karboksil gruplart NHS ile aktive edilmis ve boylece PLGA-
(PEG-Aspartik asit), kompleksinin amino gruplar1 ile 24 saat boyunca tepkime
vermistir. Calisma ile elde edilen verilere gore P24’tin % 85’1 iskeleye kovalent olarak
baglanmistir. Calismada degerlendirilmis NHS ile muamele edilmis ve edilmemis iki
ayr1 sistemin in vitro ¢dziinme hiz1 profiline gore de sisteme kovalent bagli P24, sadece
fiziksel olarak adsorbe edilmis P24’e gére daha yavas in vitro salim profili géstermistir
(Lin ve ark., 2010).

Biiytime faktorlerinin poroz kati iskeleler i¢ine hapsedilmesi siiperkritik sivi
ekstraksiyonu (SCF) islemi ile de gergeklestirilebilmektedir. Organik ¢oziicti
kullanim1 ile protein denatiirasyonu gerceklestigi i¢in yapi1 olusturulduktan sonra
protein aktivitesinde azalma meydana gelebilmektedir. Bu nedenle proteine zarar
verebilecek bir stvinin kullanilmadigi SCF yonteminin proteinik maddelerin kontrolli
salim sistemleri olusturulmasinda daha uygun oldugu literatiirlerde belirtilmistir. SCF
isleminde ¢oOziicii olarak yiiksek basingla sivi hale getirilmis stiperkritik CO2
kullanilmaktadir. Bu islemde basing odasi i¢indeki toz haldeki polimerle karistirilan
biiylime faktorii iizerine kullanilacak maddeye gore gerekli siiperkritik sivi ortami
olusturulup (CO: igin bu degerler 31 °C, 73,8 bar), islem siiresi sonuna dogru basing
diigtiriilerek, ¢oziici olarak kullanilan CO2’nin tekrar gaz hale donmesi
saglanmaktadir. COz polimerik yapidan ayrilirken, kopiik yapisint meydana getirerek

iskelenin katilagsmasini saglamaktadir (Blackwood ve ark., 2012).

Bir grup arastirmaci poli-DL-laktik asit (PLA) graniil tozu ve rhBMP-2

kullanarak stiperkritik sivi ekstraksiyonu ile kopilik implantlar elde etmislerdir.
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rhBMP-2 sulu ¢ozeltisi ile toz haldeki polimeri (800-1600 mg rhBMP-2 / 1 g polimer
olacak sekilde) karistirmig ve liyofilize etmislerdir. 0,06 g bu tiriinden alinip kaliplarin
icerisinde 100 bar CO; ile muamele etmislerdir. 37 °C’de 20 dakika bekletildikten
sonra PLA kat1 kopiik haline gelmistir. Deney sonunda da ELISA kit kullanarak,
yapilan in vitro ¢éziinme hizi ¢alismalar1 sonucunda salimin 24 giine kadar uzadigini

gozlemlemislerdir (Gruber ve ark., 2009; Schliephake ve ark., 2008).

Visscher ve ark. (2018) sefazolin ytiklii polikaprolakton (PCL) doku iskelelerini
ii¢ boyutlu yazici kullanarak iiretmislerdir. Bunun i¢in polimerik iskeleyi lirettikten
sonra etken maddeyi damlatma kurutma yontemi ile sisteme yiiklemislerdir. Sistemin
pordz yapisi sayesinde salim kontrol edilebilmis ve etken maddenin sulu ¢ozeltideki

degredasyonu biiyiik 6l¢iide azaltilabilmistir (Visscher ve ark., 2018).

Kati iskeleler ile ilgili en bilyiik sorun iskelenin bastirma ile sekillenmemesi ve
cerrahlarin genel olarak kusurlu bélgeyi tamamen doldurmak i¢in gézenekli fakat
uygulama esnasinda daha rahat sekil alan, bastirilabilir, uygulama bolgesini kolaylikla
doldurabilen materyalleri tercih etmeleridir. Bu sebeple periodontal rejenerasyon
alanindaki calismalar son zamanlarda daha c¢ok fibréz yapilar, jeller, filmler ve

partikiiler sistemler {izerine odaklanmustir (Iviglia ve ark., 2019).

Fibroz iskele olusturma yontemi, elektrodondiirme yontemi kullanilarak nano
boyutta iplikler elde etme esasmna dayanmaktadir. Ozellikle yonlendirilmis doku
rejenerasyonunda kullanilan membranlarin iiretimi i¢in bu yontem oldukca uygundur.
Elektrospin yontemi ile dogal ve sentetik polimerlerle kalinlig1 birka¢ nanometreden

mikrometreye kadar ayarlanabilen iplikler tiretmek miimkiindiir.

Qasim ve ark. (2017) yaptiklar1 ¢alismada kitozan ile elde ettikleri nanofiberlerle
periodontal rejenerasyon saglayabilmeyi hedeflemislerdir. Elektrospin yontemi ile
ekstraseliiler matrisi taklit edebilen bir doku iskelesi iiretildigi ve hiicre kiiltiirii deneyi
sonucunda da hiicre cogalabilirliginin membranla desteklendigi ifade edilmistir

(Qasim ve ark., 2017).
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Bagka bir ¢aligmada da elektrospin yonteminden farkl: olarak, farkl siitur lifleri
ile kitozan-aljinat filmlerin kombinasyonundan olusan kompozit membranlarin elde
edilmesi ile yara ortiilerinin saglamlastirilabilecegi diistiniilmiistiir. Calismada lifler
membrana sirali bir sekilde ve rastgele yerlestirilmis ve mekanik 06zellikleri
incelenmistir (Sekil 1.5). Ayrica bu ¢alismada bu kompozit membranlara epidermal
biliylime faktorii ilavesi ile rejenerasyonun hizlandirilmasi amaglanmigtir. Calismanin
sonucunda da arastirmacilar, diizgiin yerlestirilmis liflerin kopma uzamasini
arttirdigin1 ve yapilan hiicre kiiltiirii deneyiyle kitozan-aljinat biyomateryallerinin
hiicre olusumunu destekledigini ve epidermal biiyiime faktorii eklenmesinin 6nemli

katk1 sagladigini tespit etmislerdir (Bierhalz ve Moraes, 2017).

———
—rl_ L

~L 1

(a) (b)

Sekil 1. 5. Siitur liflerinin matris igerisinde diizgiin yerlestirilmesi (a) ve rastgele dagitilmasinin (b)
sematik gosterilisi (Bierhalz ve Moraes, 2017)

Baska bir c¢alismada da rejencratif endodonti tedavisi i¢in klindamisin,
metronidazol ve siprofloksazini bir arada igeren polidioksanon nanolifler tiretilmistir.
Lifler elektrodondiirme yontemi ile elde edilmis ve etkinligi in vitro olarak
degerlendirilmistir. Yapilan caligsmalar sonucunda iiretilmis nanolifler ile kontrol
gruplarma gore farkl tiirlerdeki bakterilerin ¢cogalmasinin baskilanabildigi, dentinde
tic hafta sonunda bile renklenmenin meydana gelmedigi, liflerin diisiik sitotoksisiteye
sahip oldugu ve potansiyel anjiyogenik etkisinin oldugu belirtilmistir (Karczewski ve
ark., 2018).

Capraz bagli polimer aglarindan olusan hidrojeller ise yiiksek su igerigi olan,
ancak polimer zincirleri arasinda olusan kimyasal ve fiziksel baglar nedeniyle hemen
¢oziinmeyen, suyun bu baglarin arasina girmesiyle kolayca sisebilen, biyouyumlu,

kolay ayarlanabilir mekanik 6zellikleri olan ve biyolojik dokuyu taklit edebilen ilag
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tastyict sistemlerdir. Yiiksek poroziteleri sayesinde hiicrelerin ¢ogalmasi i¢in gecici
destek saglayabilen hidrojeller, doku miihendisligi i¢in umut vaat eden Sistemler
arasinda yer almaktadir. Ozellikle doku rejenerasyonunda tamamen sistiginde aldiklari
iic boyutlu yapilar1 sayesinde biyolojik aktivite {izerinde Onemli etkileri
bulunmaktadir. Ayrica ylizey 6zellikleri hiicrelerin adezyonu, ¢ogalmasi ve gociinii
oldukga etkilemektedir (Bhattarai ve ark., 2010; Zhuang ve ark., 2016). Tiim bunlarin
yani sira hidrojellere grafen, grafen oksit, karbon nanotiip, hidroksiapatit, biyoaktif
cam gibi materyallerin eklenmesi ile hidrojellerin mekanik ve biyolojik 6zellikleri
iyilestirilebilmektedir (Xavier ve ark., 2015).

Xavier ve ark. (2015) yaptiklari ¢alisgmada jelatin ve metakrilati capraz
baglayarak hidrojel olusturmuslardir. Daha sonra foto-baslatici ¢ozeltisi iginde
nanosilikat partikiilleri disperse etmis ve bu karistma onceden hazirlanmis olan
hidrojel ilave ederek UV 1s1g1na maruz birakmislardir. Bu sayede nanopartikiiller ve
hidrojel ¢apraz baglanmis ve nanokompozit hidrojeller olusturulmustur. Bu ¢alismada
nanokompozitlerin  kemik morfogenetik proteinin aktivitesi olan osteojenik
farklilasmay1 saglamasi sebebiyle ortama eklendigi belirtilmistir. Calismada geg evre
osteojenik farklilagsma 6zelligi olan kemik benzeri inorganik kalsiyum birikintilerinin
tretimini, Alizarin Red S boyamasi ile belirlemislerdir. Hem sadece hidrojel hem de
nanokompozit hidrojel ile kirmizi lekelenme goriilmiis, fakat nanokompozitlerde

belirgin bir artis goriildiigii belirtilmistir (Sekil 1.6) (Xavier ve ark., 2015).
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Sekil 1. 6. Preosteoblast hiicreleri tarafindan normal ve osteokondiiktif ortamda biriken inorganik
kalsiyumun 14. giindeki optik goriintiileri (Xavier ve ark., 2015)
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Bagka bir ¢alismada ise 1stya duyarl hidrojel sistemlerinin klinik olarak birgok
avantaji oldugu ve ayrica lokal kemik rejenerasyonu i¢in uygun ortami sagladigi
belirtilmistir. Ayrica sistemin yiiksek su igerigi sebebiyle kemik morfogenetik
proteinin kolayca yiiklenebildigine deginilmistir. Aragtirmacilar bu ¢aligmada 1siya
duyarli polifosfazene hidrofobik ve iyonik etkilesimli yapilar baglayarak BMP-2
salimmin  kontrol edilebilecegini  gostermislerdir. Hidrofilik yap1 olarak
naopartikiillere polietilen glikol eklenmistir (BMP-2/N-NP). BMP-2 ile etkilesimi
artirabilmek i¢in de diger bir grup formiilasyona karboksilik asit yapist baglanmistir
(BMP-2/D-NP). Naopartikiillerin siispande edildigi ortamimn sicakligimmin oda
sicakligindan viicut sicakligina artmasi ile hidrojel olusumu goézlenmis ve ortam
viskozitesi artmistir. Yapilan in vitro salim ¢alismalarinda da hidrojel kiitlesi zamana
baglh olarak azalirken agiga ¢ikan BMP-2 miktar1 artmistir. Arastirmacilar salimin
kontrollii olarak 20 giinde tamamlandigini géstermis ve in vivo deneylerde de BMP-
2/D-NP hidrojellerin BMP-2/N-NP hidrojellere gore daha etkili bir sekilde kemik
hacmini artirdigini belirtmislerdir (Sekil 1.7) (Seo ve ark., 2015).
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Sekil 1. 7. BMP-2/D-NP hidrojelden BMP-2 salim profili (a) ve in vivo deney sonucu elde edilmis
kemik hacimleri (b) (Seo ve ark., 2015)

Bunlarin haricinde polivinil alkol (PVA) ile iiretilen hidrojeller, yap1, mekanik
ozellikler, akigkanlik gibi benzerlikleri nedeni ile kikirdak ile ilgili ¢aligmalarda sikca
kullanilmistir. Fakat PVA hidrojel ekstraseliller matrise kiyasla tek basina hiicre
adezyonu ve bliylimesini destekleyemedigi i¢in doku iskelesi olarak kullanilmak
amaciyla iiretildigi ¢aligmalarda genellikle biiylime faktdrleri bu tasiyici sisteme dahil

edilmektedir (Nie ve ark., 2015). Fakat viicutta dogal olarak bulunan fibrinle
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oOlusturulan hidrojel igerisinde dagitilmis kok hiicreler ve BMP-2 yiiklii heparin-poli-
L-lizin nanopartikiiller ile arastirmacilar 4 hafta sonunda ektopik kemik olusumunun

ortamda fibrinin olmasindan agikga etkilendigini belirtmislerdir (Park ve ark., 2009).

Farkli tedavi amagclar1 ile lokal kullanim i¢in tizerinde ¢alisilmis birgok
antibiyotik yiikli hidrojel ¢aligmasi bulunmaktadir. Bu ¢alismalarda siprofloksazin,
gentamisin, vankomisin, ampisilin, sefazolin, levofloksazin, linkomisin kullanilmistir.
Antibiyotikler i¢in iizerinde ¢alisilmis hidrojel formiilasyonlarinin ¢cogu goz, deri ve

yumusak doku enfeksiyonlari igin ¢alistlmistir (Li ve ark., 2018).

Chotitumnavee ve ark. (2019) dental uygulamalar i¢in Siprofloksazin hidroklorid
yikli fibrin hidrojel gelistirmislerdir. Fibrin hidrojel ¢alismalarinin kemik
enfeksiyonlari, periodontitis, dis pulpasi hastaliklar1 ve pulpa rejenerasyonu iizerine
oldugunu belirten arastirmacilar yaptiklar1 ¢alismada pulpa rejenerasyonunu etkin
sekilde gerceklestirebilmeyi amaglamistir. Calismada % 0,4 fibrin hidrojel,
fibrinojen,trombin ve kalsiyum iyon ¢dzeltisinin tris tampon c¢ozeltisi igerisinde
karigtirilmasi ile elde edilmistir. Siprofloksazin, hidrojel hazirlanirken trombin
cozeltisi icerisinde ilave edilmistir. Formiilasyon kaliplara alinmis ve 30 dakika
boyunca jelasyonun tamamlanmasi i¢¢in beklenmistir. Calismanin sonuglarina goére in
vitro bakteriostatik aktivite igin 1-2 pg/mL bakterisit aktivite i¢in 4-15 pg/mL
siprofloksazinin yeterli oldugu bulunmus, bunun da daha onceki ¢alismalarda elde
edilmis ortalama minimal inhibisyon derisiminden iki kat daha diisiik dozda oldugu
belirtilmistir. Caligmada kontrol olarak kullanilan aljinat hidrojeline gore in vitro salim
profilinde ilk ¢ikis etkisinin azaltilabildigi gosterilmistir (Chotitumnavee ve ark.,
2019).

Calismamizda kullanilmis olan film, partikiill ve kombine kontrollii salim

sistemleri ayr1 bagliklar altinda incelenmistir.
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1.3.2.3.1. Filmler

Jeller, enjeksiyonluk sistemler, filmler, fiberler, partikiiler sistemler veya in situ
implantlar gibi kontrollii ilag salimi saglayan gesitli formiilasyonlar arasinda, ilag
yikli filmler esnek, kolay ambalajlanabilir, kolay uygulanabilir olduklar igin lokal
ilag salim sistemleri i¢in olduk¢a uygundurlar (Madhumathi ve ark., 2018). Ozellikle
son zamanlarda periodontitis tedavisinde kullanilmak iizere anti inflamatuar (Khajuria
ve ark., 2018), antibiyotik (Kilicarslan ve ark., 2018; Madhumathi ve ark., 2018) yiiklii
film caligmalar1 oldukga dikkat cekmektedir.

Filmler, etken maddelerin polimer igerisinde dagitildig1 veya ¢oziindiirildigi,
salimin diflizyon, polimerin ¢6ziinmesi veya matrisin erozyonu ile meydana geldigi
ilag salim sistemleridir. Bu dozaj formu, 6zellikle periodontal cep igi kullanim i¢in
fiziksel 6zellikler bakimindan bir¢ok avantaja sahiptir (Kilicarslan ve ark., 2018; Sah
ve ark., 2019). Filmler, etken madde tasiyiciliginin yani sira, matris yapisi sayesinde
tizerinde hiicre ¢ogalmasina olanak saglamakta ve bu sayede doku rejenerasyonunun

gerceklestigi bir iskele gorevi gorebilmektedir (Patra ve ark., 2016).

Filmlerin tretiminde genel olarak kitozan (Arzate-Vazquez ve ark., 2012;
Kalaycioglu ve ark., 2017; Kilicarslan ve ark., 2015a; Kilicarslan ve ark., 2015b),
aljinat (Crossingham ve ark., 2014; Shankar ve ark., 2016), jelatin (Dolci ve ark.,
2018), seliiloz tiirevleri (Kilicarslan ve Gorgoz, 2012) gibi dogal polimerler, bu
polimerlerin bir veya birkaginin kombinasyonu ile (Bao ve ark., 2018; Kilicarslan ve
ark., 2018; Kumria ve ark., 2018; Madhumathi ve ark., 2018) veya PLGA, PEG,
Eudragit, polimetil-vinil  eter-ko-maleik  asit gibi  sentetik  polimerlerle
kombinasyonlar1 (Demir ve ark., 2017; Lai ve ark., 2018; Perugini ve ark., 2003)
siklikla ¢alisilmaktadir. Ayrica yonlendirilmis doku rejenerasyonunda kullanilan
membranlar da yine sentetik, 6zellikle politetrafloroetilen (PTFE), ve dogal (kitozan,
aljinat, kolojen, trombosit konsantresine dayali membranlar) polimerik materyallerden
elde edilmektedir. Ozellikle konsantre trombosit membranlar dogal olarak yapisinda
biliylime faktorlerini bulundurdugu i¢in periodontal rejenerasyonda yeni kemik

olusumunda oldukga etkilidir (Babo ve ark., 2014).
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Filmler igin gelistirilmis farkli tretim yontemleri olsa da, Kkolay
uygulanabilirligi, ek bir ekipmana gerek olmamasi gibi sebeplerle en sik kullanilani
dokme-¢oziicii buharlagtirma yontemidir (Karki ve ark., 2016). Bu yontem, hazirlanan
polimer ¢ozeltisinin uygun kaplara aktarilmasi, ve ¢oziicliniin tamamen uzaklagmasi

ile filmin elde edilmesi esasina dayanmaktadir.

Ramineni ve ark. (2015) polivinilprolidon ve karboksimetil seliiloz karisimimdan
olusan polimerik ¢ozeltiye epidermal biiyiime faktorii (EGF) ¢ozeltisi (% 0,1 BSA
cozeltisi i¢inde) ekleyip homojenize ettikten sonra teflon kaliplarda c¢oziiclyii
uzaklastirarak filmler elde etmislerdir. Arastirmacilar, in vitro salim deneyleri
sonucunda EGF’nin %58 inin ilk 6 saatte agiga ¢iktigini fakat sonraki 18 saat boyunca
salimin yavasladigin1 ve 24 saatte %88’inin agiga ¢iktigini belirtmislerdir (Ramineni
ve ark., 2015).

Khajuria ve ark. (2018) periodontitisi tedavi etmek ve alveolar kemik kaybini
engelleyebilmek i¢in kitozan filmler tiretmislerdir. Aslinda bir antidiabetik olan
metforminin in vitro osteoblast hiicrelerinin olusumunu destekledigi, antimikrobiyal
ve antiinflamatuar etkinligi farkli calismalarda kanitlandigi icin arastirmacilar
hazirladiklar1 filmlere metformin yiiklemislerdir. Bu amagla % 2 asetik asit i¢erisinde
kitozan1 ¢6zmiis, icerisine plastizer olarak % 0,5 (h/h) gliserin ilave etmislerdir. Cam
petri kaplarma aktarilarak kurutulmus olan kitozan filmler glutaraldehit ¢ozeltisine
daldirilarak 15 dakika bekletilmis ve c¢apraz baglanmasi saglanmistir. Etken
madde:polimer orami1 1:75 ve 1:125 olarak calisilmistir. Calismada formiilasynlarin
ozelliklerinin incelenmesi i¢in kalinlik ve agirlik analizleri, islem etkinligi, adezyon
testleri, taramali elektron mikroskopisi analizleri, in vitro etken madde salim
caligmalari, in vitro antibakteriyel aktivite testleri ve ayrica in vivo etkinlik deneyleri
gerceklestirilmistir. Salim profilleri incelendiginde pH 6,6 Mcllvaine tamponu
icerisinde ilk bir saatte bir ilk ¢ikis etkisi gozlense de salim 11 saate kadar devam
ettirilebilmistir. Ik ¢ikisin da film yiizeyindeki etken maddeden kaynakli oldugu
belirtilmistir. In vitro antibakteriyel etkinlik testleri sonucunda da salimin gergeklestigi
11 giin i¢in de Porphyromonas gingivalis bakterisi i¢in inhibisyon zonu goézlendigi

belirtilmistir. In vivo deneyler sonucunda da elde edilen mikrobilgisayarli tomografi
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(mikro-BT) analizi sonuglarina gore de tedavi grubunda kemik olusumunun etkin

sekilde artirilabildigi garfiklerle gosterilmistir (Sekil 1.8) (Khajuria ve ark., 2018).

a - b hedek
0.087 * — o I ! |
*%%a pl"'" 44 *a
— 0.06 £
E =
E < 3
= 0.04- = 0.
: é
= 0.02- 14
0.00- 0-
. ] ]
& & & SIS R &
Qq}\ :-cé§ Qs? e Qé'@ ,ﬁ"‘\' '*\& , JP
& & & s & &
& & ¥ & & 5
& S S & 8
£ S * & & Qz}‘
Q,“‘ & Qg, er

Sekil 1. 8. Mikro-BT analizi ile kemik dokusundaki (a) trabekiiler kalinlik (Tb.Th) ve (b) trabekiiler
sayisimin (Tb.N) degisimin grafik olarak gosterimi (Khajuria ve ark., 2018)

Filmlere diger bir etken madde yiikleme yontemi ise tabaka tabaka polielektrolit
film olusturma ydntemidir. Bu yontem ile iskele sirayla pozitif ve negatif yiikli
molekiillerden olusan sistem igine batirilarak ¢ok tabakali film olusturulur. Biiyiime
faktorii de yiikiine gore bu tabakalar arasinda hapsedilebilir (Blackwood ve ark., 2012).
Ayrica W. Sun ve ark. (2018) yaptiklari ¢alismada oldugu gibi kitozan ve aljinat gibi
farklr yiiklii polimerlerin sirayla kaliplara dokiilmesiyle cok tabakali polielektrolit
kompleks (PEC) olusturulabilmektedir. W. Sun ve ark. (2018) sisteme bir biiyiime
faktorii eklememistir, fakat calismadaki amag¢ yara tedavisi oldugu i¢in sistemin
porozitesinin doku rejenerasyonunu desteklemesinin 6neminden bahsetmis ayrica
kitozanin  antimikrobiyal etkinliginin olusturulan sistem i¢in Oneminden
bahsetmiglerdir. Sekil 1.9 ile verilen antimikrobiyal aktivite sonuglarinda da
gosterilmis oldugu gibi arastirmacilar 1-5 aras1 numaralandirilmis E. Coli ekilmis petri
kaplarinda sirasiyla (aljinat (A), kitozan (C)), A, 2A1C, 3A2C, 4A3C ve 5A4C PEC
filmleri yerlestirmis ve en etkili antimikrobiyal aktivite en fazla katta kitozan filmi

iceren formiilasyonda gozlenmistir (W. Sun ve ark., 2018).
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Sekil 1. 9. PEC-filmlerin antimikrobiyal aktivitesi (W. Sun ve ark., 2018)

Kilicarslan ve ark. (2018) periodontitis tedavisinde kullanilmak iizere
klindamisin fosfat yiikli PEC film hazirlamislar ve in vitro o&zelliklerini
incelemislerdir. Sistemin tiretiminde pozitif yiikli kitozan ve negatif yiikli aljinat
kullanmiglardir. Calismada farkli molekiil agirliktaki kitozan ve aljinatin % 1, % 2 ve
% 3 derisimlerindeki ¢ozeltileri farkli oranlarda prob sonikatér ve Ultraturrax ile
homojenize edilerek komplekslesmenin olusmasi saglanmistir. Hava kabarciklarindan
arindirilmis jel daha sonra cam petri kaplarma aktarilarak ¢oziiciisiiniin oda
sicakliginda uzaklagsmasi saglanmistir. Calismada klindamisin fosfatin in vitro salimi
10 saate kadar uzatilabilmistir. Elde edilen filmlerin yiiksek adezif Ozellikleri
sayesinde periodontal cep igerisinde kolaylikla kalabilecegi belirtilmistir (Kilicarslan
ve ark., 2018).

PEC filmler tizerinde yapilmis hiicre adezyonu ve motilitesi ile ilgili bir
caligmada, polianyon bir polimer olan poli allilamin hidrokloriirden sentezlenen iki
kuvvetli polikatyon polimer ile PEC filmler iiretilmistir. Insan deri fibroblastlar:
filmler iizerine ekilmis ve hiicre ¢cogalmasi ve hareketi incelenmistir. Calismada farkl
tabaka sayisi ile sitofilik veya sitofobik membran liretmenin miimkiin oldugu, ¢ok
katmanli filmler ile elde edilmis olumlu sonuglardan yola ¢ikarak, bu
degerlendirmelerin yara iyilesmesi ve doku rejenerasyonu i¢in olumlu oldugu

sonucuna varmiglardir (Wytrwal ve ark., 2016).
Tiim bu incelemeler sonucunda ¢alismamizda dental uygulamalar agisindan PEC

filmlerin avantajli olacagi distiniilerek kitozan ve aljinat ile polielektrolit kompleks

filmler olusturulmasina karar verilmistir.
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1.3.2.3.2. Partikiiler Sistemler

Nanoteknolojideki son gelismeler, biyomedikal uygulamalarin ve tedavinin
optimize edilebilmesinin Oniinii agmistir. Biiyiik yiizey alanlari, ¢esitli yapisal
ozellikleri, kan dolagiminda kalig siirelerinin uzun olusu, ¢ogu hastaligin teshis ve
tedavisine gore yapilandirilabilir olmalari, ¢esitli biyoaktif ajan ve organlara
hedeflendirilebilir olmalar1 nedeniyle nanoterapétikler ilgi odagi olmustur (Esim ve
ark., 2019; Sanna ve ark., 2014). Lokal salim sistemleri tedavi edilecek bdlgede uzun
stire kalarak tedavi etkinligini artirir, sistemik yan etkileri azaltir ve lokal uygulama ile

sistemik uygulamaya gore kullanilan doz azalir (Gu ve ark., 2013).

Nanopartikiil tiretimi ¢oziicli buharlastirma, tuzla ¢oktiirme, nano ¢oktiirme, tek
veya c¢oklu emiilsiyon olusturma c¢Oziicii buharlastirma, elektrosprey yontemi,
puskiirterek kurutma/dondurma, sol-jel yontemi, koaservasyson, siiperkritik sivi
teknolojisi, iyonotropik jelasyon gibi yotemler kullanilarak gergeklestirilmektedir. Bu
yontemlerden bazilarmin hazirlanma sekli Sekil 1.10 ile sematize edilmistir. Bu
teknikler arasindan en ¢ok kullanilani emiilsiyon olusturma ¢dziicli buharlastirma

yontemidir. Bu yontemde islem basamaklart;

1. Polimer ¢ozeltisi ve etken madde ¢ozeltilerinin homojenize edilmesi,
2. Mikro veya nano boyutlu damlaciklarin olusumu,
3. Coziiciinlin uzaklastirilmasi islemi sonrasinda kati partikiillerin olusturulmasi,

ayrilmasi ve kurutulmasi olarak siralanabilir.

Emiilsiyon olusturma ¢dziicii buharlastirma yonteminin en biiylik dezavantaj
protein yapili etken maddelerin organik ¢o6ziici kullanimima bagli olarak
denatiirasyona ugramasidir. Ayrica ylikleme etkinligi, salim hizinin istenildigi sekilde
ayarlanamamasi, hidrofilik etken maddelerin enkapsiilasyonunun gii¢liigii de bu
yontemde karsilagilabilecek sikintilar arasinda yer almaktadir. Fakat yontemin kolay
uygulanabilir olmasi, modifikasyonlara agik olmasi, yontemde &zel bir cihazin

kullanimima gerek olmamasi gibi avantajlar1 sayesinde en sik kullanilan yontemler
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arasindadir (Bilensoy, 2014; Bozkir ve Devrim, 2014; Jayaraman ve ark., 2015; Ye ve
Chi, 2018).

Etken madde cozeltisi

¢
¢
¢
Polimer —: Su/yag emiilsiyonu
gozeltisi Homojenizasyon
PVA cozeltisi
icerisinde Polimerin
homojenizasyon ¢oziinmedigi
bir ¢oziicii
Su/yag/su
emiilsiyonu & Sertlestirme
3 ajani
—
Emulsny(')'n" . Piiskiirterek
olusturma ¢oziicii Kurutma Faz ayrnistirma
buharlastirma

Sekil 1. 10. Bazi nano- ve mikroparikiil hazirlama yontemlerinin sematik gésterimi (Ding ve Zhu, 2018)

Partikiiler sistemler i¢in ¢esitli caligmalarda farkli polimerler kullanilmistir. Bu
polimerler igerisinden dogal olanlar kollajen, hyaluronik asit, nisasta, kitozan,
dekstran vb. olarak siralanabilir. Sentetik pollimerler i¢in de poli-(a-hidroksi asit),
polianhidritler, poli(e-kaprolakton), poloksamerler 6rnek olarak verilebilir (Shim ve
ark., 2014; Street ve ark., 2002; Ueda ve ark., 2002; Vo ve ark., 2012).

Kemik rejenerasyonu igin kullanilan sentetik polimerler mekanik ve
degredasyon Ozelliklerinin degistirilebilmesi, uygun hale getirilebilmesi gibi
sebeplerle tercih edilmektedirler (Jayaraman ve ark., 2015). Ozellikle PLGA gibi
sentetik polimerlerle yapilmis ¢alismalar bulunmaktadir (Del Castillo-Santaella ve
ark., 2019; S. J. Sun ve ark., 2018; Vo ve ark., 2012; F. Zhang ve ark., 2016; Zhang ve
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ark., 2018; Zhuang ve ark., 2016). PLGA, FDA onayli bir polimer olup zamanla
biyolojik bozunabilme profili ve toksik olmayan degredasyon iiriinleri sayesinde uzun
zamandir biyomateryal olarak kullanilmaktadir (Blackwood ve ark., 2012; Topal ve
ark., 2018).

Biiytime faktorlerini iskele i¢cine dogrudan yiiklemektense mikro/nanokiire
haline getirmek ve bu tasiyici sistemleri iskele igine yerlestirmek salimi yavaslatarak
etkinligi artirmak i¢in tercih edilmektedir. Biiylime faktorii yiiklii mikrokiire tiretimi
icin genel olarak dogal polimerlerden jelatin, sentetik polimerlerden de 50:50 ko-
monomer igeren PLGA tercih edilmistir. PLGA, kolay mikro- ve nanokiire olusumu,
makul enkapsiilasyon etkinligi ve salim karakteristikleri gibi sebeplerle yaygin olarak

kullanilmaktadir (Blackwood ve ark., 2012; Devrim ve Bozkir, 2014).

Biiylime faktoriinin mikrokiire igine yiiklenmesi genellikle islem sirasinda
yapilmaktadir. Biiylime faktoriintin sulu ¢ozeltisi ve etil asetet veya diklorometan
(DCM) iginde ¢Oziilmiis polimer karistirihir ve sulyag (s/y) emiilsiyonu olusur. Bu
emiilsiyon daha sonra sulu ortam iginde disperse edilerek ikinci emiilsiyon (S/y/s)
olusur. Sulu ortam genel olarak damlacik yapisint muhafaza etmek amaciyla polivinil
alkol (PVA) veya PEG gibi stabilizanlar1 i¢ermektedir. Sonrasinda yapilan ¢oziicii
uzaklastirma islemi ile de damlaciklar kati partikiiller haline doner. Elde edilen
partikiiller santrifiij veya filtrasyonla ayrildiktan sonra liyofilize edilir. Bovin serum
albumin (BSA) ve PEG kullanilarak organik ¢oziicii ile biiytime faktorii etkilesimi ve

protein denatiirasyonu engellenebilir (Blackwood ve ark., 2012).

Ruhe ve ark. (2005) yaptig1 bir ¢alismada rhBMP-2 (rekombinant insan BMP-
2) yiiklemek i¢in iki farkli molekiil agirhigindaki PLGA ile ¢oklu emiilsiyon sistemi
olusturmus ve daha sonra ¢oziicii olarak kullanilan DCM uzaklastirarak partikiiller
elde etmislerdir. Bu ¢alismada PV A stabilizan olarak kullanilmistir. Bu partikiiller 44-
45um boyutlarinda elde edilmistir. Daha sonra bu partikiillere PBS/BSA igerisinde
¢Oziinmiis haldeki iyotla igsaretlenmis 1311 -rhBMP-2 adsorbe ettirilmis ve daha sonra

elde edilen 1slanmis partikiiller liyofilize edilmistir (Ruhe ve ark., 2005).
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Antibiyotiklerin uygulama bolgesindeki saliminin kontrol edilmesini saglamak
icin  de giincel nanopartikiill ve mikropartikiil ¢alismalart bulunmaktadir.
Antibiyotiklerin de partikiiler sistemlere yiiklenmesinde c¢ogunlukla emiilsiyon

olusturma ¢6ziicli buharlastirma yontemi tercih edilmektedir.

Alenezi ve ark. (2018) yaptiklar1 ¢alismada alveolar kemik kaybini 6nlemek i¢in
ozellikle kemik enfeksiyonlarinda etkin olan makrolid grubu antibiyotiklerden
klaritromisin yiiklii PLGA mikrokiireler iretmislerdir. Calismada tekli emiilsiyon (y/s)
olusturma ¢6ziicti buharlagtirma yontemi kullanilmig ve 6zetle 10 mg Klaritromisin ve
500 mg PLGA DCM iginde ¢oziildiikten sonra % 0,25 (a/h) PV A igerisine damlatilmis
ve 10000 rpm’de homojenize edilmistir. Daha sonra DCM’yi uzaklastirmak igin
manyetik karistiricida karistirilmis, santrifiyj ile partikiiller ayrilip yikanmis ve tekrar
santrifiijlenip liyofilize edilmistir. Ortalama 26 um boyutunda ve % 94 yiikleme
etkinligine sahip partikiiller elde eden arastirmacilar partikiillerle 4 hafta boyunca in
vitro salim gézlemislerdir. In vivo deneylerde kullanilan tavsanlarin kafataslarina bes
milimetre ¢apl defektler agilmis ve tavsanlar negatif kontrol, trikalsiyum fosfat,
trikalsiyum fosfat ve klaritromisin ve trikalsiyum fosfat ve PLGA mikropartikiillerin
uygulandigir dort gruba boliinmiistiir. Deney gruplari iki, dort ve 12. hafta sonunda
sakrifiye edilmis ve kemik dokular1 alinmistir. Sonug¢ olarak sakrifiye edilmis
dokularm mikro-BT analizi sonucunda 12 hafta sonrasinda mikrokiireler ile anlamli

derecede yiiksek seviyede yeni kemik olusumu gézlenmistir (Alenezi ve ark., 2018).

1.3.2.2.3. Kombine Sistemler

Biiyiime faktoriiniin salim sisteminden ac¢iga ¢ikisinin kontrollii olarak
saglanmasi etkinlik agisindan ¢ok dnemli olsa da rejenerasyon tedavisi i¢in tek dnemli
parametre degildir. Sinerjik etkili veya birbirinin etkinligini tamamlayan farkli
bitylime faktorlerinin bir arada kullanilmasi, doku rejenerasyonunu destekleyen farkli
etken madde gruplarmin tedaviye dahil edilmesi, uygulama bolgesinde meydana
gelecek inflamasyonu veya mikrobiyal liremeyi engellemek i¢in antiinflamatuvar veya

antimikrobiyal maddelerin kullanilmasi, uygulanan sistemin dokuya uyumlu hale
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getirilmesi gibi onemli parametreler de goz oniine alindiginda sistemlerin tek baslarina
ortaya koyduklar1 tedavi etkinliklerinin artirilabilecegi yapilan gesitli kombinasyon
caligmalari ile agik¢a gosterilmektedir (Barati ve ark., 2016; Farokhi ve ark., 2016;
Gilmore ve ark., 2016; Sahai ve ark., 2018).

Zhang ve ark. (2018) yaptiklar1 ¢alismada sfingozin-1-fosfati (S1P), mezopordz
silika nanopartikiiller (MSN) i¢ine hapsederek anjiyogenik mikrosistemi ve BMP-2"yi
PLGA mikropartikiiller icine hapsederek osteojenik mikrosistemi olusturmuslardir.
Bu mikropartikiillerden ilkini iskele tliretimi sirasinda ikincisini ise sonradan ekme
yontemi ile 1s1l giidiimlii faz ayrismasi yontemi ile elde edilmis poli-L-laktik asit
(PLLA) doku iskelesine yiiklemislerdir. Fareler ile yaptiklar1 ektopik kemik olusumu
deneyinde deri altina PLLA iskele, BMP-2 yiiklii mikropartikiil ve etken madde
icermeyen MSN yiiklii iskele, BMP-2 yiiklii mikropartikiil ve SIP-MSN nanopartikiil
yiiklii iskele yerlestirmislerdir. Sekiz ve 16 hafta sonunda X-ray biyogoriintiileme
sistemi ile elde ettikleri sonuc¢lar da etken maddelerin ve iskelenin kombine halde
kullanilmasi ile kemik olusumunun daha hizli meydana geldigini gostermistir. Ayrica
16 hafta sonunda tiim formiilasyon gruplari i¢in yiiksek diizeyde kemik rejenerasyonu
gozlense de iki etken madde igeren iskelenin ¢evresinde genis mineralizasyona sahip
bir kemik kabugunun olustugu ve ayrica bir kemik iligi boslugu olusumunun

gerceklestigini gostermislerdir (Sekil 1.11) (Zhang ve ark., 2018).

BMP-2-PLGA/MSN BMP-2-PLGA/S1P-MSN
yiiklii PLLA iskele yiiklii PLLA iskele

PLLA iskele

8 Hafta

16 Hafta

Sekil 1. 11. X-ray biyogoriintiileme sistemi ile elde edilmis ektopik kemik olusumu goriintiileri (Zhang
ve ark., 2018)
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Bagka bir caligmada yapilan {i¢ boyutlu yazict ile hazirlanmis hidroksiapatit
doku iskelesi ile BMP-2 yiiklii PLGA nanopartikiiller, polikaprolakton (PCL)
kullanilarak birlestirilmistir (Sekil 1.12). Nanopartikiillerin hidroksiapatit doku
iskelesinin porlarina kadar niifuz edebilmesi i¢in bu islemi vakum altinda

gerceklestirmislerdir (Kim ve ark., 2018).

Hidrotermal
3D yazici reaksiyon
Kalsiyum — ‘ —l ‘
fosfat tozu
CaSO,- 1/2H,0 Cayo(PO,)s(OH),
BMP-2/NP kaph
hidroksiapatit
iskele

e — s
PCL ¢ozeltisi ile = .
% emiilsiyon Kaplama / N

—_—l &

Czilcil (52

buharlastirma

BMP-2 yiiklii
nanopartikiiller

Sekil 1. 12. PCL ile nanopartikiillerin doku iskelesi ile birlestirilmesi (Kim ve ark., 2018)

Yine bu calismada tavsanlarda olusturulan kalvarial defektlerin sekiz hafta
sonunda mikrobilgisayarli tomografi (Mikro-BT) ile elde edilen goriintiileri ve olusan
kemik hacmi Olgiimleri sonucunda tek basina iskele ile olusan kemik hacminin,

nanopartikiille kapl olana gore ¢cok daha diisiik oldugu sonucuna varmislardir (Sekil

1.13) (Kim ve ark., 2018).

Kaplanmams Nanaopartikiil kaph
__iskele _iskele -

Sekil 1. 13. Hidroksiapatit iskelenin implantasyon sonrasindaki 8. hafta mikro-BT goriintiileri (Kim ve
ark., 2018)

29



Qu ve ark. (2016) ise yaptiklari calismada, bir glukokortikoid olan deksametazon

ve BMP-2’yi birarada igeren bir sistem gelistirmislerdir. Calismada PLGA filmden

elde edilmis alt tabaka iizerine 6ncelikle deksametazon yiiklii PLGA nanopartikiiller

yiiklenmis ve nitrojen altinda kurutulmustur. Daha sonra olusan tabaka kitozan

cozeltisi igine daldirilip yine aymi sekilde kurutulmustur. Bu islem bes defa

tekrarlandiktan sonra, PLGA nanopartikiiller yerine BMP-2’nin heparin ¢ozeltisi

icindeki karigimi ve kitozan ¢ozeltisi ile ayni islemler tekrarlanmistir (Sekil 1.14).

Calisma sonucunda elde edilen in vivo deney sonuglarina gore iki etken madde birlikte

uygulandigi zaman kemik olusumu hizlanmis ve artmistir. Bunun sebebinin de

deksametazonun BMP-2 ile sinerjik etki gostermesi oldugunu belirtmislerdir (Qu ve

ark., 2016).

PEI _ PLGA NPs/CS O N %
—

Substrat

P

Tabaka -tabaka
uygulama
HEP/CS
Tabaka -tabaka

\\ uygulama
® S
B ' 4 Etken madde m
== D€ salim C=0O0=0=Q
=€ 0= <"
- OO~ O~ OO0
O O O O O g
Eemem—e——— ey
e AN ANAANAAN 0 [] JL

PLGANPs Kitozan (CS) Heparin (HEP) DEX rhBMP-2 rhBMP-reseptorii

Sekil 1. 14. Tabaka tabaka karma-kaplama (Qu ve ark., 2016)

1.4. Tez Cahismasinda Kullamlan Polimerlerle ilgili Genel Bilgiler

Calismada hazirlanmis olan film formiilasyonlari i¢in polimer olarak kitozan ve

aljinat, nanopartikiil formiilasyonlari i¢in ise poli laktik-ko-glikolik asit (PLGA)

kullanilmustir.
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1.4.1. Kitozan

Kitozan, antibakteriyel, biyobozunur, biyouyumlu, mukoadezif, hemostatik ve
toksik olmayan yari sentetik bir polimerdir (Khan ve ark., 2018; Kumria ve ark., 2018;
Xie ve ark., 2018). Kitozan, dogal polimerler arasindan ayrilan bu 6zellikleri sebebiyle
ilag salim sistemlerinin imalat1 i¢in dikkat c¢ekici bir secenek olarak kendini

gostermistir (Aktas ve ark., 2005a; Sah ve ark., 2019).

Kitozan, kitinin deasetilasyonu ile elde edilmektedir. Kitin, dogada en bol
bulunan ikinci polisakarittir ve karides, 1stakoz, mantar, bocek ve bazi algler gibi pek
cok kaynaktan elde edilebilmektedir. Kimyasal olarak, kitin, -(1, 4)-bagli N-asetil-
glukozamin birimlerinden olusan diiz bir homopolimerdir; kitozan da tekrarlayan
glukozamin ve N-asetil-glukozamin birimlerinden olusur (Sekil 1.15). Glukozamin /
N-asetil glukozamin arasindaki oran, deasetilasyon derecesi olarak bilinmektedir.
Zayi1f bazik yapisi ile, asidik ortamda (pH <6,5) ¢6ziiniir fakat organik ¢oziiciiler ile
suda (pH >7) ¢oziinmez (Aktas ve ark., 2005b; Kilicarslan ve ark., 2018; Sah ve ark.,
2019; Unagolla ve Jayasuriya, 2018).

