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Ozet. Bu caligmada siklodekstrin tutuklanmus poli (laktid-ko-glikolid) (PLGA) mikropartikiillerinin sentezi, karakterizasyonu ve in
vitro kolesterol gideriminde kullamilmasi hedeflenmistir. Biyobozunur ozellikte PLGA mikropartikiillerinin canli sistemlerde
kullamilabilirligi olduk¢a yiiksektir. Bu tiir malzemelerin uygulama sonrasi viicuttan almmasi igin cerrahi isleme ihtiyag
duyulmamast 6nemli bir avantajdir. Bu ¢alismada PLGA partikiilleri kopolimerizasyon yontemi ile sentezlenmis ve in vitro
kolesterol gideriminde model biyomalzeme olarak se¢ilmistir. Partikiil sentezi, polilaktik asit (PLA) ve poliglikolik asit (PGA) mol
orant 75/25, 50/50, 25/75 olacak sekilde 3 farkli monomer karisimu kullanilarak gergeklestirilmistir. Siklodekstrin tutuklanarak
partikiillerin kolesterole karsi afinitesi arttirilmistir. Siklodekstrin tutuklanmig PLGA mikropartikiillerinin biyouyumluluk 6zellikleri
hemoliz, kan proteinleri adezyonu, temas agisi Olgiimleri ve kararlilik ile incelenmistir. Karakterizasyon caligmalar1 sonrasinda
mikropartikiiller in vitro kolesterol uzaklastirilmasinda kullanilmustir. Partikiil bilesimi, ortam pH’s1 ve sicaklik parametrelerinin
giderim performansi tizerine etkisi test edilmistir. Tiim mikropartikiiller yiiksek biyouyumluluk 6zelligi sergilemistir. PGA oranimin
artmasi ile birlikte hemolitik aktivite ve protein adezyonunun azaldigi belirlenmistir. Ayrica partikiildeki poli laktik asit faz
oraninin azalmastyla su ile temas agilarmimn da azaldig: belirlenmistir. Ortam pH’sinin ve sicakliginin kolesterol giderimini nemli
derecede etkiledigi belirlenmistir. En yiiksek kolesterol giderimine pH 7.0 degerinde PLA/PGA: 25/75 mikropartikiil bilesimi ile
ulagilmistir. Ortam sicakligmmin 5°C’den 35°C’ye arttirilmast ile kolesterol gideriminin 1.36 kat arttifi gozlenmistir. PLGA
partikiillerinin kolesterol gideriminde etkili bir biyouyumlu materyal oldugu, siklodekstrin immobilizasyonunun kolesterol giderim
performansini arttirdigi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Biyouyumluluk, siklodekstrin, kolesterol, poli (laktid-ko-glikolid)

Synthesis, Characterization and In vitro Cholesterol Removal Performance of
Cyclodextrin Immobilized Poly (Lactide-Co-Glycolide)

Abstract. In this study, the synthesis, characterization and in vitro cholesterol removal performance of cyclodextrin immobilized
poly (lactide-co-glycolide) (PLGA) was aimed. The biodegredable poly PLGA microspheres are widely used in humans. After
treatment process, the removal of these materials from the body without an operational process is an important advantage. In this
study, PLGA particles were synthesized by copolymerization method and used in cholesterol removal as a model biomaterial.
Particle synthesis was performed with using different monomer mixtures as polylactic acid (PLA)/ polyglycolic acid (PGA) mol
ratios of 75/25, 50/50, 25/75. The affinity of PLGA particles for cholesterol was increased with cyclodextrin immobilization. The
biocompatibility of cyclodextrin immobilized PLGA particles were investigated by using hemolysis, blood protein adhesion, contact
angle measuremet and stability. Particles were used in cholestrol removal after characterization studies. The effects of particle
composition, medium pH and temperature on removal performance were tested. High biocompatibility was observed in all
compositions. Protein adhesion and hemolytic activity was decreased with increasing PGA ratio. And also contact angles with water
were decreased with decreasing poly lactic acid phase ratio in compositions. Medium pH and temperature was affected importantly
cholesterol removal. Maximum cholesterol removal was obtained with PLA/PGA:25/75 composition at pH 7.0. Cholesterol removal
was increased 1.36 times with increasing medium temperature 5°C to 35°C. PLGA particles were an effective biocompatible
material for cholesterol removal and cyclodextrin immobilization increased the cholesterol removal performance.
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GIRIS

