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OZET

KATESIN YUKLU NANOPARTIKULLERIN ANTIOKSIDAN ETKiNLIGiNiN
INCELENMESI

Burcu TURKOGLU

Molekdiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal

Yiksek Lisans Tezi

Tez Danismani: Doc. Dr. Banu MANSUROGLU

Sunulan tez galismasinda, antikanser ve antioksidan aktivitesi daha dnceki ¢alismalarda
gosterilmis olan Katesin molekuliniin poli (laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) nanopartikdl
tastyici  sistemlere yuklenmesi ile Katesin yikli PLGA nanaopartikillerinin
sentezlenmesi, karekterizasyonu ve biyolojik etkinliginin arastirilmasi amaglanmistir.

Tez calismasinin ilk asamasinda poli-laktik asit/poli-glikolik asit (PLA/PGA) (50:50)
bilesimlerine sahip PLGA kopolimeri ile Katesin yikli nanopartikiller, tekli emilsiyon-
¢Ozlcu-buharlastirma yontemi ile hazirlanmistir. Nanopartikiillerin karakterizasyon
calismalari sonucu Katesin yukli nanopartikil buyuakliklerinin sirasiyla yaklagik 188.6 ve
292.6 nm oldugu saptanmistir. Uretilen nanopartikiillerin Katesin enkapsilasyon
verimlerinin, 20mg (KINP) ve 40 mg (K2NP) etken madde kullanilarak sentezlenen
nanopartikiller icin %10 oldugu st fazdan indirekt tayin yontemi ile UV
spektrofotometre dlclimlerinden yararlanarak hesaplanmistir. Farklh pH ortamlarinda
PLGA nanopartikillerden etken madde salim calismasi 45 glin sirdirilmis ve
nanopartiklllere yiklenen Katesinin pH 6 ortaminda en yiksek salim miktari ile % 88’nin
salindigl saptanmistir. SEM (Taramali Elektron Mikroskobu), AFM (Atomik Gli¢
Mikroskobu) ve FTIR (Fourier DonlGsumlu Kizilotesi Spektroskopisi) analizleri ile PLGA
nanopartikillerin basariyla yiklendigi gbzlenmistir.
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Tezin son agamasinda, karsilastirmali olarak Katesinin enkapsiile ve serbest formlarinin
biyolojik etkinligi arastirilmistir. Katesin iceren PLGA nanopartikil sisteminin antioksidan
etkinligi 2.2-Diphenyl-I-picrylhydrazyl (DPPH) yontemi ile incelenmistir. Antikanser
etkinligi ise MCF7 meme kanser soyu ve C6 Glioma beyin kanser soylari Gizerinde MTT
(3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolyum  bromir)  yontemi  kullanilarak
gosterilmistir. Nanopartikiiler sisteme yliklenen Katesin maddesinin serbest formuna
gore tim pH ortamlarinda ortalama 45 giin sire ile antioksidan etkinlik gosterdigi
goralurken serbest formunun ortalama 15.glin sonunda antioksidan etkinligini yitirdigi
gorulmustiir. MCF7 ve C6 Glioma hiicre soylari Gizerine yapilan antikanser etkinlik analizi
sonucunda enkapsiile Katesin maddesinin MCF7 hiicre soyu Uzerine 72 saat siireyle
antikanser aktivite gosterdigi goriliirken, C6 Glioma hiicre soylari lzerine antikanser
etkisini 48 saate varan sireyle azalarak gosterdigi gortilmektedir.

Sonuglar, PLGA polimerik nanopartikiiler sistemin Katesinin maddesinin kontrollli ve
uzun donemde salimini sagladigini géstermektedir. Ayrica, hazirlanan sistem Katesin
maddesini biyodegredasyondan ve ortam sartlarindan koruyucu ozellik gbstererek
biyouyumlulugunu ve biyararlanimini arttirdigi tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Katesin, Polifenolik Bilesikler, Nanopartikil, poli(D,L-laktik-ko-
glikolik asit), Antioksidan Etkinlik, Antikanser Etkinlik
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF ANTIOXIDANT ACTIVITY OF CATECHIN LOADED
NANOPARTICLES

Burcu TURKOGLU

Department of Molecular Biology and Genetics

MSc. Thesis

Adviser: Doc. Dr. Banu MANSUROGLU

The aim of the present study was to investigate the synthesis, characterization and
biological activity of Catechin loaded PLGA nanaoparticles and by loading the Catechin
molecule with poly (lactic-co-glycolic acid) (PLGA) nanoparticle carrier systems, which
has been shown in previous studies on anticancer and antioxidant activity.

Catechin-loaded nanoparticles with PLGA copolymer with poly-lactic acid / poly-glycolic
acid (PLA / PGA) (50:50) compositions were prepared by a single emulsion-solvent-
evaporation method at the first part of the thesis study. Characterization studies of the
nanoparticles revealed that the resulting Catechin-loaded nanoparticle sizes were
approximately 188.6 and 292.6 nm, respectively. Encapsulation efficiencies of the
Catechin loaded nanoparticles produced were 10% for the nanoparticles synthesized
using both 20 mg (K1INP) and 40 mg (K2NP) of the active agent, calculated from the
upper phase indirect assay method using UV spectrophotometer measurements.
Release study of active substance from PLGA nanoparticles at different pH media was
continued for 45 days and Catechin loaded nanoparticles was found to release 88% with
the highest release amount in pH 6 environment. It has been observed that PLGA
nanoparticles were successfully loaded by SEM (Scanning Electron Microscopy), AFM
(Atomic Force Microscopy) and FTIR (Fourier Transform Infrared Spectroscopy) analyzes.
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At the second part of the thesis study, the biological activity of comparatively
encapsulated and free form of Catechin was investigated. The antioxidant activity of
the Catechin loaded PLGA nanoparticle system was investigated by the 2.2-Diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH) method. Anticancer activity was demonstrated using MTT (3- [4,5-
dimethylthiazol-2-yl] -2,5-diphenyltetrazolium bromide) method on MCF7 breast
carcinoma cell line and C6 Glioma brain cancer cell line. According to the free form of
Catechin, Catechin loaded nanoparticulate system, the antioxidant activity was
observed for 45 days in all pH conditions, whereas the free form lost its antioxidant
activity nearly at the end of 15th day. Analysis of anticancer activity on MCF7 and C6
Glioma cell lines revealed that the encapsulated Catechin substance had anticancer
activity on the MCF7 cell line for 72 hours while the its effect on C6 glioma cell line has
been shown to have a reduced effect of anticancer activity for up to 48 hours.

The results show that the PLGA nanoparticle system provides controlled and long-term
release of Catechin. In addition, it has been determined that the prepared system
increases the biocompatibility and bioavailability of Catechin by protecting from
biodegradation and environmental conditions.

Keywords: Catechin, Polyphenolic compunds, Nanoparticle, Poly(D,L-lactic-co-glicolic
acid), Antioxidant Activity, Anticancer Activity
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BOLUM 1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Yesil cay, kanser dnleyici ve hiperkolestrol, ateroskleroz, néredejeneratif hastaliklar ve
diger yaslanma ile iliskili hastaliklarin dahil oldugu hastaliklari inhibe edici
mekanizmalari oldugu yaygin bir sekilde tartisilan dogu asya diyetlerinde ¢ok miktarda
tuketilen o6nemli bir icecektir. Katesinler ((+)-Cyanidol-3, (2R,35)-2-(3,4-
Dihydroxyphenyl)-3,4-dihydro-1(2H)-benzopyran-3,5,7-triol)  yesil ~ ¢ayin  baslica
polifenolik bilesenleridir ve yesil ¢ayin kuru agirliginin yaklasik olarak Ugte ikisini
olusturmaktadirlar ve Yesil cayin insna sagligi Gzerine faydal etkilerinin igeriginde en ¢ok
miktarda bulunan polifenolik Katesin maddesi sayesinde oldugu disinilmektedir. [1].
Katesin antioksidan, antinflamatuar, antihipertensif, antidiyabetik, antimutajenik,
antibakteriyel ve antiviral gibi gesitli etkilere sahiptir [2]. Yapilan ¢alismalarda, Katesinin
serbest radikalleri etkisiz hale getirerek, aktif gecis metal iyonlarini selatlama, hem
redoks aktif transkripsiyon faktorleri hemde proksidan enzimleri inhibe ederek ve
antioksidan enzimleri indlikleyerek antioksidan etkinlik gésterdigi; lipid biyosentezinde
anahtar enzimleri inhibe ettigi ve lipid absorbsiyonunu azalttigi,dolayisiyla kan lipid
profilini gelistirdigi; endotelyal nitrit oksidi aktive ederek vaskiiler tonusu diizenledigi,
aterosklerotik lezyonlarin gelisiminde kritik rol oynayan vaskiiler enflamasyonu onledigi;
Katesinin endotelyuma l6kosit adezyonunun bastiriimasindan ve daha sonra hem
endotelyal hemde enflamatuar hicrelerde adezyon molekilleri ve sitokininlerin
Uretimine aracilik eden NF-kB transkripsiyonel faktorlerin inhibisyonu aracihgiyla
transmigrasyondan kaynakli olarak anti enflamatuar aktivitesi oldugu ; Katesinin

aterogenezde rol oynayan hiicre biylime faktorlerini tahrip ederek vaskiiler diiz kas
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hicrelerinin gogalmasini inhibe ettigi; trombogenezi inhibe etmek suretiyle platelet
adezyonunu baskiladigl gozlemlenmistir [3]. Katesin maddesinin gostermis oldugu
bircok terapotik etki ile birlikte kardiyovaskiler hastaliklari ve kanseri 6nlemede ayrica
glikoz homeostazinda kapsamli olarak galisilmakta olan bir maddedir [1]. Kanser riski ya
da kanser gelisimi belirteclerini kullanan bircok deneysel hayvan calismasi ile kuru
agirhginin 3’te 2’si Katesin olan yesil cay 6zinin kanser hastaligl lGzerine etkileri test
edilmistir. Pek cok calismada yesil cay 6ziinlin bagirsak, akciger, karaciger, prostat ve
gogus gibi bircok organda kimyasal karsinojenlere karsi koruyucu etkisi oldugu rapor
edilmistir [4]. Yesil cay Katesinleri oral uygulama ile tiiketimden sonra 1.5-2.5 saatte
olusan absorpsiyon piki ile, cogunlukla jejunum ve ileumda olmak Uzere bagirsakta
emilir. Katesinin agirlikli olarak bagirsak epitel hiicre tabakasi boyunca paraselller
difizyon yoluyla tasindigi diisiniilmektedir. Ancak Katesin maddesi, sindirim kosullari
altinda dislik stabilite ve absorpsiyon gostermesi ile birlikte hizli metabolik sindirim ve
bosaltim olaylarindan dolayr disik biyoyararlanima sahiptir. Bu durum, plazmada
bulunan Katesinin tiketilen miktarin sadece % 5’i kadar olmasina neden olmaktadir [2].
Disik biyoyararlanima sahip olmasinin baslica sebebi isi ve 1s51ga hassas olmasi ortam
sartlarindan hizli bir sekilde etkilenmesidir [5]. Katesin maddesi yiksek hidrofilik ayni
zamanda amfifilik 6zellik gostermektedir. Biyofarmasotik siniflandirmada tip 1 ve 3
grubuna giren hidrofilik ve amfilik molekuller iyi suda ¢oziinlrlige sahiptir ve gesitli
hastaliklarin tedavisinde genis Olglide kullanilmaktadir. Fakat bu molekdllerin klinik

uygulamalari hizli atilim ve istenmeyen biyodagilimdan dolayi sinirlanabilmektedir [6].

Agiz yoluyla alinan antioksidan maddeler asitler ve enzimler tarafindan kolaylikla tahrip
edildiginden, tiiketilen antioksidanin yalnizca kigik bir kismi absorbe olur. Bu yiizden,
hedef bolgede distk konsantrasyonda bulunmasina ve disik biyoyararhlik
gostermesine neden olur. Bu nedenle, hedeflenen bolgeye antioksidan maddenin etkili
bir sekilde iletilmesi icin acil olarak etkin yontemlerin gelistirilmesine ihtiya¢ vardir.
Gelisen ihtiyaca vyonelik, nanopartikller tasiyicilara antioksidan molekdllerin
yiklenmesine ile ilgili cahsmalar yapilmistir [7]. Nanoteknolojinin farmasotik alanda
kullanimi, dnleyici ve terapotik olarak sayisiz fayda saglayan cok cesitli sistem ve nano
boyutlarda tasiyict imkani sunmaktadir [8]. Nanopartikiller viicudun enflamasyon

alaninda meydana getirdikleri yigilma egiliminden dolayi esssiz bir tasima araci kabul
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edilmektedir bununla beraber nanopartikiller biyolojik sistemlerde kontrolli ilag salim
yetenegi ve antijenik olmamasi, biyobozunur olmasi, toksik olmayan dogasi ve kigik
boyutlarindan dolayr etkili tasiyicilardir [9]. Nanopartikiil Gretiminde kullanilan
nanomateryaller, nanotip alaninda ¢ok yonli bir arag olarak dikkat gekmekte ve yapilan
arastirmalarda odak noktasi haline gelmektedir. Son zamanlarda literatlirde tanimlanan
gesitli nanoyapilar igerisinde, biyouyumluluk ile karakterize edilen polimerik
nanopartiklller ilag, protein, ve niikleik asit gibi biyolojik olarak aktif ¢esitli maddeler igin
tasiyicl olarak biyik ilgi uyandirmaktadir [8]. Cesitli biyobozunur polimerler ilag,
makromolekiil, hiicre ve enzim gibi bir takim molekilleri tasimak igin sentezlenmistir.
Poli laktik asit-ko-glikolik asit(PLGA) biyouyumlu ve biyobozunur 6zelliklerinden dolayi
ilag dagitim uygulamalari icin tasarim ve performans agisindan iyi bilinen ve en ¢ok
kullanilan biyomateryallerden birisidir [10]. PLGA viicutta toksik olmayan laktik asit ve
glikolik asite kadar dogal yollarla parcalanabilir ve son olarak CO; ve H;0 olarak viicuttan
uzaklastiriir. Hem hidrofilik hem hidrofobik ilaglar PLGA matriksi iginde basarili bir
sekilde enkapsiile edilebilir. Buna ek olarak PLGA hem oral hemde parenteral yollarla
ilag dagitimiigin kullanilmaktadir [11]. PLGA polimerinin US Food ve Drug Administration

(FDA) tarafindan insanlarda kullanimi onaylanmistir [12].

1.2 Tezin Amaci

insan sagligi tizerine hastalik énleyici ve tedavici edici genis spektrumlu etkinlige sahip
oldugu son yillarda yapilan ¢alismalar ile kanitlanan Katesin maddesinin, nanopartikiler
sistemlere yliklenerek pH, sicaklik, oksidasyon, alkali ortam gibi kosullarinin madde
Uzerinde meydana getirdigi degredasyonun minimum seviyeye indirilerek maddenin
biyoyaralaniminin, biyouyumlulugunun arttirilmasi birinci amacimizdir. ikinci olarak,
enkapslle Katesin ve serbest Katesinin antioksidan 6zelligi DPPH yontemi ile antikanser
Ozelligi ise MCF7 meme kanser soyunda ve C6 Glioma beyin kanser soylari Gizerinde MTT
(3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolyum bromir)  yontemi  kullanilarak

incelenmesi amaclanmistir.



1.3 Hipotez

Bu c¢alismada, Katesin maddesinin nanopartikill sistemlere ylklenmesi sureti ile
biyoyaralaniminin arttirlmasi ve maddenin dolasim sisteminde kontrolli salim
mekanizmasi ile daha uzun siire bozunmadan kalarak etkinligini uzun siire stirdiirmesi
hedeflenmektedir. Etken maddeyi igceren nanopartikll tasiyici sistem; pH, sicaklik,
oksidasyon, alkali ortam gibi insan dolasim sistemi fiziksel ve kimyasal kosullarinin
madde Uzerinde meydana getirdigi degredasyonun minimum seviyeye indirilmesi ile
maddenin biyoyaralanimi, biyouyumlulugunun arttirilmasi sonucunda antioksidan ve
antikanser etkinliginin gelistirilmesi mimkin kilinir. Yapilan bu ¢alismanin zengin
biyolojik aktiviteye sahip fakat disik biyoyararlanilirlik ve biyouyumluk 6zelligi gésteren
maddeler i¢in referans bir c¢alisma olusturacagl ve gelistirilen nanopartikiler

formulasyonun llkemiz ilag sanayisine 6nemli katki saglayacagi distiniimektedir.



BOLUM 2

GENEL BILGILER

2.1 Antioksidanlar

Canlilarda hiicre ici savunma sisteminin dnemli bir unsuru olan ve serbest radikal
olusumunu engelleyen ya da etkilerini noétralize ederek canl sistemlerde meydana
getirdikleri hasari azaltan antioksidan olarak isimlendirilen bir takim savunma
mekanizmalari mevcuttur [13], [14]. Antioksidanlarin etki mekanizmasi direkt ve indirekt
olmak Uzere iki tarlidir. Direkt etki mekanizmasi, serbest radikalleri ve ROS’lari
temizleme indirekt etki mekanizmasi, serbest radikalleri veya onlarin ara uriinlerini

metabolize ederek zararsiz triinlere donistlirerek etki gostermektedir [15].
Antioksidanlar, endojen ve ekzojen kékenli olmak lizere iki gruba ayrilirlar.