Kitozanin antibakteriyel etkisinin incelendigi c¢alismalar sonucunda, kitozan
iizerindeki amino grubunun bakteriyel hiicre yilizeyindeki negatif yikli
karboksilatlarla birlesmesi sonucu hiicre i¢i igeriginin sizmasi veya blokaji ile oldugu
aciklamigtir. Kitozanin yara iyilestirici etkisinin gézlemlendigi pek ¢ok c¢alisma da
bulunmaktadir. Bunun haricinde literatiirdeki baz1 in vitro deney sonuglari, kitozanin
osteoprogenitor hiicrelerin farklilasmasini kuvvetlendirdigini ve periodontal kemik
olusumunu kolaylastirabilecegini gostermektedir (Sah ve ark., 2019). Ayrica timor
nekroz faktor ve interlokin-1 gibi sitokinleri uyararak bir anti-inflamatuar ila¢ olan
prednisolon ile benzer etki gosterdigi de ¢alismalar sonucunda kanitlanmistir

(Davydova ve ark., 2016).
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1.4.2. Aljinat

Aljinat, farmasoétik, biyomedikal, kozmetik ve gida endiistrisinde yaygin olarak
kullanilan biyouyumlu ve toksik olmayan, anyonik karakterde bir polisakarittir (Mirtic
ve ark., 2018; Ravichandran ve Jayakrishnan, 2018; Xie ve ark., 2018). Kahverengi
alglerden elde edilen lineer bir polisakkarittir ve bu yapisin1 (1, 4)-bagli p-p-
mannuronat ve (1, 4)-baglh a-L-guluronat olusturur (Sekil 1.15) (Kondaveeti ve ark.,
2018; Ravichandran ve Jayakrishnan, 2018).

Aljinat suda ¢oziiniir bir polimerdir (Unagolla ve Jayasuriya, 2018). Suda
¢oziiniirliigli, onu ¢oziindiigii ortamda kimyasal olarak kararsiz hale getirse de, Ca*?,
Zn*2, kitozan ve polietilenimin gibi ¢ok degerlikli katyonlarla iyonik jelasyonla
kolayca kat1 ve stabilize bir yap1 olusturabilir (Kilicarslan ve ark., 2018; Lee ve ark.,
2018).

Aljinat ayrica yara eksiidasini emebilir, iyon degisimini saglayabilir, yara
iyilesmesini tesvik etmek i¢in nemli bir ortam saglayabilir (Wang ve ark., 2017). Ttm
avantajlarinin yaninda 6zellikle kitozan ile olusturdugu polielektrolit kompleks yapisi
ile yara oOrtiisti, doku miihendisligi, ilag¢ salim sistemlerinin olusturulmasi gibi pek ¢ok
medikal alanda giincel arastirma konusu olan polimerler arasindadir (Kilicarslan ve

ark., 2018; Venkatesan ve ark., 2017).

o= OH
CH,
Kitozan
b. )
[ele]e} HO “00C (')H
O\( ON/O HO / o
OH o HOU\ (o] —7~
(e} OH -00C HO
(0]
HO CO0~
G G M M
Aljinat

Sekil 1. 15. Kitozan (a) ve aljinatin (b) kimyasal yapisi (Gierszewska ve ark., 2018)
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1.4.3. Poli Laktik-ko-Glikolik Asit (PLGA)

Poli laktik-ko-glikolik asit (PLGA), otuz yili askin bir siiredir ilag salim
sistemleri ve doku miihendisligi uygulamalart i¢in kullanilan en cazip polimerler
arasindadir. PLGA, biyouyumlu ve biyobozunurdur, ¢ok ¢esitli erozyon siireleri
gosterebilmektedir. Degistirilebilir mekanik 6zelliklere sahiptir ve en 6nemlisi, FDA
onayli bir polimerdir. Ozellikle, ticari veya arastirma amacli, kii¢iik molekiillii
ilaglarin, proteinlerin ve diger makromolekiillerin kontrollii salimini1 saglayabilmek
icin PLGA ile kapsamli bir sekilde ¢alisilmistir (Dalpiaz ve ark., 2016; Del Castillo-
Santaella ve ark., 2019; Ding ve Zhu, 2018; Khan ve ark., 2018; Makadia ve Siegel,
2011; Rauta ve ark., 2016; Sharma ve ark., 2016; S. J. Sun ve ark., 2018; Taghavi ve
ark., 2017).

Molekiiler agirlik ve polidispersite indeksi gibi fiziksel 6zellikler, polimerin
mekanik gliciinli ve bir ilag salim sistemi olarak formiile edilebilirligini
etkiler. Ayrica bu 6zellikler polimerin biyobozunma hizini ve hidrolizini kontrol
edebilir. Bu sebeple ticari olarak ulasilabilir PLGA tiirleri genel olarak intrinsik
viskozite veya molekiil agirligi ile karakterize edilmektedir (Jain, 2000).

Mekanik dayaniklilik, sisme davranisi, hidrolize ugrama kapasitesi ve daha
sonra biyolojik par¢alanma hizi, PLGA polimerinin Kkristalligi ile dogrudan iliskilidir.
Elde edilen PLGA kopolimerinin kristallenmesi, kopolimer zincirindeki ayri ayri
monomer bilesenlerinin (laktik ve glikolik) tiiriine ve molar oranina baglidir. 50: 50
oraninda laktik ve glikolik asit igeren PLGA polimerleri, her iki monomerden daha
yiiksek oranda igerenlere kiyasla daha hizli hidrolize olmaktadir. Laktik asit, glikolik
asitten daha hidrofobiktir ve bu nedenle laktik asit bakimindan zengin PLGA

kopolimerleri daha az hidrofiliktir, daha az su emer ve daha yavas bozulur (Jain, 2000).
PLGA kopolimerlerinin camsi gegcis sicakligi (Tg), 37°C fizyolojik sicakligin

tizerindedir ve bu nedenle salim sistemi olarak kullanildiginda da camsi haldedir. Bu

da PLGA’nin avantajli olmasini saglayan bir 6zelliktir (Jain, 2000).
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PLGA kopolimeri hem in vitro hem de in vivo olarak, sulu bir ortamda, omurga
ester baglarinin ayrilmasi yoluyla (hidrolitik bozunma veya biyobozunma) bozunur.
Polimer zincirleri toplu degradasyona ugrar ve degradasyon PLGA matrisi boyunca
ayni oranda gergeklesir. Biyolojik par¢alanma sirasinda PLGA zincirinde bulunan her
bir polimer zinciri ayrildikga karboksilik ug gruplari sayica artmaktadir ve bu durumun
da biyobozunmay1 katalizledigi bilinmektedir. PLGA kopolimerlerinin biyobozunma
hizi, polimer zincirindeki laktik ve glikolik asitlerin molar oranina, polimerin molekiil

agirligina ve kristallik derecesine baglidir (Jain, 2000).

PLGA degredasyonu igin ii¢ fazli bir mekanizma ileri siiriilmistiir (Jain, 2000);

1. Ik faz rastgele zincir ayrilmasidir. Polimerin molekiiler agirhigi énemli lgiide
azalir, fakat onemli bir agirlik kayb1 olmaz ve ¢oziiniir monomer triinleri olusmaz.

2. Orta fazda, hizli kiitle kayb1 ve ¢oziiniir oligomerik ve monomer triinler esliginde
molekiiler agirlikta bir azalma meydana gelir.

3. Son asama ¢Oziinebilir oligomerik pargalardan ¢ozliniir monomer triinlerinin

olusmasidir. Bu faz polimerin tamamen ¢6ziinme asamasidir.

PLGA, laktik ve glikolik asitlere parcalanir. Laktik asit, trikarboksilik asit
dongiisiine girer ve metabolize edilir ve daha sonra karbon dioksit ve su olarak
viicuttan atilir. Glikolik asit, bobreklerden degismeden atilir veya trikarboksilik asit

dongiisiine girer ve sonunda karbon dioksit ve su olarak elimine edilir (Jain, 2000).

Calismamizda son yillarda kemik rejenerasyonu incelemelerinde kullanimi artan
mikro bilgisayarli tomografi ile hem in vitro ilag tasiyici sistemlerin hem de in vivo
kemik iyilesmesi incelemelerinin yapilmasinin yap1 aydinlatmada literatiire yeni bir
yontem getirme Ve 3 boyutlu inceleme ile film nanopartikiil, nanopartikiil greft ya da
film iginde nanopartikiil ve greft iglemelerinin 3 boyutlu incelemelerinin ilag seklini
gelistirmede avantaj ve yeni bir yontem olabilecegi diisiiniilmiistiir. Bu boéliimde
formiilasyonlarin 6zelliklerinin incelenmesi ve in vivo galismalarda kullanilan bu

teknik ile ilgili 6zet bir bilgi sunulmaktadir:
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1.5. Bilgisayarh Tomografiyle U¢ Boyutlu Analiz

Bilgisayarli tomografi (BT) ile goriintiileme ilk olarak 1970'lerin baginda
gelistirilmis ve 0 zamandan beri klinik tanisal goriintiileme iizerinde biiyiik bir etkisi
olmustur. Coklu goriintiileme agilarini kullanarak yeniden olusturulan BT goriintiileri,
geleneksel bir radyografi goriintiisiine kiyasla, bir nesnenin igindeki madde
yogunlugunun uzamsal dagilimi hakkinda nicel bilgi saglamalar1 bakimindan 6énemli
bir avantaja sahiptir. Geleneksel radyografi ise, X 1smm1 yolu boyunca yalnizca
maddesel zayiflamanin toplam1 hakkinda bilgi verebilir. Klinik BT tarayicilar tipik
olarak 1 mm® hacim elementlerinden (vokseller) olusan goriintiiler {iretirken,
1980'lerin basinda gelistirilen mikro bilgisayarli tomografi (mikro-BT) sistemleri 1-50
pum araliginda voksel araligi saglamaktadir (Guldberg ve ark., 2003; Swain ve Xue,
2009).

Seramikler, polimerler ve minerallesmis dokular dahil olmak tlizere dogrudan
mikro-BT kullanilarak ¢ok ¢esitli materyaller incelenebilmektedir. Hatta kan
damarlar1  dahil yumusak dokularin da mikro-BT ile goriintiilenebildigi
belirtilmektedir. Yeni nesil mikro-BT sistemleri in vivo goriintiilemeye ve dolayisiyla
stirekli veri toplanmasina olanak saglamaktadir (Guldberg ve ark., 2003; Swain ve
Xue, 2009).

Mikro-BT teknik olarak konik 1sikli bilgisayarli tomografi teknigi olup, bu
sistemde tomografik diizenlemelerde ve geri-izdiisiim islemi i¢in konik geometriye
sahip X 1smlar1 kullanilmaktadir. Tarama islemi goriintiilenmek istenilen alan
etrafinda 180° veya 360° lik rotasyon ile gerceklestirilmektedir. Bu izdiisiimler ile
olusturulan dijital veriler, yeniden yapilandirma (rekonstriiksiyon) algoritmasi ile

goriintliye ¢evrilmektedir (Sekil 1.16) (Guldberg ve ark., 2003; Swain ve Xue, 2009).
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Sekil 1. 16. Standart masaiistii mikro-BT tarayicisi

Mikro-BT voksel araligi hacimsel olarak (sinyalin alindigi bolgenin hacmi)
normal tomografilere gére neredeyse 1 milyon kat daha kiiciik olup, 1-50 um’dir. Bu
kiiciik voksel araligi sayesinde mikro-BT kesitsel olarak ¢ok iyi bir ¢oziniirliige
sahiptir ve nesnelerin detaylar1 ve i¢ kusurlar1 hakkinda daha net bir inceleme olanagi
saglamaktadir. Goriintiileme islemi tahribatsiz oldugu i¢in, aynt numunenin i¢
ozellikleri bir¢ok kez incelenebilir ve ilave biyolojik ve mekanik testler i¢in taramadan
sonra numuneler tekrar kullanilabilir. Goériintiiler islenip yeniden olusturulduktan
sonra, materyal mikro yapisinin 3D morfometrik parametrelerini tahmin etmek igin,
dogrudan veya dolayli yontemler kullanilarak analizler yapilabilir. Geleneksel dolayli
yontemler, belirli bir yapisal formu (6rnegin, plaka benzeri) varsayan 2D stereoloji
denklemlerinden elde edilen tahminlere dayanmaktadir. Dogrudan yontem ise, her
goriintii vokselindeki yapilarin arasina kiireler yerlestirerek kalinlik veya aralik gibi
yerel parametreleri tahmin eder (Sekil 1.17) (Guldberg ve ark., 2003; Swain ve Xue,
2009).

Sekil 1. 17. Trabekiiler kalinlik (a) ve bosluklarin (b) hesaplanmasinda direkt 3D yontemde kullanilan
algoritmanin sematik gosterimi (Bouxsein ve ark., 2010)
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Mikro-BT ile giivenilir sonuglar elde etmenin ilk yolu dogru goriintiiyii elde
edebilmektir. Bu sebeple ¢alismalarda 6zellikle kullanilan tarama ortami, X 111 tiipii
potansiyeli, voksel boyutu, ilgi bolgesi/ilgi alan1 (region of interest - ROI, ilgi hacmi
(volume of interest - VOI), kullanilan filtre gibi yontem parametrelerine ait

aciklamalarin yapilmasi gerekmektedir (Cizelge 1.2) (Bouxsein ve ark., 2010).

Cizelge 1. 2. Mikro-BT tarama dogrulugu i¢in anahtar parametreler (Bouxsein ve ark., 2010)

Degisken Tanim Standart birim
Voksel boyutu Mikro-BT goriintiisiiniin soyut birimini tammlayan ii¢ boyut ~ pm?®
X 1511 enerjisi X 1511 fotonlarinin frekansi ile orantilidur. keV

X 15101 tiipii potansiyeli X 1s1n1 fotonlart iiretmek i¢in elektronlart hizlandiran X 111

tiipliniin uygulanan tepe elektrik potansiyeli kVp
X 15111 yogunlugu X 15111 tiipii akimi pA-s; nA
Entegrasyon siiresi Her tomografik projeksiyonun siiresi Ms
Cat1 ortalamasi Her tomografi projeksiyonunda tekrarlanan dlgiim sayisi n
Projeksiyonlar Rekonstriiksiyonda kullanilan tomografik izdiigiim say1si n

Bir mikro-BT taramasindan en yiiksek kalitede goriintiiler ve en dogru sonuglari
elde etmek icin, sistem diizgiin sekilde caligmali ve goriintii verilerinde tarama
kaynakli yapayliklar elimine edilmelidir. Kullanicilar, iireticinin mikro-BT tarama
sistemlerine 6zgii kalite kontrol talimatlarini takip etmelidir. Bunun i¢in ilk 6nce
kalibrasyon yapilmalidir. Bir numunenin yogunlugunun hesaplanmasinda mikro-BT
taramasindan elde edilecek sonuclar kullanilacaksa, mikro-BT sisteminin, 6l¢iilecek
numuneler i¢in beklenen yogunluk araliginda olan, bilinen yogunluktaki kalibrasyon
fantomu kullanilarak uygun sekilde kalibre edilmesi gerekir. Genellikle kemik
taramalarinda kalibrasyon icin, santimetrekiip basma gram (g/cm®) esdeger mineral
iceren kati1 haldeki kalsiyum hidroksiapatit (HA) kullanilmaktadir (Sekil 1.18)
(Bouxsein ve ark., 2010).
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Sekil 1. 18. Kalibrasyon i¢in kullanilan hidroksiapatit fantom rodlarin yeniden yapilandirilmis mikro-
BT goriintiileri (0,25 ve 0,75 gHAp cm®) (Ozgul ve ark., 2015)

Tarama sonrasinda goriintiiler dikkatle incelenmelidir. Goriintiide olusan
hatalar, kaymalar ve parlamalar artefakt olarak adlandirilir. Bu sorunlarin goériintiiye
yansimasint engellemek icin operatériin ayarlar1 hatasiz  sekilde yapmasi

gerekmektedir. En sik rastlanan artefaktlar Sekil 1. 19 ile gosterilmistir.

Sekil 1. 19. Halka artefakti (a), metal artefakt1 (b) ve hareket artefakti (c) (Bouxsein ve ark., 2010)
Rekonstriiksiyon yapildiktan sonra 3D goriintiiler olusturulur ve énemli bazi

parametrelerin  hesaplamalar1  gerceklestirilir. Ornegin CTAn yazilm ile

hesaplanabilen bazi parametreler Cizelge 1.3 ile agiklanmustir.

Cizelge 1. 3. Onemli ii¢ boyutlu morfometrik parametrelerin tanimlar1 (Kim ve ark., 2015)

Parametre Tanim zgisﬁlilrg;la
Doku hacmi VOI’nin tamami1 TV (mm?)
Kemik hacmi VOI igindeki eslestirilmis (binarize) nesnelerin tamami BV (mm?)
% Kemik hacmi VOI’deki eslestirilmis kat1 nesnelerin orani BVITV (%)
Kemik ylizey alani VOI’deki tiim kati nesnenin yiizey alani BS (mm?)
Trabekiiler kalinlik Trabekiiler kemik kalinligi Tb.Th (mm)

Trabekiiler ayriklik VOI i¢indeki binarizasyonla tanimlanan bosluklarin kalinlig Tb.Sp (mm)

Anizotropi derecesi 3D simetri veya hizalanmasimin varligi veya yoklugu DA
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Mikro-BT her ne kadar detayli ve li¢ boyutlu tarama anlaminda iyi olsa da mikro-
BT ve nano-BT ile yapilan kiyaslama ¢aligmalar1 ile nano-BT ile daha dogru ve daha
detayli kalitatif ve kantitatif sonuglar elde edilebildigi arasgtirmacilar tarafindan
gosterilmistir (Huang ve ark., 2017; Kampschulte ve ark., 2016; Kilicarslan ve ark.,
2020; Schmitt Rahner ve ark., 2018). Mikro-BT ve nano-BT arasindaki teknik
farkliliklar Cizelge 1.4 ile gosterilmektedir.

Cizelge 1. 4. In vivo mikro-BT, in vitro mikro-BT ve nano-BT teknik 6zellikleri (Kampschulte ve ark.,
2016)

Parametre In vivo mikro-BT In vitro mikro-BT Nano-BT

Tiip dizaym Yansima tiipii Yansima tiipii/iletim tiipii  iletim tiipii

Odak boyutu 50-200 um 1-50 um <400 nm

Tiip voltaji 20-90 kVp 20-130 kVp 8-190 kVp

Tiip giici 10-300 W 1-50 W 8-25W

Coziintirliik 50-200 pm 5-100 pm 50-600 nm

Tarama stiresi ~ 0,1-30 dakika 10-300 dakika 60-180 dakika

Dedektor CCD/Flat panel dedektor ~ CCD/Flat panel dedektér =~ CCD/Flat panel dedektor

1.6. Calismada Kullanilan Etken Maddelerle ilgili Genel Bilgiler

1.6.1. Kemik Morfogenetik Protein

Osteojenik protein olarak da bilinen BMP, 1965 yilinda Marshall R. Urist
tarafindan kesfedilmistir (Urist ve Strates, 1971). Yapilan calismalar TGF-§
stiperfamilyasindan olan BMP ailesi iiyelerinin kademeli olarak mezenkimal kok
hiicrelerin osteoblastlara, yani kemik olusumunu saglayan hiicrelere gogii ile kemik
olusumunu baslattigin1 ortaya koymustur. Bunun diginda anjiyogenez de kemik
rejenerasyonu icin olduk¢a 6nemlidir. Anjiyogenez siireci dnceden var olan damar ag1
icinde yeni damar olusumunu kapsamaktadir. Yeni olusan damarlar kemigin yeniden
yapilanmasi i¢in gerekli olan besin destegi, makromolekiillerin tasinmasi ve gerekli
metabolik ¢evrenin olugmasi siiregleri igin de oldukg¢a dnemlidir. Vaskiiler endotelyal

biiytime faktorii (VEGF) kemik olusumu esnasinda olmasi gereken anjiyogenez igin
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kilit bir diizenleyici biiyiime faktoriidiir (Kempen ve ark., 2009; Zeisberg ve Kalluri,
2008).

BMP'ler, mezenkimal hiicre iizerindeki hiicre ylizey reseptorlerine
baglandiklarinda, bir sinyal dizisi aktive edilir. Sinyaller, spesifik proteinler yoluyla
hiicre ¢ekirdegine gonderilir. Bu durum, kikirdak ve kemik olusumunda rol oynayan
makromolekiillerin sentezine yol acan genlerin ekspresyonu ile sonucglanir ve
mezenkimal hiicre kondrosit veya osteoblast olur. BMP implantasyonu, mezenkimal
hiicre infiltrasyonu, kikirdak olusumu, vaskiilarizasyon, kemik olusumu ve
nihayetinde hematopoetik kemik iligi elementlerinin toplanmasi ile birlikte kemik
dokusunun yeniden yapilandirilmasi dahil olmak tizere karmasik bir dizi hiicresel olay

ile sonuglanmistir (Jain ve ark., 2013).

Kemik rejenerasyonunda ¢ok fazla hiicre tiirii ve biyomolekiiliin kendine ait
gorevi gerceklestirmesi gerekir. Bu nedenle de tedavinin her basamaga uygun biiyiime
faktorii ile desteklenmesi gerektigi diisiiniilebilir. Fakat BMP’ler rejenerasyondaki
diger basamaklarla baglanti kurmakta ve diger faktorlerin de salinmasini ve
rejenerasyona katilmasini saglamaktadir. Bu nedenle de kemik rejenerasyonu igin
biiytime faktorleri iginde en 6nemlisi olarak kabul edilebilir (Kim ve Tabata, 2015;
Lienemann ve ark., 2012). 20’den fazla BMP tiirii tanimlanmis olsa da, doku
miihendisliginde en ¢ok kullanilan BMP-2 ve BMP-7"dir (Cizelge 1.5) (Blackwood
ve ark., 2012; Jain ve ark., 2013; Reddi, 1992; Reddi, 1998).
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Cizelge 1. 5. Memelilerdeki BMP siiperfamilyasi (Reddi, 1998)

BMP alt familyast  Jenerik ad BMP ismi
BMP-2/4 BMP-2A BMP-2
BMP-2B BMP-4
BMP-3 Osteogenin BMP-3
Biiyiime/Farklilasma Faktorii-10 (GDF-10) BMP-3B
Op-1/ BMP-5 BMP-5
BMP-7 Vejetal faktor-1 (Vgr-1) BMP-6
Osteojenik protein-1 (Op-1) BMP-7
Osteojenik protein-2 (Op-2) BMP-8
Osteojenik protein-3 (Op-3) BMP-8B
Biiyiime/Farklilasma Faktorii-2 (GDF-2) BMP-9
BMP-10 BMP-10
Biiyiime/Farklilasma Faktorii-11(GDF-11) BMP-11
GDF-5,6,7 Biiyiime/Farklilasma Faktorii-7(GDF-7) veya BMP-12
Kikirdak tiirevi morfogenetik protein-3 (CDMP-3)
Biiyiime/Farklilasma Faktorii-6(GDF-6) veya BMP-13
Kikirdak tiirevi morfogenetik protein-2 (CDMP-2)
Biiyiime/Farklilasma Faktorii-5(GDF-5) veya BMP-14
Kikirdak tiirevi morfogenetik protein-1 (CDMP-1)
BMP-15 BMP-15

BMP-7’nin yapisal organizasyonu:

BMP’nin yapist Sekil 1.20 ve Sekil 1.21 ile sematize edilmistir.

i

Hidrofobik bas
(Aminoasit terminal)

Protein onciisii-Propeptid

Sekil 1. 20. BMP’nin yapisal organizasyonu (Jain ve ark., 2013)

(Katlanma, dimerizasyon, diizenleme)

Olgun bolge
(Karboksi terminal)
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BMP-7’nin molekiil yapisi:

a. ' b.

g

!

A

¢

jfa Y

Sekil 1. 21. BMP-7"nin molekiiler grafigi (monomerik (a) ve dimerik (b)) (Rider ve Mulloy, 2010)

Sembolleri: BMP-7, OP-1

Molekiil agirhgi: 26 kDa

Organoleptik ozellikler: Beyaz liyofilize toz

Coziiniirliik: Suda iyi ¢6ziiniir.

Saklama kosullari: % 0,1 bovin serum albumin ¢o6zeltisi i¢inde -20 °C’de

saklanmalidir.

Farmakolojik o6zellikler: Osteoindiiktif, kemik kiriklarinda, kaynamayan kiriklarda
ve spinal fizyon tedavisinde BMP-2 ve BMP-7 FDA onayhdir (Gan ve ark., 2018;
Zhang ve ark., 2018). BMP-2 kemik rejenerasyonunda altin standarttir (Kim ve ark.,
2018).
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1.6.2. Klindamisin Fosfat

Klindamisin fosfat (Sekil 1.22), dental ve periodontal tedavide sikga tercih
edilen, genis spektrumlu, basta gram-pozitif anaeroblara olmak iizere bakteriostatik
etki gosteren bir antibiyotiktir (Kilicarslan ve ark., 2014b; Mohamed ve ark., 2015).
Klindamisin bakterilerin mukoza yiizeyindeki epitel hiicrelere yapismasini azaltarak
tirettikleri zararli faktorleri inhibe ettigi kanitlanan tek antibiyotiktir (Brook ve ark.,
2005). Dental ve periodontal uygulamalar i¢in genel olarak kullanilan dozu giinde 4
kez 150 mg ile giinde 4 kez 300 mg arasinda degismektedir. Sistemik uygulamaya
kiyasla lokal uygulama ile diseti olugu sivisinda yiiksek etken madde derigimlerine

ulagilabilmektedir (Kilicarslan ve ark., 2014b).

Klindamisin fosfat ile dental uygulamalar igin mikrokiire ve film
formiilasyonlar1 gelistirilmistir. Suda ¢ok iy1 ¢oziiniirliigii olan bu etken maddenin
kontrollii salim yapan sistemlerini gelistirmek igin farkli polimerlerle ¢esitli film
formiilasyonlari denenmis ve in vitro ¢éziinme hizi deneyleri ile salimin alt1 saate
kadar uzatilmis oldugu belirlenmistir (Kilicarslan ve ark., 2014b; Kilicarslan ve ark.,
2018; Kilicarslan ve ark., 2015b).

Klindamisin fosfat hiicre penetrasyonunun iyi olmasi, dental tedavide tercih
ediliyor olmasi, etkin olmasi, kemige penetrasyonunun iyi olmasi gibi 6zellikleri
nedeniyle bu ¢alisma i¢in antimikrobiyal ajan olarak se¢ilmistir (Girondi ve ark., 2018;
Gonzalez ve ark., 2018; Karczewski ve ark., 2018; Kilicarslan ve ark., 2014b;
Kilicarslan ve ark., 2018; Rauta ve ark., 2016).

Klindamisin fosfatin bazi kimyasal, fiziksel ve farmakolojik 6zellikleri su

sekilde 6zetlenebilir (EP9.0, 2017; USP30, 2007);

Kapal formiil: C1gH34CIN20gPS
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Kimyasal yapisi:

CH
/ 3
Hy !H H H.. 'Cl
.._il/N\(\CH
l‘ H 3
H 0 0
H
OH
CH,
N OH
11 OH
(0]

Sekil 1. 22. Klindamisin fosfatin kimyasal yapis1 (Kim ve Park, 2012)

Kimyasal okunusu: Metil 7 — kloro - 6, 7, 8 — trideoksi - 6- (1 — metil — trans — 4 —
propil — L — 2 - pirolidin karboksamid) — 1 — tio — L — treo — o — D — galakto -
oktopiranosid 2 - (dihidrojen fosfat)

Molekiil agirhigi ve erime sicakhigi: 504,97 g/mol, 114 °C

Organoleptik ozellikleri: Beyaz veya beyazimsi, hafif nem ¢eken toz

Coziiniirliik: Su icinde serbestge ¢Oziinebilir, etanolde ¢ok az ¢oziiniir (%96’lik),

metilen kloriir iginde hemen hemen hig¢ ¢6ziinmez.

Saklama Kkosullari: 25°C’de, agz1 sikica kapali kaplarda, i1siktan korunarak
saklanmalidir (USP30).

Farmakolojik ozellikler: Klindamisin fosfat gram-pozitif aerob ve hem gram-negatif
hem de gram-pozitif anaerob patojenlere karsi kullanilan antimikrobiyal bir ajandir
(Tbrahim ve ark., 2016; Kilicarslan ve ark., 2010; Lindeboom ve ark., 2006).
Klindamisin agiz i¢i enfeksiyonlarda, deri ve yumusak doku enfeksiyonlarinda,
kadinlarda pelvis ve lirogenital sistem enfeksiyonlarinda, periferit ve endokardit
profilaksisinde antibakteriyel olarak kullanilmaktadir (Mohamed ve ark., 2015; Wong
ve ark., 2016).
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Literatiir taramasindan elde ettigimiz verilere gore antibiyotik etkili ve kemik
rejenerasyonu tedavisi saglayan maddeleri birlikte ihtiva eden bir ilag tasiyici sistem
bulunmamaktadir. Bu nedenle calismamizin amact; cerrahi olarak uygulanabilen,
biyolojik ortamda bozunabilen sentetik ve dogal polimerlerden yararlanarak bu iki
grup etken maddeyi bir arada tasiyabilen bir ilag sekli gelistirmektir. Bu amagla,
oncelikle etken maddenin ilag seklinden uygulama bolgesine salimini modifiye
edebilmek ve/veya kontrollii salimini saglayabilmek amaciyla, sec¢ilmis olan etken
maddelerin ayr1 ayr1 ve birlikte nanopartikiiler sistem haline getirilmesi, sonra
olusturulan partikiiler sistemlerden in vitro salim o&zellikleri uygun olan
formiilasyonlarin segilmesi ve dental uygulamalarda kullanilan greft ya da film

materyali igerisine yiiklenmesi ile yeni bir ilag seklinin olusturulmasi diistiniilmiistiir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gerecler

2.1.1. Kullanilan Kimyasal ve Sarf Maddeler

Aljinik asit sodyum tuzu (100-300 cp)
Aljinik asit sodyum tuzu (> 2000 cp)
Alloplastik greft

: Sigma / ABD
: Sigma / ABD

: Merries International Inc. / Tayvan

Asetik asit : Merck / Almanya
Asetonitril : Sigma-Aldrich / ABD
BCA kit : Thermo Scientific / ABD

Bovin serum albumin

Cerrahi siitur

Dekalsifikasyon sivisi (Osteodec)
Diklorometan

Disodyum hidrojen fosfat

Diyaliz membran (Cutoff: 14000 Da)
Diyaliz membran Klipsleri (Spectra/Por)

: Sigma-Aldrich / ABD

: Upline Medical / Cin

: Bio Optica / Italya

: Lab-Scan / Irlanda

: Sigma-Aldrich / ABD

: Sigma-Aldrich / ABD

: SpectrumLabs Inc. / ABD

Doku kapama ortami (Mounting media) : Bio Optica / italya
Diistik molekiil agirlikli kitozan

(50-190 kDa) : Aldrich / ABD
Enjektor (5 cc ve 10 cc — 21G) : Beybi / Tiirkiye
Eosin : Bio Optica / italya

Formaldehit (% 37 a/h)

Glasiyel asetik asit

: Acros Organics / ABD
: Merck / Almanya

Hematoksilin : Bio Optica / italya
Insiilin enjektorii (26G) : Beybi / Tiirkiye
Kalsiyum kloriir : Aklar Kimya / Tiirkiye

Kemik morfogenetik protein-7 (BMP-7)
Kemik morfogenetik protein-7 ELISA kit

: PeproTech / Birlesik Krallik
. Sigma-Aldrich / ABD

46



Ketamin (Alfamine)
Klindamisin fosfat

Ksilazin (Xylased)

Ksilen

Mikrotom bigagi

Miisin

Orta molekiil agirlikl kitozan
(190-310 kDa)

Ortofosforik asit

Parafin (Histowax)

PLGA (MW: 24-38 kDa)
PLGA (MW: 7-17 kDa)
PLGA (MW: 76-115 kDa)
PVA (Mowiol 4-88, MW:31 kDa)
Potasyum dihidrojen fosfat
Propilen glikol

Rond frez

Sodyum azid

Sodyum klortir

Yiiksek molekiil agirlikli kitozan
(310-375 kDa)

2.1.2. Kullanilan Cihazlar

Calkalayicili inkiibator

Ayrimsal Tarama Kalorimetresi
Doku Takip Cihazi (Leica TP1020)
Fizyodispanser (Mikromotor)
FTIR

Hassas terazi

Homojenizator (Ultra Turrax)

: Ata Fen / Tirkiye

: DEVA / Tiirkiye

: Bioveta / Tiirkiye

: Tekkim / Tiirkiye

: Feather / Japonya

: Carl Roth / Almanya

: Aldrich / ABD

: Aklar Kimya / Tirkiye

: Poth Hille / Birlesik Krallik
: Sigma-Aldrich / Almanya
: Sigma-Aldrich / Almanya
: Sigma-Aldrich / Almanya
: Sigma-Aldrich / ABD

: Merck / Almanya

: Aklar Kimya / Tiirkiye

: Addent / ABD

: Himedia / Hindistan

: Kimetsan / Tiirkiye

: Fluka / Isvicre

: Thermo Scientific (MaxQ Mini

4450) / ABD

: Shimadzu (DSC 60) / Japonya

: Leica/ ABD

: Saeshin (STR-XC1) / Kore

: Shimadzu (8040) / Japonya

: Sartorius (BL 210S) / Almanya
. IKA, Labotechnik / Almanya
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Liyofilizator
Manyetik karigtirict
Mikro bilgisayarli tomografi yazilimlari

Mikro-bilgisayarli tomografi

Mikrometre
Mikroplaka okuyucu

Nano-bilgisayarli tomografi

Optik mikroskop (Leica DM 4000)
Optik mikroskop (Olympus BX51)
Optik mikroskop kamerasi

Partikiil biiytikliigii tayin cihazi

pH metre

Prob sonikator

SEM kaplama cihazi (Gatan 682 PECS)
SEM Quanta 400F Field Emission
(ODTU MerLab)

SEM Quanta 200F Field Emission
(Bilkent UNAM)

Tekstiir analiz cihaz1 (TA-XT Plus)

Ultrasaf su cihazi
Ultrasantrifij
Ultrasonik banyo

Viskozimetre

Vorteks
Yiiksek basingli sivi kromatografi (HPLC)

Yiiksek basingli sivi kromatografi kolonu

: Christ / Almanya

: Daihan Scientific / Giiney Kore

: Bruker (NRecon ve CTAn) / Belgika
: Bruker (SkyScan 1272 ve 1275) /

Belgika

: NSK / Japonya

: Molecular devices (SpectraMax

190) / ABD

: Bruker (Skyscan 2214) /

Belgika

: Leica/ Almanya
: Olympus / ABD
: Leica/ Almanya

: Malvern (Zeta sizer-NanoZS) /

Ingiltere

: Mettler Toledo / ABD

: Bandelin (Sonopuls) / Almanya
: Gatan / ABD

:Thermo Fisher Scientific-FEI /

Almanya

:Thermo Fisher Scientific-FEI /

Almanya

: Stable Micro Systems / Birlesik

Krallik

: Millipore / ABD

: Sigma / Almanya

: Ultrasonic (LC 30) / Almanya

: Brookfield (RVTDV-2 ve LVDV-I

Prime) / ABD

: Heidolph Reax-Top / Almanya
. Agilent (1100 series) / ABD
: ACE (5 C18) / Iskogya
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2.2. Yontemler

2.2.1. Klindamisin Fosfat Uzerinde Yapilan Kontroller

2.2.1.1. Klindamisin Fosfatin Ayrimsal Taramah Kalorimetre (DSC) Analizi

Saf haldeki klindamisin fosfatin ayrimsal tarama kalorimetresi (DSC) analizi
yapilarak termal davranisi incelenmistir. Bunun i¢in yaklasik 3 mg agirhigindaki etken
madde aliiminyum pan i¢ine konulmus ve kapatilarak cihaza yerlestirilmistir
(Shimadzu DSC 60, Japonya). Numunenin 50 mL / dakika azot gazi akimi altinda,
5 °C / dakika hizda, 30-300°C araliginda DSC termogrami alinmustir.

2.2.1.2. Klindamisin Fosfat Miktar Tayini Yonteminin Belirlenmesi

Calismamizdaki hedeflerimizden biri dental cerrahi islemler sirasinda
olusabilecek enfeksiyon riskini azaltmaya yonelik ilag seklinin gelistirilmesidir. Bu
nedenle etken madde salim 6zelliklerinin incelenecegi ortam olarak dis eti olugu sivisi
pH’sin1 (pH 6,5-7,0 arasi1) yansitabilecek olan bir ¢6ziinme ortami tercih etmemiz
gerckmis ve bu nedenle de pH 6,75 fosfat tamponu ile ¢alisilmasina karar verilmistir
(Eggert ve ark., 1991; Kassem ve ark., 2015). Bu ortamda etken madde varliginin tespit
edilebilmesi i¢in bir etken madde tayin yontemi segilmesi gerekmektedir. Yayinlanmis
literatiirlerden tarama sonucu klindamisin ve klindamisin fosfat i¢in yapilan gesitli
analiz yontemlerinden biri olan yiiksek basingli sivi kromatografi (HPLC) analiz
yonteminin yaygin olarak kullanildig: tespit edilmistir (Batzias ve ark., 2004; Platzer
ve White, 2006).

2.2.1.3. Coziinme Ortaminin Hazirlanmasi

Deney ortami olarak pH 6,75 fosfat tamponu kullanilmigtir (Kassem ve ark.,

2015; Kilicarslan ve ark., 2014c). Tampon igerigi asagida yer almaktadir.
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pH 6,75 Fosfat Tamponu Icerigi

Disodyum hidrojen fosfat..........................e.e. 2,389
Potasyum dihidrojen fosfat.............................. 0,199
Sodyum KIortir........ooovvviiiiiiiiiiic 8¢
Sodyum azid..........ccooiiiiiiiiiiii 0,109
Distile su........coovevinnnnn.n. )4 11 PO 1000 mL

Hazirlamisi: 1000 mL’lik balon jojeye 2,38 g disodyum hidrojen fosfat, 0,19 g
potasyum dihidrojen fosfat, 8 g sodyum kloriir eklenmistir. Daha sonra 1000 mL’ye
distile su ile tamamlanmistir. Ardindan 0,1 g soydum azid ilave edilmistir. Sodyum
azidin eklenme sebebi uzun siireli in vitro etken madde ¢oziinme hizi deneyleri
sirasinda mikrobiyal {iremenin engellenmesidir. Daha sonra pH metre kullanilarak

tampon pH’s1 ortofosforik asit ile 6,75’ e ayarlanmistir.

2.2.1.4. Klindamisin Fosfatin HPL.C ile Miktar Tayini

Klindamisin fosfatin in vitro ¢éziinme ortami ve nanopartikiiller i¢in yiikleme
etkinligi analizinin yapilacagi % 0,3 PVA ¢ozeltisi iginde 1 mg/mL derisimde stok
¢ozeltileri hazirlanmustir. Stok ¢ozelti, 25 mg etken maddenin 25 mL ortam igerisinde
tamamen coziinmesi ile elde edilmistir. Buradan hareketle 40 pg/mL derisimdeki
¢ozeltisi hazirlanmis ve ¢6zeltinin 200 nm — 400 nm araliginda HPLC cihaz1 (Agilent
1100, Almanya, ACE5 C18 kolon (150x4,6 mm , 5 um), iskocya) ile kromatogramlari

alinmis ve maksimum absorbans verdigi dalga boyu belirlenmistir.

Klindamisin fosfat i¢in yapilmis olan literatiir ve farmakope incelemeleri
sonucunda miktar tayini yontemi olarak HPLC yontemi segilmis (Kilicarslan ve ark.,
2010) ve mobil fazi olusturan bilesenlerin kombinasyonu, mobil faz akis hizi,
enjeksiyon hacmi gibi parametreler {izerinde denemeler yapilmis ve tekrarlanabilir ve
kisa siirede istenen Ozellikte pik verebilen yontem parametreleri tespit edilmistir

(Cizelge 2.1.).
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Cizelge 2. 1. Klindamisin fosfatin HPLC ile yapilan miktar tayini ¢aligma parametreleri

Mobil faz : Asetonitril : Fosfat tamponu (pH 2,5) (25:75 h/h)
Akis hiz1 : 1 mL/dakika

Enjeksiyon Hacmi 120 pb

Kolon : ACES5 C18 (5 um, 150 x 4,6 mm)

Dedektor » UV dedektor, 210 nm

Sicakhk :25°C

Alikonma Zamani : 3,8 dakika

2.2.1.5. Klindamisin Fosfatin In vitro Céziinme Ortaminda ve % 0,3 PVA

Cozeltisinde Kalibrasyonu

Klindamisin fosfatin tampon ortami ve % 0,3 PVA c¢ozeltisi icerisindeki
1 mg/mL derisimindeki stok ¢o6zeltilerinden hareketle 2 ug/mL ile 200 pg/mL
arasindaki derisimlere seyreltme yapilarak her bir ortam igin ayr1 ayr1 9 farkli
derisimde (2 pg/mL, 5 pg/mL, 10 ug/mL, 20 pg/mL, 40 png/mL, 60 pg/mL, 80 pg/mL,
100 pg/mL, 200 pug/mL) ¢6zelti hazirlanmistir. Hazirlanan ¢ozeltiler 210 nm’de ¢
defa analiz edilmistir. Derisime karsi elde edilen alan degerleri kullanilarak dogru
denklemi bulunmustur. Elde edilen kalibrasyon denklemi etken maddenin islem

etkinligi ve in vitro ¢éziinme hizi tayininde kullanilmustir.

2.2.2. BMP Uzerinde Yapilan Kontroller
BMP analizleri i¢in enzim bagli immiinosorbent deneyi (Enzyme-Linked

Immunosorbent Assay, ELISA) gergeklestirilmistir. Deneyler ELISA Kit prosediiriine

uyularak gergeklestirilmistir.
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2.2.2.1. BMP’nin ELISA Kit ile Kalibrasyonu

ELISA kit prosediiriine gore oOncelikle konsantre ¢ozeltiler igin uygun

seyreltmeler yapilmistir (RAB0033).

1. Ornek seyreltme tamponu (E1); kullamlmadan 6nce ultra saf su (USS) ile 5
kat seyreltilmistir.

2. Yikama tamponu (B); kullanilmadan 6nce USS ile 20 kat seyreltilmistir.

3. Biyotinlenmis tespit antikoru (F); vial santrifiijlenmis ve 100 pL
seyreltilmis 6rnek seyreltme tamponu (E1) viale eklenerek konsantre tespit
antikor ¢ozeltisi hazirlanmistir. Karistirma islemi yavasca pipetleyerek
gerceklestirilmistir. Olusan bu ¢6zelti konsantre tespit antikor ¢ozeltisi olup,
her deney oncesinde gerekli miktarlar hesaplandiktan sonra E1 ile 80 kat
seyreltilerek prosediirde kullanilmistir.

4. HRP-Streptavidin (G); vial santrifiijjlenmis ve daha sonra ¢okelti olmus
olma ihtimaline kars1 yavasca pipetleyerek karistirilmistir. Konsantre HRP-
Streptavidin (G), her deney 6ncesinde gerekli miktarlar hesaplanarak E1 ile
400 kat seyreltilerek prosediirde kullanilmistir.

5. Standart BMP-7 (C); agilmadan once vial santrifiijlenmistir. 400 uL. E1,
viale eklenerek 50 ng/mL stok standart ¢ozelti hazirlanmistir. Yavasca

pipetleyerek karistirma islemi gergeklestirilmistir.

Kalibrasyon i¢in sekiz adet bos ependorf tiip hazirlanmis, ilkine 586,7 pL
digerlerine 400 uL E1 koyulmustur (Sekil 2.1). Hazirlanmis olan 50 ng/mL standart
BMP-7 ¢ozeltisinden 80 pL alinip ilk ependorf tiipe aktarilmis ve pipetleyerek
karistirllmistir. Boylece 6000 pg/mL derisimdeki ilk kalibrasyon ¢ozeltisi elde

edilmistir.
Hazirlanan bu ¢6zeltiden baslayarak her defasinda 200 pL ¢ozelti alinmis ve her

defasinda bir sonraki tiipe aktarmak suretiyle seyreltme serisi (O pg/mL, 8,23 pg/mL,
24,69 pg/mL, 74,07 pg/mL, 222,2 pg/mL, 666,7 pg/mL, 2000 pg/mL, 6000 pg/mL)
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hazirlanmistir. En son tiip sifir standarttir (0 pg/mL) ve tiip i¢ine sadece El

koyulmustur.

80uL  200pL  200pL 200 pL 200 pL 200 pL 200 pL

e

Std1 Std2 Std3 Std4 Std5 Std6 Std7 Sifir Standart
Seyreltme | C Maddesi
hacid +400 L 536,7uL | 400 nL 400 pL 400 pL 400 uL 400 pL 400 uL 400 uLL
Kiis; 50 ng/mL 6000 2000 666,7 222,2 74,07 24,69 8,23 0 pg/mL

pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL

Sekil 2. 1. BMP-7 kalibrasyonu igin seyreltme serisi hazirlaniginin sematik gosterimi

Tim ¢ozeltiler oda sicakligina getirilip hazirlandiktan sonra ELISA kit deney
prosediiriine gore kalibrasyon islemi gergeklestirilmistir. Bunun i¢in ELISA kit
icerisinde yer alan kuyulara her standarttan 100 puL eklenmistir. Kuyular 6rtiilerek oda
sicakliginda 2,5 saat hafif¢e galkalayarak inkiibe edilmistir. Siire sonunda kuyulardaki
¢ozelti atilmis ve her kuyu ayri ayr1 her defasinda 300 pL olacak sekilde 4 kez yikama
tamponu (B) ile yikanmustir. Son yikamadan sonra, kalan yikama tamponunu tamamen

uzaklastirmak icin plaka ters ¢evrilmis ve temiz kagit havlu ile kurutulmustur.