Kolesterol beyin, sinir, kalp, bagirsak, kas, karaciger basta olmak iizere tiim viicutta
yaygin olarak bulunan ve yasam ig¢in gerekli olan bir maddedir. Viicut kolesterolii kullanarak
hormon, D vitamini ve yaglar1 sindiren safra asitlerini liretmektedir. Kan kolesterol diizeyinin
artmasi kan damarlarinin sertlesmesine ve daralmasina yol agmaktadir. Yiiksek kolesteroliin
kontrol altina alinmasi ile yasam siiresinin uzadigi, kalp ve damar hastaliklarina bagh 6liimlerin
azaldig1r ve kalici sakatliklarm 6nlendigi belirlenmistir [1,2]. Hiperkolestrolemi hastalarinda
kolesterol diizeyini normal sinirlarda tutabilmek i¢in ilag ve diyet tedavisi uygulanmaktadir. flag
tedavisinin etkili dozda tutulabilmesi icin sik ila¢ alimimina gereksinim duyulmasi asilmasi
gereken 6nemli problemlerdendir. Hiperkolestrolemi tedavisinde yaygin olarak kullanilan statin
grubu ilaglar diizenli alindiginda kanda kolesterol seviyesini ancak  %30-50 oraninda
azaltabilmektedir. Ayrica bu ilaglar ciddi sonuglara varabilen akut bobrek yetmezligi, karaciger
enzim diizeylerinde bozulma gibi yan etkilere de sahiptir [3,4]. Bu nedenle yan etkisiz ve yasam

kalitesini arttiran alternatif yaklagimlarin arastirilmasi giindeme gelmektedir.

Poli (laktid-ko-glikolid) (PLGA), biyouyumlu ve biyobozunur o6zelliklere sahip bir
biyomalzemedir. Biyobozunur olmayan implantlarin in vivo kullanim sonrasinda geri alim
gerekliligi, viicut ile uyumlu ve kendi kendine pargalanan implantlarin gelistirilmesini giindeme
getirmistir. Baslica kullanilan biyouyumlu sentetik polimerler; poliamid, poliaminoasit,
polianhidrit, poliester, poliiiretan, poliortoester, poliakrilamidlerdir. Bunlarin arasinda polilaktik
asit (PLA), poliglikolik asit (PGA) ve PLGA kopolimer malzemelerin miikemmel bir biyouyum
ve biyobozunur 6zellik gosterdigi bilinmektedir. Bu malzemeler zaman iginde bozularak toksik
olmayan laktik asit ve glikolik asite hidrolize olarak metabolize olurlar ve viicuttan atilirlar.
PLGA kopolimerlerinin viicutla miikemmel bir biyouyum ve biyobozunurluk gdstermesi bu
yapidaki malzemeleri popiiler hale getirmistir [5-8]. Biyomalzemeler medikal uygulamalarda
membran, film veya partikiil formda yaygm bir sekilde kullanilmaktadir. Mikropartikiil
uygulamalar1 diger biyomalzeme uygulamalarina kiyasla cesitli avantajlar sunmaktadir.
Niikleaz/proteaz sindiriminden korunmalari, diisiik hiicre toksisitesi, diisiik maliyet, ¢esitli hiicre
tiplerine uygulanabilirlik bu avantajlardan bazilaridir. Bu bilgiler 1siginda c¢aligmamizda
biyouyumlu PLGA mikropartikiillerinin sentezi, karakterizasyonu ve kolesterol gideriminde
kullamlabilirligi arastirilmistir. PLGA partikiillerinin kolesterole olan afinitesinin arttririlmasi
amaciyla partikiil yiizeyine siklodekstrin kaliplar1 yerlestirilmistir. Siklodekstrinler, 1,4-
glukozlarin (a), (B) ve (y) uniteleri iceren halkali oligo-amilozlardir. Hidrofobik bosluk ve
hidrofilik dis gruplarindan dolayi, kendisinden daha kiiciik hidrofobik molekiilleri boslugu
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icerisine alma Ozelligine sahiptirler [2]. Bu yolla kolesterole kars1 yliksek 6zgiinliige sahip

PLGA mikropartikiilleri, ¢ok bilesenli kanda sadece kolesterole karsi afinite gostermektedir.

