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Oz

Sunulan ¢aligmanin amact kemik dolgu malzemesi ve ilag tasima sistemi olarak kullanilabilecek kitosan mikro kiirelerin iiretimi,
karakterizasyonu ve performansinin in vitro olarak belirlenmesidir. Bu amagla; kitosan esasli mikro kiireler emiilsiyon carpraz
baglama yontemi ile iiretilmis olup, mikro kiirelerin boyut, sekil ve ilag yiikleme verimliliklerine etki eden karistirict hizi, ¢apraz
baglama ajam gibi faktorler incelenmistir. Ilag calismalarinda kullanilmak iizere bakteriyel enfeksiyonlarn tedavisinde kullanilan
antibiyotik ciprofloxacin tercih edilmistir. Ayrica, hazirlanan mikro kiirelerin biyoaktivitelerini test etmek icin yapay viicut sivist
(SBF) hazirlanmis ve 3 hafta boyunca mikro kiireler SBF igerisinde bekletilerek hidroksiapatit ¢okelmesi (HA) takip edilmistir. SBF
icerisine konulan mikro kiireler haftalik olarak toplanmig, Taramali Elektron Mikroskopu (SEM) ve Fourier Doniisiimlii Kizil6tesi
Spektroskopisi (FTIR) ile analiz edilmistir. Isik Mikroskopu ve SEM analizlerine gore kiire boyutlari karistirma hizi arttik¢a azalmis
ve 102,27 + 34,58 um den 16,38 + 3,26 um ye kadar diismistiir. Diigiik miktarda kullanilan g¢apraz baglayaci ajan glutaraldehit (GA)
(NH:CHO, 10:1 mol:mol) ise kiire sekillerinde bozukluga neden olurken, yiiksek miktarda GA kullanimi (NH>:CHO, 1:10 mol:mol)
kiirelerin seklinde iyilesmeye, kiire boyutunda ve ila¢ yiikleme verimliligininde azalmaya, ila¢ salim hizinda ise yavaslamaya neden
olmustur. SBF ile inkiibe edilen mikro kiirelerin SEM goriintiilerine gére HA yapilar: 1. haftadan sonra ylizeylerde birikmeye
baslamis, bu yapilar 3. haftada yiizeylerde daha belirgin hale gelmistir. FTIR analizleri de HA ¢okelmesini isaret eden PO43
gruplarinin 3. haftada daha belirgin oldugunu gostermistir. Bu sonuglara gore antibiyotik ciprofloxacin yiikli kitosan mikro kiireler
emiilsiyon ¢apraz baglama yontemi ile basarili bir sekilde iiretilmis olup, karigtirma hizi ve ¢apraz baglayici ajan1 GA miktarlarinin
mikro kiire boyut, sekil ve salim profillerine etkisi ortaya konmustur. Biyoktivite testlerinde kitosan mikro kiirelerin,
osteoentegrasyonu arttirma potansiyelinin oldugu gosterilmistir. Dolayisiyla kitosan mikro kiireler, kemik doku hasarlarinda lokal
olarak biyomolekiillerin salimini yapabilen dolgu malzemesi olarak veya implant malzemelerin yiizeylerinin modifikasyonunda
kullanilabilir.

Anahtar Kelimeler: Kitosan, lag Salim, Biyoaktivite.

Synthesis of Chitosan Based Drug Delivery System and Evaluation Its
Performance In Vitro

Abstract

The aim of the present study is to synthesize, characterize chitosan microspheres that can be used as bone-filling material and drug
carrier system, and to evaluate its performance in vitro. For this purpose; chitosan-based microspheres were synthesized by the
emulsion cross-linking method and factors such as stirring rate and cross-linker that may affect the size, shape, and drug loading
efficiency of microspheres were examined. Antibiotic ciprofloxacin that is used in the treatment of bacterial infection was preferred
for drug studies. Furthermore, simulated body fluid (SBF) was prepared to determine the bioactivity of the microspheres, and
hydroxyapatite (HA) precipitation on microspheres was followed for 3 weeks in SBF. Microspheres were collected from SBF weekly