Bu islem sonrasinda her kuyuya 100 uL seyreltik biyotinlenmis tespit antikoru
(F) eklenmistir. Kuyular1 ortiilmiis ve hafif¢e calkalanarak oda sicakliginda 1 saat
inkiibe edilmistir. Siire sonunda ¢ozelti atilarak yikama islemi 6nceki adimdaki gibi

tekrarlanmistir.

Daha sonra her kuyuya 100 pL seyreltik HRP-Streptavidin (G) ¢ozeltisi
eklenerek kuyular ortiilmiis ve hafifce ¢alkalanarak 45 dakika oda sicakliginda inkiibe

edilmistir. Siire sonunda ¢ozelti atilmis ve yikama iglemi tekrarlanmistir.

Son olarak her kuyuya 100 pL kolorimetrik TMB tek adimli substrat reaktifi (H)

eklenerek kuyular ortiilmiis ve hafif¢e calkalanarak karanlikta oda sicakliginda 30
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dakika inkiibe edilmistir. Siire doldugunda ise her kuyuya 50 pL Durdurma Cozeltisi
(1) eklenmis ve hemen mikroplaka okuyucu (Molecular devices (SpectraMax 190) /

ABD) kullanilarak 450 nm'de absorbansi okunmustur.

2.2.2.2. BSA’min BCA Kit ile Kalibrasyonu

BMP yerine model ilag olarak kullanilmis BSA i¢in bikinkoninik asitle (BCA)
protein tayin kiti kullanilarak ve kitin mikroplaka prosediiriine uyularak deneyler
gerceklestirilmistir. Kit igeriginde BCA Reaktif A (0,1 M sodyum hidroksit i¢erisinde
sodyum karbonat, sodyum bikarbonat, bikinkoninik asit ve sodyum tartarat), BCA
Reaktif B (% 4 kuprik siilfat) ve albumin standart (2 mg / mL) bulunmaktadir.

Standard BSA ampul numuneler ile ayn1 seyrelticiyi kullanarak temiz ependorf

tiplerde seyreltilerek (Sekil 2.2) kalibrasyon ¢ozeltileri hazirlanmistir.

50 uL 300 pL 200 pL 200 pL 200 pL 200 pL 100 pL
Std1 Std2 Std3 Std4 Stds Stdé6 Std7 Sifir Standart
Seyreltme | BSA
hacmi Standart 950 L. 300 pLL 300 pL. 200 pL 200 pL 200 pL. 300 pL 400 pL.
Kons. 2 mg/mL | 100 pg/mL |50 pg/mL |20 pg/mL |10 pg/mL |5 pg/mL |2 pg/mL 0,5 png/mL 0 pg/mL

Sekil 2. 2. BSA kalibrasyon ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Mikroplaka prosediiriindeki her 6rnek i¢in gerekli 100 pL ¢alisma reaktifi stok
olarak hazirlanmistir. Bunun igin de Reaktif A : B (50 : 1) karistirilmustir.

1. Her standarttan 25 pl alinarak mikroplaka kuyusu i¢ine eklenmistir (¢alisma
araligi = 0,5-100 pg / mL).
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2. Her kuyucuga 100 pL calisma reaktifi eklenmis ve plaka ortiilerek ve
37 °C'de 2 saat inkiibe edilmistir.

3. Plaka oda sicakligina sogutulmus ve plaka okuyucusu ile 562 nm'de
absorbansi Ol¢lilmiistiir.

4. Her BSA standardi i¢in elde edilmis absorbanslar, kendi derisimine
(ng/ mL) karsilik gelecek sekilde ¢izilmis ve standart bir egri hazirlanmistir.
Bilinmeyen her numunenin protein derisimini belirlemek i¢in bu standart

egri kullanilmistir.

2.2.3. Kullanilan Analitik Yontemlerin Validasyonu

Analitik yontem validasyonu, tasarlanan analitik uygulamalar icin istenen
sartlar1 saglayan yontemin performans Ozelliklerinin laboratuvar calismalariyla
belirlendigi bir islemdir. Performans ozellikleri analitik parametrelere dayanarak
aciklanir. Bu parametreler hem in vitro hem de in vivo ¢alismalarda kullanilan
yontemler igin gegerlidir. Sadece kabul edilebilirlik sinirlar1 degisebilir. Etken madde
miktar tayininin validasyonunda kullanilan analitik parametreler asagida siralanmistir

(Ozkan ve ark., 2011; USP30).

Her parametrenin altinda klindamisin fosfat i¢in uygulanmis olan validasyon
calismasi agiklanmistir. BMP i¢in ELISA yontem validasyonu bulgulart ELISA Kit
analiz sertifikasi iginde belirtilmistir. Bu veriler bulgular kisminda verilmistir. Kisith
madde temin edilebilmesi sebebiyle ELISA uygulama sertifikasindaki bilgiler kabul

edilmis ayrica validasyon yapilmamastir.

2.2.3.1. Dogruluk
Bir analitik yontemin dogrulugu, o yontemle elde edilen test sonuglarinin gercek

degere veya referans kabul edilmis olan degere yakinliginin 6lgiistidiir. Gergek / teorik

degerlerin, pratikte bulunan degerlere yakinliginin saptanmasini saglar. Dogruluk,
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belirli miktarda analiz edilen maddenin bilinen miktar tayini yontemi ile % geri elde
degerleri bulunarak hesaplanir. Dogruluk, belirli aralig1 kapsayan en az ii¢ derigim
noktasinda en az liger kez hazirlanan numune miktarlarinin yiizde geri eldelerinin

belirlenmesi ile tayin edilmektedir (ICH-Q2(R1), 2005; USP30).

Klindamisin fosfatin PBS ve % 0,3 PVA ¢o6zeltisindeki 1 mg/mL derisimdeki
stok ¢ozeltileri kullanilarak, 5 pg/mL, 40 pg/mL, 100 pg/mL derisimdeki ti¢ farkh
¢Ozeltisi hazirlanmistir. Cozeltiler HPLC kullanilarak altisar kere analiz edilmistir.
Elde edilen alan verileri yardimiyla pratik derisim ve % geri elde degerleri
hesaplanmistir. Ortalama % geri elde, standart sapma (SS) ve % bagil standart sapma
(%BSS) degerleri belirlenmistir.

2.2.3.2. Kesinlik

Bir analitik yontemin kesinligi, ayn1 homojen 6rnekten ¢oklu 6rneklemeyle elde
edilen 6l¢iim serileri arasindaki yakinligi ifade eder. Kesinlik, normal islem kosullari
altinda, yontemin tekrarlanabilirliginin, ara kesinliginin ve tekrar elde edilebilirliginin

sleiisiidiir (ICH-Q2(R1), 2005).

Tekrarlanabilirlik; kisa zaman araliklarinda ayni islem kosullar1 altindaki
kesinligi ifade eder. Belirli araligi kapsayan en az iiger kez veya test derisiminin
%100’iinde en az alt1 6l¢timle belirlenir. Sonuglar, hesaplanan derisimlerin ortalamasi,
SS ve % BSS olarak verilir. Numune hazirlamadan gelebilecek hatalar1 gosteren bir
kesinlik parametresidir (ICH-Q2(R1), 2005).

Klindamisin fosfatin PBS ve % 0,3 PVA c¢ozeltisi icindeki miktar tayini
yonteminin tekrarlanabilirliginin belirlenebilmesi i¢in; 5 pg/mL, 40 pg/mL, 100
pg/mL derisimlerde alt1 farkli ¢6zelti hazirlanmig ve bu ¢ozeltilerin HPLC analizleri
yapilarak derigimlere karsilik gelen alan degerleri ve pratik derisimleri bulunmustur.

Pratik derisimlerden hareketle her derisim i¢in ortalama, SS ve % BSS bulunmustur.
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Ara kesinlik; farkli giinler, farkli analistler, farkli donanim gibi laboratuvar i¢i
farkliliklar1 belirtir. Bu etkilerin her birinin incelenmesinin gerekli olmadigi durumlar

kilavuzda belirtilmistir (ICH-Q2(R1), 2005).

Klindamisin fosfatin PBS ve % 0,3 PV A ¢o6zeltisindeki miktar tayini yonteminin
ara kesinliginin belirlenebilmesi i¢in; 5 pg/mL, 40 ng/mL, 100 pg/mL derisimlerde
alt1 farkli ¢ozelti hazirlanmis ve bu ¢ozeltilerin birbirini takip eden ii¢ farkli giinde
HPLC analizleri yapilarak derisimlere karsilik gelen alan degerleri ve pratik
derisimleri bulunmustur. Pratik derisimlerden hareketle her derisim i¢in ortalama, SS

ve % BSS degerleri bulunmustur.

Tekrar elde edilebilirlik; laboratuvarlar arasindaki kesinligi ifade eder (ICH-
Q2(R1), 2005). Bu galismada tekrar elde edilebilirlik testi gergeklestirilmemistir.
2.2.3.3. Segicilik

Secicilik, analiz edilen maddeyi diger bilesenler varliginda tayin edebilme
ozelligidir (ICH-Q2(R1), 2005). Segicilik testi igin formiilasyonda kullanilan

maddelerin ve etken maddenin HPLC ile analizinde girisim olup olmadigina

bakilmustir.

2.2.3.4. Teshis Siir1 (LOD) ve Tayin Snir1 (LOQ)

Teshis simirt (LOD), belirli kosullar altinda 6rnek iginde analiz edilen maddenin

teshis edilebilen fakat tayin edilemeyen en diisiik derisimdir (ICH-Q2(R1), 2005).
LOD=330/s Esitlik 2.1

o: Regresyon dogrularinin y eksenini kesen noktalarinin standart sapmasi

s: Kalibrasyon dogrusunun egimi
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Tayin simir1 (LOQ), ornekteki analiz edilen maddenin kabul edilebilir, dogruluk
ve kesinlikte kantitatif olarak tayin edilebilen en diisiik miktaridir (ICH-Q2(R1),
2005).

LOQ=100/s Esitlik 2.2
o: Regresyon dogrularinin y eksenini kesen noktalarinin standart sapmasi

s: Kalibrasyon dogrusunun egimi

2.2.3.5. Dogrusallik

Verilen bir aralikta 6rnek i¢indeki analiz edilen maddenin derisimiyle dogrudan
orantili olan test sonuclarinin elde edilebilmesidir. Eger lineer bir iligki varsa, test
sonuclari, en kiigiik kareler yontemiyle regresyon dogrusunun hesaplanmasi gibi
uygun istatistiksel metotlarla degerlendirilebilir. Korelasyon katsayisi, kesisim,
regresyon dogrusunun egimi, artik kareler toplami hesaplanmalidir. Ek olarak
regresyon dogrusundan ger¢ek veri noktalarinin sapma analizi dogrusalligi

hesaplamak i¢in yararli olabilir. Dogrusalligin saptanmasinda en az bes derisim

gereklidir (ICH-Q2(R1), 2005).

Uygulama aralig1 ise 6rnek igindeki analiz edilen madde i¢in analitik yontemin
uygun kesinlik, dogruluk, ve dogrusalliga sahip oldugunun gdésterildigi en diistik ve en

yiiksek derisimleri arasindaki araliktir (ICH-Q2(R1), 2005).

Klindamisin fosfatin PBS ve % 0,3 PVA ¢ozeltisi igindeki miktar tayini
yonteminin dogrusalliginin belirlenebilmesi i¢cin 2pg/mL ile 200pg/mL araliginda
dokuz farkli derisimde ¢6zeltileri hazirlanmig ve hazirlanan derisimlere karsilik gelen
alan degerleri GraphPad InStat (Version 3.10) Istatistik Programi kullanilarak

degerlendirilmistir.
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2.2.4. Film Formiilasyonlarinin Hazirlanmasi ve Ozelliklerinin incelenmesi

Calisma kapsaminda incelenen literatiirlerden elde edilen bilgiler 15181nda, en
uygun film formiilasyonunun gelistirilmesi i¢in kullanilacak etken madde ve
polimerlerin 6zellikleri dikkate alinarak g¢esitli 6n formiilasyon caligsmalar1 yapilmustir.
Bunun i¢in kitozan filmler, aljinat filmler ve aljinat-kitozan kompleks filmler

hazirlanmastir.

2.2.4.1. Kitozan Film Formiilasyonlarinin Hazirlanmasi

Kitozan filmler i¢in, % 1, % 1,5 ve % 2 (h/h) asetik asitin sulu ¢ozeltisi igerisinde
farkli derisimlerde, diisik molekiil agirlikli (LC), orta molekiil agirlikli (MC) ve
yiiksek molekiil agirlikli (HC) kitozan ¢ozeltileri hazirlanmistir (Hermans ve ark.,
2014; Kalaycioglu ve ark., 2017; Nesic ve ark., 2017). Cozeltiler siiziilmiis ve gerekli
miktarda klindamisin fosfat (KF) polimer ¢ozeltisine ilave edilerek karistirilmistir. En
son olarak plastizer amaciyla kullanilan propilen glikol (PG) (% 5 h/h) bu karisgima
ilave edilerek oda sicakliginda agzi kapali sekilde bir gece (12 saat) karigmasi
saglanmistir. Karigim daha sonra ultrasonik banyoda 15 dakika bekletilerek hava
kabarciklarindan kurtarilmistir. En son olarak hazir haldeki jel 5 cm ¢apli cam petri
kaplarina aktarilarak su diize¢ ayari ile diizgiinliigii kontrol edilmis zeminde oda
sicakliginda ¢oziicii ortamin uzaklasmasi i¢in bekletilmistir. Kuruyan filmler hava
gecirmeyecek sekilde, aliiminyum folyoya sarilarak plastik kutular igerisinde

desikatérde muhafaza edilmistir.

Oncelikle farkli molekiil agirlikli kitozanlarin hangi asetik asit yiizdesinde daha
iyl ¢oziindiiglinii saptamak amaciyla formiilasyonlar hazirlanmistir (Cizelge 2.2). Bu
formiilasyonlarda etken madde ve plastizer kullanilmamistir. Ilk asamada sadece
¢ozlinmesi daha zor olan ve zaman alan orta (MC) ve yiiksek molekiil agirlikli kitozan

(HC) ile deneme yapilmustir.
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Cizelge 2. 2. Etken madde ve plastizer igermeyen film formiilasyonlar

Formiilasyon icerigi C1 (074 C3 Cc4 C5 C6
MC (% 1) 0,29 0,29 0,29 - - -
HC (% 1) - - - 0,29 0,29 0,29
Propilen glikol (PG) - - - - - -
Klindamisin fosfat (KF) - - - - - -
Asetik asit (20 mL) %1 %15 % 2 %1 %15 %2

*MC orta molekiil agirlikli kitozan, HC yiiksek molekiil agrilikli kitozan

Ug farkli molekiil agirlikli kitozan ile film formiilasyonlar hazirlanmis ve bu

formiilasyonlar ile kitozanin molekiil agirliginin, derisiminin ve asetik asit ylizdesinin

etken maddenin in vitro salim hizin1 nasil etkiledigi incelenmistir (Cizelge 2.3 -

Cizelge 2.5).

Cizelge 2. 3. Farkli asetik asit yiizdesi ve farkli molekiil agirlikli kitozan ile hazirlanmig film

formiilasyonlari
Formiilasyon icerigi C7 C8 C9 C10 Ci11 C12
MC* (% 1) 0,29 0,29 0,29 - - -
HC* (% 1) - - - 0,29 0,29 0,29
PG (% 5) 1mL 1mL 1mL 1mL 1mL 1mL
KF (% 1) 0,29 0,29 0,29 0,29 0,29 0,29
Asetik asit (20 mL) %1 % 1,5 % 2 %1 % 1,5 % 2

*MC orta molekiil agirlikli kitozan, HC yiiksek molekiil agrilikli kitozan

Orta molekiil agirlikli kitozanin oran1 degistirilerek film formiilasyonlari

hazirlanmistir. Bu film formiilasyonlar1 ile polimer oraninin, etken maddenin in vitro

salim hizini nasil etkiledigi analiz edilmistir (Cizelge 2.4.).

Cizelge 2. 4. Orta molekiil agirhikli kitozanin artan miktari ile hazirlanan formiilasyonlar

Formiilasyon icerigi C8 C13 Ci4

MC* 0,29 (% 1) 0,49 (% 2) 0,69 (% 3)
PG (% 5) 1mL 1mL 1mL

KF (% 1) 0,29 0,29 0,29
Asetik asit (20 mL) % 1,5 % 1,5 % 1,5

*MC orta molekiil agirlikli kitozan

Cizelge 2.5°te gosterilmis olan C15, C16, C14 formiilasyonlarinda diisiik

molekiil agirlikli kitozanin orani degistirilerek film formiilasyonlart hazirlanmistir. Bu
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film formiilasyonlari ile polimer oraninin etken maddenin in vitro salim hizini nasil

etkiledigi analiz edilmistir.

Cizelge 2. 5. Diisiik molekiil agirlikli kitozanin artan miktari ile hazirlanan formiilasyonlar

Formiilasyon icerigi C15 C16 C17

LC* 0,29 (% 1) 0,49 (% 2) 0,69 (%3)
PG (% 5) 1mL 1mL 1mL

KF (% 1) 0,29 0,29 0,29
Asetik asit (20 mL) %15 %15 % 1,5

*LC diistik molekiil agirlikl kitozan

2.2.4.2. Aljinat Film Formiilasyonlarinin Hazirlanmasi

Aljinat filmler i¢in, aljinatin farkl derisimlerde sulu ¢ozeltileri hazirlanmis daha
sonra igerisine gerekli miktarda KF ve PG eklenmistir (Crossingham ve ark., 2014; Ng
ve Tan, 2015). Karisim agz1 kapali bir sekilde oda sicakliginda 12 saat manyetik
karistiricida karistirilmistir. Karisim daha sonra ultrasonik banyoda 15 dakika
bekletilerek hava kabarciklarindan kurtarilmistir. En son olarak hazir haldeki jel 5 cm
capli cam petri kaplarina aktarilarak su dilize¢ ayar1 ile diizglinliigii kontrol edilmis
zeminde oda sicakliginda ¢oziicii ortamin uzaklasmasi i¢in bekletilmistir. Kuruyan
filmler hava gegirmeyecek sekilde, plastik kutular igerisinde desikatorde muhafaza

edilmistir.

Oncelikle etken madde ve plastizer icermeyen aljinat film (A1) hazirlanmis ve
yapist incelenmistir. Formiilasyon igeriginde PG olmadiginda yapinin fazla sert ve
kirillgan oldugu goriilmiistiir. Daha sonra iki farkli viskoziteli aljinat ile derisim
degistirilerek filmler hazirlanmistir. Hazirlanan bu filmler ile viskozite farkliligr ve
artan polimer miktarmin in vitro salim hizin1 nasil etkiledigi incelenebilmistir

(Cizelge 2.6 ve Cizelge 2.7).

61



Cizelge 2. 6. Diisiik viskoziteli (250 cPs) aljinatin artan miktari ile hazirlanan formiilasyonlar

Formiilasyon icerigi Al A2 A3 Ad A5

Aljinat (Diisiik viskoziteli) 0,29 (% 1) 0,29 (% 1) 0,49 (% 2) 0,69 (%3) 0,89 (% 4)
PG (% 5) - 1mL 1mL 1mL 1mL

KF (% 1) - 0,29 0,29 0,29 0,29
Distile su 20 mL 20 mL 20 mL 20 mL 20 mL

Cizelge 2. 7. Orta viskoziteli (>2000 cPs) aljinatin artan miktar ile hazirlanan formiilasyonlar

Formiilasyon igerigi A6 A7 A8 A9

Aljinat (Orta viskoziteli) 0,29 (% 1) 0,49 (%2) 069(%3) 08g(%4)
PG (%5) 1mL 1mL 1mL 1mL

KF (%1) 0,29 0,29 0,29 0,29
Distile su 20 mL 20 mL 20 mL 20 mL

2.2.4.3. Aljinat-Kitozan Kompleks Film Formiilasyonlarinin Hazirlanmasi

Aljinat-kitozan kompleks filmler farkli derisimlerde hazirlanmis olan orta ve
disiik molekiil agirlikli kitozan ve orta viskoziteli aljinat ¢ozeltilerinin belirli
oranlarda karistirilmasi ile elde edilmistir (Venkatesan ve ark., 2017). Yapilan ilk
formiilasyon denemelerinde etken madde ve plastizer kullanilmadan en uygun oran ve
yontem belirlenmeye calisilmistir. AC1 ve AC2 formiilasyonlarinda ¢apraz baglayici
olarak kullanilan kalsiyum kloriir (CaCly) farkli derisimlerdeki ¢6zeltisi halinde
formiile ilave edilmistir. Bu yontem ile homojen film yapis1 olusturulamamis ve
CaClz’nin kitozan ¢6zeltisi igerisinde, olusan son hacmin (20 mL) %1°i olacak sekilde
formiilasyonlara ilave edilmesine karar verilmistir. Yapilan denemeler sonucunda en
uygun karigtirma yonteminin de aljinat ¢ozeltisi ilizerine kitozan ¢ozeltisi ilavesi
sirasinda prob sonikatorde (Bandelin, Almanya) karistirma yapilmasi ve sonrasinda 10
dakika Ultra turrax® homojenizatér (IKA, Almanya) ile karisimin homojen hale

getirilmesi seklinde oldugu belirlenmistir (Cizelge 2.8 ve Cizelge 2.9).
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Cizelge 2. 8. Klindamisin fosfat igermeyen sadece prob sonikator kullanilarak hazirlanan aljinat-kitozan

kompleks film formiilasyonlar

Formiilasyon igerigi* AC1 AC2 AC3 AC4 AC5
Aljinat (%0,1) (%0,2) (% 0,5) (% 0,5) (% 0,5)
10 mL 10 mL 10 mL 10 mL 10 mL
MC (% 0,5) (% 0,5) (% 0,5) (% 0,5) (% 0,5)
5mL 5mL 10 mL 10 mL 10 mL
PG (% 5) - - - 1mL 1mL
Karigtirma sirast Aljinat Aljinat Aljinat Aljinat Kitozan
iizerine iizerine ilizerine iizerine iizerine
kitozan kitozan kitozan kitozan aljinat

*Formiilasyonlarda % 0,1 CaClz kullanilmstir.

Cizelge 2. 9. Klindamisin fosfat icermeyen prob sonikatdr sonrasinda UltraTurrax kullanilarak
hazirlanan aljinat-kitozan kompleks film formiilasyonlari

Formiilasyon icerigi* AC6 AC7 ACS8 AC9
Aljinat (% 0,5) (% 0,5) (% 1) (% 1)
10 mL 10 mL 10 mL 10 mL
MC (% 0,5) (% 0,5) (% 1) (% 1)
10 mL 10 mL 10 mL 10 mL
PG (% 5) 1mL 1mL 1mL 1mL
Karistirma Aljinat Kitozan Aljinat Kitozan
sirasi lizerine lizerine iizerine ilizerine
kitozan aljinat kitozan aljinat

*Formiilasyonlarda % 0,1 CaClz kullanilmustir.

Bu 6n ¢alismadan yola ¢ikilarak KF igceren kompleks filmler, PG igeren aljinat

cozeltisi tlizerine damla damla CaCly, igeren kitozan ¢Ozeltisi ilave edilerek

hazirlanmistir (Sekil 2.3). Bu islem buz banyosu i¢inde 30 dakika boyunca, 9 siklus,

% 35 gii¢c ayarinda prob sonikator ile karistirilarak gerceklestirilmistir. Daha sonra

karisim 8000 rpm de Ultra turrax® homojenizator ile 5 dakika karistirilmistir. Olusan

karistm 5 cm ¢apli petri kabina dokiilmiis ve c¢oziicii ortam oda sicakliginda

bekletilerek uzaklastirilmistir. Kuruyan filmler hava gegirmeyecek sekilde, plastik

kutular icerisinde desikatorde muhafaza edilmistir.
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Sekil 2. 3. Aljinat-kitozan kompleks film formiilasyonlarinin hazirlanisinin sematik gosterimi

Karigtirma islemleri farkli hacimdeki polimer c¢ozeltileri ile denenmis ve en
homojen film yapisi 15 mL ve 5 mL hacimlerdeki polimer c¢ozeltilerinin
karigtirilmasiyla elde edilmistir (Cizelge 2.10. ve Cizelge 2.11.). Bu hacim degerleri
farkl1 derisimlerdeki kitozan ve aljinat c¢ozeltileri i¢in ayr1 ayr1 denenmistir

(Cizelge 2.11., Cizelge 2.12., Cizelge 2.13).

Cizelge 2. 10. Klindamisin fosfat igeren ve esit hacimde polimer ¢6zeltisi ile hazirlanan aljinat-kitozan
kompleks film formiilasyonlar

Formiilasyon icerigi* AC10 AC11 AC12 AC13

Aljinat (10 mL) %05 %05 %1 %1
MC (10 mL) %05 - %1 -
LC (10 mL) - %05 - %1

*Formiilasyonlarda %0,1 CaClz, 1 mL PG ve 0,2 g KF kullanilmistir.

Cizelge 2. 11. Yiiksek hacimde kitozan ¢ozeltisi kullanilarak hazirlanan aljinat-kitozan kompleks film
formiilasyonlart

Formiilasyon icerigi*  AC14 AC15 AC16 AC17 AC18 AC19

Aljinat (5 mL) %1 %2 %3 %1 %2 %3
MC (15 mL) %1 %2 %3 - - -
LC (15 mL) - - - %1 %2 %3

*Formiilasyonlarda %0,1 CaClz, 1 mL PG ve 0,2 g KF kullanilmustir.
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Cizelge 2. 12. Yiiksek hacimde aljinat ¢ozeltisi kullamlarak hazirlanan aljinat-kitozan kompleks film
formiilasyonlari

Formiilasyon icerigi AC20 AC21 AC22 AC23 AC24 AC25

Aljinat (15 mL) %1 % 2 %3 % 1 % 2 %3
MC (5 mL) %1 % 2 %3 - - -
LC (5mL) - - - % 1 % 2 %3

*Formiilasyonlarda %0,1 CaClz, 1 mL PG ve 0,2 g KF kullanilmustir.

Cizelge 2. 13. Kitozan ¢ozeltisi derigimi sabit tutularak hazirlanan aljinat-kitozan kompleks film
formiilasyonlari

Formiilasyon icerigi  AC26 AC27 AC28 AC29 AC30 AC31 AC32 AC33

(%2) (%3) (%2) (%3) (%2 (%3) (%2) (%3)

Aljinat 5mL 5mL 15mL 15mL  5mL 5mL 15mL  15mL

Ve G I I _ _ _
15mL 15mL 5mL 5mL

e _ _ _ S %D %) %D (%D

15 mL 15 mL 5mL 5mL

*Formiilasyonlarda %0,1 CaClz, 1 mL PG ve 0,2 g KF kullanilmustir.

Cizelge 2. 14. Sodyum aljinat ¢ozeltisi derigimi sabit tutularak hazirlanan aljinat-kitozan kompleks film
formiilasyonlari

Formiilasyon icerigi AC34 AC35 AC36 AC37 AC38 AC39 AC40 AC41

(%1) (%1) (%1) (%1) (%1) (%1) (%1) (%1)

5mL 5mL 15mL 15mL 5mL 5mL 15mL 15mL

MC (%2)  (%3) (%)  (%3) . . ]
15mL 15mL 5mL 5mL

Lc ] ] . . %2) (%) (%) (%)

15 mL 15 mL 5mL 5mL

Aljinat

*Formiilasyonlarda %0,1 CaClz, 1 mL PG ve 0,2 g KF kullanilmustir.

2.2.4.3.1. Kompleks Film Formiilasyonlarinda Etken Madde-Yardimc1 Madde

Etkilesiminin Incelenmesi

2.2.4.3.1.1. Ayrimsal Taramah Kalorimetri Analizi

Film formiilasyonlarinda polimerlerin ve etken maddenin ayr1 ayr1 ve birlikte
iken gostermis olduklari termal 6zellikler DSC (DSC-60, Shimadzu) ile incelenmistir.
Bu amagla yaklagik 3 mg agirligindaki kompleks film, tek basina klindamisin fosfat,

tek basma aljinat ve tek basina kitozan aliiminyum pan igerisine sikistirilarak
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kapatilmigtir. Numuneler 50 mL/dakika azot gazi akisi altinda 30-300 °C sicaklik

araliginda 5 °C/dakika hizla 1sitilmig ve DSC termogramlar1 alinmistir.

2.2.4.3.1.2. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopi (FTIR) Analizleri

Klindamisin fosfat, toz haldeki aljinat ve kitozan ve aljinat-kitozan kompleks
filmin FTIR spektrumlari oda sicakliginda KBr disk yontemi kullanilarak Shimadzu
FTIR-8040 (Japonya) spektrometre ile alinmustir. Spektrumlar 400-4000 cm™

araliginda, 16 cm™ ¢oziiniirliikte ve 30 taramayla alimustr.

2.2.4.4. Film Formiilasyonlarinin Dokiim Oncesi ViskozIluk Tayini

Tasarlanmis olan farkli film formiilasyonlarinin kurumaya birakilmadan 6nce
Brookfield viskozimetre/ RVTDV-2 (ABD) ve Brookfield viskozimetre/LVDV-I
Prime (SSAIY/GR) (Small sample adapter) ile viskozite olgtimleri yapilmistir.
RVTDV-2 viskozimetre i¢in farkli spindle tiirleri denenmis ve tiim formiilasyonlar
icin en uygun olanin T spindle-N0:93 olduguna karar verilmistir. Ayrica dlgtimler 5,
10, 15 ve 20 rpm donii hizinda gergeklestirilmis ve tekrarlanabilir sonuglar 20 rpm ile
elde edilmistir. Ol¢iimler 25 + 1 °C’de her formiilasyon igin ii¢ defa tekrarlanmis ve

ortalama ve standart sapma degerleri hesaplanmistir.

2.2.4.5. Filmlerde Kalinhk ve Agirhk Tayini

Kurumus olan herbir film formiilasyonunun farkli bolgelerinden 3,5 mm ¢apinda
kesitler alinarak her kesit igin kalinlik (NSK Micrometer, Japonya) ve agirhik
(Sartorius BL 210S, Almanya) Ol¢limleri yapilmis ortalama ve standart sapma

degerleri hesaplanmistir (n=6).
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2.2.4.6. Filmlerde Islem Etkinligi Tayini

Elde edilen her bir filmden 3,5 mm ¢apinda alt1 kesit alinmig ayr1 ayr1 tartildiktan
sonra her kesit 50 mL’lik balon jojelere konulmustur. PBS ile 50 mL’ye tamamlanarak
manyetik karistirict (Daihan, Giiney Kore) yardimi ile filmin tamami ¢dziinene kadar
karistirtlmistir. Elde edilen bu ¢ozeltiden alinan numuneler HPLC yontemi ile analiz
edilmis etken maddenin tampon ortamindaki kalibrasyon dogru denklemi yardimi ile
derisimler hesaplanmistir. Sonuglar % islem etkinligi seklinde verilmis olup

hesaplanmasi Esitlik 2.3 ve Esitlik 2.4 ile gosterilmistir.

Film kesitinin agirhigi (mg) xFormiilasyondaki etken
madde miktar1 (mg)

Teorik etken madde miktar1 (mg) = Ttm filmin agirig (me)

Esitlik 2.3.

Film kesitindeki etken madde miktari

0/ nlie —
olslem etkinligi Film kesitindeki teorik etken madde miktar1 *

Esitlik 2.4.

Elde edilen % islem etkinligi verilerinden hareketle in vitro ¢6ziinme hizi
deneylerinde kullanilan film kesitlerindeki etken madde miktarlar1 ayr1 ayri
hesaplanmis ve bu deger baslangic (t=0 anindaki) etken madde miktar1 olarak

kullanilmastir.

2.2.4.7. Filmlerde In vitro Coziinme Hiz1 Tayini
Filmlerden etken madde ¢oziinme hizin1 degerlendirmek amaciyla dializ

membran yontemi kullanilmigtir. Her bir formiilasyon i¢in ii¢ paralel ¢aligilmistir.

Deneylerde ¢oziinme ortami olarak pH 6,75 fosfat tamponu secilmistir.
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Dializ membran yontemi ile yiiriitiilen deney sirasinda agzi kapakli kavanozlarin
icine onceden 37 °C’ye getirilmis 50 mL tampon konulmustur. Bir giin 6nceden
tampon ile 1slatilarak porlari agilmis 8 cm boyundaki membranlarin (Molecular weight
cut off :14000) igerisine 1 adet 3,5 mm ¢apli film ve 1 mL tampon konulmus,
membranin iki ucu sizma olmayacak sekilde klipslerle kapatilmis ve kavanozlardaki
tamponun igine daldirilmistir. Kavanozlarin kapaklari kapatilarak 37 °C sicakliga ve
75 rpm’e ayarlanmis ¢alkalayici igerisine yerlestirilmistir. COzlinme ortamindan
belirlenen zaman araliklarinda 1 mL’lik numuneler ¢ekilmis ve ortama eksilen miktar
kadar ayni sicakliktaki tampondan ilave edilmistir. Her numunenin HPLC ile analizi
yapilmis ve belirlenmis zaman araliklarinda aciga cikan madde miktar1 tayin
edilmistir. Coziinme hiz1 verileri zamana kars1 agiga ¢ikan % kiimiilatif etken madde

miktar1 ile grafiklendirilerek, salim profilleri agisindan karsilastirilmistir (n=3).

2.2.4.8. Film Formiilasyonlarinmn In vitro Sisme Ozelliklerinin Incelenmesi

Film formiilasyonlarinin sisme 0Ozelliklerinin incelenebilmesi icin 3,5 mm
capindaki filmler tartilmis ve daha sonra PBS igerisinde bekletilmistir. In vitro
¢Oziinme hiz1 ile ayn1 zaman araliklarinda, filmler tampon ortamindan alinip fazla suyu
alindiktan sonra tekrar tartilmistir (n=3). % Sisme derecesi Esitlik 2.5 kullanilarak
hesaplanmustir;

Filmin t anindaki agirhigi-Filmin ilk agirligi

o) G L %
% Sisme derecesi Filmin ilk agirhig 100

Esitlik 2.5.

2.2.4.9. Film Formiilasyonlarinin In vitro Adezif Ozelliklerinin Incelenmesi

Kompleks film formiilasyonlarinin adeziflikleri tekstiir analiz cihazi ile (TA.XT
plus, Stable Micro Systems, Birlesik Krallik) incelenmistir. Test i¢in kompleks
filmlerden 1 cm? alana sahip dairesel kesitler alinip cift tarafli bant yardimu ile yiik

hiicresine bagli bulunan probun (P/0,5R) ucuna sabitlenmistir. Cihazin alt kisminda
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bulunan tablaya hamur bant (Tack-It,Faber-Castell, Germany) yardimiyla % 10 miisin

ile 1slatilmis filtre kagidi sabitlenmistir (Sekil 2.4). Adhezif modda bulunan cihaz ile

belirli bir kuvvet uygulanarak belirli siire numune ile miisinin temas etmesi saglanmis

ve siire sonunda filmin miisinden belirli hizda ayrilmasi i¢in gerekli olan kuvvet ve

yapilan adezyon isi sirasiyla analiz programinin ¢izdigi grafikte pik noktasi ve egri

altinda kalan alan ile bulunmustur (Kilicarslan ve ark., 2018; Kilicarslan ve ark.,

2014c; Morales ve ark., 2014). Islem her formiilasyon igin farkli numuneler

kullanilarak ti¢ kez tekrarlanmistir. Test ile ilgili parametreler Cizelge 2.15 ile

gosterilmistir.

Yiik hiicresi

Sekil 2. 4. TA-XT Plus tekstiir analiz cihazinda film formiilasyonunun yerlesimi

Cizelge 2. 15. Adezyon testi kosullart

Parametre Kosul
Prob 12 mm gap
Test tipi Adezyon

Test 6ncesi probun hizi

Test esnasinda probun hizi

Test sonrasi probun hizi

Numune ve miisinin temas siiresi
Probun miisinden uzaklasma mesafesi

Teste baglamak igin probun algilamasi gereken kuvvet

0,5 mm/saniye
0,5 mm/saniye
0,5 mm/saniye
60 saniye

10,0 mm
0,05N
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2.2.4.10. Film Formiilasyonlarimin Goériintiilenmesi

2.2.4.10.1. Optik Mikroskop

Optik mikroskop (Leica, Almanya) ile tiim formiilasyonlarin genel goriiniim ve

film homojenligi kontrol edilmistir (Biiyiitme oranlari: x4, x10, x40).

2.2.4.10.2. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) ile Yiizey Ozelliklerinin

Incelenmesi

Secilen formiillerde taramali elektron mikroskobu (Quanta 400F SEM, FEI,
Almanya) kullanilarak olusturulmus olan filmler ve film ig¢inde olusan kompleks yap1
gorlintiilenmistir. Bu amagla cihaz 15 kV hizlanma voltajinda ¢alistirilmistir. Tiim
ornekler iletken altin ile kaplandiktan (Gatan 682 PECS, ABD) sonra mikroskop

altinda incelenmistir.

2.2.4.10.3. Mikro-BT

Formiilasyonlarin ii¢ boyutlu mikro yapisi mikro-BT ile analiz edilmistir
(Kilicarslan ve ark., 2018). Bu amagla, kompleks film formiilasyonlarini taramak igin
yiksek ¢oziiniirliiklii masaiistii Mikro-BT sistemi (Bruker Skyscan 1275, Kontich,
Belgika) kullanilmistir (Sekil 2.5). Halka artefaktlarini en aza indirmek igin, her
taramadan Once dedektoriin hava kalibrasyonu yapilmistir. Tarama kosullari

Cizelge 2.16 ile gosterilmistir.
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SKYSCAN

Sekil 2. 5. Bruker SkyScan 1275 Mikro-BT

Cizelge 2. 16. Mikro-BT ile film formiilasyonlarinin tarama kosullari

Parametre Tarama kosulu

Tiip voltaji 100 kVp

Ism akimu 100 pA

Filtre 0,5 mm Al/ Cu filtre
Piksel boyutu 4,2 um

Dondiirme 0,2 adim, 360°

Numunenin gorsellestirilmesi ve nicel 6l¢timlerinde, eksenel, iki boyutlu (2D)
ve 1000 x 1000 piksel goriintiiler elde etmek i¢in Feldkamp ve ark. (1989) tarafindan
tarif edilmis algoritmanin modifiye halini kullanan NRecon yazilimi (ver. 1.6.10.4,
SkyScan, Kontich, Belgika) ve CTAn (ver. 1.16.1.0, SkyScan, Belgika) kullanilmistir
(Feldkamp ve ark., 1989). Yeniden yapilanma parametreleri icin, halka artefakti
diizeltmesi ve diizlestirme sifira sabitlenmistir. Isin artefakt: diizeltmesi % 40' a
ayarlanmistir. NRecon yazilimi (SkyScan, Kontich, Belgika) kullanilarak, tarayici
tarafindan elde edilen goriintiiler, filmlerin iki boyutlu Kesitlerini gostermek igin
yeniden yapilandirilmistir. Tiim hacimden elde edilen toplam 1023 kesit goriintiisii
mikro-BT'de yeniden olusturulmustur. Ayrica, filmlerin ¢ boyutlu hacimsel
gorsellestirilmesi ve analizi i¢cin CTAn (SkyScan, Aartselaar, Belcika) yazilimi
kullanilmigtir. Tiim rekonstriiksiyonlar, 21,3 in¢ diiz panel renkli aktif matris TFT
medikal ekran (NEC MultiSync MD215MG, Miinih, Almanya) iizerinde, 75 Hz'de
2048 - 2560 ve 11,9 bit hizinda 0,17 mm nokta araliginda gergeklestirilmistir.

Yeniden yapilanmadan sonra, numunenin 3 boyutlu mikro yapisin1 analiz etmek

icin programin tiim 6zelliklerinin kullanildigi CT An yazilimi kullanilarak, numunenin

tamamini igerecek sekilde ilgi bolgesi (ROI) cizilmistir.
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Ilag yiiklii koaservatlar1 tiim film numunesinden ayirt etmek i¢in uygun bir esik
gerekmistir. Bu nedenle, esigin alt sinir1 0 ile 255 arasinda (gri degerlerde), iist sinirt
ise en yiliksek yogunluk degerini temsil eden parlaklik spektrumunun {ist ucunda
olacak sekilde ayarlanmistir. Koaservatlarin hacim ve yarigaplarinin ti¢ boyutlu olarak
hesaplanabilmesi i¢in, orijinal gri tonlamali goriintiiler giiriiltiiniin azaltilmas: i¢in
Gauss algak gegirgen filtre ile islenmistir ve otomatik bir segmentasyon esigi
kullanilmustir. Yalnizca siyah / beyaz piksellerden olusan bir goriintii elde etmek igin
gri seviyelerinin iglenmesini gerektiren bir esiklendirme islemi kullanilmistir. Daha
sonra, her kesit i¢in ayri olarak, hacimlerin hesaplanmasini saglayacak bir ROI

secilmistir.

Her numunede 4 yapisal parametre analiz edilmistir;

1. Toplam hacim (TV), tiim film numunesini;

2. Nesne hacmi (Obj.V), ilag yiiklii koaservat hacmini;

3. Obj.V/TV (%), analiz edilen toplam film hacmine gore toplam koaservat
miktarini ve;

4. Yapisal model endeksi (SMI), degerlendirilen yapinin plaka benzeri veya
cubuk benzeri seklinin goreceli varhigini ifade etmektedir. SMI 0 ile 4
arasinda tanimlanir ve 0'a yakin deger ideal plakaya, 3’e yakin deger ise
ideal bir silindire ve 4’e yakin deger kiiresel yapiya karsilik gelir. Ayrica

film igerisinde olusan koaservatlarin ¢cap1 da olgtilmdistiir.

2.2.5. Nanopartikiillerin Hazirlanmasi ve Ozelliklerinin Incelenmesi

Calisma kapsaminda incelenen literatiirlerden elde edilen bilgiler 1s181nda, en
uygun nanopartikiil formiilasyonunun gelistirilmesi i¢in kullanilacak etken madde ve
polimerlerin 6zellikleri dikkate alinarak ¢esitli 6n formiilasyon caligsmalar1 yapilmistir.
Bunun i¢in farkli molekiil agirligina sahip PLGA kullanilmis, farkli derisimlerde
hazirlanmig PVA ¢ozeltileri farkli hazirlama yontemleri ile formiilasyonlara ilave
edilmis ve cesitli formiilasyonlar hazirlanmistir. Formiilasyonlarin o6zelliklerinin

incelenmesi sonucunda da klindamisin fosfat ve BMP yiiklii en uygun nanopartikiil
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formiilasyonu secilerek nanopartikiil-film kombinasyonu ve nanopartikiil-greft

kombinasyonu hazirlanmistir.

2.2.5.1. Nanopartikiillerin Hazirlanmasi

Nanopartikiil formiilasyonlar1 i¢in emiilsiyon olusturma-¢oziicii buharlastirma
yontemi kullanilmis su/yag/su ¢oklu emiilsiyon olusturularak ¢alisilmistir (Colzani ve
ark., 2016; Yilgor ve ark., 2010). Bunun i¢in yag fazi olarak 100 mg PLGA 1 mL
DCM i¢inde ¢oziilmistiir. 20 mg klindamisin fosfat veya 4 pg BMP 1 mL distile su
icinde ¢oziilmistiir (Su 1). Su 1 faz1 buz banyosu igerisindeki yag fazi i¢ine enjektor
yardimi ile (26G insiilin ignesi) ilave edilerek % 38 giigteki prob sonikatorde bir
dakika boyunca homojenize edilmistir. Olusan s/y emiilsiyonu buz banyosundaki 20
mL PVA c¢ozeltisi igerisine UltraTurrax homojenizatérde karisir halde iken hizlica
ilave edilmistir. Bes dakika 8500 rpm’de homojenize olmasi saglanmistir. Olusan
S/Y/S emiilsiyonu DCM tamamen uzaklasana kadar ¢eker ocak altinda manyetik
karistiricida 500 rpm de 3 saat boyunca karistirilmistir. Daha sonra 20000 rpm’de 30
dakika boyunca santrifiij edilmistir (Sigma 3-30 KS, Almanya). Partikiiller ultra saf
su ile iki defa yikanmis ve 20000 rpm de 30 dakika santrifiij edilmistir. Supernatan
kismui toplanarak yiikleme etkinligi analizlerinde kullanilmak tizere ayrilmistir. Elde
edilen partikiiller dondurulduktan sonra 1 gece liyofilize edilmistir (Christ Gamma 2-
15 LSC, Almanya).