Biyomedikal alanda kullanilan malzemelerin uzun siireli kullanimlarinda, kan ile temas
sonucu ¢ok sayida biyolojik tepkimeler olugmaktadir. Bu tiir tepkimeler ilk olarak malzeme
yiizeyinde meydana gelmektedir [9]. Bu nedenle gelistirilerin mikropartikiillerin kan uyumluluk
testleri yiizey ozellikleri ile incelenmistir. Siklodekstrin tutuklanmig PLGA mikropartikiillerinin
kan uyumluluk 6zellikleri hemoliz, plazma proteinleri adezyonu ve temas acisi olgiimleri ile
belirlenmistir. Karakterizasyon g¢aligmalar1 sonrasinda mikropartikiiller ile in vitro kolesterol
uzaklastirilmasi ¢alisilmistir. Mikropartikiil bilesimi, pH ve sicaklik parametrelerinin kolesterol

giderimi lizerine etkisi incelenmistir.

MATERYAL VE METOT

Siklodekstrin bagh PLGA Mikropartikiillerinin Sentezi

PLGA kopolimer partikiiller, PLA ve PGA monomerlerinin kopolimerizasyonu ile
sentezlenmistir [10]. Partikiil sentezi, PLA/PGA mol orami 75/25, 50/50, 25/75 olacak sekilde 3
farkli monomer karigimi kullanilarak gergeklestirilmistir. Bu amagla etil asetat icerisinde
¢oziinen farkli oranlarda (mol:mol; 75/25, 50/50, 25/75) PLA ve PGA monomerleri reaksiyon
tiipiine aktarilmustir. Reaksiyon tiipii silikon banyo igerisine yerlestirilerek 24 saat siire ile
115°C’de sabit hizda karistirilmigtir. Siire sonunda ¢oziicii faz evaporatérde buharlagtirilmas,
tipte olusan partikiil yapidaki c¢okelti siklodekstrin immobilizasyonunda kullanilmustir.
Mikropartikiiller 24 saat siire ile 100 mL dimetilsulfoksit i¢erisinde ¢oziinmiis, 50 mM f-
siklodekstrin ¢ozeltisi ile 55°C’de 6 saat siire ile inkiibe edilmistir. Sentez ¢alismalar1 sonrasinda
ii¢ farkli bilesimde PLGA partikiillerinin sentezi gerg¢eklesmistir. 75/25, 50/50 ve 25/75 PLA/
PGA oranina sahip partikiiller siras1 ile PLGA-1, PLGA-2 ve PLGA-3 olarak kodlanmistir. Her
bir partikiil ile karakterizasyon c¢alismalar1 gergeklestirilmis ve partikiillerin in vitro kolesterol

giderim performansi arastirtlmstir.
PLGA Mikropartikiillerinin Karakterizasyonu

Hemoliz Testi

Projede gelistirilen mikropartikiiller (20 mg.L™) ile 5 ml kan 6rnegi 37°C’de 120 dakika
stire ile karigtirilmistir. Kontrol grubu i¢in mikropartikiil igermeyen kan 6rnekleri ayni isleme

tabii tutulmustur. Inkiibasyon sonrasinda kan ornekleri 1000 rpm’de 5 dakika siire ile
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santrifiijlenmis (Sigma 1-4 Sartorius) ve elde edilen siipernatantta hemoglobin analizi Heco

(Hemotalogy Analyzer Abx-Micros 60) ile gergeklestirilnistir.
Kan Proteinleri Adezyonu

PLGA (20 mg) partikiilleri albumin, globulin ve fibrinojen proteinleri ile 12 saat oda
sicakliginda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasmnda albumin diizeyi 630 nm’de (Teco
Diagnostics, Anaheim, CA), globulin diizeyi 450 nm’de (Abcam, UK), fibrinojen diizeyi 450
nm’de ( Alpco Diagnostics, NH 03079) ticari kitler kullanilarak spektrofotometrik (UVmini-
1240, Shimadzu, Japan) olarak belirlenmistir. Sivi ¢ozeltiden partikiil ylizeyine adeze olan
protein miktar1 (Qm) agagidaki esitlik kullailarak hesaplanmustir.

Qm:(Ci_C[)Vt/W

Bu esitlikte; Qm, maksimum adezyon kapasitesini (mg.ml"); C;, baslangi¢ protein derisimini;
C. adsorpsiyon sonrasi protein derisimini (mg.ml"); Vi toplam ¢ézelti hacmini; w, partikiil

miktarmi ifade etmektedir (mg).
Temas Agis1 Olgiimleri

PLGA partikiilleri siv1 ortamdan uzaklagtirilarak ince bir tabaka halinde kurutulmus ve
farkli test sivilarina (su ve diiyodometan) karsi temas agisi degerleri, 25°C’de durgun damla
yontemiyle, dijital optik temas agis1 6lger cihazt CAM 200 (KSV Instruments Ltd., Helsinki,
Finlandiya) kullanilarak belirlenmistir. Yiizeyde, mikro siringa yardimi ile bir damla
olusturularak sag ve sol temas agilar1 ve damla boyut parametreleri dijital goriintiiden otomatik

olarak hesaplanmistir. Olgiimler, en az 15 temas acisinin ortalamasi alinarak degerlendirilmistir.
Sitotoksisite testi

