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Bu tez calismasi “Poli(bltilenadipat-ko-tereftalat) (PBAT) Mikro ve Nanopartikiller:
Sentez, Karakterizasyon ve Kurkumin Salim Kinetiginin incelenmesi” adli ve FHD-
2016-11953 kodlu Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projesi ve 2210-C
TUBITAK Oncelikli Alanlara Yoénelik Yurt ici Yiksek Lisans Burs Programi destegi
ile gerceklestiriimistir. Tez kapsaminda, alifatik-aromatik bir kopoliester olan
poli(butilenadipat-ko-tereftalat) (PBAT)In ilag salim sistemlerindeki etkinliginin
arastinimasi hedeflenmistir. Bu amacla PBAT mikro ve nanopartikullerin sentez ve
karakterizasyonlarinin ardindan dogal, antikanserojen nitelikli bir ilag olarak son
yillarda ©One c¢ikan kurkuminin partikullere yuklenmesi ile in-vitro salimi
gerceklestiriimis ve partikallerin hilcre kultar sistemlerindeki sitotoksik etkisi

belirlenmistir.

ilk basamakta, kurkumin yUklii olmayan PBAT partikiller sentezlenmistir. Elde
edilen sonuglar dogrultusunda en uygun morfolojik 6zellikteki mikro ve nano
boyutta iki farkh partikil segilmigtir ve galismanin diger kisimlarinda bu partikuller
kullanilmigtir. Bu partikillerden %1 PBAT (w/v), %1 poli(vinil alkol) (PVA) (w/v) ile
hazirlanan partikuller mikro boyutu; %1 PBAT (wWiv), %1.5



didodesildimetilamonyum bromur (DMAB) (w/v) ile hazirlanan partikuller ise nano
boyutu temsil etmektedir. Elde edilen PBAT mikro ve nanopartikullerin boyutlar
sirasiyla 1.05 £ 0.53 um ve 0.38 = 0.18 um’dir. Ardindan PBAT mikro ve
nanopartikullere  kurkumin yuklemesi gergeklestiriimistir. PBAT mikro ve
nanopartikullerin en yuksek kurkumin enkapsulasyon verimleri PBAT ve
kurkuminin kutlece oraninin 10 kat oldugu durumda sirasiyla % 80 £ 5 ve % 90 £ 3
olarak belirlenmistir. Kurkumin yukli olan ve olmayan PBAT mikro ve
nanopartikillerin karakterizasyon c¢alismalari ile kimyasal ve termal O6zellikleri

ayrintili olarak belirlenmis ve kurkuminin yapidaki varligi kanittanmigtir.

Devam eden basamakta kurkumin yukliU PBAT mikro ve nanopartikullerin in-vitro
salim calismalari yapilmig ve kurkumin salim kinetikleri incelenmistir. Salim
calismalarina gore kurkumin yukli PBAT mikro ve nanopartikullerden kurkuminin
22 gunde sirasiyla %49 ve %73 oraninda salindigi belirlenmistir. Mikropartiktller
ile kurkumin saliminin nanopartikullere gore daha yavas gerceklestigi gorulmustar.
Partiktllerin kurkumin salim kinetikleri incelendiginde ise her iki tip partiktlden

kurkumin saliminin Higuchi salim kinetik modeline uydugu belirlenmistir.

Son basamakta ise hicre kualtiri calismalari ile MG-63 insan kemik kanseri
hicrelerinin ve MC3T3-E1 fare kemik oncial hdcrelerinin tek tabaka kultirleri
Uzerinde kurkumin yUklu olan ve olmayan PBAT mikro ve nanopartikillerin
sitotoksik etkileri incelenmigstir. Hucrelerin canhligi ve Uremesi MTT (3-[4,5-
dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolyum bromdr) analiziyle, hicre morfolojileri ise
optik mikroskop ve floresan mikroskop goruntuleri ile takip edilmistir. PartikUllerin
MG-63 hucrelerini inhibe ettigi ve MC3T3-E1 hucreleri Uzerinde sitotoksik bir
etkiye neden olmadigi belirlenmigtir. Kurkuminin antikanserojen 6zelliginin hicre
dongusulndeki etkisi ise akis sitometre ile analiz edilmistir. Elde edilen sonuglara
gore kurkuminin MG-63 hucrelerini GO/G1 hlicre déngu fazinda inhibe ettigi ve

MC3T3-E1 hucreleri Uzerinde anlamli bir etkiye neden olmadigi belirlenmigtir.