* Sorumlu Yazar: sonder@yildiz.edu.tr

http://dergipark.cov.tr/ejosat 270



http://dergipark.gov.tr/ejosat
mailto:xxxx@xxx.xx.xx
mailto:sonder@yildiz.edu.tr

European Journal of Science and Technology

and characterized using light microscopy, Scanning Electron Microscopy (SEM), and Fourier Transform Infrared Spectroscopy
(FTIR). According to the light microscope and SEM analysis, the sphere dimensions decreased as the stirring rate increased and
decreased from 102,27 & 34,58 pm to 16,38 + 3,26 um. Low amount of cross-linking agent ( glutaraldehyde (GA)), (NH2: CHO, 10: 1
mol: mol) caused distortion in the shape of microspheres, while the high amount of GA (NH2: CHO, 1:10 mol: mol) caused smooth
microspheres, a reduction in the size and drug loading efficiency, and a slowdown in the drug release rate. According to the SEM
images of the microspheres incubated with SBF, HA structures began to precipitate on the surfaces after the first week, and these
structures became more pronounced in the third week. PO4? groups attributed to HA precipitation in FTIR spectrum were more
obvious at week 3. In conclusion; antibiotic ciprofloxacin loaded chitosan microspheres were synthesized successfully by the
emulsion crosslinking method, and the effect of stirring rate, crosslinking agent GA amounts on microsphere size, shape, and release
profiles were demonstrated. Enhanced HA precipitation was shown on chitosan microspheres in bioactivity tests. Hence, chitosan
microspheres may be used as bone-filling material that can release biomolecules to damaged sites locally, or as coating to modify the

surfaces of implant materials.

Keywords: Chitosan, Drug Release, Bioactivity.

1. Giris

Ilag tasima sistemleri; belirli zaman araliklarinda yerel veya
sistemik olarak uzun vadeli bir tedavi i¢in 6nceden belirlenmis
ve tekrarlanabilir kontrollii ilag salinimini saglamaktadir (Nathan
& Scobell, 2012). Geleneksel yontemde ilag bir seferde ve
yiiksek dozda verilir ve doz birkag saat veya bir giin sonra
tekrarlanmalidir. Bu yontem ekonomik degildir ve zararli yan
etkilere sahiptir (Nanjwade vd., 2011). Kontrollii ilag salim
sistemlerinin amaci, ila¢ tedavisinin performansini arttirmaktir.
Bu mekanizma terapétik aktiviteyi arttirir ve doz frekansi, doz
azaltimi ve tedavi sirasinda doz asimi nedeniyle toksisiteyi
diisiirerek yan etkileri azaltir. Kontrollii ilag salim sistemi, kan
plazmasinda sabit bir ilag konsantrasyonu seviyesi saglar. Ilac
konsantrasyonu seviyesi sabit degilse, ilag normal seviyenin
altina diiser veya toksik seviyenin iizerine ¢ikar. Bu durum
hastada istenmeyen yan etkilere neden olabilir.

Kontrollii ilag tagima sistemi bir polimerin bir ila¢ ya da
baska bir aktif ajan ile birlestirilmesiyle iiretilir. Ilag tasima
sistemlerinde kullanilan polimerler, toksik olmayan, alerjik
olmayan, yiiksek saflikta ve tekrarlanabilir olmali, in vivo
kosullarda biyolojik olarak parcalanabilmeli ve parcalanma
islemi sonrasi olusan yapilar metabolizmada kullanilabilmelidir
(Seyfoddin & Al-Kassas, 2011). Biyomalzeme olarak kullanilan
biyolojik olarak bozunabilir polimerler dogal veya sentetik
olabilir. ~ Sentetik polimerler, bireysel ihtiyaglara gore
uyarlanabildigi icin daha fazla esneklik saglar ve dogal
polimerler uygun, ucuz ve kimyasal olarak modifiye edilebilir
(Kalia & Avérous, 2011). Kitosan toksik olmamasi,
biyouyumlulugu, biyolojik bozunabilirligi, disiik allerjenite ve
muko-yapigsmasit nedeniyle tibbi uygulamalar alaninda onemli
bir role sahiptir (Di Martino vd., 2005; Khor & Lim, 2003; Senel
& McClure, 2004). Ozellikle yiiksek biyouyumlugu ve biyolojik
olarak parcalanabilirligi tibbi uygulamalar i¢in 6énemli firsatlar
saglamaktadir. Kitosanin biyolojik olarak parcalanabilir 6zelligi
ilag tagima sistemleri i¢in dnemli bir avantajdir (Dash vd., 2011).
Memeli viicudunda kolondaki lizozim ve bakteriyel enzimler,
metabolik aktivitelerde kitosani parcalayabilir (Dias vd., 2013).
Kitosan toksik olmamas1 nedeniyle de FDA tarafindan Japonya,
ftalya ve Finlandiya'da diyet uygulamasi ve yara pansumaninda
kullanilmak tizere onaylanmigtir (Illum, 1998; Thanou vd., 2001;
Wedmore vd., 2006).

