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uyarmca Yiiksek Lisans Tezi olarak sundugum “’Kara Havu¢ Ekstresinin Farkh
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OZET

KARA HAVUC EKSTRESININ FARKLI TEKNIKLERLE
ENKAPSULASYONU VE iN VITRO SALIM KiNETiGININ
BELIiRLENMESI

FIDAN, Melike Nur Hilal

Yiiksek Lisans Tezi, Biyomiihendislik Anabilim Dali
Tez Danigsmani: Dog. Dr. Gaye Ongen
Eyliil 2014, 102 sayfa

Antosiyaninler bitkilere mor, mavi, pembe rengini veren yiiksek antioksidan
ozellige sahip flavanoidlerdir. Kara havug bitkisine 6zgii koyu mor regi veren
maddeler de yine antosiyaninlerdir. Antosiyaninlerin simdiye kadar tanimlanmis
birgok sagliga faydali biyolojik etkileri vardir. Ancak bu maddelerin 1s1, 151k, metal
iyonlari, pH, ortamda seker ve askorbik asit bulunmasi gibi gesitli faktorlere
duyarli olmalar1 sebebiyle kullanimi c¢ok kisithidir. Ayrica bu bilesiklerin
biyoyararlanimi, viicuttaki diisiik absorbsiyonlar1 ve hizli metabolizasyonu

nedeniyle oldukea diistiktiir.

Bu calisma kapsaminda kara havug¢ antosiyaninlerin stabilitesinin ve
biyoyararlaniminin enkapsiilasyon teknikleri ile iyilestirilmesi amacglanmistir.
Ayrica enkapsiile edilen kara havu¢ antosiyaninlerinin beyin tiimorlerine karsi
kullanim potansiyeli oldugundan teorik olarak kan beyin bariyerini gecebilmesi
icin ortalama 100 nm partikiil boyutu hedeflenmistir. Bu ama¢ dogrultusunda
oncelike kara havugtan antosiyanin ekstraksiyonu gergeklestirilmis ve
enkapsiilasyon ¢alismalarinda bu ekstre model olarak kullanilmistir.
Enkapsiilasyon i¢in ¢ift emiilsiyon ¢o6ziicii buharlastirma ve niozom ydntemleri
kullanilmis, en diisiik partikiil boyutlarinin elde edildigi niozom ydntemi uygun

bulunmugstur. Niozom yontemi i¢in 3 farkli parametre Merkezi Tlimlesik Tasarim
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(CCD) deney tasarimi ile optimize edilmis ve yaklasik 130 nm partikiil boyutuna

sahip sonu¢ formiilasyon belirlenmistir.

Secilen niozom formiilasyonunun karakterizasyonu yapilmis ve yaklasik %
30 yikleme verimine sahip partikiillerin in vitro salim ¢alismalari
gerceklestirilmistir. Son olarak sonug¢ formiilasyonunun hiicre kiiltiirtinde 7 farkl
hiicre hattinda sitotoksik aktivitesi incelenmis ve Neuro-2A beyin timor hiicre

hattinda sitotoksik aktivitesinin oldugu belirlenmistir.

Bu c¢alisma kara havu¢ antosiyaninlerinin nanopartikiil seviyesinde
enkapsiilasyonunun yapildigi, enkapsiilasyon yonteminin optimize edildigi ve elde

edilen nanopartikiillerin beyin kanser hiicre hattinda incelendigi ilk ¢aligsmadir.

Anahtar sozciikler: Kara havug, antosiyanin, enkapsiilasyon, niozom, ¢ift

emiilsiyon, neuro 2A, sitotoksik aktivite



ABSTRACT

ENCAPSULATION OF BLACK CARROT EXTRACT WITH
DIFFERENT TECHNIQUES AND DETERMINATION OF IN
VITRO RELEASE KINETIC

FIDAN, Melike Nur Hilal

MSc in Bioengineering.
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Gaye Ongen
September 2014, 102 pages

Anthocyanins, that belong to the family of compounds known as flavonoids,
are responsible for most of the red, blue, purple colors of plants and they have high
antioxidant activities. The specific dark purple color of black carrot plant is also
originating from anthocyanins. Anthocyanins have many identified health
beneficial biological effects but they are sensitive to various factors such as heat,
light, metal ions, pH, glucose and ascorbic acid present in the environment. In
addition due to low absorption and fast metabolization in the body, bioavailability

of these compounds are very low.

In this thesis, stability and bioavailability of black carrot anthocyanins are
intended to be improved via encapsulation techniques. Black carrot anthocyanins
have a potential use in brain tumors. Therefore, the particle size of the encapsulated
black carrot anthocyanins is targeted to 100 nm so that they can pass the blood
brain barrier. For this purpose, firstly the extraction of the black carrot
anthocyanins were carried out and the extract obtained was used in encapsulation
studies. Double emulsion solvent evaporation and niosomes methods were used for

encapsulation and the lowest particle sizes were obtained with niosomes.

Three different parameters for niosome method were optimized with Central
Composite Design (CCD) and the partical size of the final formulation obtained

was about 130 nm. Selected niosome formulation was characterized and in vitro



release studies were carried out with the particles having 30% loading efficiency.
Finally, cytotoxic activities of the result formulations were determined in 7
different cell lines and it was found that on brain cancer cell line, Neuro-2A,
particles showed high cytotoxic activity.

This study is also the first detailed work for the encapsulation of black carrot
anthocyanins at nanoparticle level, the optimization of the encapsulation method

and the examination of the resulting nanoparticles on brain cancer cell line.

Keywords: Black carrot, anthocyanin, encapsulation, niosome, double
emulsion, neuro 2A, cytotoxic activity
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1. GIRiS

Giinlimiizde her tirli bilgiye ulasim kolayligi, o6zellikle saglikla ilgili
konularda insanlar bilgilenme ve bilinglenmeyi arttrmistir. Her kesimden ve her
yastan insanin saglikla ilgili endiseleri bulunmakta ve bu endiseler artik dogal
triinlerin ~ kullanim1  ile giderilmek istenmektedir. Bitkisel kaynaklarin
hastaliklardan korunmada ve hastaliklarin tedavisinde kullanimi milattan onceki
yillara dayaniyor olsada bilimsel gelismeler ile etkileri ortaya konulan ‘dogal

riinler’ oldukga popiiler bir konu haline gelmistir.

Bitkilerde bulunan c¢esitli etkin maddelerin saflastirilmasit ve biyolojik
aktivitelerinin  incelenmesi konusunda literatiirde fazla sayida ¢alisma
bulunmaktadir. Bu etkin maddelerden biri de antosiyaninlerdir. Antosiyaninler
bitkilerde, o6zellikle meyvelerde ve ¢igeklerde bulunan kirmizi-mavi-mor renk

pigmentleri olan yiiksek antioksidan aktiviteye sahip fenolik bilesenlerdir.

Ahududu, bogiirtlen, karadut, yaban mersini, kizilcik, visne,, frenk tiziimii
gibi liziimsii meyvelerde ve kara havug, patlican, kara lahana, mor patates gibi
mor-mavi sebzelerde olduk¢a yiiksek miktarlarda antosiyanin bulunmaktadir.
Antosiyaninleri bu kadar onemli ve calisilmaya deger kilan ise oldukca fazla
biyolojik aktiviteye sahip olmalaridir. Antikanser, antikarsinojenik, vazoprotektif,
anti-obezite, anti-diyabet, antienflamatuvar, antinérodejeneratif ve gastroprotektif
etki bunlardan bazilaridir (Galvano et al., 2007).

Bununla birlikte antosiyaninlerin stabilite ve renginin, pH, sicaklik, 1sik,
kopigmentler, metalik iyonlar gibi ¢evresel kosullardan etkilendigi bilinmektedir
(Sari et al., 2012). Ayrica yapilan metabolizma ¢alismalarinda antosiyaninlerin
biyoyararlanimlarinin  diisik oldugu saptanmistir (Marczyloet al., 2009).
Belirlenen bu problemlere ¢oziim yaratmak amaciyla, literatiir calismalar1 goz
Oniine alinarak bu tez ¢alismasmin kapsami belirlenmistir. Kara havug bitkisinden
elde edilen antosiyaninler farkli tekniklerle enkapsiile edilmis, olusan
nanopartikiillerin karakterizasyon c¢aligmalar1 yapilmig, ekstre ve partikiillerin

beyin tiimor hiicrelerine (Neuro 2A) karsi sitotoksik aktivitesi incelenmistir.



2. LITERATUR OZETI

2.1. Antosiyaninlerin Tanim

Antosiyaninler flavonoidler olarak adlandirilan, bitki aleminde genis ve
yaygin olarak bulunan suda ¢oziiniir fitokimyasallar grubunun bir pargasidir.
Antosiyanin kelimesi, Yunanca anthos (¢igek) ve kyanos (mavi) kelimelerinden
tiremistir. Bunlar esas olarak; bitkilerin meyve, c¢icek, yaprak, kok gibi
organlarinda bulunan, bitkiye 0zgii pembe, kirmizi, mor, mavi gibi genis

araliktaki renkleri veren dogal renk maddeleridir (Wang et al., 2008).

Antosiyaninler grubu, bir¢ok sebze ve meyvenin renkli olmasini saglarlar ve
500" den fazla sayida bilesik igermektedirler (McGhie and Walton, 2007).
Antosiyaninlerin renkleri yapiya ve meyvenin asitlifine de baghdir. Cogu
antosiyanin asidik kosulda kirmizi, diisiik asitli kosulda ise maviye doner. Bu
ozelliklerinden dolayr antosiyaninler, asit-baz indikatorii olarak da

kullanilabilmektedir (Vando et al., 2009).

Elma, seftali, bogiirtlen, yabanmersini, visne, kan portakali, kirmizi {iziim,
ahududu, cilek, karpuz ve benzeri meyvelerde, kirmiz1 fasulye, havug, lahana,
biber, domates, mor sogan ve benzeri renkli sebzelerde antosiyanin varhigi tespit

edilmistir (Lila et al., 2004).

2.1.1. Antosiyaninlerin kimyasal 6zellikleri

Antosiyaninler; flavilyum ya da 2-fenil benzopirilyum tuzlarinin glikozile
polihidroksi ve polimetoksi tiirevleri olan polifenolik bilesiklerdir. Kimyasal
olarak glikozit yapidadirlar ve glikozidin aglikon kismina genel olarak
‘antosiyanidin’ denilmektedir. Genellikle antosiyanidinler, bitkilerde serbest
formda degil sekerler ile olusturdugu glikozit ya da antosiyanin formunda
bulunurlar. Aglikonlar nadiren taze bitkilerde bulunmaktadir. Her aglikonun farkli
seker gruplariyla glikozidik yapi olusturabildigi, alifatik asitler veya aromatik
asitlerle acillendigi disiliniildiigiinde bu sekilde olusabilecek c¢ok sayida

kombinasyon vardwr. Buna dayanarak, dogada sadece 23 adet antosiyanidin
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bulunmasina ragmen; molekiildeki hidroksil grubu sayisina, hidroksil gruplarinin
metilasyon derecesine, molekiile baglanan seker sayisina ve sekerin baglanma
pozisyonuna, ayrica molekiildeki sekere baglanan alifatik ve aromatik asitlerin
yapisina ve sayisina bagli olarak birbirinden farkli 500° den fazla antosiyanin
olusmaktadr (Wu et al., 2006; Galvanoa et al., 2004; Castaneda-Ovando et al.,
2009).

Bitkilerde yaygin olarak bulunan antosiyanidinler ise 6 adettir. Bunlar;
siyanidin (Cy), delfinidin (Dp), petunidin (Pt), peonidin (Pn), pelargonidin (Pg),
ve malvidin (Mv)’ dir ve ortak olarak hepsi C6-C3-C6 karbon iskeletine
sahiptirler (Giusti and Wrolstad, 2003).

Bitkilerde en sik rastlanan antosiyanidinlerin kimyasal yapisit ve yapiya

bagli yan gruplar Cizelge 2.1’ de sunulmustur.

Cizelge 2.1. Dogada en yaygin bulunan antosiyanidinlerin kimyasal yapilar1 ve yapiya

baglanan gruplar (Castaneda-Ovando et al., 2009; Damar, 2010)

Antosivanidin

Bagl Gruplar Renk

R, Ry R4 Rs R¢ Ry

Sivanidin OH |OH |H | OH | OH OH | H Turuncu-kirmizi
Delfinidin OH |OH |H | OH | OH OH | OH Mavi-kirmuzi
Malvidin OH |OH |H | OH | OCHs OH | OCH;4 Mavi-kimiz
Pelargodin OH |OH |H |OH |H OH | H Turuncu-somon
Peonidin OH |OH |H | OH | OCHs OH | H Turuncu-kirmizi
Petunidin OH |OH |H | OH | OCH; OH | OH Mavi-kimzi

Antosiyanidinlere baglanan sekerler glikoz, galaktoz, ramnoz, arabinoz gibi
monosakkarit, rutinoz, gentibioz gibi disakkarit ve ya trisakkarit yapida
olabilmektedir. Bu seker gruplar1 genellikle 3-hidroksil veya 3,5-hidroksil
pozisyonunda baglanmakta, bazen de 7-hidroksil pozisyonunda yer almaktadir
(Bagchi et al., 2004). Clifford’ a gore (2000) seker gruplarinin antosiyanidinlere
genel olarak baglanma sekli Sekil 2.1” de gosterilmektedir.



O— Seker grubu

OH

Sekil 2.1. Antosiyanidinlere seker grubunun baglanmasi (Clifford, 2000)

Ornegin dogada en yaygmn bulunan antosiyanin olan siyanidin 3-glikozit,
siyanidinin 3. pozisyonuna bir glikozun baglanmasiyla olusmaktadir.
Antosiyaninlerin temel yapisini olusturan antosiyanidinler ve buna bagli seker
gruplar1 disinda bazen dglincii bir bilesen olan acil asit gruplar1 da
bulunabilmektedir. Aromatik asitlerden yaygin olarak p-kumarik, ferulik, kafeik,
sinapik ve gallik asit bulunurken alifatik asitlerden ise malonik, asetik, malik,
suksinik ve okzalik asit bulunabilmektedir (Timberlake and Bridle, 1980; Mazza,
2007).

Tiim bu degiskenler antosiyanin grubuna ait bilesiklerin sayica ¢ok olmasini
aciklamakla birlikte arastirmacilara  birgok farkli  bitkinin  antosiyanin

kompozisyonu ile ilgili galisma yapma firsat1 yaratmaktadir.

2.1.2. Antosiyaninlerin biyolojik ozellikleri

Renk niteliklerinin ve giiglii antioksidan O6zelliklerinin yaninda insanlar
tizerindeki  biyolojik  etkileri  antosiyaninlere olan ilgiyi arttirmustir.
Antosiyaninlerin ¢esitli hastaliklarin tedavisinde olumlu etkilere sahip oldugu
rapor edilmis ve biyolojik Ozelliklerinin kendilerine 6zgli kimyasal yapilarina

bagli oldugu belirtilmistir (Kong et al., 2003).
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Genel olarak antosiyanin ekstraklarmin saglik {izerindeki olumlu etkileri;
gorme keskinliginin arttirilmasi, kardiyovaskiiler hastaliklardan koruma, kalp
saghigint koruma, goz fonksiyonlarin1 koruma, antikanserojenik, antioksidan,
antibakteriyal, antienflamatuar, antiiilser, antidiyabetik aktivite olarak
bildirilmistir (Wallace, 2011; Mazza, 2007; Ghosh and Konishi, 2007).

Antosiyanin ekstraktlarmin en 6nemli 6zelligi ise antioksidan aktiviteye
sahip olmalaridir. Yapilan caligmalarin biiylik bir kismu farkli sebze ve
meyvelerden elde edilen antosiyanin ekstrelerinin antioksidan 6zelliginin
belirlenmesi lizerinedir (Bagchi et al., 2004). Antosiyaninler elektron eksikligi
sebebiyle reaktif oksijen tiirlerine (ROS) karsi oldukca fazla reaktiftirler.
Antosiyaninlerin dogal elektron eksikligi bu bilesikleri reaktif hale getirmekle
birlikte pH ve sicaklik degisikliklerine karsi ¢ok duyarli hale getirmektedir.
Fizyolojik pH’ daki kararsizligi ile ilgili bazi endiseler olmasina ragmen
antosiyaninler dogal bilesikler listesinde giiclii antioksidanlar olarak yer
almaktadirlar. Bu maddelerin antioksidan etkilerinin farkli kimyasal yapilari

tarafindan modiile edildigi s6ylenmektedir (Galvanoa et al., 2004).

Antosiyaninlerin bahsedilen ¢esitli biyolojik aktivitielerinden biri olan anti-
diyabetik Ozelligi tlizerine bir ¢alismayr Jayaprakasam et al. (2005)
gerceklestirmistir.  Yaptiklar1 ¢calismada meyve ve sebzelerden izole ettikler ve
saflagtidiklar1 antosiyaninleri tip-2 diyabet (insiilinden bagimsiz diyabet)

tedavisinde kullanilabilecegi ortaya konulmustur.

Yillardir kirmizi sarabin kalp hastaliklarma karsi koruyucu etkisi {izerine
calismalar siirdiiriilmektedir ve son yillarda bu etkinin sarap igerisindeki
antosiyaninlerden kaynaklandigma dair veriler gii¢ kazanmaktadir (Bakowska-
Barczak, 2005).

Antosiyaninlerin olduk¢a farkli ve ¢ok sayida biyolojik aktiviteye sahip
olmalar1 bu dogal bilesiklerin biyoyararlanim (absorbsiyon, metabolik yol ve
bosaltim) mekanizmalar1 ve biyoaktivitesi {izerine yapilan ¢alismalara olduk¢a hiz
kazandirmistir (Bitsch et al., 2004).
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2.1.3. Antosiyaninlerin stabilitesini etkileyen faktorler

Antosiyaninlerin stabilitesi, pigment konsanstrasyonu ve yapisi, pH,
sicaklik, 151k, kopigmentler, enzimler, metalik iyonlar, askorbik asit, sekerler ve
bunlarm bozunma iriinleri gibi birgok faktor tarafindan belirlenmektedir.
Antosiyanin pigmentlerinin kaybi1 6zellikle oksijen varliginda, ¢esitli enzimlerin
varliginda ve yiiksek sicaklik iceren islemler sonucu gerceklesebilmektedir

(Brouillard, 1982; Mazza and Brouillard, 1990).

Antosiyaninler reaktif bilesiklerdir, kolaylikla bozunabilirler, diger
bilesiklerle reaksiyona girebilirler, bunun sonucunda renksiz ve ya kahverengi
bilesiklere dontisebilirler. Bu nedenle koruyucu onlemler alinmadigi siirece
antosiyaninlerin bitki hiicrelerinden izole edildigi haliyle stabilitesini korumasi

miimkiin degildir (Frank et al., 2012).

Antosiyaninler flavanoid olmasina ragmen biyokimyasal yapilar1 diger
flavanoid bilesiklerine gore daha komplekstir. Molekiil yapisina bagli olarak, baz1
antosiyaninler digerlerine gére daha stabildir. Aglikona baglanan glikozil grubu
ve agil gruplar1 ile baglanma bdlgeleri antosiyanin molekiiliiniin stabilitesini ve
aktivitesini 6nemli 6l¢tide etkilemektedir (Mcghie and Walton, 2008; Jackman et
al., 1987).

Yapilan arastirmalarda glikozilasyon ve acillenme durumunun molekiile
stabilite kazandirdigi belirtilmistir (Malien-Aubert et al, 2011). Ayrica
aglikondaki hidroksil ve metoksil gruplarinin sayisi ve konumu ile hidroksilasyon
derecesi de bu pigmentlerin kimyasal yapisini ve stabilitesini etkilemektedir.
Genellikle antosiyaninlerin stabilitesi B halkasindaki metoksil sayisi arttik¢a
artarken, hidroksil sayis1 arttikca azalmaktadwr. Dolayisiyla  yiiksek
metoksilasyona sahip olan malvinidin antosiyanidinler arasinda en stabil tiir
oldugu belirtilirken, malvidini sirasiyla peonidin, petunidin, siyanidin ve

delfinidin takip etmektedir (Cavalcanti et al., 2011; Malien-Aubert et al., 2011).
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2.1.4. Antosiyaninlerin stabilite sorunu

Antosiyaninlerin stabilitesinin bir¢cok c¢evresel faktorden etkilendigi Bolim
2.1.3° de aciklanmistir. Bununla birlikte ¢ok cesitli biyolojik aktivitelere sahip
olmalar1 ve kolay ulasilabilir olmalar1 antosiyaninleri olduk¢a 6nemli kilmaktadir.
Bu nedenle literatiirde, antosiyaninleri ¢evresel etkilerden koruyacak ve
stabilitesini arttiracak ¢alismalara sikga rastlanmaktadir (Betz and Kulozik, 2011,
Jeong and Na, 2012; Akhtar et al., 2014).