1. Endojen antioksidanlar

2. Eksojen antioksidanlar
1. Endojen antioksidanlar enzimatik ve enzimatik olmayanlar seklinde iki gruba ayrilr.

A- Enzimatik olanlar; glutatyon peroksidaz (GSH-Px), siperoksit dismutaz (SOD),

glutatyon-s-transferaz (GST), katalaz (CAT), mitokondriyal sitokrom oksidaz sistemidir.

B- Enzimatik olmayanlar; B-karoten, e a-tokoferol (E vitamini), melatonin, askorbik asit,

bilirubin, Grik asit, albumin, glutatyon, ferritin, seruloplazmin, transferin vs. dir.

2. Ekzojen antioksidanlar; Katesin, folik asit, allopiirinol, C vitamini, trolox- C, mannitol

asetilsistein ve adenozin sayilabilir [16].



Antioksidanlar 4 farkli mekanizma ile oksidanlar Uzerine etki gosterirler. Bu

mekanizmalar:

1. Temizleme (Scavenging) Etkisi: Oksidan maddeleri etkisiz bir molekile déntstirme

etkisi enzimler tarafindan gergeklestirilir.

2. Baskilama (Quencher) Etkisi: Oksidan maddelere bir hidrojen aktararak etkisiz bir

molekile donistiirme etkisi vitaminler ve flavonoidler tarafindan meydana getirilir.

3. Onarma Etkisi: Serbest radikaller tarafindan hedef molekiiller lizerinde meydana

getirilen hasarin tamir edilmesi ya da temizlenmesi ile gergeklesir.

4. Zincir Koparma Etkisi: Oksidan maddeleri baglama suretiyle fonksiyonlarini
engelleyerek olusan bu etki E vitamini, hemoglobin ve seruloplazmin tarafindan

gerceklestirilir [17], [18].

Son yillarda yapilan calismalarda, Katesinin oksidatif stres ile iliskili oldugu, hem direkt
bir radikal toplayici, hem de antioksidan 6zellige sahip oldugu gosterilmistir. En glgli
antioksidanlardan birisi olarak bilinen Katesinin, farkh dokularda gosterdikleri koruyucu

etkisi devam eden birtakim deneysel model calismalari ile arastirilmaktadir [16].

2.2 Antioksidan Katesin ve Cay Bitkisi

Tadi, aromasi ve en 6nemlisi insan sagligina olan faydali etkileri gegmisten gliniimize
kadar bir cok calisma ile bildirilen Cay (Camellia sinensis) diinya genelinde tiiketilen en
poptler iceceklerden bir tanesidir. Basta Glineydogu Asya ve Orta Afrika olmak lizere
her yil ylzlerce farkh cay tirl Uretilmekte ve tim dinyaya ihra¢ edilmektedir. Cay
konseyi tarafindan yayinlanan verilere gére 1998 yilinda Diinya genelinde 2.963 x 10°
ton cay Uretilmistir. insan sagligi izerine faydali etkilerinin yaprak ve kdklerinde bulunan
yiksek flavanoid icerigi ile iliskili oldugu distnilen cayin saglik koruyucu 6zelliklerine
iliskin halkin farkindaliginin artmasi halkin icecekle ilgili genel tutumuna katkida
bulunmustur [19]. Zengin flavanoid kaynagi olan c¢aya saglhk koruyucu etkisini
flavanoidlerin sagladigi dastnldlmektedir. Cesitli bitkilerde 4000’den fazla farkli
flavanoid tanimlanmistir. Flavanoidler bitkisel yiyeceklerde bulunurlar ve flavan-3-oller,
flavanoller, flavonlar, flavanonlar, antosiyanidinler ve isoflavanoidler olarak 6 sinifta

kategorize edilebilirler [20]. Katesin maddeside, flavan-3-oller alt sinifina ait bir
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polifenolik bir bilesiktir [21]. Baslica Katesin tirleri (-)-epikatesin (EC), (-)-epikatesin
gallat (ECG), (-)-epigallokatesin (EGC), (-)-epikatesin-3-gallat (ECG), (-)-epigallokatesin
gallate (EGCG), (+)-katesin gallat (CG), (+)-gallokatesin gallat (GCG) tir [22].

OH o+ Ok

©/OP ©:OH

HO O HO O W HO O

e (S p OH
OH MOH “"OH

OH oH OH
(+)-catechin (=)-epicatechin (-)-epigallocatechin
OH OH
CH OH
HO O o HO. O W
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OH o O+ OH o OH
OH OH
OH OH
(-)-epicatechin gallate (=)-epigallocatechin gallate (EGCG)

Sekil 2.1 Baglica Katesin tirlerinin kimyasal yapisi [23]

Epi ve nonepi Katesinlere (cis ve trans izomer) ek olarak, B 50 pozisyonunda ilave bir OH
grubu varligina gore Katesinler pirogallol (EGC, GC, EGCg, GCg) ve pirogallol olmayan
Katesinler (EC, C, ECg, Cg) olarak siniflandirilirlar. Ayrica C-3 pozisyonunda gallat
parcasinin yer degistirmesine gore gallat (EGCg, GCg, ECg, Cg) ve gallat olmayan
Katesinler (EC, C, EGC, GC) olarakta siniflandirilabilirler [24]. Flavan-3-ols alt sinifinin bir
Uyesi olan Katesin; A ve B halkasi olma kiizere 2 tane aromatik halka, C3 pozisyonunda
ve bir hidroksil grup ya da bir gallat parcasiyla bir C halkasi (Dihidropiran heterosiklik )
icermektedir [25]. Katesin sentezi ya fenilalanin amonyak lyaz (PAL) ve sinnamat4-
hidroksilaz (C4H) ile fenilalaninden ya da tirozinamonyak lyaz (TAL) ile tirozinden
donistirilerek baslar. Birinci aktif oncl p-Kumarik asit ya da Kafeik asiti olusturmak icin

Katesin sentez adimlari alti enzimatik asama ile gerceklestirilir [26].



2.2.1 Katesinin Bazi Terapotik ve Koruyucu Etkileri

Katesinin Antikarsinojenik Etkisi

Epigenetik degisiklikler, 6zellikle beklenmedik gen sessizlesmesi ile iliskilendirilen
anormal DNA metilasyonu ve non-histon proteinlerin asetillenmesi insanda kanserin
baslamasi ve gelismesine neden olmaktadir. DNTMs performansi bloke etme ve glicli
serbest radikal siplirme ve antioksidan etkinlik 6zelligi ile Katesin maddesini kanser ile
iliskilendirilen asamalari inihibe ettigi ve DNA metilasyonu Ulzerinde Onleyici bir etki
gosterdigi rapor edilmistir. Ayrica klinik ¢alismalar, Katesin maddesinin etkilenen
hiicrelerdeki reseptorleri bloke ederek timér blylimesinin gelisimini bloke edebilen bir
etkisi oldugunu desteklemektedir. Diger olasi bir mekanizma Katesin maddesinin
karsinojenlerin etkisiyle gelisen bazi kanser tirlerine dogrudan baglanmayi
kolaylastirabilecegi gosterilmistir [27]. Crespy ve Williamson (2004) yaptiklari calismada
yesil cayda bulunan Katesin konsantrasyonu ve farelerde dietilnitrosamin maddesinin
neden oldugu akciger timorleri arasindaki iliskiyi arastirmis ve akciger tUmorini
indikleyen Dietilnitrosamin (DENA), farelere enjekte edilmis ve es zamanli olarak yesil
cay ile beslenen farelerde, akciger tlimorlerinin sayisinin azaldigi gézlenmistir. Bu sonug
yesil cayda bulunan Katesin konsantrasyonu ve yesil cayin antikarsinojenik etkisi

arasinda bir iliski oldugunu géstermektedir [4].

Katesinin Antimikrobiyal Etkisi

Katesin maddesinin antimikrobiyal etki mekanizmalarindan bir tlriinin mikrobiyal
sitoplazmik membran lizerine geri donisiimsiiz hasar vermesi ile iliskili oldugu rapor
edilmistir [28]. Ayni zamanda Katesin tamamen Katesin enantiyomerine bagh olarak
fitotoksisite ozelligiyle gicli bir fitotoksindir. Fitotoksisite ve antimikrobiyal aktiviteye
sahip olmasindan dolayi, Katesin maddesinin dogal herbisit ve antimikrobiyal olarak
kullanilabilecegi rapor edilmistir [29]. Cay yapraklarinda bulunan Katesin iceriginin yaz,
ilkbahar, sonbahar ve kis mevsimlerinde sirasiyla 22.0%, 20.1%, 19.4% ve 19.2% oldugu
tespit edilmistir. Yapilan deneyler sonucunda elde edilen veriler farkli mevsimlerde
hasat edilen cayin farkh derecelerde antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugunu

gostermektedir. Yazin hasat edilen ¢ay yapraklarindan (retilen cay iceceginin en gliclii



antimikrobiyal aktiviteyi gosterdigi godzlenmistir. Cay igeceginin yazin en ylksek
antimikrobiyal aktiviteyi gostermesi ile yesil ¢ayin yazin Katesin maddesini en yiksek
konsantrasyonda icermesi ile iliskili oldugu rapor edilmistir [30]. Archana ve Abraham
yaptiklari galismada, E.coli, Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Candida
albicans ve Pseudomonas aeruginosa organizmalarinin taze yesil ¢ay ekstrelerine ksrsi
duyarli oldugunu bildirmislerdir [31]. Bai ve arkadaslari Katesin maddesinin
streptokoklarin blylmelerini inhibe ettigini gdzlemlemis ve Katesinin streptokok

mutanslara karsi antibiyofilm aktivitesine sahip oldugunu rapor etmislerdir [28].

Katesinin Anti Diyabetik Etkisi

Postprandiyal hipergliseminin azaltiimasina yonelik terapotik yaklasimlardan birisi, a-
glukosidaz ve a -amilaz gibi karbonhidrat hidrolize edici enzimlerin inhibisyonu ile
glikozun emilimini 6nlemektir. Bu enzimlerin inhibitérleri karbonhidrat sindirimini
geciktirir ve genel karbonhidrat sindirminin siiresini uzatir. Boylece glikoz absorbsiyon
oraninda azalma ve dolayisiyla postprandiyal plazma glikoz yiikselmesini koreltir [32].
Anderson ve polansky (2002) yaptiklari ¢calismada, Katesinin antidiyabetik aktivitesini
arastirmistir. Katesin maddesinin R-amilaz gibi karbonhidratlari hidrolize eden enzimleri
inhibe ettigi ve bununla birlikte yesil cay Katesinlerinin ratlarda karbonhidrat
sindiriminin ardindan kanda insilin ve glukagon hormonlarinin artisini baskiladigini
rapor etmislerdir [33]. Sabu ve arkadaslari (2002) yaptiklari calismada, yesil cay
polifenollerinin antidiyabetik aktivitesini ve deneysel diyabet modellerinde oksidatif
stres azaltici rollerini arastirmis ve Katesinin sodyum bagli glikoz tasiyici tarafindan
bagirsak glukoz alimini inhibe ettigini bildirmislerdir [34]. Zhao ve arkadaslar (2015)
yaptiklari ¢alismada, elde ettikleri bulgular Katesinin pankreas beta hiicrelerinden

instlin sekresyonunu arttirdigi gérisini desteklemektedir [26].

Katesinin Antioksidan Etkisi

Antioksidanlarin ana fonksiyonu reaktif oksijen tlrlerini ve reaktif nitrojen tirlerini
temizlemek ve onlari daha az zararl ya da nétral Grlinlere ¢evirmektir [7]. Daha 6nce
yapilan calismalarda trihidroksi B halkasinin antioksidan etkinligin en etkili kismi oldugu

One surilirken yapilan son ¢alismalar Katesinin antioksidan potansiyelinin sahip oldugu



hidroksil grubunun sayisi ile iliskili oldugunu gostermistir [35]. Bir bilesigin serbest
radikal stpuriict olarak hareket etme kabiliyeti onun standardize edilmis sartlar altinda
bir elektron ya da hidrojen vericisi olarak bir antioksidanin reaktivitesinin bir dlclisi olan
standart bir elektron indirgeme potansiyeli (E*’) ile kismen iliskili oldugu gézlenmistir.
Disik bir E ', hidrojen veya elektron verme icin daha az enerjinin gerekli oldugunu ve
antioksidan etkinliknin belirlenmesinde bir faktér oldugunu gosterir. Cay Katesinleri ve
teaflavinler, a-tokoferol (E vitamini) ile karsilastirilabilir, ancak cay polifenol bilesiklerine
gore Ustun bir hidrojen verici (antioksidan) olan askorbattan (vitamin C) daha yiksek E °
degerlerine sahiptirler [36]. Yang ve arkadaslari (2002) Katesin maddesinin kultlr
hiicrelerinde redoks duyarh transkripsiyon faktorleri, nikleer faktor-kB (NF-kB) ve
aktivator protein-1'in (AP-1) aktivasyonunu inhibe edebildigi bildirilmistir. Diger
antioksidanlar bu redoks duyarh transkripsiyon faktorlerini de inhibe edebilirken, son
arastirmalar ¢ay Katesinleri ve polifenollerin kompleks sinyal yolaklarinda kinaz
inhibitorleri olarak hareket ettigini gostermektedir [37]. Farkli insan viicudu sivilarinin
ve dokularinin pH'si midede pH 1'den pankreasta pH 8.6'ya kadar degistigi icin, Katesin
epimerlerin antioksidan etkinligindeki pH'nin etkisi 6zellikle dGnemlidir. Son zamanlarda
yapilan calismalarda, yesil cay Katesinlerinin radikal temizleme aktivitesinin, ortamin
artan pH'siyla arttigi ve bu artisin, deprotonasyona bagli olarak Katesinlerin artan
elektron verici kabiliyetinden kaynaklandigi bildirilmistir [38]. Janeiro ve arkadaslari
(2004) siklik, diferansiyel ve kare dalga voltametrisini kullanarak antioksidan etkinlikten
sorumlu elektrokimyasal mekanizmayi arastirmistir. Bu ¢alismada Katesinin elektrod
ylzeyde pH’ya bagh absorbsiyonu ile sonuglandigi ve elde edilen Uriin elektroaktif
olmadigl bununla beraber elektrod ylizeyi bloke ediyor oldugu bildirilmistir. Katesinin
elektron/proton verme kapasitesi ve onun radikal stiptrlici antioksidan etkinligi katesol
grubun deprotonasyonuna etki eder [39]. Neiva ve arkadaslari (1999) Katesinin insan
kan trombosit agregasyonu ve lipid peroksidasyonu Uzerine etkilerini arastirmistir.
Saglikh gonullilerden alinan orneklerden elde edilen trombosit acgisindan zengin
plazmada, 20-200 pg/mL doz seviyesinde doza bagl bir inhibitor etki gozlenmistir.
Katesinin trombosit agregasyonu ve peroksidatif stresten koruyucu rollinii destekleyen,
trombositlerin malondialdehid aktivite Uretimini azaltmistir [40]. Rashidinejad ve

arkadaslari (2016) yaptiklar calismada sertlesmis tam yagh bir peynirin olgunlasma
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sirasindaki kompozisyonu ve fenolik igerigi Gzerine Katesinin etkilerini degerlendirmisler
ve in vitro sistemde sindirim sonrasi peynir matrisinden bu antioksidanlarin geri
kazanimini 6lcmislerdir. Elde edilen sonuglara gore, olgunlasma periyodu boyunca
Katesin, tam yagli peynirin fenolik icerigini ve antioksidan etkinligini arttirmis olsa da, bu
artisin Katesin konsantrasyonu ile orantili olmadigi gézlenmistir. Bu durumun Katesin ve
sut bilesenleri arasinda meydana gelen etkilesimden ve Katesinin peynir mikroflorasi

Uzerine olan etkilerinden kaynaklandigi ileri surilmektedir [41].

2.3 Antioksidan Maddelerin Etkinliginin Arttirilmasi ve Nanopartikiiler Sistem

Agiz yoluyla alinan antioksidan maddeler asit ve enzimler tarafindan ¢ok kolay sekilde
tahrip edildikten sonra tiiketilen antioksidan maddenin dislk biyoyararlanilirhk ve
hedeflenen bélgede distk konsantrasyonda bulunmasina neden olan ¢ok kiigtik bir
kisminin absorbe edilmesidir. Bu ylizden antioksidan maddenin hedeflenen boélgeye
verimli bir sekilde iletilmesi icin etkili yontemler gelistirilmesine gerek vardir [7].
Gelistirilen yoOntemler icerisinde nanopartikiiler sistem, antioksidan maddelerin
biyoyaralanilirhgini arttirmasi agisindan dnemli Gstlinliklere sahiptir. Cesitli nano 6lgekli
mekanizmalar icerisinde nanoenkapsilasyon bir ¢6z(iim ve etkili bir tasiyici proses olarak
ortaya ¢ikmistir [42]. Antioksidan maddeleri nanopartikiler sistemlere yuklemek igin
lipozom, polimerik nanopartikil, kati lipid nanopartikil gibi cesitli nanopartikdl

tastyicilar gelistirilmistir [43].