Mikro kiire esash ilag tagima sistemleri ilaglarin cesitli
polimerlerle kombinasyonu/formiilasyonu yoluyla spesifik
uygulama alanmma uyarlanmasimi saglar. Mikro kiire esash
sistemler biyoaktif maddelerin salinmasin1 kontrol eder ve aktif
bilesenlerin omriinii uzatabilir. Kitosan esasli mikro kiireler,
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ilaclarmn kontrolli salimimi i¢in yaygin olarak kullanilan ilag
tagima sistemleridir. Anti-hipertansif ajanlar, anti-kanser ajanlari,
anti-inflamatuar ajanlar, proteinler, peptit ilaclar ve asilarin
kitosan esaslt mikro kiirelerden salimi literatiirde ¢alisilmaktadir
(Sinha vd., 2004). Kitosan esasli mikro kiireler piiskiirterek
kurutma, eleme yontemi, koaservasyon/¢okeltme, emiilsiyon
capraz baglama, iyonik jellestirme vb. gibi gesitli tekniklerle
tiretilebilmektedir (Agnihotri vd., 2004). Emiilsiyon ¢apraz
baglama yonteminde kitosanin reaktif fonksiyonel amino
grubunun ¢apraz baglayict maddenin mevcut reaktif gruplariyla
capraz baglanmasindan yararlanmaktadir. Bu yontemde, yag
icinde su emiilsiyonu, kitosan sulu ¢ozeltisinin yag fazinda
emiilsiyon haline getirilmesi ile hazirlanir. Sulu damlaciklari
stabilize etmek i¢in uygun bir ylizey etkin maddesi kullanilir.

Daha sonra uygun c¢apraz baglayicti ortama eklenerek
damlaciklarin ~ (mikro  kiirelerin) mekanik  dzelliklerinin
iyilestirilmesi saglanir. Son islem olarak mikro kiireler

filtrelenerek yikanir ve kuruma islemine birakilir (Akbuga &
Durmaz, 1994).

Ilag tastma  sistemlerinin  iiretilmesinde  kullanilan
polimerlerin yapisinda bulunan reaktif gruplar sadece ¢apraz
baglayict maddelerin baglanmasi i¢in degil, belirli bir
organa/dokuya hedeflenmis ila¢ tasima sistemlerinin ve
polimerik kompozit yapilarmin {iretilmesi iginde oldukca
onemlidir (Bhattacharya vd., 2016; Hreczuk-Hirst vd., 2001;
Mattu vd., 2016). Ornegin, Depan vd., organik-inorganik hibrid
3B yap1 tiretmek amaciyla kitosan ve nano hidroksiapatit (nHA)
yapilarm1  kullanmuglardir  (Depan vd., 2011). Kitosanin
yapisinda bulunan —NH, gruplarina propilenoksit baglanmus,
NHA yapisi etilen glikol ile fonksiyonel hale getirilmis ve doku
mithendisligi uygulamalarinda kullanilmak tizere mekanik
ozellikleri, fiziksel-kimyasal d&zellikleri, biyouyumlulugu
arttirilmug hibrid yapilar tretilmistir. Ayni sekillde, Zhe vd, ise
PLGA esasli mikro kiirelerin yiizeyinde nano hidroksiapatit
biyiitiilebildigini gostermislerdir (Zhe vd., 2011). Bu ¢alismada
polimerin yapisinda bulunan -COOH gruplarinin Ca?* baglama
0zelliginden yararlanilmis ve PLGA yiizeyleri nHA yapilar ile
kaplanmisgtir.

Hidroksiapatit (HA) (Caio(PO4)(OH),) dogal bir mineral
olup dis minesi, dentin, kemik gibi dokularin yapisinda yer
almaktadir. Sentetik ve dogal seramik malzemelerin yapi iskelesi
olarak kullanilma potansiyelinin kesfinden sonra bu malzemeler
ozellikle kemik doku miihendisligi alaninda kendilerine genis bir
uygulama alani bulmuslardir (Burg vd., 2000). Bunun temel
sebebi seramiklerin kemigin dogal inorganik kismina ¢ok
benzemeleri, yiiksek biyouyumlulugu ve osteokondaktif
ozelliginin olmasidir (Leukers vd., 2005; Teixeira vd., 2009).
Kemik-implant ara yiizeyinde ¢ok kuvvetli  baglar
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olusturabilmektedir (Onder vd., 2015) ve kemigin bu yiizeyde
biiyiiyebilmesini  hizlandirmaktadir. HA  gozenekli yapisi
sayesinde hiicrelerin, gdzeneklerin i¢ine dogru bilylimesine izin
verir ve dokularin implante niifuz etmesini saglar. Ayrica HA'nin
yapisindaki gozenekler, kanallar sistemi gibi davranip, kemik
yaptya kanin ve diger dnemli viicut sivilarinin ulagmasini saglar
(Pasinli & Aksoy, 2010). Yapilan calismalarda HA yapisi ile
ylizeyi modifiye edilmis titanyum malzemelerde, yiizeyi
modifiye edilmeyenlere gore osteoblast hiicrelerin tutunma,
biiyiime ve farklilagsma kabiliyetlerinin arttig1 goriilmistiir (Lee
vd., 2009; Liu vd., 2011). Bu seramikler yiiksek kirilganliklari
yiizinden kemiklerin mekanik ozelliklerini tagimamaktadir ve
bu yiizden dogrudan sert doku implanti olarak kullanilamazlar.
Fakat bahsedilen 0Ozelliklerinden Otliri  metal implant
malzemeleri i¢in kaplama malzemesi olarak, tek baslarina veya
farkli biyomalzemeler ile karistirilarak kemik yaralanmalarinin
tedavisinde dolgu malzemesi olarak kullanilabilmektedirler.