Calisma kapsaminda sentezlenen partikiillerin sitotoksik etkisi hiicrelerin tetrazolium
tuzunu, formazan boyasina doniistiirebilmesi prensibine dayanan MTT (4,5-dimethyl-thiazol)-
2,5- diphenyl-tetrazolium bromide) testi ile belirlenmistir. Bu amacgla 96 kuyucuklu kiiltiir
kaplarmin her bir kuyucugunda RPMI-1640 besiyerinde hazirlanmis 20000 hiicre ile 100 ug
PLGA-3 partikiilleri 24 saat 37°C’de inkiibe edilmistir. Uygulama siiresi sonunda kuyucuklara
200 pL  Dimetil siilfoksit (DMSO) ilave edilmis ve canlilik degerleri 570 nm’de
spektrofotometrik olarak belirlenmistir. Kontrol olarak partikiil enjekte edilmeyen kuyucuklarda
tiim deneysel siire¢ tekrar edilmistir. Zamana bagl sitotoksik etkiyi aragtirmak amaciyla 48 saat
ve 72 saatlik inkiibasyon siireleri ile MTT testi tekrar edilmistir. Hiicre canliligi asagidaki
esitlik kullanilarak hesaplanmistir.
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Hiicre canliligt: [ABSsmek/ABSkontrol | X 100
In vitro Kolesterol Giderimi

Gelistirilen PLGA partikiillerin in vitro kolesterol uzaklastirma ¢alismalari i¢in gerekli
olan optimum kosullar kesikli sistem ile ¢aligmalari ile belirlenmistir. Kesikli sistem ¢aligmalari
6 saat siire ile partikiiller (20 mg) ve kolesterol ¢ozeltisinin (50mg.L™",100 mL) inkiibasyonu
ile gergeklestirilmistir. Inkiibasyon sonunda santrifiijlenerek ayrilan sulu fazda, kolesterol tayini
yapilmistir. Kolesterol tayini ticari kit kullanarak (Teco Diagnostics, Anaheim, CA 92807)
spektrofotometrik olarak 520 nm dalga boyunda gerceklestirilmistir. Kolesterol giderim
performansi lizerine mikropartikiil bilesimi, pH (3.0-8.0) ve sicaklik (5°C-40°C) gibi sistem

parametrelerinin etkileri de incelenmistir.

Kolesterol uzaklastirma kapasitesi Esitlik 2 kullanilarak hesaplanmuistir.

Qun =[(Co-C)Vs]/m

Esitlikte Q,, adsorplanan kolesterol miktarimi (g); Co, ¢ozeltideki baslangic kolesterol
konsantrasyonunu (mg.ml™"); C, adsorpsiyon sonrasi ¢ozeltideki kolesterol konsantrasyonunu

(mg.ml™), Vs, ¢ozelti hacmini (ml); m, partikiil miktarmi (mg) ifade etmektedir.
Tekrar Kullamlabilirlik

Partikiillerin yeniden kullanilabilirligi ve kararlilik testleri maksimum kolesterol
uzaklagtirma performans1 gosteren PLGA-3 partikiilleri ile gerceklestirilmistir. Tekrar
kullanilabilirlik testi i¢in aymi partikiiller kullanilarak kolesterol adsorpsiyon-desorpsiyon
dongiisii 5 kez tekrar edilmistir. Kolesterol yiiklii partikiiller 0.1 M NaCl’den baslayarak artan

iyonik siddet ile rejenere edilmis ve tekrar kullanilmistir.

Istatistiksel Analiz
Istatistiksel analiz igin tek yonlii varyans analizi (ANOVA) kullanilmustir. Elde edilen
veriler = standart sapma (SD) olarak gosterilmis ve p<0.05 olasilik degeri istatistiksel olarak

anlaml kabul edilmistir.
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ARASTIRMA BULGULARI
Karakterizasyon Calismalari

PLGA partikiillerin zamana bagli hemoliz aktiviteleri Sekil 1’de verilmistir. PLGA-1,
PLGA-2 ve PLGA-3 partikiillerinin diisiik hemolitik aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir.
Polimerik partikiil igermeyen Kkiiltiirasyon siiresince ¢ok diisiik miktarda hemoglobinin
(0.16g.dL™") seruma gectigi gozlenmistir. PLGA-1, PLGA-2 ve PLGA-3 mikropartikiilleri
iceren kan kiiltiirlerinde 0.17-0.19 g.dL™ araliginda hemoglobin molekiillerinin seruma gectigi
belirlenmistir. Bu degerlerin kontrol grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak Onemsiz
oldugu goriilmiistiir (p>0.05). En yiiksek hemolitik aktivite PLGA-1 (0.19 g.dL™) partikiilleri ile

elde edilmistir. inkiibasyon siiresinin artmasi ile hemolitik aktivitenin de art1g1 belirlenmistir.