2.3.1 Nanopartikiiller

Soliisyon, siispansiyon ya da emiilsiyon gibi klasik yontemler yliksek doz uygulama ve
duslik yaralanilirlik, instabilite ve intolerans gibi sinirlayici etkilerinden dolayi sentez ve
uygulama asamalarinda bir takim problemlerle karsilasilan yontemlerdir ve Bu
yontemler plazma etken madde seviyesinde dalgalanmalar gostermekte ayrica strekli
etki saglamamaktadir. Bu ylzden, etken madde tasima sisteminin ideal gereksinimini
karsilayabilecek bazi yeni tasiyicilara ihtiya¢ vardir. Nanopartikillerin bir tasima sistemi
olarak dizayn edilmesindeki en dnemli amag, terapo6tik olarak optimal oran ve doz
ayarlamasi ile maddenin hedefe spesifik etkisini elde etmek icin partikil blyuklGgund,

ylzey 6zelliklerini ve farmakolojik aktif maddelerin salimini kontrol etmektir.
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Sekil 2.2 Farmakolojik nanosistemlerin gesitli tirlerinin sematik diyagrami [1]

Nanopartikiller (NP) capi 10 ila 1000 nm arasinda degisen pargaciklariigeren bir koloidal
etken madde taslyici sistemidir. Nanopartikiiller boyutlari ile iliskili olarak ince
partikiller ya da yigin materyallerde gozlenenlerden 6énemli 6lclide farkli ozellikler
gosterebilirler [44]. Nanopartikiiler sisteme etken madde yiklenirken, 6nce etken
madde ¢o6zlllir hemen sonra nanopartikiil matriksi icerisine enkapsiile edilir ya da
ylzeye baglanir. Hazirlama metoduna gore nanopartikiil, nanosfer ya da nanokapsiil
elde edilebilir. Nanokapsdller, ilacin essiz bir polimer membran tarafindan kusatiimis bir
bosluk ile sinirlandinldigi sistemler iken, nanosferler ilacin fiziksel ve esit olarak dagildigi
matris  sistemleridir. Son vyillarda, biyolojik olarak bozunabilir polimerik
nanopartiklllerin, 6zellikle de uzun siire dolasan pargaciklar olarak bilinen poli (etilen
glikol) (PEG) gibi hidrofilik polimer ile kaplanmis olanlar, potansiyel ila¢ dagitim araclari
olarak kullanilmistir [45], [46].
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Sekil 2.3 Biyobozunur nanopartikil tirleri [47]

ila¢ Gretiminde nanopartikiiler sistemlerin kullaniimasi, istenen ilacin miktari ve toksisite
dozajinin birlikte azaltilmasini saglarken elde edilen bu olumlu sonug, toksik terapotik
ilaglarin glvenli bir sekilde verilmesinin saglanmasi ve hedef olmayan dokularin ve
hiicrelerin ciddi yan etkilerden korunmasina neden olmaktadir. Nanopartikiller kan
beyin bariyeri, hiicre membrani gibi organ bariyerlerini gegmek igin ve etken madde

tasiyici sistemler gibi farkh uygulamalarda kullanilmaktadir [48].

2.3.2 Bir ilag Tasiyici Sistem Olarak Nanopartikiillerin Kullanilmasinin Avantajlari

e Parenteral uygulamadan sonra, nanopartikiillerin partikil blydklGgt ve ylizey
ozellikleri hem pasif hem aktif ilag hedeflemesini gerceklestirmek igin kolaylikla

uygulanabilir.

e Nanopartikdller, ila¢ terapotik etkinligini arttirmak ve yan etkilerini azaltmak igin
ilacin viicuttan atihmi ve organ dagilimini sinirlayarak hedef bolgede ve tasima

esnasinda ilacin salimini stirdGiriir ve kontrol ederler [49].

e  Kontrolli salim ve partikil degredasyonu nanopartikil matriks bilesenlerinin ¢oklu

secenekleri olmasi sebebiyle kontrol edilebilir bir durumdur.
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e Nanopartikiler sisteme ila¢g yikleme kapasitesi oldukca yiiksektir. ve ilaglar
herhangi bir kimyasal reakasiyon olmaksizin nanopartikiler sisteme yiiklenebilir. Bu

ilaglarin etkinligini korumak icin 6nemli bir fakordar.

e Dokuya ya da organa 6zel hedeflenmis molekdl, partikillerin ylizeyine hedeflenmis
ligandlar baglanarak ya da manyetik yonlendirici kullanarak yapilabilir.

e Sistem nazal, oral, parenteral ya da goz ici gibi gesitli yollar ile ilag verilmesi igin

kullanilabilir.

2.3.3 Nanopartikiiler Sistemlerde Kontrollii ilag Salimi

Yapay ya da dogal bir polimer ile kaplanan nanopartikil etken maddenin polimerik zar
veya matris boyunca cekirdekten kontrolli difiizyon veya erozyon ile salimini saglar.
Kaplanan membran salim icin bir bariyer olarak hareket eder. Bu ylizden, polimer
membranda etken maddenin ¢6zlintrligi ve diflizyonu etkenin maddenin saliminda
belirleyici faktér haline gelir. Ayrica salim miktari yardimci bilesenlerin eklenmesi ve
etken madde arasinda meydana gelen iyonik etkilesimindende etkilenebilir. Etken
madde daha az ¢oziinir bir kompleks olusturmak icin yardimci bilesenlerle etkilesime
girdiginde etken madde salimi neredeyse hicbir salim etkisi gostermeden cok yavas
olabilir [50]. Basarili bir nanopartikiler sistem gelistirmek icin, hem etken madde salimi

hem polimer biyodegredasyonu 6nemli faktorler olarak gortlmektedir.
Genellikle etken madde salimi;

1. Etken madde ¢oziinirligine

2. Adsorbe edilen / yuzey bagli ilacin desorpsiyonu

3. Nanopartikil matriksi boyunca etken madde miktari

4. Nanopartikul matriks erozyonu/ degredasyonu

5. Erozyon/ diflizyon prosesine baglidir.

Bu yizden matriks materyallerinin ¢ozindrlik, difizyon ve biyodegredasyonu salim

prosesini yonetir [49].
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2.3.4 Nanopartikiil Sentezinde Kullanilan Polimerler

Nanopartikiil sentezinde kullanilan polimerler dogal ve sentetik olmak Uzere iki gruba
ayrilirlar. Dogal polimerler cok cesitli kimyasal bilesenlerden meydana gelebildigi icin
fiziksel ozellikleride tamamen farkh olabilir. Bu durum dogal polimerler ile hazirlanan
nanopartikilleri ozellik ve etkinligi bakimindan daha az stabil kilmaktadir. Sentetik
polimerler ise bilinen kimyasal bilesenlerin belirli bir oranda bir araya getirilmesi ile
olusur ve ¢ozlnurluk, gegirgenlik ve biyodegredasyon hizi gibi fiziksel 6zellikleri daha
stabildir. Sonug olarak sentetik polimerler ile hazirlanan nanopartikiller spesifik

uygulamalar icin daha kolay dizayn edilir [51].

Polimerik
A B Membran
Eiken
56
Polimerik
Matriks A
Cekirdek

Sekil 2.4 Polimerik nanopartikullerin sematik gosterimi A) Nanokiire B) Nanokapsul [52]

Dogal Polimerler

Natlrel kaynaklardan elde edilen polimerler insanlga tarih boyunca eslik etmislerdir.
30000 yil oncesinde selliloz, diger polisakkaritler ve ligninden olusan keten liflerinin
kullanimina dair arkeolojik kanitlar bulunmaktadir. Nanopartikiil sentezinde, dogal
kaynaklardan elde edilen polimerlerin kullanimi polimerik nanopartikiil sistemleri icin
pek cok fayda getirebilir. Bu polimerler biyodegrade ve biyouyumluluk gibi faydali bazi
Ozelliklere sahiptir. Ayrica blyik miktarlarda ve disik maliyetlerde kolaylikla temin
edilebilir [53]. Fakat dogal polimerler, sentetik polimerlere kiyasla nanopartikiiler

formilasyon tasarlarken kolay uygulanabilir olmamasi, dayanikhligi ve stabilitesinin
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disik olmasi sebebiyle nanopartikiler sistemde kullaniminda ¢ok iyi sonuglar elde

edilememektedir [54].
Kitosan

Bu polimer, kabuklularin dis ylizeylerinde bulunan kitinin kismi N-deasetillenmesinden
elde edilir. B 1-4 glukozidik baglarla bagh olan glukozamin ve N-asetil glukozaminden
olusur ve nano ilag dagitim sistemi icin en ¢ok ¢alisilan dogal polimerlerden biridir. Kitin
deasetilasyonu hem konsantrasyona hem de sicakhga baglidir; optimum verimler,% 50

w / w alkali kullanilarak 600 ° C ile 80 ° C arasindaki sicakliklarda elde edilmistir [55].
Jelatin

Jelatin bag doku, kemik ve hayvanlarin derisinden elde edilen kollojenin pargalanmasi ve

hidrolizinden elde edilir ve bir etken madde taslyici matriks olarak bilinir [54].
Nisasta

Nisasta yaygin bir polisakarittir. Cogunlukla depolama malzemeleri olarak islev goren
bitkilerde olusur. Kimyasal olarak, bir alfa D- (I, 4) bag ile glikopiranozun tekrar eden
birimlerinden olusur ve hidroliz edildiginde monosakarit, glikoz verir. Eczacilikta
nisastanin kullanimi kapsamlidir. Kontrolll ila¢g saliminda polimer ve yardimci madde
olarak, doku mihendisliginde ilag tasiyici olarak, Hidrojel ve ¢ozlintrltk arttirici olarak

kullanilir [54].
Sentetik Polimerler
Poli(glikolik Asit) (PGA)

Poliglikolid ya da poli (glikolik asit) (PGA) biyomedikal kullanim igin bugiine kadar
arastirilan ilk bozunabilir polimerlerden bir tanesidir. Bunun en 6énemli nedeni, Poli
glikolik asidin oksijen karbon orani, polimerler arasindaki en yliksek O / C degeri olan
1'e esittir. Bu nedenle diger polimer tiirlerine oranla daha yliksek bir hidrofilik 6zellige
sahip olmasi beklenmektedir. PGA'nin kimyasal yapisina bakildiginda, -[- (CH2),-CO-0-],-
tlrd olan en basit alifatik polyesterdir; 35-40 ° arasinda bir cam gecis sicakligl ve 224-
227 ° Carasinda degisen erime noktasina sahiptir. Yiiksek kristallik 6zelligi ile oldukca iyi
kristal yapi olusturma egilimi gosterir. Diger biyolojik olarak parcalanabilir polimerlere

kiyasla 224 ve 227 ° C arasinda degisen en yliksek erime noktasina ve en yliksek modiil
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degerine sahiptir. PGA viicut sicakhgl 35-45 ° C civarinda bir cam gegis sicakligina (Tg)
sahiptir. Mekanik 6zellikler agisindan, PGA hala oldukga kirilgan bir plastiktir, ¢iinkii Tg
hala oda sicakhginin Ustindedir. Bu faktor ile birlikte hidrofilik 6zelligi, PGA’nin sentetik
polimerler arasinda en kisa bozunma siliresine sahip polimer olmasini saglamaktadir

[56], [57].

Isi Ii?

nHO — CHyCOOH ——> | — OCH, C—

H
Glikolik Asit Poliglikolik Asit

Sekil 2.5 Poliglikolik asitin sentezi [58]
Poli-e-Kaprolakton (PCL)

Poli (e-kaprolakton) (PCL), yari kristalli biyobozunur bir polimer olup, poli a-hidroksi
poliester ailesine aittir [59]. Poli-e-kaprolakton (PCL), biyolojik olarak parcalanabilen,
biyouyumlu ve cok diislik bir cam gecis sicakligina sahip bir polimerdir. Yavas bozulmasi
nedeniyle PCL, bir yildan uzun bir siire hedeflenen tasima sistemleri icin idealdir. Bu
ozellik mikrokireler, nanosferler ve implantlar gibi formlarin farkli tasima sistemlerinin
hazirlanmasinda kullanimina yol agmistir. Hedeflenmis ila¢ tasima ve kontrolli ilag
salinimi igin polimer olarak PCL kullanilarak gesitli ilag kategorileri enkapsiile edilmistir.
ilac salim 6zelliklerini elde etmek icin ya tek basina PCL veya PCL kopolimer mikrosferleri
hazirlanmistir. PCL'nin polimerizasyonunu etkileyen c¢esitli mekanizmalar vardir ve
bunlar anyonik, katyonik, koordinasyon ve radikaldir. PCL, kristal yapisina bagl olarak -
60 ° C'lik cam gecis sicakligina ve 59 ile 64 ° C arasinda degisen erime noktasina sahip
yari kristalimsi bir polimerdir. PCL numunelerinin ortalama molekil agirhig 10,000'den
42,500'e kadar degisebilir ve molekil agirhgina (Mn) gore derecelendirilir. PCL oda
sicakliginda kloroform, diklorometan, karbon tetrakloriir, benzen, toluen, siklohekzanon
ve 2-nitropropan icinde ¢o6zinir. Aseton, 2-butanon, etil asetat, dimetilformamid ve
asetonitril icinde disiik bir ¢coziinlrlige sahipken alkol, petrol eteri ve dietil eterde

¢Ozlinmez [60].
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Sekil 2.6 Polikaprolaktonun kimyasal yapisi [61]
Poli(D,l-laktik-ko-glikolik asit) (PLGA)

PLGA; Tum biyomateryaller iginde, biyapargalanir polimer uygulamasinda doku
muihendisligi icin bir ilag tasiyici tasiyict ve doku miihendisligi icin iskele olarak
mikemmel bir potansiyel gostermistir. PLGA, fiziksel olarak gigli ve olduk¢a
biyouyumlu olan, FDA onayli, biyolojik olarak parcalanabilir polimerlerin bir liyesidir ve
ilaglar, proteinler ve DNA, RNA ve peptidler gibi ¢esitli makromolekiller igin dagitim
aracglari olarak kapsamli olarak incelenmistir. PLGA {Uizerine yapilan uzun klinik
arastirmalar, uygun biyodegredasyon oOzelligi ve slirekli ilag dagitim araci olarak
kullanilabilme olasiliklarindan dolayi, gesitli biyopargalanir polimerler arasinda en ¢ok
tercih edilen polimer olmasini saglamistir. ilag tiiriine bagh olarak salim araligi ve istenen
dozu ayarlamak icin polimer-ilag matrisinin genel fiziksel 6zelliklerini polimer molekiil
agirligl, laktik asitin glikolik asite orani ve ila¢ konsantrasyonu gibi parametreleri kontrol
ederek ayarlamak mimkiindiir. ilag tiiriine bagli olarak arzu edilen bir dozaj ve salinim
araligini elde etmek igin bununla birlikte, doz yigihmi, kontrolsiiz salim ve ilag-polimer
etkilesimlerinden kaynaklanan potansiyel toksisite ayrintili bir degerlendirme gerektirir.
Poliester PLGA; poli laktik asit (PLA) ve poliglikolik asitin (PGA) bir kopolimeridir. Tasarim
ve performans bakimindan ila¢g dagitiminda kullanilabilen, en iyi tanimlanmis
biyomalzemedir. Poli laktik asit tipik olarak sirasiyla klasik stereokimyasal terimlerle ve
D veya L formunda bazen R ve S formunda tarif edilen bir asimetrik a-karbon ihtiva eder.
Suda, PLGA yapisindaki ester baglarinin hidroliz olmasi ile biyolojik olarak ayrismakta ve
glikolik ve laktik asit son Urlnleri meydana gelmektedir. Yapisinda bulunan PLA'daki
metil yan gruplarinin varligi onu PGA'ya kiyasla daha hidrofobik yapar. Bu sebeple laktik
asitce zengin PLGA kopolimerleri daha az hidrofiliktir, daha az su emer ve ardindan daha

yavas bozunur.
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2.3.5 Nanopartikiil Sentezinde Kullanilan Surfaktanlarin islevi

Nanopartikiillerin farmakolojik etkinlik gosterebilmesi icin tam olarak sinirlandiriimis ¢cap
ve boyut dagilimina ayrica yeterli madde miktarina ve stirekli salim yapabilme gibi bir
takim ozelliklere sahip olmasi gerekir. Nanopartikillerin bu 6zellikleri fizikokimyasal
Ozelliklerine bagh olarak sentez asamasinda optimize edilir. Nanopartikiler
formulasyonda kullanilan herhangi bir parametre veya katki maddeleri Uretilen
nanopartiklllerin 6zelliklerini degistirebilir. Bu katki maddelerinin en 6nemlilerinden bir
tanesi surfaktanlardir. Nanopartikillerin sentez agamasinda surfaktanlar; polimer igeren
yag fazi su (dispersiyon) fazindan ayirmada anahtar bir rol oynar. Surfaktanlar ayrica
Uretilen emdlsiyonu stabil hale getirir, partikil agregasyonunu azaltir ve
nanopartiklllerin  parcacitk boyutunu ve dagihmini, morfolojik 6zelliklerini,

enkapstllasyon verimini ve ilag salinim gibi 6zelliklerini etkiler [62].