Antosiyaninlerin stabilizasyon mekanizmasi iki sekilde
gerceklestirilmektedir. Bunlar; birlesme tepkimeleri (association reactions) Ve
enkapsiilasyondur. Birlesme tepkimeleri kisaca baska antosiyaninlerle tepkime ile,
kopigmentasyon ile veya metallerle kompleks olustururak antosiyaninlerin
stabilitesinin  arttirilmas1 ve renk kayiplarmmn Onlenmesini icermektedir
(Cavalcanti et al., 2011). Birlesme tepkimeleri daha ¢ok gida sanayinde renk
kayiplarinin &nlenmesi i¢in kullanilmaktadir. Ornegin saraplarin daha uzun siire
renklerinin korunmasi ve raf Omriiniin uzatilmasi i¢in birlesme tepkimeleri
kullanilarak stabilizasyon saglanmaktadir. Fakat bu tepkimeler antosiyaninlerin
biyolojik aktivitelerini de etkilemektedir (He et al., 2012). Bu nedenle son yillarda
biyoteknolojik  gelismelerle paralel olarak stabilizasyon ¢alismalarinda
enkapsiilasyon teknolojisi sik¢ca kullanilmaktadir. Antosiyaninler ile yapilan

enkapsiilasyon ¢alismalar1 kisaca asagida agiklanmistir.

e Yaban mersini antosiyaninlerinin peynir alt1 suyu proteini ile
mikroenkapsiilasyonu (Betz and Kulozik, 2011),

e Siyah frenk {iziimii antosiyaninlerinin piiskiirtmeli kurutucu ile
mikroenkapsiilasyonu (Bakowska-Barczak and Kolodziejczyk,
2011)

e Nar antosiyaninlerin piiskiirtmeli kurutucu ile mikroenkapsiilasyonu
ve mikrokapsiillerin yogurtta kullanimi1 (Robert et al., 2010)

e Siyah soya fasulyesi antosiyaninlerinin kondroitin siilfat ile
nanokompleks olusturulmasi ve sitotoksik aktivitesinin incelenmesi

(Jeong and Na, 2012)
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e H. Sabdariffa (kerkede) bitkisinin antosiyaninlerinin doner diskli
reaktor teknolojisi kullanilarak coklu emiilsiyon enkapsiilasyonu
(Akhtar et al., 2014)

e Jabuticaba meyvesinin antosiyaninlerinin siiperkritik CO, teknolojisi
kullanilarak enkapsiilasyonu (Santos et al., 2013)

e Bogirtlen antosiyaninlerinin termal jelasyon ile enkapsiilasyonu
(Ferreira et al, 2009)

Bitkisel kaynaklardan elde edilen antosiyaninlerin enkapsiilasyonu 1990’ 1
yillardan bu yana ¢alisilmaktadir (Mazza and Brouillard, 1990). Farkl tekniklerle
ve farkli kaplama materyalleriyle yapilan bu enkapsiilasyon ¢aligmalarinin amaci
antosiyaninleri gida sanayinde renklendirici olarak kullanmak ve antioksidan

aktivitelerinden yararlanmaktir.

Antosiyaninlerin enkapsiile edilerek biyolojik aktivitesinin incelenmesi
Zhang et al. (2014)’ i yaptig1 ¢alisma ile baslatilmistir. Zhang et al. (2014)
gerceklestirdigi ¢alismada siyanidin-3-glikoziti ferritin proteini ile kaplayarak
termal ve 151tk kaynakli bozunmalar1 engelleyebilecegini ayrica bu kaplama

isleminin siyanidin-3-glikozitin hiicresel alimini engellemeyecegini belirtmistir.

2.1.5. Antosiyaninlerin biyoyararlanim

Antosiyaniler bitkilerde sekonder metabolit olarak iiretilen ve giinliik
diyetin igerisinde alman polifenolik bilesiklerdir. Bu metabolitlerin sagliga
faydalar1 kesfedildik¢e biyolojik aktivitelerine olan ilgi de artmaktadir. Bununla
birlikte yararli etkileri kesfedebilmek ve maksimize edebilmek igin
biyoyararlanimm (absorbsiyon, metabolizma ve bosaltim) anlasilmasi

gerekmektedir (Matuschek et al., 2006).

Biyoyararlanim farkli yollarla tanimlanabilmektedir, yaygin olarak kabul
edilen tanim ile biyoyararlanim absorbe edilen, metabolik yollarla sindirilen ve
metabolize edilen etkin madde miktaridir. Bu sebeple besin veya gida
takviyelerindeki besin miktarini bilmek degil, bunun ne kadarmmn biyoyararlanim

gosterdigini bilmek 6nemlidir (Sirinivasan, 2001).
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Bitkilerde en yaygin olan antosiyaninler, insanlarda emilmedigi
diistiniilen,3-glikozit veya 3,5-di-glikozit formunda bulunmaktadirlar. 90°l
yillardakibu  diislince  nedeniyle, insanlarda  besinsel antosiyaninlerin
farmakokinetik caligmalar1 g6z ardi edilmistir. Fakat HPLC metodolojilerinin
gelismeleri ile plazmada antosiyaninlerin analizi yapilmig bdylece insanlarda
absorbsiyon ve biyoyararlanimin oldugu kanitlanmistir (Cao and Prior, 1999;

Milbury et al., 2002).

Antosiyaninlerin biyoyararlanimi flavonoller (quercetin glikozitleri) gibi
diger flavonoidlere gore bazi 6nemli yonleri ile farklilik gostermektedir. McGhie
and Walton(2007) arastrma grubu ilk olarak goriinen biyoyararlanimin diisiik
oldugunu ve bazen enjekte edilen dozun sadece %0.1 ‘e idrarda rastlandigini
caligmalarinda belirtmistir. Ayn1 grup biyoabsorbsiyonun hizlica gergeklestigini,
plazmadaki tmax’ m 15-60 dakika ve bosaltimin 6-8 saat igerisinde
tamamlandigim1 da ortaya koymustur. . Bu veriler antosiyaninlerin midede
emildigi goriislinii ortaya ¢ikarmistir. Bir diger elde edilen sonug ise, bozulmamis
antosiyanin glikozitlerinin absorbe edildigi, dolagim sistemi ile dagildig: ve idrar
ile atildigidir. Antosiyaninlerin biyoaktivitesi i¢in dncelikle ele alinmas1 gereken
konunun diisiik biyoyararlanim sorunun ¢oziimii ile ilgili olmas1 gerektigine dair

goriisler gliniimiizde 6nem kazanmaktadir.(McGhie and Walton, 2007).

Hayvanlar iizerinde yapilan bir¢ok calisma antosiyaninlerin daha ¢ok
bozulmamis glikozidik formuyla absorbe edildigini ve 0.25-2 saat icerisinde
hizlica dolasim sistemine ulastigini ortaya koymustur. Ornegin, farelerde,
Vaccinium myrtillus’ dan elde edilen antosiyaninlerin tek bir oral uygulamasi
sonras1 (400mg/kg viicut agirligi) sadece 15 dakika sonra plazma konsantrasyonu
maksimum seviyesine ulagmis (2-3 pg/mL) ve sonrasinda 2 saat igerisinde hizlica

azalmistir (Morazzoni et al., 1991).

Miyazawa et al. (1999) yaptiklar1 calismada farelere kirmizi meyve
antosiyaninin agizdan uygulanmasi ile (320mg siyanidin-3-glikozit/kg BW)
bozulmamis (intact) antosiyaninlerin plazmadaki hizli goriiniimii (appearance)

(Cmax:1.8pg/ml @ 15 dakika) mide entiibasyonu yoluyla dogrulanmaigtir.
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Bu sonuglar Tsuda et al. (1999) bir ¢aligmasi ile kanitlanmaktadir. Farelere
agizdan siyanidin-3-glikozit (400mg/kg BW) uygulanmas1 sonrasi, bozulmamig
form hizlica plazmada saptanmig (Cmax:0.14 pg/ml @ 30 dakika), aglikon
siyanidin jejunumda (bagwrsakta) saptanmasina ragmen plazmada tespit
edilmemigtir. Plazmada rastlanmamasina ragmen bagirsakta aglikon siyanidinlerin
tespit edilmesi, siyanidin-3-glikozitin ince bagirsakta B-glikozidazlar tarafindan
hidrolize edildigi gorisi ile agiklanmistir (Tsuda et al., 1999). Buna ek olarak
plazmada siyanidin-3-glikozit miktarindan 8 kat daha yiiksek konsantrasyonda
protokatesik asit (protocatechuic acid) bulunmus ve arastirmacilar tarafindan

bunun siyanidinin degredasyonu sonucu olustugu diisiiniilmiistiir.

Matuschek et al. (2006) farelerde yaptiklar1 ¢alismada siyanidin-3-glikozit’
in bagirsaklarda emildigini gosterilmistir. C3G i¢in esas emiliminin jejunum (ince
bagirsagin iist kismi) da gercgeklestigini belirtmiglerdir. Cizelge 2.2 ‘de 15 giin
boyunca bogiirtlen antosiyaninlerince zengin diyet uygulanan farelerin

dokularmin antosiyanin icerikleri sunulmustur.

Cizelge 2.2. 15 giin boyunca bogiirtlen antosiyaninlerince zengin diyet uygulanan farelerin

dokularinim antosiyanin icerikleri (Talavera et al., 2005)

Doku Siyanidin-3-glikozit ~ Toplam
kons. antosiyanin
kons.
nmol C3G/ nmol C3G
g doku eslenigi/ g doku
mide 62.9 68.6
ince bagirsak (jejunum) 484 605
bobrek 2.16 3.27
karaciger 0.05 0.38
beyin 0.21 0.25
nmol C3G/ nmol C3G eslenigi/
ml plazma ml plazma
plazma 0.15 0.36

Talavera et al. (2005) farelerde yaptiklar1 calismada antosiyaninlerin

bobrek, karaciger ve beyine ulasan miktarlarin ¢ok az oranlarda oldugunu ortaya
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koymustur (Cizelge 2.2). Antosiyaninlerin midede ve yaklasik % 80’ lik bir

kismimin da ince bagirsakta emildigi sonucuna varilmistir.

Uriner  bosaltim  dlgiimleri de  biyoyararlanimin  belirlenmesinde
kullanilabilmektedir. Ornegin frenkiiziimiinden saflastirilmis 3 farkli antosiyanin
(delphinidin-3-O-b-rutinoside, cyanidin-3-O-b-rutinoside, cyanidin-3-O-b-
glucoside) farelere agizdan uygulandiktan sonra direk kana absorbe edilmis (tmax
@ 0..5-2 s) ve yine glikozile formda idrar ile atilmistir. Yiiksek basingli sivi
kromatografisinde yapilan analizler sonucu kromatogramlarda baska bir pik veya
olast metabolit tespit edilmemistir (Matsumoto et al., 2001). Ayni caligmada
antosiyanin ve diger metabolitlerine uygulamadan 20 dakika sonra safrada
rastlanmigtir bu da antosiyaninlerin hizli bir sekilde emildigi ve metabolize
edildigi sonucunu destekler niteliktedir. Ancak biitiin bunlarla birlikte diisiik
biyoyararlanim ve pH’ a bagli bozunmalar nedeniyle agiz yolu ile tiiketim sonrasi
yeterli konsantrasyonda biyoaktif antosiyanin hedef bolgeye ulasamamaktadir.
Antosiyaninlerin belirgin bir bi¢imde farmakolojik etkilerini gosterebilmeleri igin

diyet igerisinde yeterince zengin olmalar1 gerekmektedir.

Hayvanlar ve insanlar {izerinde yapilan cogu ¢alisma gdstermistir ki mideye
gelen antosiyaninlerin emilimi yetersiz kalmakta ve ¢ogu tiiketimden birka¢ saat
sonra gastrointestinal sistemde yok olmaktadir (Wang et al., 2013). Bu maddelerin
enkapsiilasyonu ile hedef bolgelerde biyoaktif antosiyaninlerin stabilitesinin daha
uzun siire korunmasi ve tiimor hiicrelerinin biiyliimesinin inhibisyonu gibi yararl

etkilerinin daha fazla gosterilmesi saglanabilir (Oidtmann et al., 2012).

2.2. Siyanidin-3-glikozit

Krizantemin, glikosiyanidin, asterin, siyanidol-3-glikozit, siyanidin-3-
monoglikozit gibi farkli isimlerle de anilan siyanidin-3-glikozit, en ¢ok bilinen ve
en ¢ok arastirilan antosiyanindir (Scordino et al., 2004). Molekiiler yapis1 sekil
2.2.” deki gibi olan siyanidin-3-glikozit” in, molekiiler formiilii C21H21011 seklinde
olup molekiiler agirligi 449.4 g/mol * diir (PubChem Compound, 2014).
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Siyanidinin 3. pozisyonuna glikoz molekiiliiniin baglanmas: ile siyanidin-3-
glikozit antosiyani olusmaktadir. insan sagligi i¢in potansiyel yararlar1 nedeniyle
bircok ¢aligma C3G’ in biyolojik aktivite ve etkileri iizerinde yogunlagmistir
(Wang et al., 2008; Munoz-Espada and Watkins, 2006).

Sekil 2.2. Siyanidin-3-glikozit’ in molekiil yapisi

2.2.1. Siyanidin-3-glikozit’ in biyolojik aktiviteleri

Siyanidin-3-glikozit’ in ¢ok ¢esitli biyolojik aktiviteleri yapilan bilimsel

caligmalar ile kanitlanmistir. Bunlardan bazilar1 Cizelge 2.3 de kisaca

belirtilmistir.

Cizelge 2.3. Siyanidin-3-glikoztit” in ¢esitli biyolojik aktiviteleri
Biyolojik aktivite Kaynak
Insan adenokarsinoma (MDA-MB-231) hiicrelerini akrilamid Song et al,
kaynakl1 oksidatif strese karsi koruma 2013

Insan gastrik kanser hiicre hattinda (SGC7901) anti-tiimér aktivite Sun et al,
2012

Insan fibroblastlarinda mikotoksin (Ochratoxin A) kaynakli DNA Russo et

hasarina kars1 koruyucu etki al, 2005
Meme kanseri hiicrelerinin (MCF7) alkol sebepli yayilim ve Xu et al,
cogaliminin inhibisyonu 2010

Insan bagirsak hiicrelerinde (HT-29) sitokin tetikli enflamasyon Serra et
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cevabinin baskilanmasi al., 2013
Insan akciger kanser hiicre hattinda (A549) gé¢iin (migrasyon) ve Chen et
yayilimin inhibisyonu al., 2006
Iskemik/reperfiizyon beyin hasar1 olan farelerde postiskemik Giacomo
hasarin engellenmesi et al, 2012
Gastrik epitelyum hiicrelerinde (KATO III) Helicobacter pylori Kim et al.,
kaynakli hiicre 6liimlerinin azaltilmasi 2014
Oksijen-glikoz eksikligine kars1 ndroprotektif etki (sinir hiicrelerini | Bhuiyan et
koruyucu etki) al., 2011
Farelerde obezitenin engelleme ve hiperglisemiyi iyilestirici etki Tsuda et
al, 2003
Insan akciger karsinoma hiicrelerinde (A549), deri tiimdrlerinde Ding et al,
kemopreventif ve kemoterapétik etki 2006
Insan yumurtahik kanser hiicre hattinda (HO-8910PM) anti-tiimor Zeng et al,
aktivite 2012

Cizelge 2.3’ de goriildiigi tizere yapilan ¢aligmalar daha ¢ok antikanser etki
lizerine yogunlagsmistir. Bununla birlikte siyanidin-3-glikozitin sadece antikanser
etki degil birgok farkli biyolojik etkileri de ¢alisilmaktadir. Bunlardan biri,
hiicrelerin neoplastik hiicre transformasyonu ve molekiiler mekanizmasina karsi
koruyucu etkisi tizerinedir. Song et al. (2012) siyanidin-3-glikozit ve siyanidinin
antikarsinojenik (normal hiicrelerin kanser hiicrelerine doniismesi) etkisini
arastirmistir. Arastirma sonucunda 6zellikle siyanidinin fosfatidil 3-kinaz (PI3K)
aktivitesini baskilayarak hiicresel doniisiimii ve tiimor gelisimini inhibe ettigi

sonucuna ulasmustir (Song et al., 2012).

Bir diger farkl calismada kiraz meyvesinden ekstrakte edilen siyanidin-3-
glikozit’in fokal serebral iskemiye sahip farelerde ndroproktektif etkileri
incelenmistir (Min et al., 2011). Serebral iskemi beyne giden damarlardaki kan
aksmin birden azalmasi veya kesilmesi olayma verilen addir ve serebral iskemi
sirasinda beyne yeterli oksijen ve glikoz gitmedigi i¢in halk arasinda fel¢ olarak
adlandirilan hastalik ile sonuglanabilmektedir. Bu g¢alismada oOncelikle kobay

farelerin beyinlerinde siirekli orta serebral arter tikanikligi olusturulmus ve




14

ardindan agiz yoluyla siyanidin-3-glikozit (2mg/kg C3G) verilmistir. 24 saatin
sonunda 6lii dokunun miktarinin ve siiperoksit diizeylerinin belirlenebilmesi i¢in
beyin kesip c¢ikarilmistir. Disaridan miidahale ile tedavi edilen ve sadece
siyanidin-3-glikozit verilen farelerin beyin dokulari incelendiginde siyanidin-3-
glikozit ile tedavi edilenlerde 6lii dokunun %27 daha az oldugu ve siiperoksit
seviyesinin daha diisiik oldugu belirlenmistir. Sonug olarak veriler, siyanidin-3-
glikozit’in farelerde fokal serebral iskemiye karsi beyni korudugunu ve bu etkinin
iskemi sonrasi siiperoksit seviyesinin azaltilmasi araciligi ile olabilecegini

gosterilmistir (Min et al., 2011).

Son zamanlarda siyanidin-3-glikozit ile yapilan farkli bir uygulama da Lee
ve ark. (2014) tarafindan gergeklestirilmistir. Dut meyvesinden elde edilen
siyanidin-3-glikozit sicanlarda N-metil-N-nitrosurea kaynakli retina bozulmasini
azaltmak i¢in kullanilmistir. Deneysel retina bozunumu igin N-metil-N-nitrosurea
(MNU) (50 mg/kg) intraperitoneal enjeksiyon ile farelere uygulanmis ve ardindan
duttan elde edilen C3G (50 mg/kg) agiz yoluyla uygulanmistir. C3G ° nin retinal
dejenerasyona olan etkisi hematoksilin  boyama, eozin boyama ve
elektroretinografi ile histolojilk ve fonksiyonel olarak incelenmistir. Sadece MNU
enjeksiyonu yapilan farelerde, dis niikleer tabakada belirgin fotoreseptor azaliglar1
gozlenirken C3G uygulananlarda bu tabakanin oldukga iyi bir sekilde korundugu
belirlenmistir. immiinohistokimyasal testler sonucunda da C3G verilen farelerin

retinalarindaki hasarin en aza indirgendigi tespit edilmistir (Lee et al., 2014).

2.3. Enkapsiilasyon Teknolojisi ve Yontemleri

Enkapsiilasyon kati, sivi ve ya gaz halindeki maddelerin kaplanarak
kapsiiller icinde tutulmasi ile belirli kosullarda ve belirli hizlarda bunlarin
salinmasini saglayan teknolojidir. Kaplanan madde “aktif” veya “6z” , kaplamada
kullanilan malzeme ise “kabuk”, “tasiyici” veya “enkapsiilant” olarak

adlandirilmaktadir (Wang et al., 2009; Nedovic et al., 2011).

Enkapsiilasyon ile depolama veya isleme sirasinda meydana gelen aktivite
kayiplari, kotii aroma, koku olusumu, yapi bozulmasi, enzim aktivitesi kaybi1

azaltilabilir veya engellenebilirken, nem kontrolii, oksidasyona karsi koruma,
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coklu aktif iceriklerin kontrolli salimi gergeklestirilebilir ve biyoyararlanim

arttirilabilmektedir. (Carvajal et al., 2010; Nedovic et al., 2011).

Enkapsiilasyon teknolojisinin gida, kimya, ziraat, yem, tip, eczacilik,
veterinerlik, biyoteknoloji gibi bir¢ok uygulama alan1 bulunmaktadir (Narang et
al., 2007; Nedovic et al., 2011, Coruhli, 2013). King (1995) © e gore genel olarak

bir siniflandirma yapildiginda enkapsiilasyon gesitleri:

e Nanoenkapsiilasyon (10-1000 nm)
e Mikroenkapsiilasyon (0.1-5,000 um)
e Makroenkapsiilasyon (5,000 um’den biiyiik)’ dur.

Mikroenkapsiilasyon ve makroenkapsiilasyon genel olarak gidalarin farkl
karbonhidrat ve yaglar ile kaplanmasinda, raf dmriinii arttirmak, besin degerini
yiikseltmek, sindirilebilirligi saglamak, olgunlagma siiresini kisaltmak gibi bir¢cok
amaglarla uygulanmaktadir. Tip, eczacilik ve biyoteknoloji alanlarinda ise
kontrollii salim sistemleri, organ-doku hedefli ila¢ tasarimi ve benzeri
caligmalarda nanoenkapsiilasyon teknolojisi kullanilmaktadir (Gokmen ve ark.,
2012; Danhier et al., 2012).

2.3.1. Enkapsiile edilen etken maddeler

Enkapsiilasyon teknolojisinde belirlenen amag¢ dogrultusunda pek ¢ok aktif
madde enkapsiile edilerek korunabilmektedir. Enkapsiilasyon uygulamalarinda en
cok kullanilan aktif bilesenler; vitaminler, mineraller, enzimler, proteinler,
organik asitler, probiyotikler, prebiyotikler, esansiyel yaglar, tatlandiricilar,
koruyucular, renklendiriciler, aromalar, yag asitleri (w-3, konjuge linoleik asit),
karotenoidler (B-karoten, likopen), antioksidanlar (tokoferol, flavonoidler,
polifenoller) ve ila¢ etken maddeleridir (Nedovic et al., 2011, Narang et al., 2007,
Danbhier et al., 2012).

2.3.2. Enkapsiilasyon formiilasyonlarinda kullanilan polimerler

Enkapsiilasyon formiilasyonlarinda yararlanilan polimerler, biyobozunur

veya biyobozunmaz o6zelliklerine gore smiflandirilmaktadirlar (Cizelge 2.4).
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Biyobozunur polimerler, enzimatik veya farkli bozunma yollar1 ile viicutta
hedeflenen etki bolgesinde etkin madde salimini istenen siirede gerceklestirdikten
sonra pargalanarak biyouyumlu ve toksik olmayan metabolitlere doniisiirler. Bu
bozunma sonrast a¢iga ¢ikan metabolitler, normal fizyolojik yollarla kolayca
viicuttan atilirlar. Biyobozunur polimerlerin daha ¢ok tercih edilmesinin diger
nedenleri ise; yiizey modifikasyonlarinin kolay olmasi, termoplastik o6zellikte
olmalari, kontrolli bozunma hizi ve hidrofilik 6zellige sahip olmalaridir. Bu
sebeple kontrollii salim sistemlerinde ve hedeflendirilmis etken madde tasiyici

sistemlerin hazirlanmasinda biyobozunur polimerler kullanilmaktadir (Erdogan,

2008).