4 )
O6saat m12saat [ 24 saat
0,2+
3
5 0,15
£
o)
> 0,1
[e]
£
[0]
L 0,05 |
0,
Kontrol PLGA-1 PLGA-2 PLGA-3
\_ J

Sekil 1. PLGA1-3 komposizyonlarmin hemolitik aktiviteleri

Calisma kapsaminda gelistirilen PLGA partikiilleri ile plazma proteinleri adezyonu testi
gergeklestirilmis ve elde edilen bulgular Tablo 1°de verilmistir. Tiim mikropartikiillerde diistik
protein adezyonu gergeklestigi ve kimyasal yapida PLA igeriginin artmasi ile protein
adezyonunun azaldig1 belirlenmistir. Kan proteinleri igerisinde en yiiksek adezyon fibrinojen
proteini ile elde edilmistir. Maksimum albumin adsorpsiyonu PLGA-3 ile 2.62 mg.g" olarak,
minimum albumin adsorpsiyonu PLGA-1 ile 1.50 mg.g"' olarak bulunmustur. Benzer sekilde
globulin ve fibrinojen c¢aligmalarinda da maksimum adsorpsiyon PLGA-3 ile, minimum

adsorpsiyon PLGA-1 ile elde edilmistir.
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Tablo 1. Komposizyonlara ait plazma proteinleri adezyonu ve temas ag¢is1 6l¢lim degerleri

Albumin Qm Globulin Qm Fibrinojen Qm

mg.dl” mg.g’ mg.dl” mg.g’ mg.dl” mg.g’
Kontrol 4.3+1.1° - 3.6+1.8° - 185.6+51.7° -
PLGA-1 3.9£1.6" 1.50 3.4+1.0° 0.75 184.1+31.6° 5.6
PLGA-2 3.71.4° 2.25 3.3+1.2° 1.12 183.9+51.8¢ 6.37
PLGA-3 3.6£1.1° 2.62 3.1£0.9¢ 1.87 183.7+21.8° 7.12

* Ayni sutun igerisinde farkli harfler ile gosterilen ortalamalar istatistiksel agidan énemlidir (P<0.05).

PLGA-1, PLGA-2 ve PLGA-3 partikiillerine ait su ve dioodometana karsi elde edilen
temas acilar1 Tablo 1’de 6zetlenmistir. Tiim mikropartikiiller su ile yliksek temas agis1 verirken,
diiodometan ile daha diisiik temas agis1 verdigi belirlenmistir. Bu durum partikiil ylizeylerinin
polar oldugunu gostermektedir. Mikropartikiildeki poli laktik asit fazinin azalmasiyla su ile
temas agilarminda azaldigi belirlenmistir. Temas agis1 6l¢iimleri sonucunda tiim yiizeylerin su

ile 90°’nin altinda bir temas agis1 verdigi belirlenmistir.

Tablo 2. Temas agis1 dl¢iimleri ve PLGA-3 komposizyonuna ait tekrar kullanilabilirlik

Tekrar
Su (°) Diiodometan (°) Tekrar kullanim
kullanilabilirlik (%)
PLGA-1 69.7+1.8 33.8€2.9 1 85
PLGA-2 65.6+2.2 35.6+2.1 2 86
PLGA-3 60.5+1.9 30.5+1.7 3 83
4 80
5 71

PLGA-1, PLGA-2 ve PLGA-3 partikiillerinin zamana bagli sitotoksik etkisi MTT testi ile

arastirilmistir. PLGA partikiillerinin kan hiicreleri ile inkiibe edildigi tiim zaman diliminde
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kontrol grubuna gore anlamli bir toksik etki gostermedigi belirlenmistir. 24 ve 48. saatlerde
hiicre canlilig1 agisindan kontrol grubuna kiyasla herhangi bir degisim gézlenmezken, 72. saate
1.03-1.02 araliginda bir azalma belirlenmistir. Fakat bu azalmanin istatiksel agidan 6nemsiz

oldugu ve kontrol grubunda da ayni azalmanin gézlendigi belirlenmistir (Sekil 2).