Sekil 2.7 Nanopartikil ylizeyinde surfaktanlarin islevi [63]

Surfaktanlarin nanopartiktler ara ylzeyleri stabilize etme kabiliyeti, yapilarinin amfifilik
ozelliklerinden kaynaklanmaktadir; surfaktanlarin hidrofilik bas gruplar su fazina
cekilirken, lipofilik kuyruk yag fazi ile etkilesime girer [64]. Surfaktanlarin emilsiyondaki
rolli bir homojenizatérde meydana gelen major fizikokimyasal olaylari inceleyerek daha
iyi anlasilabilir. Baslangicta, surfaktanlar genellikle sulu faz icinde eritilir (ancak bu her
zaman gecerli degildir) ve daha sonra yag ve sulu fazlar birlestirilir ve biylk yapih
emilsiyon olusumuna yol acan yiksek hizda bir karistirici kullanilarak karistirilir. Bu
emilsiyon su fazi cerisinde ¢6zlinmils surfaktan kalintilari ile beraber, surfaktan

tarafindan kaplanmis nispeten iri taneli damlaciklar icerir. Daha sonra iri taneli molekdl
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iceren emiilsiyon yuksek basingta daha buylk damlaciklari pargalayarak daha kiiglk
molekiller meydana getiren kuvvetleri (kavitasyon, tirbilans ve kesme) (reten

homojenizatorde kiiclik vana araciligiyla pompalanir [65].
Polivinil Alkol (PVA)

PVA suda ¢ozilinen, toksik olmayan, biyouyumlu, biyobozunur bir polimerdir. Polivinil
alkollin polimerizasyonu, hidrojen bagini, kristallesmeyi ve faz ayrimini getiren
tekrarlanan donma c¢ozilme dongileri gibi fiziksel yontemlerle ve vyani sira
(Glutaraldehid, asetaldehit ve formaldehit) gibi kimyasal ajanlarla ¢apraz baglanarak ve
v 1sinlarini kullanarak kolayca elde edilebilir. Fiziksel yontem c¢ogunlukla tercih edilir,
¢clinkll capraz baglayici ajanlarin ihtiyacini ortadan kaldirarak yontem bu maddelerin
toksikligi ile ilgili konulari ele alir. Buna ek olarak, fiziksel olarak ¢apraz baglanmis PVA
jelleri, kimyasal olarak capraz bagh esdeger parcalara karsi mikro kristaller bulundugu
icin daha yuksek mekanik mukavemet ve sertlige sahiptir. Kapsamli fiziksel 6zellikleri ve
ylksek biyouyumluluk 6zelliklerinden dolayi PVA; yara sargisi, yara yonetimi, ilag verme
sistemleri, yapay organlar ve kontakt lensler gibi biyomedikal uygulamalarda
kullanilmistir.  Ayrica, Poli laktik ve poli (d,l-laktik-ko-glikolid) (PLGA) polimerik

nanopartikiller formulasyonunda en sik kullanilan emiilgatorlerdir [66], [67], [68].

2.4 Kanser ve Hiicre Kiltirii Calismalari

2.4.1 Kanser

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz biiyime egilimi ve anormal yayilimini tanimlamak igin
kullanilan bir terimdir. Kanser hastaliginin olusum mekanizmasi; hicrelerin gogalmasini
kontrol eden mekanizmalarin bozulmasi ile kontrolsliz bir bicimde ¢ogalarak dnce lokal
doku, daha sonra dolasim sistemi ve lenf bezlerine yayilmasi ile en son diger organlara
yayilmasi ile sonuglanmasidir. Hiicrelerdeki bu bozulma cevresel etkenler, genetik gecis
ve bazi virlisler sebebi ile meydana gelebilmektedir. Viicutta saglikh hiicrelerin gelisimi
mitoz bolinme ve farkli doku hiicrelerine doniserek gerceklesmektedir. Bu sireg
hiicresel genler ile kontrol edilmektedir. Ancak bazi cevresel ya da genetik etkenler
sonucunda hiicrelere ait genlerde meydana gelen mutasyon ya da anormal aktivite

gostermeleri sonucu kanser olusumu s6z konusu olabilmektedir. Mutasyon meydana
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gelmesi ile farkhlasan hiicreler kan ve lenf yoluyla metastaz yaparak diger organlara
tasinabilen bu hicreler, birbirine yapismaz. Hiicrelerden gelen sinyallere yanit vermez,
Ozellesmez ve apoptoza ugramazlar. Kanser hiicreleri mikroskop altinda incelendiginde
saglikli hiicrelere nazaran, daha buyilk cekirdege sahip olma, kontrolsiiz olarak cogalma
ile beraber meydana geldikleri dokuda yayilma gibi kanserlesmis hticrelere ait 6zellikleri
vardir. Kanserli hiicreleri molekiler diizeyde analiz edildiginde hicre blylimesinde
saglayan proto-onkogenlerin aktif halde bulundugu bununla beraber hiicre blylimesini
kontrol eden suppressor genlerin inaktif halde oldugu goriilmektedir. Kanser gesitleri
meydana geldikleri dokulara gore lenfoma, sarkom, karsinoma veya losemi gibi 6zel

isimlerle adlandiriimaktadir [13], [69].

Normal Hucre
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111N

TUmor Hiucresi
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9 Mutasyonlar

Sekil 2.8 Kanserlesen hiicrelerin sematik goésterimi [70]

2.4.1.1 Kanser Olusumuna Etki Eden Cevresel Faktorler;

Kanser olusumunda cevresel faktorlerin yani sira genetik faktorlerin de rol aldigl

bilinmektedir. Cevresel faktorlerden kisaca s6z edecek olursak [13]:
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Ultraviyole Isinlar: Acik tenli insanlar, acik havada calisanlar ve kontrolsiiz sekilde

glnes 1s18ina maruz kalanlarda deri kanserleri daha sik gértilmektedir.

Iyonize Radyasyon: Basta |6semi ve epitelyal kanserler olmak iizere iyonize

radyasyonun da cesitli kanserlere yol actigi bildiriimektedir.

Kimyasal Karsinojenler: Meslekleri dolayisiyla katran ve kémdriin yanma Urlinleri,
benzen, naftilaminler, asbest, vinil klortir, krom vb. maddelerle temas etmek zorunda
kalan insanlarda kanserin olusabilecegi bildiriimektedir. Ornegin; boya sanayiinde
calisanlarda mesane kanserlerinin, plastik sanayiinde calisanlarda karaciger

kanserlerinin, katranla ugrasanlarda ise deri kanserlerinin gorildigi belirtilmektedir.

Beslenme Faktorleri: Sindirim sistemi kanserleri belirli beslenme aliskanliklari ile
iliskili oldugundan disik yag ve vyiksek lif iceren beslenme sekilleri tavsiye

edilmektedir.

Sigara: Akciger kanseri ile sigaranin iliskisi kanitlanmis olup sigaranin larinks, agiz

boslugu, yutak, mesane ve pankreas kanserleri riskini artirdigi da belirtiimektedir.

Alkol: Uzun sireli alkol alimi agiz, yutak, girtlak ve yemek borusu kanserleri riskini
arttirmaktadir. Cok alkol igenlerin genellikle ayni zamanda sigara da igiyor olmasi bu

kisilerde kanser tehlikesini kat kat arttirmaktadir.

Viriisler: Bilinen en kiigliik mikroorganizmalar olan virlislerin deney hayvanlarinda
kansere yol actig gdsterilmistir. insanlarda hepatit-B virlisiiniin karaciger kanseri ile

Ebstein-Barr virlstinin Burkitt lenfoma ile iliskili oldugu da bilinmektedir.

Genetik Faktorler: Kanser tek basina genetik bir hastalik degildir. Ancak cocuklarda
gorilen bir goz kanseri olan retinoblastom gibi bazi kanser tirlerinde ailevi gecis
gorilmektedir. Sonug olarak kanser tek bir sebebe degil birden ¢cok sebebe bagl

olarak gelisen bir hastaliktir.

2.4.1.2 Meme Kanseri

Uluslararasi Kanser Ajansi (IARC) tarafindan yayinlanan Globocan 2012 verilerine gore

meme kanseri Diinyada ve (ilkemizde kadinlar arasinda goriilen kanser tirleri arasinda
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ilk siralarda yer almaktadir. Meme kanseri menopoz sonrasinda gorilmekle beraber

genc¢ kadinlarda meydana gelme oranida oldukga yliksektir [69].
Meme Kanseri Olusumuna Etki Eden Faktorler;

Meme kanserinin meydana gelme nedenin % 10-20 oraninda genetik oldugu
gozlenmistir. Meme kanseri risk faktorleri arasinda; BRCA1 ve BRCA2 genlerinin
tasinmasi, ailede meme kanseri hikayesinin olmasi, genetik yatkinlik, Gnceden meme
kanseri gecirmis olmak, alkol alimi, distk doz radyasyon, pestisitlere maruz kalmak gibi
durumlar vardir. Ayrica erken menars, ge¢c menopoz, diabetes mellitus, ilerleyen yaslar,
obezite, oral kontraseptiflerin kullanimi, ilk dogumun gec¢ yasta yapilmis olmasi veya
cocuk dogurmamis olmak gibi durumlar da meme kanseri olusumuna neden olan 6nemli

faktorler arasindadir [13].

2.4.1.3 Beyin Kanseri

Beyin timori neoplastik hiicrelerin beyin icinde anormal gelismesidir. Beyin timorleri
saglikli beyin dokusuna gore bazi farkhliklar igerir. Bu farkhliklar timoriin evresine gore
degismektedir. Dusuk evreli astrositomalar veya diger distk evreli beyin timorlerinde
timor kitlesi henlz olusmamistir ve kanser hicreleri saglikli hicreler arasinda
dagiimistir. Genellikle timor bolgesi saglikl beyin dokusundan ¢ok az farklhilik gosterir.
Anaplastik astrositoma gibi 3. Evre tlimorlerde ise timor hicrelerinin bir arada

bulundugu tiimor kitleleri olusur ve damarlanmada artis gorulur [70].

2.4.2 Hiicre Kiiltiira

Hiicrelerin kontrollii sartlar altinda yetistirilmesi slirecine hicre kiltlrli adi
verilmektedir. Temel ilkesi, canli dokulardan elde edilen pargalarin in vitro sartlarda
yasama ve Uremesini saglamaktir. Laboratuvar gerecleri kullanilarak uygun besiyerleri

icerisinde Uretilerek kullanilan canli dokulardir.

Bu amac dogrultusunda; in vitro kosullarda calisiilmaya uygun 6zelliklere sahip canlilarin
(insan, fare, maymun, tavsan gibi) cesitli dokularindan (timér dokusu, amniyon zari,
bobrek, akciger gibi) elde edilen dokular parcalanarak hicreler acgiga cikarilir. Bu

hiicreler, cesitli tampon maddeleri, tuzlar, aminoasit, vitamin, at veya dana serumu
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icerikli besleyici sivilarda steril bir bicimde muhafaza edilir. Bulunduklari steril tiplerde
yaklasik 37°C’de bekletildiklerinde, bu hiicreler kabin i¢ ceperlerine yapisarak Urerler.

Ureme ile olusan bu yapiya hiicre kiiltiirii adi verilir [71], [72].

Hicre kiltiru ¢alismalarinda iki tip hiicre kullanilmaktadir. Bunlar; primer ve devamli
hiicre hatlaridir. Primer hiicre kiltlrleri; organ ve dokularindan ayrilan hiicrelerin, 24
saatten daha uzun siire kiltiir edilmesiyle elde edilir. Primer hiicre kiltirlerinde ¢ogalan
hicreler, gogaltildiklar kiltirden alinip bagka kiiltirlere ekilip ¢ogaltilabilir. Bu sekilde
elde edilen ilk alt kaltlir, sekonder hicre kilturi adini alir ve devam eden kiltir
islemlerinin ardindan hiicre hatlari elde edilir. Primer kiltir hiicrelerine; dis eti ve pulpa

fibroblastlari 6rnek olarak verilebilir.

Primer hiicre kilturlerinin insandan izole edilmesi ve kiltiirtiin yapilmasi oldukga zordur.
Glnkd primer kultarler farkh bireylerden alindigi igin fonksiyonel durumlari yansitmasi

da farkhlik gosterir.

Devamli hiicre hatlari ise; transformasyona ugramis primer hiicrelerdir ve bu hiicreler
slresiz ¢cogalabilme 0Ozelligine sahiptir. Primer hiicrelere gére daha stabil bir fenotipe
sahiptir. Devamli hicreler, transformasyona ugramis olduklarindan dolayr sahip
olduklari in vivo o0zelliklerin hepsini koruyamazlar. Bu hiicre hatlari kolaylikla
cogaltilabilir. En sik kullanilan devamli hiicre hatlarina; insan epitelyal hiicreleri (HeLa)

ve fare fibroblastlari (L-929, 3T3) ornek verilebilir [73], [74].

2.4.2.1Sitotoksisite Tayini

Bir maddenin biyouyumlulugunun belirlenmesi, o maddenin hiicre yasamina olan
etkisine baghdir. Bir dizi molekiler reaksiyon sonucunda cesitli makromolekdillerin
sentezinin durdurulmasi, bunun bir sonucu olarak hiicrenin yapisinda ve fonksiyonunda
cesitli aksakliklar ve hasarlar meydana gelmesiyle sitotoksik davranis meydana gelmis

olur [75], [76].

Sitotoksisite testleri, in vitro gergeklestirilen ve hiicre kiltirleri lGzerinde gerceklesen

muhtemel toksikolojik reaksiyonlar olarak degerlendirilir. Bu testlerde;

- Protein veya DNA sentezi
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- Hlcre membrani

- Hicre canhligi ve 6limu

- Hicre bolinmesi

- Hlcre organelleriile ilgili bilgiler elde edilir.

Testlerde, hiicre ve test edilecek maddenin etkinlestirme sekli (direkt, indirekt, ekstrakt)
onem tasimaktadir. Bunun yani sira test edilecek materyalin fiziksel yontemi de 6nem
tasimaktadir. Ornegin; materyalin ila¢ yerine biyomalzeme formatinda olmasi, hiicreler

ve materyalin etkilestirilme yontemini degistirebilmektedir [77].

Testlerin belirli bir standartta yapilabilmesi icin uluslararasi standartlar gelistirilmistir.
Sitotoksisite testleri igin 1SO, bazi kriterler belirlemistir. Medikal Grlinlerin biyolojik
olarak degerlendirilmesinde kullanilan ve farkli metotlarin kullanimi iceren, temelinde
insanlari korumayl amaclayan test protokoll; 1ISO 10993’tiir. Bunlar icinde in vitro
sitotoksisite testleri icin Onerilen test protokoll; 1SO 10993-5 protokolldir. Bu

standartta 6nerilen test metotlari [75], [78]:

1) Direkt hicre kaltara

i.Direkt temas testi

ii.Ekstrakt testi

b)Bariyer test metodu

2)Filtre diflizyon testi

3)Agar diflizyon testi

4)Dentin bariyer testi

Sitotoksisite degerlendirme yontemleri dort grupta incelenebilir [78]

- Canlilik (viability) degerlendiren testler: kisa siirede olusan toksik reaksiyonlarin

etkileri incelenir.
- Hiucre proliferasyonunu degerlendiren testler

- Yasam (survival) degerlendiren testler: uzun slirede olusan toksik reansiyonlarin

etkileri incelenir.
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- Metabolik sitotoksisite degerlendirme testleri

2.4.2.2 Hiicre Kulturii Cahismalarinda Kullanilan Hiicre Soylari;
1. MCF7 Hiicre Soyu

insan meme adenokarsinom hiicre hatti olarak bilinen MCF7, 1970 yilinda ilk izole edilen
ve 69 yasinda bir Kafkas kadindan alinan bir hiicre dizisidir. MCF7 hcreleri, in vitro
meme kanseri arastirmalari igin faydalidir, ¢linki hiicre dizisi meme epiteline 6zgii bircok
ideal Ozellige sahiptir. Bunlar, MCF7 hiicrelerinin hiicre sitoplazmasinda &strojen
reseptorleri vasitasiyla estradiol formunda Ostrojen isleme kabiliyetini igerir. Bu MCF7

hiicre hattini bir 6strojen reseptori (ER) pozitif kontrol hiicre dizisi haline getirir [79].