Kontrollii ilag sistemlerinin ve HA yapisinin sirasiyla
hastaliklarin tedavisi ve sert doku uygulamalarindaki pozitif
etkileri gbz Oniine alindiginda, HA ve kitosan esasli ila¢ tagima
sisteminden olusan hibrit bir yapinin hasarli kemik dokularin
tedavisine  Onemli  katkilar  sunacagi  disiliniilmektedir.
Dolayistyla bu calismada; (i) ilag tasima sistemi/kemik dolgu
malzemesi olarak kullanilabilecek ve kontrolli salim
yapabilecek kitosan mikro kiirelerin iiretimi ve karakterizasyonu,
(i) SBF igerisinde kitosan mikrokiirelerin yiizeylerinde HA
biiylimesinin tespiti ¢alisilacaktir. Bu amagla, kitosan esasli miro
kiireler emiilsiyon carpraz baglama yontemi ile tiretilecek olup,
mikro kiirelerin boyut, sekil ve ilag ylikleme verimliliklerine etki
eden karigtirict hizi, capraz baglama ajami gibi faktorler
incelenecektir. Bahsedilen faktorlerin etkisi 151k mikroskopu,
SEM ve ilag salim ¢aligmalari ile tespit edilecektir. Mikro
kiirelerin biyoaktive testleri ise SBF igerisinde yapilacak olup,

yizeylerdeki HA  biiyimesi SEM, Enerji  Dagilimi
Spektrometresi (EDS) ve FTIR ile takip edilecektir.
2. Materyal ve Metot
2.1. Materyal
Calisma kapsaminda kullanilan mineral yagi, kitosan

(deasetilasyon orani= %96, 50494 Sigma), gluteraldehit (GA),
ciprofloxacin, NaCI, @ NaHCOs;, KCI, K;HPO4.3H0,
MgC12.6H20, HCL CaClz, Nast4 ve (CHQOH)3CNH2 Sigma
Aldrich’ ten temin edildi.

2.2. Metot
2.1.1. Kitosan Mikrokiirelerin Uretilmesi

Mikro kiire iiretiminde emiilsiyon ¢apraz baglama yontemi
kullanildi. Bunun i¢in 50 ml mineral yagi icerisine 1000 pl span
80 eklenerek oda sicakliginda mekanik karistirict ile 10 dakika
karigtirilldi. 0,1 gr kitosan asetik asit (0.1 M) igerisinde
cozdiiriilerek  %2’lik  kitosan ¢oOzeltisi  hazirland1  (Sml).
Hazirlanan polimer soliisyonu, siringa yardimiyla sabit bir hizda
yag karisimina damlatilarak eklendi ve 30 dakika boyunca 500
rpm hizla karnistinldi. Capraz baglayici ajani, (125 pl) 25 %
Gluteraldehit (GA) eklendi ve 1 saat karistirildi. Karigim 60 °C
de 1,5 saat inkiibe edilerek ¢oziicliniin ortamdan uzaklastirilmasi
ve kiirelerin ¢cokmesi saglandi. Kiirelerden yagin uzaklastiriimasi
icin kiireler hekzan ile 5dk boyunca 3 defa yikandi. Yikama
islemi i¢in santriftij (4000 rpm, 5 dk) kullanildi. Yikanan kiireler
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kurumasi i¢in 1 giin 37 °C de bekletildi. Kuruyan kiireler,
kullanilana kadar desikatorde muhafaza edildi.

2.2.2. GA Miktarimin Mikro Kiire Boyutu Uzerine
Etkisinin Incelenmesi

Kitosan mikro kiirelerin yiizeylerinde bulunan —NH;
gruplart  GA tarafindan ¢apraz baglama islemi igin
kullanilmaktadir. Bu sebeple capraz baglama isleminin kiire
boyutlar1 ve salim profilleri iizerine etkisinin incelenmesi igin
kiire tiretimi esnasinda farkli GA miktar1 kullanildi. Ortama
eklenen kitosanin yapisindaki —NH, gruplarinin ve GA
yapisindaki —COOH  gruplarinin = oranlart  NH:COOH,
10:1,1:1,1:10 mol:mol olacak sekilde ayarland1 (Filipkowska &
Jozwiak, 2013) ve bu hesaba gore kiire yapimu sirasinda ortama
sirastyla 40, 400 ve 4000 pl (%25°lik) GA ¢apraz baglayici
ilave edildi. Elde edilen kiirelerin sekil ve boyutunu analiz etmek
i¢in 151k mikroskobu ve SEM kullanildi.