120 m24 48 m72
90
Hiicre €0
canhhgi (%)
30
o
Kontrol PLGA-1 PLGA-2 PLGA-3

Sekil.2 PLGA partikiillerin zamana bagli MTT testi

In vitro Kolesterol Giderimi

Kolesterol uzaklastirma caligmalari i¢in gerekli olan optimum kosullar in vitro da test
edilen statik calismalar ile belirlenmistir. Yapida PGA igeriginin artmasiyla kolesterol
gideriminin arttig1 belirlenmistir. Maksimum kolesterol giderimi PLGA-3 ile %81 oraninda elde
edilmistir. En iyi kolesterol gideriminin saglandigi pH’1 belirlemek i¢in tiim deneyler pH 3.0-8.0
araliginda test edilmistir. Kolesterol giderimine ait pH profili Sekil 3’te verilmistir. En yiiksek
kolesterol giderimine pH 7.0 degerinde PLGA-3 ile ulagilmigtir. Ortam pH’sinin 3.0’dan 7.0’a
arttirilmasi ile kolesterol gideriminin 1.47 kat arttigi gozlenmistir. pH 7.0’1n {izerindeki degerde

ise kolesterol gideriminin azaldig1 belirlenmistir.
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Sekil 2. Kolesterol giderimi tizerine pH etkisi

Kolesterol giderimi iizerine sicakhigin etkisini belirlemek igin tim deneyler 5-40°C
araliginda test edilmistir. Kolesterol giderimine ait sicaklik profili Sekil 4’te verilmistir. En
yiiksek kolesterol giderimi 35°C’de PLGA-3 ile elde edilmistir. Ortam sicakhigmnin 5°C’den
35°C’ye arttirilmasi ile kolesterol gideriminin 1.36 kat arttig1 gézlenmistir. 35°C’nin tizerindeki

degerde ise kolesterol gideriminin azaldigi belirlenmistir.

90 1 ® PLGA-1
® PLGA-2

75 1 ® PLGA-3
é 60
E
5]
o
(G) 45 1
30 T - - -
0 10 20 30 40
Sicaklik (oC)

Sekil 4. Kolesterol giderimi iizerine sicakligin etkisi
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Yeniden kullanmilabilirlik ve Kararhhk

PLGA npartikiillerin yeniden kullanilabilirligini test etmek amaciyla adsorpsiyon ve
desorpsiyon dongiileri 5 kez tekrar edilmis ve ilk 4 dongii siiresince 6nemli bir performans
kayb1 gozlenmezken 5. dongili sonrasinda PLGA-3 mikropartikiiliiniin kolesterol uzaklastirma

performansinda %16.4’liikk bir azalma oldugu belirlenmistir (Tablo 2).

TARTISMA VE SONUC

PLGA mikropartikiilleri literatiirde pek ¢ok ¢alismada implant ve biyomalzeme olarak
kullamlmistir. Bu tlir malzemelerin yaygin olarak kontrollii salim sistemlerinde kullanildigi
goriilmektedir. Antibiyotikler, proteinler ve kanser ilaglart PLGA mikropartikiilleri ile kontrollii
salimi test edilen bazi biyoaktif maddelerdir. Shibusawa ve arkadaslar1 [7] bleomycin yiikli
poli(laktik asit) mikropartikiillerini farelere enjekte etmislerdir ve 7 giinliik salim peryodu
siiresince deride kalimlasma ve fibrosis olusumunu rapor etmislerdir. Caligma sonucunda
partikiillerin biyouyumlu, biyobozunur ve biyoadsorplanabilir oldugunu vurgulamiglardir. Nie
ve arkadaslar1 [8] PLGA malzemelerinin kitosan ile kopolimerizasyonunu gerceklestirerek
DNA saliminda kullandiklarini rapor etmislerdir. Literatiirde kolesterol giderimi konusunda
caligmalar bulunmasina ragmen siklodekstrin yiiklii PLGA malzemeleri ile kolesterol giderimi
konusundaki herhangi bir veri mevcut degildir. Tong ve arkadaslar1 [11] O,O-dipalmitoyl
kitosan matrikslerine kolesterol adsorpsiyonu calismiglardir ve etkili bir kolesterol
adsorpsiyonunu rapor etmislerdir. Tahir ve Lee [12] cam yiizeye siklodekstrin immobilizasyonu
ile bir destek materyal gelistirmis ve bu materyal ile kolesterol gideriminde %68+2 performans
elde ettigini rapor etmistir. Bereli ve arkadaslari [13] antibadi tasiyan poly(hidroksietil
metakrilat) ile insan plazmasindan kolesterol giderimini ¢alismuslar ve 129 mg.g” giderim
kapasitesine ulasmislardir. Sieber ve arkadaslari [14] siklodekstrin tutuklanmis aktif karbon ile

stitten kolesterol gideriminde %90-95 araliginda bir performans rapor etmislerdir.