2. C6 Glioma Hiicre Soyu Sican C6 glioma hicreleri merkezi sinir sisteminden
kokenlenmis hiicreler olup astrosit, oligodendrosit ve bunlarin énclleri olan hiicrelerin
ozelligini tagimaktadir Bu hiicreler yiiksek mitotik aktivite, niikleer pleomorfizm, timor
nekroz odaklari, timor ici kanama gibi ¢esitli malign glioblastoma karakteristiklerine
sahip hicreler olarak primer beyin tUmori arastirmalarinda kullanilmaktadir. Wistar-
Furth sicanlara N-N' nitrozometillre uygulanmasiyla olusturulan C6 glioma timor hatti

ilac etkilesimi calismalari icin tiim diinyada yaygin olarak tercih edilmektedir [80].

2.4.2.3 DPPH Testi

DPPH (2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl-hydrate) serbest radikal stpirme yontemi, bir
bilesigin, bir 6zltlin veya diger biyolojik kaynaklarin antioksidan potansiyelinin
degerlendirilmesi icin ilk yaklasimi sunmaktadir. Bu metot basit bir yaklasimdir.
Prospektif bilesik veya 6ziitiin DPPH sollsyonu ile karistirildigi ve belirli bir slire sonunda
absorbans degerinin UV spektroskopisi ile kaydedildigi en basit yontemdir. DPPH
yontemi sulu ve polar olmayan organik ¢ozicilerde kullanilabilir ve hem hidrofilik hem
de lipofilik antioksidanlari incelemek icin kullanilabilir. Bu yontemin avantaji, DPPH'nin
bircok molekil ile reaksiyona girmesi ve bu yontemde yeterli siire verildiginde (30dk),
DPPH'nin zayif antioksidanlarla bile yavas reaksiyona girmesine olanak saglamasidir

[81].
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2.4.2.4MTT Testi

Sitotoksisite degerlendirmelerinde ¢ok sik kullanilan kolorimetrik MTT (3-(4, 5-
dimethylthiazolyl-2)-2, 5-diphenyltetrazolium bromide) testi, MTT’yi ¢6ziinmeyen mavi
renkli formazan bilesigine donlstirebilen dehidrogenaz enziminin aktivitesini
Olcmektedir. Hiicrede, sitotoksik etki sonucunda dehidrogenaz enzim aktivitesinin
etkilenmesi sonrasi mavi renkli formazan olusmamaktadir. Formazan, yalnizca canli ve
aktif mitokondrinin bulundugu hiicrelerde olusmaktadir. Hiicrelerde formazan olusumu,
spektrofotometre ile optik yogunlugun ol¢lilmesi ya da 6rnegin cevresinde olusan

formazan 1sigin elektron mikroskobuyla belirlenmesi ile 6lglilebilmektedir [78], [82].
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BOLUM 3

3.1.1

MATERYAL - METOD

Deneysel Calismalarda Kullanilan Cihazlar

Sonikator — Bandelin Sonoplus

Coklu Manyetik Karistirict — IKA

Manyetik Karistirici — Variomag Mono

Hassas Terazi — Shimadzu

Santrifiij Cihazi — Beckmann Coulter

UV-Vis Spektrofotometre — Shimadzu UV-1800

Zeta Potansiyel ve Parcacik Olgiim Cihazi — Malvern ZEN 3600 Nano ZS
SEM — Zeiss —EVO LS 10

FT-IR — Shimadzu IR-Prestige

Invert Mikroskop-Olympus

Sartorious Saf Su Cihazi

CO? inkiibator — Biosan, ES 20

Calkalayici- Biosan Environmental Shaker-Incubator ES-20

Biyogivenlik Kabini- Hedlab XPROII
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3.1.2 Katesin Yiiklii Nanopartikiillerin Karakterizasyon ve Biyolojik Etkinlik Tayininde

Kullanilan Baslica Analiz Cihazlar

3.1.2.1 UV-Gériiniir Bolge Spektroskopisi

Ultraviyole ve gorinir bolge spektroskopisinin bir araya getirilmesi elektronik
spektroskopi olarak adlandirilir. 100-700 nm araligi elektronik spektrum, 100-200 nm
araligl vakum ultraviyole, 200-400 nm araligi ultraviyole (mor 6tesi) ve 400-700 nm

araligi gorinir bolge olarak kabul edilir [83].

X-151n1 uv IR Radyo dalgalan
cekirdek valans elektronik  molekuler niikleer spin halleri
0 elektron uyarimi uyarim vibrasyon (magnetik alanda) 3
en yoksek enerji Dalga boyu, nm en disik ener|
\{-‘ 1P 10 / 10 1 108 10" 10
R I N I W | (- L
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Sekil 3.1 Ultraviyole-Gorinir Bolge [84]

Ultraviyole veya gorundr 1sin absorbe edilirken, genellikle bagh elektronlar uyarilir. ve
bu uyarilma sonucunda analiz edilen maddede bulunan baglarin tirlerine goére belirli
dalga boylarinda spesifik absorbsiyon pikleri elde edilir [84]. Bir maddenin
spektrofotometrik analizi yapilirken dncelikle istenen maddenin sadece absorbsiyon
kismin tayin edilecegi bir dalga boyu bolgesi saptanir ve ¢alismalar bu boélgede yapilir.
Absorbansi Olcllecek maddeyi icermeyen ¢oziici (kor, blank tipunin icerigi) 1sik yoluna
yerlestirilir. Bu olay sonucunda kiivete gelen isik biyiik oranda gecerek dedektore ulasir,

kismen de ¢6zlicl ve kiivet tarafindan absorbe edilir [84], [85].
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Sekil 3.2 Tez ¢alismalarinda kullanilan gift 1sik yollu spektrofotometre [86]

3.1.2.2 Zeta Sizer Cihazi

Zeta sizer cihazi dinamik 151k sagma prensibi ile galismaktadir. Dinamik 151k sagma
prensibi sivida ¢6zinmis partikil, genellikle submikron bolgede bulunan parcgaciklarin
boyutunu belirlemek icin kullanilan bir metottur. Zeta sizer cihazi kullanilarak hem ylizey
zeta potansiyel analizi hemde partikil boyut analizi yapilmaktadir. Partikil ve
molekillerin zeta potansiyelleri, elektroforezden dolayi hareket ediyorlarken partikdl
ve molekillerin hiz élglimleri ile belirlenmektedir. Bir zeta potansiyele sahip partikiller
eger bir alan uygulanirsa elektroda dogru hareket edecektir. Partikillerin sahip olduklari
hiz zeta potansiyelleri ve alan gilict ile orantilidir. Yiiksek kaliteli veriler Gretmek igin
dizayn edilen Zetasizer Nano cihazi, lazer ve sicaklik kontroliinden optik tasarim ve
dedektore kadar 6lgiim zincirinin her asamasinda optimize edilmis bilesenler saglamak

Uzere tasarlanmis bir analiz aracidir [87].

3.1.2.3 Taramali Elektron Mikroskopisi (SEM)

Taramali elektron mikrosokopisi analizi partikil boyutunun yani sira DLS ile elde edilen
sonuclarin dogrulanmasi icin kullanilmaktadir. Aslinda DLS metodu her zaman 6zellikle
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partikiil boyutlari dizgin olmadigi ve PDI degeri yliksek oldugu zaman gergek fiziksel
boyutu gostermez. SEM, 0rnek yizeyi incelemek igin yaygin olarak kullanilan bir

tekniktir ve partikillerin 2 boyutlu goériinttisiini verir.
SEM ¢alisma prensibi ;

Yiiksek enerjili elektron demeti numuneye odaklanir ve ylizeyin icine nifuz edince
elektron ve yiizey atomlari arasinda bir etkilesime neden olur. ikincil olarak geri sacilma
ve Auger elektronlari olusturulur ve bu Gretilen sinyaller enerji dagitici X-ray analizi (EDX)
kullanarak belirlenebilmektedir. Ylzey taranmasi esnasinda olusturulan ikincil
elektronlar kesfedilir ve numune ile ilgili doku, kimyasal bilesim ve numune yizeyinin

kristal yapisi gibi bilgiler edinilmektedir [88], [89].

3.1.2.4 Atomik Gii¢ Mikroskobu (AFM)

AFM, nano o6lceginde molekiil ici kuvvetler ve ylizey topografyasini lgmek icin kullanilan
en dogru aletlerden biridir. AFM mikro-konsol ve prob olmak lzere iki ana bilesenden
olusmaktadir. Mikro-konsol (MC) piezoelektrik tabakadan dretilmistir. MC AFM
performansini arttirken, mikroskop tiretim maliyetini dlstrir, gortintiileme hizini arttirir
ve cihazin boyutlarini kiiclltir [90]. AFM, molekil ici kuvvetler, ylizey goriintileme ve
nanopartikil manipllasyonunun olgllmesinde etkin bir arag¢ olarak kabul edilmistir.

Literatlre gore, nanoskalada iyi bir dogrulama avantajina sahiptir.

3.1.2.5 Kizilotesi Spektroskopisi (FT-IR)

Kizilotesi absorpsiyon spektroskopisi, bilim insanlarinin molekillerin  yapilarini
belirlemek igin molekillerin kizilétesi radyasyonun karakteristik absorpsiyonu ile

kullandig1 yontemdir. Kizilétesi spektrum molekdler titresim spektrumudur [91].
FTIR calisma prensibi;

FTIR spektrometre, bir kaynak, interferometre, drnek bélmesi, dedektor, amplifikator,
A/D donustiricu ve bir bilgisayardan olusur [92]. Kaynak, numuneyi interferometre
yoluyla geciren ve dedektore ulasan radyasyon lretir. Ardindan sinyal cogaltilir ve
sirasiyla amplifikator ve analog-dijital dondstirici ile dijital sinyal haline dondstaralir.

Sonunda, sinyal fourier dontsimi yapilan bir bilgisayara aktariir [91]. KizilGtesi
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absorpsiyon spektroskopisini daha kullanigli yapan sey, tim gaz, sivi ve kati érnekleri
analiz edebilme 6zelligidir. Cogu organik bilesigin ve inorganik iyonlarin absorpsiyon
1Isinimi bu boélgede oldugu icin kizilétesi absorpsiyon spektroskopisi icin ortak kullanilan

bolge 4000 ~ 400 cm-1'dir [93].

3.1.3 Deneysel Calismalarda Kullanilan Kimyasallar

. (+)-Katesin Hidrat- Sigma C1251

. Poli(laktik-ko-glikolik asit) PLGA — Sigma Aldrich 719900
° Polivinil Alkol- Sigma Aldrich 363138

. Diklorametan DCM - Sigma Aldrich 24233-2

° Etil Alkol (CoHsOH)-Sigma

° Sodyum Klorir (NaCl)-Sigma Aldrich 13423

. Disodyum Fosfat (Na;HPO4)-Sigma Aldrich 71640

. Sodyum Dihidrojen Fosfat (NaH2PO4. 2H,0)-Sigma Aldrich 04272
° Sodyum Hidroksit (NaOH)- Sigma Aldrich 71690

. Hidroklorik Asit (HCI)- Sigma Aldrich 30721

. 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)-Aldrich D9132

. Thiazoyl Blue Tetrazolium Bromide %98 (MTT) - Sigma M5655-1G

. Dulbecco’s Modified of Eagle Medium/Ham’s F12 50/50Mix,1X (DMEM/F12)-
Multicell CAT No 319-075-CL

° Fetal Sigir Serumu — Seromed-S0115
° Tripsin EDTA — Biological Industries 03-051-5B

. Tripsin — Biochrom L2103

° Dimetil stlfoksit(DMSQ) — Sigma D2650
° Penisilin-Streptomisin(PEST) — Biological Industries 03-031-IC
° L-Glutamin — Biological Industries 02-020-1C
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3.1.4 Kullanilan Gozeltiler

3.1.4.1 Cesitli Konsantrasyonlarda Katesin Cozeltisi Hazirlanmasi

1 mg Katesin 10 ml etil alkol igerisinde ¢oziilerek 0,1 mg/ml oraninda ¢6zelti elde edildi.
Seyreltme yontemiyle 0,1 mg/ml — 0,001 mg/ml konsantrasyonlari arasinda 20 adet

¢Ozelti, UV-Vis Spektroskopisinde spektrum 6lgiimu igin hazirlandi.

3.1.4.2 Polivinilalkol PVA Cozeltisi Hazirlanmasi
% 3 Polivinilalkol ¢ozeltisi elde etmek igin ;

30 g polivinil alkol tartildi ve tGzerine 1000 ml ultra saf su eklenip manyetik karistiricida
60-70 °C‘de partikilli yapi tamamen ¢oziinene kadar karistirildi ve daha sonra homojen

bir ¢ozelti elde etmek igin 0.22 um filtre yardimiyla stizildi.
%0,1’lik polivinil alkol ¢ozeltisi elde etmek igin;

1 gr polivinil alkol tartildi ve Gzerine 1000 ml ultra saf su eklenip manyetik karistiricida
60-70 °C'de partikilli yapi tamamen ¢6zlinene kadar karistirildi ve daha sonra homojen

bir ¢cozelti elde etmek icin 0.22 um filtre yardimiyla stizGld.

3.1.4.3 0.01 mol/L’lik Fosfat Tampon Cozeltisi (PBS) Hazirlanmasi
Fosfat Tampon Cozeltisi pH: 7.4 ;

1.1998g NaH;P04, 1.7799g NaHPOs ve 8.766g NaCl tartildi. Butin kimyasallar
karistirihp 1 litre saf su icerisinde manyetik karistirici yardimiyla tamamen ¢6zlinene
kadar karistirildi ve ¢ézeltinin pH’si dlciildii. Uzerine NaOH cozeltisi ilave edilerek

¢Ozeltinin pH’si pH metre yardimiyla 7.4’ye ayarlandi.
Fosfat Tampon Cozeltisi pH: 3 ;

1.1998g NaH;P0s4, 1.7799g NaHPOs ve 8.766g NaCl tartildi. Batlin kimyasallar

karistirihp 1 litre saf su icerisinde manyetik karistirici yardimiyla tamamen ¢6ziinene
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kadar karistirildi ve ¢ézeltinin pH’si dlgiildii. Uzerine HCL asit ¢ozeltisi ilave edilerek

¢ozeltinin pH’si pH metre yardimiyla 3 ‘e ayarlandi.
Fosfat Tampon Cozeltisi pH: 6 ;

1.1998g NaH P04, 1.7799g NaHPO; ve 8.766g NaCl tartildi. Bitlin kimyasallar
karistinllip 1 litre saf su igerisinde manyetik karistirici yardimiyla tamamen ¢6zlinene
kadar karistirildi ve ¢ézeltinin pH’si dlgiildii. Uzerine HCL asit ¢ozeltisi ilave edilerek

¢Ozeltinin pH’si pH metre yardimiyla 6’ya ayarlandi.
Fosfat Tampon Cozeltisi pH: 9 ;

1.1998g NaH,POs4, 1.7799g Na HPOs ve 8.766g NaCl tartildi. Bitlin kimyasallar
karistinilip 1 litre saf su igerisinde manyetik karistirici yardimiyla tamamen ¢6zlinene
kadar karistirildi ve ¢ozeltinin pH’si dlgiildi. Uzerine NaOH cozeltisi ilave edilerek

¢Ozeltinin pH’si pH metre yardimiyla 9’a ayarlandi.
Fosfat Tampon Cozeltisi pH: 12 ;

1.1998g NaH;P0a4, 1.7799g NaHPOs ve 8.766g NaCl tartildi. Bitin kimyasallar
karistinllip 1 litre saf su icerisinde manyetik karistirici yardimiyla tamamen ¢6ziinene
kadar karistirildi ve cézeltinin pH’si dlgiildi. Uzerine NaOH c¢ozeltisi ilave edilerek

¢Ozeltinin pH’si pH metre yardimiyla 12’ye ayarlandi.

3.1.4.4 DPPH Cozeltisi Hazirlanmasi

4 mg DPPH molekill tartildi. Manyetik karistirict yardimiyla 100 ml saf etil alkol
icerisinde tamamen ¢oziinene kadar karistirildi. Sollisyon her islem icin taze olarak
hazirlandi. Antioksidan etkinlik tayini deneyi yapilacagi siire boyunca i1sik gecirmez cam

sisede +4 derecede muhafaza edildi.

3.1.4.5 1x Tripsin Soliisyonu Hazirlanmasi

Tripsin maddesi 62.5 mg tartildi. 50 ml 1x PBS icerisine ilave edilerek ¢oziildii. Once 0.45

pl’ lik filtreden ve daha sonra 0.22 ul’lik filtreden gecirilerek steril bir soliisyon hazirlandi.
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3.1.4.6 Hiicre Kiiltiirii Solisyonu Hazirlanmasi
Glioma ve MCF7 hiicreleri igin besiyeri hazirlanmasi ;

DMEM medium igerisine; 1X, %1 olacak sekilde L-Glutamin, %1 antibiyotik ve Glioma
hicreleri icin %5 FBS (fetal bovine serum), MCF7 hiicreleri icin %10 FBS (fetal bovine
serum) eklendi. DMEM igerisine belirtilen bu oranlarda L-Glutamin, antibiyotik ve FBS
eklenmesiile tam sollisyon hazirlanmis oldu ve hiicre kiltiiri asamalarinda tam soliisyon

kullanildi.