Cizelge 2.4. Biyobozunur polimerler

Sentetik Biyobozunur Polimerler e Poliortoesterler

e Polianhidridler

e Poliamidler

o Polialkilsiyanoakrilatlar

e Poliesterler:
Laktid/glikolidler
Polikaprolaktonlar

e Polifosfosfazenler

e Psodopoliaminoasitler

Dogal Biyobozunur Polimerler e Proteinler:
a. Albumin,
b. Globulin,
c. Jelatin,
d. Kollajen,
e. Kazein

e Polisakkaritler:
a. Nisasta

b. Seliiloz

c. Kitosan

o

Dekstran

e. Aljinik asit
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Biyobozunmaz polimerler, etken maddenin salimi gergeklestikten sonra
uygulama bdlgesinden uzaklastirilmalarinin zor olusu, toksik olmalar1 ve sabit
salm hizinin elde edilemeyigi gibi sorunlardan dolayr daha az tercih

edilmektedirler (Jalil and Nixon, 1990; Danhier et al., 2012).

2.4. Nanopartikiiller

Nanopartikiiller, boyutlart 10-1000 nm (1um) araliginda degisen, dogal ya
da sentetik yapidaki polimerlerle hazirlanan partikiiler —sistemlerdir.
Nanopartikiiller, ila¢g etken maddeleri, vitaminleri, yaglari, proteinleri ve
enzimleri igeren ¢ok ¢esitli formiilasyonlarin hazirlamasinda kullanilabilmektedir.
Nanopartikiil ¢esidine gore ilac1 ya da biyolojik olarak etkin olan bir maddeyi;
icinde c¢oOzlinmiis sekilde, polimerik matriks i¢inde hapsederek, aktif kismi
adsorbe ettirerek ya da yiizeye konjugasyon yoluyla tasiyabilmektedirler (Yiicel,
2010; Mohanraj and Chen, 2006).

Nanopartikiiller, biyobozunur, biyouyumlu, nontoksik gibi avantajli
biyolojik 6zelliklere sahiptirler. Hem hidrofilik hem de hidrofobik maddelerin
enkapsiilasyonuna olanak saglarlar. Nanopartikiiller kiiciik boyutlar1 sayesinde
retikiiloendotel sistem (RES) hiicreleri tarafindan taninmadiklar1 i¢in kanda kalis
sireleri  uzun olmakta ve ince Kkapillere kadar derin dokulara niifuz
edebilmektedirler. Nanopartikiiller viicutta ¢esitli hiicreler tarafindan alinabilir ve
bag dokuya kadar penetre olabilirler. Boylece, viicutta birgcok organa (6rnegin;
karaciger, dalak, akciger, lenf, beyin vb.) hedeflemeye olanak saglarlar. Ayrica
partikiil ylizeyinin modifikasyonu ile biyospesifik liganglara konjuge olarak hedef
doku veya organa yonlendirme yapilabilir (Kaur et al., 2008; Shivashankara et al.,
2012; Mohanraj and Chen, 2006).

2.5. Nanopartikiil Uretiminde Kullanilan Teknikler

2.5.1. Emiilsiyon olusturma

Emiilsiyonlar, en basit anlamda birbiri ile karigmayan en az iki sivinin,

birbiri i¢erisinde damlaciklar halinde dagildig1 heterojen sistemlerdir. Farmasotik
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ve kozmetik alanda, birbiri ile ge¢imsiz iki maddeyi tek bir formiilasyonda
bulundurmak ve cevresel etkenlerden maddeleri korumak fikri ile ortaya ¢ikan
emiilsiyonlar, glinlimiizde, diger tasiyict sistemlere olan {istiinliigiini
korumaktadir. Emiilsiyon sistemlerde en az iki faz bulunur, bunlar; yag fazi ve su
fazidir. Emiilsiyon olusturma ile enkapsiilasyon teknikleri, emiilsiyon sayisina
gore, emiilsiyonlarin igerigine ve siralamasina gore farkli isimlendirilmektedir
(Narang et al., 2007). Emiilsiyon olusturma yontemi ile partikiil tretimini

etkileyen faktorler asagida sunulmustur (Jain, 2000; Simsek, 2010):

* Enkapsiile edilecek etkin maddenin fizikokimyasal yapis1 ve ¢oziintirliik
Ozellikleri,
* Polimer derisimi, bilesimi ve molekiiler agirligi,

+ Etkin madde/polimer orani,

Kullanilan organik ¢6ziicii, emiilsifiye edici ajanin yapisi ve derisimi,
» Sicaklik,
» Karistirma hizi ve siiresi,

 Fazlarin hacimsel oranlar1

2.5.1.1. Tek emiilsivon yontemi

Tek emiilsiyon yonteminde polimer, su ile karigsmayan ve ucucu olan
organik bir ¢oziicii icerisinde c¢ozdiiriilmektedir. Ardindan etken madde bu
¢ozeltiye eklenerek bir karisim olusturulmaktadir. Icerisinde uygun miktarda
emiilsifiye edici ajan bulunan su fazi ile etkin madde-polimer-¢oziicii karigimi
(organik-yag fazi) sabit karistrma hizi ve uygun sicaklik kosullarinda
karistirilmaktadir. Su fazi, organik faz icerisine eklendiginde yag i¢inde su (Y/S),
organik faz su fazi icerisine eklendiginde ise su i¢inde yag (S/Y) tipi emiilsiyonlar

olugmaktadir (Sekil 2.3) (Guy, 2007; Erdogan, 2008; Narang et al., 2007).
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Partikiilleri elde etmek iizere ¢oziicli, buharlastirma (evaporasyon) ya da
ekstraksiyon yontemlerinden biri ile uzaklastirilmaktadir. Olusan nanopartikiiller

santrifiijle veya filtrasyonla elde edilebilmektedir

Bu yontem suda ¢oziinmeyen etken maddelerin kapsiilasyonunda basari ile
kullanilmaktadir. Fakat sulu ¢ozeltilerde partikiiller ¢abuk ¢oziindiikleri ve salim
hizli bir sekilde gerceklestigi i¢in hidrofilik maddelerin enkapsiilasyonunda bu
yontem etkili bulunmamistir. Bu nedenle hidrofilik ilaglarin etkili kapsiilasyonu

icin ¢ift emiilsiyon yontemi daha g¢ok tercih edilmektedir (Tiwari and Verma,
2011).
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Sekil 2.3. Tek emiilsiyon yontemi ile hazirlanan partikiillerin yapist (Guy, 2007)

2.5.1.2. Cift emiilsivon yontemi

Coklu emiilsiyon grubuna ait olan ¢ift emiilsiyonlar ayrica emiilsiyonlarin
emiilsiyonlar1 olarak da adlandirilmaktadirlar. Ciftemiilsiyonlar su-yag (organik
faz) -su (S/Y/S) veya yag -su-yag (Y/S/Y) olarak 3 faz igeren ¢ift emiilsiyonlardir.
Iki sistemde de emiilsiyon igerisinde dagilmis damlaciklar, farkhi fazin kiigiik
damlaciklarin1 igermektedir (Aserin, 2008; Mine et al, 1996). Coklu
emiilsiyonlarin yapisal 6zellikleri, bilesenin i¢ fazdan dis faza kontrollii salimina
olanak vermektedir. Bu da tip, farmasotik, kozmetik ve ayirma siirecleri alaninda

potansiyel kullanimini yaygmlastirmaktadir. (Matos et al., 2013).

Bu yontem; protein, peptid ve asilar gibi hidrofilik o6zellikteki etkin
maddelerin enkapsiilasyonu i¢in kullanilmaktadir. Ayrrma teknolojileri, hassas

molekiillerin enkapsiilasyonu, kozmetik, farmasotik ve fonksiyonel gida
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trtinlerinin Uretimi gibi farkli uygulamalar i¢cin S/Y/S emiilsiyonlara olan ilgi
oldukca fazladir. Basit anlamda tek emiilsiyonlarinda (S/Y) yag damlaciklarinin
agregasyonu, birlesmesi ve kremlesmesi gozlenebilmektedir. Ancak ¢ift
emiilsiyonlar daha karmasik sistemlerdir bu sebeple partikiiller daha kararli ve
daha stabil olmaktadir. (Aserin, 2008). Partikiiller proses sirasinda; karistirma
kaynakli kayma gerilimi, emiilsifiye edici ajanin niteligi, karistirma hizi,
emiilsiyonlarin birbiri igerisine aktarilma hizi, kullanilan fazlarin nitelikleri ve
oranlar1 gibi birgok parametreden etkilenmektedirler. Bunun yaninda i¢ su fazinin
yiiksek verim ile enkapsiilasyonunu gercgeklestirebilmek i¢in bahsedilen islemler
olduke¢a hassas bir sekilde gergeklestirilmelidir (Schuch et al., 2013; Tiwari and
Verma, 2011).

Nanopartikiil elde edebilmek i¢in ¢ift emiilsiyonlarin kullaniminda
emiilsifiye edici ajanin se¢imi, liretim faktorleri ve ¢evresel faktorler partikiiliin
yapisini, enkapsiilasyon verimini, stabilitesini belirlemekte ve optimize edilecek

parametreler olarak gosterilmektedir (Frank et al., 2011).

2.5.1.3. Cift emiilsivon coziicii buharlastirma yontemi

Cift emiilsiyon ¢06ziicii buharlastrma yOonteminde, etkin maddenin su
icerisindeki ¢Ozeltisi (i¢ su fazi, S1), organik ¢6ziicli igindeki polimer ¢ozeltisi
icerisine karistirma yardimiyla emiilsifiye edilir. Daha sonra elde edilen birincil
emiilsiyon, ¢ift emiilsiyonu olusturmak iizere uygun emiilsifiye edici ajan iceren
daha yiiksek hacimdeki ikinci su fazi (dis su fazi, S2) icerisinde yine karistirma
yardimiyla dagitilmaktadir (Sekil 2.4). Sonug¢ olarak ugucu organik ¢oziiciliniin
uzaklastirilmasi ile kat1 partikiiller elde edilmektedir (Matos et al., 2013; Schuch
et al., 2013).

Cift emiilsiyon ¢oziicli buharlastirma yontemi ile partikiil hazirlanmasinda
secilen ucucu organik ¢oziicii, kalint1 ¢oziicliniin uzaklastirilmasini kolaylastirmak
icin diisiik kaynama noktasma sahip olmalidir. Bu sebeple asetonitril, etilasetat,
kloroform, benzen, diklorometan ve ya metilen kloriir gibi kolay buharlasan
¢oziiciiler partikiil hazirlamada kullanilmaktadir. (Giri et al., 2012; Matos et al.,
2013).
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Sekil 2.4. Cift emiilsiyon yonteminin basamaklari

Biyoyararlanimi diisiik olan etkin maddelerini enkapsiilasyonunda ¢ift
emiilsiyon yonteminden oldukga fazla yararlanilmaktadir (Kalaria et al., 2009).
Biyoyararlanimin arttirilmasi amaci ile yapilan bir ¢alismada, antikanser ilaci olan
doksorubisin ¢ift emiilsiyon ¢oziicii buharlastirma yontemi ile PLGA (poly(laktik-
ko-glikolik asit)) kaplanmis ve partikiillerin in vivo sitotoksisite denemeleri
yapilmistir. Doksorubisin yiiklii nanopartikiillerin biyoyararlanimlarinin artmasi
ve toksisitesinin azalmasi ile in vivo performansinin arttigi Kalaria et al. (2009)

tarafindan belirlenmistir.

Bunun yani sira Ahmed et al (2012) tarafindan yapilan calismada ¢ift
emiilsiyon ¢6ziicii buharlagtirma yontemi ile teshis ve tedavi amagh kullanim i¢in
manyetik nanopartikiiller hazirlanmistir. Partikiillerin {iretiminde karistirma hizi,
emiilsifiye edici ajan Konsantrasyonu, polimer miktari, demir oksit miktar

parametre olarak belirlenmis ve optimizasyonu gerceklestirilmistir.

2.5.1.4. Cift emiilsivon coziicii ekstraksivon yontemi

Emiilsiyonlar1 olusturma basamaklar1 ¢oziicii buharlastirma teknigi ile ayni

sekilde  gerceklestirilmektedir. ~ Coziiciiniin  ekstraksiyon  metodu ile
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uzaklastirilmasinda, ¢Oziicii heniiz buharlagmadan baska bir sulu faza
difiizlenmesi saglanmaktadir. Burada ¢oziicliniin uzaklastirilmasinin  hizi,
coziicli/ekstraksiyon ortami oranma, bunlarin sicakligina ve ¢oziiniirlik
Ozelliklerine gore degismektedir. Partikiil karakteristikleri, ¢oziicliniin
uzaklagtirilma hizina bagli olarak degismektedir. Coziicliniin ¢ok hizl
uzaklastirilmasi bolgesel patlamalara ve pordz yapili nanopartikiillerin olusumuna

neden olabilmektedir (Jain, 2000; Tiwari and Verma, 2011).

2.5.1. Lipid-Esash nanopartikiiller

2.5.1.1. Lipozomlar

Lipozomlar ilk jenerasyon nanopartikiiller ilag tasiyici sistemlerdir. Yap1 ve
icerik bakimmdan hiicre zar1 ile benzerlik gosteren, amfifilik lipidlerin bir veya
daha fazla tabaka olusturmasiyla olusan, fosfolipit yapida partikiillerdir.
Lipozomal yap1 ilk defa 1965 yilinda Bangham ve arkadaslar1 tarafindan hiicre
membranina model olusturmak iizere hazirlanmistir (Micol ve et al., 2010;

Masserini, 2013, Gezgin, 2013).

Lipozomlar genellikle biyolojik membranlarda mevcut olan biyouyumlu ve
biyonozunur lipidlerden olusmaktadir. Yaygin olarak kullanilan lipozom
bilesenleri ise; sfingomiyelin, fosfatidilkolin ve gliserofosfolipitlerdir. Kolesterol,
hiicre zarinin 6nemli bir bilesenidir, lipozomlarm in vivo stabilitesini arttirdig1 ve
cift katmanlar aras1 gecirgenligi azalttigi icin ¢ogunlukla lipozom
formiilasyonlarinda tercih edilmektedir (Akman vd., 2011). Lipozomdaki yapilar,
non-kovalent baglarla bir arada tutulurlar ve yapilar1 igerdigi lipidin
komposizyonu, boyutu, yiizey yiikii ve hazirlanis metoduna gore degismektedir

(Masserini, 2013).

Sekil 2.5 de goriildiigii tizere lipozomlar, biyolojik hiicrelere benzer sekilde
ic kisimlarinda suda eriyen aktif maddeleri, membranlarinda da lipofilik ve

amfifilik maddeleri igcermektedirler (Yiicel, 2010).
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Sekil 2.5. Lipozomun yapist (Bulut, 2012)

Lipozomlar katman sayilarina ve boyutlarina gore asagidaki gibi

siniflandirilmaktadirlar (Akman vd., 2011).

e Kiigiik tek tabakali lipozomlar (SUV) 25-50 nm
e (Cok tabakali lipozomlar (MLV) 50-100 nm
e Biiyiik tek tabakal1 lipozomlar > 100nm

2.5.1.2. Niozomlar

Niozomlar, kontrollii salim sistemlerinde kullanilan, non-iyonik yiizey aktif
madde bazli partikiillerdir. Lipozomlarin sterilizasyon, biiyiik-6l¢ekli iiretim ve
stabilite kaynakli sorunlarmi asmak amaciyla alternatif olarak niozomlar ortaya
cikmistir. i1k niozom formiilasyonu 1975 yilinda L’Oreal tarafindan noniyonik
yiizey aktif maddelerin farmasotik amagla kullanim potansiyellerinin arastirilmasi
ile ortaya c¢ikmis, gelistirilmis ve patenti alinmistir (Sahin, 2007). Kozmetik
amacl yapilan bu ¢alismalardan hemen sonra niozomlarin yine farmasoétik alanda
tastyict sistemler olarak kullanimi giindeme gelmistir. Bu amagla ilk defa
niozomlara yliklenen etkin madde Azmin ve ark’nin (1985) yapmis oldugu

calisma ile kanser ilaglarinda kullanilan metotreksat olmustur (Mahale et al.,

2012).

Teorik olarak niozom olusturmak i¢in non-iyonik bir yiizey aktif madde ve
¢oziicii olarak bir su faz1 gerekmektedir. Niozomlarn hazirlanmasinda esas

bilesen olarak sulu ortamda non-iyonik yiizey aktif madde ve stabilizasyon i¢in
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genellikle kolesterol ve ya tiirevleri kullanilmaktadr (Moghassemi and

Hadjizadeh, 2014). Niozom partikiiliiniin yapis1 Sekil 2.6’ da sunulmustur.

Suda ¢dzUntrlGgu az olan
maddeler hidrofobik bdlgede
taginirlar

Sudacodzinen maddeler
hidrofilik bolgede taginirlar

Yuzey modifikasyonlariile
lipozomlarin hedeflendiriimesi
yapilabilir

(6rn; protein baglama)

Sekil 2.6. Niozomun yapisi.

Mavi halkalar polar bas gruplar1 ve ¢izgiler surfaktant molekiiliiniin apolar
kuyrugunu temsil etmektedir (Sahin, 2007). Niozomlarda kapali ¢ift tabakalarin
olusma islemi nadiren kendiliginden gelisiyor olmasina ragmen genellikle sisteme
fiziksel uygulama veya sicaklik uygulamasi gerekmektedir. Sonug olarak, olusan
yapida molekiiliin hidrofobik kisimlar1 sulu ¢oziicliden korunur ve hidrofilik uglar

ise sulu ortamla temas halindedir (Mahale et al., 2012).

Bu yapilar1 sayesinde hem hidrofilik hemde lipofilik maddelerin
enkapsiilasyonunu gergeklestirilebilmektedir. Hidrofilik maddeler sulu i¢ kisimda
veya iki tabakali sistemlerde yiizeye adsorbe edilerek tutulurken, lipofilik

maddeler iki tabakanin arasinda vezikiiliin lipofilik bdlgesinde enkapsiile

edilmektedir (Ashutosh et al., 2012).

Son yillarda niozomlarin farkli bolgelere hedefleme ve salim sistemlerinde
kullanimu tizerine g¢alismalar yogunlagmistir (Ashutosh et al., 2012). Niozomlarin

diger sistemlerde ortaya ¢ikan dezavantajlara sahip olmamasi, farkli
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uygulamalarda  kullanilabilir ~ bir  ilag  tasiyict  sistemi  olmasmdan
kaynaklanmaktadir. Niozomlar ¢esitli tipte ila¢ etkin maddelerini, proteinleri,
genleri ve agilar1 tutuklama kabiliyetine sahiptir (Moghassemi and Hadjizadeh,
2014). Sekil 2.7’ de literatiirde bulunan ¢alismalarda niozomlarin kontrolli salim

icin kullanildig1 alanlara yer verilmistir.

N
7\\ Topikal | / ’“\

Beyin | Trans- |
Hedefli | @
/- o . \ /Akciéer \
A | @F @

oral / H\ Goz hedefli
Vajinal :

Sekil 2.7. Literatiirde bulunan ¢alismalarda niozomlarin kontrollii salim i¢in kullanildig1

yollar (Dahiya et al., 2011)

A

\
.
y

Niozomlarin avantajlar;

e Lipozom formiilasyonlarinda kullanilan fosfolipid molekiillerine kiyasla
niozom olusturmada kullanilan yiizey aktif maddeler daha stabildir.
Boylece lipozomlara kiyasla daha uzun siire stabil olarak depolanabilirler.

e Basit yontemler ile biiylik 6l¢ekte tiretimi kolayca gergeklestirilebilir.

e Non-iyonik olmalar1 sayesinde biyolojik sistemlerle yliksek uyumluluklar1
vardir ve disiik toksisiteye sahiptirler. Ayrica biyobozunur ve non-

immiinojeniktirler.
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e lcgerdikleri etkin maddelerin stabilitesini artirirlar. Tasidiklar1 ilag
molekiillerinin hiicre membranindan absorbsiyonunu arttirabilirler

e Hidrofilik ve hidrofobik tiiniteler igerdiginden farkli ¢oziiniirliiklerdeki
etkin maddelerle yiiklenebilirler ve ¢oziiniirligii diisiik etkin maddelerin
¢Oziiniirliiklerini artirabilirler.

e Yiizey olusumu ve modifikasyonu, fonksiyonel hidrofilik yap1 sayesinde
oldukga kolaydir, istenilen amaca yonelik tasarlanabilirler.

e In vivo ortamda etkin maddenin daha uzun siire kontrollii salimini
saglayabilirler

e FEtkin maddelerin kan dolasimindan atilimini geciktirir, biyolojik ortamdan
korur ve hedef hiicreye baglanarak etkinligi artirirlar (Dahiya et al., 2011;
Moghassemi and Hadjizadeh, 2014; Sahin, 2007; Ashutosh et al., 2012).

Niozomlarin karakterini belirleyen degiskenler kontrol edilebilmektedir.
Ornegin niozomun boyutu, yiikleme verimi ve stabilitesi; hazirlama metodu,
surfaktant cesidi, kolesterol igerigi, ylizey yiikii gibi parametreler ile kontrol

edilebilmektedir.

2.5.1.2. Niozom hazirlama vontemleri

Eter enjeksiyon yontemi

Eter enjeksiyon yonteminde; yiizey aktif madde / kolesterol karigimi dietil
eterde ¢oziiliir ve yaklasik 60°C’ deki etkin maddeyi igeren sulu faza igne yardimi
ile yavasca enjekte edilir. Eter buharlasirken tek tabakali vezikiiller olusur.
Coziicl enjeksiyon teknigi ile hapsedilen su fazinin hacmine goére SUV (kiigiik tek
tabakali)) ve LUV (biiyik ¢ok tabakali) partikiiller elde edilebilmektedir.
Enjeksiyon ve karistirma hizin1 degistirerek farkli biiytikliikk ve homojenlige sahip
niozomlar elde edilebilir. Kosullara bagli olarak vezikiillerin ¢ap1 50-1000nm
arasinda degisebilmektedir. Bu metotta eter yerine petrol eteri, etilmetil eter,
diklorometan, kloroform kullanilabilmektedir. Bu yOntem ile elde edilen
partikiiller yliksek yilikleme etkinliine sahiptirler. Yontemin dezavantaji eterin
genellikle tam olarak ortamdan uzaklastirilamamasidir. Bunun neticesinde

proteinler gibi partikiilin yapisina yiiklenen maddelerde bozulmalar meydana
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gelebilmektedir (Moghassemi and Hadjizadeh, 2014; Baymdir-Sezgin, 2010;
Ashutosh et al., 2012).