Nanopartikiil formiilasyon calismalarinda oncelikle farkli derisimdeki PVA

¢ozeltileri kullanilmistir (Cizelge 2.17, Cizelge 2.18 ve Cizelge 2.19).
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Cizelge 2. 17. % 1, % 3 ve % 0,1 (a/h) PVA ¢ozeltisi ile hazirlanmig nanopartikiiller

PLGA tipi 24-38 kDa, 50:50, ester
Fazlar Formiilasyon N1 N2 N2-2* N3 N4** N5
KF (mg) 20 20 20 20 20 20
Sul Dist. Su(mL) 1 1 1 1 1 -
PBS (pH:6) - - - - - 1
PLGA (mg) 100 100 100 100 100 100
Yag
DCM (mL) 1 1 1 1 1 1
Su2 PVA (20 mL) %1 % 3 2mL%3 %01 %0,1 %0,1

*2 mL % 3 PVA ¢ozeltisi ile hazirlanip daha sonraki karistirmada 20 mL’ye seyreltilmistir.
** {1k su 1 /yag emiilsiyonu dondurulmustur.

Cizelge 2. 18. % 0,2 (a/h) PVA ¢ozeltisi ile hazirlanmis nanopartikiiller

PLGA tipi 24-38 kDa, 7-17 kDa, 7-17 kDa,  76-115 kDa,
P 50:50, ester 50:50, ester ~ 50:50, asit ~ 75:25, ester
Fazlar Formiilasyon N6 N7* N8 N9 N10
KF (mg) 20 20 20 20 20
Sul
Dist. Su (mL) 1 1 1 1 1
PLGA (mg) 100 100 100 100 100
Yag
DCM (mL) 1 1 1 1 1
Su2 PVA(20mL) % 0,2 % 0,2 % 0,2 % 0,2 % 0,2
* Su 1 /yag emiilsiyonunun su 2 fazina ilavesinden sonra UltraTurrax ile bes dakika boyunca 24000 rpm’de
karistirilmustir.

Cizelge 2. 19. % 0,3 (a/h) PVA ¢ozeltisi ile hazirlanmis nanopartikiiller

. - 24-38 kDa, 76-115 kDa,
PLGA / Polimer tipi 50:50, ester 75:25, ester PCL
Fazlar Formiilasyon N11 N12 N13* N14 N15
KF (mg) 20 20 20 20 20
Sul
Dist. Su (mL) 1 0,5 1 1 1
PLGA (mg) 100 100 100 100 -
Yag PCL (mg) - - - - 100
DCM (mL) 1 1 1 1 1
Su 2 PVA (20 mL) % 0,3 %03 %03 %03 % 0,3

*Su 1/yag emiilsiyonunda da ultraturax kullanilmistir.

Bu asamadan sonra ana formiilasyon olarak N11 secilmis ve formiilasyon

tizerindeki degisiklikler bu formiilasyona gore gerceklestirilmistir. Dis faz pH’s1 ve
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etken madde miktar1 degistirilerek formiilasyonlar hazirlanmistir (Cizelge 2.20 ve

Cizelge 2.21).

Cizelge 2. 20. Farkl1 pH degerlerinde % 0,3 (a/h) PVA ¢ozeltisi ile hazirlanmis nanopartikiiller

Fazlar Formiilasyon N11 N16 N17 N18

KF (mg) 20 20 20 20
Sul

Dist. Su (mL) 1 1 1 1

PLGA (mg) 100 100 100 100
Yag

DCM (mL) 1 1 1 1

Su? PVA (20 mL) %03 %03 %03 %03

Dis su faz1 pH degeri 6,95 4 10 12

*PVA ¢ozeltisinin tamponlanmadan 6lgiilen pH degeridir.

Cizelge 2. 21. Etken madde miktarinin degistirilmesi ile elde edilmis nanopartikiiller

Fazlar Formiilasyon N11 N19 N20

w1 KFg 20 10 50
4 Dist. Su(mL) 1 1 1
PLGA (mg) 100 100 100
Y28 pemmu) 1 1 1

Su 2 PVA (20 mL) %03 %03 %03

Formiilasyonun yiikleme etkinligini etkileyen parametreyi anlayabilmek i¢in
formiilasyonu olusturan i¢ veya dis faz degistirilerek formiilasyonlar hazirlanmistir

(Cizelge 2.22 ve Cizelge 2.23).

Cizelge 2. 22. Yag fazi veya su 1 fazinin degistirilmesi ile elde edilen nanopartikiiller

Fazlar Formiilasyon N21 N22 N23 N24 N25*
KF (mg) 20 20 20 20 20

Su1 Dist. Su (mL) 1 1 1 - -
% 0,1 PVA (mL) - - - 1 -
Metanol (mL) - - - - 1
PLGA (mg) 100 100 100 100 100

Yag  DCM (mL) 5 1 1 1
DCM : Aseton(75:25) (mL) - - -
DCM : Metanol(75:25) (mL) - - 1 - -

Su 2 PVA (20 mL) % 0,3 %03 %03 %03 % 0,3

* ¢ su faz1 olarak etken maddenin metanol icerisindeki dispersiyonu kullanilmistir.
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Cizelge 2. 23. Su 2 fazinin degistirilmesi ile elde edilen nanopartikiiller

Fazlar Formiilasyon N26 N27 N28
KF (mg) 20 20 20
Sul
Dist. Su (mL) 1 1 -
PLGA (mg) 100 100 100
Yag
DCM (mL) 1 1 1
% 0,3 PVA (mL) 5 - -
Su?2 Gliserin : % 0,3 PVA (50:50) (mL) - 20 -
(PG : Gliserin (50:50)) : % 0,3 PVA (50:50) (mL) - - 20

Yiikleme etkinligini degistirebilmek icin formiilasyona farkli polimerler

eklenerek denemeler yapilmistir (Cizelge 2.24).

Cizelge 2. 24. Cift polimer tabakali (s/y/y/s ve s/y/s(kitozan)) nanopartikiiller

Fazlar Formiilasyon N29 N30
KF (mg) 20 20
Sul
Dist. Su (mL) 1 1
PLGA (7-17 kDa, 50:50, ester) (mg) 100 -
Yag 1
DCM (mL) 1 -
PLGA (24-38 kDa, 50:50, ester) (mg) 100 100
Yag 2
DCM (mL) 1 1
PVA (% 0,3 (a/h)) (mL) 20 10
Su 2
% 0,5 (a/h) kitozan (MC) ¢ozeltisi (mL) - 10

BMP yiiklii nanopartikiilleri hazirlamadan 6nce yiikleme ve salim 6zelliklerini

degerlendirebilmek i¢in BSA yiiklii nanopartikiiller hazirlanmistir (Cizelge 2.25).

Daha sonra ayn1 formiilasyonlar BMP ile yiiklenerek hazirlanmistir (Cizelge 2.26).
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Cizelge 2. 25. BSA ve BSA - klindamisin fosfat yiiklii nanpartikiiller

Fazlar Formiilasyon NBSA1 NBSA2 NBSA3 NBSA4
Sul KF (mg) - 20 - 20
BSA (ug) 1 1 4 4
Dist. Su (mL) 1 1 1 1
PLGA (mg) 100 100 100 100
Yag
DCM 1 1 1 1

Su?2 pH 10 PVA (% 0,3 (a/h)) 20 mL 20 mL 20 mL 20 mL

Cizelge 2. 26. BMP ve BMP - klindamisin fosfat yiiklii nanopartikiiller

Fazlar Formiilasyon N31 N32 N33 N34
KF (mg) - 20 - 20
Sul BMP (ug) 1 1 4 4
Dist. Su (mL) 1 1 1 1
PLGA (mg) 100 100 100 100
Yag
DCM 1 1 1 1

Su2  pHI10PVA(%03(ah) 20mL  20mL  20mL  20mL

2.2.5.2. Nanopartikiillerde Etken Madde - Yardimci Madde Etkilesiminin

Incelenmesi

2.2.5.2.1. Ayrimsal Taramah Kalorimetri Analizi

Nanopartikiillerde polimerin ve etken maddenin ayri ayr1 ve birlikte iken
gostermis olduklart termal oOzellikler ayrimsal taramali kalorimetrik analiz ile
incelenmistir. Bu amagla yaklagik 3 mg agirligindaki nanopartikiil, tek basina KF, tek
basina PLGA aliiminyum pan igerisine koyulup sikistirilarak kapatilmistir. Orneklerin
50 mL / dakika azot gaz1 akimi altinda, 5 °C / dakika hizda, 30-300°C araliginda DSC

termogrami alinmigtir.
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2.2.5.3. Nanopartikiillerde Partikiil biiyiikliigii, Polidispersite Indeksi ve Zeta

Potansiyel Tayini

Nanopartikiillerde partikiil biytikliigii ve polidispersite indeksi tayini igin
orneklerin liyofilizasyon Oncesi ve sonrasinda ultra saf su igerisindeki siispansiyonlari
hazirlanmis ve hazirlanan bu 6rnekler Zetasizer Nano Series (Nano-ZS, Malvern Inst.,
Ingiltere) ile analiz edilmistir. Alt1 kez tekrarlanan 6lgiimlerin ardindan ortalama ve

standart sapma degerleri hesaplanmustir.

Hazirlanan formiillerin zeta potansiyel degerlerinin tayini i¢in ise partikiiller
ultra saf su igerisinde seyreltilmis ve 1 mL hacmindeki zeta potansiyel 6l¢iim kiivetine
konulmustur. Ornekler Zetasizer Nano Series (Nano-ZS, Malvern Inst., ingiltere) ile
analiz edilmis, ortalama ve standart sapma degerleri hesaplanmistir (n=6) (Fattahi ve
ark., 2016; Mante ve ark., 2016).

2.2.5.4. Nanopartikiillerin % Verim ve % islem Etkinliginin Tayini

Nanopartikiillerin hazirlama asamasinda toplanan siipernatana formiilasyon
hazirlanirken kullanilan PV A ¢ozeltisi ile gerekli seyreltmeler yapilmistir. Siipernatan
derisimi klindamisin fosfat i¢in HPLC, bovin serum albumin icin BCA kit ve BMP
icin ELISA kit ile tayin edilmistir (n=3). Elde edilen veriler Esitlik 2.6’te yerine

yazilarak % islem etkinligi hesaplanmistir.

Nanopartikiillerin hazirlanmasindaki verim ise liyofilizasyon sonrasi elde edilen
nanopartikiil miktarinin  kullanilan toplam toz miktarina orantilanmasi ile

hesaplanmistir (Esitlik 2.7).

Toplam etken madde miktar1 — Siipernatandaki etken madde miktar1 100
X

o/ i mnligi =
76 Islem etkinligi Toplam etken madde miktari

Esitlik 2.6.
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% Veri Liyofilize toz miktar1 (mg) 100
= X
o VM = Y illamlan toplam etken madde ve polimer miktar1 (mg)

Esitlik 2.7.

2.2.5.5. Nanopartikiillerde In vitro Coziinme Hizi1 Tayini

Klindamisin fosfat i¢eren nanopartikiiller i¢in yaklagik 1 mg etken madde i¢eren
nanopartikiiller ependorf tiip iginde tartilmis ve tiip icerisine 1 mL pH 6,75 fosfat
tamponu koyulmustur. Tiipler 37 ‘C sicakliga ve 75 rpm’e ayarlanmis calkalayici
igerisine yerlestirilmistir. Tipler belirlenen zaman araliklarinda santrijiij edilerek
slipernatan alinmig ve ayni miktar ve sicakliktaki tampondan ilave edilmistir. Her
numunenin HPLC ile analizi yapilmis ve belirlenmis zaman araliklarinda agiga ¢ikan
madde miktar1 tayin edilmistir. Coziinme hiz1 verileri zamana karsi agiga c¢ikan
% kimilatif etken madde miktar1 ile grafiklendirilerek, salim profilleri agisindan

karsilastirilmistir (n=3).

BSA igeren nanopartikiiller i¢in ise ayni prosediir uygulanmis alinan ¢éziinme

ortamindan alinan numuneler BCA kit ile degerlendirilmistir.

2.2.5.6. Nanopartikiillerin Goriintiilenmesi

2.2.5.6.1. SEM Analizi

Secilen nanopartikiil formiilasyonlar1t SEM kullanilarak goriintiilenmistir. Bu
amagla cihaz 15 kV hizlanma voltajinda calistirilmistir. Tiim 6rnekler iletken altin ile
kaplandiktan (Gatan 682 PEC, ABD) sonra mikroskop (Quanta 200F ve Quanta 400F
SEM, FEI, Almanya) altinda incelenmistir.
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2.2.5.6.2. Mikro-BT Analizi

Nanopartikiiller yiiksek ¢oziiniirliikli masaiistiic mikro-BT (Bruker Skyscan
1272, Kontich, Belgika) (Sekil 2.6) ve nano-BT (Bruker Skyscan, 2214 X-Ray
nanotomograph, Kontich, Belgika) (Sekil 2.7) ile taranmistir. Tarama kosullar1 Cizelge

2.27 ile gosterilmistir.

Sekil 2. 7. Bruker SkyScan Nano-BT

Cizelge 2. 27. Mikro-BT ve nano-BT ile nanopartikiil formiilasyonlarinin tarama kosullar

Parametre Mikro-BT tarama kosulu Nano-BT tarama kosulu
Tiip voltajt 100 kVvp 100 kVvp

Isin akimi 100 pA 200 pA

Filtre 0,5 mm Al / Cu filtre Filtresiz

Piksel boyutu 600 nm 300 nm

Dondiirme 0,2 adim, 360° 0,2 adim, 360°

Filmler i¢in yapilmis olan mikro-BT analizinde kullanilan program ve yazilim,

nanopartikiillerin kantitatif ve gorsel analizi i¢in de kullanilmistir (NRecon yazilimi
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(stirim 1.6.10.4, SkyScan, Kontich, Belgika) ve CTAn (stirim 1.16.1.0, SkyScan,
Belgika)).

2.2.6. Nanopartikiil-Film ve Nanopartikiil-Greft Kombinasyonlarimin

Hazirlanmasi ve Ozelliklerinin incelenmesi

Kombinasyon formiilasyonlar: i¢cin BMP yiiklii nanopartikiil formiilasyonlar
arasindan etken madde olarak sadece BMP-7 igeren N33 ve BMP-7 ve klindamisin
fosfat igceren N34 (Cizelge 2.26), film formiilasyonlar1 arasindan da aljinat-kitozan
kompleks filmlerden AC33 (Cizelge 2.13) kullanilmistir.

Nanopartikiil-greft kombinasyon formiilasyonlart (NG) i¢in N33 ve N34
(Cizelge 2.26) formiilasyonlar1 ayr1 ayr1 hazirlanmistir. Formiilasyon hazirlanirken son
santrifiijden sonra siipernatant kismi ayrilmis geriye kalan nanopartikiil siispansiyonu
icerisine 50 mg alloplastik greft materyali konulmustur. Nanopartikiillerin greftin
porlarina girmesi i¢in 200 rpm de 30 dakika karistirilmistir. Daha sonra dondurulup
bir gece liyofilize edilmistir. Cizelge 2.28’de formiilasyona ait bilesenler

gosterilmistir.

Nanopartikiil-film kombinasyon formiilasyonlari (NF) i¢in N33 ve N34 (Cizelge
2.26) yeniden hazirlanmis ve liyofilize edilmistir. Polielektrolit kompleks film
formiilasyonlar1 arasindan AC33 sec¢ilmis ve alinacak kesitte uygun dozda BMP’ nin
olmasi i¢in ilave edilecek nanopartikiill miktari, islem etkinligi verilerine gore
hesaplanmistir. Hesapli miktarda toz haldeki nanopartikiil, film kurutulmadan once
manyetik karigtiricida 500 rpm’de karistirilarak film materyali iginde disperse
edilmistir. Daha sonra formiilasyon 5 cm c¢apli cam petri kaplarina dokiiliip

kurutulmustur (Cizelge 2.28).
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Cizelge 2. 28. Nanopartikiil-film ve nanopartikiil-greft kombinasyon formiilasyonlar

Kombinasyon bileseni Secilmis formiilasyon NF1 NF2 NG1 NG2
N33 + - + -
Nanopartikiil
N34 - + - +
Film AC33 + + - -
Greft Alloplastik greft (mg) - - + +

Hazirlanmis olan nanopartikiil-film ve nanopartikiil-greft kombinasyon
formiilasyonlarinin ~ 6zelliklerinin  incelenmesi i¢in formiilasyonu olusturan
nanopartikiil formiilasyonlarinin % islem etkinligi ve % verimi heasplanmus, in vitro
etken madde ¢6ziinme hizi ¢alismalar1 Bolim 2.2.5.5’te ve SEM ve mikro-BT
goriintiileme analizleri Bolim 2.2.4.11 ve Bolim 2.2.5.6’da anlatildigi sekilde

gerceklestirilmistir. Daha sonra formiilasyonlar in vivo deneylerde kullanilmustir.

2.2.6.1. Kombinasyon Formiilasyonlarinda In vitro Céziinme Hiz1 Tayini

Kombinasyon formiilasyonlar1 igin in vitro etken madde ¢oziinme hizi
deneylerinde nanopartikiilden BSA’nin (BMP-7 yerine kullanilan model etken
madde) (Cizelge 2.25) ¢ikis1 incelenmistir.

Nanopartikiil-film kombinasyonlar1 i¢in deney Bolim 2.2.5.5°te anlatildig
sekilde gergeklestirilmis, fakat bu kez toz nanopartikiil numunesi yerine 3,5 mm
capinda kesilmis nanopartikiil-film kombinasyon formiilasyonu 1 mL pH 6,75 fosfat
tamponu igeren ependorf tiipe koyulmustur. Belirli zaman araliklarinda alinan

numuneler BCA kit ile analiz edilmistir.

Nanopartikiil-greft kombinasyonlar1 i¢in de in vitro ¢dziinme hizi tayini Bolim
2.2.5.5’te anlatildig1 sekilde gergeklestirilmis, toz nanopartikiil numunesi yerine
nanopartikiil-greft kombinasyon formiilasyonu 1 mL pH 6,75 fsfat tamponu igeren
ependorf tiipe koyulmustur. Belirli zaman araliklarinda alinan numuneler BCA kit ile

analiz edilmistir.
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2.2.7. Formiilasyonlara Sterilizasyon isleminin Uygulanmasi

In vivo deneylerde kullanilmak {izere segilmis olan nanopartikiil ve
kombinasyon halinde hazirlanan formiilasyonlar Tiirkiye Atom Enerjsi Kurumu’nda
Co0-60 kaynagindan yayilan gama 1sinlar1 ile 20 kGy radyasyon dozunda sterilize
edilmistir (Alici-Garipcan ve ark., 2019; Silindir ve Ozer, 2009).

2.2.8. Secilen Formiilasyonlar icin In vivo Deneylerin Gergeklestirilmesi

In vivo deneylerin gergeklestirilebilmesi igin Ankara Universtesi Deney
Hayvanlar1 Yerel Etik Kurulu Onay1 alinmistir (Karar No: 2016-14-146). Calisma
Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Unitesi’nde seksenddrt adet
erigkin disi Wistar-Albino rat (=300g) ile gergeklestirilmistir. Ratlarmn bakim ve
beslenmeleri altlik serilmis metal kafeslerde, 22-24 °C oda sicakliginda, %55 nemde,
12 saat aydinlik / 12 saat karanlik bir ortamda, su ve yemleri ad libitum verilerek

yapilmustir.

2.2.8.1. Deney Hayvanlarmmm Secimi, On Hazirhg ve Formiilasyonlarin

Uygulanmasi

Ratlar Cizelge 2.29 ile gosterildigi gibi rastgele 14 gruba boliinmiis (n=6) ve i.m.
ksilazin (15 mg/kg) ve ketamin (60 mg/kg) uygulanarak anestezi altina alinmustir.
Tamaminda deneysel dejenerasyon olusturmak igin rond frez kullanilarak

mandibulada yaklasik 2,5 mm’lik defektler agilmistir (Sekil 2.8).
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Cizelge 2. 29. In vivo deney gruplart

Grup basina hayvan adedi

Formiilasyon Grup ad Toplam
2. hafta 4. hafta

(-) Kontrol grubu 6 6 12
Nanopartikiil N33 6 6 12

N34 6 6 12
Film+Nanopartikiil NF1 6 6 12

NF2 6 6 12
Greft+Nanopartikiil NG1 6 6 12

NG2 6 6 12
Toplam 42 42 84

Sekil 2. 8. Deneysel dejenearsyon islemi sirasinda mandibulanin isleme hazir hale getirilmesi (a ve b),
frez ile defektin olusturulmasi (¢) ve mandibulada olugmus defekte (d) ait goriintiiler
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Ratlar negatif kontrol ve tedavi gruplar1 olarak rastgele ayrilarak formiilasyonlar

uygulanmistir (Sekil 2.9).

Sekil 2. 9. Film formiilasyonunun (a) ve toz haldeki formiilasyonlarin (b ve c¢) defekte uygulanmasi

2.2.8.2. Hayvanlarin Sakrifikasyonu ve Analiz Edilecek Dokularin Cikarilmasi

Hayvanlar 2. hafta ve 4. hafta sonunda CO: gazi ile sakrifiye edilmis ve
mandibulanin tamami ¢ikarilmistir (Sekil 2.10). Mandibular bolgedeki deri, deri alti
gevsek doku, kas dokular1 temizlendikten sonra kemik dokusu tamamen yumusak

dokudan armndirilmis ve %10 formalin igerisine alinarak 48 saat tespit edilmistir.
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Sekil 2. 10. fkinci hafta sonunda ¢ikarilmis tiim mandibula (a) ve uygulama bolgesi (b)

2.2.8.3. Dokularin Mikro-BT Analizleri

Iyilesme durumu éncelikle mikro-BT (Bruker SkyScan 1275, Belgika) ile analiz
edilmistir. Tarama kosullar1 Cizelge 2.30 ile gosterilmistir. Taramadan Once
formalinden ¢ikarilan kemik dokular1 iyice kurutulmus daha sonra 6rnek tutucusuna
dis hekimliginde kullanilan mumla sabitlenerek taramalar gerceklestirilmistir. Tarama

sonucunda 3D goriintiiler alinmis ve yeni olusan kemik dokusu hacmi hesaplanmaistir.

Cizelge 2. 30. Mikro-BT ile rat mandibulalarinin tarama kosullar

Parametre Tarama kosulu

Tiip voltajt 100 kVvp

Ism akimi 100 pA

Filtre 0,5 mm Al / Cu filtre
Piksel boyutu 20 pm

Dondiirme 0,2 adim, 360°

2.2.8.4. Dokularin Patomorfolojik Analizlerinin Gergeklestirilmesi

Dokularin  mikro-BT taramalar1 bittikten sonra patomorfolojik analizleri

gerceklestirilmistir.
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2.2.8.4.1. Makroskobik incelemeler

Kemik dokusundaki defekt bolgesi ile birlikte formiilasyonlarin uygulamalarinin
yapildig1 alanda deney siireci i¢inde kanama, reperatif degisikliklerle ilgili fibrozis ve
kondromatdz degisiklikler, kemik dokuda yangisal degisikliklere bagli olarak diizensiz
sekillenmis yeni doku olusumu, taskinlik veya kemik iginde osteoporotik
degisikliklere ait stingerimsi goriiniis yoniinden mandibula incelenmis ve uygulamanin

yapilmadig1 sol ramus mandibula ile kiyaslanmistir.

2.2.8.4.2. Mandibular Dokudan Kesit Alinmasi

Makroskobik incelemeler yapildiktan sonra dokularin dekalsifiye olmasi i¢in
ilgili soliisyona konularak (Osteodec, Bioptica) 48 saat beklenmistir. Belli araliklarla
dokularda yumusama olup olmadigina dair kivam da kontrol edilmis ve yumusayan
mandibula tizerinde sol ve sag rami mandibuladan gegecek sekilde ve sag taraftaki
defektli bolgenin 0,5 cm 6n ve arkasindan gececek sekilde iki farkli transversal kesit

uygulanmustir. Doku Kesitleri doku takip kasetlerine dik olacak sekilde yatirilmistir..

2.2.8.4.3. Histopatolojik Incelemeler

Dokular otomatik doku takip cihazinda (Leica TP1020, ABD) dereceli alkol ve
ksilol serilerinden gecirilerek parafinde bloklanmistir. Her bir bloktan 5 pm
kalinliginda kesitler alinmis, doku kesitleri rutin hematoksilen-eozin boya yontemine
gore rutin boyanmustir (Luna, 1968). Lamlar, kamera atagmanli dijital 151k
mikroskobunda incelenerek uygun goriilen sahalardan goriintiiler alinmistir (Olympus
BX51, ABD). Ardindan karsilagilan histopatolojik degisiklikler inflamasyon, kanama,
vaskiilarizasyon, fibrozis ve kondromatéz olusumlarin yani sira defekt olusturulan
bolgede kemik biitiinliigiiniin saglanmasi yoniinden semikantitatif olarak x40’lik

objektifle rastgele 10 saha sayilarak skorlanmigtir. Buna goére % 0 - 10 araligi negatif
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(-), % 10 — 30 aralig1 hafif pozitif (+), % 30 - 70 aralig1 orta pozitif (++) ve % 70 - 100

araligi (+++) siddetli pozitif olarak skorlanmuistir.

2.2.9. istatistiksel Analiz

Elde edilen verilerin istatistiksel degerlendirilmesi igin SPSS 20 programi

kulanilarak tek yonlii varyans analizi (One Way Anova, Tukey testi) uygulanmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Klindamisin Fosfat ile Yapilan Cahismalara Ait Bulgular

3.1.1. Klindamisin Fosfatin DSC Termogrami

Klindamisin fosfatin termal davranist Boliim 2.2.1.1°de anlatildig: sekilde DSC

ile incelenmis ve elde edilen termogram Sekil 3.1 ile gosterilmistir.

DsC
mwW

0.00-

199.27

.5.00- 94.36C

-10.00-

100.00 200.00 300.00
Sicakhik [C]

Sekil 3. 1. Klindamisin fosfata ait DSC termogrami
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3.1.2. Klindamisin Fosfatin Céziinme Ortamindaki HPLC Kromatogrami

Etken maddenin HPLC ile alinan kromatogram Sekil 3.2’de yer almaktadir.

mAl -

176-

75

min

Sekil 3. 2. Klindamisin fosfatin pH 6,75 fosfat tamponu ortamindaki HPLC kromatogrami1

3.1.3. Klindamisin Fosfatin In vitro Coziinme Ortaminda ve % 0,3 PVA

Cozeltisinde Elde Edilen Kalibrasyon Dogrulari

Kalibrasyon noktalarina ait HPLC kromatogramlar1 Sekil 3.3 ve Sekil 3.5 ile
gosterilmistir. Derisime karsi elde edilen alan degerleri kullanilarak dogru denklemleri
bulunmustur (Sekil 3.4 ve Sekil 3.6) ve bu dogrulara ait veriler Cizelge 3.1 ile
gosterilmistir. Elde edilen kalibrasyon denklemleri, islem etkinligi ve in vitro ¢oziinme

hiz1 tayininde kullanilmugtir.

90



[ DADA A, Sig=210,4 Reteoff (MYRAYLH-CDP284.D)
T DADA A, 5ig=210,4 Rete o (MYRAYWM-CD P23, D)
[ DADA A, 5ig=210,4 Rete o (MYRAYWM-CDP2E3.0)
T DADA A, 5ig=210,4 Rete o (MYRAYWM-CDP300.0)
[ DADA A, 5ig=210,4 Rete o (MYRAYWM-CDP30.0)
[ DADA A, 5ig=210,4 Reteoff (MYRAYW-CDP310.0)
[ DADA A, 5ig=210,4 Rete o (MYRAYWM-CDP316.0)
[ DADA A, 5ig=210,4 Rete o (MYRAYW-CDP322. D)
= DADA A, Sige210,4 Rete o (MYRAYIM-CDP32.0)
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Sekil 3. 3. Klindamisin fosfatin pH 6,75 fosfat tamponundaki

kromatogramlari

R?*=0,9999

I
2

y=5,7214x+ 0,1704

I
25

kalibrasyonuna

0 20 40 o0 80

100 120 140 160 180 200 220
Derisim (pg/mL)
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E
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[ [
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Sekil 3. 4. Klindamisin fosfatin pH 6,75 fosfat tamponundaki kalibrasyon grafigi ve denklemi
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I DAD A, 5ig=2104 Ref- D)
[ DADA A, Sig=210,4 Ret=off (MIRAY\CDPO0G2.D)
O DAD A, 3ig=210.3 Ref=off (MIRAY\CDFO1018.0)
O DADA 4, 3ig=210.3 Ret=off (MIRAYICDF01001.0)
[ DADA A, Sig=210.4 Ref=off (MIRAY\CDPO0993.0)
[ DADA A, Sig=210,4 Ref=off (MIRAY\CDFO0094, D)
O DADA A, Sig=210.3 Ref=off (MIRAY\CDFO0095. D)
O DADA 4, 3ig=210.4 Ret=off (MIRAY\CDF00935.0)
= DAD A, Sig=210.4 Ref=off (MIRAY\CDPO1015.0)

[ Sl

B
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Sekil 3. 5. Klindamisin fosfatin % 0,3 PVA ortamindaki kalibrasyonuna ait HPLC kromatogramlari
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y=5,8701x- 0,3841
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Derisim (png/mL)

Sekil 3. 6. Klindamisin fosfatin % 0,3 PVA ¢ozeltisindeki kalibrasyon grafigi ve denklemi

Cizelge 3. 1. Klindamisin fosfatin farkli ortamlardaki kalibrasyon parametreleri

Determinasyon

Ortam Egim (m) Kesisim (n) Katsayisi (r?) Sy.x*
PHE75fosfat 5299 0,1704 0,0999 4,651
tamponu

% 0,3 PVA 5,8701 -0,3841 0,9999 1,011

*Regresyon dogrusundan olan sapmalara ait standart sapma
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3.1.4. Klindamisin Fosfat’in HPLC Yontemi ile Miktar Tayininin Analitik

Validasyonuna Ait Bulgular

3.1.4.1. Dogruluk

Klindamisin fosfatin pH 6,75 fosfat tamponu ve % 0,3 PV A ¢ozeltisi igerisindeki

miktar tayininin dogruluguna ve geri eldesine iliskin elde edilen bulgular ve ilgili

parametreler Cizelge 3.2°de verilmistir.

Cizelge 3. 2. Klindamisin fosfatin miktar tayini yontemlerinin dogruluk ve geri eldesine ait bulgular

Ortam 5 pg/mL 40 pg/mL 100 pg/mL
E::/Enkl_(;eﬁsim % Geri elde (PJ:/'[rLkL(;eﬁsim % Geri elde (Pur:/trinkl_(;erisim % Geri elde
5 |5,00 100,08 39,72 99,29 98,08 98,08
é 5,14 102,88 39,79 99,46 97,90 97,90
E 521 104,27 39,82 99,55 97,85 97,85
LE 5,25 104,97 39,38 98,46 97,80 97,80
"S 5,13 102,53 39,34 98,35 97,94 97,94
o |5,02 100,43 39,56 98,90 97,74 97,74
5 |ort 102,53 Ort. 99,00 Ort. 97,88
S§ 1,98 SS 0,51 SS 0,12
%BSS 1,93 %BSS 0,52 %BSS 0,12
’()J:/tri]kl_(;eﬁsim % Geri elde (PJg/trinkLc;erisim % Geri elde (PJga/trinkL(;erisim % Geri elde
5,04 100,80 40,24 100,59 95,69 95,69
z | 499 99,77 39,32 98,29 95,52 95,52
E 5,01 100,11 38,91 97,27 95,36 95,36
: 5,09 101,82 39,16 97,90 95,41 95,41
E 4,97 99,43 39,03 97,56 95,29 95,29
% 5,04 100,80 40,08 100,20 94,83 94,83
= Ort. 100,46 Ort. 98,63 Ort. 95,35
SS 0,86 SS 1,41 SS 0,29
%BSS 0,86 %BSS 1,43 %BSS 0,30
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3.1.4.2. Kesinlik

Klindamisin fosfatin pH 6,75 fosfat tamponu ve % 0,3 PV A ¢ozeltisi igerisindeki

kalibrasyonunun kesinliginin saptanmasinda tekrarlanabilirlik ve ara kesinlik

parametreleri incelenmistir.

Tekrarlanabilirlik; Klindamisin fosfatin PBS ve % 0,3 PVA c¢ozeltisi

icerisindeki miktar tayininin tekrarlanabilirligine iliskin elde edilen bulgular ve ilgili

parametreler Cizelge 3.3’te verilmistir.

Cizelge 3. 3. Klindamisin fosfatin pH 6,75 fosfat tamponundaki miktar tayini yonteminin kesinligine

iligskin bulgular

PBS Alan 5 pg/mL Alan 40 pg/mL Alan 100 pg/mL
28,80 5,00 22480 39,26 55540 97,04
29,60 5,14 22740 39,72 555,10 96,99
= 29,90 5,20 226,50 39,56 554,60 96,90
E E 30,00 5,21 22510 39,31 556,30 97,20
5| © |29 5,20 22400 39,12 553,20 96,66
S 30,20 5,25 224,70 39,24 553,70 96,75
,'“f’ Ort. 5,17 ort. 39,37 ort. 96,92
Ss 0,09 Ss 0,22 Ss 0,20
%BSS 1,68 %BSS 0,57 %BSS 0,21
28,90 5,02 227,80 39,79 55520 97,01
x 30,10 5,23 22800 39,82 560,50 97,94
% e (29,80 5,18 226,50 39,56 559,30 97,73
- = 3020 5,25 22620 39,51 560,00 97,85
< 29,80 5,18 22690 39,63 559,70 97,80
30,10 5,23 226,70 39,59 561,30 98,08
30,30 5,27 22490 39,28 556,90 97,31
30,10 5,23 22510 39,31 556,40 97,22
e 130,00 5,21 22540 39,37 55590 97,13
5 30,10 5,23 22480 39,26 556,50 97,24
30,10 5,23 22540 39,37 556,80 97,29
30,50 5,30 22450 39,21 556,40 97,22
5 5 |Ort 5,20 ort. 39,44 ort. 97,30
=L |ss 0,08 SS 0,21 SS 0,41
© " |%Bss 1,47 %BSS 0,54 %BSS 0,42
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Ara kesinlik; Klindamisin fosfatin pH 6,75 fosfat tamponu igerisindeki miktar
tayininin ara kesinligine iligskin elde edilen bulgular ve ilgili parametreler Cizelge

3.4’te verilmistir.

Cizelge 3. 4. Klindamisin fosfatin % 0,3 PVA ¢bzeltisindeki miktar tayini yonteminin kesinligine iliskin
bulgular

% 0,3 PVA Alan 5 pg/mL Alan 40 pg/mL Alan 100 pg/mL
29,20 5,04 235,80 40,24 561,30 95,69
28,90 4,99 230,40 39,32 560,30 95,52
if 29,00 5,01 228,00 38,91 559,40 95,36
% E 29,50 5,09 229,50 39,16 559,70 95,41
& O |2880 4,97 228,70 39,03 559,00 95,29
E 29,20 5,04 234,89 40,08 556,30 94,83
E’ Ort. 5,02 Ort. 39,45 Ort. 95,35
SS 0,04 SS 0,56 SS 0,29
%BSS 0,86 %BSS 1,43 %BSS 0,30
29,50 5,09 225,10 38,41 556,50 94,87
X 29,90 5,16 226,50 38,65 556,80 94,92
% > 28,20 4,87 2278 38,87 556,40 94,85
':é 5 30,20 5,21 226,30 38,62 555,30 94,66
< 29,90 5,16 228,00 38,91 555,90 94,77
29,83 5,15 226,70 38,68 555,50 94,70
29,80 5,14 226,90 38,72 560,00 95,46
28,90 4,99 226,30 38,62 554,70 94,56
o 29,80 5,14 226,50 38,65 556,90 94,94
‘5 29,98 5,17 227,80 38,87 556,40 94,85
30,10 5,19 226,30 38,62 555,10 94,63
30,00 5,18 228,00 38,91 556,30 94,83
5 = Ort. 5,09 Ort. 38,96 Ort. 95,01
E g SS 0,09 SS 0,49 SS 0,35
© %BSS 1,86 %BSS 1,25 %BSS 0,37

3.1.4.3. Segicilik

Secicilik analiz edilen maddeyi diger bilesenler varliginda tayin edebilme
ozelligidir. Segicilik testi i¢in formiilasyonda kullanilan maddelerin tek basina ve
etken madde ile hazirlanan karigimlari 210 nm dalgaboyunda HPLC ile analiz edilmis,

girisim olmadig1 goriilmiistiir.
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3.1.4.4. Teshis Sinir1 (LOD) ve Tayin Snir1 (LOQ)

ICH kaynaklarinda verilen formiillere gore (Bolim 2.2.3.4) hesaplanarak elde
edilen bu sonuglar kalibrasyon dogrusunu olusturan alt sinirin (2 pug/mL) altinda yer

almaktadir (Cizelge 3.5).

Cizelge 3. 5. Klindamisin fosfatin pH 6,75 fosfat tamponundaki ve % 0,3 PVA ¢ozeltisindeki miktar
tayini yonteminin teshis ve tayin simirlarina iliskin bulgular

LOD (ug/mL) LOQ (ug/mL)
pH 6,75 fosfat tamponu 0,31 0,95
% 0,3 PVA 0,57 1,72

3.1.4.5. Dogrusallik

Hazirlanan derisimlere karsilik gelen alan degerleri Instat GraphPad (Version
3.0) programi kullanilarak % 95 giiven araligim1 da gosteren Kkalibrasyon dogrusu

cizilmis ve Sekil 3.7 ile gosterilmistir.

— Lineer regresyon
%95 Giiven arahig:
1.150
1.100
1.050
1.000
950
900
850
800
750
700
650

500

Alan

550
500
450
400
350

300

250
200
150

100

so |
0

Sekil 3. 7. Klindamisin fosfatin pH 6,75 fosfat tamponundaki %95 olasilikla giiven aralig1 i¢inde yer
aldigin1 gosteren kalibrasyon grafigi
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3.2. Kemik Morfogenetik Proteinin Miktar Tayinine Ait Bulgular

3.2.1. BMP’nin ELISA Kit ile Kalibrasyonuna Ait Bulgular

BMP-7’ye ait ELISA kit analiz sertifikasinda verilmis olan 450 nm’de derisime

kars1 absorbans degerlerinin logaritmik grafigi Sekil 3.8 ile gosterilmistir.

OD=450 nm

0.1

0.01 T - - \
1 10 100 1000 10000

BMP-7 derisimi (pg/mL)

Sekil 3. 8. BMP-7’nin ELISA kit analiz sertifikasinda verilmis olan kalibrasyonuna ait logaritmik grafik
(RAB0033)

BMP-7’nin analiz sertifikasinda yer alan prosediire gore yapilmis olan analizler

sonucunda bilinen derisim degerlerine karsilik gelen absorbans degerleri grafige

gecirilmistir (Sekil 3.9 ve Sekil 3.10).

10,00

Absorbans

0,10

0,01
1 10 100 1000 10000

Derisim (pg/mL)

Sekil 3. 9. BMP-7nin ELISA kit ile kalibrasyonuna ait logaritmik grafik
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y=0,0026x+ 0,0513
R*=0,9991

Absorbans

0 200 400 600 800
Derisim (pg/mL)

Sekil 3. 10. BMP-7’nin ELISA kit ile kalibrasyonuna ait dogru grafigi ve denklemi

3.2.2. BMP’nin ELISA Kit ile Validasyonuna Ait Bulgular

ELISA kit sertifikasinda yer alan validasyon verileri Cizelge 3.6 ile verilmistir.

Cizelge 3. 6. BMP-7"nin ELISA y6ntemi ile validasyonuna ait bulgular (RAB0033)

Validasyon parametresi Sertifikada yer alan veriler
LOD 10 pg/mL

% Geri elde (Dogruluk) % 97,11

Dogrusallik % 98

Varyasyon katsayist (Tekrarlanabilirlik) <% 10
Test edilmis sitokinlerin higbiriyle ¢apraz

Segicilik reaksiyon gdstermemistir.

3.2.3. BSA’nmin BCA Kit ile Kalibrasyonuna Ait Bulgular

Model etken madde olarak kullanilan BSA’nin BCA kit kullanilarak elde edilmis
absorbans verileri derisime karsi garfige gecirilerek kalibrasyon denklemi elde

edilmistir (Sekil 3.11).
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0.8 r

06 y = 0,0059x + 0,0036
R =0,9981

Absorbans

0.4
02
0 )
0 20 40 60 80 100
Derisim (ng/mL)

Sekil 3. 11. BSA’nin BCA Kit ile kalibrasyonuna ait grafik ve kalibrasyon denklemi

3.3. Film Formiilasyonlarinin Ozelliklerinin incelenmesine Ait Bulgular

3.3.1. Filmlerin Dékiim Oncesi Viskozlugu, Film Kalnhk ve Agirhgina Ait

Bulgular

Film formiilasyonlar1 i¢in viskozite analizleri Bolim 2.2.4.4’te, agirlik ve
kalinlik tayinleri ise Bolim 2.2.4.6’da anlatilmis oldugu sekilde gerceklestirilmistir.
Deney sonuclar1 Cizelge 3.7 - Cizelge 3.9 ile gosterilmistir.

99



Cizelge 3. 7. Kitozan ile hazirlanan formiilasyonlarin viskozluk, kalinlik ve agirlik degerleri

Formiilasyon *Viskozite "Kalinhk fAgIrhk™
(Pa.s) £SS (pm) =SS (mg) £SS

C1l 0,40 £ 0,01 - -

C2 0,41 + 0,00 - -

C3 0,52 +0,00 - -

C4 0,90 + 0,00 - -

C5 0,93+0,01 - -

C6 0,94 + 0,00 - -

C7 0,38+ 0,03 546,6 + 12,1 5,65+0,25
C8 0,42 + 0,03 515,0+243 6,00 + 0,58
C9 0,55+ 0,00 555,0 +£32,7 6,31 +£0,27
C10 0,87+ 0,03 526,7+32,0 5,56 0,50
Cl1 0,94 + 0,05 541,7 £20,4 5,78 £ 0,32
C12 0,87 +0,03 563,3+ 13,7 6,15+ 0,44
C13 5,47 0,06 875,0+37,8 10,40 + 0,91
Cl4 18,40 £ 0,10 778,3+63,7 10,50 + 0,88
C15 0,02 +0,00 660,0 + 44,3 5,88 £ 0,86
C1l6 0,38 +0,12 741,7 £ 65,2 7,98 £ 0,91
C17 0,68 = 0,08 731,7+£27,1 7,95 + 0,39

"n=3; 'n=6; ™C1-C6 formiilasyonlari igin kalinlik ve agirlik tayinleri yapilmamistir.

*kk,

Cizelge 3. 8. Aljinat ile hazirlanan formiilasyonlarin viskozluk, kalinlik ve agirlik degerleri

Tiim filmler 3,5 mm ¢apinda kesilerek tartilmistir.

Formiilasyon *Viskozite fKahnhk TAgirhk
(Pa.s) =SS (um) =SS (mg) £SS
A2 0,18 0,03 588,3 = 60,5 6,45 + 0,58
A3 0,19 + 0,04 690,0 + 56,6 8,27 +0,58
Ad 0,35+0,00 583,3+48,9 7,50 £ 0,74
A5 0,73 + 0,03 830,0 = 82,0 9,33 +0,83
AB 0,22 0,03 590,0 + 46,9 6,40 0,72
A7 0,77 + 0,03 7183 + 17,2 7,97 +0,33
A8 2,30+ 0,05 716,7£554 7,68+ 0,49
A9 5,82 +0,03 925,1+ 28,1 11,50 + 0,78
"n=3; 'n=6

Aljinat-kitozan kompleks filmlerde AC14 formiilasyonuna kadar hazirlanmis

filmlerde homojen bir yap1 elde edilemedigi i¢in Cizelge

formiilasyonlar AC14’ten itibaren gosterilmistir.