3.1.4.7 Hiicre Dondurma Soliisyonu Hazirlanmasi

%80 Fetal Sigir Serumu (FBS) ve %20 Dimetil Sulfoksit hacimlerinde karistirilarak 5 ml
hacimde dondurma soliisyonu hazirlandi. Daha sonra kullanilmak tizere kiiguk hacimlere

ayrilarak -20 °C’ de sakland!.

3.1.4.8 MTT Soliisyonu Hazirlanmasi

Bir falkon tlipl icerisine 5mg/ml konsantrasyo hazirlamak lizere 25 mg MTT tartildi ve 5
ml 1xPBS ile vorteks ile karistirilarak ¢oziildi. Once 0,45 pl’ lik filtreden ve daha sonra
0,22 pl’lik filtreden gecirilerek steril hale getirildi. Hazirlanan MTT sollisyonu +4 ° C de
karanlik ortamda bir aykadar saklanabilir. Kullanilacagi zaman istenilen konsantrasyon
ve hazirlanacak miktarda bu stoktan alinip kiltir sollsyonu eklenerek deneylere

uygulanir.

3.2 METOT

3.2.1 Katesin Uv Spektrofotometre Kalibrasyon Egrisi

Katesin maddesinin absorbans piki verdigi dalga boyunu belirlemek icin 1mg Katesin
maddesi, 1ml Etil alkol icerisinde ¢6ziindli. UV-Vis spektroskopi cihazi ile spektrum
Olciimi yapildi. 280 nm dalga boyunda pik verdigi belirlenen Katesin maddesinin
kalibrasyon egrisini hazirlamak icin 10 mg Katesin molekili 10 ml Etil alkol icerisinde
¢coziindi ve seyreltme yontemi ile 0,1-0,001 mg/ml aralhiginda 19 adet farkli
konsantrasyonda c¢ozelti serisi hazirlandi. 280 nm’de 6l¢cim yapilarak alinan sayisal

veriler ile Katesin molekiline ait bir kalibrasyon egrisi hazirlandi.
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Absorbans Degeri

200,00 40000 S00.00 500.60

Dalga Boyu (nm)

Sekil 3.3 Katesin UV-Vis Spektrum

Cizelge 3.1 Katesinin farkli konsantrasyonlardaki 280 nm’deki absorbans degerleri

Konsantrasyon Dalgaboyu (nm) Konsantrasyon Dalgaboyu (nm)
280 280
0,001 0,018 0,01 0,147
0,002 0,027 0,02 0,281
0,003 0,037 0,03 0,426
0,004 0,049 0,04 0,549
0,005 0,065 0,05 0,696
0,006 0,077 0,06 0,836
0,007 0,087 0,07 0,985
0,008 0,098 0,08 1,121
0,009 0,102 0,09 1,257
0,01 0,117 0,1 1,402
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Sekil 3.4 Katesinin etil alkole karsi hazirlanmis kalibrasyon egrisi

Polimerik nanopartikiller, poli laktik (PLA), poli glikolid (PLG) gibi biyobozunur ve
biyouyumlu polimer ya da PLGA gibi kopolimerlerden uretilmektedir. Nanopartikiil
sentez yontemine baslica etken maddenin ¢ozlintrligli ve molekiler stabilitesi goz
oninde bulundurularak karar verilmektedir. Nanopartikil sentezinde en yaygin olarak
kullanilan metot; emilsiyon ¢oziicli buharlastima, nanoc¢oktiirme ve emiilsiyon solvent
difizyon metodudur [94]. Sentez metodu segilmeden 6nce Katesin maddesinin kimyasal
ozelligi, molekiler stabilitesi ve bu molekiil icin uygun sentez metotlari ile ilgili literatir
arastirmasi yapilmistir. Elde edilen sonuglar degerlendirilerek Katesin maddesinin tekli

emdlsiyon ¢6zlicl buharlastima yéntemi kullanilarak sentezlenmesine karar verilmistir.

Nanopartikiler sisteme 20 ve 40 mg olmak Uzere iki farkl konsantrasyonda etken madde

yliklenmesi hedeflenmistir.
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20 mg Katesin yiiklii nanopartikiil sentezi;

20 mg Katesin molekdli tartildi. 1 ml etil alkol i¢erisinde ¢ozildi. 100mg PLGA molekila
1,5 ml DCM organik ¢cozlicl icerisinde ¢6zlldi. Hemen sonra Katesin ve PLGA molekili
birbirine karistirildi. Olusan karisim organik fazi hazirlamak tzere 4 ml % 3 PVA ¢ozeltisi
Uzerine sonikator cihazi (80% giic) yardimiyla eklendi ve 120 sn siire ile sonike edildi.
Olusan karisim dis faz olugsturmak tzere 35 ml 0.1% PVA c¢ozeltisi Gzerine manyetik
karistirici yardimiyla karistirilarak yavas bir sekilde ilave edildi. Olusan nanopartikullerin
boyut dagilmini  kicliltmek ve nanopartikil c¢ozeltisindeki organik c¢oziclyi
buharlastirmak icin 24 saat manyetik karistirict Gzerinde birakildi. Ertesi glin
nanopartikll ¢ozeltisinden kati nanopartikili elde etmek icin 9000 rpm’de 60 dk
santrifij islemi uygulandi ve c¢oktlirme sonrasi elde edilen nanopartikillerin dis
yluzeyinde bulunan surfaktan kalintilarini uzaklastirmak igin lzerine 35 ml saf su
eklenerek 9000 rpm’de 60 dk 3 kez santrifiij edilerek yikama islemi yapildi. Kalintilardan
uzaklagtirilmis kati nanopartikiller liyafilizatére kaldirilmak Gizere 10 ml saf su igerisinde

homojen bir ¢ozelti haline getirilerek -20 °C’ye konuldu.
40 mg Katesin yiiklii nanopartikiil sentezi;

40 mg Katesin molekdili tartildi. 1 ml etil alkol icerisinde ¢6ziild{i. 100 mg PLGA molekilii
1,5 mlI DCM organik ¢6zlicl icerisinde ¢6ziuldi. Hemen sonra Katesin ve PLGA molekili
birbirine karistirildi. Olusan karisim organik fazi hazirlamak tizere 4 ml 3% PVA c¢ozeltisi
Uzerine sonikator cihazi (80% gii¢) yardimiyla eklendi ve 120 sn siire ile sonike edildi.
Olusan karisim dis faz olusturmak tGzere 35 ml 0.1% PVA c¢ozeltisi Gzerine manyetik
karistirici yardimiyla karistirilarak yavas bir sekilde ilave edildi. Olusan nanopartikullerin
boyut dagilimini  kiicliltmek ve nanopartikil c¢ozeltisindeki organik c¢oziclyi
buharlastirmak icin 24 saat manyetik karistirici Gzerinde birakildi. Ertesi gilin
nanopartikil ¢ozeltisinden kati nanopartikilii elde etmek icin 9000 rpm’de 60 dk
santrifiij islemi uygulandi ve c¢oktiirme sonrasi elde edilen nanopartikillerin dis
ylzeyinde bulunan surfaktan kalintilarini uzaklastirmak icin lizerine 35 ml saf su
eklenerek 9000 rpm’de 60 dk 3 kez santrifij edilerek yikama islemi yapildi. Kalintilardan
uzaklastiriimis kati nanopartikiller liyafilizatorde kurutulmak Gzere 10 ml saf su

icerisinde homojen bir ¢ozelti haline getirilerek -20 °C’'de donduruldu.
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3.2.2 UV Spektroskopisi ile Enkapsiilasyon Veriminin Hesaplanmasi

Enkapsile olan Katesin miktarini hesaplamak igin (st fazdan indirekt tayin yontemi
kullanildi. Sentezlenen nanopartikiilleri kati fazda elde etmek icin yapilan ¢oktiirme
islemi sonrasi ve nanopartikil ylzey kalintilarini ayirmak igin yapilan yikama islemi
sonras! elde edilen (st fazlar bir araya toplandi ve daha sonra UV spektroskopsinde 280
nm dalga boyunda absorbans piki verdigi belirlenen Katesin molekilinin st fazda
bulunan miktarini hesaplamak icin Ust fazlarin 280 nm dalga boyunda fotometrik l¢clim
yapildi. Ust fazlarin 280 nm de elde edilen absorbans degerleri kayedildi. Etken madde

miktari, etil alkol ile hazirlanan Katesin standart egri grafigi kullanilarak belirlendi.

Enkapstlasyon Etkinligi (EE%) asagidaki denklem kullanilarak hesaplandi [95]:

Nanopartikiil icerisinde bulunan etken madde miktari (mg)

x100  (3.1)

Enkapsiilasyon verimi % =
P y ° Kullanilan toplam etken madde miktart (mg)

3.2.3 Reaksiyon Veriminin Hesaplanmasi

Yiksek bir reaksiyon verimi ile nanopartikil hazirlama teknigi kimyasal madde kaybini
ve Uretim maliyetini azaltacaktir [96]. Kurutulmus olan nanopartikiil miktarinin sentezde
kullanilan polimer ve etken madde miktarinin toplamina oranlanmasi ile reaksiyon

verimi elde edimistir.

Reaksiyon verimi asagida verilen formul kullanilarak gravimetrik olarak hesaplanmistir

[96].

Uretilen nanopartikiil miktari (m,

Reaksiyon verimi = (3.2)

Polimer+Katesin miktari (mg)

3.2.4 Etken Yiiklenme Veriminin Hesaplanmasi

Katesin yikli nanopartikiillerin etken yiklenme kapasitesi UV-spektroskopisi (Shimadzu
UV-1800) kullanilarak belirlendi. Nanopartikiil sentezinde kullanilan etken madde
miktarinin kurutularak kati formda elde edilen nanopartikiil miktarina oranlanmasi ile

etken yikleme kapasitesi hesaplanmistir.

Etken ylUkleme kapasitesini hesaplamak icin asagida verilen formdl kullanilmistir [12].

Enkapsiile etken madde miktari(mg)

Etken Yiiklenme Kapasitesi= x100 (3.3)

Elde edilen kati nanopartikil miktari(mg)
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3.2.5 Zeta Sizer Analizi

Dinamik 1sik sagma teknigi kullanilarak nanopartikiillerin ortalama pargacik boyutu (Z-
Ave), zeta potansiyel ve polidispersite indeksi (PDI) degerleri belirlendi. Analizler
Zetasizer (Zetasizer Nano ZS, Malvern, ingiltere) cihaz ve 4.0 mV He-Ne lazer (633 nm)
ekipmani ile yapildi. Olgiimler ¢dzeltiler icin 0.8872 cP viskoziteli ve 1.330 kirilma indeksi
degerleri kullaniarak 25 + 0.1 °C kosullarinda li¢ kez gergeklestirildi. Kosularin sayisi ve
calisma sireleri otomatik olarak secildi. Nanoparcaciklarin Zeta potansiyeli ({) degeri
elektroforetik 1sik sagilmasi (ELS) teknigi ile belirlendi ve tasinir kivrilmis kilcal hiicrede
25 + 0.1 °C gergeklestirildi. Olctimler Uclii olarak viskozite, 0.8872 cP; dielektrik sabiti,
79; f (ka), 1.50 (Smoluchowski) sartlari altinda gergeklestirildi. Olgiim siireleri ve voltaj
secimleri otomatik olarak ayarlandi. Tim numuneler olcimden 6nce 0.20 um RC-

membran filtre (Sartorius) edilip, fosfat tamponunda seyreltilerek hazirlandi.

3.2.6 Tarama Elektron Mikroskopisi Analizi

Katesin yikli nanopartikiillerin ylizey morfolojisi ve sekilleri tarama elektron
mikroskopisi kullanilarak gozlenmistir. Nanopartikil slispansiyonunun bir damlasi iki
tarafl siyah karbon serit Gzerine yerlestirildi. Kurutulduktan sonra, nanopartikiller
vakum altinda altin tabaka ile kaplandi ve SEM (Zeiss EVO LS 10, Almanya) ile 5 kV'de

analiz edildi.

3.2.7 Atomik Gii¢ Mikroskobu Analizi

Y/S tekli emilsiyon ¢6zlici ugurma yoéntemi ile olusturulan kati nanopartikillerin

morfolojik incelemeleri Atomik glic mikroskobunda (AFM) gergeklestirilmistir.

3.2.8 Kizil6tesi Spektroskopi Analizi (FT-IR)

Fourer donlsim spektrofotometre yontemi 1980°li vyillardan beri kullanilan
fizikokimyasal bir yontemdir. Bu yontem, kizil 6tesi (IR) radyasyonun absorbsiyonu ile
nanopartikil yizeyinde bulunan molekdillere ait kimyasal baglarin titresiminin ol¢lilmesi
prensibine dayanmaktadir [97]. Katesin molekill, PLGA polimer ve nanopartikillerde
bulunan fonksiyonel gruplarin kimyasal analizleri IR-Prestige 21 FTIR spektrofotometre
(Shimadzu, Japan) kullanilarak yaritilmustir [98].
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3.2.9 DPPH Metodu ile indirekt Yéntemle Antioksidan Etkinlik Tayini

Katesin yukli nanopartikillerin  antiradikal aktivitesi 2.2-Diphenyl-I-picrylhydrazyl
(DPPH) serbest radikali kullanilarak tayin edilmistir. DPPH serbest radikalinin antiradikal
bileseni indirgeyici etkisi UV-spektroskopik yontemiyle 515 nm dalga boyunda goriinen
absorbsiyon bandi ile tayin edilmektedir [99]. Katesin yikli nanopartikillerin
antioksidan etkinlik tayini icin salim reaksiyonu deneylerinde elde edilen 1.giin, 2.gin,
3.gln, 5.glin, 7.glin, 9.glin, 12.glin 15.glin, 21. Glin, 28.glin, 35.glin ve 45.gln Ust fazlar
kullanildi. Antioksidan etkinlik tayini igin oncelikle etanol ile 0,1 mM DPPH ¢d6zeltisi
hazirlandi. Bu ¢ozeltiden 4 ml hacim 1 ml hacim 1.glin, 2.glin, 3.glin, 5.glin, 7.gln, 9.gln,
12.gin, 15.gin, 21.glin, 28.glin, 35.glin ve 45.glin st fazlari ile hazirlanan g¢ozeltiler ve
1ml etanol- 4ml DPPH c¢ozeltisi ile hazirlanan kontrol numunesi Gzerine ilave edildi.
Hazirlanan karisim homojen bir c¢ozelti elde etmek icin calkalandi ve karanlik bir
ortamda, oda sicakhginda 30 dakika bekletildi. Daha sonra spektrofotometre (UV-VIS
1800 Shimadzu) kullanilarak absorbans degerleri 515 nm'de Olglildi. Elde edilen

degerler ile zamana bagli antioksidan etkinlik tayini icin hesaplamalar yapildi.

DPPH indirgeyici etkisinin ylzdesi asagidaki esitlik kullanilarak hesaplandi [99].

inhibisyon yiizdesi =AOA_OA1 x100 (3.4)

Ao; kontrol reaksiyonun absorbans degeri

A1; Ornek absorbans degeri

3.2.10 MTT Testi ile Antikanser Etkinlik Tayini

MTT analizi, formazon boyalarinin ya da MTT azalmasina bagh olarak enzimatik
aktivitenin kolorimetrik 6lciimiine dayanan hiicre ¢ogalma miktarinin tespit edildigi bir
yontemdir. Bu yontemle kullanilacak olan herhangi bir terapotik ajanin hiicre Gzerindeki
sitotoksik ya da proliferatif etkileri belirlenebilmektedir. Bu calismada, antikanser
etkinlik analizi icin uygulanan MTT testi birka¢c adimda gerceklestirilmistir. Bunun igin
oncelikle hiicreler sayilip ekilmis, daha sonra hiicreler lGizerinde etkisi incelenecek olan
madde uygulanmis ve son olarak da MTT analizi belirlenen saat (24-48-72 saat)

araliklariyla yapilmistir.