Ince Film Hidratasyon Yontemi (TFH)

Ince film hidrasyon ydntemi (TFH) basit bir niozom hazirlama ydntemidir
ve yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu yontemde, yiizey aktif madde ve kolesterol
yuvarlak tabanli bir balon igerisine almir ve organik ¢oziicli i¢inde ¢oziiliir.
Ardindan organik c¢oziicliniin evaporatorde ugurulmasi ile ince film olusur.
Kapsiile edilecek etkin maddeyi de iceren sulu faz (su veya PBS) kuru film
iizerine eklenir ve yiizey aktif maddenin gegis sicakliginin (Tc) tlizerinde hidrate
edilir. Hidratasyon sirasinda sicaklik yardimiyla lipitler siser ve yuvarlak balonun
duvarindan siyrilir. Bu sirada sabit bir karistrma gerekmektedir. Bu karistirma
evaporator ve ya elle c¢alkalama ile (hand shaking  method)
gerceklestirilebilmektedir. Hidratasyon sonunda ¢ok tabakali partikiiller (MLV)
elde edilir. Hazirlanan partikiillerin ¢ap1 biiyiik olup, etkin maddeleri yiikleme
kapasiteleri diisiiktiir (Moghassemi and Hadjizadeh, 2014; Dahiya et al., 2011).

Ters faz buharlastirma yontemi

Biiyiik cok tabakali partikiiller terz faz buharlastrma yontemi ile
hazirlanmaktadir. Yontemde ilk olarak yiizey aktif madde ve kolesterol organik
¢Oziicii i¢inde ¢oziiliir. Etkin maddeyi i¢eren su fazi, organik ¢dziicli fazi igerisine
eklenir ve sonikasyon ile karistrma saglanir. Ardindan olusan emiilsiyondan
organik faz 40-60°C’ de sicaklik araliginda, rotary evaporatérde buharlastirilir.
Ucurma islemi hidratasyon tamamlanana kadar devam eder ve bu igslem sirasinda
cok tabakli partikiiller elde edilir (Moghassemi and Hadjizadeh, 2014; Ashutosh
et al., 2012).

Sonikasyon

Bu yontemde buffer i¢indeki etkin madde, yiizey aktif madde/kolesterol

karigimina eklenir. Ve karisim 60°C’ de belli bir siire boyunca prob sonikator ile
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homojenize edilir. Elde edilen partikiiller kiigiik ve tek tabakalidir (SUV). Eter

enjeksiyon yontemine gore yiikleme etkinligi daha diistiktiir.
Mikroakiskanlastirma Yontemi

Mikro akigkan teknigi kullanilarak uniform, kii¢iik boyutlu, ¢ok katmanli
niozomlar daha iyi tekrarlanabilirlik ile elde edilir. Bu yontemde iki akigskan
yiiksek hizlarda belirli mikro kanallardan gegerek birbiriyle temas ederler. Ince
siv1 tabakalar ortak cephe boyunca ilerledikten sonra sisteme verilen enerji ile bu
iki fazin c¢arpigmasi sonucu niozomlar olusur (Moghassemi and Hadjizadeh,

2014).
Kabarcik Yontemi

Kabarcik yontemi organik c¢oziicii kullanmadan lipozom ve niozom
hazirlama yontemidir. Bu yontemde yiizey aktif madde, PBS ve diger bilesenler 3
boyunlu yuvarlak tabanli cam reaktor igerisine alinir. Reaktor sicakligi kontrol
edilebilen su banyosuna oturtulur. Reaktoriin ortasindaki boynuna suyla sogutulan
akis kolonu yerlestirilir. Bir diger boyuna ise termometre yerlestirilerek sicaklik
kontrolii saglanir, 3. giristen ise azot gazi verilmektedir. Bu hazirlama teknigi ile
lipozomlar/niozomlar tek basamakta ve sadece bir tasiyici kap kullanarak
iiretilebilmektedir. Olusan partikiillerin boyutlar1 yaklasik olarak 0,2-0,5um
arasindadir (Moghassemi and Hadjizadeh, 2014; Bayindir-Sezgin, 2010).

Proniozomlardan Niozom Olusturma Yontemi

Bir baska niozom hazirlama yontemi ise sorbitol gibi suda ¢oziinebilen bir
tagtyicinin non-iyonik yiizey aktif madde ile kaplanmasi ile gerceklestirilir.
Kaplama islemi sonucunda kuru formiilasyon igerisinde, suda ¢0Oziinebilen
partikiiller ince yiizey aktif madde filmi ile kaplanir. Bu formiilasyonlar
‘proniozomlar’ olarak adlandirilmaktadir. Proniozomlara ortalama faz gegis
sicakliginin tizerinde sulu fazin ilave edilmesi ve karistirilmasiyla niozomlar elde

edilir (Dahiya et al., 2011).
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2.5.1.3. Kat1 Lipid Nanopartikiiller

Kat1 lipid nanopartikiiller (SLN), oda ve viicut sicakliginda kati olan
lipitlerin tastyict materyal olarak kullanildig1 ve ¢esitli emiilsifiye edici ajanlar ile
stabilize edildigi, nanometre boyutundaki partikiiler sistemlerdir. SLN’ler genel
olarak kati lipidler, emiilsifiyerler ve sudan olusmaktadir. Bu teknikte kullanilan
lipid gruplary; trigliseridler, gliseridler, yag asitleri, steroidler (kolesterol vb.) ve
mumlar1 igermektedir. Lipid dispersiyonunun stabilizasyonu i¢in, yiiklerine ve
molekiil agirliklarina bagh olarak genellikle %1-5 oraninda biitiin emiilsifiyer
tipleri kullanilabilmektedir. Kati1 lipit nanopartikiil tiretimi i¢in kullanilan

yontemler ise su sekildedir:

e Yiiksek Basingli Homojenizasyon

e Sicak Homojenizasyon

e Soguk Homojenizasyon

e Mikroemiilsiyon Yontemi

e (oziicli Emiilsifikasyon-Evaporasyon veya Coziicli Diflizyon Y ontemi

e Yiiksek Hizda Karistirma ve / veya Ultrasonikasyon Y ontemi

Kat1 lipit partikiiller; emiilsiyonlarin, lipozomlarn ve kati polimerik
partikiillerin sagladig1 avantajlarin kombinasyonunu igermektedirler. Diisiik
sitotoksisiteye sahip olmalari, organik ¢oziicii kalintis1 icermemeleri, blyiik
Olcekte tliretimlerinin miimkiin olmasi gibi yag emiilsiyonlarinim, dokulara etkin
madde hedeflenebilmesi gibi lipozomlarm avantajlarini tasirken; kati lipid yapilari
sayesinde kontrollii etkin madde salimi ve kimyasal bozunmaya karsi etkin
maddelerin korunmasi gibi kati1 polimerik nanopartikiillerin avantajlarina da

sahiptirler (Numanoglu ve Tarimci, 2006; Shivashankara et al., 2012).

2.6. Kan Beyin Bariyeri

Kan beyin bariyeri (KBB) kavrami ilk defa 1902 yilinda P. Ehrlich
tarafindan yapilan ¢aligmalar ile ortaya ¢ikmustir. Ehrlich viicuda mavi bir boya
(Evans blue) vermis ve boyanin sistemik dagilimdan sonra yaptigi

gorilintiilemelerde  beyinin  boyanmadigini  gozlemlemistir. Bdylece beyin
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dokusuna boya maddesinin gecisine izin vermeyen bir yapmin oldugu

belirlenmistir (Kemper et al., 2004).

Kan beyin bariyeri, merkezi sinir sisteminin normal fonksiyonunun
devamini saglayan ve secici gegirgen Ozellige sahip temel difiizyon bariyeridir.
Insan viicudunda kan ile organ arasinda yer alan en sik1 bariyer olan kan-beyin
bariyeri (KBB), siki baglantilarla birbirine baglanmis endotel hiicreleri, bazal
membran hiicreleri, perisitler ve astrositler tarafindan olusturulmustur. KBB’ nin

bircok 6nemli islevi vardir. Bunlar;

e Beyni, kanda bulunan ve beyine zararli olabilecek ‘yabanci maddeler’ den
korur
e Beyni, viicutta arda kalan hormon ve nérotransmitterlerden korur

¢ Beyin i¢in stabil bir ortam saglar (Lammers, 2003)

Norolojik hastaliklarin tedavisinde en onemli zorluk etkin maddelerin
beyine ulagmasi, dzellikle belirli bir bolgeye ulasip kontrollii veya sabit bir hizda
salinmasidir. Kan beyin bariyeri bu sorunun ortaya ¢ikmasinda ve ¢ogu maddenin

gecisinin engellenmesinde en 6nemli faktordiir (Cetin ve Capan, 2004).

Kan beyin bariyeri 0Ozellikle plazma komponentlerinin, kirmizi kan
hiicrelerinin ve lokositlerin beyne girisini engelleyen bir yapidir. Ayrica KBB
merkezi sinir sistemi bozukluklar1 i¢in kullanilan ilaglar i¢in de biiyiik bir engel
olusturmaktadir. Rekombinant peptidler, proteinler, genetik vektorler gibi biliyiik
molekiillii ilaglarin higbiri ve kiigiik molekiillii ilaglarin da yaklasik % 98’1
bariyeri gecememekte ve bu durum tedavi siireclerinde basarisizliklara neden
olmaktadir. Istisnai olarak 400 daltondan kiiciik lipofilik maddeler, bu bariyerden
lipid aracili difiizyon ile gecebilmektedir (Simsek, 2010).

KBB, beyin hiicrelerine madde gegisi, fiziksel olarak endotelyal hiicreleri
arasidaki siki baglant1 (tight junction) ile ve metabolik (enzim) bariyer sayesinde
kontrol edilmektedir. Ayrica madde gegisinde maddenin lipitte ¢Oziiniirliigi,
diftizyon yetenegi, molekiiler agirligi ve elektrik yiikii onemlidir. Kan beyin

bariyerindeki transport mekanizmalar1 Sekil 2.8* de gosterilmistir.
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Siki baglantilar
(tight junctions)
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Sekil 2.8. Kan-beyin bariyerindeki transport mekanizmalar1. (1: Pasif difiizyon, 2: Siki
baglantilar {izerinden pasif diflizyon, 3: Endositoz, 4: Tastyict aracili transport, 5: Aktif efluks
transport (Kemper et al., 2004)

Sonug¢ olarak; KBB, beynin olduk¢a hassas olan beyin hiicrelerinin
biitiinliiglinii korumaktadir. Dolayisiyla bu bariyer beynin fonksiyonlarmni yerine

getirebilmesi i¢in olduk¢a onemlidir (Yiicel, 2010).

2.6.1. Kan beyin bariyeri ve nanopartikiiller

Giliniimiizde kan beyin bariyerini asabilmek i¢in etkin madde tasiyici olarak
nanopartikiiler sistemler sik¢a kullanilmaktadir. Kullanilan nanopartikiillerin
caplar1 ise yaklasik olarak 100-300 nm araliginda degismektedir. Etkin madde
polimer igerisine hapsedilmekte veya ylizeye adsorbe edilmektedir. Ek olarak
nanopartikiil/etkin madde formiilasyonu bir surfaktant ile kaplanmakta veya

formiilasyon icerisinde kullanilmaktadir (Alyautdin, 1999; Cetin ve Capan, 2004).

Etkin madde yiiklii nanopartikiillerin beyne ulasarak kan beyin bariyerini
gectigi bircok caligma ile kanitlanmistir. Fakat 40-80 nm partikiil biiyilikliigiine
sahip lipozomlar KBB’yi gecemezken daha biiylikk nanopartikiiller KBB’yi
gecebilmektedir. Nanopartikiillerin farmakolojik etkisi bu yapilarin formiilasyonu
ile ilgilidir. Bu yapilar1 stabilize etmek igin polisorbat 80 gibi ylizey aktif
maddeler (surfaktantlar) kullanilmaktadir. Bilindigi gibi bu yiizey aktif maddeler,
KBB’nin agilmasina neden olmaktadir (Masserini, 2013). Olivier et al. (1999),
tarafindan nanopartikiil (etkin madde/polisorbat 80) kompleksinin KBB’yi

gecmesinden, formiilasyondaki ylizey etkin maddenin sorumlu oldugu
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gosterilmistir. Genel anlamda nanopartikiillerin KBB’yi ge¢cmesinde etkili oldugu

diisiiniilen diger mekanizmalar ise asagidaki sekilde 6zetlenebilir:

e Nanopartikiillerin kapiler duvarma adsorbe olmasi ve artan
konsantrasyondan dolay1 KBE’yi ge¢mesi

e Nanopartikiillerin sikilastirilmis  kavsaklarin agilmasina neden
olmasi

e Nanopartikiillerin endotel hiicreler tarafindan endositoz yolu ile

alinmas1 (Masserini, 2013)

2.7. Beyin Tiimorleri

Beyin tiimorleri terimi, merkezi sinir sistemi ve beyinde biiyiiyen olduk¢a
genis araliktaki tlimorleri kapsamaktadir. Genel olarak beyin tiimorleri; glial
timorler ve medulloblastoma gibi beyinde olusan birincil tiimorler ve beyin
disinda olusup metastaz ile beyine tasinan ikincil tiimdrler olmak tizere iki gruba
ayrilirlar. Ayrica beyin ve omuriligi kaplayan meninjiyal tabakada olusan
meninjiyomalar da beyin tiimorii olarak smiflandirilirlar. Birincil beyin
timorlerinden kotii huylu glial tiimdrler veya gliomalar tiim kanser 6limlerinin

yaridan fazlasidan sorumludur (Kemper et al., 2004).

Beyin tiimdrlerine cerrahi  miidahalenin  olduk¢a riskli  oldugu,
kemoterapinin kullanilamadigi ve ya yetersiz kaldigi durumlar olugsmaktadir. Bu
nedenle beyin tiimorlerine yonelik nanopartikiil ¢alismalar1 6nem kazanmaktadir.
Bu tez c¢alismasi kapsaminda yapilan partikiillerin teorik olarak kan beyin

bariyerinden ge¢mesi hedeflenmistir.

2.7.1. Noroblastoma

Noroblastomlar, sinir hiicrelerinde olusan ko&tii huylu solid tiimorlerdir.
Bunlar sempatik sinir sistemi tlimorleridir. Genellike erken yasta goriilen bu
tiimor; ¢ocukluk doneminde ikinci en sik rastlanan malign tiimor ve bebeklik

doneminde en yaygin goriilen solid tiimordiir (Aydm et al., 2013).
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Noroblastomlar, merkezi sinir sistemi (MSS tliimorleri, beyin tiimorleri)
timorlerinden sonra en sik rastlanan solid tiimorlerdir. Mainz Alman Cocuk
Kanserleri Veri Bankasinin agiklamalarma gore Almanya’da her sene 14 yas
altindaki ¢ocuklarin i¢inden yaklasik 140 tanesi ¢cocuk ve geng ndroblastomuna
yakalanmaktadir. Dolayistyla her sene 15 yas alti 100.000 cocuktan yaklasik
birinde bu hastalik goriilmektedir (Yiallouros, 2003; Aksoylar, 2010).

Bu tez galigmasi kapsaminda kullanilan Neuro 2A hiicre hatti, beyinde
olusan néroblastoma tiimorlerinden (farelerden) izole edilmis bir néroblast hiicre
hattidir. Calismada teorik olarak kan-beyin bariyerini gegmesi beklenen yaklagik
100nm boyuttaki antosiyanin yiiklii nanopartikiillerin beyin tiimérlerine karsi

sitotoksik aktivitesi incelenmistir.

2.8. Cevap Yiizey Yontemi (CYY)

Cevap ylizey yontemi, CYY (Response Surface Methodology, RSM),
“Denemelerin Optimum Kosullara Ulagmasi” adi ile 1951 yilinda Box ve Wilson
tarafindan tasarlanmis, gelistirilmis ve ilk olarak kimya endiistrisine uygulanmistir

(Kog¢ ve Kaymak-Ertekin, 2009).

Cevap ylizey yOntemi, birden fazla etken degerinin, cevap degiskeni
iizerindeki etkisini ortaya koymak ve etken degerlerinin kombinasyonlar1 arasinda
cevap degiskenini maksimum (ya da minimum) yapan degeri (degerleri) bulmak
amaciyla kullanilmaktadir. Bir prosesi etkileyen parametrelere, bagimsiz degisken
ve bu bagimsiz degiskenlere baglh tanimlanan fonksiyona ise bagimli degisken ya

da cevap (yanit) ad1 verilmektedir (Bas, 2010).

Bu yontem cevap ve bagimsiz degiskenler arasindaki iliskinin tanimlanmasi
icin kullanilan bir dizi matematiksel ve istatistiksel teknikten olusmaktadir. Bu
teknikler islemdeki bagimsiz degiskenleri tek basina ya da kombinasyonlu olarak
cevap lzerindeki etkilerini aragtirmaktadir. Cevap ylizeyi yonteminde ilk adim
cevap degiskeni lizerinde etkisi oldugu disiiniilen etkenleri yani bagimsiz
degiskenleri belirlemektir (Bag and Boyaci, 2007). CYY’ nin uygulanmasi i¢in

aragtirmaci siire¢ hakkinda genel bir bilgiye sahip olmali, siireci etkileyen
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bagimsiz degiskenler igin bir isletme bdlgesi ve bir deneme bolgesi belirlemelidir
(Urkiit, 2007). Bu adimdan sonra, cevap yiizeyi yonteminde deney tasarmmi,

regresyon modelleme ve optimizasyon teknikleri i¢ ice kullanilir (Bas and Boyaci,
2007).

Bagimsiz degiskenler ile yanit arasindaki matematiksel iliskiyi
modellemek ve bu modeller i¢in maksimizasyon ya da minimizasyon (kisaca
optimizasyon) yapmak kompleks ve tekrar eden hesaplamalar1 i¢cerdiginden CYY,

bilgisayar programlari ile kolayca ve ¢ok kisa bir siirede yapilabilmektedir.

2.8.1. Merkezi tiimlesik tasarim (Central composite design)

Prosesler bir¢ok faktor tarafindan etkilenen karmasik sistemlerdir. Cevap
almak i¢in tasarlanan deneysel tasarimlar ile sistemin fonksiyonlarla ifade
edilmesi ve bagimsiz degiskenler arasindaki iliskinin hangi araliklar arasinda

degisecegi belirlenir (Oba, 2012).

Merkezi tiimlesik tasarim (Central Composite Design, CCD) en sik
kullanilan tasarimi ydntemlerinden biri olup, ana noktalar diginda deneysel
calisma ve tekrar imkani saglamaktadir. Bu ikinci dereceden deneysel tasarimin
amaci optimum kosullarin belirlenmesi ve optimum kosullarm saglandigi

bagimsiz degiskenlerin etki alaninin belirlenmesidir.

2.9. Taguchi Metodu

Klasik deney tasarimi ¢alismalarinin yiiksek maliyetli olmasi, uzun zaman
gerektirmesi ve uygulamada ki zorluklar1 nedeniyle, 1986 tarihinde Genichi
Taguchi kendi adiyla anilan Taguchi Metodu yaklagimini ortaya atmigtir. Taguchi
yontemi, parametre tasarimi, sistem tasarimi ve tolerans tasarimi iizerine
kurulmus bir deney tasarim ve optimizasyon yontemidir. En yaygin olarak, kalite
giivence sistemleri kapsaminda toplanan verilerin, istatistiksel analizinde

kullanilmaktadir (Salkim, 2012).
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Taguchi Metodu ile deney Oncesinde yapilan ayrmtili analiz ve
degerlendirmelerle gereken deney sayisini dnemli sekilde diisiimiis bu da zaman

ve maliyet kaybinin artmasini engellemistir.

Taguchi’nin deney tasarim yontemi, farkli parametrelerin, farkli seviyeleri
arasindan optimum kombinasyonu saptamak amagli kullanilan oldukg¢a yararli bir
faktoriyal dizayn yontemdir (Giiral, 2003). Her bir parametrenin, her bir
seviyesini i¢eren tiim kombinasyonlar i¢in oldukca fazla deneysel calisma
yapilmas1 gereken durumlarda, Taguchi yontemi kullanilarak, ¢ok daha az sayida

deneysel ¢alisma ile sonuca ulagsmak miimkiin olmaktadir.

Bu yontemde her bir bagimsiz degisken iki diizeye sahiptir ve en az deney
sayisi ile en fazla ¢iktinin alinmasi amaglanmaktadir. Baslangicinda ¢ok fazla
bilgi sahibi olunmayan prosesler i¢cin etkili olan faktorlerin belirlenmesinde ve

diger metotlarin yonlendirilmesinde kullanilabilmektedir (Celik, 2011).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Siyanidin-3-glikozit

Polikaprolakton (PCL)

Diklorometan (DCM)

Tween 20

Tween 80

Polivinilalkol (PVA)

Sodyum karboksimetilseliiloz (NaCMC)
Kolesterol

Dietileter

Disodyum hidrojen fosfat (Na,HPQOy,)
Potasyum kloriir (KCI)

Sodyum kloriir (NaCI)

Sodyum asetat (CH3;COONa)

Phytolab, Almanya
Sigma Chem. Co., ABD
Merck, Almanya
Merck, Almanya
Merck, Almanya

Sigma Chem. Co., ABD
Sigma Chem. Co., ABD
Panreac AppliChem., Almanya
Merck-Almanya
Merck-Almanya
Merck-Almanya
Merck-Almanya
Merck-Almanya

3.1.1. Nanopartikiiler sistemlerin hazirlanmasinda kullanilan yiizey aktif

maddeler

Tween 20

Tween 20, IUPAC adlandirmasiyla Polioksietilen sorbitan monolaurat,

stabilitesi ve toksik olmamasi sebebiyle c¢esitli bilimsel ve farmakolojik

calismalarda emiilsifiyer olarak kullanilan non-iyonik bir yiizey aktif maddedir.