Kanda bulunan bir molekiiliin ¢alisilacagi durumlarda biyomateryalin kan uyumlulugu
mutlaka arastirilmalidir. Bu nedenle caligma kapsaminda ilk olarak PLGA partikiillerinin
biyouyumlulugu hemolitik aktivite, protein adezyonu ve temas agisi 6l¢iimleri ile test edilmistir.
En yiiksek hemolitik aktivite PLGA-1 kopolimerleri ile elde edilirken inkiibasyon siiresinin
artmasi ile hemolitik aktivitenin de artig1 belirlenmistir. Biyomalzemelerin kan hiicreleri ile
etkilesimi yapisal 6zellik ve konsantrasyon gibi ¢esitli faktorler tarafindan etkilenmektedir. Bu
calismada da PLGA partikiillerin zamana bagli hemoliz aktiviteleri test edilmis ve diislik

derecede hemolitik aktiviteye sahip olduklari gbzlenmistir. Biyomalzemeler hiicre zarinda
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deformasyonlara yol acarak litik etki gostermektedir. Lipid yapidaki biyomalzemeler membran
yapisina katilarak membran biiyiikliigiinii arttirmakta ve bleb yapilarinin olusumuna neden
olmaktadir. Hiicre zarinda olusabilecek bdyle bu tiir degisiklik hiicre zari, iskeleti ve stoplazma
biitiinliigiinde bozulmalara neden olmaktadir [15]. Bu c¢aligmada gelistirdigimiz
mikropartikiillerin ¢ok diisiik hemolitik aktivite gdstermesi biyouyumluluk 6zelliginin yiiksek

olusu ile agiklanabilir.

Plazma proteinleri adezyonu testi biyomateryal ylizeylerinin biyouyumlulugunun
belirlenmesinde Onemli bir kriterdir. Doku/kanla etkilesen ylizeylerde ilk olarak protein
adezyonu gozlenmekte ve bunu hiicre adezyonu takip etmektedir. Plazma proteinleri adezyonu
testi sonrasinda PLGA partikiillerin yiizeylerine protein adezyonunun olduk¢a diisiik oldugu
belirlenmistir. Bu adezyonun spesifik olmayan bir adsorpsiyon ile gergeklestigi
diistiniilmektedir. Maksimum albumin adezyonu PLGA-3 ile 2.62 mg.g" olarak, minimum
albumin adsorpsiyonu PLGA-1 ile 1.50 mg.g" olarak bulunmustur. Benzer sekilde globulin ve
fibrinojen ¢aligmalarinda da maksimum adezyon PLGA-3 ile, minimum adsorpsiyon PLGA-1
ile elde edilmistir. Partikiil yapisinda laktik asit igeriginin artmasi ile protein adezyonunun
azaldig1 belirlenmistir. Bu azalmanin yiizey polaritesi ile iliskili oldugu diisiiniilmektedir.
Temas acis1 6l¢iimlerinden de goriildiigii gibi yapida laktik asit igeriginin artmasi sonucu su ile
temas agis1 Ol¢limlerinin de arttigi belirlenmistir. Su ile temas agisindaki azalma ylizey
polaritesinin ve buna bagli olarak hidrofilikligin artisin1 gostermektedir. Yapilarinda ¢ok fazla
miktarda su igeren, yumusak ve esnek yapili malzemeler canli dokularla biiyiik benzerlik
gostermektedirler [16]. Bu noktadan hareketle yiizey karakterizasyonu sonrasinda PLGA
patrikiillerinin poli laktik asit ve poliglikolik asit igeriklerinin farkli oranlarda kullanilmasi ile
canli dokulara uyumunun arttirildigi sdylenebilir. Partikiil yapisinda laktik asitin artis1 polarite
ile birlikte su alma kapasitesini de arttirmaktadir. Bu durum yiizeyde mikroskopik bir su
akiginin olugmasina sebep olmaktadir. Laktik asit oraninin artmasi ile polarite ve buna bagh
olarak yiizeyde olusan akis da artmaktadir. Bu akig ile partikiil yiizeyindeki lokal durgunluk
onlenmekte ve bu yolla plazma proteinlerinin yiizeye adezyonu da azalmaktadir [17]. En yiiksek
protein adezyonu fibrinojen proteininde gézlenmistir. Birden fazla protein iceren karisimlarda,
proteinlerin yiizeye adsorpsiyonu bakimindan bir yarisma ger¢eklesmektedir. Bu proteinlerin
yapismasinda 6nemli faktorlerden biri molekiil biiyiikliigiine bagl olarak gerceklesen kiitle
transferidir [18]. Yiizeyde ilk olarak kiiciik molekiiler agirhiga sahip proteinlerinin adezyonu
gerceklesir ve genellikle ilk adezyona ugrayan proteinin fibrinojen oldugu belirtilmektedir [19].
Daha sonra albumin-globulin gibi biiyiikk proteinler yiizeye yerlesmekte ve yiizeyle arasinda
olusan kuvvetli bir ¢gekim sonucu daha dnce baglanmis kiigiik proteinlerin yiizeyden kopmasini