41



1. Hiicre sayimi:

Hicre kiltlrd ¢alismalarinda kullanilan MCF7 (ATCC-HTB-22) hiicre soyu ve C6 Glioma (
ATCC-CCL-107) hiicre soyu istanbul Bilim Universitesi Tip Fakiiltesi Temel Tip Bilimleri
Bolimunden temin edilmistir. Daha 6nce canlandiriimis ve pasajlanmis olan Glioma ve
MCF7 hiicreleri, yapismis olduklari flask ylizeyinden enzimatik muameleyle kaldirilmistir.
Bu islem igin yaklasik 1ml tripsin, hiicreler lizerine hassas bir sekilde uygulanmis ve 6lu
hicrelerin, atiklarin uzaklastirilmasini saglamak igin yikama sonrasi atilmigtir. Ardindan
yeniden 1 ml tripsin, hicreler (zerinde tim vylizeylere temas edecek sekilde
uygulanmistir. Flask, yaklasik 3 dakika inklbatorde (%5 CO2, 37°C) bekletilerek
hicrelerin tripsinle ylzeyden tamamen kalkmasi saglanmistir. Hiicrelerin tutundugu
flask ylzeyi, 10 ml sollisyon ile yikanarak tim hiicreler, icerisine dnceden 5 ml sollisyon
konmus olan falkon tipe aktariimistir. Hiicreleri iceren falkon tlp, santriflij cihazina
yerlestirilerek 1000 rpm 5 dakika santrifiij edilmistir. Stire¢ sonunda hiicreler dipte pelet
olusturacak sekilde cokmustir. Stpernatant kisim atildiktan sonra hiicreler izerine 5 ml
solisyon eklenmis ve hiicreler nazikge soliisyon ile karistinlmistir. Eppendorf tip
icerisine; sollisyonla karistirilmis olan hiicre sollisyonundan 20 pl konulmus, tzerine 20
ul triphan blue boyasi eklerek (1:1) hafifce pipetaj yapiimistir. Thoma lami Gzerine lamel
yerlestirilmis ve sayim alanlarini tam kaplayacak sekilde boya/hicre karisimi bu alana
aktarilmistir. Istk mikroskop altinda hiicre sayimi yapilmistir. Canli hiicreler renksiz, 6li
hiicreler ise mavi renkte go6zlenmistir. Canh hiicrelerin sayisina goére hicre
konsantrasyonu hesaplanmis ve buna gére MTT testi icin gereken hiicre konsantrasyonu

belirlenmistir.

2. Hiicre ekimi: MTT galismasi C6 Glioma ve MCF7 hiicreleri lizerinde 24, 48 ve 72. Saat
olmak Uzere uygulanacaktir. Bu nedenle ¢alismada, 3 adet 96 kuyucuklu steril plate
kullanilmistir. Belirlenen hiicre konsantrasyonu dogrultusunda, tim platelerin her
kuyucuguna ¢oklu mikropipet yardimiyla 100 pl hiicre sollisyonu ekilmistir. Hiicre ekilen
3 adet plate, 24 saat boyunca inkiibatorde bekletilmistir. 24 saat sonunda, hiicreler
Gzerindeki sitotoksik etkisi bakilacak olan KINP ve K2NP ve serbest Katesin molekiild,
ilgili oranlarda seyreltilerek plate kuyucuklarina konulmustur. 24 saat 6lgiimi alinacak
olan plate icin; her kuyucuk icerisindeki medium cekilerek atilmis, yerine 50 ul MTT
solisyonu eklenmis ve 2 saat boyunca inkibe edilmistir. MTT, 6lG hicrelerin
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olusturdugu formazan kristallerini boyayacak 6zelliktedir. Hiicrelerdeki boya yogunlugu

ile canlilik analizi saglanmis olacaktir.

3. % Canlihk ve % 50 Baskilayict Konsantrasyon Degeri (IC50) Hesaplama:
inkiibasyonun ardindan plate kuyucuklarinda bulunan MTT soliisyon cekilerek yerine
100 ul DMSO eklenmistir. Ardindan plate hizlica elisa reader cihazina konularak 570
nm’de absorbans olcimi yapilmistir. 48 ve 72 saat i¢in hazirlanan hiicreler igin de ayni
islemler kendi siireleri dahilinde uygulanmistir. Bu metot hem MCF7 hemde C6 Glioma

hlcre soylari igin ayri ayri uygulanmistir.

24, 48 ve 72 saat icin alinan o6lgiimler; canlilik orani formilasyonu [100] kullanilarak

hesaplanmistir. Buna gore;

%Canlilik = 100 x ODs70e / ODs70 (3.5)

ODs70e: Test numunelerinin %100 ekstraktinin 570 nm’deki absorbansi
ODs70b: Kontrol grubu numunelerin 570 nm’deki absorbansi

Disik %canhlik; yiksek toksisite anlamina gelmektedir. Buna goére; canlilik orani
%50’den az ise test edilen madde, hiicreler igin toksik olmaktadir. Bu verilere dayanarak

Katesin maddesinin hiicreler tGzerinde canlilik orani hesaplanmistir.
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BOLUM 4

BULGULAR VE TARTISMA

4.1 BULGULAR

Bu tez kapsaminda gerceklestirilien deneysel calismalarda kullanilan nanopartikiler

sistemler tekli emiilsiyon (w/o) ¢éziicii ugurma ydntemi ile Uretilmistir. Uretilen

nanopartikillerin karakterizasyon ¢alismalarinda elde edilen sonuglar asagida paylasiimistir.
Cizelge 4.1 K1 ve K2 nanopartikdllere ait reaksiyon verimi (RY), enkapsilasyon verimi

(EE), ilag yliklenme verimi (DL), boyut (Z-Ave), coklu dagilim indeksi (PDI), ve zeta
potansiyeli (mV) verileri

Etken Coklu Zeta
Nanopartikiil Reaksiyon Enkapsiilasyon Boyut Z-Ave
Yiiklenme Dagiim In- | Potansiyel
Adi verimi (RY) Etkinligi % (EE) (nm)
verimi % (DL) deksi (PDI) (mV)
K1NP 43.47 10 3.71 186.2 0,122 -35.9
(20 mg NP)
K2NP 53.59 10 5.29 292.6 0,186 -27.1
(40mgNP)

4.1.1 Enkapsiilasyon Verimi Hesaplanmasi

Serbest ve nanopartikiler sisteme yiklenmis etken maddenin antioksidan etkinligi ve

nanopartikiler sistemin maddenin antioksidan etkinligi Gzerine etkisi incelenmek (izere
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KINP ve K2NP olmak {zere iki farkh konsantrasyonda nanopartikil sentezi
gerceklestirilmistir. indirekt metot tayin yontemi kullanilarak tst fazda bulunan madde
miktari hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar degerlendirildiginde etken madde miktarinin
arttirlmasi ile enkapstiilasyon verimi arasinda anlaml bir iliski gdzlenmemistir. 20 ve 40 mg
miktarda etken madde kullanilarak Gretilen nanopartikillerin enkapsilasyon verimi (3.1)

kullanilarak % 10 olarak hesaplanmistir.

4.1.2 Reaksiyon Verimi Hesaplanmasi

Reaksiyon verimi (3.2) kullanilarak hesaplanmistir. Etken madde miktari 20 mg’dan 40
mg’a arttirildiginda reaksiyon veriminin % 43.47'den % 53,95 yukseldigi gozlenmistir.

Etken madde miktarinin artisi reaksiyon verimi tizerine olumlu bir etki gostermektedir.

4.1.3 Etken Yiiklenme Verimi Hesaplanmasi

Etken yliklenme verimi (3.3) kullanilarak enkapsiile olan etken madde miktarinin elde

edilen kuru nanopartikll miktarina oranlanmasi ile hesaplanmistir.

4.1.4 Nanopartikiillerin Boyutlari Z-Ave (nm) ve Zeta Potansiyelleri Sonuglari

Uretilen nanopartikiillerin zetasizer cihazi kullanilarak boyut analizleri yapilmistir.
Nanopartikiler sisteme yiiklenen etken madde miktari 20 mg’dan 40 mg’a arttirildiginda
nanopartikil boyutu 188.6 nm’den 292.6 nm’ye ¢ikmis ve partikil boyutlarinin

blyldugi gozlenmistir (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1 Tekli emdlsiyon (s/y) ¢6zlicli ugurma yéntemi ile hazirlanan K1 (a) ve K2
nanopartikillerine (b) ait boyut dagilim analizi

Nanopartikiillerin Zeta Potansiyel Analiz Sonuglari

Nanopartikillerin ylizey ozellikleri hakkinda 6nemli bir analiz saglayan ylizey zeta
potansiyel degerleri zetasizer cihazi kullanilarak ol¢lilmustiir. Elde edilen verilere gore,
20 mg etken maddenin kullanildigi nanopartikiiler sistem zetapotansiyel degeri -35.9
iken 40 mg etken maddenin kullanildigi nanopartikiler sistemde -27.1 olarak
kaydedilmistir (Sekil 4.2). Nanopartikil ylzey yiklerinin olusturdugu potansiyel degeri,
hiicre ylzey yuki bakimindan 6nemlidir. Hicre ylizey yiikd, sitoplazmik membranin
bilesimine ve hicrelerin fizyolojik durumuna bagl olan anahtar biyofiziksel
parametredir. Hiicre ylzeyi yiki, nanopartikiil ylizey yiki Olclimine benzer sekilde
hiicre ylzeyindeki elektrikli ¢ift katmanli potansiyeli karakterize eden elektrokinetik

potansiyelini (zeta potansiyeli) 6lcerek degerlendirilir [101].
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Sekil 4.2 Tekli emiilsiyon (s/y) ¢6zlici ugurma yontemi ile hazirlanan K1 (a) ve K2 (b)
nanopartiklllerine ait zeta potansiyel degerleri (Z-Ave)

4.1.5 Taramal Elektron Mikroskobu (SEM) Analizi Sonuglarinin Degerlendirilmesi

Antioksidan aktivite etkinligini arastirma amaciyla Uretilen nanopartikillerin yizey
morfoloji, sekil ve boyut analizleri taramali elektron mikroskobu kullanilarak
gerceklestirilmistir. Gorlintl analizi 6ncesinde, nanopartikillere, altin plskirtiltilerek
ylzeyi altin ile kaplanmistir. Bu tabaka yaklasik olarak 20-30 nm kalinligindadir. Bu
islemin yapilma sebebi, altin tabakanin elektron demetinin ylizeye nifuzunda azalma
saglamasi ile beraber nanopartikillerin yizey morfolojisinin hatasiz bir sekilde
incelenmesidir. Analiz icin Altin metalinin kullanilma sebebi, yuksek ikincil yayillma
katsayisi, elektronlarin ve sicakligin yiiksek iletkenligi, oksitlenmezlik 6zelligine sahip
olmasidir [102], [103]. Yapilan analizler sonucunda K1 nanopartikillerin x20.000,
x30.000 ve x50.000 kat buyutlilmis SEM goriintileri kaydedilmistir. Kaydedilen SEM
goruntileri Sekil 4.3-Sekil 4.5’te goriilmektedir. Elde edilen gorintiler ile

nanopartikillerin yilizey ozellikleri, tanecik sekli ve boyutlari degerlendirildiginde,
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ylizeyde herhangi bir etken madde kalintisi gériilmemektedir. Tanecik sekli hedeflendigi

gibi klresel olup, boyut dagilimi diizenli ve homojen gorilmektedir.

1
ki | EHT= 500kV  WD=95mm  SignalA=SE1 Mag = 20.00 K X

Sekil 4.3 K1 NP’nin 20.000 kat blyttiilmis SEM gorintisi
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T pm | EHT = 500 kv WD=100mm  Signal A= SE1 Mag = 30.00 K X

Sekil 4.4 K1 NP 'nin 30.000 kat buyitilmis SEM gorintisi

|2°° o EHT = 5.00 kv WD=100mm  Signal A=SE1 Mag = 50.00 K X

Sekil 4.5 K1 NP 'nin 50.000 kat buyatilmis SEM gorintisi
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4.1.6 Atomik Gii¢ Mikroskobu Analizi Sonuglarinin Degerlendirilmesi

Nanopartikiil boyut analizleri SEM analizline ek olarak atomik gl¢ mikroskobu
kullanilarakta gerceklestirilmistir. Yapilan analizler sonucunda nanopartikillerin
boyutlari ve ylizey morfolojileri incelenmistir. Elde edilen AFM goérintileri Sekil 4.6-Sekil
4.7'de verilmistir. Nanopartikillerin boyut 6l¢li ve dagilimlari incelendiginde 20 mg
etken madde yiklenmis K1 nanopartikil icin 20-200 nm, 40 mg etken madde ylklenmis
K2 nanopartikil icin 10-300 nm boyutlarinda oldugu, K1 nanopartikil icin boyut
dagiliminin homojen oldugu K2 nanopartikili igin ise yogun bir agregat olusumu

gozlenmistir.

3.8um
[ o e |

Sekil 4.6 K1 nanopartikillere ait AFM goérintisi

50



Sekil 4.7 K2 nanopartikiillere ait AFM goriintiisu

4.1.7 Kizilotesi Spektrofotometre Analizi Sonuglarinin Degerlendirilmesi

Serbest Katesin molekill, PLGA polimeri ve Nanopartikiillerde bulunan fonksiyonel
gruplarin  kimyasal analizleri FTIR spektrofotometre cihazi kullanilarak Kizilotesi
spektrofotometre yontemi ile incelenmistir. Serbest Katesin molekiill, PLGA polimeri ve
nanopartiklllere 6zgl olan FTIR spektrumlari verilmistir (Sekil 4.8-Sekil 4.11). 965.3,
1020.1, 1144.1, 1285.0, 1474.4, 1514.5,1610.5 cm ve 3412.0 cm™'de daki Serbest
Katesine 6zgli FTIR spektrumunun nanopartikillere ait spektrumda gorilmedigi
belirlenmistir. Elde edilen sonuglar incelendiginde liretilen nanopartikillerin yizeyinde
bulunan fonksiyonel gruplarin PLGA polimeri ile uyumlu pikler verdigi gozlenmis ve

ylzey ozelliklerinin PLGA karakteristiginde oldugu gorilmustdr.
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Sekil 4.8 Serbest Katesine ait FTIR spektrum analizi
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Sekil 4.9 PLGA polimerine ait FTIR spektrum analizi
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Sekil 4.10 K1 NP’lere ait FTIR spektrum analizi
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Sekil 4.11 K2 NP’lere ait FTIR spektrum analizi

4.1.8 Katesin Yiiklii Nanopartikiillerin in Vitro Saliminin incelenmesi

Serbest Katesin ve Katesin ylkli nanopartikillerin salim kinetigi ve stabilitesi pH 3, pH
6, pH 7.4, pH 9 ve pH 12 olmak lzere 5 farkh pH ortaminda 45 giin siireyle belirli
periyotlarla analiz edilmistir. Farkli pH ortamlarinda etken salim miktarinin (mg) zamana
baglh degisiminin gosterildigi grafik Sekil 4.12’de, farkli pH ortamlarinin toplam salinan
madde miktari (%) Uzerine etkisi Sekil 4.13’de verilmistir. Farkli pH degerlerine sahip PBS
ortaminda bekletilen KINP ve K2NP partikillerinden salinan Katesin miktarinin farkh pH
ortamlarinda degistigi, KINP’nin K2NP’ye gore daha stabil ve daha kisa siirede fazla
miktarda salim gerceklestirdigi, KINP’den Katesinin en fazla miktarda pH 6 ortaminda

salindigl ve vyaklasik olarak 45 giin sire ile nanopartikiilden saliminin gerceklestigi

gozlenmistir.
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Sekil 4.12 Farkli pH ortamlarinda etken salim miktarinin(mg) zamana bagh degisimi
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Sekil 4.13 Farkh pH ortamlarinda nanopartikiilden toplam salinan madde miktari (%)

4.1.9 Katesin yikli Nanopartikiillerin DPPH metodu ile Antioksidan Etkinliginin

incelenmesi

Nanopartikiillerin antioksidan etkinligini analiz etmek igin, DPPH metodundan
yararlaniimistir. Nanopartikiillerin inhibisyon yiizdeleri (3.4) kullanilarak hesaplanmistir.
Antioksidan etkinligi analiz etmek igin farkh pH degerine sahip PBS ortamina konmus
serbest ve enkapsiile edilmis Katesin maddesinin santrifiij ile ¢oktlirme isleminden sonra
toplanan st fazlarn kullaniimistir. Bu islem 45 gin boyunca belirli periyotlar ile
yapilmistir. Ust fazda bulunan serbest Katesin maddesinin farkl pH ortamlarinda 12-21.
glin arasinda degisen siire itibariyle PBS ortaminda degrade olmasi ve tiikenmesi sebebi
ile antioksidan etkinlik gostermedigi gozlenmistir. Diger taraftan enkapsile edilen
Katesin maddesinin tiim pH ortamlarinda ortalama 45 giin boyunca distk miktarlarda
salindigi ve st fazda disilik konsantrasyonlarda bulundugu ve antioksidan etkinligini
stirdirdigu gozlenmistir. Elde edilen veriler karsilastirildiginda, Serbest Katesin
maddesinin pH 3; 21 glin-pH 6; 21gin-pH 7.4; 21 glin-pH 9; 12 giin- pH 12; 15 gin

boyunca azalarak antioksidan etkinligini strdlrdigl, Katesin yikli nanopartikillerin
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radikal sipUrici etkinligini 45 gilin slire boyunca azalarak strdirdigi gézlenmistir (Sekil
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Sekil 4.14 Farkli pH ortamlarinda Katesinin enkapsile ve serbest formlarinin
antioksidan aktivite etkinliklerinin karsilastirmali olarak gosterimi
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4.1.10 Katesin Yuklii Nanopartikiillerin MTT testi ile MCF7 ve Glioma Hiicre Soylari

Uzerine Anti Kanser Etkinliginin incelenmesi

Katesin yukli nanopartikiillerin MCF7 ve C6 Glioma hiicre soylari lizerine antikanser
etkinligi, yapilan MTT analizi ile (3.5) esitligi yardimiyla belirlenmistir. Calismada
kullanilan canli hiicrelerin mitokondri organeli MTT tetrazolyum bilesenini indirgemis ve
formazan kristallerine donustlirmustir. Olusan bu kristaller ¢ézindikten sonra
meydana gelen mor renkli ¢ozeltinin absorbans degeri belirlenmistir. Elde edilen
absorbans degerleri, (iremesini, dolayisiyla canliligi devam eden hiicre miktari ile dogru
orantili oldugu goézlenmistir. Sekil 4.15-Sekil 4.18" de Katesin yukli nanopartikillerin
farkli konsantrasyonlarda (0,01-0,1-1-5-10-50-100-200 pg/mL) MCF7 ve C6 Glioma
hiicreleri ile yapilan anti kanser etkinligi testlerinde 24-48-72. saatlik izleme sonucunda
elde edilen hiicre canlilik oranlarinin uygulanan konsantrasyon araligina karsi grafikleri
verilmistir. Elde edilen grafikler ile yapilan hesaplama sonucu Cizelge 4.2 ve 4.3’ de
verilen IC50 sonuclart elde edilmistir. Sekil 4.15-Sekil 4.18’de Katesin yukli
nanopartiklllerin MCF7 ve C6 Glioma hiicre soylari Uzerine antikanser etki grafikleri
incelendiginde Katesin molekiliiniin polimer bir membran ile kaplanarak enkapsile
edilmesininin MCF7 ve Glioma hiicre soylari Uzerine antikanser etkisini arttirdig
gorilmektedir. Katesin yukli nanopartikil-MCF7 hicre soyu grafiklerine bakildiginda
konsantrasyon artisi ile birlikte hiicre canhlik oraninda anlamli bir azalma
gozlenmektedir. Katesin yukli nanopartikiil-C6 Glioma hilicre soyu grafiklerine
bakildiginda ise Katesin nanopartikillerin sadece 24.saatte ve azalarak 48.saatte hiicre
canliik oraninda anlamh bir etki gosterdigi 72.saatte ise herhangi bir etkinlik
gostermedigi gorilmdistir. Serbest Katesin maddesi ise hizli bir sekilde biyodegrade
olmasi ve ortam kosullarindan etkilenmesi sebebiyle gli¢li bir antioksidan madde
olmasina ragmen antikanser etkinlik gosterememistir. Ayni zamanda degrade olmasi

sebebiyle serbest Katesinin sitotoksik etkiye sahip olmadigi gorilmustir.