3.9 ile verilmis olan
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Cizelge 3. 9. Aljinat-kitozan kompleksi ile hazirlanan formiilasyonlarin viskozluk, kalinlik ve agirlik
degerleri

Formiilasyon *Viskozite "Kalinhk fAgirhk
(Pa.s) £ SS (um) £ SS (mg) = SS

ACl4 0,27 +0,03 445,0 + 33,91 5,27 +0,48
AC15 0,47 = 0,03 676,6 £163,4 5,73 £2,68
AC16 6,40 + 0,13 646,7 +147,1 6,25+ 1,46
AC17 0,23 + 0,06 485,0 + 32,71 5,01 £0,66
AC18 0,40 = 0,05 478,3 £ 55,29 6,72 £ 1,89
AC19 2,20+ 0,36 1213 £173.,1 577+ 1,01
AC20 0,33 +0,03 700,0 £ 38,99 6,48 £ 0,79
AC21 1,70 = 0,03 743,3 £ 141,30 6,85+ 0,42
AC22 2,93+0,20 671,7+ 110,10 7,65+ 2,09
AC23 0,11+0,04 505,0 £ 35,64 5,78 £ 0,62
AC24 0,80 + 0,00 643,3 + 35,59 6,42 + 0,59
AC25 2,57 +0,03 556,7 + 84,30 6,42 + 1,55
AC26 0,64 + 0,04 688,3 £ 141,10 6,87+ 1,74
AC27 3,27+0,03 1903,0 + 254,90 10,81 + 3,37
AC28 4,13+0,15 820,0 + 36,88 10,86 + 2,05
AC29 11,90 + 0,31 713,3 +218,46 12,0 £2,63
AC30 1,05+ 0,05 936,7 £223,7 7,53+ 2,17
AC31 1,30+ 0,05 1167,0+110,23 8,87+ 1,18
AC32 2,88 +0,13 546,7 £ 98,66 7,15+ 1,14
AC33 6,08 = 0,08 833,3 + 55,08 8,42 + 2,86
AC34 1,07 £ 0,07 560,0 £ 36,52 6,77 + 3,42
AC35 5,63+0,12 485,0+ 51,96 6,22+ 1,73
AC36 2,50+0,10 757,5+91,42 7,92 +0,74
AC37 3,83 +0,85 1143,0+ 168,44 6,80 + 2,40
AC38 0,30 + 0,00 515,0 £ 65,57 6,25+ 1,09
AC39 0,80+ 0,00 555,0 £ 65,45 6,27 +0,73
AC40 3,73+0,42 982,5 +295,3 12,93 +2,28
AC41 9,97+ 0,25 1503,0 + 164,62 7,85+ 1,35
"n=3: 'n=6

3.3.2. Filmlerin islem Etkinligi ve Sisme Ozelliklerine Ait Bulgular

Film formiilasyonlarina etken maddenin yiiklenme yiizdesi % islem etkinligi
hesaplanarak bulunmus ve Cizelge 3.10, Cizelge 3.11 ve Cizelge 3.12°de sirayla
kitozan, aljinat ve kompleks filmler i¢in gosterilmistir. Ayrica % sisme derecesi de
Bolim 2.2.49 da anlatildigi sekilde Esitlik 2.3 kullanilarak hesaplanmigtir
(Cizelge 3.10 - Cizelge 3.12).
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Kitozan filmlerde C7 ye kadar olan filmler etken madde igermeyen deneme

formiilasyonlar1 oldugu i¢in degerlendirmeye dahil edilmemistir (Cizelge 3.10).

Cizelge 3. 10. Kitozan film formiilasyonlarina ait % islem etkinligi ve ikinci saat sisme verileri

Formiilasyon zg/s:;rrgistkinligi Zos/is)nieslgerecesi
C7 99,5 +7,09 288,1+52,56
C8 98,8 + 3,67 177,8+ 73,76
C9 81,2+4,39 259,7 + 48,67
C10 94,6 £ 12,0 210,9 + 75,83
Cl1 67,4 + 3,38 207,0+ 34,94
C12 75,8+3,93 200,0 + 30,37
C13 74,3+ 11,7 350,7 £ 59,16
Cl4 58,6 11,4 2745 +53,91
C15 97,2+12,5 266,4 £59,24
C16 81,4+5,01 228,4 +£97,22
Cl7 76,5+£2,22 193,9 + 68,96
"n=3; 'n=6

Cizelge 3. 11. Aljinat film formiilasyonlarina ait % islem etkinligi verileri

Formiilasyon g/s:)eil gstkinligi Zg/is)nieslgerecesi
A2 99,3+ 7,54 -

A3 90,0 + 4,01 -

A4 84,8 +2,82 -

A5 88,7+2,97 -

A6 93,6 +7,16 -

AT 85,9+ 1,90 -

A8 77,9 +2,55 -

A9 86,5+3,22 -

"n=3; 'n=6

“Filmler ¢6ziindiigii i¢in sisme dereceleri hesaplanamamustir.
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Cizelge 3. 12. Aljinat-kitozan kompleks film formiilasyonlarina ait % islem etkinligi verileri

Formiilasyon g/s:)m:;istkinligi Eos/is)niesl;erecesi
ACl4 56,6 + 6,84 88,10+5,4
AC15 68,3 +4.21 129,0 + 30,8
AC16 747+ 14,70 384,74+ 87,0
AC17 58,4+4,72 44,70+ 12,9
AC18 63,9 + 8,88 198,0+ 77,7
AC19 63,4+ 8,08 1195+ 354
AC20 715+6,61 -

AC21 75,1 +3,79 -

AC22 79.4 + 10,49 -

AC23 55,4+ 6,35 -

AC24 62,7 +2,96 -

AC25 76,7+ 17,33 -

AC26 109,0 £ 7,11 17,30+ 7,8
AC27 96,9 + 10,56 191,0+ 20,5
AC28 48,8+2,93 383,6 + 66,3
AC29 48,7+ 5,76 405,7 + 37,9
AC30 67,1 £5,85 103,9+415
AC31 70,0 £ 2,77 126,5+554
AC32 43,9+3,81 5449+ 22,1
AC33 90,0 + 13,12 473,2+79,3
AC34 70,1 +12,90 368,9 + 63,2
AC35 74,6 + 14,37 365,4 + 56,8
AC36 80,9 + 5,80 187,5+62,4
AC37 73,4+11,40 167,9+44,6
AC38 76,8 +£10,0 284,4 + 80,2
AC39 69,5+ 3,62 116,7+77,1
AC40 73,1 +3,08 1943+11,6
AC41 71,7+7,24 398,0 £ 60,8
"n=3: 'n=6

“Filmler ¢6ziindiigii i¢in sisme dereceleri hesaplanamamustir.
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3.3.3. Kompleks Film Formiilasyonlarinda DSC ve FTIR Analizlerine Ait

Bulgular

Aljinat-kitozan kompleks film, aljinat, kitozan, klindamisin fosfat ve etken
madde ile polimerlerin fiziksel karisimlarina ait DSC termogramlar1 Sekil 3.12, FTIR

spektrumlari ise Sekil 3.13 ile gosterilmistir.

Aljinat-Kitozan kompleks film
KF-Alg-Kitozan fiziksel karigim
Aljinat

Kitozan

Klindamisin fosfat

DSC
mW

10.001

0.00r

-10.001

-20.001

-30.00

-40.00*

100.00 200.00 300.00
Sicakhk [C]

Sekil 3. 12. Kompleks film, etken madde ve polimerlere ait DSC termogramlari
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Sekil 3. 13. Klindamisin fosfat (a), orta molekiil agirlikli kitozan (b), diisiik molekiil agirlikli kitozan
(c), sodyum aljinat (d), AC15 (e), AC21 (f) ve AC18¢ (g) ait FTIR spektrumlart
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3.3.4. Filmlerin In vitro Coziinme Hiz1 Deneyine Ait Bulgular

Film formiilasyonlarmin in vitro ¢oziinme hizi deneyleri Bolim 2.2.4.7’de
anlatilmis oldugu sekilde gerceklestirilmis ve ¢oziinme hizi profilleri Sekil 3.14 -
Sekil 3.28 ile verilmistir.

120
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o
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Sekil 3. 14. Farkli konsatrasyonda asetik asit kullanilan orta molekiil agirlikli kitozan filmlerin in vitro
etken madde ¢6ziinme hizlarinin karsilagtirilmas: (n=3)
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Sekil 3. 15. Farkli konnsatrasyonda asetik asit kullanilan yiiksek molekiil agirlikli kitozan filmlerin in
vitro etken madde ¢oziinme hizlarinin karsilastiriimasi (n=3)
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20
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Sekil 3. 16. Diisiik molekiil agirlikli kitozan ¢ozeltisi kullanilan formiilasyonlarda farkli etken
madde:polimer oranlarinin in vitro etken madde ¢oziinme hizina etkisi (n=3)
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Sekil 3. 17. Orta molekill agirlikli kitozan c¢ozeltisi kullanilan formiilasyonlarda farkli etken
madde:polimer oranlarinin in vitro etken madde ¢6ziinme hizina etkisi (n=3)
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Sekil 3. 18. Ayni derisimdeki (% 1 (a/h)) farkli molekiil agirlikl kitozan ¢ozeltilerinin kullanildig
formiilasyonlarda in vitro etken madde ¢oziinme hizlarinin karsilagtirilmasi (n=3)
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Sekil 3. 19. Diisiik viskoziteli aljinat ile hazirlanan filmlerde etken madde:aljinat oramindaki artigin in
vitro etken madde ¢oziinme hizina etkisinin karsilastirilmasi (n=3)

120
C*]
=
=
g 100 |
=
=
o 80
=
= g
=55 60 |
£ =
o=
_% 40 ——AG6
O —e—AS8
5 20 A7
< ——A9
3? 0 1 1 1 1 1 1 1 1

0 60 120 180 240 300 360 420 480
Siire (dk)

Sekil 3. 20. Orta viskoziteli aljinat ile hazirlanan filmlerde etken madde:aljinat oranindaki artigin in
vitro etken madde ¢6ziinme hizina etkisinin karsilastirilmasi (n=3)
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Sekil 3. 21. 15 mL orta molekiil agirlikli kitozan, 5 mL aljinat ¢ozeltisinin karigtirilmast ile hazirlanan

aljinat-kitozan kompleks filmlerde toplam polimer miktarindaki artigin in vitro etken madde ¢6ziinme
hizina etkisi (n=3)
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Sekil 3. 22. 15 mL diisiik molekiil agirlikli kitozan 5 mL aljinat ¢6zeltisinin karistirilmasi ile hazirlanan
aljinat-kitozan kompleks filmlerde toplam polimer miktarindaki artigin in vitro etken madde ¢6ziinme
hizina etkisi (n=3)

110



120

%)

~

=]

o~

= 100

=

%)

=

= 80

=

5 g

H=1

£z

Z 2

= 40 —AC21
-

o —=—AC20
g 20

3 —+—AC22
SQ 0 ] ] ] ] ] ] ] ] ] ] ] ]

0o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Siire (saat)
Sekil 3. 23. 15 mL aljinat 5 mL orta molekiil agirlikli kitozan ¢6zeltisinin karistirilmasi ile hazirlanan

aljinat-kitozan kompleks filmlerde toplam polimer miktarindaki artigin in vitro etken madde ¢6ziinme
hizina etkisi (n=3)
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Sekil 3. 24. 15 mL aljinat 5 mL diisiik molekiil agirlikli kitozan ¢ozeltisinin karistirilmasi ile hazirlanan
aljinat-kitozan kompleks filmlerde toplam polimer miktarindaki artigin in vitro etken madde ¢6ziinme
hizina etkisi (n=3)

111



120

100

60

40

20

% Ac¢iga Cikan Kiimiilatif Etken Madde
Miktar

—-AC14
—4—AC26
--AC20
—--AC27
-A—AC28
—-0—-AC29

5 6 7
Siire (saat)

8

9

10 11 12

Sekil 3. 25. Orta molekiil agirlikli kitozamn derigiminin sabit (% 1 (a/h)) tutuldugu aljinat-kitozan
kompleks filmlerde karigima giren polimer hacimlerindeki degisimin in vitro etken madde ¢oziinme

hizlarina etkisinin karsilastirilmasi (n=3)
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Sekil 3. 26. Diisiik molekiil agirlikli kitozanin derigiminin sabit (% 1 (a/h)) tutuldugu aljinat-kitozan
kompleks filmlerde karisima giren polimer hacimlerindeki degisimin in vitro etken madde ¢oziinme

hizlarina etkisinin karsilagtirilmasi (n=3)
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Sekil 3. 27. Aljinat derisiminin sabit (% 1 (a/h)) tutuldugu orta molekiil agirlikli kitozanin farkli
oranlarda kullanmldigi aljinat-Kitozan kompleks filmlerde karisima giren polimer hacimlerindeki

degisimin in vitro etken madde ¢oziinme hizlarina etkisi (n=3)

120

100

80 |

60

40

20

—0—AC39
—2—AC40
—+—AC17
——AC38
—+—AC23
—o0—AC41

% Aciga Cikan Kiimiilatif Etken Madde
Miktar

O 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Siire (saat)

Sekil 3. 28. Aljinat derisiminin sabit (% 1 (a/h)) tutuldugu disiik molekiil agirlikli kitozanin farkl
oranlarda kullanildig: aljinat-kitozan kompleks filmlerde karisima giren polimer hacimlerindeki

degisimin in vitro etken madde ¢6ziinme hizlarmna etkisi (n=3)
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3.3.4.1. Kompleks Film Formiilasyonlarmin In vitro Salm Kinetiklerine Ait

Bulgular

In vitro ¢6ziinme hizi ¢aligmalarindan hareketle hesaplanmis olan kinetik

parametreleri Cizelge 3.13-Cizelge 3.16 ile gosterilmistir.

Cizelge 3. 13. AC14-AC20 formiilasyonlarina ait in vitro salim kinetikleri

Kinetik modeller | AC14 ACI5 ACl6  ACL7  ACI8 ACl9  AC20
ko | 4364 2250 12,33 31,84 1341 17,24 22,54
G drce | 0878 088 087 0888 08% 080 0886
RSS | 3046 4535 5406 3949 8120 6340 4371
SH | 6648 2911 1530 4274 1875 2320 2,695
ki | 6487 4644 3350 5489 36,89 4170 4634
b 3 © | 0988 0988 098 099 0976 0984 0,985
RSS | 3832 4715 5831 3559 11794 7378 5802
SH | 2902 1831 1280 2,005 180 1,79 2,031
k | 182 1,655 1545 1726 1581 1632 1,669
n | 0546 0571 0622 0517 0448 0598 0,743
PK;’F:;':seyer' ¥ | 0933 0933 0983 0873 087 0970 0,987
RSS | 0011 0018 0008 002 002l 0008 0,005
SH | 0104 008 0042 0140 0097 0060 0,049
Cizelge 3. 14. AC21-AC27 formiilasyonlarina ait in vitro salim kinetikleri
Kinetik modeller | AC21  AC22  AC23 AC24  AC25 AC26  AC27
ko | 3054 1691 1667 168 1613 2326 16,78
Girdrcce T | 0951 088 083 0878 094 0843 089
RSS | 1483 4923 7147 5186 3215 6762 4405
SH | 2,620 2044 2463 2008 1652 355 1,934
ki | 5044 4026 40,77 4034 37,79 4890 39,77
Higuehi ©? | 0973 0980 0977 0982 0981 0979 0981
RSS | 8155 8565 9824 7506 7141 9129 7907
SH | 3170 1929 2066 1,806 1761 2,548 1,853
k | 1611 1560 16900 1578 1476 1,781 1541
n | o788 0758 0716 0740 0774 0761 0728
PKé’r:;;”Seyer' P | 0919 0967 098 0978 0956 0999 0,084
RSS | 0041 0023 0005 0009 0033 0000 0,010
SH | 013 0070 0490 0063 0083 0013 0,047
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Cizelge 3. 15. AC28-AC34 formiilasyonlarina ait in vitro salim kinetikleri

Kinetik modeller AC28 AC29 AC30 AC31 AC32 AC33 AC34
ko 14,52 10,42 33,00 11,92 32,51 8,52 44,23

r? 0,871 0,86 0,858 0,731 0,863 0,802 0,834

RSS 4100 4083 5576 19568 5177 4144 5793

SH 1,866 1,33 5,079 2,178 4,894 1,34 8,055

Kn 34,91 28,36 57,82 37,63 56,81 23,81 67,27

r? 0,983 0,982 0,988 0,926 0,989 0,965 0,983

Sifir derece

Higuchi
RSS | 52509 5267 4900 54235 4347 7337 5936
SH | 1511 1,217 2458 3219 2315 1,436 3,612
k 1537 148 1824 1817 1772 1461 1,869
n 0566 0479 0503 0534 0338 0399 0,398
Korsmeyer- 2 0945 0926 0,999 0,975 0953 0961 0,997
Peppas

RSS 0,022 0,031 0,000 0,004 0,004 0,028 0,000
SH 0,068 0,060 0,011 0,061 0,044 0,027 0,022

Cizelge 3. 16. AC35-AC41 formiilasyonlarma ait in vitro salim kinetikleri

Kinetik modeller AC35 AC36 AC37 AC38 AC39 AC40 AC41
ko 22,79 17,87 31,52 23,54 40,50 42,38 11,88

r? 0,841 0,791 0,885 0,826 0,906 0,884 0,803

RSS 6579 11015 3999 7825 2546 3520 12981

SH 3,306 3,058 4,301 3,824 5,34 6,279 1,774

ki 48,08 44,61 54,54 49,96 59,52 63,00 36,49

r? 0,984 0,964 0,994 0,978 0,996 0,995 0,961

Sifir derece

Higuchi
RSS | 6612 18806 2159 9947 950 1515 25852
SH | 2168 2858 1,632 2659 1,445 1,825 = 2222
k 1722 4116 1,736 1747 1,738 1,807 1,621
n 0,374 1,27 037 0396 0345 0441 0,425
Korsmeyer- 2 0,982 0,995 0988 0976 0989 0,992 0,994
Peppas

RSS 0,002 0,006 0,001 0,003 0,001 0,001 0,001
SH 0,029 0,051 0,024 0,036 0,021 0,022 0,019

3.3.5. Kompleks Filmlerin In vitro Adezif Ozelliklerinin Incelenmesine Ait

Bulgular

Kompleks filmlerin adezif 6zelliklerini agiklayabilmek i¢in tekstiir analiz cihazi

ile mukoadezyon testi sonucunda elde edilen grafikten hareketle adezyon isi ve kopma
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kuvveti hesaplanmistir (Sekil 3.29). Adezyon testine ait sonuglar Cizelge 3.17 ile

gosterilmistir.
Kuvvet (N) '--f
007 | 1. [ g |
0.06— | i
0.05- |
oou] |
0.03 |

0.02- [

R

0.01+ [t [ Adezyon isi J--..

T 8 L ; "".'1-"-.' :
0.0120] 0.2 0.4 0.6
0.02- [ Kopma mesafesi |" Siire (saniye)
-0.03+/

-0.04-

-0.05+ I

-0.06~

Sekil 3. 29. Tekstiir analiz cihaz1 ile mukoadezyon testi sonucunda elde edilen egri
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Cizelge 3. 17. Aljinat-kitozan kompleks film formiilasyonlarinin adezyon testi sonuglar1 (n=3)

3.3.6. Kompleks Film Formiilasyonlarinin Goriintiilenmesine Ait Bulgular

Formiilasyon Kopma kuvveti Adezyon isi
(N) £SS (N.mm)  SS
AC14 0,884 + 0,351 0,072 + 0,023
AC15 0,454 + 0,118 0,039 +0,013
AC16 0,080 + 0,016 0,015 + 0,004
AC17 0,605 + 0,074 0,040 £ 0,012
AC18 0,189+ 0,018 0,020 £ 0,009
AC19 0,110 + 0,024 0,007 = 0,003
AC20 2,601 + 1,553 0,187 £0,092
AC21 0,468 + 0,120 0,062 + 0,013
AC22 0,843 + 0,075 0,063 £0,017
AC23 1,131+0,123 0,089 + 0,033
AC24 1,048 + 0,290 0,082 + 0,027
AC25 1,774+ 0,315 0,180 £ 0,027
AC26 1,275+ 0,468 0,086 = 0,041
AC27 0,243 + 0,038 0,013 £ 0,003
AC28 0,859 + 0,315 0,084 + 0,025
AC29 0,921 + 0,264 0,083 = 0,041
AC30 0,270 + 0,008 0,036 + 0,009
AC31 0,029 + 0,011 0,011 + 0,007
AC32 1,047 + 0,330 0,097 + 0,049
AC33 1,530 + 0,408 0,127 + 0,047
AC34 0,579 + 0,478 0,109 + 0,086
AC35 0,896 + 0,658 0,045+ 0,078
AC36 0,722 + 0,189 0,197 0,051
AC37 0,497 + 0,125 0,104 + 0,020
AC38 0,240 + 0,137 0,079 + 0,041
AC39 0,349 + 0,060 0,089 + 0,025
AC40 1,113+ 0,032 0,101 + 0,029
AC41 0,162 +0,014 0,016 = 0,001

Film formiilasyonlar1 Boliim 2.2.4.10° da anlatidig: sekilde ti¢ farkli yontemle

goriintiilenmistir.
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3.3.6.1. Filmlerin Optik Mikroskopla Goriintiilenmesine Ait Bulgular

Kompleks filmleri olusturmak i¢in hazirlanmis olan jeller mikroskop altinda

gorlintiilenmis, kurumus filmlerin goriintiileri ise fotograf makinesi ile alinmistir

(Sekil 3.30).

Jellerin mikroskop Filmlerin Jellerin mikroskop Filmlerin
goriintiileri (X10) fotograflar gém@eﬁ 9(10) fotograflari
. AC20 ‘
‘ AC21 ‘
ACl6 ‘ AC22 ‘
AC26 ‘ AC28 ‘
AC27 ‘ AC29 ‘
AC17 ‘ AC23 ‘
ACI18 ‘ AC24 .
ACI19 ‘ AC25 Q
AC32 ‘ AC33 .

Sekil 3. 30. Aljinat-kitozan kompleks film formiilasyonlarma ait optik mikroskop goriintiileri
(Kilicarslan ve ark., 2018)
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3.3.6.2. Filmlerin SEM ile Goriintiilenmesine Ait Bulgular

Film formiilasyonlarinda ayni derisimde (% 2) polimer ¢ozeltilerinin farkli
hacimlerde karigtirtlarak hazirlanan, AC15 (5 mL % 2 aljinat ve 15 mL % 2 orta
molekil agirlikli kitozan) ve AC21 (15 mL % 2 aljinat ve 5 mL % 2 orta molekiil
agirlikli kitozan) formiilasyonlarinin SEM analizi ile elde edilmis goriintiileri
(Sekil 3.31 ve Sekil 3.32) incelenerek hacim degisiminin kompleks olusumuna etkisi

incelenmistir.

Sekil 3. 31. AC15 (5 mL % 2 aljinat ve 15 mL % 2 orta molekiil agirlikli kitozan) kompleks film
formiilasyonuna ait SEM goriintiisii
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Sekil 3. 32. AC21 (15 mL % 2 aljinat ve 5 mL % 2 orta molekiil agirlikli kitozan) formiilasyonuna ait
SEM goriintiisii

3.3.6.3. Filmlerin Mikro-BT ile Goriintiilenmesine Ait Bulgular

Film formiilasyonlarinda ayni derisimde (% 2) polimer ¢ozeltilerinin farkli
hacimlerde karigtirilarak hazirlanan, AC15 (5 mL % 2 aljinat ve 15 mL % 2 orta
molekiil agirlikli kitozan), AC18 (5 mL % 2 aljinat ve 15 mL % 2 diisiik molekiil
agirlikli kitozan) ve AC21 (15 mL % 2 aljinat ve 5 mL % 2 orta molekiil agirlikli
kitozan) formiilasyonlarinin ve farkli derisimde polimer ¢6zeltilerinin karistirilmastyla

hazirlanan AC33 (15 mL % 3 aljinat ve 15 mL % 1 diisitk molekiil agirlikli kitozan)
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kompleks film formiilasyonunun mikro-BT ile 3 boyutlu gorintileri alinmis ve
filmlerin toplam hacmi, koaservat hacmi, film yapisina ve koaservatlara ait SMI degeri

gibi ozellikleri incelenerek analizleri gerceklestirilmistir (Sekil 3.33 - Sekil 3.35).

Formiilasyonlara ait analiz sonuglar1 Cizelge 3.18 ile gosterilmistir.

Sekil 3. 33. AC 15 (a ve b) ve AC18 (c ve d) formiilasyonlarina ait 3D Mikro-BT goriintiileri
(Kilicarslan ve ark., 2020).
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Sekil 3. 34. AC21 kompleks film formiilasyonunun Mikro-BT ile goriintiilenmesi: film &rneginin
eksenel dilimi (a), tim numuneleri iceren ROI se¢imi (a.i ve a.ii), gériintiiniin gri seviye histogrami ile
binarize edilmesi (a.iii), analiz i¢in esikleme (a.iv), tiim ayarlamalardan sonra 3D Mikro-BT goriintiileri
(b) (Kilicarslan ve ark., 2018)
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Sekil 3. 35. AC33 film formiilasyonuna ait Mikto-BT goriintiisii

Cizelge 3. 18. Aljinat-kitozan kompleks filmler i¢in se¢ilmis mikro-BT analiz parametreleri

TV Obj.V Obj.VITV

SMI K t
mmY)  (mm) (%) oaservat ¢api

Film Koaservat Enaz En yiiksek Ort.

AC15 536 33,2 6,19 0,20 1,23 305um 1134 um 682 um
AC18 815 79,6 9,76 0,14 1,28 180 yum 389 pm 224 um
AC21 233 19,8 8,51 0,03 1,75 93,0um  395um 289 um
AC33 667 254 38,1 0,21 1,65 147 ym 444 pm 289 um

3.4. Nanopartikiil Formiilasyonlarimin Ozelliklerinin Incelenmesine Ait Bulgular

3.4.1. Nanopartikiil Formiilasyonlarinda DSC Analizine Ait Bulgular

Klindamisin fosfat, BSA, PLGA ve NBSA4 (BSA ve klindamisin fosfat i¢eren

nanopartikiil) formiilasyonuna ait DSC termogramlar1 Sekil 3.36 ile gosterilmistir.
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PLGA Nanopartikiil (NBSA4)
PLGA (MW:24-38 kDa)
BSA

DsSC Klindamisin fosfat
mwW
R s -
0.00- \/ 7 B0.10C B

\/“53 12C
r'/
-5.00 \ o /
(Ve /-*"’/_r— o
Rammal “918.40C

-10.00- 198.94

IJ

97.38C

-15.00=

100.00 200.00 300.00
Sicakhk |C]

Sekil 3. 36. Nanopartikiil, PLGA ve etken maddelere ait DSC termogrami

3.4.2. Nanopartikiil Formiilasyonlarinda Partikiil biiyiikliigii, Polidispersite

Indeksi ve Zeta Potansiyel Bulgular:

Partikiillerin boyut, polidisperiste indeksi ve zeta potansiyeli Boliim 2.2.5.3’te
anlatildig1 sekilde gerceklestirilmis ve sonuglart Cizelge 3.19 ile gosterilmistir.
Nanopartikiil-greft kombinasyon formiilasyonlar1 i¢in hazirlanmis nanopartikiillere ait

veriler de NG1 ve NG2 formiilasyon kodlari ile ifade edilmistir.
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Cizelge 3. 19. Nanopartikiil formiilasyonlarinin partikiil boyutu, PDI ve zeta potansiyel degerleri (n=6)

Partikiil biiyiikliigii  Polidispersite indeksi Zeta potansiyel

Formiilasyon /v sg PDI + SS (mV) £ SS

N1 564,8+49,04  0,579+0,072 14,67 % 0,058
N2 20181+432,1  0,812+0,118 27,020 £ 0,542
N2-2 4614+3971  0359+0,019 29,903 = 0,182
N3 6083+213,6  0,503+0,116 13,36+ 7,482
N4 5509+ 1428  0,552:+0,090 -12,34 % 6,956
N5 359847120 0,461 +0,055 115,86+ 2,618
NG 700,5+80,40 0,547 0,071 4,183 + 1,509
N7 396049421 0,480+ 0,068 1597 £2.233
N8 822,4+5888 0,636+ 0,033 334243446
NO 11763+ 123,4 0,470 =0,023 -7,830 £ 2,064
N10 11052+423,6  0,418=0,159 21,07 % 0,582
N11 551,0+67,11  0331+0,037 125,53 + 2,645
N12 286,648,895 0,351 =0,031 116,570,153
N13 965,742,578 0,851 +0,124 -18.94 = 3,548
N14 1987,0£1726 0,709 0,097 -7,080 £ 0,533
N15 516,5+32,06 0,594+ 0,048 410,24 + 0,160
N16 1489,3=131,6  0,631=0,019 2423 £2,503
N17 540.8+1394  0,710+0,078 222,64+ 1,040
N18 5066,8=9457  0,521=0,102 25,17 +0351
N19 378941039 0,360 +0,038 22,157 0,255
N20 364,6+5222  0,462+0,008 -16.90 £ 2,100
N21 22975=141,4  0,382+0,140 -11,40 £ 0,369
N22 7340+ 1673 0,646+ 0,088 -19.47 £ 0,666
N23 4124+7864  0,538+0,128 -7.890 £ 0,551
N24 10040+ 162,5  0,423=0,014 412,57 0,289
N25 445241690  0,518+0,032 230,03+ 1436
N26 420148235 0,403 £0,079 116,57 £2.926
N27 215326628  0,420=0,014 7777 £ 0.250
N28 119918504 0,376 0,046 223,57+ 0,643
N29 13448+72,15 0,540 = 0,082 23810218
N30 24453+2250 0,600 = 0,066 32,00 £ 0,400
N3L 589.8+89,51  0,342+0,186 220,63 % 0,603
N32 616,7+50,83  0,414+0,036 -15.83 0,208
N33 571943421 0,254+0,054 228,07 %0252
N34 602,3+22.81  0315+0,021 223,11 40,185
NBSAL 834,0+ 1895 0,509+ 0,245 227,570,643
NBSA2 917,9+391,5  0,718+0,238 410,75+ 0,979
NBSA3 44961923  0495+0,181 -18.87 0,874
NBSA4 790.9+2484 0,502+ 0,085 222,60 % 0,100
NG1 547,0+3183  0,334+0,065 2423 2,503
NG2 01,6+1135  0,518+0,082 -18.60 % 1,997
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3.4.3. Nanopartikiillerin % Verim ve % Islem Etkinligi

Ait Bulgular

Nanopartikiillerde islem etkinligi ve yiikkleme kapasitesi tayini Bolim 2.2.5.4 ile

aciklandig: sekilde gerceklestirilmistir (Cizelge 3.20 ve Cizelge 3.21).

Cizelge 3. 20. Klindamisin fosfat yiiklii nanopartikiillerin % verimi ve klindamisin fosfat igin islem

etkinligi (% IE) (n=3)

Formiilasyon % Verim :{;:ﬂ;)mi estls(mhgl
N1 73,67 9,888 £ 1,473
N2 74,33 21,68 £ 1,040
N2-2 47,33 13,60 + 0,503
N3 57,58 18,53 +£ 0,800
N4 59,83 19,03 £ 0,464
N5 41,50 2,611 £4,345
N6 74,58 27,83 £0,095
N7 55,00 21,01 £0,036
N8 64,17 12,87 £0,128
N9 62,14 13,78 £0,251
N10 80,58 17,19 £ 0,038
N11 83,50 32,51£1,329
Ni12 61,25 31,26 £0,395
N13 59,41 15,15 £2,090
N14 78,08 20,03 £ 0,441
N15 51,83 19,02 £ 6,141
N16 72,58 8,718 £ 1,777
N17 73,50 44,89 + 0,304
N18 61,36 22,82+ 1,116
N19 69,07 20,26 £ 3,613
N20 74,92 18,05 £ 3,583
N21 73,77 15,49 £ 1,844
N22 65,17 9,560 £ 1,856
N23 74,33 16,79 £ 1,121
N24 66,50 15,24 £ 0,629
N25 70,25 28,13 £ 0,251
N26 38,67 15,86 £ 0,590
N27 77,00 29,91 £0,594
N28 52,33 9,609 £ 0,214
N29 72,17 32,61 £0,716
N30 77,00 16,17 £ 0,379
N32 78,70 23,77£3,247
N34 73,67 42,48 +£ 0,566
NBSA2 77,14 31,09 £ 3,468
NBSA4 67,70 44,78 £ 0,949
NG2 81,42 33,97 £0,326
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Cizelge 3. 21. BMP veya BSA yiiklii nanopartikiillerin % verimi ve BMP-7 ve BSA i¢in islem etkinligi
(%IE) (n=3)

0 T . e
Formiilasyon % Verim 6 Islem Etkinligi

(%IE) £ SS
N31 65,33 68,91 +7,771
N32 78,70 77,80 + 8,720
N33 71,96 64,15 + 5,490
N34 73,67 68,37 + 8,055
NBSAI 60,10 51,25+9,872
NBSA2 77,14 72,88 + 5,364
NBSA3 62,08 60,17 + 11,472
NBSA4 67,70 68,23 + 13,98
NGl 73,18 74,67 £ 6,671
NG2 81,42 79,33 £ 10,51

3.4.4. Nanopartikiillerin In vitro Céziinme Hizi Deneyine Ait Bulgular

Nanopartikiil formiilasyonlarinda in vitro etken madde ¢6ziinme hizi deneyleri
Bolim 2.2.5.5’te anlatildig1 sekilde gergeklestirilmis ve sonuglar garfikler halinde
ikinci hafta ve tgiincti ay verileri olarak gosterilmistir. Sekil 3.37 - Sekil 3.41 ile
verilen ¢oziinme hizi profilleri klindamisin fosfata, Sekil 3.42 ile verilen profil ise
BSA’ya aittir. Sekil 3.43 ile de hem BSA hem de klindamisin fosfat yiiklii
nanopartikiilden her iki etken maddenin de in vitro ¢oziinme hiz1 profilleri

gosterilmistir.
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Sekil 3. 37. N11 (ana formiilasyon) ve N12 (i¢ su fazinin 0,5 mL’ye diistiriildiigii formiilasyon)
formiilasyonlarina ait in vitro klindamisin fosfat ¢6ziinme hiz1 grafikleri (2 hafta (a) ve 3 ay (b)) (n=3)
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Siire (giin)

Sekil 3. 38. i¢ su fazinin degistirilmesi ile hazirlanmis formiilasyonlara ait in vitro klindamisin fosfat
¢oziinme hiz1 grafikleri (2 hafta (a) ve 3 ay (b)). (N11 (ana formiilasyon), N12 (i¢ su faz1 0,5 mL), N20
(50 mg klindamisin fosfat kullanilan formiilasyon) ve N25 (klindamisin fosfatin metanolde dagitildig:
formiilasyon)) (n=3)
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% AgiZa cikan kiimiilatif etken madde
miktar:

Sekil 3. 39. Dis su fazinin pH’simin degistirilmesi ile hazirlanmis formiilasyonlara ait in vitro
klindamisin fosfat ¢6ziinme hiz1 grafikleri (2 hafta (a) ve 3 ay (b)). (N11 (pH 6,95), N17 (pH 10), N18

(pH 12)) (n=3)
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Sekil 3. 40. Kullanilan polimerin degistirilmesi ile hazirlanmig formiilasyonlara ait in vitro klindamisin
fosfat ¢6ziinme hizi grafikleri (2 hafta (a) ve 3 ay (b)). (N11 (24-38 kDa PLGA), N15 (PCL), N29 (7-
17 kDa ve 24-38 kDa PLGA)) (n=3)
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Sekil 3. 41. N17 (sadece klindamisin fosfat iceren (% 0,3 PVA, pH 10)) ve NBSA4 (hem klindamisin
fosfat hem de BSA iceren (% 0,3 PVA, pH 10)) formiilasyonlara ait in vitro klindamisin fosfat ¢6ziinme
hiz1 grafikleri (2 hafta (a) ve 3 ay (b)) (n=3)
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Sekil 3. 42. NBSA3 (sadece BSA igeren formiilasyon) ve NBSA4 (klindamisin fosfat ve BSA’y1 bir
arada igeren formiilsyon) formiilasyonlarina ait in vitro BSA ¢oztinme hiz1 grafikleri (n=3)

10
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% Aci1ga ¢ikan kiimiilatif etken madde
miktar:

Sekil 3. 43. NBSA4 (hem BSA hem klindamisin fosfat igeren nanopartikiil) formiilasyonundan
klindamisin fosfat ve BSA ¢6ziinme hizlarinin karsilastirilmasi (n=3)
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3.4.4.1. Nanopartikiillerin In vitro Sahim Kinetigine Ait Bulgular

In vitro salim ¢alismalarindan hareketle hesaplanmis olan Kinetik parametreleri

Cizelge 3.22 ile gosterilmistir.

Cizelge 3. 22. In vitro ¢oziinme hiz1 deneyleri gergeklestirilen formiilasyonlara ait in vitro salim

kinetikleri
Kinetik modelleri N11 N12 N15 N17 N18 N20 N25 N29 NBSA4
ko 0,018 0,010 0,000 0,004 0,000 0,019 0,000 0,000 0,000
0 Derece r2 0,883 0,888 0,849 0,468 0,736 0,740 0,816 0,408 0,865
RSS 2915 89,87 578,8 1247 914 880,9 395,8 464,8 820,2
SH 0,002 0,001 0,000 0,004 0,000 0,003 0,000 0,000 0,000
k 0,657 0,372 0,022 0,044 0,019 0,772 0,016 0,024 0,028
) ) r2 0,919 0,921 0,849 0,468 0,736 0,936 0,816 0,408 0,865
Higuehi RSS 201,3 63,20 578,9 1247 914.8 2184 395,8 464,9 820,2
SH 0,056 0,031 0,003 0,004 0,030 0,058 0,002 0,008 0,003
x 0,070 0,041 0,113 0,053 0,015 0,141 0,033 0,016 0,073
Hixson- r2 | 0911 0926 0932 0978 0849 0817 0902 0980 0,893
Crowell RSS 0,029 0,007 0,029 0,054 0,038 0,049 0,020 0,188 0,103
SH 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

3.4.5. Nanopartikiillerin Goriintiilenmesine Ait Bulgular

Nanopartikiillerin goriintiilenmesi Boliim 2.2.5.6’da anlatilmis oldugu sekilde

SEM ve mikro-BT veya nano-BT ile goriintiilenmistir.

3.4.5.1. Nanopartikiillerin SEM ile Goriintillenmesine Ait Bulgular

Farkli

formiilasyon parametrelerinin partikiilin yiizey 6zellikleri,

etken maddeleri

iceren nanopartikiil

formiilasyonlarindan fakli

biiyiikliigli gibi

ozelliklerine etkisini anlayabilmek i¢in se¢ilen bazi formiilasyonlarin SEM analiz

sonuglar1 Sekil 3.44-Sekil 3.50 ile verilmistir.
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Sekil 3. 44. N11 (i¢ su faz1 1 mL, dis su faz1 % 0,3 PVA ile hazirlanmig) nanopartikiil formiilasyonuna
ait SEM goriintiileri (Soldan saga biiyiitme oranlari: x1000, x2500, x5000)

Sekil 3. 45. N12 (i¢ su faz1 500 pL olacak sekilde hazirlanmig) nanopartikiil formiilasyonuna ait SEM
goriintiileri (Soldan saga biiyiitme oranlari: x1000, x2500, x5000)

Sekil 3. 46. N15 (PCL ile hazirlanmis) nanopartikiil formiilasyonuna ait SEM goriintiileri (Soldan saga
biylitme oranlari: x1000, x2500, x5000)
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Sekil 3. 47. N18 (dis faz pH’s1 12 olarak ayarlanarak hazirlanmis) nanopartikiil formiilasyonuna ait
SEM goriintiileri (Soldan saga bilyiitme oranlari: x1000, x2500, x5000)

Sekil 3. 48. N20 (50 mg Klindamisin fosfat kullanilarak hazirlanmig) nanopartikiil formiilasyonuna ait
SEM gorintiileri (Soldan saga biiyiitme oranlari: x1000, x2500, x5000)

Sekil 3. 49. N25 (klindamisin fosfatin metanolde dagitilmasiyla hazirlanmig) nanopartikiil
formiilasyonuna ait SEM goriintiileri (Soldan saga biiylitme oranlari: x1000, x2500, x5000)
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Sekil 3. 50. N34 (klindamisin fosfat ve BMP-7 yi birarada igeren) nanopartikiil formiilasyonuna ait
SEM goriintiileri (Soldan saga bilyiitme oranlari: x1300, x3000, x50000)

3.4.5.2. Nanopartikiillerin Mikro-BT ve Nano-BT ile Goriintiillenmesine Ait
Bulgular

Hazirlanan nanopartikiiller {i¢ boyutlu incelenerek, formiilasyonlarda
degistirilen bazi1 parametrelerin nanopartikiillerin yapisal 6zelliklerine etkisi
incelenmistir. Analizlerin fakiiltemiz disinda ve yurt disinda yapilmasi nedeniyle bazi
formiilasyonlar segilerek {iizerinde calisilmistir (Sekil 3.51 — Sekil 3.63 ve
Cizelge 3.23).

Sekil 3. 51. N3 (dis su faz1 % 0,1 PVA) ve N11 (dis su faz1 % 0,3 PVA) formiilasyonlarina ait Mikro-
BT goriintiileri (a ve ¢ genel goriintii, b ve d yakilastirilmis goriintiiler)
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Sekil 3. 52. N12 (i¢ su faz1 500 pL olacak sekilde hazirlanmis) formiilasyonuna ait Nano-BT 2D
eksenel kesiti

Sekil 3. 53. N12 (i¢ su faz1 500 pL olacak sekilde hazirlanmis) formiilasyonuna ait 3D Nano-BT
goruntusu
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Sekil 3. 54. N12 (i¢ su faz1 500 pL olacak sekilde hazirlanmis) formiilasyonuna ait Nano-BT goriintiisii
(flgi alam belirlenmesi (a) rastgele segilmis bir partikiiliin 2D 6zelliklerine bakilmasi (b) ve yine tek
partikiiliin 3D goriintiisi (c))
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Sekil 3. 55. N15 (PCL ile hazirlanmis) formiilasyonuna ait Nano-BT 2D eksenel kesit

Sekil 3. 56. N15 (PCL ile hazirlanmis) formiilasyonuna ait 3D Nano-BT goriintiisii
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st 12 olarak ayarlanarak hazirlanmig) formiilasyonuna ait Nano-BT 2D

57. N18 (dis faz pH’

eksenel goriintii

Sekil 3

Sekil 3. 58. N18 (dis faz pH’s1 12 olarak ayarlanarak hazirlanmis) formiilasyonuna ait Nano-BT 3D

goruntusu
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Sekil 3. 59. N20 (50 mg klindamisin fosfat kullanilarak hazirlanmis) formiilasyonuna ait Nano-BT 2D
eksenel kesit goriintiisii

Sekil 3. 60. N20 (50 mg klindamisin fosfat kullanilarak hazirlanmis) formiilasyonuna ait Nano-BT 3D
goruntusu
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Sekil 3. 61. N20 (50 mg klindamisin fosfat kullanilarak hazirlanmig) formiilasyonuna ait nano-BT 2D
eksenel goriintiisiiniin boyuta gore renklendirilmesi

Sekil 3. 62. N25 (klindamisin fosfatin metanolde dagitilmasiyla hazirlanmig) formiilasyonuna ait nano-
BT 2D eksenel goriintiisii
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Sekil 3. 63. N25 (klindamisin fosfatin metanolde dagitilmasiyla hazirlanmis) formiilasyonuna ait nano-
BT 3D goriintiisii

Cizelge 3. 23. Nanopartikiiller i¢in se¢ilmis nano-BT analiz parametreleri

. Porozite Onala[n a
Formiilasyon SMI (%) }-"narlr‘]t)ikul capi
N11 31 13,9 -

N12 3,6 60,1 2374
N15 2,9 84,0 156,7
N18 3,8 87,3 162,3
N20 31 80,6 118,4
N25 3,6 76,3 196,2
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3.5. Nanopartikiil-Film ve  Nanopartikiil-Greft = Formiilasyonlarinin

Ozelliklerinin incelenmesine Ait Bulgular

Kombinasyon formiilasyonlarinin 6zellikleri Boliim 2.2.6°da anlatilmis oldugu

sekilde gergeklestirilmistir.