2.2.3. Kanigttrma Hizimin Mikro Kiire Boyutu Uzerine
Etkisinin Incelenmesi

Karistirma hizimin mikro kiire boyutu {izerine etkisini
belirlemek i¢in, yag/sivi karisimi farkli karigtirma (200-600 rpm)
hizlarinda karistirildi. Kiire boyutlarini analiz etmek icin yine
151k mikroskobu ve SEM kullanildi.

2.2.4. GA Miktarimin Ilag Yiikleme Verimliligi ve Ila¢
Salimi Uzerine Etkisinin Incelenmesi

Ilag mikro kiire iiretiminde kullamlacak polimer soliisyonu
igerisinde ¢Ozdirildii ve kiire olusumu sirasinda tutuklama
islemi gerceklestirildi. Kiire tretimi sirasinda, %2’lik kitosan
solisyonu (Sml) igerisine 500 pg/ml derigiminde 1 ml ilag
(ciprofloxacin) eklenerek karistirildi (500 rpm). Ilagh polimer
solisyonu yag karigimma eklenerek ilag yiiklii mikro kiireler
gretildi. Bu islem 40, 400 ve 4000 pl GA miktarlart igin
tekrarlandi. Yag fazinda, yiikklenmeyen ila¢ miktarinin analizi
zor oldugundan ila¢ yiikleme verimi ilag salim profili elde
edildikten sonra hesaplandi.

Ilag salim profillerinin belirlenmesi icin 40, 400 ve 4000 pl
GA igeren mikro kiirelerden 250°ser mg alinarak 15 ml’lik
falkon tiiplere yerlestirildi. Her bir falkon tiipiiniin igerisine
sicakligi 37°C olan 3 ml PBS (0.1 M) ¢ozeltisi eklendi ve bu
tiipler 37°C de calkalayici tizerinde (100 rpm) salima birakildi.
Bu denemeler {iglii setler halinde yapildi. Numune toplama
asamasinda falkon tiiplere 4000 rpm de 3 dakika siiren santrifiij
islemi uyguland: ve dikkatli bir sekilde Ornekler iist fazdan
toplandi. Numunelerin alinmasindan sonra ortama tekrar PBS
eklenerek 6rnekler 37°C muhafaza edildi. 500 pg ilag eklenerek
hazirlanan mikro kiirelerden salimi yapilan ilag miktar1 2-400
saat araliginda toplanan Ornekler iizerinde calisildi. Toplanan
orneklerdeki ila¢ miktarlar1 kalibrasyon egrisi kullanilarak
hesaplandi. Kalibrasyon egrisi bilinen ilag miktarlarina karsilik
UV-VIS spektrofotometre kullanilarak 278 nm’de okumalar
yapilarak cizildi. Farkli miktarda capraz baglayict kullanilan
caligmalarina ait sonucglarin salim profilleri elde edildikten sonra
yiikleme verimliligi su sekilde hesaplanmistir:
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ilag yiikleme verimliligi (%)
salimi yapilan ilag¢ miktar: 100
= x

eklenen ila¢ miktar:

2.2.5. Mikro Kiirelerin Biyoaktivite Calismalart

Mikro kiirelerin biyoaktiviteleri yapay viicut sivisi (SBF,1X)
ile degerlendirilmistir. SBF hazirlanmasinda daha onceki
calismada kullanmig oldugumuz prosediir uygulanmistir (Onder
vd., 2013). Kisaca, 40 ml 1X SBF c¢ozeltisi hazirlamak igin
distile su icerisine sirastyla 0,319 gr NaCl, 0,013 gr NaHCO3,
0,009 gr KCI, 0,009 gr K;HPO4.3H,0, 0,01 gr MgCl,.6H20,
1,48 ml HCI (1 M), 0,01 gr CaCl,, 0,003 gr Na,SO4 ve 0,24 gr
(CH2OH);CNH, eklendi ve pH degeri 37 °C de 7.4 olacak
sekilde ayarlandi. pH degerlerinin ayarlanmasinda 1M HCI veya

Isik Mikroskopu Goriintiileri

(40x)

| GA

40

| GA

400

GA

4000

kiirelerin yiizeylerinde bulunan —-NH; gruplari ile bag kurmasi
olabilir. 400 ve 4000 pl gapraz baglayici kullaniminda ise
mikro kiirelerin boyutlarinin daha homojen dagildig: ve sekil
olarak daha kiiresel forma sahip oldugu goriilmektedir. SEM
analizleri de 151k mikroskopu analizlerini desteklemektedir.

Elde edilen kiirelerin c¢aplarinin belirlenmesi igin 151k
mikroskopu altinda farkli GA varliginda iiretilmis ve farkli
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IM NaOH ¢ozeltileri kullanildi. SBF hazirlandiktan sonra 100
mg kiire 5 ml SBF igerisinde 37 °C galkalayicida 3 hafta
boyunca inkiibasyona birakildi. SBF ¢ozeltisi 2 giinde bir yenisi
ile degistirildi ve haftada bir 6rneklerden numuneler alinarak
SEM, EDS ve FTIR analizleri yapildi.