Molekiil agirlig1 yaklasik 1227 g/mol’ diir ve kimyasal yapis1 Sekil 3.1° de

gosterilmistir.
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Sekil 3.1. Tween 20’ nin molekiiler yapisi

WX+y+2=20

Tween 80

Tween 80, IUPAC adlandirmasiyla Polioksietilen sorbitan monooleat,
stabilitesi ve toksik olmamasi sebebiyle c¢esitli bilimsel ve farmakolojik
calismalarda emiilsifiyer olarak kullanilan non-iyonik bir yiizey aktif maddedir.
Molekiil agirhigr yaklasik 1310 g/mol’ diir ve kimyasal yapist Sekil 3.2° de

gosterilmistir.

]
O\/%VO ~
0 O/\%;OH
HOMO ’ O/\%OH

wH+x+y+z=20

Sekil 3.2. Tween 80’ nin molekiiler yapisi

Poli(vinilalkol) (PVA)

Suda ¢6ziinebilir sentetik bir polimer ve emiilsifiye edici ajan olan PVA’nin
molekiil agirligi 13,000-23,000 arasindadir ve kimyasal yapis1 Sekil 3.3 *de

gosterilmistir.

OH

1A

Sekil 3.3. PVA’ nin molekiiler yapist
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Sodyum Karboksimetilseliiloz (NaCMC)

Sodyum Karboksimetil Selilloz (NaCMC); dogal seliilozun, seliiloz
halkasindaki hidroksil gruplarinin, karboksil gruplariyla yer degistirilip
eterlestirilmesiyle iiretilen, suda c¢oziinebilir anyonik polimerin sodyum tuzu
olarak tanimlanmaktadir. Molekiil agirligi yaklasik 262g/mol’ diir ve kimyasal
yapist Sekil 3.4° de gosterilmistir

RO..
. J 0OTH
RO KOR H=Hor
L 0
% .
AOR 7 OR | 5
HD OR UJNa

Sekil 3.4. Karboksimetil seliiloz’ un molekiiler yapisi

3.2. Kullanilan Ekipmanlar ve Malzemeler

Manyetik karistirict IKA C-Mag HS-7
Hassas terazi Precisa XB 220 A
Homojenizator IKA T25 Ultra turrax
Homojenizator Yellowline, D125
Partikiil biiyiikliigii 6l¢tim cihazi Zetasizer-NanoZS Malvern
pH metre Mettler Toledo
Ultrasonik banyo Everest CLEANEX-401
Calkalayici Sartorius, Certomat
Ultrasantrifiij Sigma 3K30

Vorteks Heidolph, REAX
Otomatik Mikropipetler Eppendorf

Plastik enjektor Ayset (Tiirkiye)

UPLC (Ultra yiiksek basingli sivi Thermo Scientific, USA

kromatografisi)
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DSC (Diferansiyel Taramali Kalorimetre)  T.A. Instrument Q10, USA
SEM (Taramali Elektron Mikroskobu) FEI Quanta 250 FEG, USA

3.3. Kara Havuc¢ Antosiyaninlerinin Ekstraksiyonu

Deneysel caligmalarda kullanilan kara havug¢ (Daucus carota L. ssp.)

Bornova-izmir semt pazarindan alimmis ve bir takim 6n islemlere tabi tutulmustur.

Oncelikle yikanan havuglar kii¢iik parcalara ayrilmis ve daha sonra oda

sicakliginda kurutulmaya birakilmistir. Kuruyan kara havuclar blendirda homojen

hale gelene dek pargalanmustir. Elde edilen kara havug tozu + 4°C’ de karanlik

ortamda ve nem almayacak sekilde muhafaza edilmis ve stok olarak

kullanilmastir.

Kurutulmus ve ogitilmiis kara havug oOrneklerinden antosiyaninlerin

ekstraksiyonu iki farkli teknik ile gergeklestirilmistir. Bunlar;

Tekrarli ultrasonik ekstraksiyon: 1 g kara havug tizerine 10 ml distile su

eklenmis ve ultrasonik banyoda 1 saat boyunca 50°C, 70Mhz ° de
ekstraksiyon gergeklestirilmistir. Ardindan ekstre filtre kagidi ile siiziilmiis
ve ortamdan ayrilmistir. Kati kisim iizerine tekrar 10 ml distile su
eklenerek ayni kosullarda ekstraksiyona devam edilmistir. Bu isleme kara
havugtan renk elde edilemeyene dek devam edilmistir. Islem sonunda
toplanan ekstre analizler yapilincaya kadar 1s1k almayacak sekilde 4°C’ de
saklanmustir.

Aseton ekstraksiyonu: 1g kara havug iizerine %70 aseton i¢eren 10ml

distile su eklenmis ve 24 saat boyunca manyetik karsitiricida, oda
sicakliginda ekstraksiyon gerceklestirilmistir. Siire sonunda karisim filtre
edilmis ve ekstrakt analizler yapilincaya kadar 151k almayacak sekilde 4°C’

de saklanmustir.

3.3.1. Toplam antosiyanin miktarimin pH diferansiyel yontem ile belirlenmesi

Kara havug ekstrelerinin toplam antosiyanin miktarmin belirlenmesi igin

Fuleki and Francis (1968) tarafindan Onerilen ve Giusti and Wrolstad (2001)
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tarafindan gelistirilen pH diferansiyel yontemi uygulanmigtir. Bu yontemin ¢ikis
noktasi, antosiyaninlerin pH 1.0' de renkli oksonium formunun, pH 4.5'de ise,
renksiz hemiketal formunun egemen olmasma dayanmaktadir. Buna gore, ortam
pH 1.0 ve 4.5 oldugu zaman olgiilen absorbans degerlerinin farki, dogrudan

antosiyanin konsantrasyonu ile orantili bulunmaktadir.

Bu amagla 0,025 M potasyum kloriir ve 0,4 M sodyum asetat tampon
cozeltileri hazirlanarak 6rnekler bu tamponlar ile seyreltilmistir. KCI tamponu pH
1 ve CH3COONa*3.H,0 tamponu pH 4,5 olarak %30’luk HCI ile ayarlanmistir.
Seyreltilen numuneler karanlik ortamda 15 dk bekletildikten sonra absorbanslar1
520 nm ve 700 nm’de UV spektrofotometre ile belirlenmistir. Sonug¢lar mg
siyanidin-3-glukozit es degeri cinsinden asagidaki denklem kullanilarak ifade
edilmistir.

(A) (MW) (SF) 1000
Toplam antosiyanin miktart (mg/L) =

(e) (L)
A=((As10-A700) pH1- (As10-A700) pH45))
MW: 484,84 g/mol (Cy-3-gly)
SF: Seyreltme faktorii
€ : Molar absorpsiyon katsayisi, (26900)

L: Absorbans 6l¢tim kiivetinin tabaka kalmligi, (1 cm)

3.3.2. Antosiyaninlerin ultra-yiiksek basin¢h sivi kromatografisi (UPLC) ile

belirlenmesi

Calismalar sonucu elde edilen 6rneklerin kromatografik analizleri Ace C-18
150 mm x 4.0 mm X 5 pm column (Advanced Chromatography Technologies Ltd,
Aberdeen, Scotland) kolonu kullanilarak, PDA dedektorlii Accela UPLC (Thermo
Fisher Scientific Inc., Massachusetts, USA) cihazinda gerceklestirilmistir.
Kromatografide mobil faz olarak %0.01 TFA igeren Su (A) ve Asetonitril (B)

kompozisyonu kullanilmigtir. UPLC metodu Cizelge 3.1 de sunulmustur. Analiz
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boyunca akis hizt 500 pl /dak olarak ayarlanmis, 10 ul enjeksiyon hacmi ile
calisilmis ve analizler 520 nm dalga boyunda gerceklestirilmistir.

Cizelge 3.1. UPLC Metodu

Zaman Ak
dak. | A% | B% | ok
0 85 | 15 500
4 85 | 15 500
7 81 | 19 500
18 76 | 24 500
20.01 5 95 500
22.00 5 95 500
22.01 85 | 15 500

25.00 | 8 | 15 | 500

Antosiyaninlerin UPLC ile analizi i¢in standart olarak siyanidin-3-glikozit
kullanilmugtir. Kalibrasyon egrisi i¢in siyanidin-3-glikozit’ in su igerisinde 5 farkli
konsantrasyonu (500 pg/ml, 250 ug/ml, 125 pg/ml, 61,25 pg/ml, 31,125 pg/ml)

hazirlanmig ve analiz edilmistir (Sekil 3.5).

0 2,0e+0 4,0e+0 6,0e+0

Alan
Sekil 3.5. UPLC Kalibrasyon egrisi

Kalibrasyon egrisinin denklemi; y= 7,22697e-006x+7,00702 (y=alan,
x=konsantrasyon), R? degeri; 0,999836 (RF Stdev: 1,03993e-005) olarak

belirlenmistir.
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3.4. Cift Emiilsiyon Coziicii Buharlastirma Yoéntemi ile Enkapsiilasyon
3.4.1. On formiilasyon calismalan

Calisma i¢in uygun olan enkapsiilasyon yontemini belirlemek igin ekstre
yiikleme asamasina gegmeden dnce vezikiil olusumunu gézlemek ve formiilasyon
hazirlamada kullanilacak uygun parametreleri segmek amaciyla bos partikiiller

hazirlanmistir.

Cift emiilsiyon ¢oziicli buharlastirma yontemi ile 6n formiilasyonlar farkl
ylizey aktif maddeleri kullanilarak hazirlanmistir. Bu amagla ilk faz i¢in distile su,
ikinci faz i¢in farkli oranlarda diklorometan (DCM) igerisinde polikaprolakton
(PCL) ¢ozeltisi ve tliglincii faz olarak da yilizey aktif madde olarak polivinilalkol
(PVA), tween 20 veya sodyum karboksi metilseliiloz (NaCMC) ‘nin su
icerisindeki ¢ozeltisi Cizelge 3.2° de verilen degerlerde kullanilmistir.
Formiilasyon i¢in en uygun ylizey aktif maddenin se¢imi ve kullanilacak

miktaribu caligmalar sonucunda belirlenmistir.

Cizelge 3.2. Cift emiilsiyon yontemi 6n formiilasyon calismalar1

Yiizey aktif
PVA NaCMC Tween 20
madde

%0.2 %0.2 %0.2

YAM %0.4 %0.4 %0.4

oranlar1 %0.6 %0.6 %0.6

(wWiv) %0.8 %0.8 %0.8

%1 %1 %1

Uygulama basamaklar1 ise su sekildedir; distile sudan olusan birinci faz
8000 rpm hizda karistrma sirasinda yavas yavas ikinci faza eklenmistir. Elde
edilen emiilsiyon yine 8000 rpm karistirma hizinda {igiincii faza eklenmis ve
eklemenin ardindan karistirmaya 1 dakika daha devam edilmistir. Olusan karisim
coziiciiniin (DCM) tamami buharlagana kadar oda sicakligimda 600 rpm’ de

manyetik karistiricida karigtirilmstir.
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Emiilsiyonu olusturan ilk su fazi i¢in biitiin ¢calismalarda sabit olarak 3ml
distile su ve organik faz i¢in 7 ml DCM (diklorometan) igerisinde 30mg PCL
(polikaprolakton) ¢dzeltisi kullanilmustir. Ikinci su fazi olarak ise toplam hacmi 20
ml olan, farkli oranlarda yiizey akfit madde iceren distile su kullanilmigtir. Elde

edilen partikiil ¢ozeltileri 6lciimler yapilana kadar +4°C’ de saklanmustir.

3.4.2. Cift emiilsiyon ¢6ziicii buharlastirma yontemi ile partikiillerin

hazirlanmasi

Cift emiilsiyon olustururken siire¢ lizerinde etkili olabilecegi diisiiniilen ve
optimizasyon ¢alismasinda kullanilan parametreler ve bu parametrelerin seviyeleri

Cizelge 3.3° de belirtilmistir.

Cizelge 3.3. Deneysel tasarimda kullanilan enkapsiilasyon parametrelerinin (bagimsiz

degiskenlerin) seviyesi

Seviye
Faktor Parametre -1 +1
X1 Besleme siiresi (dak) 0.5 5
X2 Karistirma siiresi (dak) 15 5
X3 Sicaklik (°C) 4 25
X4 Karistirma hizi (rpm) 8000 24000
X5 PCL: DCM orani 1 2
X6 Yiikleme miktar1 (pg/ml) 6 18
X7 Tween 20 konsantrasyonu (%) 0.5 5

Design Expert programi kullanilarak ilgili parametreler icin deneme deseni
olusturulmus ve deney tasarimi ‘Taguchi Metodu’ olarak secilmistir. Taguchi
metodunun se¢ilme amaci ise ¢alisma tizerinde etkili olan faktorlerin daha kisa
zamanda ve daha az deneme sayisi ile belirlenebilmesini saglayabilmesidir. Her
bir parametre i¢in 2 seviyede toplamda 7 faktor ile 8 deneme yapilmustir (Cizelge
3.4).
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Cizelge 3.4. Cift emiilsiyon yontemi i¢in olugturulan deney tasarimi

Deneme | Besleme | Karistirma | Karigtirma | PCL: | Yiikleme | Tween | Sicaklik
siiresi stiresi hizi (rpm) | DCM | miktar1 20 (°O)
(dak) (dak) orani | (ug/ml) | Kons.(%)

1 0.5 5 24 000 1 6 5 4

2 5 5 24 000 2 6 0.5 25

3 5 15 24 000 2 18 5 4

4 0.5 15 8 000 2 6 5 25

5 0.5 15 24 000 1 18 0.5 25

6 5 15 8 000 1 6 0.5 4

7 0.5 5 8 000 2 18 0.5 4

8 5 5 8 000 1 18 5 25

Cift emiilsiyon ¢oziicii buharlastirma ydntemi uygulamast 3 ayr1 faz

icermekte ve 2 basamaktan olusmaktadir. Fazlarin isimleri ve igerikleri su

sekildedir;

e S; faz: Toplam hacmi 3ml olan birinci su fazi, 6 ve 18pug/ml (kara havug

antosiyaninleri) oranlarinda ekstre igermektedir.

e Organik faz: Toplam hacmi 7 ml (DCM) olan organik faz, 30 mg ve 60

mg olmak iizere iki farkli miktarda PCL i¢cermektedir.

e S, faz: Toplam hacmi 20 ml olan ikinci su faziyiizey aktif madde olarak

%5 ve %0.5 oranlarinda tween 20 icermektedir.

Sekil 3.6° da kullanilan c¢ift emiilsiyon yOonteminin basamaklar1 ve her

basamakta kullanilan fazlarm gosterimi yapilmistir (Ahmed et al., 2012).
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. Ci:: (:"> DCM’ m buharlastinlmas:
- R
PCL
Kara havuc Tween 20
ekstresinin iceren su faz
sulu ¢ozeltisi

Tween 20
iceren su faz Ciftemiilsiyon
|
Sufaziicerisindeki tek

bir partikiil

Sekil 3.6. Kara havug ekstrelerinin ¢ift emiilsiyon ¢oziicii buharlastirma yontemi ile

enkapsiilasyonu

Uygulama basamaklar1 6n formiilasyon c¢aligmalarinda oldugu gibi
uygulanmustir. Ilk basamakta ekstreyi iceren S1 fazi, Ultraturrax homojenizatér ile
farkli karistirma hizlarinda (8000-17000 rpm) organik faza eklenmistir (Sekil 3.6).
Bu islem sirasinda organik faz, su banyosu igerisinde farkli sicakliklarda (4-
25°C) tutulmustur. Birinci su fazi ve organik fazdan olusan bu emiilsiyon, farkli
besleme siirelerinde yine bir dnceki basamakta oldugu gibi karistirma altinda
farkli oranlarda (%0.5-5) tween 20 iceren S2 faz igerisine eklenmis ve yaklasik 5
dakika karistrmaya devam edilmistir. Emiilsiyonlar olusturulduktan sonra
ornekler, organik c¢Oziiciiniin tamami ucana dek oda sicakliginda manyetik
karistiricida karistirilmistir. Elde edilen partikiil ¢ozeltileri dlgiimler yapilana

kadar +4°C’ de saklanmustir.
3.5 Niozom Yontemi ile Enkapsiilasyon
3.5.1. On formiilasyon calismalar

Niozom partikiillerini hazirlamak i¢in eter enjeksiyon yontemi kullanilmisg

ve 6n formiilasyon denemeleri yapilmisti. On formiilasyon denemelerinde
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niozomlar ekstre kullanilmadan bos olarak hazirlanmistir. Niozom i¢in yapilan 6n

formiilasyon denemeleri Cizelge 3.5 de verilmistir.

Cizelge 3.5. Niozom 6n formiilasyon denemeleri

Karistirict tipi Hiz (rpm)
Manyetik 900
karigtirict 1100

1400
Homojenizatér | 8000

9500

13500

Uygulama basamaklar1 su sekildedir; kolesterol ve noniyonik yiizey aktif
madde ¢eker ocak igerisinde dietil eterde ¢ozdiiriilmiistiir. Diger yandan pH 7.4
olan PBS (phosphate buffer saline) manyetik karistirici izerinde sicakligi ~60°C
¢ ye ayarlanmistir. Ardindan eter ¢ozeltisi siringaya cekilerek karistirma esnasinda
damla damla PBS ¢ozeltisi igerisine eklenmistir. Enjeksiyon islemi bittikten
sonra dietileter tamamen ucana kadar manyetik karigtiricida karistirma devam
etmigtir. Dietil eter tamamen buharlastiktan sonra elde edilen partikiil ¢ozeltileri

Olciimler yapilana kadar +4°C’ de saklanmustir.

3.5.2. Niozom yontemi ile partikiillerin hazirlanmasi

Optimizasyon i¢in yapilan denemelerde kullanilan parametreler ve bu

parametrelerin seviyeleri Cizelge 3.6’ da belirtilmistir.

Cizelge 3.6. Deneysel tasarimda kullanilan enkapsiilasyon parametrelerinin (bagimsiz

degiskenlerin) seviyesi

Seviye

Faktor Parametre -1 +1

X1 Kolesterol miktar1 (mg) 30 50
X2 Tween 20 miktar1 (mg) 200 400
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X3 Yiikleme miktar: (png/ml) 6 18
X4 Besleme siiresi (dak) 1 3

X5 Sonikasyon siiresi (dak) 30 45
X6 Ultrasonik prob kullanimi yok var
X7 Sicaklik (°C) 40 60

Design Expert programi kullanilarak ilgili parametreler icin deneme deseni
olusturulmus ve deney tasarimi ‘Taguchi Metodu’ olarak seg¢ilmistir. Her bir
parametre i¢in 2 seviyede toplamda 7 faktor ile 8 deneme yapilmistir Olusturulan

deney tasarimi Cizelge 3.7’ de verilmistir.

Cizelge 3.7. Niozom ydntemi i¢in olusturulan taguchi deney tasarimi

Deneme | Kolesterol | Tween Etken | Besleme Sonik Ultrasonik | Sicaklik
miktar1 20 madde stiresi banyo* prob* (CO)*
(mg) miktar1 | Kkons. (dak) (dak)
(mg) | (ug/ml)
1 50 200 18 3 30 - 40
2 50 400 6 3 30 + 60
3 50 200 18 1 45 + 60
4 30 200 6 1 30 + 40
5 30 200 6 3 45 - 60
6 30 400 18 1 30 - 60
7 30 400 18 3 45 + 40
8 50 400 6 1 45 - 40

*Ultrasonik banyo uygulamasi formiilasyon hazirlandiktan sonra ve dietileter ugurulduktan sonra
uygulanmustir. * (-) Ultrasonik prob kullanilmamis, (+) amplitude 60, cycle 1 olacak sekilde 1
dakika kullanilmistir. * PBS ¢ozeltisinin sicakligidir.

Bu ¢alismada 6ncelikle model etkin madde olarak kullandigimiz kara havug
su ekstresinin farkli konstanrasyonlarindan (Cizelge 3.7) 1ml alinarak 9 ml PBS
(phosphate buffer saline) (pH 7.4) ¢oOzeltisi igerisine eklenmistir. Ardindan
dietileter icerisinde ¢0zlinmiis kolesterol ve tween 20 karisimi siringa yardimi ile
damla damla PBS ¢o6zeltisine eklenmistir. Bu ekleme sirasinda sicaklik farkinin
yardimiyla eter buharlasmis ve partikiiller elde edilmistir. Uygulama sonrasi

manyetik karistiricida eterin tamaminin u¢masi beklenmistir. Dietil eter tamamen
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buharlastiktan sonra elde edilen partikiil ¢ozeltileri dlgiimler yapilana kadar +4°C’

de saklanmustir.
3.6. Partikiillerin Karakterizasyonu
3.6.1. Partikiil biiyiikliikleri ve dagilimlarinin incelenmesi

Cift emiilsiyon ve niozom teknikleri ile hazirlanan partikiillerinin boyut ve
polidispersite indeksi tayinleri, dinamik 151k sacilimi (DLS) prensibi ile ol¢iim
yapan Zeta-Sizer (Malvern, Ingiltere) cihazi kullanilarak yapilmistir. Analizler
25°C° de, 175°lik sagilim agis1 kullanilarak yapilmistir. Orneklerden 400pul
alinarak ultra saf su ile yari1 yariya seyreltilmis ve polisitren kiivet igerisine
konularak gerekli Ol¢iimler gerceklestirilmistir. Partikiil boyutu 6l¢limii her bir

numune i¢in 3 kez tekrarlanmistir.
3.6.2. Partikiillerin goriintiilenmesi

Belirlenen sonug¢ formiilasyonu ile elde edilen bos ve ekstre yiiklii niozom
partikiillerinin morfolojik incelemeleri FEI Quanta 250 FEG marka Taramali
Elektron Mikroskobunda (SEM) gerceklestirilmistir. Biitiin O6rnekler liyofilize
edildikten sonra analizler yapilmistir. Toz halindeki partikiiller 6rnek haznesine
yerlestirildikten sonra vakum altinda, Emitech K550X sputter coater ile yaklasik
100 A kalmliginda altin tabakasi ile kaplanmustir. Daha sonra taramali elektron

mikroskobu ile goriintiileri alinmistir.