3.5.1. Kombinasyon Formiilasyonlarimin In vitro Coziinme Hizi1 Deneylerine Ait

Bulgular

Bolim 2.2.6.1°de anlatilmis oldugu sekilde gergeklestirilen kombinasyon
formiilasyonlarun in vitro ¢oziinme hizi deneylerine ait salim profilleri Sekil 3.64-

Sekil 3.68 ile gosterilmistir. Salim profilindeki etken madde BSA’dir.
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Siire (giin)

Sekil 3. 64. Nanopartikiil-film kombinasyon formiilasyonlarina ait in vitro ¢éziinme hiz1 grafikleri
(NF1: Film+BSA yiiklii nanopartikiil; NF2: Film+BSA ve klindamisin fosfat yiiklii nanopartikiil) (n=3)
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Sekil 3. 65. Nanopartikiil-greft kombinasyon formiilasyonlarina ait in vitro ¢éziinme hiz1 grafikleri
(NG1, Greft+BSA yiiklii nanopartikiil; NG2, Greft+BSA ve klindamisin fosfat yiiklii nanopartikiil)

(n=3)
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Siire (giin)

Sekil 3. 66. NG2 ((hem BSA hem klindamisin fosfat iceren nanopartikiil yiiklii greft) formiilasyonundan
klindamisin fosfat ve BSA ¢6ziinme hizlarinin kargilastirilmasi (n=3)
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Sekil 3. 67. Kombinasyon formiilasyonlar1 (BSA yikli NF1 ve NG1) ve kombinasyon

formiilasyonl

(n=3)
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miktar:

Sekil 3. 68.

arinda kullanilmis olan nanopartikiile (NBSAS3) ait ¢oziinme hizlarinin karsilastiriimasi

—--NF2
—-NBSA4
—x—NG2

0 7 14 21 28 35 42 49 56 63 70 77 84 91 98
Siire (giin)

Kombinasyon formiilasyonlar1 (BSA ve klindamisin fosfat yiikli NF2 ve NG2) ve

kombinasyon formiilasyonlarinda kullanilmig olan nanopartikiile (NBSA4) ait ¢oziinme hizlarinin
kargilastirilmasi (n=3)
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3.5.1.2. Kombinasyon Formiilasyonlarinin In vitro Salim Kinetiklerine Ait

Bulgular

In vitro ¢6ziinme hizi ¢aligmalarindan hareketle hesaplanmis olan kinetik

parametreleri Cizelge 3.24 ile gosterilmistir.

Cizelge 3. 24. In vitro ¢oziinme hiz1 deneyleri gerceklestirilen formiilasyonlardan model etken madde

olarak kullanilan BSA’nin in vitro salim kinetikleri

Kinetik modelleri | NBSA3 NBSA4  NF1 NF2 NG1 NG2
ko 0013 0023 002 0024 0009 0011
0 Derece r2 0502 0631 0585 0605 0636 0555
RSS | 1048 2086 2249 2560 315 663
SH | 0004 0005 0005 0006 0002 0,030
K 0561 0970 0931 1027 038 0,480
Higuchi r2 0892 0886 0850 0866 088 0,823
RSS | 430,01 6465 8134 8699 98,63 2632
SH | 0082 0101 0113 0117 0039 0,064
k 0354 0424 0471 0512 028 0,371
n 0321 0379 0359 0358 0243 0,285
PK:g;';seyer' r | oss 085 0774 075 0895 0,779
RSS | 0310 0344 0425 0460 0,109 0,262
SH | 0050 0053 0058 0061 0030 0,046
x 0155 0225 0237 025 008 0,127
Hixson- r2 0572 0807 075 079 0818 0714
Crowell RSS | 0,063 0120 0,119 0,126 0,014 0,028
SH | 0000 0000 0000 0000 0000 0,000

3.5.2. Kombinasyon Formiilasyonlarmm SEM ve Mikro-BT

Goriintiillenmelerine Ait Bulgular

ile

Nanopartikiil-greft (NG2) formiilasyonuna ve bos grefte ait SEM goriintiisii

Sekil 3.69 ile ve mikro-BT goriintiisii Sekil 3.70 ile gosterilmistir. Nanoartikiil-film

kombinasyon formiilasyonunun SEM goriintiisii ise Sekil 3.71 ile gosterilmistir.
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-c) ve NG2 (klindamisin fosfat ve BMP-7 igeren

nanpartikiil ile greft kombinasyonu) formiilasyonuna (d-f) ait SEM gorintiileri

69. Tek basina sentetik greft materyali (a

kil 3

Se
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4

Sekil 3. 70. Tek bagina greft (a), nanopartikiil-greft kombinasyonu (b) ve nanopartikiil-greft
kombinasyonun yakinlastirilmig (¢) mikro-BT goriintiisii

Sekil 3. 71. NF2 (klindamisin fosfat ve BMP7 igeren nanopartikiiliin filmle kombinasyonu)
formiilasyonuna ait SEM goriintiileri (Soldan saga biiyiitme oranlari: x60, x500, x13000)

3.6. Formiilasyonlarin In vivo Etkinligine Ait Bulgular

In vivo deneyler sonucu elde edilmis dokular mikro-BT ile goriintiilenerek

analizleri yapildiktan sonra histopatoloji deneyleri gerceklestirilmistir.

3.6.1. Dokularin Mikro-BT Analizine Ait Bulgular

Bolim 2.2.8.3’te anlatilmis oldugu sekilde gergeklestirilmis mikro-BT analiz
sonuglari, analiz agamasi (Sekil 3.72 — Sekil 3.76), yeni olusan kemik dokusu hacmi
(Cizelge 3.25) ve 3D goriintiiler (Sekil 3.77) ile gosterilmistir.
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Cizelge 3. 25. Mikro-BT analizleri sonucu yeni olusan kemik dokusu hacimleri

VOI - 2. hafta VOI - 4. hafta

Formiilasyon (mm?) (mm?)
Kontrol (-) 0,005 0,162
N33 0,201 0,305
N34 0,497 0,829
NF1 0,216 0,841
NF2 0,417 0,837
NG1 0,195 0,488
NG2 0,056 0,578

Sekil 3. 72. Mandibular kemik dokusunun mikro-BT ile goriintiilenmesi- 1: Mandibulanin eksenel dilimi
ve defektin tiim eksenlerden gézlenmesi
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Sekil 3. 73. Mandibular kemik dokusunun mikro-BT ile goriintiilenmesi-2: Mandibulanin eksenel dilimi
ve defektin gozlenmesi

Sekil 3. 74. Mandibular kemik dokusunun mikro-BT ile gorintiilenmesi-3: Sadece defektli bolgeyi
iceren ROI se¢imi
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Sekil 3. 75. Mandibular kemik dokusunun mikro-BT ile goriintiilenmesi-4: Goriintiiniin gri seviye
histogrami ve esiklenmesi

Sekil 3. 76. Mandibular kemik dokusunun mikro-BT ile gorintiilenmesi-5: Olusan yeni kemik
dokusunun tiim mandibuladan ayrilarak goriintiilenmesi ve hacminin hesaplanmasi
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Sekil 3. 77. Mandibulanin mikro-BT ile hazirlanmis 3D goriintiisii (a) ve kemik iyilesmesinin 3D
goriintil iizerinde gozlenmesi (b) (Goriintii, defektli bolgeye klindamisin fosfat ve BMP-7’yi birarada
igeren N34 nanopartikiil formiilasyonu uygulanmis rat mandibulasina aittir.)
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3.6.2. Dokularmn Patomorfolojik Analizlerine Ait Bulgular

Bolim 2.2.8.4.3’te anlatilmis olan sekilde gerceklestirilmis histopatolojik

analizlerin skorlama sonuglar1 Cizelge 3.26 ve Cizelge 3.27 ile gosterilmistir.

Cizelge 3. 26. Gruplara gore deneklerdeki makroskopik bulgularin ortalama skorlamasi

Yangisal . Dejeneratif-nekrotik ~ Anormal

Gruplar e sisiktikler <2nama  Kemiklesme g o0y ik er kemik yapisi
Kontrol + - + ++ _

N33 - - ++ } )

N34 - - ++ - -

NF1 - - + + -

NF2 - - + + -

NG1 - -

NG2 - - + GF -

Cizelge 3. 27. Gruplara gore deneklerdeki histopatolojik bulgularin ortalama skorlamasi

Dejeneratif-

Osteoblastik  Ossedoz  Kondrosit Fibrosit Kapillarizasyon  Yangi  nekrotik

Gruplar

proliferasyon nis proliferasyon proliferasyon degisiklikler
Kontrol + - B + ¥ ¥ -
N33 ++ ++ ++ - +++ - -
N34 +++ ++ ++ - +++ - -
NF1 ++ + + - ++ - +
NF2 +++ ++ + - ++ - +
NG1 ++ + - - ++ - +
NG2 ++ + - - ++ - +

Deney gruplarina gore elde edilmis olan gorsel histopatolojik bulgular Sekil 3.74

ile gosterilmistir.
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Nanopartikul

Greft Film

Kontrol

Sekil 3. 78. Deney gruplarma gore histopatolojik bulgular

N33; (a) Osteoblastik proliferasyon ve kapillarizasyon (oklar), x200, H&E, (b) kondromatéz yapidan
gelisen ossedz yapi (yildiz), x200, H&E.

N34; (a) Ossedz nis igerisinde yaygin osteoblastik proliferasyon (oklar), kapillarizasyon (ok baslar),
kondromatdz alan (yildiz), x100, H&E, (b) kondromatdz yapidan gelisen osse6z yapi (yildiz), x200,
H&E.

NF1; (a) Hafif derecede osteoblastik proliferasyon ve fibroblastik aktivite (ok), x100, H&E, (b)
kondromat6z yapidan gelisen ossedz yapi (yildiz), x200, H&E.

NF2; (a) Orta derecede osteoblastik proliferasyon ve kemik yapi (yildiz), x100, H&E, (b) osteoblastik
proliferasyon ve fokal kondromatdz alan (yildiz), x100, H&E.

NG1,; (a) Hafif derecede osteoblastik proliferasyon (ok) ve defekt alani ile disiik vaskiilarizasyon alani,
fokal ossedz nis (ok bast) x100, H&E (b) defektli alan ¢evresinde gelisen zayif ossedz yapi (yildiz),
x200, H&E

NG2; (a): Hafif derecede osteoblastik proliferasyon (ok) ve ¢evresinde genis defektle dolu dejenere-
nekrotik alan, x100, H&E. (b) defektli alan gevresinde gelisen fokal kondromatéz ve ossedz yapilar
(yildiz), x200, H&E.

Kontrol; (a) Kanama ve yangi hiicrelerini iceren defektli alan (ok), c¢evresinde kemikte hafif
vaskiilarizasyon alantyla birlikte dejenere ossedz yapi (ok baslari), x100, H&E. (b) Dejenere kemik yap1
(yildiz), defektli alanin ¢evresinde fibroblastik aktivite ve i¢ tarafinda ¢ok hafif derecede osteoblastik
proliferasyon (ok) ve defektli bolgeyi temizleyen osteoklastik hiicre (ok bast), x200, H&E.
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4. TARTISMA

4.1. Etken Maddeler Uzerinde Yapilan Calismalara Ait Bulgularin

Degerlendirilmesi

Klindamisin fosfat ve BMP-7 iizerinde gerceklestirilmis olan deneylere ait

bulgular ayr1 ayr1 degerlendirilmistir.

4.1.1. Klindamisin Fosfat Uzerinde Yapilan Calismalara Ait Bulgularin

Degerlendirilmesi

Klindamisin fosfatin Bliim 2.2.1.1°de anlatildig1 iizere gergeklestirilmis olan
DSC taramasi sonucunda 199,27 °C’de saf haldeki klindamisin fosfata ait endotermik
bir pik elde edilmistir (Sekil 3.1). Elde edilen bu degerin referans olarak kullanilmis
literatiirlerdeki degerlerle uyumlu oldugu tepit edilmistir (Tamaddon ve ark., 2015;
Vranic ve ark., 2007). Termogramda goriinmekte olan 94,36 °C’deki endotermik pik

ise maddenin igerisinde hapsolmus suya ait piktir.

Klindamisin fosfatin ¢6ziinme ortami iginde (pH 6,75 fosfat tamponu)
200-400 nm dalga boyu arahiginda spektrumu alindiginda maksimum absorbans
verdigi dalga boyu literatiirlerle uyumlu olarak 210 nm bulunmustur (Sekil 3.2)
(EP9.0; Ibrahim ve ark., 2017).

Klindamisin fosfatin miktar tayini lizerinde yapilmis olan detayli literatiir ve
farmakope taramasindan sonra HPLC yonteminin kullanlmasina karar verilmistir
(EP9.0; Ghaffari ve ark., 2015; lbrahim ve ark., 2017; Kilicarslan ve ark., 2014b).
Klindamisin fosfat i¢in Cizelge 2.1 ile gosterilmis olan ¢alisma kosullar1 kullanilarak
pH 6,75 fosfat tamponu ve % 0,3 PVA ortamlarindaki kalibrasyon caligsmalar1
gerceklestirilmis (Sekil 3.3 - Sekil 3.6) ve her iki ortam i¢in de determinasyon katsayisi
(r% 0,9999 olarak bulunmustur (Cizelge 3.1). Bire yakin olan r? degerleri HPLC
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kromatogramlarindan hesaplanan alan degerlerine karsilik gelen derisim degerlerinin

giivenilir oldugunu gostermistir.

Klindamisin fosfatin HPLC ile miktar tayinine yonelik analitik validasyon
caligmalar1 Boliim 2.2.3’te aciklandig1 sekilde gerceklestirilmistir. Yapilan dogruluk
ve geri elde caligmalarinda hesaplanan %BSS degerlerinin %2’den kiiciik olmasi
kullanilan miktar tayini yonteminin dogrulugunu gostermistir (Cizelge 3.2). Ayrica
yapilmis olan kesinlik ¢alismalari sonucunda Bolim 2.2.3.2 ‘de anlatildig1 sekilde
tekrarlanabilirlik ve ara kesinlik degerlendirilmis olup %BSS degerlerinin %2’den
kiigiik olmast kullanilan yontemin kesinligini ve terkrarlanabilirligini gostermistir
(Cizelge 3.3 ve Cizelge 3.4). Yontemin segiciliginin analizi igin formiilasyonda
kullanilan maddelerin tek basina ve etken madde ile hazirlanan karigimlar1t HPLC ile
analiz edilmis, girisim olmadigi tespit edilmistir. Boliim 2.2.3.4’te anlatildig1 sekilde
hesaplanmis olan teshis ve tayin alt sinirina ait bulgulara gére hem pH 6,75 fosfat
tamponu hem de % 0,3 PVA c¢ozeltisi ile elde edilmis LOD ve LOQ degerleri
kalibrasyon dogrusunu olusturan alt simirin (2 pg/mL) altinda yer almaktadir
(Cizelge 3.5). Bu da c¢ok Kkiiciik derisimlere kadar Ol¢lim yapilabilecegini
gostermektedir. Dogrusallik igin hazirlanan derisimlere karsilik gelen alan degerleri
kullanilarak elde edilen kalibrasyon dogrusu incelendiginde calisilan tiim derisimler
%95 giiven aralig1 icinde oldugu saptanmistir (Sekil 3.7). Validasyon calismasinin
sonuglar1 karar verilen analiz yontemi ile ¢aligma araliginda kullanilacak etken madde
miktarinin dogru ve tekrarlanabilir ve hizli bir sekilde analiz edilebilecegini

kanitlamistir.

4.1.2. BMP Uzerinde Yapilan Calismalara Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

BMP-7"nin kalibrasyonu i¢in hazirlanmig logaritmik grafik, analiz sertifikasinda
verilmis olan grafikle uyusmaktadir (Sekil 3.8 ve Sekil 3.9). Ayrica derisime karsi
absorbans degerlerinin gegirilmesi ile olusturulmus olan kalibrasyon grafigine ait r?
degerinin bire yakin olmast (r?=0,9991), calisilan yontemin giivenilirligini

kanitlamistir (Sekil 3.10).
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ELISA kit sertifikasinda yer alan ve Cizelge 3.6 ile gosterilmis olan validasyon
parametreleri ise bu yontemin BMP-7 analizi i¢in gilivenilir, segici, tekrarlanabilir

oldugunu gostermistir.

Ayrica BMP yerine kullanilan BSA i¢in de yapilmis olan kalibrasyon ile elde
edilmis olan kalibrasyon dogrusunun r?> degerinin bire yakin olmasi (r>=0,9981)

yontemin giivenilir oldugunu gostermistir (Sekil 3.11).

4.2. Film Formiilasyonlarinin Ozelliklerinin Incelenmesine Ait Bulgularm

Degerlendirilmesi

Hazirlanmis olan kitozan, aljinat ve aljinat-kitozan kompleks filmlerin

ozelliklerinin incelenmesine ait bulgular ayr1 ayr1 degerlendirilmistir.

4.2.1. Kitozan Filmlerin Ozelliklerinin Incelenmesine Ait Bulgularin

Degerlendirilmesi

Calismamizda farkli molekiil agirliklarinda (yiiksek (HC), orta (MC) ve diisiik
(LC)) kitozan kullanilmis ve asit ortamda ¢ozliniirliigii olan bu polimer, referanslardan
yola gikilarak asetik asit ile ¢6ziilmiis ve polimer ¢ozeltileri hazirlanmistir (Banerjee
ve Ganguly, 2019; Bettini ve ark., 2008; Kalaycioglu ve ark., 2017; Patra ve ark., 2016;
Sah ve ark., 2019). Kullanilacak asetik asitin derisimine karar vermek igin farkli
yiizdelerde (% 1, % 1,5 ve % 2 h/h) asetik asit ¢ozeltileri hazirlanmis ve 0,2 g MC
veya HC bu ¢ozeltilerde ¢oziilmiis ve Cizelge 2.2 ile gosterilmis olan (C1- C6) film

formiilasyonlar1 hazirlanmustir.
Viskozite agisindan degerlendirildiginde ayn1 molekiil agirligindaki kitozan ile

hazirlanmis filmlerde asetik asit derisiminin degismesiyle viskozitede bir degisim

olmazken, yiiksek molekiil agirlikli kitozan ile hazirlanan filmlerde (C4-C6) orta
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molekiil agirlikli kitozan ile hazirlanan filmlere gore (C1-C3) viskozitenin yaklagik iki

kat artmis oldugu gozlenmistir (Cizelge 3.7).

Filmlerin elastikiyet ve sertlikleri incelendiginde ise kirilgan yapisindan dolay1
formiilasyona bir plastizerin ilave edilmesi gerekmis ve bu amagla siklikla tercih
edilen propilen glikol (Ahmed ve ark., 2019; Xu ve ark., 2019) daha 6nceki film
calismalarimizdaki deneyimlerimiz de géz oOniinde bulundurularak (Kilicarslan ve
Gorgoz, 2012; Kilicarslan ve ark., 2014a) % 5 (h/h) olacak sekilde klindamisin fosfatin
da eklenmis oldugu film formiilasyonlarina ilave edilmistir (Cizelge 2.3). Sonucta bu
derisim ve miktarda PG kullanimiyla elastikiyet agisindan uygun filmler elde
edilebildigi tespit edilmistir. C1-C6 formiillerinden yola ¢ikilarak etken madde ve
plastizer igeren formiilasyonlar yine MC ve HC ile ve farkli derisimlerdeki asetik asit
ile hazirlanmis (C7-C12) (Cizelge 2.3.) ve bu formiilasyonlarda hangi derisimdeki
asetik asit ile kitozan ¢ozeltisi hazirlandiginda etken madde salimnda gozlenebilecek
farkliliklarin ayirt edici olabilecegi incelenmistir. Bunun iizerine Sekil 3.14 ve
Sekil 3.15 ile gosterilmis olan in vitro ¢oziinme hiz1 profillerine bakildiginda % 1 (C7
ve C10) ve % 2 (h/h) (C9 ve C12) derisimde asetik asit ile hazirlanmig
formiilasyonlarda kullanilan kitozanin molekiil agirliginin ¢éziinme hizi profiline
etkisinin gozlenemedigi (p > 0,05), fakat % 1,5 (a/h) derisimde asetik asit ile
hazirlanmis formiilasyonlarda (C8 ve C11) kullanilan polimer farkinin etkisinin
izlenebildigi gorilmistir (p < 0,05). Bu etki goz onilinde bulunduruldugunda
formiilasyonlara % 1,5 (a/h) derisimdeki asetik asit ile devam edilmesine karar

verilmistir.

Cizelge 3.7 ile gosterilmis oldugu gibi formiilasyonlara plastizerin ve etken
maddenin ilave edilmesi viskozite iizerinde anlamli bir degisiklik meydana
getirmemistir (Cl’de 0,40 + 0,01 Pas iken C7’de 0,38 =+ 0,03 Pas;
C2’de 0,41 £ 0,00 Pa.s iken C8’de 0,42 + 0,03 Pa.s; C3’te 0,52 + 0,00 Pa.s iken C9’da
0,55 + 0,00 Pa.ss) (p > 0,05). Ayrica filmlerin kalinliklar1 ve alinan kesitlerin
agirliklarinda da (Cizelge 3.7) hem polimer tipi degisimi hem de ¢6ziicii derisimi
degisimi ile anlamli bir degisim gozlenmemistir (p > 0,05). Islem etkinliginin ise

% 67,4 ile % 99,5 arasinda degistigi, MC ile elde edilen filmlerde islem etkinligi
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verilerinin HC ile elde edilenlere gore biraz daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.
Sisme derecelerinde ise polimer tipi ve asetik asit derisimi degisimi anlamli bir fark

yaratmamistir (Cizelge 3.10).

Kitozan film formiilasyonlarmin hazirlanacagi asetik asit derisimine karar
verildikten sonra (%1,5 h/h) polimer derisimi degistirilerek (% 1, % 2 ve % 3 (a/h))
yeni formiilasyonlar hazirlanmistir. HC ile yiiksek derisimde istenilen 6zelliklerde,
kolay dokiilebilir ve homojen kurutulabilir filmler elde edilemedigi i¢in ¢alismaya orta
molekiil agirlikli (C8, C13 ve C14) (Cizelge 2.4) ve diisiik molekiil agirlikli kitozan
(C15-C17) (Cizelge 2.5) ile devam edilmistir.

Cizelge 3.7 ile gosterilmis oldugu gibi polimer derisiminin % 1’den % 2’ye
cikmasiyla hem orta molekiil agirlikli  kitozan ((C8) 0,42 <+ 0,03;
(C13) 5,47 + 0,06 Pa.s), hem de diisiik molekiil agirlikli kitozan ((C15) 0,02 + 0,00;
(C16) 0,38 + 0,12 Pa.s) ile hazirlanmis olan filmlerde viskozite 10 kattan fazla
artmistir. Bu artisla birlikte kalinlik verileri ile kalinlik degerlerinin standart sapma
degerleri de artmustir (Cizelge 3.7). Ayrica derisim artis1 ile birlikte film
formiilasyonlarindan alinan 3,5 mm ¢apindaki film kesitlerinin agirhigi da artmistir.
Bununla birlikte polimer derisiminin % 1’den % 3’¢ artirilmasi ile % islem etkinligi
orta molekiil agirlikli kitozan ile hazirlanan film formiilasyonlarinda 98,8 + 3,67’den
58,6 = 11,4%¢, disiik molekiill agirlikli kitozan ile hazirlanan filmlerde ise
97,2 £ 12,5’ten 76,5 + 2,22’ye diismiistiir. Bu sonu¢ da etken madde miktar1 sabit

tutulurken formiilasyondaki polimer derisiminin artisinda beklenen bir durumdur.

Kitozan filmlerin sisme 6zellikleri Bolim 2.2.4.8’de anlatilmis oldugu sekilde
incelenmis elde edilen veriler Esitlik 2.5’te yerine koyularak Cizelge 3.10 ile
gosterilmis olan veriler elde edilmistir. Filmler in vitro ¢6ziinme hizi deneyiyle ayni
zaman araliklarinda tampon ortamindan alinarak tartilmistir. Tim  film
formiilasyonlarinin in vitro ¢éziinme hizi sonuglari goz 6niine alindiginda ilk iki saatte
formiilasyondaki etken maddenin yaklasik % 50’sinden daha fazlasinin ¢oziinerek
ortama salindig1r gozlendigi i¢in % sisme dereceleri ilk iki saat verileri olarak

verilmistir (Cizelge 3.10). Bu verilere gore % 1 yiiksek (C11), % 1 orta (C8) ve % 1
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diisiik molekiil agirlikli kitozan (C15) ile hazirlanmis olan filmlerin sisme dereceleri
kiyaslandiginda C15 formiilasyonundaki % sisme derecesinin (266,4 + 59,24) anlaml

derecede yiiksek oldugu sonucuna vartlmstir (p < 0,05).

In vitro ¢6ziinme hiz1 verileri karsilastirildiginda diisiik molekiil agirlikli kitozan
ile hazirlanmig olan filmlerde derisimin artmasi ¢dziinme hizi profilinde belirgin bir
fark yaratmazken (Sekil 3.16), orta molekiil agirlikli kitozan ile hazirlanmis
formiilasyonlarda ilk bir saatteki etken madde salim hizi, derisim artis1 ile
yavaglatilabilmis olsa da, % 1 derisimde kitozan kullanilmis olan formiilasyonla (C8)
sekiz saat boyunca kontrollii salim saglanabilmistir (Sekil 3.17). Farkli molekiil
agirhgindaki % 1 derisimdeki filmler kiyaslandiginda ise en yavas etken madde
saliminin orta molekiil agirlikli kitozan ile (C8) saglanabildigi gozlenmistir (Sekil

3.17).

Farklt molekiil agirlikli kitozan ile hazirlanmis olan filmler kiyaslandiginda
hedeflenen sisme, yiikleme etkinligi ve salim profiline en yakin degerler orta ve diisiik
molekiil agirlikli kitozan ile elde edilebilmistir. Fakat ana hedef olan 12 saate kadar

salim tek basina kitozan kullanilarak elde edilememistir.

4.2.2. Aljinat Filmlerin Ozelliklerinin Incelenmesine Ait Bulgularin

Degerlendirilmesi

Calismada diisik ve orta viskoziteli sodyum aljinat kullanilarak film
formiilasyonlar1 hazirlanmigtir. Bunun igin dncelikle % 1 (a/h) sodyum aljinat i¢eren
(A1) film formiilasyonu hazirlanmis, yapist ve esnekligi incelenmistir. Kitozan
filmlerde oldugu gibi elde edilen bu film kirilgan oldugu i¢in formiilasyona plastizer
(% 5 (h/h) propilen glikol) ilave edilmistir. Diisiik viskoziteli ve orta viskoziteli
sodyum aljinatin farkli derisimleri ile (% 1, % 2, % 3 ve % 4 (a/h)) olusturulmus
¢ozeltileri ile hazirlanmis film formiilasyonlar1 Cizelge 2.6 (Al - A5) ve Cizelge 2.7
(A6 - A9) ile gosterilmistir.
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Cizelge 3.8’de verilmis olan viskozluk verilerine gore aljinat derisiminin artmasi
ile viskozite de artmig (0,18+ 0,03 Pa.s (A2) -5,82+ 0,03 Pa.s (A9)) ve bu degisim en
fazla orta viskoziteye sahip aljinat ile hazirlanmis olan filmlerde gozlenmistir (A6 -
A9). Yine Cizelge 3.8’¢ gore her iki aljinat tiirii icin de filmlerin kalinlik ve
agirliklariin her iki molekiil agirligindaki aljinat i¢in de polimer derisimindeki artisa
paralel olarak arttig1 tespit edilmis, en biiyiik artis derisim % 1’den % 4’e ¢iktiginda
gozlenmistir (p < 0,05).

Sodyum aljinat ile hazirlanmis olan filmlerde de kitozan ile hazirlanan
filmlerdeki gibi islem etkinligi derisim artis1 ile birlikte azalmistir (% 1 derisimde
diisiik viskoziteli aljinatla hazirlanmis film (A2) i¢in % islem etkinligi 99,3 + 7,54
iken, % 4 derisimde hazirlanmis film (AS) i¢in 88,7 + 2,97; % 4 derisimde orta
viskoziteli aljinatla hazirlanmig film (A6) i¢in % islem etkinligi 93,6 + 7,16 iken, % 4
derisimde hazirlanmis film (AS5) i¢in 86,5 = 3,22°dir.) (Cizelge 3.11).

Sodyum aljinatin suda c¢ok iyi ¢oziinmesi sebebi ile tampon ortamina konulan
aljinat filmlerin yapisi ilk yarim saat igerisinde bozulmus, bu sebeple sisme derecesi

hesaplanamamustir (Cizelge 3.11).

Sekil 3.19 ile gosterilmis oldugu gibi farkli derisimlerde diisiik viskoziteli aljinat
ile hazirlanmis olan filmlerde in vitro etken madde ¢oziinme hizinda anlaml farklilik
gozlenmemis ve salim alt1 saate kadar siirdiiriilebilmistir. Orta viskoziteli aljinat ile
hazirlanmis olan filmlere bakildiginda ise derisim artis1 ile salim hizinin
yavaglatilabildigi ve en yavas salimm % 4 (a/h) derisimdeki aljinat ¢ozeltisi ile
hazirlanmig formiilasyonla (A9) elde edildigi gbzlenmistir. % 1 polimer igeren
formiilde etken maddenin %100’{inilin 3 saate aciga ciktig1, ancak polimer miktarinin
%4’e ¢ikmasi ile (A9) 8 saatte ancak % 78,48’e kadar etken maddenin agiga ¢iktigi
tespit edilmistir (Sekil 3.20).
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4.2.3. Aljinat-Kitozan Kompleks Filmlerin Hazirlanmasi1 ve Ozelliklerinin

Incelenmesine Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

Onformiilasyon calismalarimizin ilk asamasinda katyonik bir polimer olan
kitozan ve anyonik bir polimer olan aljinat ayri ayri film haline getirilmis, fakat
formiilasyonlarin uygulanmasmin disiiniildiigii dis olugunu ya da maksillofasiyal
implant ameliyatlarindaki uygulamanin yapilacagi ortamu in vitro taklit eden ortamda
filmlerin fiziksel dayanikliliklarini uzun siire koruyamamasi, etken madde saliminin
en fazla sekiz saate kadar uzatilabilmesi gibi sebeplerle olusturulan ilag salim
sisteminin hem daha dayanikli hale getirilmesi hem de salimin uzatilabilmesi i¢in

polielektrolit kompleks (PEC) olusturulmasi diigiiniilmiistiir.

Kitozan ve aljinatla PEC olusturulmasi i¢in kullanilan yontem iyonotropik
jelasyondur (Algul ve ark., 2015; Kilicarslan ve ark., 2018; Komoto ve ark., 2019; Wu
ve ark., 2018). Bizim ¢alismamizda PEC filmler sodyum aljinatin karboksil (-COOH)
ve kitozanin amin (-NH2) gruplarinin elektrostatik etkilesime girmesi saglanarak elde
edilmistir. Aljinatla kompleks olusturan Ca*? kaynagi olan CaCl, kompleksasyon
isleminde siklikla ¢apraz baglayici olarak kullanilmaktadir (Banerjee ve Ganguly,
2019; Madhumathi ve ark., 2018; Mirtic ve ark., 2018; Prakash ve ark., 2019). Bu
sebeple ¢alismamizda olusacak kompleks yapmin dayanikliligini arttirmak igin
formiilasyona CaCl, eklenmesi uygun bulunmustur. Prakash ve ark. (2019) yaptiklar
calismada periodontal kemik defektlerinin tedavisinde kullanilmak tizere
olusturduklart amoksisilin yiikli PVA-aljinat filmleri % 10 CaCl; igine daldirarak
capraz baglamiglardir (Prakash ve ark., 2019). Alsharabasy ve ark. (2016) hazirlamig
olduklar1 komplekse de % 2 CaClzilave etmis ve bu islemin aljinatin stabilizasyonunu
da sagladigini belirtmislerdir (Alsharabasy ve ark., 2016). Fakat ¢alismamizda etken
maddenin olusturulacak kompleks yapinin igerisine yiiklenmesi ve kompleks yapimnin
koaservatlar halinde film iginde dagilmasi amaglandigi i¢in CaCl: kitozan ¢ozeltisi
icinde ¢Oziilmiis ve aljinat ¢ozeltisi ile bu ¢ozelti igerisinde etkilesime girmesi

saglanmistir.
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Eklenmis CaClz miktarinin, jelin kurutulmasindan sonra olugsmasi beklenen film
yapisini da sertlestirecek bir miktarda olmasini engellemek i¢in yapilan 6n denemeler
sonucunda formiilasyonun son hacminin (20 mL) % 1’i (a/h) kadar CaClz’nin

formiilasyona ilave edilmesi uygun bulunmustur.

Caligmada aljinat ve kitozanin birbiri ile karigtirilmasi i¢in manyetik karistirict
ve UltraTurrax homojenizatdr denenmis fakat olusan kompleks yap1 homojen sekilde
dagitilamamistir. Homojen karistirmay1 saglayabilmek icin kitozan ¢ozeltisi enjektor
yardimiyla aljinat ¢6zeltisi icerisine damla damla eklenip prob sonikatorle
karistirilmistir. Ardindan olusan bu karigimin istenilen homojen yapiya getirilebilmesi
icin tekrar UltraTurrax ile karigtirtlmistir (Bolim 2.2.4.3) (Sekil 2.3).

Hazirlama yontemine karar verildikten sonra istenen kompleksasyonun homojen
olmas1 ve istenen film Ozelliklerine sahip formiilasyonun elde edilebilmesi i¢in
formiilasyon parametreleri iizerinde degisiklikler yapilmustir. Oncelikle esit hacimde
(10’ar mL) ve esit derisimde (% 0,5 veya % 1) alijnat ve kitozan ¢ozeltilerinin
karistirilmasi denenmis (Cizelge 2.10), oldukca viskoz bir karisim elde edilmistir. Bu
asir1 viskozite artisinin sebebi kitozan ve aljinatin ayn1 hacimde kullanilmasiyla tiim
polimerin kompleks haline gelmesi ve ortamda film yapisini olusturabilecek serbest
polimer kalmamasi seklinde agiklanabilir. Alsharabasy ve ark. (2016) da bu bulguyu
destekleyecek sekilde, kendi ¢alismalarinda kompleksasyon reaksiyonuna girmemis
polimerin koaservat olusumunu destekleyen film ortamini olusturdugunu, bu nedenle
farkli miktarlarda polimerin bir araya getirilmesi gerektigini belirtmislerdir
(Alsharabasy ve ark., 2016). Bu sebeple polimer derisimi ve hacminin degistirilerek

formiilasyonlarin hazirlanmasina karar verilmistir.

Formiilasyonlar aljinat ¢ozeltisinin hem orta hem disiik molekiil agirlikli
kitozanla esit derisimde (% 1, % 2 ve % 3) fakat yiiksek kitozan hacmi (AC14-AC19)
(15 mL MC veya LC, 5 mL aljinat ¢ozeltisi) (Cizelge 2.11) veya yiiksek aljinat hacmi
(AC20 — AC25) (15 mL aljinat, 5 mL MC veya LC g¢ozeltisi) (Cizelge 2.12)
kullanilarak hazirlanmistir. Daha sonra kitozanin (Cizelge 2.13) veya aljinatin

(Cizelge 2.14) derisimi sabit tutularak formiilasyonlar hazirlanmistir.
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4.2.3.1. Aljinat-Kitozan Kompleks Film Formiilasyonlarinda DSC ve FTIR

Analizlerine Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

DSC ve FTIR analizleri Bolim 2.2.4.3.1°de anlatilmis oldugu sekilde
gerceklestirilmis ve analizlerin sonuglarina ait bulgular Sekil 3.12 ve Sekil 3.13 ile

gosterilmistir.

DSC analizlerine gore elde edilen termogramlarda klindamisin fosfata ait
termogramda 199,13 °C’deki endotermik pik ve sonrasinda maddenin
dekompozisyonu gozlenmistir. Aljinata ait egzotermik pik ise 251,53 °C’de
gozlenmistir. Termogramda kitozana ait pikin literatiirle uyumlu sekilde 280 °C’den
sonra olustugu gozlenmistir (Kilicarslan ve ark., 2014b; Sankalia ve ark., 2007).
Olusturulmus olan kompleks filmlerde ise ne etkin maddeye ne de kullanilan
polimerlere ait endotermik veya egzotermik bir pik gézlenmemistir (Sekil 3.12). Bu
durum etken maddenin kompleks film igerisinde kristal formada olmadigini, amorf

hale gectigini gostermektedir.

FTIR analizlerine gore, klindamisin fosfatin pik noktalar1 iskelet titresimlerinin
varliginda, 1600 cm™ ve 600 cm™ arasindaki parmak izi bolgesinde gozlenmistir
(Sekil 3.13.a). Bu bolgedeki bant grubu (1566,3 cm~*ve 1519,9 cm™) C=C baginin
gerilme titresimleri ile iliskilidir (Sekil 3.13.a, e, f ve g) (Patel ve Patel, 2015;
Tamaddon ve ark., 2015). Orta molekiil agirlikli kitozana (Sekil 3.13.b) ve diisiik
molekiil agirhikli kitozana (Sekil 3.13.c) ait 1651,1 cm™ ve 1597,1 cm™? civarinda
bulunan pikler, sirastyla N—H grubunun amid I ve amid II bantlart ile ilgilidir (Sun ve
digerleri, 2018). Sekil 3.13.d ile gosterilmis olan spektrumda 1612,5 cm™ ve
1419,7 cmde yer alan pikler, sodyum aljinat icin -C— ve —COOH gerilme
titresimleriyle ilgilidir (Kilicarslan ve ark., 2018). Polielektrolit kompleks
olusumundan sonra, 1651,1 cm™ ve 1597,1 cm™' deki kitozana ait bantlar iist iiste
binmis ve 1612,5 cm™ ve 1419,7 cm™'de sodyum aljinata ait pikler genislemis ve
AC15°te 1651,1 cm™ ve 1458,2 cm™e (Sekil 3.13.e), AC21°de 1627,9 cm? ve
1458,2 cm™’e (Sekil 3.13.f) ve AC18'de 1635,7 cm™ ve 1458,2 cm™’e (Sekil 3.13.9)

kaymistir. Bantlardaki kayma ve genisleme, komplekslesmeden sonra protonlanmis
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aminlerdeki asimetrik ve simetrik N-H deformasyon titresimleri, amid I ve amid Il
bantlarindaki ve karboksilat iyonlarina ait asimetrik gerilme titresimleri ile
aciklanabilir (Gierszewska ve ark., 2018; Yan ve ark., 2001). -COOH gruplarina
karsilik gelen piklerdeki degisimler aljinat i¢in komplekslesmeyi gostermistir (Mirtic
ve ark., 2018). Literatiire gore (Mirtic ve ark., 2018), asimetrik C=0O gerilmesine ait
pik, iki degerli iyonlarin varliginda daha yiiksek bir degere kayabilir (Ca*? icin
1635 cm™ olarak verilmis deger bizim bulgularimizla uyumludur). 1419 cm™'deki bant
da daha yiiksek bir degere kaymis, ¢apraz baglayici ile aljinat arasindaki etkilesimi
yeniden gostermistir (Kilicarslan ve ark., 2018). Sonug¢ olarak IR bulgulari

kompleksasyon olugsumunu kanitlar sekildedir.

4.2.3.2. Aljinat-Kitozan Kompleks Film Formiilasyonlarinda Viskozite, Kalinlk,
Islem Etkinligi, Yiizey Ozellikleri ve Sisme Ozelliklerine Ait Bulgularin

Degerlendirilmesi

Film formiilasyonlarinin kurutulmadan onceki viskoziteleri incelendiginde
derisim artis1 ile her bir grup kendi i¢inde olmak iizere (Cizelge 2.11 — Cizelge 2.14)
viskozitenin artmis oldugu gobzlenmistir (Cizelge 3.9). Kompleks film
formiilasyonlarinin kalinliklar1 445,0 £33,91 um (AC14) ve 1903 +254,9 um (AC27)
araligindadir. 15 mL orta molekiil agirlikli kitozan (AC16 ve AC27) ve diisiik molekiil
agirlikli kitozan (AC18 ve AC19) ile hazirlanan formiilasyonlar Sekil 3.30 ile
gosterilmis oldugu gibi yiliksek piiriizliilige sahiptir. Kullanilan aljinat:kitozan
¢ozeltisi hacminin degistirilmesi ile elde edilen filmlerin (AC14 ve AC20; ACI15 ve
AC21; ACI16 ve AC22) ortalama kalinlik degerleri arasinda anlamli bir fark
bulunmamis olsa da (p > 0,05), yiiksek piiriizliiliige sahip filmlerin kalinlik
degerlerinin arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (AC16, AC27,
AC18 ve AC19) (p < 0,05) (Cizelge 3.9). Aljinat ve diisitk molekiil agirlikli kitozan
ile hazirlanan formiilasyonlarda, aljinat hacmi kitozan hacminin 3 kat1 iken (15 mL)
diger formiilasyonlara gore daha diizgiin bir yiizey elde edilmistir (AC23-AC33)
(Sekil 3.30).
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Hacmin kompleksasyon olusumu iizerindeki etkisinin incelenmesi i¢in orta
molekil agirlikli kitozan kullanilarak sabit aljinat : kitozan (% 2 : % 2) derisiminde
hazirlanmig olan AC15 (15 mL kitozan ve 5 mL aljinat) ve AC21 (5 mL kitozan ve
15 mL aljinat) formiilasyonlarinin SEM goriintiileri incelenmistir (sirasiyla Sekil 3.30
ve Sekil 3.31). Sekil 3.31°’de goriilecegi gibi AC21 formiilasyonunda film icinde

mikropartikiiler koaservatlarin meydana geldigi gézlenmistir.

Cizelge 3.12 ile gosterilmis oldugu gibi formiilasyondaki toplam aljinat ve
Kitozan derigimi arttikga islem etkinligi de (AC14 (%56,6 + 6,84) ve AC16
(% 74,7 £ 14,7) ; AC 20 (% 71,5 + 6,61) ve AC 22 (% 79,4 + 10,4)) artmustir. Ancak,
film formiilasyonlarmin % islem etkinliginde istatistiksel olarak anlamli fark

bulunmamustir (p > 0,05).

Yan ve ark. (2001), kitozan zincirindeki amino gruplar aljinat zincirindeki
karboksil gruplarina yakin oldugunda koaservasyonun daha kolay olustugunu, baska
bir deyisle, polimerin molekiil agirligi disiik oldugunda, reaksiyon daha kolay
ilerledigini belirtmislerdir. Aljinat ve kitozan ile olusturduklari kompleksasyon
calismalar1 sonucunda da diisiik molekiil agirlikli kitozan ile olusturduklari kompleks
film yapisinin orta molekiil agirlikli kitozan ile olusandan daha diizgiin oldugunu
belirtmislerdir. Bizim c¢alismamizda da aljinat-diisik molekiil agirlikli kitozan
karisimiyla daha homojen ve daha siit benzeri jeller elde edilmistir. Ayrica, diisiik
molekiil agirliklt  kitozan ile hazirlanan formiilasyonlar kendi aralarinda
incelendiginde, 5 mL Kkitozan (AC23-AC33) ile hazirlanan filmlerin daha homojen
oldugu sonucuna varilmstir. Ote yandan, hazirlanan formiilasyonlarda diisiik molekiil
agirlikli kitozanin derisimi % 1'den yiiksek oldugunda daha dokulu filmlerin olustugu
Sekil 3.30°da goriilebilmektedir. Bu sonuglar, diger bazi arastirmacilar tarafindan da
ifade edildigi gibi, kitozan ve aljinatin miktarinin, derisiminin ve hacim oraninin,
molekiil agirligi ve polimer zinciri ile birlikte kompleks yapisinin olusumunu
etkiledigini ortaya koymustur (W. Sun ve ark., 2018; Unagolla ve Jayasuriya, 2018;
Yan ve ark., 2001).
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Kompleks filmlerin sisme 6zellikleri incelendiginde ise esit derisimde 15 mL
aljinat ve 5 mL kitozan ¢ozeltisi ile hazirlanmig formiilasyonlar (AC20-AC22 ve
AC23-AC25), aljinatin yiliksek su tutma kapasitesi dolayisiyla iki saat iginde
¢Oziinmiis, yapinin biitiinliigii korunamadigi i¢in sisme dereceleri tespit edilememistir
(Cizelge 3.12). En diisik % sisme dereceleri, 5 mL aljinatin kullanildigt AC14
(% 88,10 = 542), AC17 (% 44,70 £ 12,9) ve AC26 (% 17,30 + 7,75) formiilasyonlari
ile elde edilmistir. Bununla birlikte, 15 mL aljinat ve 5 mL kitozan kullanilan ve
aljinat:kitozan derisimi 2:1 (AC28 ve AC32) ve 3:1 (AC29 ve AC33) oldugunda,
Conzatti ve ark. (2017)’nin da belirtmis oldugu gibi, en yiiksek sisme dereceleri elde
edilmistir  (p < 0,05) (Cizelge 3.12) (Conzatti ve ark., 2017).