3. Arastirma Sonuclar1 ve Tartisma

3.1. GA Miktarinn Mikro Kiire Boyutu Uzerine
Etkisi

40 pl’lik GA kullaniminda elde edilen kiirelerin 151k
mikroskopu goriintiilerinde ozellikle kiirelerin daha fazla
miktarda birbirine yapistig1 ve bozulmus kiire yapilarinin varligi
gozlemlendi (Sekil 1). Bunun bir sebebi ortamda yeterince
capraz baglayici olmamasi ve ayni ¢capraz baglayicinin farkl

SEM Goriintiileri
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Ortalama Mikrokiire Capi (um)

W40 pl GA 400 pl GA w4000 pl GA

Sekil 2. Farkli GA miktarlar1 kullanilarak iiretilen mikro
kiirelerin boyut analizi.

boyutlara sahip kiireler iizerinde boyut analizleri yapilmistir
(Farkli boyutlara sahip seg¢ilmis 100 adet mikro kiirenin ¢ap1
Olciilmiistiir). Bu analize gore 40 pl GA ile iiretilen mikro
kiirelerin ortalama ¢ap1 25+ 7,5 um, 400 pl GA ile iiretilen
mikro mikro kiirelerin ortalama ¢ap1 15,5 £6,9 pm ve 4000 pl
GA ile tretilen mikro kiirelerin ortalama ¢ap1 12,2+5,8 pum
“dir (Sekil 2).

Dolayistyla GA miktarindaki artis kiire boyutlarinda
kiigiilmeye neden olmaktadir. GA c¢apraz baglayicisinin
kitosan kiirelerin yapisinda bulunan serbest -NH, gruplar ile
bag yaptig1 géz Oniine alinirsa, GA miktarindaki artig ile kiire
yiizeylerinde serbest -NH, gruplarinin miktarinda azalma
olmasi, daha saglam ve kiireye benzer yapilarin olusmasi
beklenmekteydi. Kiirelerin ¢aplarinda meydana gelen azalma
bu goriisii desteklemektedir. Ayrica 400 ve 4000 pl GA
kullanilarak olusturulan kiirelerin boyutlar1 arasindaki farkin
40 pl ve 400 pl GA kullanilarak olusturulan kiirelerin
boyutlar1 arasindaki farktan daha az olmasi, 400 ul ¢apraz
baglayicinin ~ kullanildig1  ylizeylerde ¢apraz  baglama
isleminden sonra kiire yiizeylerinde serbest -NH» gruplarinin
bulundugunu fakat miktarinda bir azalmanin oldugunu
gostermektedir.
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Kitosan yiizeyinde bulunan amino gruplart pH<6.5
degerinde proton kazanmakta olup (Ali & Ahmed, 2018),
yiizeylerde hidroksiapatit biiyiimesi igin ¢ekirdeklenme
merkezi olusturma potansiyeline sahipti. Mikro kiire
yiizeylerinde daha fazla —NH, grubuna sahip olunmasi
durumunda mikro kiirelerin biyoaktivitelerinin  artmast
saglanabilir. Bu nedenle daha homojen kiire boyutlarinin
iiretilmesine olanak saglayan 400 pl GA bundan sonraki kiire
calismalarinda kullanilacak en uygun capraz baglayict miktari
olarak belirlenmistir.

3.2. Kanistirma Hizimin Mikro Kiire Boyutu
Uzerine Etkisi

Isik mikroskopu analizlerine gore karistirma hizi arttikga
olusan kiire boyutlar1 kiigtildii ( Sekil 3). Farkli karigtirma
hizlarinin kullanildigr iiretim islemlerinin sonunda elde edilen
farkli boyutlardaki mikro kiireler iizerinde yapilan boyut
analizinde (Farkli boyutlara sahip secilmis 100 adet mikro
kiirenin ¢ap1 Olgiilmiistiir) kiire boyutlarinin 200 rpm’de
102,27 + 34,58 um, 300 rpm’de 61,03 + 20,59 um, 400
rpm’de 48,81 = 11,41 pm, 500 rpm’de 21,86 £ 4,34 um ve
600 rpm’de 16,38 + 3,26 um oldugu goriildii.

Dolayistyla  karistirma  hizindaki  artisin - da  kiire
boyutlarinda azalmaya neden oldugu ortaya konuldu. 200-600
rpm karigtirma hizi araliginda ortalama 15-100 pm ¢apinda
mikro kiirelerin {iretiminin miimkiin oldugu gosterilmistir.
Fakat diigiik karistirma hizlarinda kiire boyutlarindaki farklilik
artis gostermekte ve homojen boyutta kiire {iretimi
zorlagsmaktadir. Bu nedenle calismalara 500 rpm karigtirma
hiz1 ile devam edilmistir.