Anahtar kelimeler : Poli(bGtilenadipat-ko-tereftalat), mikropartiktl, nanopartikul,
kurkumin salimi, emulsiyon hazirlama-¢ézicu buharlagtirma, biyobozunur

polimerler, kemik kanser hlcreleri, kemik éncil hucreleri.



ABSTRACT

POLY(BUTYLENEADIPATE-CO-TEREPHTHALATE) (PBAT) MICRO
and NANOPARTICLES: SYNTHESIS, CHARACTERIZATION and
INVESTIGATION of CURCUMIN RELEASE KINETICS

Ebru TAMAHKAR
Master of Science, Chemical Engineering Division
Supervisor: Prof. Dr. Menemse GUMUSDERELIOGLU

November 2016, 114 pages

This study was performed with the support of ‘Poly(butylene adipate-co-
terephthalate) (PBAT) Micro and Nanoparticles: Synthesis, Characterization and
Investigation of Curcumin Release Kinetics’ entitled and FHD-2016-11953 coded
Hacettepe University funding project and TUBITAK 2210-C Primary Subject National
Scholarship Program for MSc Students. In the scope of the thesis, the efficiency of
aliphatic-aromatic copolyester poly(butylene adipate-co-terephthalate) (PBAT) in
drug release applications was investigated. For this purpose, after the synthesis
and characterization of PBAT micro and nanoparticles the loading and in-vitro
release of curcumin that is recently prominent as a natural, anticancerogenic drug
was achieved and the cytotoxic effect of the particles was determined in the cell

culture systems.

In the first step, the PBAT particles without curcumin was synthesized. Due to the
results two type of particles having the optimum morphological properties at micro
and nano scale were selected and these particles were used for the further
studies. The particles which were prepared with 1% PBAT, 1% poly(vinyl alcohol)
(PVA) were represented as microparticles and the particles which were prepared
with 1% PBAT, 1.5% didodecyldimethylammonium bromide (DMAB) were
represented as nanoparticles. The dimensions of the prepared PBAT micro and

nanoparticles were 1.05 £ 0.53 um and 0.38 + 0.18 um, respectively. Then the



loading of curcumin to the PBAT micro and nanoparticles was achieved. The
highest encapsulation efficiencies of PBAT micro and nanoparticles were obtained
when weight ratio of PBAT and curcumin was 10. The encapsulation efficiencies of
PBAT micro and nanopatrticles were determined as 80 = 5% and 90 + 3%,
respectively. The chemical and thermal properties of PBAT micro and
nanoparticles with and without curcumin loading were determined in detail and the

presence of curcumin in the structure was shown.

The in-vitro release studies of curcumin loaded PBAT micro and nanoparticles
were perfomed and the release kinetics of curcumin was investigated in this step.
It was determined that curcumin was released from curcumin loaded micro and
nanoparticles at the ratio of 49 % and 73 %, respectively for 22 days period. It
was seen that the release of curcumin from microparticles was occured slower
than that of nanoparticles. It was determined that the release of curcumin from
both particles was fitted to Higuchi release kinetics model due to the curcumin

release kinetics.

In the last step, the cytotoxic effects of PBAT micro and nanoparticles with and
without curcumin loading were determined using monolayer culture of MG-63
human osteosarcoma cells and MC3T3-E1 rat preosteoblasts. The viability and
generation of the cells were monitored via the MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-
2,5-diphenyltetrazolium bromide) analysis and the cell morphologies were
observed with images of optical microscopy and fluorescence microscopy. It was
determined that the particles inhibited MG-63 cells and they were not caused a
cytotoxic effect on MC3T3-E1 cells. The anticarcinogenic effect of curcumin on cell
cycle was analyzed with flow cytometry. It was determined that curcumin inhibited
MG-63 cells at the GO/G1 phase and it did not cause a significant effect on
MC3T3-E1 cells.