Tez calismasinda elde edilen bos ve yiikli formiilasyonlarm SEM
goriintiilemesi, Izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii, Malzeme Arastirma Merkezi’

nde yapilmistir.
3.6.3. Diferansiyel Taramah Kalorimetre (DSC) analizi

DSC, kimyasallarin termal analizinde kullanilan termoanalitik bir
yontemdir. Termal analiz, incelenen numuneye ait bir fiziksel 6zelligin sicakligin

fonksiyonu olarak olciildiigii veya bir tepkimede sogurulan ya da agiga ¢ikan
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1smin izlendigi yontemleri igeren bir analiz teknigidir. Calismada kullanilan kara
havug ekstresi, belirlenen sonu¢ formiilasyonu ile elde edilen bos niozom ve
ekstre yiiklii niozom partikiillerine ait DSC diyagramlar1 T.A. Instrument Q10
marka diferansiyel taramali kalorimetre kullanilarak elde edilmistir. Biitiin
ornekler liyofilize edildikten sonra analizler gergeklestirilmistir. DSC deneylerinin
tiimii azot atmosferinde gergeklestirilmis ve gaz akis hizt 50 mL/dakika olarak
ayarlanmigtir. Tim DSC oOlglimleri i¢in 20-200°C sicaklik araliginda ve
10°C/dakika 1sitma hizinda calisilmistir. Ornekler 6zel olarak DSC analizi icin
kullanilan alumina pan kaplarmin igerisine yerlestirilmis ve referans olarak da

alumina standardi kullanilmustir.

Tez ¢alismasinda elde edilen formiilasyonlarm DSC analizi, Izmir Yiiksek
Teknoloji Enstitlisii, Jeotermal Enerji Arastirma ve Uygulama Merkezi’® nde

yapilmistir.

3.6.4. Partikiillerin yiikleme veriminin belirlenmesi

Bolim 3.5.2° de yapilan optimizasyon c¢aligmalari sonucu elde edilen
optimum partikiil biiyiikliigii ve dagilima sahip formiilasyonun yiikleme verimi
belirlenmistir. Etkin madde yiikleme veriminin belirlenmesine yonelik olarak
nanopartikiil formiilasyonunun hazirlanmasi sirasinda dis sulu fazda serbest halde
kalan etkin madde miktar1 belirlenmis ve dolayli yoldan, nanopartikiil igerisine

hapsedilen madde miktar1 hesaplanmistir.

Bu amagla, sec¢ilen formiilasyon ile hazirlanan partikiiller 20 000 rpm’ de 30
dakika santrifiij edilerek ortamdan ayrilmistir. Santrifiij sonrast kalan
slipernatantin (list faz) hacmi belirlenmis ve icerigindeki antosiyanin miktar1 pH
diferansiyel yontemi ile analiz edilmistir. Ayn1 zamanda formiilasyonda kullanilan
ekstre de pH diferansiyel yontemi ile analiz edilmis ve elde edilen sonuglar Boliim
3.3.1° de belirtilen formiilde yerine konularak miktarlar belirlenmistir. Yiikleme

verimi hesaplamast i¢in kullanilan formiil ise agagidaki gibidir;
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Etkin madde yiikleme verimi (%) = {(K1 — K2)/K1} x 100

e KI1: Nanopartikiil formiilasyonu hazirlanmasinda kullanilan antosiyanin
miktari
e K2: Su fazinda (slipernatant) serbest halde nanopartikiillere yiikklenmeden

kalan antosiyanin miktari

3.6.5. Invitro sahm ¢cahsmalari

Niozom partikiillerinden in vitro antosiyanin salimi pH 7,4 PBS ortaminda
UPLC sistemi kullanilarak gergeklestirilmistir. Salim kinetigi i¢in Oncelikle
hazirlanan partikiil formiilasyonu 20 000 rpm “ de 30 dakika santrifiij edilmis ve
stipernatant yiikleme verimi analizi i¢in ayrilmistir. Coken pellet 1 kez distile su
ile yikanmis ve ardindan salim caligmalar1 i¢in yine 1 ml distile su igerisinde
homojenize edilmistir. Diyaliz torbasinin icerisine formiilsyon eklendikten sonra
iki ucu da baglanmis ve 100 ml-50 ml PBS (pH 7.4) igeren beher igerisine
konulmustur. Yatay calkalayict da 37 + 0,5 °C sicaklikta, 100 rpm (devir/dk)
hizda deney gerg¢eklestirilmistir. Bu ortamdan 0., 15., 30., 45., 60., 90., 120., 180.,
240. dakikalarda ve sonrasinda analiz sonuglarma bagli olarak farkli zaman
araliklarinda 1ml 6rnek almmistir. Ornek alimlarindan sonra alman miktar kadar
PBS ortama eklenmistir. Salimi1 etkilememesi i¢in sonradan eklenen PBS ¢ozeltisi

de yine 37°C  de ki ortamda muhafaza edilmistir.

3.7. In vitro Sitotoksisite Calismalar:

Kara havug ekstresinin ve yiiklii niozomlarmn in vitro sitotoksik 6zellikleri
MCF7 (insan meme Kkanseri), Saos-2 (osteojenik sarkoma), A549 (akciger
kanseri), MDA-MB (insan meme adenokarsinoma), Neuro2A (beyin tiimdr),
NA2A kanser hiicre hatlarinda ve Vero normal hiicre hattinda incelenmistir.
Hiicre hatlar1 % 10 fetal bovin serum (FBS), L-glutamin (2 mmol/L), penisilin
(100 U/ml) igeren DMEM besi ortamlarinda 37°C* de % 5 CO; i¢eren atmosfer

ortaminda 24 saat inkiibasyona birakilmigtir.
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Hiicreler 24 saatlik kiiltivasyon sonrasit % 10 FBS iceren DMEM
besiyerinde siispansiyon haline getirilmis ve mikroskop ile hiicre sayimi
yapilmistir. Hiicre siispansiyonu 96 kuyucuklu hiicre kiiltlir plakalarinin her
kuyucuguna 6000 hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekilmistir. Kara havug ekstresi ve
ekstre yiiklii niozom partikiilleri DMSO igerisinde, 100-6.25 pg/ml seyreltmelerde
hazirlanmig ve hiicre hatlar1 lizerine eklenmistir. Negatif kontrol olarak DMSO
kullanilirken, pozitif kontrol olarak doksorubisin kullanilmis ve biitiin denemeler
2 tekrarl olarak gerceklestirilmis ve hiicre kiiltiir plakalar1 37°C’de % 5 CO;

iceren atmosfer ortaminda 72 saat inkiibasyona birakilmaistir.

72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda her bir kuyucuga 25 pL (5 mg/mL)
MTT boyasi eklenmis ve MTT boyasmin canli hiicreler tarafindan formazan tuzu
haline doniistiiriilebilmesi i¢in 37°C de 4 saat inkiibe edilmistir. Bu siirenin
sonunda formiilasyon MTT kuyucuklardan uzaklastirilmis ve her bir kuyucuga
150 uL DMSO eklenerek plaka okuyucuda (ELISA) 570 nm-690 nm dalga
boyunda renk degisimi belirlenmistir.

Tez ¢alismasi kapsaminda yapilan tiim sitotoksisite ¢alismalar1 Dog. Dr.

Canan Sevimli Giir tarafindan gergeklestirilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Kara Havu¢ Antosiyaninlerinin Ekstraksiyonu

Kara havug¢ antosiyaninlerinin, tekrarli ultrasonik ekstraksiyon ve aseton
ekstraksiyonu Bolim 3.3 de bahsedildigi sekilde gergeklestirilmistir.
Antosiyaninler polar yapida bilesikler oldugundan ¢oziicii olarak su kullanilacagi
daha onceki denemeler ile belirlenmistir. Ayrica etanol, metanol gibi ¢oziiciilere
gore ucuz olmasi ve sitotoksik etkisinin olmamasi da suyun bu ekstraksiyon

calismasi i¢in secilmesinde etkili olmustur.

Ekstraksiyon sonrasi biyokiitle siiziildiikten sonra elde edilen ekstrelerin
toplam antosiyanin igerikleri Boliim 3.3.1° de agiklanan pH diferansiyel yontemi
ile belirlenmistir. Ultrasonik ekstraksiyon sonucu elde edilen ekstrenin toplamda
2.378 mg antosiyanin (siyanidin-3-glikozit eslenigi) igerirken, aseton
ekstraksiyonu sonucu elde edilen ekstrenin toplamda 1.392 mg antosiyanin
icerdigi belirlenmistir. 1 g kuru kara havuctan elde edilen toplam antosiyanin
miktarlarina bakildiginda tekrarl ultrasonik ekstraksiyonunun veriminin yaklasik
2 kat fazla oldugu hesaplanmistir. Bu da ekstraksiyon sirasinda tekrarli
basamaklarin birim kuru maddeden toplam antosiyaninlerin eldesinde basarili

oldugunu gostermektedir.

Literatiir ile karsilastirildiginda 1 g kuru maddeden elde edilen miktarlarin
her iki ekstraksiyon yontemi i¢in de oldukga iyi oldugu belirlenmistir. Algarra et.
al. (2014) yaptiklar1 ¢alismada 100 g taze kara havugtan etanolisu (1:1)
ekstraksiyonu ile toplamda 93.8 ve 126.4 mg antosiyanin elde etmislerdir. Bu
miktarlar 1 g i¢in diistiniildiigiinde (0.938 ve 1.264 mg/g) c¢alismamizda elde
edilen miktarlar (1.392 ve 2.378 mg/g) her iki yontem i¢in de bu degerlerden daha
yiikksek konsantrasyona sahiptir. Burada suyun kara havuctan antosiyanin
ekstraksiyonunda diger c¢oOziiciilere gore daha etkili oldugu ve tekrarh

basamaklarin ekstraksiyon verimini arttirdig1 sonucuna ulasilmigtir.
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4.2 Cift Emiilsiyon Coziicii Buharlastirma Yontemi ile Enkapsiilasyon
4.2.1. On Formiilasyon Cahsmalar

On formiilasyon calismalarinda c¢ift emiilsiyon ¢dziicii buharlastirma
yontemi ile cesitli ylizey aktif maddelerin farkli oranlarmmn (% 0.2-1) partikiil
boyutuna olan etkisi incelenmistir. Bunun i¢in Polivinil alkol (PVA), NaCMC
(Sodyum karboksimetil seliiloz) ve tween 20 Cizelge 4.1° deki oranlarinda
kullanilmistir. Emiilsiyon olusturma basamaklarinda 8000 rpm hizda yiiksek

devirli homojenizator 1,5 dakika siire ile kullanilmustir.

Hedeflenen boyutlarda nanopartikiiller elde edebilmek i¢in farkl
surfaktantlar kullanilarak yapilan denemelerin sonuglar1 asagida tablo halinde

gosterilmistir (Cizelge 4.1).

NaCMC ve PVA’ in kullanildig1 denemelerde yiizey aktif madde oranlarinin
artmast ile genel olarak partikiil boyutunun artti1 saptanmustir. Ozellikle NaCMC
ile hazirlanan ¢ift emiilsiyon partikiillerin stabilitesi yiiksek olmasina karsin boyut

acisindan ¢alismamizin amacina uygun diismemektedir (Cizelge 4.1.).

Yiizey aktif madde olarak PVA ‘lin kullanildig1 denemelerde ise bir gece
+4°C’ de bekleme sonucu partikiillerin agrege oldugu ve ¢oktiigli gdzlenmistir.
Bu ¢6kme sonrasinda partikiil ¢ozeltisini tekrar homojen hale getirmek amaciyla
calkalama uygulandiginda ise 6nce bulanik bir goriintii olugsmakta ve ardindan
yine partikiillerin ¢oktiigli gbézlenmektedir. Rosca et al. (2004) yaptiklar
caligmada yiizey aktif madde olarak PV A ve polimer olarak PLGA kullanarak ¢ift
emiilsiyon ¢6ziicli buharlastirma ile partikiiller olusturmuslar ve herhangi stabilite
sorununa ile karsilagsmamislardir. Bu bilgiye dayanarak stabilite sorununun PVA’
nin ¢aligmada kullanilan PCL polimeri ile uyum gdstermedigi ve kullanilan teknik

icin uygun bir yiizey aktif madde olmadig1 sonucuna varilmistir.

Tween 20’ nin kullanildig1 denemeler sonucunda ise farkli olarak ylizey
aktif madde konsantrasyonunun artis1 ile partikiil boyutunun kii¢iildiigii
belirlenmis ve en diisiik partikiil boyutuna (202 nm) tween 20 ile ulagilmustir.

Partikiil boyutlarmm tween 20 miktar: ile ters orantili olarak azalmasi ise tween
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20 oranmin artmasi ile stabilitenin artmasi, partikiillerin daha iyi dagilmasi ve

agrege olmadan askida kalmasi ile agiklanmaktadir.

Cizelge 4.1. Cift emiilsiyon yonteminde kullanilan surfaktanlarin oranlar1 ve olusan

partikiillerin boyutlar1

Yiizey aktif YAM Oram | Ortalama Partikiil
madde (wiv) Boyutu (nm)
% 0.2 1461
% 0.4 1340
PVA % 0.6 6801
% 0.8 14836
%1 11539
% 0.2 5998
% 0.4 7180
Tween 20 % 0.6 7042
% 0.8 1237
%1 202
% 0.2 21966
% 0.4 25286
NaCMC
% 0.6 16553
% 0.8 27226
%1 33926

Cift emiilsiyon ¢6ziicii buharlagtirma yontemi i¢in yapilan 6n formiilasyon
calismalar1 sonucu bu yontem icin en uygun yiizey aktif maddenin tween 20

olacagina karar verilmis ve ¢alismalara bu se¢im ile devam edilmistir.
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4.2.2. Cift emiilsiyon ¢oziicii buharlastirma yontemi ile partikiillerin

hazirlanmasi

Yapilan 6n denemeler sonunda arastrmaya c¢ift emiilsiyon ¢doziici
buharlastirma yonteminin optimizasyon g¢aligmalari ile devam edilmistir. Deney
tasarimi ile olusturulan denemeler (Cizelge 4.2) Boliim 3.4.2 de belirtilen sekilde

gerceklestirilmis ve elde edilen partikiil boyutlar1 Cizelge 4.3” de sunulmustur.

Cizelge 4.2. Cift emiilsiyon i¢in olusturulan deney tasarimi

Deneme | Besleme | Karigtirma | Karistirma PCL Etken | Tween | Sicaklik
stiresi stiresi hizt Miktari madde 20 (°C)
(dak) (dak) (rpm) kons. Kons.

(ug/mh) | (%)

1 30 5 17 000 30 6 5 4

2 5 5 17 000 60 6 0.5 25

3 5 15 17 000 60 18 5 4

4 30 15 8 000 60 6 5 25

5 30 15 17 000 30 18 0.5 25

6 5 15 8 000 30 6 0.5 4

7 30 5 8 000 60 18 0.5 4

8 5 5 8 000 30 18 5 25

Cizelge 4.3. Deney tasarimi sonucu elde edilen ¢ift emiilsiyon partikillerinin

ortalama biiyiikliigii ve polidispersite indisi

Ortalama Partikiil PDI
Deneme
Boyutu (nm)
1 252.4 0.207
2 523.8 0.268
3 331.9 0.256
4 772.1 0.686
5 420.3 0.405
6 351.2 0.679
7 1003 0.990
8 462.1 0.683
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ANOVA analizi (Cizelge 4.4) sonucunda elde edilen modelin F degerinin
(0,0383) 0,05 den kiiclik olmas1 modelin anlamli oldugunu gostermektedir. Cift
emiilsiyon ¢0ziicii buharlastirma yonteminde ‘besleme siiresi, karigtirma hizi ve
PCL miktar’ faktorleri partikiil boyutu tlizerinde etkili bulunurken, ‘sicaklik,
etken madde konsantrasyonu, karigtirma siiresi, tween 20 konsantrasyonu’

faktorlerinin partikiil boyutu tizerinde etkili olmadig1 sonucu elde edilmistir.

Cizelge 4.4. Cift emiilsiyon ¢oziicii buharlagtirma yontemi ile enkapsiilasyonun varyans

analizi (ANOVA)

Kaynak Kareler d.f* Ortalama F- p Degeri
Toplamm Kareleri Degeri P)>F
Model 380622.5 3 1269.00 7.76 0.0383
A-Besleme 76050.00 1 76050.00 4.65 0.0972
siiresi
D-Karnistirma 1140980.5 1 1410.00 8.62 0.0425
hiza
E-PCL miktari 163592 1 1636.00 10.01 0.0341
Artik deger 65385.00 4 16346.25
Genel toplam 4460.05 7
R? 0.8534
R’ adj 0.7434
R*Pred 0.4136

Polikaprolakton miktar1 en etkili parametre olarak belirlenirken onu
sirastyla karistirma siiresi ve besleme siiresi takip etmistir. Optimum (minimum)
partikiil boyutu elde edilen kosul; besleme hizi 30 sn., karistirma siiresi 5 dak.,
sicaklik 4°C, karistirma hizi 17000 rpm, PCL:DCM orani (30mg/7ml) 1, etken
madde kons. 6ul/ml, tween 20 konsantrasyonu %S5 olarak belirlenmis ve bu

kosullarda 252 nm boyutunda partikiiller elde edilmistir (Cizelge 4.3).
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Sekil 4.1. PCL miktar1 ve karistirma hizinmn partikiil boyutu lizerindeki etkisi

Sekil 4.1° de gosterildigi ilizere partikiil boyutu polikaprolakton miktari
arttikca artmis ve karistirma hizi arttikga azalmistir. Cift emiilsiyon ¢alismalarinda
karistirma hiz1 arttikga partikiil boyutunun kiictildiigi belirtilmektedir (Rosca et
al., 2004). Yiiksek karistirma hizi ile emiilsiyonlarin birbirleri i¢erisinde daha iyi
karismasi ve karistirma siddetiyle daha kiigiik dagilimi saglanabilmektedir. Ayrica
karistirma siiresinin uzatilmasi1 ile de partikiil boyutu kigiiltiilebilmektedir
(Mukerjee et al.,, 2007). Denemeler olusturulurken karistirma siiresi kisa,

karistirma hiz1 yiiksek tutulmustur.

Calismada  kullanilan  emiilsiyonlarin ~ hacimsel  oranlar1  diisiik
tutuldugundan, polikaprolakton miktar1 arttiginda formiilasyon i¢in polimer
miktar1 fazla gelmekte ve bu nedenle partikiillerinin daha biiylik oldugu
diistiniilmektedir. Yapilan ¢alismalarda da polimer oraninin artmas ile partikiil
boyutunun biiylidiigii soylenmektedir (Hussein et al., 2013). Ayrica olusturulan
emiilsiyondan diklorometan buharlastirildiginda, polikaprolakton polimerinin
yapiskanligi artmakta ve partikiiller agrege olarak biitiinlesmektedir. Bu
istenmeyen durumun da partikiil boyutlarmi biiyiittiigii ihtimali {izerinde

durulmaktadir.
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Sekil 4.2. Karistirma hiz1 ve besleme siiresinin partikiil boyutu lizerindeki etkisi

Birinci faz olusturulduktan sonra bu ilk emiilsiyonun ikinci faza eklenmesi
ne kadar yavas olursa, bu bekleme siiresinde emiilsiyon durumunun bozuldugu,
partikiillerin  birbirleri ile birlestigi ve partikiill boyutunun blyidigi
diisiiniilmektedir. Bu nedenle yiiksek karistirma hizi ile elde edilen homojen
emiilsiyon hizlica ikinci faz igerisine enjekte edilmelidir. Ibraheem et al (2014)
yaptiklar1 ¢ift emiilsiyon yontemi 1ile polikaprolakton mikropartikiilleri
hazirlamiglar ve optimizasyon ¢alismalar1 sonunda birinci emiilsiyonu
olustururken uygulanan karistirma hizinin partikiil boyutuna etkisinin olmadig1 ve
emiilsiyonlarmm olusturulma siirecinin kisa tutulmasi gerektigi sonucuna

ulasmuslardir.

Zetasizer cihazi ile 0lglimler sonucunda partikiillerin genellikle yiiksek PDI
degerlerine sahip oldugu goézlenmistir. PDI, partikiil dagiliminin genisligini ve
boyutlarn homojenligini gosteren bir parametredir. PDI degerinin 0.7’ nin
iizerinde olusu numunenin partikiil biylikliigli dagilimimin ¢ok genis oldugunu ve
DLS ile dlgiim yapmaya uygun olmadigint gostermektedir (Pathak and Thassu,
2009).
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Sekil 4.3. 1 numarali formiilasyonun yogunluga gore boyut dagilim grafigi

Yogunluga gore boyut dagilimi, emiilsiyon igerisindeki farkl biiyiiklikteki
partikiillerin dagilimin1 géstermektedir. Sekil 4.3¢ de goriildiigii tizere 1 numarali
ornegin dagilimi diger Olgtimlere gore daha (0.400-0.900) homojendir. Bu
homojenlik basarili partikiil tretimi i¢in istenilen bir kosul olmasina karsin
partikiil boyutlar1 genis bir aralikta (100-1000 nm) degismektedir. Yapilan diger
denemelerde bu alanin daraltilmasi ve partikiillerin kiiciik bir aralik igerisinde

dagilimi1 amaglanmistir.

Taguchi deney tasarimi 1ile optimizasyon sonrasi enkapsiilasyon
denemelerine ¢ift emiilsiyon ¢0ziicii buharlastrma yontemi ile devam
edilmemistir. Bunun nedeni partikiillerin olusmasina ragmen boyutlarinin ve PDI
degerlerinin calismanin amacma uygun olmamasidir. UltraTurrax homojenizator
ile maksimum hizda (17 000 rpm) calisildiginda minimum 252 nm boyutta
partikiiller elde edilebilmis, ayrica olusan partikiillerin uzun siire askida
kalmayarak +4°C’ de 1 gece sonunda agrege olup birbirlerine yapismakta
olduklar1 gozlenmistir. Bu durumun ileride yapilacak yiikleme verimi ve salim
kinetigi c¢aligmalarinda sorun olusturacagi diisiiniildiigiinden caligmalara daha
stabil ve daha kiigiik boyutta partikiillerin elde edilebilecegi niozom yontemi ile

devam edilmistir.
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4.3. Niozom Yontemi ile Enkapsiilasyon

4.3.1. On formiilasyon calismalar

Niozom yontemi 6n formiilasyon ¢aligsmalari sonucu elde edilen partikiil

boyutlar1 Cizelge 4.5° de sunulmustur.