3.3. GA Miktarmn fla¢ Yiikleme Verimliligi
Uzerine Etkisi

flag yiikleme verimliginin hesaplanmasinda kullanilan
Olgiimleme egrisi Sekil 4a da verilmistir. Ilag salim
profillerine goére 40, 400 ve 4000 pl GA kullanilarak
hazirlanan mikro kiirelerin ilag tutuklama verimlilikleri

strastyla %50,4 (252,58+2,39 pg), %43,4 (216,93+4,52 pg)
ve %20,6 (103,22 + 0,56 pg) olarak hesaplanmustir (Sekil 4b).

GA miktari arttik¢a mikro kiirelerin ilag tutuklama
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Sekil 3. Farkli karistirma hizlari1 kullanilarak {iretilen mikro kiirelerin 151k mikroskobu goriintiileri (10x). (a) 200, (b) 300, (c) 400, (d)
500 ve (e) 600 rpm.

verimliliklerinde bir azalma oldugu goriildi. GA miktarindaki
artig kiirelerin boyutlarinda bir azalmaya ve dolayisiyla kiirelerin
sismesinde ve yiizey alanlarinda kiigiilmeye neden olmustur. GA
miktarindaki artigin ilag yiikleme verimliliginde diismeye neden
olmasini bu sebeplerle agiklayabiliriz.

3.4. GA Miktarmn fla¢ Salim Hizina Etkisi

flag yiikli mikro kiirelerin 400 saatlik salim profilleri
incelendiginde, bu siire sonunda farkli GA ile iretilen mikro
kiireler hemen hemen tutuklanmis olan ilacin tamamini salmis
durumdadir  (Sekil 5a). Mikro kiirelere yiiklenen ilag
miktarlarina bakildigindan 40 ve 400 pl GA kullanilan mikro
kiirelere ortalama 252 ve 216 pg, 4000 ul GA kullanilan mikro
kiirelere ise 103 pg ilag yiiklemesi yapilmistir.

Dolayistyla 400 saat sonunda 40 ve 400 pl GA kullanilan
kiirelerden salinan ila¢ miktarlarinin daha fazla olmasi, daha az
miktarda ilag yiiklenen 4000 pul GA uygulanan kiirelerden daha
az miktarda ila¢ saliminin olmasi beklenen bir sonugtur. Salim
profilleri incelendigi zaman ila¢ salim hizlarinin birbirinden
farklt oldugu goriildii (Sekil 5b). GA miktarindaki artisa bagh
olarak ila¢ salim miktarinda bir yavaslama meydana gelmistir.
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Ornegin 40 ve 400 ul GA kullanilan mikro kiirelere ait 12 saatlik
ilag salim profilleri incelendiginde; 40 pl GA kullanilan mikro
kiirelerdeki ilacin yaklasik % 89’nun (yaklasik 225 pg) salimi

yapilmisken, 400 ul GA kullanilan mikro kiirelerdeki ilacin ise
sadece %65’ nin (141 pg) salimi gergeklesmistir (Sekil 5b). GA
miktarindaki artis mikro kiirelerin sigmesine ve ylizey alaninin
azalmasina neden olmus ila¢ salimini yavaglatmistir. 4000 pl GA
kullaniminda ise daha fazla GA kullanilmasina ragmen daha
hizli ilag salimi gergeklesmis gibi goriinmektedir, ¢linkii grafige
gore mikro kiirelere yiiklenen ilacin %82 salinmistir. Fakat
salim1 yapilan ila¢ miktarina bakildiginda sadece 85 pg olup, bu
stire zarfinda salimi yapilan en az ila¢ miktaridir.

3.5. SBF Cahismalan

Mikro kiirelerin SBF ile inkiibe edilmeden ve edildikten
sonraki SEM goriintiileri Sekil 6° da verildi. Bu goriintiilere gore
inkiibasyondan 1 hafta sonra mikro kiire ylizeylerinde
hidroksiapatit bilyiimesi ¢ok az olup 2. ve 3. haftalarda ise
oldukga artmistir. Yapilan EDS analizlerinde kiire yiizeylerinde
olusan ¢oketilerin Ca-P yapilart oldugu teyit edilmistir (Tablo 1).
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Literatiirdeki HA oOrneklerine ait FTIR analizlerine  aldigindan FTIR analizlerinde bu dalga boyu araligina
bakildiginda HA ¢okelmesini isaret eden piklerin 560, 600 ve  odaklanilmistir (Sekil 7). Mikro kiirelere ait FTIR analizlerinde
1046 cm™! dolaylarinda PO4 gruplari oldugu goriilmektedir (Li ~ HA ¢okelmesini isaret eden PO4> gruplart 3 hafta sonunda
vd., 2011). PO43 gruplart 500-1500 cm™' araliginda yer

a 12 b
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0 . . . . . 0 -
0 2 4 6 8 10 12