59



KANP MCF7 24.Saat KNP MCF7 48.Saat
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Sekil 4.15 Farkli konsantrasyonlarda serbest Katesin ve enkapsiile Katesin maddesinin
MCF7 hiicre soyu (izerine 24-48-72.saat karsilastirmali % canhlik-konsantrasyon sonug
grafigi
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Sekil 4.16 100 pg/mL konsantrasyon enkapsiile Katesin maddesinin MCF7
hiicre soyu Uzerine 24-48-72.saat karsilastirmali % canlilik sonuc grafigi

Cizelge 4.2 K1NP ve K2NP’nin MCF7 hiicre soylari igin IC50 oranlari

Hiicre Hatti / IC50

Serbest Katesin IC50

K1 Katesin NP IC50

K2 Katesin IC50

MCF7

180 pg/ml

140 pg/ml

105 pg/ml
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KANP Glioma 24.Saat K1NP Glioma 48.Saat
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Sekil 4.17 Farkh konsantrasyonlarda serbest Katesin ve enkapsiile Katesin maddesinin
Glioma hiicre soyu Uzerine 24-48-72.saat karsilastirmali % canlilik-konsantrasyon sonug
grafigi
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Sekil 4.18 100 pg/mL konsantrasyon enkapstle Katesin maddesinin Glioma hiicre
soyu Uizerine 24-48-72.saat karsilagtirmali % canhlik sonug grafigi

Cizelge 4.3 KINP ve K2NP’nin Glioma hiicre soylari ¢in IC50 oranlari

Hiicre Hatti / IC50

Serbest Katesin IC50

K1 Katesin NP IC50

K2 Kategsin IC50

Glioma(C6)

180 pg/ml

120 pg/ml

80 pg/ml
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BOLUM 5

SONUC VE ONERILER

Bu tez kapsaminda Katesin maddesinin antioksidan ve antikanser etkinligini arttirmak

Uzere nanopartikiiler formilasyon gelistirilmistir.

Nanopartikiil formilasyonlarinin gelistiriimesinde 2 farkli konsantrasyon kullaniimig

ve 6n konsantrasyon c¢alismalari ile en uygun konsantrasyon belirlenmistir.

Enkapsilasyon etkinligi calismalari sonucunda KINP ve K2NP’nin 10% enkapsulasyon

etkinligine sahip oldugu gozlenmistir.

Nanopartikiil formilasyon calismalari ile madde konsantrasyon parametresinin
formilasyonlarin partikil blylklGgu ve zeta potansiyel degerlerini degistirirken

enkapsilasyon etkinligi Gzerine bir etkisinin olmadigi gbzlenmistir.

Taramali elektron mikroskobu gériintilemeleri sonucu K2NP’ ile karsilastirildiginda,

KINP’nin dairesel ve diizglin bir yapiya sahip oldugu tespit edilmistir.

Yaptigimiz calismada, K1NP ve K2ZNP’nin kontrolll bir ilag salim profili gosterdikleri,
K1INP’nin tim pH degerlerinde tasidigi Katesin maddesini 45 giin siire ile saldig, farkh
pH degerlerinde salim yaptigi toplam madde miktari karsilastirildiginda en yiksek
madde miktarinin pH 6 ortaminda oldugu gozlemlenmistir. Diisliik pH ortamlarinda
daha stabil bir salim reaksiyonu gozlemlenirken yiksek pH degerlerine dogru
gidildikce daha heterojen dagilimi olan bir salim reaksiyonu gozlenmistir. 45 giin
sirdirilen salim reaksiyonlari ile partikil stabilitesi ve etkinligi calismalarinda
KINP’nin 45 giin boyunca herhangi bir agregasyon olusturmadan stabil bir sekilde

kaldigi gozlenirken ve K2NP nanopartikillerin elde edilen AFM goriintileri, salim
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reaksiyonlari ve antioksidan etkinlik analizleri sonuglari degerlendirildiginde
agregasyon olusturdugu ve etken maddenin kontrollii bir sekilde salinmadigl ve
biyolojik etkisini gdstermedigi gozlenmistir. K2NP’'nin agregasyon olusturmasi ve
farmakokinetik o6zellik gostermemesinin nedeni her etken madde igin maksimum
yuklenme orani olmasidir. Bu oran etken madde /polimer konsantrasyonuna bagli
olarak degismektedir. Genellikle tim etken maddeler igin 10-20% ‘dir. Silva vd. [104]
de vyaptiklari calismada, PBS ortaminda PLGA’nin bozulma oraninin 19. giinden 28.
gline kadar belirgin sekilde arttigini, bununla birlikte ortam sicakligina bagli olarak
polimer degredasyonun 40-55 giin slirdiginid ortamin pH degerinin kopolimer
degredasyonu Uzerinde onemli bir etkiye sahip oldugunu gozlemlemislerdir. Elde
ettikleri sonuglari degerlendirdiklerinde pH degeri azalmasiyla birlikte hizlanmis
degredasyon siireci ve pH’ya bagl polimer degredasyonunun ilag salim sistemleri icin
yararli olabilecegini tespit etmislerdir. Zolnik ve Burgess [105] te yaptiklari calismada,
PLGA polimerinin pH 2.4’te pH 7.4’teki degredasyonundan daha homojen bir sekilde
meydana geldigini, bunun sebebinin yiksek pH degerlerinde inkiibe edilen asidik
PLGA polimerinin gozenekli porlar olusturarak diizensiz heterojen bir degredasyon
mekanizmasi ile bozundugunu gézlemlemislerdir. pH 2.4'te ilag saliniminin% 80'ine

ulasma zamani, 52 giin iken pH 7.4'te 84 giin oldugunu bildirmislerdir.

Nanopartikiler formilasyonlarin antioksidan etkinlik analizleri, DPPH yontemi ile
Katesinin K1 ve K2 enkapsile formlarinin serbest formu ile farkli pH ortamlarinda
karsilastirilmis, elde edilen sonuglar Serbest Katesinin farkh pH ortamlarinda
degiskenlik gostermekle beraber 15.glin itibari ile ortamda maddeninin biyodegrade
olarak bozunmasi sonucu etkinligini kaybettigini gésterirken KINP’nin in vitro tim
pH ortamlarinda antioksidan etkinligini 45 glin boyunca strdlrdigi gézlenmistir. 45
glnliik periyotta azalan artan bir antioksidan etkinlik gostermesinin bazi
konsantrasyon araliklarinda ve pH ortamlarinda prooksidan 6zellik gbstermesi oldugu

distinilmektedir.

Calismamizda kullandigimiz (+) - Katesin Hidrat 5 hidroksil grubu icerir. Antioksidan
etkinligini ROS ile dogrudan baglanarak ya da oksidasyon sirasinda lipid
peroksidasyonunu sinirlayarak ortadan kaldirarak gostermektedir. Birgok avantajli
Ozelligi olmasina ragmen, asidik ortamda stabil oldugu gorilirken pH 7.4’teki kan ve
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vicut sivisi igerisinda stabil olmadigi godzlenmistir [106]. Katesin antioksidan
Ozelliginin yani sira prooksidan 6zellikte gostermektedir. Katesinin prooksidan 6zelligi
Uzerine yapilan bir calismada, bir antioksidan olarak hareket etmesinin yani sira,
disiik konsantrasyonlarda Hemoglobin-H,O; kaynakli protein oksidasyonunda bir
prooksidan aktivitesi sergiledigi, konsantrasyonun artmasi ile birlikte antioksidan

etkinlik gosterdigi rapor edilmistir [107].

e Katesinin terapotik etkinligi lzerine yapilan c¢alismalar ¢ay Katesininin oral
biyoyararlanimi ve antitimor etkilerini iyilestirmek igin sindirim sisteminde stabilize
edilmesine yonelik yontemlerin gelistirilmesi gerekliligini ortaya c¢ikarmistir. Bu
probleme yonelik ¢6zim olarak gelistirilen nanopartikiler sistem ile yaptigimiz bu
calismada, MCF7 hiicre soylari lizerine MTT yontemi ile yapilan hicre kiltira
calismalari ile KINP’nin % 10 gibi disik bir enkapsilasyon verimi ile serbest Katesin
molekiliine gére MCF7 hiicre soylari Uzerine 72 saat sire ile ¢ok daha yuksek
antikanser etki gosterdigi ve meme kanseri timor hicrelerinin (MCF7) o6limiine
neden oldugu gozlenmistir. Yapilan c¢alismalarda, kanser hiicre kolonilerinin
inhibisyonu ve canhligini azaltmak yani sira apoptozu indiiklemek igin etkili serbest
Katesin miktarindan 10 kat distk dozda Katesin yiiklii PLGA nanopartikili kullanilmis
ve 10 kat distk dozla prostat timor gelisiminde 6nemli bir azalma kaydedilmistir
[108]. Katesin maddesinin meme kanseri Uzerine etkilerinin arastirildigi bircok
¢alismada, yesil ¢cay polifenolleri yaygin olarak arastirilmis ve yesil cay tiketimi ile
kanser insidansi ve mortalite riski arasindaki iliskiyi degerlendiren 1.6 milyon
katilimciyla 51 prospektif kontrolli girisimsel ve gozlemsel ¢alisma yapilmistir. Bu
calisma ve diger bircok calismada elde edilen sonuglar Katesinin MCF7 hiicre soyu ile
beraber bircok meme kanseri hiicre soylarina karsi antikanser etkinlige sahip oldugunu
gostermektedir [109], [110], [111], [112], [113], [114], [115]. Bununla birlikte baska bir
calismada, Katesinin Ostrojene duyarli MCF-7 meme kanseri hiicre hattinin
proliferasyonunu inhibe ederek etki gosterdigi ve antiproliferatif etkinligi 6strojen

reseptorleri vasitasiyla gosterdigi gozlemlenmistir [116].

e (6 Glioma hiicre soylari lizerine MTT yontemi ile yapilan hiicre kiltiri ¢calismalarinda
ise KINP’nin % 10 gibi dlisuk bir enkapstilasyon verimi ile serbest Katesin molekiiliine
gore C6 Glioma hiicre soylari Gzerine ilk 48 saat sire ile antikanser etki gosterirken
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48.saate azalan bir etki gosterip 72.saatte yapilan analizlerde serbest formuna goére
anlamli bir etki gostermedigi tespit edilmistir. Beyin kanseri timor hiicrelerinin (C6
Glioma) ilk 48 saatte 6limiine neden olurken 72.saatte herhangi bir etkinlik
gozlenmemistir. Katesin yukli nanopartikillerin C6 Glioma hiicre soyu lizerinde
anlamli bir etkinlik gosterememesinin sebebi C6 glioma hiicre soyunun agresif yayilim
gostermesi ve enkapsiile Katesin miktarinin 24. ve 48. saatte hiicre ¢cogalmasina tesir
ederken, 72. saatteki hilicre c¢ogalmasini tesir edemeyecek konsantrasyonda
kalmasidir. Glioma, insanda en iyi vaskiilerize olan timaorddr ve farkli hiicre yolaklarini
kullaniyor olmasi gliomayi agresif bir timoér olma 6zelligini kazandirmaktadir. Bu
sebeple Glioma mevcut tedavilere oldukga direngli bir tiimor gesididir. Tez galismalari
kapsaminda kullanilan C6 Glioma hiicre soyu yliksek derecede invasyon gostermesi

Gliomayi iyi temsil eden bir model olmasini saglamistir [117].

e K2NP formiilasyonu ise KINP’lerine gore daha fazla etken madde icermesine ragmen
MCF7 ve C6 Glioma hiicre soylari Uzerine herhangi bir anlamli antikanser etki
gostermemistir. Bunun sebebinin nanopartikil igerisine ylklenen madde miktari
arttikca agregasyon artisi goézlenmesi ve herhangi bir pH ortaminda ¢6ziinmez

kompleksler olusturmasi oldugu distnidlmektedir.

e in vitro antioksidan ve antikanser etkinlik calismalari sonucunda K1 nanopartikdil
formuilasyonunun Katesin’nin etkisini artirdigi ve MCF7 hiicre soylar Uzerinde 72
saaat sure ile etkili oldugu gortliirken C6 Glioma hiicre soylari lizerine sadece ilk 48

saatte anlamli bir etki gésterdigi gorilmustir.

Yapilan bu calismadan elde edilen bulgu ve sonuclarin degerlendirilmesi, basta kanser
olmak Uzere vicudumuzda bir¢ok hastaliga neden oldugu bilinen serbest radikallerin
zararh etkisini ortadan kaldiracak ayni zamanda meme, beyin kanser tedavisinde
kullanilacak yeni nesil ilag ve tedavi ajanlarinin gelistirilmesine, bunun sonucunda
terapo6tik yeni acihmlarin olusumuna katkida bulunabilecektir. Bu sebeple antioksidan
ve antikanser etkinligi olan dogal bilesiklerin tedavi amacli ila¢ olarak gelistirilmesi ve

kullanilmasi 6nem arzetmektedir.
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Gahsmamizdan elde edilebilecek gikarimlari 6zetledigimizde ise;

Farkh polimerik nanomalzemeler ile sentezlenen Katesin ylkli NP'lerin kanser hiicre
soylarina etkisi Gzerine yapilan calismalarda, enkapsiile edilmis Katesin ile serbest
formlari karsilastiriimistir. Enkapsiile Katesinin polimer matrisi igine yiklenmesinin
farmakokinetigini ve farmakodinamik o6zelliklerini gelistirdigi gozlenmistir ayrica bu
calismalarda elde edilen sonuglar, c¢alismamizda elde ettigimiz morfolojik ve
biyokimyasal bulgular ile karsilastirildiginda sonuglarimizi desteklemektedir. [118],
[119], [120], [121], [122], [123]. Bizim calismamiz, gli¢li antioksidan ve antikanser
Ozellige sahip duslik biyoyararlanim gosteren dogal bilesiklerin terapétik ve hastalik
Onleyici etkisinin artirilmasi ile serbest radikallerin zararli etkisinin bertaraf edilmesi,
DNA hasarlarinin  6nlenmesi ve birtakim ilag direnglerinin gelisiminin ortadan
kaldirilmasinda etkili olabilecek ve kanser tedavisinde diisiik yan etkilere sahip yeni
terap6tik ajanlarin  gelistirilmesine  katkida bulunabilecektir. Ayrica, mevcut
nanopartikller sistemlerde disik enkapsilasyon verimine sahip hidrofilik ve amfifilik
Ozellige sahip dogal bilesiklerin daha yliksek enkapsiilasyon verimi ile Uretilebilecek
nanopartikiler sistemlerin gelistirilmesine imkan veren yeni formulasyonlar saglayacak

ve yapilacak olan daha detayli calismalara kaynak teskil edecektir.
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