Cizelge 4.5. Farkl karistirma hizlarmi ile elde edilen partikiiller ve boyutlari

Kanstiricr tipi Hiz (rpm) Partikiil boyutu
(nm)
Manyetik 900 194,5
karigtiric 1100 356,8
1400 655,4
Homojenizator 8000 2177
9500 2371
13500 2857

Karistirma hizinin partikiil boyutuna etkisinin incelendigi 6n formiilasyon
calismalarinda, karistirma hiz1 arttikca partikiill boyutu da artmustir. Bunun
nedeninin ylksek hizda karistirma sirasinda eterin ¢ok hizli bir sekilde
buharlagsmasi1 ve partikiillerin olusamamasi olarak yorumlanmistir. Eterin hizla
ugmasi sonucu kolesterol ve tween 20 birbiri ile agrege olarak mikropartikiiller
olusturdugu diisiiniilmektedir. Bu sebeple eterin ani ugmasmi engellemek igin
fazlarin karistirilmasi sirasmda 900 rpm “ den yiiksek hizlarda caligiimamastir.
Niozom partikiillerinin boyutunun kiigiiltiilmesi i¢in prob sonikasyon uygulamasi,
membran filtreden ekstruzyon, yiiksek basmg¢li homojenizatér uygulamasi,

ultrasonik uygulamasi dnerilmektedir (Uchegbu and Vyas, 1998).
4.3.2. Niozom yontemi ile partikiillerin hazirlanmasi

On formiilasyon calismalar1 sonucu karistrma hizmin 900 rpm’ den daha
diistik hizlarda olmas1 gerektigi sonucuna varilmis ve optimizasyo ¢alismalarma

bu sonug ile devam edilmistir. Niozom partikiillerinin olusumuna ve boyutuna
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etkili oldugu diisiiniilen parametreler ile olusturulan deney tasarmmi (Cizelge 4.6)

ve elde edilen sonuglar (Cizelge 4.7) asagida verilmistir.

Cizelge 4.6. Niozom ydntemi i¢in olusturulan taguchi deney tasarimi

Deneme | Kolesterol | Tween Etken | Besleme Sonik Ultrasonik | Sicaklik
miktar1 20 madde stiresi banyo* prob* (°C)*
(mg) miktar1 | kons. (dak) (dak)
(mg) | (ng/ml)
1 50 200 18 3 30 - 40
2 50 400 6 3 30 + 60
3 50 200 18 1 45 + 60
4 30 200 6 1 30 + 40
5 30 200 6 3 45 - 60
6 30 400 18 1 30 - 60
7 30 400 18 3 45 + 40
8 50 400 6 1 45 - 40

Cizelge 4.7. Deney tasarimi sonucu elde edilen niozom partikiillerinin ortalama biiyiikligi

ve polidispersite indisi

Ortalama Partikiil PDI
Deneme
Boyutu (nm)
1 143.4 0.370
2 174 0.277
3 151.1 0.196
4 164.8 0.137
5 145.7 0.195
6 216.6 0.280
7 191.3 0.204
8 178.6 0.131

ANOVA analizi (Cizelge 4.8) sonucunda elde edilen modelin F degerinin
(0.0028) 0.05” den kiigiik olmast modelin anlamli oldugunu goéstermektedir.
Niozom hazirlama yonteminde ‘kolesterol miktari, tween 20 miktar1 ve besleme

stiresi’ faktorleri partikiil boyutu {iizerinde etkili iken, ‘sicaklik, etken madde
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kons., (su banyosunda) sonikasyon siiresi, ultrasonik prob kullanim1’ faktorlerinin

partikiil boyutu iizerinde etkili olmadigi sonucu elde edilmistir.

Tween 20 miktar1 en etkili parametre olarak belirlenirken onu sirastyla
kolesterol miktar1 ve besleme siiresi takip etmistir. Birgok faktor arasindan prosesi
en ¢ok etkileyen parametreler taguchi metodu ile belirlenmis ve optimizasyon

calismalarina bu veriler ele alinarak devam edilmistir.

Cizelge 4.8. Niozom yontemi ile enkapsiilasyonun varyans analizi (ANOVA)

Kaynak Kareler d.f* Ortalama F- p Degeri
Toplamm Kareleri Degeri P)>F
Model 2719.00 3 906.33 32.66 0.0028
A-Kolesterol 312.50 1 312.50 11.26 0.0284
miktari
B-Tween 20 2244.50 1 2244.50 80.88 0.0008
miktari
D-Besleme 162.00 1 162.00 5.84 0.0731
siiresi
Genel 2830.00 7
toplam
R? 0.9608
R? adj 0.9314
R’ pred 0.8431

Niozom partikiillerinin boyutlar1 100-200 nm araligimda degismesi ile
birlikte istenen nanopartikiil boyutlarina (yaklasik 100 nm) yaklasmistir. Ayrica
Cizelge 4.7’ de verildigi iizere niozom partikiillerinin PDI degerleri 0.2-0.3
araligindadir. Bu da elde edilen partikiillerin homojen biiyiikliiklere ve dagilima
sahip oldugunu gostermektedir. Nanopartikiil iiretiminde PDI degerinin diisiik
olmasi istenen bir durumdur ve hazirlanan niozomlar ile iyi degerler elde

edilmistir.

Ek olarak sonuglara gore en iyi dagilima sahip olan 5 numarali 6rnegin zeta
potansiyeli yine Zeta-Sizer (Malvern, Ingiltere) cihazi ile zeta meter cell kiivet

(voltaj; 50v) kullanilarak yapilmustir. Olgliim sonucu ortalama zeta potansiyeli -
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3.31 mV olarak belirlenmistir (Sekil 4.4). Niozomlar noniyonik yiizey aktif
maddeleri ile hazirlandig1 igin yiikleri notr duruma yakin, diisiik degerlerde
olmaktadir. Ayrica formiilasyona yiikk indiikleyici madde eklenenerek
(disetilfosfat vb.) partikiillerin yiik araligi degistirilebilmektedir (Priya et al.,
2013). Elde ettigimiz formiilasyonlar uzun siireler agrege olmadan +4°C’ de

saklanabildigi i¢in ek olarak stabilite caligmalarina gerek duyulmamastir.

Zeta Potential Distribution
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Sekil 4.4. 5 numarali niozom formiilasyonunun zeta potansiyeli

4.3.2.1. Niozom _yonteminin cevap viizey yontemi kullamlarak

optimizasyonu

Prosesi etkileyen parametreler Taguchi metoduyla belirlendikten sonra

optimizasyona devam edilmistir. Taguchi metoduna gore proses iizerinde etkili

olan ‘tween 20 konsantrasyonu, kolesterol miktari, besleme siiresi’ parametreleri

Cevap yiizey yontemlerinden biri olan merkez-tiimlesik tasarim (CCD, Central

Composite Desing) se¢ilmis ve sonuglara Cizelge 4.9’ da yer verilmistir.

Cizelge 4.9. Niozom yontemi i¢in olusturulan CCD deney tasarimi ve sonuglart

Kolesterol | Tween20 | Besleme Ortalama
Deneme miktari miktari siiresi partikiil boyutu
(mg) (mg) (dak) (nm)
1 30 400 3 162.3
2 40 300 2 260.9

200
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3 50 200 3 143.3
4 50 200 1 210.8
5 40 300 0.32 201.4
6 30 400 1 187
7 40 300 3.68 233.6
8 50 400 3 295.1
9 23.18 300 2 166.3
10 40 300 2 333.5
11 40 468.18 2 154.4
12 40 300 2 245.4
13 40 131.82 2 130.4
14 50 400 1 216.1
15 56.82 300 2 277.6
16 30 200 1 130
17 30 200 3 163.9

ANOVA analizi (Cizelge 4.10) sonucunda elde edilen modelin F degerinin
(0,0089) 0.05” den kiigiik olmasi modelin anlamli oldugunu gostermektedir.
Niozom ydntemi i¢in sirasiyla kolesterol miktar1 ve tween 20 miktar1 etkili
parametreler olarak belirlenmis bunun yani sira besleme siiresinin etkili bir
parametre olmadigi sonucuna ulasilmistir. Tween 20 miktar1 ve Kolesterol
miktarmin partikiil boyutu iizerinde etkili olmasi beklenen bir sonuctur. Bunun
nedeni niozomlar1 olusturan tween 20 ve kolesterol bir araya gelmesiyle olusan
hiicre zar1 benzeri yapidir. Yiizey aktif madde ve stabilize edici ajan miktar1
arttikca hiicre zar1 benzeri bu yap1 da biiylimekte ve partikiillerin boyutlar1 da

artmaktadir (Kumar and Rajeshwarrao, 2011).
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Optimum (minimum) partikiil boyutunun elde edildigi formiilasyonlar; 40
mg kolesterol, 131.82 tween 20, 2 dakika besleme siiresi ve 30 mg kolesterol, 200
mg tween 20, 1 dakika besleme siiresidir. Bu iki formiilasyonda da sonug¢ olarak

130 nm boyutunda partikiiller elde edilmistir.

Cizelge 4.10. Niozom yontemi igin yapilan merkez-tiimlesik tasarimin varyans analizi
(ANOVA)

Kaynak Kareler d.f* Ortalama F- p Degeri
Toplamm Kareleri Degeri (P)>F
Model 44934.03 6 7489.00 5.57 0.0089
A- Kolesterol 12229.65 1 12229.65 9.10 0.0130
miktari
B-Tween 20 4737.59 1 4737.59 3.53 0.0898
miktari
C- Besleme 398.99 1 398.99 0.30 0.5977
siiresi
A? 4717.70 1 4717.70 3.51 0.0904
B? 26588.23 1 26588.23 19.79 0.0012
C? 5480.06 1 5480.06 4.08 0.0710
Artik deger 13434.44 10 1343.44
Uygunsuzluk 9001.78 8 1125.22 0.51
Saf hata 4432.67 2 2216.33
Genel toplam 58368.47 16
R? 0.7698
R? adj 0.6314
R?Pred 0.4509

Tween 20 ve Kkolesterol miktarmm partikiill boyutu tizerindeki
incelendiginde (Sekil 4.5) yiizey aktif madde miktar: arttik¢a partikiil boyutunda
bir artis gozlenmis ardindan maksimum konsantrasyonda tekrar bir diisiis
gozlenmistir. Fakat minimum boyutlarda partikiiller (130 nm) diisiik tween 20
miktarlarinda (131.82 -200 mg) elde edilmistir. Biitiin denemelerde su fazi sabit
hacimde tutulup yiizey aktif madde miktar: arttirildigindan yiiksek miktarlardaki

tween 20 yeterli oranda dagilmadigindan birlesip biiylik vezikiiller olusturdugu
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diistiniilmektedir. Tween 20 ve kolesterol miktarmin minimum oldugu kosullarda

daha kii¢iik partikiiller (130-160 nm) elde edilmistir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Tween 20 ve kolesterol miktarinin partikiil boyutu {izerindeki etkisi
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Sekil 4.6. Tween 20 ve kolesterol miktarinin partikiil boyutu iizerindeki etkisi (contour)

Genel olarak deney tasariminin partikiil boyutu sonuclar1 incelendiginde
boyutlar arasinda ¢ok biiyiik farkliliklarm olmadigi gozlenmektedir (Sekil 4.6).
Partikiil boyutlar1 genellikle 150-300 nm araliginda degismekte (yesil alan), ve bu
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sonucun tween 20/ kolesterol miktar1 igin seg¢ilen araliklarin ¢ok genis olmamasi
ve  Dbirbirine  yakin  formiilasyonlarin  yapilmasmndan  kaynaklandigi

distiniilmektedir.

Design-Expert® Software
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Sekil 4.7. Besleme siiresi ve kolesterol miktarinin partikiil boyutu {izerindeki etkisi

Besleme siiresi ve kolesterol miktarmin partikiil boyutuna etkisi (Sekil 4.7)
incelendiginde; besleme siiresinin boyut iizerinde ¢ok fazla bir etkisinin olmadig1
fakat siirenin 1 dakika oldugu durumda minimum boyutlarda partikiil elde edildigi
sOylenebilmektedir. Besleme siiresinin partikiil boyutu iizerinde etkili olmadig1
belirlenmis olsa da eter enjeksiyon metodunun mantigina dayanarak diger
denemelerde c¢oziicli, PBS igerisine yavas yavas eklenmistir. Bunun nedeni
yiikleme sirasinda partikiillerin olugmasi i¢in bu islemin damla damla ve yavas

yapilmas1 gerektiginin vurgulanmis olmasidir (Aggarwal et al., 2004; Sharma et

al., 2009).

Nanopartikiil iretiminde 6nemli bir diger faktor olan PDI degerinin 0.1-0.7
araliginda olmas1 basar1 kistasi olarak goriilmektedir. Yapilan dl¢timlerde niozom
partikiillerin PDI degerleri 0.200-0.350 araliginda degistigi belirlenmistir. Sekil
4.8’ de en iyi PDI degerine sahip Ornegin yogunluga goére boyut grafigi

sunulmustur.
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Size Distribution by Intensity
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Sekil 4.8. 13 numarali formiilasyonun yogunluga gére boyut grafigi (PDI:0.179)

Deneme 13 ¢ {in yogunluga gore boyut grafigi incelendiginde partikiil
boyutunun yaklasik 100 nm’ de pik verdigi ve dar bir aralikta degisen boyutlarda
partikiiller igerdigi sdylenebilmektedir (Sekil 4.8).

4.3.2.2. Niozom ¢calismalarinin devami

Niozom ydntemi optimizasyonu i¢in yapilan Taguchi ve Central Composite
Design, CCD, deney tasarimi sonucu 2 farkli optimum kosul belirlenmistir.
Bunlar; 40 mg kolesterol, 131.82 tween 20, 2 dakika besleme siiresi ve 30 mg
kolesterol, 200 mg tween 20, 1 dakika besleme siiresidir. Anova analizi sonucu
besleme siiresi anlamli parametre olarak belirlenmedigi denemelere bu parametre
dahil edilmeden devam edilmistir (Cizelge 4.10). Fakat tween 20 ve kolesterol
miktar1 i¢in 2 farkli formiilasyon ile optimum partikiil boyutu elde edilmis, bu
nedenle tek bir formiilasyon elde edilebilmesi i¢in denemelere devam edilmistir.
Tween 20 miktarmin etkisi ayr1 deney setleriyle incelenmistir. Denemelerde

kolesterol miktar1 sabit 30 mg kullanilmistir (Cizelge 4.11).
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Cizelge 4.11. Tween 20 konsantrasyonunun partikiil boyutuna etkisi

Formiilasyon no Kolesterol miktar1 | Tween 20 miktar1 | Ortalama partikiil
(mg) (mg) boyutu (nm)
F1 30 200 260
F2 30 150 135
F3 30 100 147
F4 30 50 183

Cizelge 4.11° de verildigi iizere en 1yi partikiil boyutu F2 formiilasyonunda elde
edilmistir. Ayrica en iyi PDI degeri (0.133) 150 mg tween 20 © nin kullanildig1
formiilasyonda elde edilmis, bu nedenler géz Oniine alinarak g¢alismalara F2

formiilasyonu ile devam edilmistir (Sekil 4.9).

Size Distribution by Intensity
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Sekil 4.9. F2 no’ Iu formiilasyonun yogunluk-boyut grafigi

4.4. Partikiillerin Karakterizasyonu

4.4.1. Partikiillerin Goriintiilenmesi

Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) kullanilarak bos ve kara havug
ekstresi yiiklii niozom nanopartikiillerin morfolojik degerlendirmeleri yapilmistir.

Ekstre yiiklemesi gergeklestirilmemis bos niozom partikiillerinin farkli

biiylitmedeki SEM goriintiileri, Sekil 4.10., Sekil 4.11., Sekil 4.12.” de verilmistir.
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Bos niozom partikiillerinin yaklasik 200-400 nm boyutlarina sahip kiiresel
yapida olduklar1 belirlenmistir (Sekil 4.12).

WD [mag O det | pressure [  —————20ym
3.00kV| 3.0 [10.3mm|5000x |[ETD|1.18e-3 Pa| IYTEMAM

Sekil 4.10. Bos niozom partikiillerinin taramali elektron mikroskobu goriintiisii (5000X)

IYTEMAM

Sekil 4.11. Bos niozom partikiillerinin taramali elektron mikroskobu goriintiisii (10 000X)
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HV |spot| WD mag [ | det | pressure —5um
5.00 kV | 2.5 [10.4 mm|20 000 x |ETD |8.18e-3 Pa IYTEMAM

Sekil 4.12. Bos niozom partikiillerinin taramali elektron mikroskobu goriintiisii (20 000 X)

Sekil 4.10 ¢ da goriilen engebeli yiizeyin, partikiillerin liyofilizasyonu
sirasinda birbirine yapigsmalar1 nedeniyle gerceklestigi diisiiniilmektedir. Engebeli
ylizey TUzerindeki kabartilar partikiiller olmakla birlikte agrege olarak bu
goriintiiye ulagsmiglardir. Ayrica yapilarin ¢ok kii¢iik olmasma bagh olarak, altin
ile kaplanmalar1 ve analiz sirasinda artan sicaklik nedeniyle erimeleri sonucunda,
partikiiller ¢ok net goriilememistir. Bos niozom partikiilleri yaklasik 200 nm
boyutlarinda iken dolu partikiillerin boyutlar1 yaklasik 240 nm olarak
belirlenmistir. Bunun sebebi ise yiikleme sonrasi partikiillerin az da olsa

boyutlarmin biliyiimesi olarak degerlendirilmistir (Sekil 4.15).

Kara havug ekstresi ile hazirlanan dolu niozom partikiillerinin farkli

biiylitmedeki SEM goriintiileri, Sekil 4.13, Sekil 4.14., Sekil 4.15’ de verilmistir.



r

. H & 2 . .
HV |spot| WD |mag O| det | pressure e 20 ym
4.00kV |25 |99 mm|5000x | ETD|4.55e-3 Pa IYTEMAM

Sekil 4.13. Yiiklii niozom partikiillerinin taramali elektron mikroskobu goriintiisii
(5000X)

HV |spot| WD mag [ | det | pressure

4.00kV |25 [10.0 mm|10 000 x |ETD |4.16e-3 Pa IYTEMAM

Sekil 4.14. Yiiklii niozom partikiillerinin taramali elektron mikroskobu goriintiisii

(10 000X)
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HV spot| WD mag [ | det | pressure |
4.00kV | 2.5 |10.0 mm|20 000 x |[ETD |3.80e-3 Pa|

Sekil 4.15. Yiiklii niozom partikiillerinin taramali elektron mikroskobu goriintiisii

(20 000 X)

4.4.2. Diferansiyel Taramah Kalorimetre (DSC) analizi

DSC cihazi kullanilarak hazirlanan etkin madde yiiklii formiilasyonun, bu
formiilasyonun hazirlanmas1 sirasinda kullanilan etkin maddenin ve bos
formiilasyonun termogramlar1 alinmis ve bunlar Sekil 4.16, Sekil 4.17, Sekil 4.18

ve Sekil 4.19” da gosterilmistir.



74

0.5
0.0+

-0.59

41.57°C

— 47.57°C() 61.86°C
=) o
5, i oo 62.61°C(l) 78.02°C
z ‘ 1.336J/g
o -1.04 64.07°C
[T ]
]
o}
T |

-1.54

-2.04

‘25 T T T T T T T T

20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Exo Up Temperature (°C) Universal V4.

Kara havug ekstresinin 20-200°C araliginda yapilan termal analizine
bakildiginda erime sicakliginin (Tm) 62.1 °C ve ge¢is sicakliginin (Tg) 78.02 °C
oldugu belirlenmistir. Antosiyaninlerin 1siya duyarli, stabilitesi diisiik maddeler
oldugu diistintildiigiinde, diisiik erime ve gegis sicakligina sahip olmalar1 beklenen

bir sonugtur. Sekil 4.16° da gorildigi tlizere 120°C° den sonraki pikler

Sekil 4.16. Kara havug ekstresine ait DSC diyagrami

yorumlanamaz iken, bu daginik pikler maddenin bozuldugunun gostergesidir.

Heat Flow (W/g)
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Sekil 4.17. Bos niozom formiilasyonuna ait DSC diyagrami
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Sekil 4.18. Yiiklii niozom formiilasyonuna ait DSC diyagrami

Sekil 4.17° de goriildiigii tizere bos niozom formiilasyonunun erime
sicakligr (Tm) 130.03°C, gegis sicakhigr (Tg) 153.62°C olarak belirlenmistir.
Yiikli niozom formiilasyonunun erime sicakligi (Tm) 172.36 °C, geg¢is sicakligi

(Tg) 151.04 °C olarak belirlenmistir (Sekil 4.18).

Diyagram iizerinde yaklasik 42°C ve 130°C’ de olmak fiizere 2 ayri
endotermik pik gozlenmistir. Bu pikler hem bos hem de yiiklii partikiillerde ayn1
sicakliklarda gozlendigi i¢in bunun niozom yapisindaki tween 20-kolesterol
bagiyla ilgili oldugu distiniilmiistiir (Sekil 4.17, Sekil 4.18). Niozomlarla benzer
yapiya sahip kolesterol igeren lipozom partikiillerinin DSC analizlerinde yaklagik
45°C’ de pik gozlenmis ve bunun formiilasyon kaynakli oldugu belirtilmistir (Wu
et al., 2012). Ayrica tween 20 ve kolesteroliin diisiik gegis sicakliga sahip
oldugu bilinmektedir. Bu da formiilasyon kaynakli bir yapidan kaynaklandigini

kanitlar niteliktedir.
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Sekil 4.19. Yiiklii niozom formiilasyonu (yesil), bos niozom formiilasyonu (mavi) ve kara

havug ekstresinin (kirmizi) toplu DSC diyagrami

Ekstre yiiklii niozom, bos niozom ve ekstrenin li¢lii diyagrami Sekil 4.19° da
gosterilmistir. Bos ve yiiklii partikiillerin 172°C” deki pike kadar ayn1 noktalarda
pik gostermesi nedeniyle bunlarin formiilasyon kaynakli termal pikler oldugu
yorumu yapilmustir. Literatiirdeki bilgilere dayanarak 42°C’ deki pikin tween 20’

nin faz ge¢is sicakligi oldugu diistiniilmektedir.