ilag Yogunlugu (pg/ml)
W 40 pl GA 400 pl GA ¥ 4000 pl GA

Sekil 4. (a) Kalibrasyon egrisi ve (b) yiiklenen mikro kiirelerin farkli miktarda ¢apraz baglayici kullanilmasi durumunda ilag yiikleme
verimlilikleri (400 saat ilag salimi sonucunda elde edilen veriler kullanilarak hesaplanmustir).
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Sekil 5. ilag yiiklii mikro kiirelerin (a) 400 saatlik, (b) ilk 12 saatlik (%) ilag salim grafikleri.
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Sekil 6. Mikro kiirelerin (a) t= 0 hafta, (b) t= 1 hafta, (c¢) t= 2 hafta ve (d) t=3 hafta SBF igerisinde bekletildikten sonraki SEM
goriintiileri (Ok isaretleri HA ¢okelmelerini ve EDS analizlerinin yapildig1 noktalari isaret etmektedir).

Tablo 1. Kiire yiizeylerinde biriken HAyapilarina ait Ca ve P

miktarlar
Sekil Ca(at%) P(at%) Ca:P
b 0.5 0.7 0.7
c 9.5 9.1 1.0
d 0.3 0.2 1.5

belirgin olmamakla birlikte yeni olusmaya baslamistir. Bu
yiizeylerde PO43 gruplart 557 cm!' dolaylarinda olusmaya
baglamustir.

HA ¢okelmesine ait belirgin bir PO43 piki de 1040 cm’!
civarinda bulunmakta olup kitosan kiirelere ait pikler ile
ortiigmektedir. Dolayistyla HA ¢okelmis ylizeylerde bu pikin
direkt tespiti zor olmaktadir. Ayrica mikro kiirelere ait 3 haftalik
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FTIR analizleri incelendiginde, 6rnegin 996, 1058 ve 1110 cm’!
dolaylarinda kitosana ait genis piklerin HA ¢okelmesinden sonra
daha dar bir forma doniismeye basladigi goriildi. Bu durumun
1040 c¢m' dolaylarindaki PO43 grubunun varhigindan
kaynaklandigi degerlendirilmektedir. Kitosan mikro kiire
yiizeylerinde HA biiylime mekanizmasimna bakildiginda ise,
kitosanin yapisinda bulunan —NH, gruplarnin ve -OH
gruplarmin  HA  biliylimesi i¢in c¢ekirdeklenme merkezi
olusturduklar1 (Li vd., 2013) ve ylizeylerde apatit biiylimesine
neden olduklar1 diisiiniilmektedir. SBF ¢aligmasinin sonuglarina
gore kitosan mikro kiireler kemik dokular ile arttirilmig bir
osteoentegrasyon saglama potansiyeline sahiptir.

4. Sonuc¢

Kitosan esasli mikro kiireler emiilsiyon g¢apraz baglama
yontemi ile iiretilmis ve antibiyotik ciprofloxacin in vitro salim
profilleri ve biyoaktiviteleri incelenmistir. Yapilan incelemeye
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Sekil 7: Biyoaktivite calismalari sonucunda kiirelere ait FTIR analizleri. € kitosana ait gruplari, * HA ¢okelmesine isaret eden PO4™

gruplarini gostermektedir.

gore karistirma hizi ve c¢apraz baglayict ajan iiretilen mikro
kiirelerin  sekil, boyut ve ilag yiikleme verimliligini
etkilemektedir. Karigtirma hizi ve ¢apraz baglayici ajan GA
miktarindaki artis kiire boyutlarinda azalmaya neden olurken,
yiksek GA miktarlart mikro kiirelerin ilag yiikleme
verimliliklerinde  diismeye ve ilag salim hizlarinda
yavaglamaya neden olmustur. Ayrica disiik GA kullanimi
mikro kiirelerin seklinde bozulmaya neden olurken, yiiksek
GA kullaniminda kiire boyutlarinin daha homojen oldugu
goriilmiistiir. SBF igerisinde yapilan biyoaktivite testlerinde
ise mikro kiirelerin HA biriktirme potansiyelinin oldugu
gosterilmis olup, 6zellikle 3 hafta dolaylarinda mikro kiire HA
¢okelmesinin arttig1 tespit edilmistir. Bu durum SEM ve FTIR
analizleri de ile dogrulanmistir. Bu sonuglara goére kitosan
esasl ilag tasima sistemleri kemik dolgu malzemesi olarak
kullanilmalart ~ durumunda  osteoentegrasyonu  arttirma
potansiyeline sahip olabilir, hasarli bolgenin onarilmasi i¢in
farkli biyomolekiillerin lokal olarak saliminda kullanilabilirler.

5. Tesekkiir

Sunulan bilgiler TUBITAK tarafindan deteklenen proje
(proje # 217M220) kapsaminda elde edilmistir.
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