4.2.3.3. Aljinat-Kitozan Kompleks Film Formiilasyonlarinin Mikro-BT ile

Yapisal Analizine Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

AC15, AC18, AC21 ve AC33 formiilasyonlarina ait kesitlerin mikro-BT
goriintiileri, Sekil 3.33 - Sekil 3.35 ile gosterilmistir. Ug boyutlu goriintiiler elde
edildikten sonra film numunesinin toplam hacmi (TV), film igerisinde olusturulmus
koaservat hacmi (Obj.V) ve sekil faktori (SMI), film numunesi igerisindeki
koaservatin kapladigi hacmin % olarak degeri (% Obj.V/TV), maksimum ve minimum
boyut, NRecon ve CTAn yazilimlar1 kullanilarak hesaplanmistir (Cizelge 3.18). Elde
edilen 3D gorintiiler ile film igerisinde olusan koaservatlarin kiiresel yapiya yakin
oldugu goriilmistiir. SMI degerlerine gore de analiz edilen tiim filmin plaka benzeri
(SMI = 0,03-0,21 aras1) ve film igerisinde dagilmis koaservatlarin da plaka ve ¢ubuk
yapisi arasinda bir yapida oldugu (SMI = 1,75-1,23 aras1) belirlenmistir. Esit derisimde
(% 2 : % 2) kitozan (15 mL) ve aljinat (5 mL) ¢6zeltisi kullanilarak olusturulan film
formiilasyonlar1 (AC15 ve ACI18) igerisinde olusturulmus koaservatlar
kiyaslandiginda diisiik molekiil agirligindaki kitozan ile olusturulmus koaservatlarin
(AC18) ortalama boyutunun 3 kat daha kiiciikk oldugu belirlenmistir (224 pm)
(Cizelge 3.18) (Sekil 3.33). Aljinat ¢ozeltisi hacmi 15 mL, kitozan ¢ozeltisi hacmi
5 mL ve polimer derisimleri % 2 iken olusturulmus film (AC21) (% 8,51) igerisindeki
koaservatin taranan tiim film igerisindeki yiizdesi (Obj.V/TV), 15 mL kitozan 5 mL
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aljinat kullanilarak hazirlanmig film (AC15) (% 6,19) igerisindeki koaservat
yiizdesinden daha fazladir (Cizelge 3.18) (Sekil 3.34). Ayrica ortalama koaservat ¢api
da yaklasik ii¢ kat daha kiigliktiir (AC21 i¢in 289 um, AC15 igin 682 um). Bu veriler
hem diisiik molekiil agirlikli kitozanla hem de daha yiiksek hacimdeki aljinatla daha
kiigiik boyutta koaservatlarin olusturulabilecegi fikrini dogurmustur. AC 33
formiilasyonu ile de elde edilmis 3D goriintii (Sekil 3.35) ve elde edilmis ve
% Obj.V/TV (% 38,1) degeri ile bu fikir desteklenmistir. Bu analizler kompleks film
yapisinin mikro-BT ile 3D goriintiileme sayesinde daha net bir sekilde anlagilmasinin
miimkiin olabilecegini kanitlamistir. Ilag tastyict sistemlerde mikro-BT ile daha 6nce
boyle bir inceleme yapilmamis olup, calismamizda elde edilen bu sonuglar literatiirde

bir ilk olup, arastirmacilara ileride yapilacak caligmalari i¢in 6rnek teskil edebilecektir.

4.2.3.4. Aljinat-Kitozan Kompleks Film Formiilasyonlarimmin In vitro Adezif

Ozelliklerin Incelenmesine Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

Calismamizda hazirlanmis olan PEC filmler hem periodontal cep igine
uygulanmast hem de implant sonrasi cerrahi bolgeye uygulama diisiintilerek
tasarlanmustir. Lokal periodontal formiilasyonlarin dokusal (tekstiir) 6zellikleri, sadece
uygulama bolgesinde dayanikliligi saglamak i¢in degil, aym1 zamanda hasta
uyuncunda da 6nemli bir rol oynamaktadir. Aljinat ve kitozanla olusturulan polimerik
kompleksler, bu polimerlerin doku uyumlulugunun yani sira formiilasyonun uygulama
bolgesinde uzun siire kalabilmesinin saglanmasi icin adezif 6zellikleri de g6z oniinde
bulundurularak se¢ilmistir. Kompleks filmlerin in vitro adezif 6zelliklerine iliskin
veriler Cizelge 3.17 ile gosterilmistir. Bu degerler Sekil 3.29 ile gosterilmis oldugu
tizere, elde edilen grafikteki pik noktasi (adeziflik) ve garfikteki egri altindaki alan
(adezyon isi) degerleri hesaplanarak bulunmustur. Verilere gore polimer tipi,
formiilasyonlarin adezif ozelliklerini oldukg¢a etkilemistir. Aljinat ¢ozeltisi hacmi
diigiik tutuldugunda, orta molekiil agirlikli kitozan ile hazirlanan filmler (AC14-
ACL16), diisiik molekiil agirlikli kitozan ile hazirlanan filmlere (AC17-AC19) kiyasla
daha yiiksek adezyon gostermistir. Diisilk molekiil agirlikli kitozan kullanilarak

hazirlanan filmlerde, aljinat yiiksek hacimde kullanildiginda daha yiiksek adezyon
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gostermislerdir (AC23-AC25). Ayrica, diisiik hacimli aljinat ¢6zeltisi ile hazirlanan
tiim filmlerde nispeten zayif adezif 6zellik gozlenmistir (Cizelge 3.17). Bu sonuglar,
polimerler arasinda meydana gelen iyonik kompleksasyon miktar: ile agiklanabilir.
Literatiire gore, kitozan ve aljinik asit neredeyse esdeger miktarda iyonik gruba
sahiptir (kitozan tizerindeki amino gruplarinin miktari, aljinattaki karboksil gruplarinin
miktarina neredeyse esdegerdir). Bu gruplar kompleks olusturduktan sonra, adezif ve
esnek bir film yapisinin saglanmast i¢in kitozan veya aljinatin bir kisminin tepkimeye
girmeden kalmasi gerekmektedir (Meng ve ark., 2010). Bu durumda aljinat diisiik

miktarda kullanildiginda, kompleks filmin adezif 6zellikleri kitozana bagimli olur.

Lai ve ark. (2003), kitozan ve aljinat ile kompleks yapinin olusmasi ile kopma
kuvvetinin 6nemli oOlglide diistiglinii, Miyazaki ve ark. (1995), kitozan-aljinat
tabletlerde, aljinat oraninin formiilasyonlarda arttirilmasiyla daha adezif tabletlerin
elde edildigini belirtmislerdir. Benzer sekilde, hacimdeki ve aljinat derisimindeki artis,
calismamizdaki filmlerin adezif 6zelliklerini olumlu yonde etkilemistir (Lai ve ark.,
2003; Miyazaki ve ark., 1995).

% 2 ve % 1 derisimdeki 15 mL kitozan ¢ozeltisi ve % 2 derisimde 5 mL aljinat
cozeltisi ile hazirlanmis AC15 ve AC26 formiilasyonlar1 i¢in kopma kuvvetleri
arasindaki farkin (sirastyla 0,454 + 0,118 ve 1,275 + 0,468) anlamli oldugu
bulunmustur (p < 0,05). Adezyon, diisiik molekiil agirlikli kitozanla olusturulmus tiim
formiilasyonlarda en diisiik kitozan ve en yiiksek aljinat miktar1 (AC25 ve AC33)
kullanildiginda 6nemli bir artig géstermistir (p < 0,05). Ayrica, AC20 ve AC27 harig,
toplam aljinat derisimindeki artis ile adeziflik artmis ve aljinat ve diisiik molekiil
agirliklt kitozan kullanilarak hazirlanan formiilasyonlar daha iyi adezif 6zellikler
gostermistir  (AC32 (1,047 + 0,330 N), AC33 (1,530 + 0,408) ve AC40
(1,113 £ 0,032)).

Wong ve ark. (1999) kitozanin aljinata kiyasla bu zayif adezif 6zelliginin,
adezyon mekanizmalarindaki farkliliklarla agiklanabildigini ifade etmistir (Wong ve
ark., 1999). Aljinat, yapisindaki -COOH fonksiyonel gruplari nedeniyle hidrojen bagi

ile orta derecede mukoadezif Gzellige sahip olan bir anyonik polimerdir. -NH>
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fonksiyonel gruplarina sahip katyonik bir polimer olan kitozan, adezif 6zelliklerini,
mukus veya miisinin negatif iyonlari ile iyonik olarak etkilesime girerek adezif 6zellik
gostermektedir (Andrews ve ark., 2009). Kitozan ve aljinatin iyonik yiizleri arasindaki
denge, pH seviyesindeki cesitlilik nedeniyle degismistir. pH seviyesi yiiksekse,
poliiyonik kompleks difiizyon yoluyla suyu emebilir ve kompleksin i¢indeki aljinatin
-COOH gruplan diisik pKa degerli aljinik asit nedeniyle iyonize -edilebilir
(pKa = 3,38-3,65). Ek olarak, matris membran iyonik bir jel gibi davranabilir. Bunun
aksine, kitozanin arta kalan -NH. gruplar1 diisik pH degerlerinde (pH 6,0 altinda)
protonlanip -NH3®" 'ya doniiselebilir ve bdylece iyonik etkilesim artar. Ortamin pH
seviyesi, kitozanin pKa degerinin iizerindeyken, iyonlagsma derecesi ve polimerin
adezifligi azalir (Meng ve ark., 2010; Shu ve ark., 2001).

Calismamizda, aljinat filmlerin adezif o6zellikleri, kitozandan daha etkili
bulunmustur. Aljinat yiiksek hacimde kullanilirken, diisiik miktarda diisitk molekiil
agirhikli  kitozan kullanilan formiilasyonlarm (AC25 (1,774 + 0,315 N ve
0,180 + 0,027 N.mm) ve AC33 (1,530 + 0,408 N ve 0,127 + 0,047 N.mm)) adezif

oOzellikleri en iyi olan formiilasyonlar olduguna karar verilmistir (Cizelge 3.17).

4.2.3.5. Aljinat-Kitozan Kompleks Film Formiilasyonlarimin In vitro Coéziinme

Hiz1 ve In vitro Salim Kinetiklerine Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

Farkli kompleks film formiilasyonlarindan elde edilen etken madde ¢6ziinme
hiz1 profilleri Sekil 3.21 - Sekil 3.28’de gosterilmistir. Esit oranda aljinat ve kitozan
ile hazirlanan formiilasyonlarda, iki farkli molekiil agirligindaki kitozan i¢in de toplam
polimer miktar1 % 1 (AC14 ve AC17) 'den % 2 (AC15 ve AC18) veya % 3 (AC16 ve
AC19)' e yiikseldiginde azalan etken madde ¢oziinme hizi tespit edilmistir (Sekil 3.21
ve Sekil 3.22). Kitozanin hem molekiiler agirliginin hem de derisiminin artmasi, ve
aljinatin hacminden daha yiiksek bir hacimde formiilasyona ilave edilmesi ile, etken
madde ¢6ziinme hizinda azalma gozlenmis ve en yavas salim, bu formiilasyon
grubunda ACI16 ile elde edilmistir (Sekil 3.21). Aljinat ¢ozeltisinden ii¢ kat daha

yiksek hacimde orta molekiil agirlikli kitozan kullanildiginda ve polimer
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konsatrasyonlart % 3 oldugunda daha yiiksek polielektrolit kompleks olusumu ve
¢ozlinme ortaminin pH degerinde Kitozanin daha diisiik ¢6ziiniirligii olmasi sebebi ile
daha yavas bir etken madde salimi1 gézlenmistir (Unagolla ve Jayasuriya, 2018; Yan
ve ark., 2001).

Bu durumun aksine, her iki kitozan tipi i¢in de, esit derisimlerdeki 15 mL aljinat
ve 5 mL kitozan ¢ozletisi kullanilarak hazirlanan formiilasyonlarda, derisimin % 1'den
(AC20 ve AC23) % 2'ye (AC21 ve AC24) ¢ikmasi ile daha hizli etken madde salimi
elde edilmistir (Sekil 3.23 ve Sekil 3.24). Bu sonucun sebebi, aljinatin pH 6,75
¢Oziinme ortaminda daha yiiksek ¢oziiniirliik ve sisme kabiliyeti gdstermesi olabilir.
Bu formiilasyonlarda polielektrolit kompleks olusumu gozlenmis olsa da (Sekil 3.30),
aljinatin hizli su tutma kabiliyeti ve hizli ¢6ziinmesi sebebiyle bu formiilasyonlarin %

sisme dereceleri de hesaplanamamustir (Cizelge 3.12).

Diger yandan, Sekil 3.23 ve Sekil 3.24 kiyaslandiginda goériilebilecegi gibi,
aljinat ve diisik molekiil agirlikli kitozan kullanilarak olusturulmus polielektrolit
komplekslerden (AC23-AC25) etken maddenin salimi, bu formiilasyonlarin tamami
icin sekiz saate kadar uzatilabilmistir. Bu sonug, diisiik molekiil agirlikli kitozan
kullanilarak hazirlanan formiilasyonlarda kompleksasyon oraninin diisiik derisimlerde
da daha fazla oldugunu desteklemistir (Conzatti ve ark., 2017; Unagolla ve Jayasuriya,
2018; Yan ve ark., 2001).

Aljinat miktarinin kompleks olusumuna ve dolayisiyla etken madde ¢oziinme
hizina etkisi Sekil 3.25 ve Sekil 3.26 ile gosterilmistir. Sabit derisimde (% 1) orta
molekiil agirlikli kitozan (Sekil 3.25) veya diisiik molekiil agirlikli kitozan (Sekil 3.26)
ile aljinat hem artan derisim hem de 15 mL hacimde kullanildiginda, etken madde
salimmin yavaslatilabildigi belirlenmistir. AC29 (orta molekiil agirhikli kitozan ve
15 mL % 3 aljinat) ve AC33 (diisiik molekiil agirlikli kitozan ve 15 mL % 3 aljinat)
formiilasyonlari ile etken maddenin 10 saate kadar salinabildigi ve ilk ¢ikis etkisinin
onemli Olclide azaldigi gozlenmistir. Aljinatin daha fazla miktarda olmasi, bazi
aragtirmacilarin da bahsetmis oldugu gibi kitozan ile kompleksasyonu arttirmigtir

(Unagolla ve Jayasuriya, 2018). Degerlendirilmis bu iki formiilasyon da
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karsilastirildiginda diisiik molekiil agirlikli kitozan ile hazirlanmis olan formiilasyonda
daha yavag salim gozlenmis olup bu da kompleks olusumunun bu tip kitozanla daha

fazla saglandigin1 gostermektedir.

Kitozan miktarinin kompleks olusumuna etkisi ise Sekil 3.27 ve Sekil 3.28 ile
gosterilmistir. Sabit derisimde (% 1) aljinat ve artan derisimde orta molekiil agirlikli
kitozan (Sekil 3.27) veya diisiik molekiil agirlikli kitozan (Sekil 3.28) kullanilarak
hazirlanan formiilasyonlarla da diisiik molekiil agirlikli kitozanin en yiiksek derigimde

ve aljinatin 15 mL hacimde kullanildig1 formiilasyon ile en yavas salim elde edilmistir.

Polielektrolit kompleks filmlerin uyum sagladigi kinetik modelinin
degerlendirilmesi i¢in klindamisin fosfat salimindan elde edilen veriler sifir derece,
Higuchi ve Korsmeyer-Peppas kinetik modellerine ait esitliklere yerlestirilmis ve
etken madde ¢oziinme hiz sabiti (K), determinasyon katsayisi (r?), difiizyonal sabit (n)
ve artik kareler toplami (RSS) gibi baz1 kinetik model parametreleri SPSS 20 programi
kullanilarak hesaplanmistir (Cizelge 3.13- Cizelge 3.16). Yiiksek r? ve kiiciik RSS
degerleri etken madde salim profilinin uydugu kinetik modelini isaret etmektedir. Sifir
derece kinetik modelini tanimlayan denklem Esitlik 4.1, Higuchi modelini tanimlayan

denklem Esitlik 4.2 ve Korsmeyer-Peppas modelini tanimlayan denklem Esitlik 4.3 ile

gosterilmistir.
Qt= Qo — (ko t) Esitlik 4.1.
Mt /Mins = kn t Esitlik 4.2.
M¢/Mint= k t" Esitlik 4.3.

Qt, t aninda ¢oziinmeden kalan etken madde miktari; Qo, baslangictaki etken
madde miktart; My, t anindaki kiimiilatif ¢éziinen etken madde miktari; Minf, SONSUz
zamandaki ¢oziinen etken madde miktari; Ko, kn ve Kk, Kinetik sabitleri; t, zaman;

n, difiizyonal sabittir.
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Tiim formiilasyonlar icin, Higuchi kinetik modelinin r? degerleri yiiksektir,
Higuchi modeli, matris sistemlerden etken madde ¢6ziinme hizini tanimlar ve difiizyon
kontrollii salimin bir gostergesidir (Costa ve Sousa Lobo, 2001; Phaechamud ve
Setthajindalert, 2017; Siepmann ve Peppas, 2001; Unagolla ve Jayasuriya, 2018). En
diisiik RSS degerleri yiiksek r® ile birlikte Korsmeyer-Peppas modelinden elde
edilmistir. Sonu¢ olarak, en uygun Kkinetik Korsmeyer-Peppas modeli olarak

bulunmustur. Bu kinetik model etken maddenin % 60’ 1 agiga ¢ikana kadar gegerlidir.

Film yapisindaki salim sistemleri icin, Korsmeyer-Peppas modeline gore,
difiizyonal sabitin n = 0,5 olmas1 diflizyon kontrollii etken madde salimi i¢in bir
gostergedir (Fick diflizyon mekanizmasi). n = | olmasi sifir derece Kinetigini (case 11),
n degerinin 0,5 ile 1 arasinda olmas ise her iki fenomenin {ist Giste bindigini (anomali,
non-Fick) (sisme kontrollii etken madde salimi) ifade eden bir gosterge olarak kabul
edilebilir. Kiiresel salim sistemleri i¢in ise n = 0,43 difiizyon kontrollii etken madde
salimi, 0,43< n < 0,85 non-Fick ve n = 1 sifir derece salim mekanizmasinin
gostergesidir. Calismada AC18, AC29, AC32-AC35, AC37-AC41 formiilasyonlari
disindaki tiim formiilasyonlar, 0,5 ile 1 arasinda n degerlerine sahiptir (anomali). 3D
mikro-BT goriintiilerinde goriilen film yapisi i¢inde dagilmis polielektrolit kompleksin
kiiresel sekli nedeniyle, AC21, kiiresel sekiller icin kullanilan 0,43 < n <0,85 igin
degerlendirilmis ve sonug olarak, AC21'in (n = 0,788) n degeri, sifir derece kinetik
sinirma olduk¢a yakin bulunmus ve bdylece Higuchi (r> = 0,973) ile birlikte sifir
derece kinetige de (r? = 0,951) uyum sagladig diisiiniilmiistiir. AC20 — AC22 ve AC23
— AC25 formiilasyonlari, daha once belirtildigi gibi formiilasyon igeriginden dolay1
hizl1 bir sekilde sisme ve par¢alanma gosterdigi igin, en yiiksek n degerine (0,716 ile
0,788 arasinda) sahiptir ve bu formiilasyon grubunun salim mekanizmasi1 anomali

(non-Fick) salim mekanizmasina uygundur (Cizelge 3.13 ve Cizelge 3.14).

AC32 ve AC33 en yiiksek sisme derecesini gosterse de (Cizelge 3.12), anomali
yerine Fick difiizyon mekanizmasina uyum gostermislerdir (AC32 ve AC33 igin
sirastyla n = 0,338 ve n = 0,399). Bazi arastirmacilar tarafindan da belirtilmis oldugu

gibi, poli dispers sistemlerde Fick difiizyon mekanizmasinda n < 0,43 de miimkiindiir
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(Ritger ve Peppas, 1987; Siepmann ve Peppas, 2001; Siepmann ve Siepmann, 2008;
Unagolla ve Jayasuriya, 2018).

Belirli zaman araliklarinda hazirlanmis olan film formiilasyonlarinin renk,

boyut, sertlik gibi 6zellikleri kontrol edilmis bir farklilik gozlenmemistir.

4.3. Nanopartikiil Formiilasyonlarinin  Ozelliklerinin Incelenmesine Ait

Bulgularin Degerlendirilmesi

Literatiirde nanopartikiil liretimi i¢cin denenmis ve basariya ulagmis bir¢ok
yontem olsa da suda c¢oziinen etken maddelerin  polimerik bir yapi igerisine
hapsedilebilmesi i¢in genellikle ¢oklu emiilsiyon olusturma ¢dziicli buharlastirma
yontemi siklikla kullanmilmaktadir. Ozellikle antibiyotikler ve proteinik maddeler igin
bu yontem oldukga avantajlidir (Devrim ve Bozkir, 2017; Varan ve ark., 2017; Ye ve
Chi, 2018). Bizim de ¢alismamizda suda ¢ok iyi ¢6ziiniirliikleri olan klindamisin fosfat
ve/veya BMP yiiklii nanopartikiiller olusturulmasi hedeflendigi i¢in elde edilmis
literatiir bilgisi ile ¢coklu emiilsiyon olusturma ¢oziicli buharlagtirma yontemi iiretim

yontemi olarak secilmistir.

Suda ¢oziinen bir etken madde i¢in kullanilan ¢oklu emdiilsiyon olusturma ¢oziicii
buharlastirma yonteminde genel olarak etken madde ilk su fazi igerisinde, polimer ise
organik ¢oziictide ¢oziiliir. Daha sonra bu iki ¢ozelti su fazi1 yag fazi igerisine damla
damla ilave edilerek bir sonikatdr yardimiyla homojenize edilir. Olusan bu s/y
emiilsiyonu daha sonra siirfaktan iceren ikinci bir sulu ¢ozelti icerisinde homojenizator
yardimiyla disperse edilerek s/y/s ¢oklu emiilsiyonu olusturulur. D1s su fazi olarak en
cok PVA’nmin farkli molekiil agirligi kullanilarak farkli derisimlerde hazirlanmis
cozeltileri kullanilmaktadir. Ciinkii PVA, olusturulmus bu sistemler i¢in iyi bir
stabilizandir. Olusturulmus olan bu emiilsiyon sisteminin organik ¢oziici
uzaklasincaya kadar stabil kalmas: yiikleme etkinligi ve partikiil biiyiiklik dagiliminin

homojenligi acisindan olduk¢a Onemlidir. Fakat PVA’nin sitotoksik etkileri
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gozlenebildigi i¢cin miimkiin olan en az miktarda PVA igeren dis su fazinin

kullanilmasi bazi arastirmacilar tarafindan da 6nerilmistir (Sahin ve ark., 2017).

Calismamizda nanopartikiillerin iiretimi i¢in farkli molekiil agirligina sahip
PLGA (7-17 kDa, 24-38 kDa ve 76-115 kDa) ve PCL kullanilmigtir. Dis su fazinin
stabiliteyi saglamasi i¢in de farkli derisimlerde PVA (31 kDa) kullanilmistir (Chitkara
ve Kumar, 2013). Nanopartikiil formiilasyon ¢alismalarina oncelikle klindamisin

fosfat yiikleme islemi ile baglanmistir.

Caligmaya ilk olarak % 1 (N1), % 3 (N2) ve derisimdeki PVA ile 24-38 kDa
PLGA kullanilarak baglanmistir (Cizelge 2.17). Hazirlanmis bu nanopartikiillerde N2
formiilasyonu ile daha yiiksek verim ve daha yiiksek islem etkinligi elde edilmistir
(swrastyla % 74,33 ve % 21,68 + 1,040) (p < 0,05) (Cizelge 3.20). N2 formiilasyonu
icin partikiil biiyiikliigi, PDI ve zeta potansiyel verileri degerlendirildiginde ise
partikiil biiytikliigiiniin nano boyutu asmis oldugu belirlenmistir (2018 + 432,1 nm).
Ayrica bu formiilasyon i¢in PDI degerinin 0,7 nin tizerinde olmas1 genis bir partikiil
biiyiiklikk dagiliminin varligimi gostermektedir (0,812 + 0,118) (Cizelge 3.19). Clinkii
PDI degeri 0,05’ten kiiclikse monodispers (sadece lateks standartlar1 veya
monodispers olmasi igin yapilan partikiillerde karsilasilir), 0,08’den kiigiikse
neredeyse monodispers numuneyi ifade eder. 0,08 < PDI < 0,7 araligi PDI’nin orta
aralik degerini ifade eder ve dagilim algoritmalarinin en iyi ¢alistig1 araliktir. PDI’nin
0,7’den biiylik olmasi durumu da ¢ok genis boyut dagilimi oldugunu gostermektedir
(Malvern, 2009).

Sudaki partikiil siispansiyonlar1 i¢in, zeta potansiyeli, dispersiyon ortamu ile
disperse edilmis partikiile baglanan sabit s1v1 tabakas1 arasindaki elektriksel potansiyel
farkidir. Zeta potansiyeli, birbirine yakin ve benzer yiiklii pargaciklar arasindaki itme
derecesini gosterir. Yeterince kii¢iik molekiiller ve partikiiller i¢in, yiiksek zeta
potansiyeli (negatif veya pozitif) stabilite saglar, yani partikiiller agregasyona direng
gosterir. Potansiyel diisiik oldugunda, cekim kuvveti itme kuvvetini asar ve pargaciklar
agrege olurlar (Doostmohammadi ve ark., 2011). N1 ve N2 formiilasyonlarinin zeta

potansiyeli karsilagtirildiginda PVA derisiminin % 3’ten % 1’e diisiiriilmesi ile zeta
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potansiyelde anlamli bir artis gozlenmistir (sirastyla -7,020 £+ 0,542 mV ve -14,67 +
0,058 mV) (p < 0,05). Fakat bunun {izerine zeta potansiyel agisindan da istenen bir
sonug elde edilebilecegi goriiliince partikiil yiizeyinde PVA artik kalma ihtimalini de
diisiirebilmek icin daha diisiik derisimde PVA ile ¢alisilmasina karar verilmis % 0,1;
% 0,2 ve % 0,3 derisimlerde PVA hazirlanarak nanopartikiillerin {iretimine devam

edilmistir.

N3 — NS5 formiilasyonlarinin hazirlanmasinda % 0,1 PVA kullanilmistir. N4
formiilasyonunda ilk olusturulan s/y emiilsiyonu dondurulmus, bdylece etken
maddenin disg su fazina difiizyonunun engellenebilecegi diisiiniilmiistiir. 1to ve ark.
(2012 ve 2014) yaptiklar1 ¢alismada diisitk molekiil agirlikli ve hidrofilik bir etken
madde olan izoniazid kullanarak hazirladiklar1 PLGA mikropartikiillerle yiikleme
etkinligini % 60’a kadar ¢ikarabilmislerdir (Ito ve ark., 2012; Ito ve ark., 2014). Fakat
bizim c¢aligmamizda dondurularak (N4) ve dondurulmadan (N3) hazirlanan
formiilasyonlar1 kiyaslandiginda islem etkinligi, partikiil biyiikligii, PDI veya zeta

potansiyel degerleri agisindan anlamli bir fark elde edilememistir (Cizelge 3.19).

Bunun tizerine i¢ faz pH’s1, pH 6 fosfat tamponu kullanilarak diistiriilmiis, etken
maddenin i¢ su fazindaki ¢oziiniirliigii artirilarak dis su fazina kagmasi engellenmeye
calisilmistir (N5). Fakat yiikleme etkinligi anlamli sekilde azalmistir. Bunun sebebinin
de partikiil boyutunun N3 (608,3 + 213,6 nm) ve N4 (550,9 + 142,8 nm)’e gore
kiigtilmesi (359,8 + 71,20 nm) ile agiklanabilir.

Daha sonraki adimda farkli molekiil agirligina sahip PLGA’lar ile birlikte % 0,2
derisimde PVA ile formiilasyonlar hazirlanmistir(N6 — N10) (Cizelge 2.18). Bu
formiilasyon grubu i¢inde, N6 (PLGA 24-38 kDa, 50:50 ester) formiilasyonunun islem
etkinligi anlamli derecede yiiksektir (p < 0,05). Fakat zeta potansiyeli de bu grubun
icindeki en diisiikk degerdedir (-4,183 £+ 1,509 mV) (p < 0,05). Ayrica diisiik molekiil
agirlikli PLGA ile hazirlanan formiilasyonlarin yiikleme etkinlikleri orta ve yiiksek
molekiil agirlikli PLGA’ya gore anlamli derecede diisiik oldugu icin sonraki

caligmalar i¢in kullanilmamasina kara verilmistir.
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Bunun tizerine % 0,3 derisimdeki PVA dis su fazi olacak sekilde, PCL veya orta
ve yliksek molekiill agirlikli PLGA kullanilarak nanopartikiil formiilasyonlari
hazirlanmistir (N11-N15) (Cizelge 2.19). Farkli molekiil agirhigindaki PLGA ve farkli
yiizdede PVA ile hazirlanan N6-N15 formiilleri, verim, islem etkinligi, partikiil
blytkligi ve dagilimi ve zeta potansiyeli agisindan karsilastirildiginda N11
formiilasyonu ile en yiiksek islem etkinligi (% 32,51 + 1,329) ve en yiiksek verim
(% 83,50) elde edilebildigi tespit edilmistir (p < 0,05). Ortalama partikiil biiytikligii
551,0 = 67,11 nm olan formiilasyonun ve PDI degeri de 0,7°den kiigiiktiir (0,331 +
0,037). Zeta potansiyel degeri de bu grup igerisinde hazirlanmis formiilasyonlar

arasinda en yiiksek degere sahiptir (-25,53 = 2,645 mV) (p < 0,05).

Polimer tipi ve PVA derisimine karar verildikten sonra dis su faz1 pH degerinin
(Cizelge 2.20) ve etken madde:polimer oraninin (Cizelge 2.21) etkisi incelenmek
iizere formiilasyon denemeleri yapilmistir. % 0,3 derisimde PVA ¢o6zeltisinin pH
degeri 6,95 olarak bulunmustur. Dis faz pH’s1 4 (N16), 10 (N17) ve 12’ye (N18)
(srastyla 2N asetik asit ve 2 N NaOH ile) ayarlanarak pH’nin etkisi incelenmistir.
Cizelge 3.20’de gosterilmis oldugu gibi pH 10 oldugu zaman yiikleme anlamli
seviyede artarak % 44,89 + 0,304’¢ ulagmistir. Bunun sebebinin klindamisin fosfatin
pH 8 - pH 10 arasinda en diisiik ¢6ziliniirliige sahip olmasi oldugu diisiiniilmektedir.
Ayrica N17 formiilasyonunun ortalama partikiil boyutunun ayni gruptaki diger
formiilasyonlara gore anlamli olarak daha diisiik oldugu (540,8 + 139,4) Cizelge 3.19

ile gosterilmistir.

Etken madde : polimer orani incelendiginde ise (1:5 (N11), 1:10 (N19),
1:2 (N20)) etken madde miktarinin azalmasi1 veya artmasinin iglem etkinligini bir
miktar digtirdiigi gozlenmistir (p > 0,05) (Cizelge 2.21 ve Cizelge 3.20). N11
formiilasyonuna gore islem etkinliginde en fazla azalma N19 formiilasyonunda
meydana gelmistir. Miligram cinsinden yiiklenmis olan etken madde miktarlar goz
oniine alindiginda ise 20 mg etken madde kullanilarak formiilasyonun hazirlanmasinin
daha avantajli oldugu anlasilmistir (N11:20 mg i¢inden 6,50 mg; N19: 10 mg i¢inden
2,03 mg; N20: 50 mg i¢inden 9,02 mg).
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Cizelge 2.22 ile gosterilmis tabloda yag fazini olusturan organik faz veya i¢ su
fazini olusturan ¢oziicli ortamin degistirilmesi ile hazirlanmis olan formiilasyonlar yer
almaktadir. N11 formiilasyonunda kullanilan 1 mL DCM miktar1 5 ml’ye ¢ikarilinca
% islem etkinligi azalirken partikiil boyutu artmistir. Bunun sebebinin organik
¢cozliciiniin fazla olmasindan dolayr hizli uzaklasamamasi dolayisiyla polimerin
katilasamamasi ve, bu sebeple etken maddenin dig su fazina hizla difiize olmasit ve
emiilsiyondaki damlacik boyutunun zamanla artmasina bagli oldugu diistintilmiistiir.
Bu sebeple islem etkinliginin arttirilabilmesi igin suyla karisabilen ayni zamanda
PLGA’y1 da ¢bzebilen bir ¢oziicii ile DCM’nin karistirilmasi diistiniilmiistiir. Boylece
dis su fazi igerisindeki emiilsiyon olusturulurken ¢6ziiciinlin bir kismi1 suyla karisir,
¢oziicli miktar1 birden azaldig1 i¢cin de polimer katilasarak partikiillerin hizla olusmast
saglanabilir (Cheow ve Hadinoto, 2010). Bu sebeple DCM:aseton 75:25 oraninda
karistirtlmistir. Fakat aseton klindamisin fosfat i¢in de bir ¢éziiciidiir, bu nedenle
emiilsiyon olusurken klindamisin fosfat aseton iginde de ¢oziinmiistiir. Aseton ayni
zamanda suyla karigabilen bir ¢oziicii oldugu i¢in s/y emiilsiyonu dis su fazina
eklendiginde aseton etkin maddeyi de beraberinde tasiyarak suyla karismis, bu nedenle

de islem etkinligi de % 9,560 + 1,856’ya diismiistiir.

Bu veri iizerine DCM’ye yine suyla karisabilen fakat etken maddeyi ¢6zmeyecek
bir ¢6ziicti olarak metanoliin eklenmesi uygun bulunmus ve yine organik ¢oziiciiniin
% 25’1 olacak sekilde metanol ilave edilmistir. Fakat elde edilen partikiillerin islem

etkinligi arttirllamamis hatta zeta potansiyeli de -7,890 £ 0,551 mV’ye diismiistiir.

Etken maddenin i¢ su fazindaki ¢oziiniirliigliniin arttirilmasi ve azaltilmasinin
etkisi incelendiginde de sirasiyla % 0,1 PVA (N24) ve metanol (N25) kullanilmistir
(Cizelge 2.22). Elde edilen islem etkinligi verilerine gore etken maddenin i¢ su fazinda
disperse edilmesi ile yiikleme etkinligi bu formiilasyon grubu igerisinde anlamli
derecede arttirilmistir (p < 0,05). Ayrica N25 formiilasyonunun ortalama partikiil
boyutu 445,2 + 16,90 nm ve PDI degeri 0,7 den kiiglik bulunmustur (0,518 £ 0,032).
Ayrica N25 formiilasyonunun zeta potansiyeli de yine bu formiilasyon grubu i¢inde
anlaml1 derecede en yiiksek degere sahip olan formiilasyondur (-30,03 + 1,436 mV)
(p <0,05).
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Cizelge 2.23’te verilmis olan ve dis su fazinin degistirilmesi ile elde edilmis
formiilasyonlarda dis faz hacmi veya igerigi degistirilmistir. Bu amagla su fazina
hidrofilik yag olarak adlandirilan gliserin ve propilen glikol eklenmis ve
formiilasyonlarin 6zellikleri incelenmistir. Gliserin ile dis faz yogunlugu artirilarak
etken maddenin ¢oziiniirliigiiniin distiriilmesi hedeflenmistir (N27 ve N28). Bu
formiilasyon grubu (N26-N28) igerisinde de gliserin ve % 0,3 derisimdeki PVA
cozeltisi  50:50 oraninda karistirllarak  kullanildiginda  yiikleme etkinliginin
(% 29,9 + 0,594) ve verimin (% 77) anlamli olarak yiiksek oldugu gozlenmistir
(p < 0,05). Fakat ortalama partikiil boyutu olduk¢a biiyiik zeta potansiyelinin de
1,777 = 0,250 mV  olmast sebebi ile uygun bir formiilasyon olarak

degerlendirilemeyecegine karar verilmistir.

Yiikleme etkinliginin arttirilabilmesi i¢in son olarak iki farkli polimerin aym
formiilasyonda kullanilarak nanopartikiillerin hazirlanmasi denenmistir. Bu amagla ilk
olarak diisiik molekiil agirlikli PLGA (7-17 kDa) kullanilarak s/y emiilsiyonu
olusturulmus ve bu sistem ikinci bir yag faz1 olan orta molekiil agirlikli PLGA’ nin
(24-34 kDa) DCM igerisindeki ¢ozeltisinde dagitilmis ve son olarak dis su fazi
igerisinde disperse edilmistir. Yani s/y/y/s emiilsiyonu olusturularak iki katli polimer
tabakas1 olusturulmasi ve bu sayede yiiklemenin arttirilmasi hedeflenmistir (N29).
Benzer sekilde Devrim ve Bozkir (2013)’in yaptiklar1 ¢calismada da s/y/y/s emiilsiyon
olusturma ¢oziicli buharlastirma sistemi ile hem ovalbuminin yiikleme etkinligini
arttirabilmis, hem de suda ¢6ziiniir proteinik maddenin in vitro ¢éziinme hizini iki aya
kadar uzatabilmiglerdir (Devrim ve Bozkir, 2013). Ayni diisiince iizerinden yola
cikilarak s/y emiilsiyonu 24-38 kDa PLGA kullanilarak hazirlanmis olusan bu
emiilsiyon % 0,3 derisimdeki PVA ve % 0,5 derisimde orta molekiil agirlikli kitozanin
50:50 oranda karistirilmasi ile olusturulmus dis su fazi icinde dagitilmistir. Bu
formiilasyonda da kitozanla hem dis fazin yogunlugu arttirilarak hem de olusan PLGA
partikiillerin kitozanla ¢evrelenmesi ile etken maddenin partikiilden sizmasinin
engellenmesi ile yiiklemenin arttirtlabilcegi disiintilmiistiir (N30). N29 formiilasyonu
ile islem etkinligi % 32,61 £+ 0,716’ya cikarilabilmistir fakat N30 formiilasyonu ile bu
deger % 16,17 £+ 0,379’da kalmistir. Her iki formiilasyon icin de ortalama partikiil
boyutu artmistir. Zeta potansiyel degerleri de N29 i¢in -23,81 £ 0,218 mV ve N30 i¢in
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32,00 + 0,400 mV bulunmustur. N30 i¢in bulunmus olan pozitif zeta potansiyeli degeri

partikiillerin kitozan ile kaplanmig olduguna isaret etmektedir.

Formiilasyonlarin 6zelliklerinin incelenmesi sonucunda dis su fazi pH’sinin 10
olarak ayarlandigi formiilasyonlarda en optimum sonuglarin elde edilmis oldugu
gbzlenmis ve bu asamadan sonra yiiklenecek proteinik BSA ve BMP-7 i¢in de N17°nin

ana formiilasyon olarak secilmesine karar verilmistir.

BMP-7 yiiklii nanopartikiillerle birlikte (N31-N34) (Cizelge 2.26) hem yiikleme
etkinliginin degerlendirilebilmesi hem de salim profillerinin incelenebilmesi igin
model etken madde olarak kullanilan BSA ile formiilasyonlar da hazirlanmistir
(NBSA1-NBSA4) (Cizelge 2.25). Bu formiilasyonlarda hem klindamisin fosfat hem
BSA veya BMP-7 yiiklenmis formiilasyonlar i¢cin (NBSA2, NBSA4, N32 ve N34) her
iki etken madde icin ayr1 ayri islem etkinligi analizi yapilmistir (Cizelge 3.20 ve
Cizelge 3.21). N32 ve N34, NBSA2 ve NBSA4 formiilasyonlarinin islem etkinligi
verileri kendi iglerinde kiyaslandig1 zaman protein derisiminin artmasi ile klindamisin
fosfatin islem etkinligi anlamli bir farkla artmistir (p < 0,05). BSA ve BMP-7 i¢in
yliklenen etken madde yiizdeleri kiyaslandiginda ise yiikleme etkinliklerinin
klindamisin fosfata gore ¢ok daha yiiksek oldugu gozlenmistir. Bu iki durumun da
proteinin biiyiik molekiil yapisindan dolay1 partikiil igerisine yiiklenen etken maddenin
partikiillerin katilasmasi asamasinda dis su fazina dogru kolaylikla disari
¢ikamamasindan  kaynakli  oldugu disiiniilmektedir  (Cizelge 3.21). Bu
formiilasyonlardan BMP-7 igerenlerin (N31-N34) ortalama partikiil boyutlari
571,9+34,21 nmve 616,7 + 50,83 nm araliginda bulunmustur. Ayrica PDI degerlerine
bakildiginda 0,7’den kii¢iik olmasi bu formiilasyonlar i¢in mono modal bir dagilim
elde edilmis oldugunu gostermistir (Cizelge 3.19). BSA igeren formiilasyonlarin
ortalama partikiil biiylikliigli daha fazla olsa da PDI degerleri yine 0,7 den kiigtiktiir.
Tiim protein yiikli formiilasyonlar i¢in elde edilen zeta potansiyel degeri

-10,75 £ 0,979 mV ile -28,07 £ 0,252 mV araliginda bulunmustur.
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4.3.1. Nanopartikiillerde Etken Madde ve Yardimc1 Maddelerin Etkilesiminin

Incelenmesine Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

Nanopartikiil formiilasyonlariin, kullanilan etken madde ve PLGA’nin DSC
analizleri ise Bolim 2.2.5.2.1°de anlatilmis oldugu sekilde gergeklestirilmistir. Sekil
3.36’da da gosterilmis oldugu tizere klindamisin fosfata ait 198,94 °C’deki ve BSA’ya
ait 218,4 °C’deki endotermik pik nanopartikiile ait DSC termograminda
gozlenmemekte bu da eyken maddelerin amorf halde polimerik yapinin igerisine

hapsedilmis oldugunu gostermektedir.

4.3.2. Nanopartikiillerde In vitro Coziinme Hiz1 Deneyine ve Sahm Kinetiklerine

Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

Hazirlanmis olan nanopartikiil formiilasyonlar1 arasindan yiikleme etkinlikleri
en ylksek olanlar se¢ilmis ve salim profilleri incelenmistir. Nanopartikiiller i¢in
in vitro ¢éziinme hiz1 deneyinde dnce diyaliz yontemi kullanilmis fakat ¢dziinen etken
madde miktarmin ¢ok diisiik olmasi1 sebebi ile hacmin 1 ml’ye distiriilmesi gerekmis
ve partikiillerin santrifiij yardimiyla ayrilarak siipernatanin alinmasi ve alinan tampon

miktar1 kadar yerine taze tampon ilave edilmesi uygun bulunmustur (Savaser ve ark.,
2018).

Sekil 3.37.a ile verilen salim profilinde N11 (ana formiilasyon-1 mL i¢ faz) ve
N12 (0,5 mL i¢ faz) ilk iki haftadaki klindamisin fosfat salimi goriilmektedir. Bu
profilde etken maddenin N12 formiilasyonu ile daha yavas salindig1 gézlenmektedir.
N11 ve N12 formiilasyonlarmin partikiil biiyiiklikleri kiyaslandiginda sirasiyla
551,0+ 67,11 nm ve 286,6 + 8,895 nm olmasi yiizey alaninin artmasi ile N12’den daha
hizli salimin goézlenebilecegini gosterse de zeta potansiyelleri goz 6niine alindiginda
(swrastyla -25,53 + 2,645mV ve -16,57 + 0,153) partikiillerin agregasyonu sonucu
salimin yavaglamis olabilecegi diisiiniilebilir (Cizelge 3.19). Profilin Sekil.3.37.b ile
gosterilen 3 aylik zamani kapsayan hali g6z oniine alindiginda 42. giinden sonra salim

profilindeki artisin PLGA’nin degredasyonuna bagli olabilecegi diisiiniilmektedir.
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Ic su fazimin degistirilmesi ile hazirlanmis formiilasyonlara ait in vitro
klindamisin fosfat ¢oziinme hiz1 grafikleri (N11 (ana formiilasyon), N12 (i¢ su fazi
0,5 mL), N20 (50 mg klindamisin fosfat kullanilan formiilasyon) ve N25 (klindamisin
fosfatin metanolde dagitildig1 formiilasyon)) Sekil 3.38 ile gosterilmistir. Burada da
ilk iki hafta (Sekil 3.38.a) ve ii¢ ay (Sekil 3.38.b) verileri kiyaslandiginda 42. giinden
sonraki tiim formiilasyonlarda etken maddenin agiga ¢ikis hizinda artis gézlenmistir.
Formiilasyonlar kiyaslandiginda N20 formiilasyonuna ait salim profilinde diger
formiilasyonlara nazaran daha hizli bir ilk ¢ikis etkisi gozlenmis bunun sebebinin ise
yiiklenmeden kalan artik klindamisin fosfatin nanopartikiiliin yilizeyinde tutunmasi
oldugu disiiniilmustiir. Sekil 3.48 ile gosterilmis olan bu formiilasyona ait SEM
goriintiileri de bu diisiinceyi desteklemektedir. Fakat 6zellikle 8. hafta sonrasindaki
veriler géz oOniine alindiginda bu {i¢ formiilasyon arasinda etken madde salimi

acisindan bir fark gozlenmemistir (p > 0,05).