Ekstrenin tek diyagramiyla Kkarsilastirildiginda 120°C° de bozunma
gozlenmemis aksine ekstre yiiklii partikiiller 172°C° ye kadar erime
gostermemistir. Burada ekstrenin yliksek sicakliga karst korundugu yorumu

yapilmistir.

4.4 3. Partikiillerin Yiikleme Veriminin Belirlenmesi

Optimizasyon c¢aligmalar1 sonucu elde edilen formiilasyonda niozom
partikiilleri ekstre ile hazirlanmig, yiikleme verimleri pH diferansiyel metod ile

belirlenmis ve sonuglar hesaplanmistir (Cizelge 4.12).
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Cizelge 4.12. Yiikleme verimi ¢alismalari

Formiilasyon | Kolesterol Tween 20 Yiikleme verimi
kodu

30 mg 150 mg % 20

30 mg 150 mg % 37

D1 30 mg 150 mg % 45

30 mg 150 mg % 38

30 mg 150 mg % 17

30 mg 150 mg % 30

D2 30 mg 200 mg % 10

D3 30 mg 100 mg % 13

D4 50 mg 150 mg % 29

Yiikleme verimlerinin % 50’ nin altinda kalmasi nedeniyle formiilasyonda
degisiklikler yapilarak verimin arttirilip arttirilamayacagi incelenmistir (Cizelge
4.12). Fakat tween 20 miktarmimn arttirildig1 ve azaltildigi (100-200 mg) durumda
da yiikkleme veriminin diistiigli gozlenmistir. Kolesterol miktarmin arttildigi
durumda ise biiyiik bir fark gézlenmemis, partikiil boyutunun biiylimemesi i¢in 30
mg kolesterol miktar1 ile denemelere devam edilmistir. Lingan et al. (2011)
yaptiklar1 ¢galismada artan kolesterol miktar1 ile partikiillerin yiikleme verimlerinin
distiigiinii saptamustir. Bu durumun yiiksek miktardaki kolesteroliin kapsiile
edilecek alanda etkin madde ile rekabete girmesi ve ya limitlerin {izerindeki
miktarda kolesteroliin partikiil membranindaki dogrusal yapiy1 bozmasi nedeniyle
oldugunu belirlemistir. Bu nedenle partikiil formiilasyonlarinda 30 mg kolesterol

miktar1 asilmadan ¢aligmalara devam edilmistir.

Yiikleme verimi calismalarinda ayni formiilasyonun tekrarlanmasi sonucu
farkl yiikleme verimleri elde edilmistir. Partikiil boyutu ¢alismalarinda se¢ilen D1
formiilasyonunun 6 tekrarinda yilikleme verimleri % 20-45 araliginda degismistir.
Bunun nedeninin, niozomlarin hazirlanmasi sirasinda ¢evresel bircok faktoriin
enkapsiilasyonda etkili oldugu ve her denemede farkli verimlerin elde edildigi

diistiniilmiistiir.

Hazirlanan niozom partikiillerinin olduk¢a kiigiik boyutlarda olmalar:

enkapsiile edebilecekleri madde miktarmi kisitlar iken bunun yani swra etkin
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maddemizin (kara havug ekstresi) olduk¢a polar yapida olmasmin yiikleme
veriminin diisiik olmasina sebep oldugu yorumu yapilmistir. Eter enjeksiyon
yonteminin hidrofilik maddelerin enkapsiilasyonunda diisiik verime sahip oldugu
daha oOnceki calismalarda belirtilmistir (Aggarwal et al, 2004). Yapilan bir
niozom c¢aligsmasinda (Aggarwal et al., 2004) acetazolamide adl1 etken madde eter
enjeksiyon yontemi ile enkapsiile edilmis ve yiikleme verimi % 29, 39, 43 olarak
3 farkli degerde belirlenmistir. Bunun yani sira niozomlarin eter enjeksiyon
yontemi hidrofobik maddeleri yiiksek verimlerde (% 80-90) enkapsiile ettigi
birgok ¢alisma ile gosterilmistir (Sharma et al., 2009; Sundaresan et al., 2012;
Yasin et al., 2012).

Niozom yapisinda hidrofobik etkin maddelerin yiizey aktif madde
(surfaktan)-kolesterol ¢emberinin igerisinde, hidrofilik etken maddelerin ise
partikiiliin ¢ekirdek (6z) kisminda enkapsiile edildigi bilinmektedir. Kara havug
ekstresi de bu 6z kisminda enkapsiile edilmekte fakat enkapsiile edilen miktar
diisiik olmaktadir. Bu durumun antosiyaninlerin oldukc¢a polar yapida olmalar1 ve

suda ¢ok ¢oziinmelerinden kaynaklandig: diisiiniilmektedir.

Sonug olarak ¢esitli yiikleme verimi denemeleri sonucunda (Cizelge 4.12)
en uygun formiilasyon partikiil boyutu denemelerinde oldugu gibi D1 (30 mg
kolesterol, 150 mg tween 20) formiilasyonu olarak belirlenmis ve salim kinetigi

calismalarina bu formiilasyon ile devam edilmistir.

4.5. In vitro Sahm Calismalar:

Niozom partikiillerinin in vitro salim ¢aligmalar1 Boliim 3.6.5” de agiklanan
sekilde gerceklestirilmistir. Salim c¢alismalarinda partikiill boyutu ve yiikleme
verimi ¢alismalar1 sonucu belirlenen D1(30 mg kolesterol, 150 mg tween 20)

formiilasyonu kullanilmistir.

Calismada model antosiyanin kaynagi olarak kullanilan kara havug¢ su
ekstresinin farkli antosiyaninler igerdigi yapilan HPLC analizleri ile belirlenmistir
(Sekil 4.20). Toplam antosiyanin igerigi siyanidin-3-glikozit (esdegeri)

standardina gore hesaplanmis olmasina ragmen ekstre igerisinde siyanidin-3-
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glikozite ¢ok az miktarlarda rastlanmistir. Bunun yani sira ekstrelerin analizi
sonucu biri yliksek diger ikisi diisiik konsantrasyonda olmak tizere 3 farkli pik

saptanmustir (Sekil 4.20). Bu piklerin tam olarak hangi molekiillere ait oldugu

belirlenememis  olmakla  birlikte farkli  antosiyanin

degerlendirilmistir.

tirevleri  olarak
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Sekil 4.20. Kara havug (su) ekstresinin antosiyanin profili

Kara havucun bu zengin igerigi Algarra et al. (2014) tarafindan yapilan
calisma ile de belirlenmistir. Arastirmacilar kara havucun, HPLC analizleri
sonucu 5 farkli, LC-MS analizleri sonucu ise 8 farkli antosiyanin tiirevi i¢erdigini
saptamuigtir. Fakat bu zengin icerik partikiillerin yiikleme verimlerinin HPLC
analizi ile belirlenmesi konusunda Ozelikle yiliksek antosiyanin igerigine sahip
(koyu renkli) Orneklerin analizinde bir takim sikintilar yaratmigtir. Salim

calismalarinda kullanilan formiilasyonlarin yiikleme verimi analizlerinde,

partikiillerin santrifiijii sonrasi elde edilen siipernatantin ve formiilasyonda

kullanilan  ekstrenin  analizleri  yapildiginda,  ekstrenin  antosiyanin

konsantrasyonunun siipernatanta gore daha diisiik oldugu belirlenmistir. Bu

durum hesaplamalarin yapilamamasma ve yiikleme verimlerinin saglikli bir

sekilde analiz edilememesine neden olmustur.
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Bu sebeplerden dolay1 sonuglarin yaniltict olmamasi igin yiikleme verimleri
teorik olarak her 3 deneme igin de % 30 alinmis, salim denemelerinde elde edilen
piklerden konsantrasyon hesabi, tek bir pik gibi disiiniilerek toplam alan

tizerinden B6liim 3.3.2° de verilen formiil ile hesaplanmustir.

Yapilan ilk denemede 15, 9 ug antosiyanin yiiklii partikiiller kullanilmig
fakat 7 glin boyunca alinan 6rneklerin UPLC analizleri sonucu salima ait herhangi
bir pik gézlenememistir. 7 giiniin sonunda alinan drnekte bir pik gozlenmis fakat
ardindan alinan 6rneklerde yine bu pik gézlenememistir. Yiiklenen antosiyaninin
konsantrasyonunun diisiik olmasi ve salim ortami (100ml) hacminin yiiksek
olmas1 nedeniyle salinan antosiyaninlerin dedekte edilemedigi ve ¢ok seyreltik bir
cozelti elde edildigi yorumu yapilmistir. Antosiyaninlerin stabilitesi cevresel
faktorlerden etkilendigi i¢in salimin uzun silirmesi sonucu etkin maddenin

kaybmin da gerceklesmis olabilecegi diistiniilmiistiir.

Yapilan diger denemelerde yiiklenen ekstre daha konsantre hale getirilmis
(53,71 pg/ml-100 pg/ml) ve bu sekilde yiikleme gerceklestirilmistir. Ayrica PBS
salim ortami hacmi 100 ml’ den 50 ml’ ye diisiiriilerek kullanilmustir. Ug tekrarh

yapilan salim caligmalar1 sonucunda asagidaki (Sekil 4.21) salim profili elde

edilmistir.
3
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Sekil 4.21. Zamana kars1 kiimiilatif salim profili
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Niozom partikiillerinin ilk yarim saatteki patlama etkisinden sonra salimin
yaklagik %90’ mnin 10. saatte tamamlandig1 belirlenmistir. Daha sonra devam eden
yavas salim 120. saatte tamamlanmustir. 120. saatten sonra ise ortamdaki
antosiyaninlerin sicakliginda etkisi ile bozundugu saptanmistir. Niozom ile
yapilan caligmalarda da salimlarin 24 saat (Parthibarajan et al., 2013), 12 saat
(Yasin et al., 2012), 6 saat (Aggarwal et al., 2004) gibi kisa siirelerde

tamamlandig1 rapor edilmistir.

Kara havug niozomlari ise ilk 30 dakikadaki ani patlama sonrasi yavas bir
salim 5. giine kadar devam etmistir. Bu durumun kara havug ekstresinin suda
¢cOzilinlirliigliniin yiiksek olmasi sebebiyle salim ortamina alindiginda ani bir
diflizyona ugramasi, ardindan kolesterol ve tween 20’ nin ekstreyi daha yavas

salmasi sebebiyle ger¢eklestigi diisiiniilmiistiir.

Ekstrenin  hidrofilik 6zelliginin  yaninda partikiil formiilasyonunda
kullanilan yilizey aktif madde (tween 20) ve stabilize edici (kolesterol) maddelerin

de yiikleme verimi ve salima olan etkisi Sekil 4.22” de gosterilmistir.

High encapsulation .
Rapid release Low encapsulation

N

head

Cholesterol b > % B --4-+ Celecoxib
R ———

Sekil 4.22. Kolesteroliin enkapsiilasyona ve salim hizina olan etkisi

Deniz et al. (2010) lipozomlar ile yaptiklar1 c¢aligmada kolesterol
kullanilmayan formiilasyonunu yiiksek yiikleme verimine ve hizli salima sahip
oldugunu, kolesteroliin kullanildig1 formiilasyonun ise diisiik yiikleme verimine
ve yavas salim hizina sahip oldugunu belirlemistir (Sekil 4.22). Bu ag¢idan
bakildiginda kara havu¢ yiikli niozom partikiillerinin formiilasyonlarinda
kolesterol bulundugundan dolay1 yavas salim hizina ve diisiik yiikleme verimine

sahip olmalar1 agiklanabilmektedir.
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Niozomlar yapisal agidan incelendiklerinde molekiiler etkilesimlere
oldukca acik partikiillerdir. Enkapsiile edilen etkin maddenin partikiiliin membran
yapisi ile etkilesimi yiikleme verimi ve salim caligmalarinda olduk¢a 6nemlidir.
Omegin Hao et al. (2002) tarafindan hazirlanan niozom partikiilleri salim
calismast sonunda igerdigi etkin maddenin sadece %16’ sin1 salarken, Mehta and
Jindal (2013) yaptiklar1 ¢aligmada niozom partikiilleri etkin maddenin yaklasik %
85’ ini salmistir. Bu da yapilan her ¢alismanin farkli ve 6zgilin sonuglar igerdigini

gostermekte ve yapilacak ¢aligmalara 6rnek olmaktadir.

4.6. In vitro Sitotoksisite Calismalar

Calisma kapsaminda kullanilan kara havug su ekstresinin ve yiikli niozom
partikiillerinin 7 farkli kanser hiicre hattindaki sitotoksik aktivitesi incelenmistir.
Kara havug ekstresinin 5 farkli konsanstrasyonunun hiicre kiiltiirii sonuglar1 Sekil
4.23’ de verilmistir. Grafikte bulunan % canlilik ifadesi MTT sonucu okunan

absorbanslar ile hesaplanan kiiltiir ortaminda canli kalan hiicre yiizdesini
gostermektedir (Sekil 4.23).

250 P
200 A
B NK
150 - H PK
100 - 100 pg/ml
B 50ug/ml
50 A m 25ug/ml
0 m12,5pg/ml
6,25ug/ml

Sekil 4.23. Kara havug ekstresinin farkli hiicre hatlarindaki sitotoksik aktivitesi (NK:
negatif kontrol, PK: pozitif kontrol)

Sevimli-Giir et al. (2013) yaptiklar1 ¢alismada kara havugtan kallus kiiltiirii

ile elde ettikleri kallilerin, ultrasonik yardimli etanol ekstresinin Neuro-2A beyin
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kanser hiicrelerine karsi sitotoksik aktiviteye sahip oldugunu kanitlamislardir.
Calisma kapsaminda yapilan hiicre kiiltliri sonucunda da yine en yiiksek
sitotoksik aktivite Neuro-2A beyin kanser hiicrelerine karsi belirlenirken, bunu
A549 akciger kanser hatti izlemistir. Kara havug ekstresinin konsantrasyonu
arttikca Neuro-2A hiicre canliliginda azalma gozlenirken, en diisiik % canlilik,
100pg/ml konsantrasyonda saptanmistir. Ayrica Vero normal hiicre hattinda
sitotoksik aktiviteye sahip olmamasi, ekstrenin kanser hiicrelerinin yaninda

saglikli hiicrelere kars1 negatif etkisinin olmayacagini géstermistir.

Kara havug ekstresi ile yiiklii niozom partikiillerinin 7 farkl kanser hiicre

hattindaki sitotoksik etkisi sekil 4.24° de verilmistir.

250 - -
200
B NK
—
= 150 W PK
o
m 100 I
§ 100 pHg/m
B 50ug/ml
50 H 25pug/ml
m12,5ug/ml
0
6,25ug/ml
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Sekil 4.24. Yiiklii niozom partikiillerinin farkli hiicre hatlarindaki sitotoksik aktivitesi

Kapsiile edilmis ekstre de serbest formdaki ekstre ile ayn1 sekilde en yiiksek
sitotoksisiteyi Neuro-2A beyin kanser hiicre hattinda gostermistir. Buradan
enkapsiilasyon islemi swrasinda kullanilan tween 20 ve kolesteroliin, ekstrenin
aktivitesini etkilemedigi sonucuna varilmistir. Niozom partikiillerinin Neuro-2A
hiicrelerine kars1 aktivitesi en yiiksek 100 pg/ml konsantrasyonda gozlenirken

azalan seyreltmelere ragmen canlilikta ¢ok biiylik artislar saptanmamaistir.

Enkapsiile edilmemis ve niozom yontemi ile enkapsiile edilmis kara havug

ekstresinin karsilastirmali sitotoksik aktivitesi Sekil 4.25°¢ de verilmistir.
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Sekil 4.25. Serbest ve enkapsiile kara havug ekstresinin Neuro-2A hiicre hattindaki sitotoksik

aktivitesi

Her iki 6rnek i¢in de canlilik orani konsantrasyon azaldik¢a artmis olmasina

ragmen en diisiik konsantrasyonda (6,25 pg/ml) niozom partikiillerinin aktivitesi

ekstreye gore daha yiiksek ¢ikmistir. Niozom seyreltmeleri toplam kuru agirliga

gore yapilmis olmasina ragmen yaklasik olarak ekstre ile ayni aktiviteyi gostermis

ve hem ekstrenin hem de yiikli niozom partikiillerinin ICsp degeri 6,25 pg/ml

olarak saptanmustir. Bu verilere dayanarak niozomlarin ekstreyi ¢evresel

faktorlerden (1s1, 151k, pH degisimi) koruyarak aktivitesinin daha yiiksek kalmasini

sagladig1 sonucuna varilmaistir.
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5. SONUC

Bu tez ¢aligmasi1 kapsaminda stabilitesi ¢evresel faktorlerden etkilenen ve in
vivo  biyoyararlanimi  diisiik olan  antosiyaninlerin  farklt  tekniklerle

enkapsiilasyonu amaglanmistir.

Bu amag¢ dogrultusunda Oncelikle, antosiyanin kaynagi olarak kara havug
bitkisi kullanilmig ve iki farkli teknik ile ekstraksiyon gerceklestirilmistir.
Ekstraksiyon i¢in ¢oziicii olarak su kullanilmis ve en yiiksek antosiyanin verimine

sahip olan yontem, tekrarl ultrasonik ekstraksiyon yontemi olarak belirlenmistir.

Cift emiilsiyon ¢oziicii buharlastrma ve niozom ydntemi i¢in, daha az
sayida deneme ile optimizasyonun gerceklestirilebildigi Taguchi Metodu se¢ilmis
ve deney tasarimi hazirlanmistir. Deney tasarimi sonucu cift emiilsiyon ¢dziicli
buharlastirma yontemi ile elde edilen partikiillerin boyutlarinin ¢ok yiiksek olmasi
(400-600 nm), stabilitelerinin diisiik olmasi1 ve dagilimlarinin kotii olmasi

sebebiyle denemelere bu yontem ile devam edilmemistir.

Enkapsiilasyon icin kullanilacak diger yontem niozom olarak secilmis,
optimizasyon calismalar1 Taguchi ve Merkezi Tiimlesik Tasarim (CCD) deney
tasarimlar1 ile gergeklestirilmis ve partikiil boyutu iizerine en etkili parametre

kolesterol miktar1 olarak belirlenmistir.

Calismanin amac1 beyin tiimor hiicrelerine kars sitotoksik etkiye sahip kara
havug ekstresinin teorik olarak kan beyin bariyerini gecebilecek nanopartikiiller
ile enkapsiilasyonu oldugundan optimum formiilasyon en diisiik partikiil boyutuna
(ortalama 130 nm) ve disiik PDI degerine (ortalama 0.133) sahip olan

kombinasyon secilmistir.

Belirlenen formiilasyonun karakterizasyonu DSC, SEM analizleri ile
gerceklestirilmis ve partikiillerin yiikleme verimi belirlenmistir. Kara havug su
ekstresinin enkapsiilasyon denemeleri sonucunda formiilasyonun yaklasik % 30
yikleme verimine sahip oldugu sonucuna ulasilmistir. Partikiillerin yiikleme
verimlerinin diisiik olmas1 literatiir bilgilerine dayanarak, kullanilan ydnteme,

ekstrenin olduk¢a polar yapida olmasmna ve yiizey aktif maddenin kimyasal
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ozelliklerine baglanmistir. Ayrica yapilan literatiir arastirmalarinda da hidrofilik
maddelerin enkapsiilasyonunda niozom partikiillerinin diigiik ylikleme verimine

sahip oldugu saptanmustir.

In vitro salim ¢alismalar1 sonucunda kara havug ekstresi yiiklii partikiillerin
ilk 30 dakika igerisinde patlama etkisine ugradig1 belirlenmis ve salimin yaklasik
%90’ mnn 10. saatte tamamlandig1 saptanmistir. Patlama ardindan yavas bir salim
devam etmis ve 5. giiniin sonunda salim sonlandirilmistir. Patlama etkisinin,
partikiil igerisindeki hidrofilik maddenin konsanstrasyon farki nedeniyle bir anda

disar1 ¢ikmasi ile gergeklestigi diistiniilmiistiir.

Ekstrenin serbest ve enkapsiile formunun Neuro-2A beyin kanser hiicre
hattinda sitotoksik aktiviteye sahip oldugu yapilan hiicre kiiltiirii testleri ile
belirlenmistir. En diisiik konsantrasyonda (6,25 pg/ml) partikiillerin sitotoksik
aktivitesinin serbest ekstreye gore daha yiliksek oldugu saptanmis ve bu sonuglar
is1ginda  enkapsiilasyonun kara havug ekstresini aktivite kayiplarina karsi

korudugu diisiiniilmiistiir.

Sonug olarak bu tez ¢alismasi ile ulasilmasi ve elde edilmesi oldukca kolay
olan antosiyaninlerin stabilite sorunlarinin enkapsiilasyon yontemleri yardimiyla
asilabilecegi, olusturulan nanopartikiillerin uzun siiren salim profili ile
biyoyararlanimin arttirilma potansiyelinin oldugu sonucuna ulagilmistir. Buna ek
olarak kan beyin bariyerinden gecebilecegi diisiiniilen boyuttaki nanopartikiillerin
Neuro-2A hiicre hatti lizerindeki sitotoksik aktivitesinin yiiksek olmasi sebebiyle
bu formiilasyonlarin gelecekte ila¢ etkin maddesi olarak kullanimmin Onii
acilmistir. Ayrica bu sonuglar, antosiyaninlerin nano boyutta enkapsiilasyonu,
olusturulan nanopartikiillerin biyolojik aktivitelerinin incelenmesi ve ¢esitli doku-

organlara hedeflendirilmesi yoniinde yapilacak ¢alismalara da 1s1k tutacaktir.
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