saglamaktadir [20]. Bu olay Vroman ve Adams (1960) tarafindan Vroman etkisi olarak
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adlandirilmigtir [21]. Diger proteinlere kiyasla fibrinojen adezyonunun yiiksek olmasi bu etki ile

aciklanabilir.

Materyallerin sitotoksisitesinin degerlendirildigi MTT testi, biyouyumluluk testleri
icerisinde, hizli sonug¢ alinmasi ve ¢ok hassas olmasinin yani sira materyallerin ¢ok diisiik
diizeydeki toksisitelerinin dahi degerlendirilebilmesine olanak saglamasi nedeniyle giivenilir
testlerden biri olarak kabul edilmektedir [22]. MTT analizinde canli hiicreler sar1 renkli
tetrazolyum tuzunu mitokondriyal bir dehidrogenaz ile  mor formazon kristallerine
doniistirmektedir. Analiz siiresince olusan formazon kristalleri canli hiicre sayisi ile dogru
orantili olarak artmaktadir [23]. Bu ¢alismada PLGA partikiillerinin sitotoksisitesi MTT testi ile

arastirilmis ve sitotoksik 6zellikte olmadigi belirlenmistir.

Karakterizasyon c¢aligmalar1 sonrasinda in vitro Kkolesterol giderim c¢aligmalari
gergeklestirilmistir. /n vitro galismalarda en yiiksek kolesterol giderimine (%81) pH 7.0
degerinde PLGA-3 ile ulagilmistir. Hidronyum ve hidroksil iyonlar1 kuvvetle adsorbe 6zelligine
sahip oldugu i¢in, adsorpsiyon olay1 ¢ozelti pH’indan 6nemli derecede etkilenmektedir. Ayrica
asidik veya bazik bilesiklerin iyonizasyon derecesi de adsorpsiyonu etkiler. Hem kolesterol hem
de PLGA yiizey yiikleri ortam pH’sindan etkilenecegi i¢in pH, kolesterol gideriminde 6nemli
degisikliklere sebep olmustur. Onemli sistem parametrelerinden olan sicaklik, kolesterol
gideriminde artisa yol agmustir. En yiiksek kolesterol giderimi ph 7.0’da, 35°C’de PLGA-3 ile
%85 olarak elde edilmistir. Sicaklik adsorpsiyona etki eden 6énemli faktdrlerden biridir. Ayni
zamanda degisik sicakliklarda elde edilen degerler adsorpsiyon mekanizmasmin anlagilmasina
katkida bulunmaktadir. Molekiillerin hareketi sicaklik artigina bagl olarak artmaktadir. Bu
calismada da kolesterol giderimin sicaklikla artmasi, kolesterol molekiilii ve adsorbent ¢arpisma

oraninin artmasi ile agiklanabilir.

Kolesterol giderimi konusunda literatiirde pek ¢ok ¢alisma mevcuttur. Bu ¢aligmada
biyouyumlu o6zellikteki PLGA partikiillerinin kolesterole olan afinitesi siklodekstrin
immobilizasyonu ile arttirilmistir ve partikiiller kolesterol gideriminde kullanilmsgtir.
Optimizasyon ¢aligmalar1 sonucunda siklodekstrin tutuklu PLGA partikiilleri ile %85 kolesterol
giderimi saglanmigtir. Yiiksek biyouyumlu 6zelligi oldugu belirlenen PLGA partikiillerinin

yiiksek in vitro kolesterol giderim performansi, in vivo uygulamalar i¢in oldukga timit vericidir.
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