Dis faz pH degerleri degistirilerek hazirlanmis olan formiilasyonlar etken
maddenin ¢6ziinme hizi agisindan degerlendirildiginde ise N18 (pH 12)
formiilasyonunda ilk 7 giinde % 16,45 + 3,67 iken N17 (pH 10) formiilasyonu ile ilk
7 giin icerisinde etken maddenin % 46,30 + 4,34’ ¢ikmis ve salim kontrollii olarak ti¢
ay boyunca devam ettirilebilmistir (Sekil 3.39). N18 ve N17 formiilasyonlar
arasindaki salim hizi farkinin bu derece yiiksek olmasinin ise N17’nin partikiil
blyikligi 540,8 + 139,4 nm iken N18’in partikiil biiylkligiiniin on kat fazla
5067 + 945,7 nm olmasi ve ylizey alaninin da o derece azalmasindan kaynakli oldugu

diistiniilmistiir (Cizelge 3.19).

Kullanilan polimerin degistirilmesi ile (N11 (24-38 kDa PLGA), N15 (PCL),
N29 (7-17 kDa ve 24-38 kDa PLGA)) hazirlanmig formiilasyonlara ait in vitro
klindamisin fosfat ¢oziinme hizi grafikleri Sekil 3.40’ta verilmistir. {lk iki hafta
icerisinde N15 formiilasyonu nispeten daha hizli bir salim gosterse de sekizinci
haftadan sonra ortalama % agi8a ¢ikan etken madde miktarlar1 birbirine yakinlagmistir.
N29 formiillasyonunda diger formiilasyonlara gore daha yavas bir ¢ikis tespit
edilmistir. Diger tiim formiilasyonlarda da gozlenmis olan 42. giinden sonra ¢ikistaki

hizli artig daha yumusak bir gecisle gerceklesmistir. Bunun sebebinin formiilasyonun
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iki katli PLGA ile olusturulmus olmasi ve bundan dolay1 daha zor degrade olmasi
olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu gruptaki tiim formiilasyonlarda etken madde

saliminin % 40’1n altinda oldugu da belirlenmistir.

N17 formiilasyonunun BSA gibi biiyiik molekiiler yapida bir maddenin ilavesi
ile modifiye edilmesi ile (NBSA4) klindamisin fosfatin salim hizinin nasil etkilenecegi
incelenmistir (Sekil 3.41). Her iki formiilasyon i¢in % agiga ¢ikan etken madde
miktarina gore salim hiz1 BSA eklenmesi ile anlamli sekilde azalmis (p < 0,05), bunun
sebebinin ise Boliim 4.3’te agiklanmis oldugu gibi biiyiik yapidaki BSA molekiiliiniin
biiyiik yapisindan dolay1 partikiil igerisine yiiklenen etken maddenin su fazina dogru

kolaylikla disar1 ¢ikamamasindan kaynakli oldugu diisiiniilmektedir.

BSA’nin nanopartikiilden salim hiz1 kiyaslandiginda ise salim hiz1 klindamisin
fosfat ve BSA’y1 birarada i¢eren nanopartikiiliin daha hizli bir ilk ¢ikis etkisi gostermis
oldugu ve ii¢ ay siire boyunca da daha fazla miktarda etken maddeyi aciga
cikarabilmesinin bir sebebi olarak klindamisin fosfatin da suda ¢ok iyi ¢oziinen bir
etken madde olmasi ve hidrofilik yapisi sayesinde suyu ¢ekmesi ve agiga ¢ikan
klindamisin fosfatla birlikte agilan ince kanallardan daha fazla tamponun partikiil

igerisine girebilmesinden kaynaklandigi diistintilmiistiir (Sekil 3.42).

Hem klindamisin fosfat hem de BSA igeren nanopartikiilden (NBSA4) iki etken
maddenin ¢6ziinme hizi grafigine birlikte bakildiginda da BSA’nin yine molekiil
yapsinin biiylikliigiinden dolay1 ortama daha yavas salindigi Sekil 3.43 ile

gosterilmistir.
Salim kinetikleri incelendiginde ise nanopartikiiller i¢in sifir derece (Esitlik 4.1),
Higuchi (Esitlik 4.2) ve Hixson-Crowell (Esitlik 4.4) kinetik modellerine ait esitlikler

kullanilip hesaplamalar yapilmis ve sonuglar Cizelge 3.22 ile gosterilmistir.

Mo 13 - M3 = ¢ Esitlik 4.4.
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Esitlikte Mo baslangigtaki etken madde miktarini, My, t aninda kalan etken madde

miktarini, t zamani ve x ise ylizey-hacim iligkisini tanimlayan sabiti ifade etmektedir.

Cizelge 3.22 incelendiginde N17 ve N29 formiilasyonlar1 hari¢ her ii¢ kinetik
model i¢in de r? degerleri oldukea yiiksektir. Fakat Hixson-Crowell modelinde tiim
formiilasyonlar igin r? degeri yiiksektir. Bunun i¢in RSS degerleri degerlendirilmis ve
en diisiik deger yine Hixson-Crowell modeliyle elde edilmistir. Hixson-Crowell kiip
kok yasasi, etken madde saliminin partikiillerin yiizey alanindaki degisiklikle meydana
gelmesini agiklar. Burada, parcaciklarin diizenli alani, hacminin kiip kokii ile
orantilidir. Dolayisiyla, ¢6ziinme islemi sirasinda yilizey alanindaki degisimin etken
maddenin salimi {izerinde 6nemli bir etkisi oldugu yorumu yapilabilir (Baishya, 2017,
Dash ve ark., 2010; Hixson ve Crowell, 1931).

Profillerde polimerin degredasyonuna bagl olarak 3 basamakli olarak farkli
hizlarda etken madde ¢ikisinin olmasi kinetik degerlendirmelerde tiim zamanlarin
dahil edilmesi ile elde edilen hesaplamalarda determinasyon katsayisinin diismesine
neden olmaktadir ve aslinda her bir zaman diliminde kontrollii salim gozlenebilirken

toplam degerler acisindan tek basina sifir derece kinetik uyumu gézlenememektedir.

4.3.3. Nanopartikiillerin Goriintillenmesine Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

Nanopartikiillerin farkli 6lgek biiyiitmelerinde SEM goriintiileri alinmis ve
formiilasyonlarin yiizey 6zellikleri incelenmistir (Sekil 3.44 - Sekil 3.50). Incelenen
tiim nanopartikiil formiilasyonlarinin kiiresel yapida oldugu gdzlenmistir. Ozellikle
Sekil 3.45 ile gosterilmis N12 (0,5 mL i¢ su fazi) ve Sekil 3.48 ile gosterilmis olan
N20 (50 mg klindamisin fosfat igeren) formiilasyonlarinda etken madde kristallerinin
varlig1 gozlenmistir. Ayrica Sekil 3.50 ile gosterilmis olan N34 formiilasyonuna ait
SEM goriintiileri Cizelge 3.19 ile verilmis olan PDI degerini (0,315 + 0,021) destekler

nitelikte homojen bir partikiil boyutu dagiliminin oldugunu kanitlamaktadir.
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Formiilasyonlardan % 0,1 ve % 0,3 derisimde PVA ile hazirlanmis olan
formiilasyonlarin ii¢ boyutlu mikto-BT goriintiileri incelenmek istenmis fakat Sekil
3.51 ile gosterilmis oldugu gibi, partikiillerin boyutlarinin nanometre seviyesinde
olmasindan dolay1 cihazin goériintiilleme araliginin disinda kalmis ve net bir
goriintiileme gerceklestirilememistir. Bunun tizerine % islem etkinligi yiiksek olan
formiilasyonlardan bazilar1 se¢ilmis ve nano-BT taramalar1 gerceklestirilmistir. Bu
sekilde daha once partikiiler ilag tasiyict sistemlerde daha 6nce yapilmamis olan bir
analiz gerceklestirilmistir. Nanopartikiillerin nano-BT ile edilmis goriintiileri
Sekil 3.52 - Sekil 3.63 ile gosterilmistir. Cihazdan alinan 2D eksenel goriintiiler
partikiillerin i¢ yapisinin 6zelliklerini incelemek i¢in kullanilabilirken, 3D goriintiileri
sayesinde partikiillerin sekilsel karakteristikleri partikiillere zarar vermeden
incelenebilmistir. N12 formiilasyonu i¢in alinmig 2D eksenel goriintii ile olusan
partikiillerin daha ¢ok kapsiil yapisinda olusmus oldugu gozlenmistir (Sekil 3.52).
Bununla beraber ortamdaki kristal yapidaki etken maddenin varligi 3D goriintiiniin
netlestirilmesini engellese de (Sekil 3.53), 2D eksenel goriintii icinden ROI degistirilip
secilen tek partikiil i¢in diizgiin 3D goriintii olusturma islemi gerceklestirilebilmistir

(Sekil 3.54).

Olusturulan goriintiiler farkli 151k yansimalar1t veya renkler kullanilarak
renklendirilebilmis bdylece daha net goriintiiler elde edilebilmistir (Sekil 3.56 ve
Sekil 3.63). Formiilasyonlar igerisinde olugsmus olan pordéz nanopartikiiller de 2D
cksenel goriintiiler ile tespit edilebilmis (Sekil 3.57, Sekil 3.59 ve Sekil 3.62), 3D
gortintiilerle de bu partikiillerin varligi gosterilmistir (Sekil 3.58 ve Sekil 3.60). Ayrica
partikiiller boyutlarina gore renklendirilip se¢ilmis olan ROI igerisindeki boyut

dagilimi da renklere gore grafiklendirilebilmistir (Sekil 3.61).

Nano-BT ile gerceklestirilmis goriintiilemeler sonucunda nanopartikiiller igin
se¢ilmis bazi parametreler icin analizler gergeklestirilmis ve Cizelge 3.23 ile
gosterilmis olan sonuglar elde edilmistir. Bu sonuglara gore elde edilen partikiillerin
SMI degerleri 3’{in tizerinde bulunmus (2,9 - 3,8) bu degerler yapinin kiiresel oldugunu
gostermistir (Cizelge 3.23) (Salmon ve ark., 2015). Ayrica partikiillerin % poroziteleri

hesaplanmig N18 formiilasyonu en yiiksek poroziteye sahip formiilasyon olarak
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bulunmustur. Bu formiilasyonun nano-BT goriintiileri de pordz yapiya sahip
partikiillerin varligini gostermistir (Sekil 3.57 ve Sekil 3.58). Ayrica in vitro ¢oziinme
hiz1 verileri de goz Oniline alinarak degerlendirildiginde pordz yapisinin salimi
etkilemis oldugu da sdylenebilir (84 giinde % 57,12 + 15,44) (Sekil 3.39). Nano-BT
ile hesaplanmis olan ortalama partikiil boyutu degerleri bizim kullandigimiz partikiil
boyutu analiz yontemi sonuglari ile benzerlik gostermemektedir. Bunun sebebinin de
partikiillerin nano-BT ile analiz edilebilmesi igin partikiillerin elektrostatik ¢ekim
kuvvetleri ile numune tutucusuna tutturulmasi ve bu yiizden de daha kiiciik
partikiillerin yiiksek ylizey enerjileri sebebi ile daha fazla tutunmus olabilmesi ile

iligkili olabilecegi diistiniilmektedir.

4.4. Nanopartikiil-Film ve  Nanopartikiil-Greft = Formiilasyonlarinin

Ozelliklerinin incelenmesine Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

Nanopartkiil-film kombinasyon formiilasyonlar1 alan hesab1 {izerinden
belirlenmis olan doz tizerinden giderek her film kesitinde 1 mg klindamisin fosfat ve
etkili minimum dozda (20 ng) BMP-7 olacak sekilde formiilasyonlar hazirlanmistir.
Bunun i¢in hazirlama yontemi olarak film formiilasyonu kurutulmadan 6nce, liyofilize
edilmis toz haldeki nanopartikiiller jel igerisinde dagitilmis daha sonra cam petri
kaplarina dokiilerek kurutulmustur. Bu filmlerin SEM goriintiileri ¢ekilmis ve

nanopartikiillerin film i¢erisinde homojen dagilmis oldugu gozlenmistir (Sekil 3.71).

Nanopartkiil-greft kombinasyon formiilasyonlarinda da  nanopartikiil
formiilasyonunun hazirlanis asamasinda son santrifiijden sonra ultrasaf su igerisinde
disperse halde bulunan nanopartikiillere greft materyali ilave edilerek manyetik
karistiricidda  karigtirllmis  ve  partikiillerin - greftin - gbzeneklerine yerlesmesi
saglanmigtir. Daha sonra liyofilize edilerek nanopartikiillerin greftin gézeneklerinde
sabitlenmesi saglanmigtir. SEM ve mikro-BT goriintiilemeleri ile de partikiillerin greft

gozeneklerinin arasina yerlesmis oldugu gozlenmistir (Sekil 3.69 ve Sekil 3.70).
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Kombinasyon formiilasyonlarmin in vitro ¢o6ziinme hizi deneylerini
gerceklestirmek i¢cin BMP-7 ile hazirlanmis formiilasyonlar model etken madde olarak
kullanilan BSA ile tekrar hazirlanmistir (In vivo deneyler igin BMP-7 igeren
formiilasyonlar, in vitro ectken madde ¢6ziinme hizi deneyleri igin de aym

formiilasyonlarin BSA ile hazirlanmis formlar1 kullanilmistir).

Nanopartikiil-film ve nanopartikiil-greft kombinasyon formiilasyonlarina ait in
vitro ¢6ziinme hiz1 grafikleri sirasiyla Sekil 3.64 ve Sekil 3.65 ile gosterilmistir. NF1
(film+BSA yiiklii nanopartikiil) - NF2 (film+BSA ve klindamisin fosfat yiiklii
nanopartikiil) ve NG1 (greft+tBSA yiiklii nanopartikiil) - NG2 (greft+BSA ve
klindamisin fosfat yiiklii nanopartikiil) formiilasyonlarinin kendi aralarinda salim
hizlar1 kiyaslandiginda (BSA c¢ikis1 agisindan) anlamli bir fark gézlenmemistir
(p > 0,05). NG2 formiilasyonunda iki etken maddenin de ¢6ziinme hizlar
kiyaslandiginda ise BSA’nin ii¢ ay siireyle diizgiin bir salim sergiledigi klindamisin
fosfatin ise yine polimer degredasyonuna bagl olarak yaklasik iki aylik siire sonunda
salimmin hizlandigi goézlenmistir (Sekil 3.66). NBSA3 nanopartikiil formiilasyonu
kullanilmis kombinasyon formiilasyonlar1 birbirleri ile kiyaslandiginda ise
nanopartikiillerin film igerisinde dagitilmasiyla salim hizinda artis, greft icerisine
yiiklenmesiyle ise anlamli bir azalma gézlenmistir (p < 0,05) (Sekil 3.67). NBSA4
fomiilasyonu kullanilmis olan formiilasyonlar karsilastirildiginda ise yine greftle
hazirlanmis formiilasyonda salim hizinda anlamli bir azalma meydana gelirken film
icerisinde dagitilmis nanopartikiillerdeki (NF2) salim hizi ile tek basina
nanopartikiillerden (NBSA4) elde edilen salim hzinda anlamli bir degisim
gozlenmemistir (Sekil 3.68).

BSA yiiklii nanopartikiil ve kombinasyon formiilasyonlarinin salim kinetikleri
incelendiginde (Cizelge 3.24) formiilasyonun tipine gore baz1 degisiklikler

gozlenmistir.
NBSA3 ve NBSA4 nanopartikiil formiilasyonlarindan BSA’nin salim

mekanizmas: icin kinetik modellerin r? degerlerine bakildiginda en yiiksek degerler

Higuchi ve Peppas kinetigi i¢in gozlenmistir. Fakat RSS degerleri incelendiginde en
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diisik degere Hixson-Crowell modeli ile wulasilmistir. Yani naopartikiiler
formiilasyonlardan etken madde ¢ikisi icin en uygun kinetik model olan Hixson-
Crowell kinetik modeline uyum saglamis ve bu formiilsayondan etken maddenin
salimi yiizey alanindaki degisime bagli oldugu kinetik degerlendirme ile de
kanitlanmistir (NBSA3 (449,6 + 192,3 nm); (NBSA4 (790,9 + 24,84 nm)) (Baishya,
2017; Dash ve ark., 2010; Hixson ve Crowell, 1931).

NF1 ve NF2 nanopartikiil-film kombinasyon formiilasyonlar: i¢in kinetik
modeller incelendiginde ise en yiiksek r? degerleri yine Higuchi modeli ile elde
edilmistir. Korsmeyer-Peppas ve Hixson-Crowell kinetiginde ise r? degerleri birbirine
oldukga yakindir (0,756-0,796 araliginda). Fakat RSS degerleri incelendiginde, diisiik
RSS degeri ile (0,119 ve 0,126) kinetik uyumun yine Hixson-Crowell kinetik modeline
oldugu belirlenmistir (Cizelge 3.24).

NG1 ve NG2 formiilasyonlari i¢in de en yiiksek r? degerleri Higuchi kinetigi ile
elde edilmis fakat en diisiik RSS degeri Hixson-Crowell kinetigi ile elde edilmis ve
yine bu kinetige uyum gézlenmistir (Cizelge 3.24).

4.4.1. Kombinasyon Formiilasyonlarinin In vivo Deney Bulgularinin

Degerlendirilmesi

In vivo deneyler sonucunda iki haftalik histopatoloji deney sonuglar1 ve iki ve
dort haftalik mikro-BT analiz sonuglar1 kendi igerisinde ve birbirleri ile
degerlendirilmistir (Cizelge 3.25, Cizelge 3.26 ve Cizelge 3.27).

Histopatoloji ¢alismalar1 yapilmadan 6nce % 10 formalinde bekletilmis olan iki
ve dort haftalik deney gruplarindan alinmis dokularn mikro-BT analizleri
gerceklestrilmistir. Analiz igin oncelikle doku {izerinde yer alan defektli bolgenin yeri
tiim eksenlerden bakilarak tespit edilmistir (Sekil 3.72). Daha sonra uygulama bolgesi
belirlenmis (Sekil 3.73) ve bu bolge isaretlenmistir (ROI) (Sekil 3.74). Gri seviye
histogrami ile tiim goriintli esiklendikten sonra (Sekil 3.75) defektli bolgede olusan
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yeni doku belirlenmis (Sekil 3.76) ve hacim hesaplamalar1 (VOI) bu bdlge i¢in
gerceklestirilmistir (Cizelge 3.25). Tiim mandibulanin ve olusturulmus defektli
bolgenin 3D goriintiisii Sekil 3.77°de gosterilmistir.

Hacim hesaplamalar1 sonucunda kontrol grubunda hem iki hem de dort haftalik
slire sonunda en az kemik olusumunun gézlenmesi tedavinin tiim formiilasyon gruplari
i¢in kontrol grubuna gére etkin bir sekilde gerceklesebildigini gdstermistir. Iki haftalik
sonucglara gore sadece BMP-7 yiikli nanopartikiil (N33) ve bu nanopartkiil
kullanilarak hazirlanmig olan kombine formiilasyonlar (NF1 ve NG1) birbirine benzer
bir etkinlik gostermis ve yeni olusan kemik hacminin 0,195 - 0,216 mm? araliginda
oldugu belirlenmistir. BMP-7 ve klindamisin fosfati birarada igeren nanopartikiiller
(N34) ve bu nanopartikiillerin kullanildig1 film (N34 icin 0,497 mm?®) ve greft (NG2
icin 0,066 mm?®) formiilasyonlar1 arasindaki fark oldukca fazla bulunmustur
(Cizelge 3.25). Bu farkin NG2 ile in vitro ¢oziinme hizi grafiklerinde de gdsterilmis
oldugu gibi salimin daha yavas gerceklesmesinden dolayr olmus olabilecegi
diistiniilmustiir (Sekil 3.68). Sadece BMP-7 igeren ve BMP-7 ve klindamisin fosfati
bir arada igeren nanopartikiil ve film gruplar1 kendi i¢lerinde degerlendirildiklerinde
klindamisin fosfatin etkili sekilde tedaviyi desteklemis oldugu gézlenmektedir. Ayrica
yine in vitro salim profillerine gore iki etken maddeyi birlikte i¢ceren nanopartikiil
formiilasyonunun proteinik maddeyi daha hizli agiga ¢ikarmasi in vivo sonuglari

destekler niteliktedir (Sekil 3.68 ve Cizelge 3.25).

Dort hafta sonunda ayrilmis olan kemik dokularmin mikro-BT analiz
sonuglarma bakildiginda nanopartikiill grubu ve greft grubu kendi igerisinde
degerlendirildiginde yine BMP-7 ve klindamisin fosfat1 birlikte igeren gruplar (N34
ve NG2) tek basina BMP-7 igeren formiilasyonlara gore daha etkin bir iyilesme
gerceklestirebilmistir. Fakat film grubunun kendi igerisinde (NF1 ve NF2) dordiincii
hafta sonundaki sonuglarda bu kadar bariz bir fark izlenmemistir (Sirastyla 0,841 mm?
ve 0,837 mm?3). Gruplar birbirleri ile kiyaslandiginda ise film grubunun her iki alt
grubu da belirgin sekilde en iyi iyilesmeyi gostermistir. Ikinci haftada daha etkisiz
goriinen greft grubunda kemik hacmi miktar1 4. hafta sonunda artmis, hatta sadece

BMP-7 igeren nanopartikiil (N33) ve bu nanopartikiiller kullanilarak hazirlanmig NG1
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formiilasyonu kiyaslandiginda NG1’in daha etkili oldugu gozlenmistir. Bunun da
sebebinin olusan kemik dokusunu sentetik greft materyalinin desteklemesi oldugu
diistiniilebilir. Fakat bu sonu¢ klindamisin fosfati da igeren partikiiller N34 ve bu
partikiillerle hazirlanmig NG2 formiilasyonlari i¢in sdylemek pek miimkiin degildir.
N34 igin hesaplanan VOI degeri 0,829 mm? iken greft icine yerlestirilme sonunda
0,578 mm?olarak bulunmustur. Burada da proteinik maddenin N34 formiilasyonundan
cikis hizmin NG2’ye gore daha fazla olmasindan kaynakli olabilecegi
diistiniilmektedir (Sekil 3.68).

Calismada 1ki haftalik uygulama siirecinin sonunda, histopatolojik analizler
degerlendirildiginde nanopartikiil uygulanmis denek gruplarinda yalniz BMP-7 iceren
nanopartikiillerin (N33) uygulandig1 hayvanlarda osteosit ve osteoblastik artislarin
onemli Glgiide oldugu goriilmekle birlikte kemik c¢atinin olusumunda kondrositlerin
fokal artiglar1 ve osse6z nis yapilarinin da sekillendigi goriilmiistir. BMP-7 ve
klindamisin fosfati bir arada igeren nanopartikiil (N34) formiilasyonunun uygulandigi
grupta ise belirgin sekilde osteoblastik aktivite ve kapillarizasyon gbzlenmis, defektli
bolge cevresindeki bolgede bag dokunun kendine ait hiicreleri disinda herhangi bir
fibrosit-fibroblast artisi gozlenmemistir. Uygulamanin yapilmis oldugu yerin hemen
cevresindeki gevsek dokuya ait bolgede de kanama ve yangisal degisikliklerin sona

ermis oldugu belirlenmistir.

Film grubu uygulanmis denekler igerisinde, yalmiz BMP-7 yiikli
nanopartikiillerle hazirlanmis olan film (NF1) uygulamasi yapilanlarda, aym
nanopartikiil grubundaki gibi yalniz BMP-7 igeren nanopartikiil (N33) uygulamasina
benzer siddette bir osteosit-osteoblast proliferasyonu goriiliirken, osSedz nis ve
kondromatéz olusumlarin yine fokal ancak daha az sayida gelistigi izlenmistir.
Klindamisin fosfat ve BMP-7’yi birarada i¢eren nanopartikiillerle hazirlanmis olan
NF2 formiilasyonu ile ise NF1’e gore daha fazla osteoblastik ve osse6z nis olusumu
gozlenmistir (Cizelge 3.27). Bununla birlikte film formiilasyonlarinin her iki grubunun
uygulandig1 deneklerde de (NF1 ve NF2) kapillarizasyonun nanpartikiil grubuna gore
daha az oldugu goriilmiistiir. Diger taraftan defekt bolgesindeki dejeneratif-nekrotik

degisikliklerin dar bir alanda da olsa bulundugu gozlenmistir. Dolayisiyla, film
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gruplarinda nanopartikiil uygulamasi yapilan alt gruplara gore defektli bolgedeki
rejeneratif kapasitenin diisik oldugu ve gegen birim zaman igerisinde beklenen

diizeyde etkin bir iyilesme olmadigini gostermistir.

Greftle hazirlanmis formiilasyonlarin  uygulanmis oldugu deney gruplari
icersindeki yalniz BMP-7 iceren nanopartikiillerin yiiklendigi NG1 ve her iki etken
maddeyi de iceren NG2 formiilasyonlarinin uygulandigi gruplar kendi iglerinde
kiyaslandiklarinda aralarinda histopatolojik olarak herhangi bir fark bulunmamustir.

Greft ve film igerisinde yalniz BMP-7’yi iceren nanopartikiilin bulundugu
formiilasyonlarin (sirasiyla NG1 ve NF1) uygulanmasi sonucunda birbirine yakin
sonuglar elde edilmistir. Ozellikle film ve greft gruplarmin hem klindamisin fosfat hem
de BMP-7’yi beraber igeren nanopartikiillerin yiiklii oldugu gruplarda (NF2 ve NG2)
temel histopatolojik goriintiiniin birbirlerine paralellik gosterdigi anlagilmistir. Fakat
greft grubundakilerde, nanopartikiil ve film gruplarindaki deneklerden farkli olarak
kondromat6z olusumlarin sekillenmedigi goriilmiistiir. Dolayisiyla, bu grupta yapilan
uygulamalarin da defektli bolgenin eski yapisina kavusmasinda, film uygulamasi
yapilanlar kadar etkili olmadig1 anlasilmistir. Bununla beraber hem greft hem de film
grubu ile N34’tin uygulanmis oldugu doku kadar etkin bir rejeneratif kapasite

saglanamadig1 sonucuna ulasilmistir.

Kontrol grubundaki deneklerde de osteoblastik proliferasyonlar ve
kapillarizasyon diger deney gruplarina gore hafif diizeyde de olsa mevcut
bulunmustur. Ancak diger gruplardan farkli olarak az sayida nétrofil 16kosit, lenfosit,
plazma hiicresi ve makrofajlarin bir arada bulundugu hafif yangisal degisiklikler
dikkat ¢ekmistir. Bu bulguya formiilasyon gruplarinin uygulanmis oldugu defektli
bolgelere gore daha belirgin gelismis dejeneratif-nekrotik degisiklikler eslik etmistir.
Deney gruplart igerisinde film ve greft gruplarinin uygulandigi dokularda dejeneratif
ve nekrotik degisikliklerin nanopartikiil grubuna gore belirgin derecede fazla ancak

kontrol grubuna gore az oldugu gézlenmistir.
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Sonug olarak, gruplar kendi arasinda karsilastirildiginda, nanopartikiil, film ve
greft gruplarinin, kontrol grubuna gore daha anlamli sekilde osteosit ve osteoblastik
proliferasyonu arttirdigi, defekt bolgesi ve g¢evresindeki kemik dokuyu daha etkili
sekilde olgunlastirdigr ve dejeneratif degisiklikleri azalttigi goriilmiistiir. Kontrol
grubunda iki haftalik siire¢ icerisinde kanamanin ve yangi hiicrelerinin varlhigi
rejenerasyonun kendi haline birakildiginda yavas gelistigini gostermistir. Yine
formiilasyon gruplarinin uygulanmasiyla sinirl da olsa gelisen kondromat6z alanlarin
yerini kontrol grubunda hafif fibroz proliferasyonlarin aldigi fark edilmistir. Bu da
yine defekt bolgesi ve gevresindeki kemiklesmenin iki haftalik siiregte daha yavas
sekillendigi izlenimi vermistir. ~ Ayrica kapillar damarlarin gelismemesi ve
kondrositlerin rastlandig1r alanlarin daha az olmast da yine kontrol grubunda

iyilesmenin yavas ilerledigini gostermistir.

Genel anlamda tim gruplarda BMP-7 ile birlikte tercih edilen klindamisin
fosfatin yangisal degisiklikleri basariyla 6nledigi goriilmiistiir. Sadece nanopartikiil
uygulanan gruplarda, dokunun iyi beslendigi ve 0Ssedz nislerin ¢abuk gelistigi,
ossifikasyona daha hizli ulasildigi gézlenmistir. Defekt uygulamasi yapilan bolgede
herhangi bir dejenerasyon veya nekroza iligskin rezidiiel dokunun olmamasi da bu

kemik ¢atinin uyumlu gelistigi izlenimini vermistir.

Film ve greft formiilasyonlarinin uygulandigi gruplar ise kendi arasinda
karsilastirildiginda her iki grupta da yalniz BMP-7 yiiklenmis nanopartikiil igerenler
(NF1 ve NG1) arasinda anlamli bir farklilik izlenmemesine ragmen, BMP-7 ve
klindamisin fosfat yiiklii nanopartikiil igerenlerde (NF2 ve NG2) osteoblastik artislar,
0ssedz nis ile kemik dokunun sekillenmesi ve kondromat6z alanlar arasinda farklilik
bulunmustur (Cizelge 3.27). Bu bulgular film uygulamasinda daha belirgin olarak
gozlenmisgtir. Dolayisiyla film formiilasyonunda NF2’nin NG2’ye gore ayni siirede
rejenerasyonda daha etkili oldugu sonucuna ulasilmigtir. Nanopartikiiller
karsilagtirildiginda ise, yalniz BMP-7 iceren nanopartikiiller (N33) NF1 ve NGl ile
benzer sonuglar tasisa da, kemik yapmin daha genis alanlar1 kapsamasi ve
kapillarizasyonun daha iyi olmasi1 N33’iin uygulandig1 bdlgede rejenerasyonun daha

yiiksek oldugunu gostermistir. Bununla birlikte nanopartikiil grubundaki BMP-7 ile
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BMP-7 ve klindamisin fosfat1 birlikte igeren formiilasyonlarin uygulanmis oldugu
dokular kendi arasinda ve diger gruplarla kiyaslandiginda kemik rejenerasyonunu iki
haftalik siire icerisinde defektsiz, inflamasyonsuz sekilde daha fazla hizlandirdig:
goriilmiistiir. Tim bu sonuglar kiyaslandiginda nanopartikiil seklinde uygulamalarin
ozellikle kemik dokunun sekillenmesine 6nemli katkilar sagladigi, BMP-7 ile birlikte
bir antibiyotigin (klindamisin fosfat) kullanilmasinin daha basarili oldugu ve kemik
dokudaki defektleri kapatmada da daha etkili oldugu sonucuna varilmistir. Ancak film
uygulamasinin, nanopartikiil uygulamasi1 kadar olmasa da greft uygulamasina gore

daha anlamli bir basar1 getirdigi de yadsinmaz bir sonug olarak goriilmiistiir.

Sonug olarak hem mikro-BT hem de histopatoloji analiz yontemi birbirleri ile
iki haftalik sonuglar iizerinden karsilastirma yapildiginda formiilasyon gruplari ile
kontrol grubu arasinda bu kisa siire iginde bile anlamli degisikliklerin meydana geldigi

kanitlanmustir.
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5. SONUC VE ONERILER

Kemik rejenerasyonu tedavisinde kullanilmak iizere klindamisin fosfat ve
BMP-7 igeren hazirlanan nanopartikiil, film, nanopartikiil-film ve nanopartikiil-greft
kombinasyon formiilasyonlarinin hazirlanmasi ve degerlendirilmesi ile ilgili bu tez

calismasinda su sonuglar elde edilmistir;

1. Polielektrolit kompleks film olusturmak i¢in polimerlerin derisimleri ve miktarlari
degistirilerek bircok deneme gergeklestirilmis ve in vitro incelemeler sonucunda
uygulama, etken madde salimi, adezyon, kalinlik ve islem etkinligi gibi 6zellikler
acisindan en uygun formiilasyon 15 mL % 3 aljinat ¢ozeltisi ve 5 mL % 1 diisiik
molekiil agirlikli kitozan ¢ozeltisi kullanildiginda (AC33) elde edilmistir.

2. Klindamisin fosfat yiiklii aljinat ve kitozan filmlerle salim siiresi bir saatten sekiz
saate kadar uzatilabilmis aljinat-kitozan polielektrolit kompleks filmlerle etken
madde film igerisinde olusan mikron boyutundaki kapsiillere hapsoldugu icin
salim stiresi 12 saate ¢ikarilabilmistir.

3. Film formiilasyonlar1 mikro-BT ile ii¢ boyutlu olarak detayl sekilde taranabilmis,
kompleks filmlerde koaservatlar goriintiilenebilmistir. Bu ¢alisma ile literatiirde
ilk defa filmin yapisal incelemesinde mikro-BT kullanilmis, bu analiz sayesinde
filmin igerisinde olusan gozenek, kompleks yap1 gibi farkli dokularin kantitatif
analizleri de yapilabilmis, yap1 i¢inde por ¢ap1 ve hacmi de ayni analiz ile elde
edilebilmistir.

4. Tez calismasi kapsaminda hazirlanan film formiilasyonlariin hem periodontal
uygulamalarda hem de dental cerrahi opersayonlarda tedavi amaglh
kullanilabilecek bir ilag sekli olabilecegi in vitro ve in vivo sonuglarla
kanitlanabilmistir.

5. Nanopartikiil formiilasyonlarinin hazirlanmasi i¢in kullanilan polimerler
arasindan etken madde yiikleme etkinligi ve planlanan salim siiresinin
saglanabilmesinde c¢alismamizda kullanilan polimerlerden en uygun olaninin
24-38 kDa molekiil agirliginda 50:50 laktik asit-glikolik asitten olusan ester uglu

PLGA oldugu sonucuna varilmistir.
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10.

11.

12.

Nanopartikiil formiilasyonlarinin hazirlanmasinda dis fazin PVA derisimi % 0,3
ve pH’s1 pH 10 iken en yiiksek % islem etkinligi ve hedeflenen en diizgiin salim
profiline sahip nanopartikiiller hazirlanmistir.

Nanopartikiillerin  goriintiilenmesinde mikro-BT’ nin ¢oziiniirliigliniin  yeterli
olmamas1 sebebi ile goriintiileme yapilamamis, nano-BT ile {i¢ boyutlu olarak
anlagilabilir goriintiler elde edilebilmis, kantitatif analizler
gerceklestirilebilmistir. U¢ boyutlu analizler sayesinde yapisal durum daha net
anlasilabilmis ve etken madde yiikleme kapasitesi ve etken madde salim hizinda
yapida olusan kapstil kilif kalinlig1, gozenekliligin kantitatif tayini gibi sonuglar
ile sadece SEM goriintiileri ile elde edilemeyecek c¢esitli tartismalar yapilabilmis
ve hedefe uygun formiilasyonlar daha rahat segilebilmistir.

Nanopartikiil-film kombinasyon formiilasyonlarinda nanopartikiillerin film
icerisinde homojen dagitilabildigi ve nanopartikiil-greft kombinasyon
formiilasyonlarinda nanopartikiillerin grefte hapsedilebildigi SEM ve mikro-BT
goriintiileme yontemleri ile kanitlanmastir.

Nanopartikiil-film kombinasyon formiilasyonunda nanopartikiile yiiklenmis etken
maddenin salim profilinde anlamli bir degisim gozlenmemisken nanopartikiil-
greft formiilasyonlarinin salim hizinda yavaglama tespit edilmistir bu da film
materyallerinin uygulama bolgesinde greft materyaline gore daha ¢oziiniir olmasi
nedeniyle nanopartikiillerin daha kolay serbest hale ge¢isi ile agiklanabilmektedir.
Calismamizda in vivo uygulamanin kolaylig1 diisiiniilerek film formiilasyonlari
hazirlanmistir. Filmlerle uygulama kolayligi olmasina ragmen nanopartikiillerin
de uygulama bolgesine kolayca doze edilebildigi gozlenmistir.

Tez calismasinda antimikrobiyal bir etken maddenin BMP-7 ile birlikte kombine
formiilasyonlarinin hazirlanmasinda tedavi i¢in ¢ok dnemli bir avantaj saglanmis
ve dis hekimlerinin uygulamalar sirasinda farkl iki etken maddeyi ayni anda tek
bir ilag sekli ile uygulama kolaylig1 gerceklestirilebilmistir.

Yapilan histopatolojik incelemeler, mikro-BT ile elde edilen sonuglar ile tutarli
bulunmus ve tez kapsaminda gelistirilen ilag sekilleri ile kontrol grubuna gore
belirgin sekilde kemiklesmenin 2 hafta da bile elde edilebildigi tespit edilmistir.
Bu da dis hekimlerinin periodontal tedavilerde ve dental cerrahi operasyonlarda

kullanabilecegi birden fazla ilag seklinin gelistirilebildigini gostermektedir.
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13. Calismada elde edilen formiilasyonlarin patent basvurusunun yapilabilecegi

disiinilmektedir.

Tez galismamizda elde ettigimiz sonuglar 1s1ginda, in vivo deneyler rejenerasyonun
gerceklesip gergeklesmediginin anlagilabilmesi igin 6n ¢alisma olarak iki hafta ve bir
ay stireyle gergeklestirilmistir. Fakat tam anlamiyla kemigin rejenere oldugunun

gozlenmesi i¢in in vivo degerlendirmelerin ikinci ay i¢in de yapilmasi 6nerilmektedir.
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OZET

Dental cerrahi islemler sonrasinda kemik rejenerasyonunda kullanilmak iizere biiyiime
faktorii ve antibiyotik yiiklii nanopartikiil, film ve greft materyali kombinasyonlarimin
hazirlanmasi ve degerlendirilmesi

Bu ¢alismada, dental kemik rejenerasyonunda kullanilmak tizere kemik morfogenetik
protien ve klindamisin fosfat yiiklii polimerik nanopartikiil ve bu nanopartikiillerin yiiklendigi
film veya greftle elde edilen formiilasyonlarin hazirlanmas: ve in vitro - in vivo
degerlendirilmesi amaglanmistir.

Dislerin etrafim1 saran kemik doku travmatik, patolojik veya fizyolojik sebepler ile
kaybedilebilmekte ve bu durum dis kaybi ile sonuglanabilmektedir. Bu nedenle dental cerrahi
alanindaki calismalar, dislerin etrafindaki kemik kaybini engellemek ve kemik rejenerasyonu
iizerine yogunlagmistir.

Son yillarda, kemik rejenerasyonunda énemli rolleri olan biiylime faktorleri lizerine
calismalar yogunlagmis ancak, kisa yar1 6mirleri, uygulama zorluklar1 ve ancak yiiksek doz
faktor varliginda biyoaktivitesinin saglanabilmesi gibi nedenlerle kullanimlari sinirli kalmgtir.
Bunun yaninda, rejeneratif tedaviler sonrasi iyilesmenin aksamamasi ve ideal rejenerasyon
elde edilebilmesi igin biiyiime faktorleri ile birlikte tedavilerde antimikrobiyallerin kullanimi
ile konak cevabmin module edilmesi 6nerilmektedir. Tedavideki bu gereksinimlerden dolayi,
kemik morfogenetik protein ve klindamisin fosfat1 ayni ilag¢ seklinde igeren formiilasyonlarin
hazirlanmasi ile rejenerasyon derecesinin artirilabilecegi diistiniilmiistir.

Calisma kapsaminda o6ncelikle planlanan polielektrolit kompleks (PEC) filmleri
olusturabilmek i¢in aljinat ve kitozan ile ayri ayrt film denemeleri yapilmistir. Bu 6n
denemelerin 1s1ginda film dokme yontemi ile klindamisin fosfat yiiklii PEC filmler
olusturulmustur. Klindamisin fosfat1 ve biiylime faktoriinii ayri ayr1 veya bir arada iceren
nanopartikiiller ise emiilsiyon olusturma ¢oziicli buharlastirma yontemi ile iiretilmistir.
Ardindan ideal formiilasyonlar se¢ilmis ve nanopartikiil-film ve nanopartikiil-greft
kombinasyon formiilasyonlari hazirlanmigtir. Filmlerin 6zelliklerinin incelenmesi igin DSC
analizi, viskozluk, kalinlik ve agirlik dl¢timleri, islem etkinligi, in vitro ¢éziinme hizi deneyi,
adezyon testleri, FTIR analizi, SEM ve mikro-BT analizleri; nanopartikiillerin 6zelliklerinin
incelenmesi i¢in zeta potansiyel, partikiil biyikligii ve partikiil biyiklik dagilimi
incelemeleri, islem etkinligi, in vitro ¢oziinme hizi deneyi, SEM ve mikro- ve nano-BT
analizleri gergeklestirilmistir. Daha sonra segilen formiilasyonlar kemik dejenerasyonu
olusturulmus disi Wistar albino ratlara uygulanmis ve gergeklesen rejenerasyon histopatolojik
ve mikro-BT incelemeleri ile degerlendirilmistir.

Sonug olarak iki etken maddeyi ayr1 ayr1 ve birlikte igeren ideal formiilasyonlar
hazirlanmig, in vivo uygulamalar sonucunda da olusturulmus formiilasyonlarin  kemik
rejenerasyonunda etkili oldugu ve kombine ilag tedavisinin tek bir ilag tasiyici sistemde
verilmesinin en etkin tedavi sekli oldugu bulunmustur. Ilerleyen yillarda periodontal ve dental
tedavide kullanilmasi1 ve patentlenebilmesi miimkiin olan formiilasyonlar gelistirlebilmistir.

Anahtar sozciikler: Greft, Kemik morfogenetik protein, Klindamisin fosfat, Nanopartikiil,
Polielektrolit kompleks film
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SUMMARY

The preparation and evaluation of the combination of growth factor and antibiotic drug
loaded nanoparticles, film and graft material to be used for bone regeneration after
dental surgical procedures

In this study, it is aimed to prepare and in vitro-in vivo evaluation of bone morphogenetic
protien and clindamycin phosphate loaded polymeric nanoparticles and film or graft
formulations loaded with these nanoparticles for use in dental bone regeneration.

Bone tissue surrounding the teeth may be lost due to traumatic, pathological or
physiological reasons, which may result in tooth loss. Therefore, studies in the field of dental
surgery have focused on preventing bone loss around the teeth and bone regeneration.

Over recent years, studies have focused on growth factors that have important roles in
bone regeneration, but their use has been limited due to their short half-life, application
difficulties, and the ability to achieve bioactivity only in the presence of high-dose factor. In
addition, it is suggested to modulate the host response by using antimicrobials in the treatment
of growth factors together with regeneration treatments in order to prevent recovery and to
achieve ideal regeneration. Due to these requirements in treatment, it is thought that the degree
of regeneration can be increased by preparing formulations containing growth factor and
clindamycin phosphate together.

In the scope of the study, alginate and chitosan film preparation experiments were
performed seperately in order to form the planned polyelectrolyte complex (PEC) films. In the
light of these preliminary experiments, clindamycin phosphate loaded PEC films were
prepared by film casting method. Nanoparticles containing clindamycin phosphate and growth
factor separately or together were prepared by emulsifying and solvent evaporation technique.
Then the ideal formulations were selected and nanoparticle-film and nanoparticle-graft
combination formulations were prepared. For film characterization DSC analysis, viscosity,
thickness and weight measurements, drug content, in vitro drug release studies, in vitro
adhesion tests, FTIR analysis, SEM and micro-CT analysis; and for the characterization of
nanoparticles, zeta potential, particle size and particle size distribution investigations, drug
loading, in vitro drug release studies, SEM and micro- and nano-CT analyzes were performed.
Then the selected formulations were applied to female Wistar albino rats with bone
degeneration and the regeneration was evaluated by histopathological and micro-CT
examinations.

As a result, ideal formulations containing two active substances separately or together
were prepared and it was found that the formulations as a result of in vivo applications were
effective in bone regeneration and it was found that the combined drug treatment in a single
drug delivery system was the most effective treatment. Formulations that can be used and
patented in periodontal and dental treatment have been developed in the following years.

Keywords: Bone morphogenetic protein, Clindamycin phosphate, Graft, Nanoparticle,
Polyelectrolyte complex film
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