Key words: Poly(butylene adipate-co-terephthalate), microparticles,
nanoparticles, curcumin release, emulsion preparation-solvent evaporation,

biodegradable polymers, osteosarcoma cells, preosteoblast cells.



TESEKKUR

Degerli bilgi ve tecrubesi ile galismalarima 1gik tutan, destegini, emegini her
zaman hissettigim, arastirma grubuna beni kabul ettigi igin blyuk mutluluk
duydugum, nezaketi, titizligi, calisma disiplini ve anlayisi ile kendisini her zaman
ornek alacagim ¢ok sevgili hocam Prof. Dr. Menemse Gumusderelioglu’na emegi,
zamani, sevgisi ve sagladigi tim olanaklar i¢cin sonsuz saygl ve tesekkurlerimi

sunarim.

Ozverisi, calisma sevki, sevgi dolu kalbi, bakis acilarlyla her zaman beni
cesaretlendiren ve hucrelerimiz ve partikullerimizle tath bir ekip olarak ¢ok ¢ok
mutlulukla calistigim, birlikte tim zorluklarin Ustesinden heyecanla, mutlulukla,
azimle geldigimiz, saatlerce gulerek, kesfederek, arastirarak calistigimiz,
sohbetine doyamadigim canim dostum $eyma Bektag’a bilgi ve tecrubelerini
benimle paylastidi igcin ve her zaman yanimda oldugu igin ¢ok ¢ok tesekkur

ederim.

Her zaman, her konuda birbirimize destek oldugumuz, marshmallowlu, kahveli,
cayl, geceli, gunduzlu anilar paylastigimiz muhtesem dortlinin elemanlarindan,
bizi her zaman guldurmeyi basaran, yemeklerine doyamadidimiz, ana¢ uUyemiz
canim Tugce'ye, belki yemeklerine olmasa da sohbetine, bakis acilarina hig
doyamadigimiz canim Seyma’ya, ilging bilgi paylasimlariyla sohbetlerimizi
renklendiren canim Elvan’a c¢ok tesekkur ederim. Calismamin basinda beni
laboratuvara alistiran canim Aysu’ya kilometrelerce uzaklardan bile yanimda

oldugu igin ¢ok tesekkur ederim.

Yardimlarini esirgemeyen, sistemli ve sevgi dolu bir calisma ortami saglayan pek
sevgili laboratuvar arkadaslarim; Dr. Merve Capkin Yurtsever'e, Dr. Isil Gergek
Beskardes’e, Dr. Anil Sera ve Dr. Soner Cakmak’a, Dr. Murat Simsek’e, Gokge
Kaynak Bayrak’a, Ozge Ekin Tuncay'a, Ars. Gor. Damla Cetin Altindal'a, Dr.
Farzin Sana’ya, Dr. Tugrul Tolga Demirtag’a, Dr. Gamze Dereli Can’a, Gulseren

Irmak’a, Demet Cakir'a ve Meltem Gamze Oztlirk’e tesekkiirlerimi sunarim.
Bu siregte her zaman yanimda olan sevgili arkadaslarim Aykuta, Ozgiin'e,
Plren’e, Engin’e, Ozan’a, Gllgin’e ve Eda’ya ¢ok ¢ok tesekkir ederim.

Her zaman yanimda, bana her konuda destek olan, canimin i¢i ablam Emel
Tamahkar Irmak’a ve canim abim Sercan Irmak’a, destegini, sevgisini hicbir
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zaman esirgemeyen canim annem Fatma Tamahkar'a ve canim babam Ertugrul

Tamahkar’a sonsuz tesekkurlerimi sunarim.
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1. GIRIS

KontrollU ilag sistemleri, ilag derisiminin belirli bir aralikta tutularak uzun sureli ve
etkili tedavi saglanmasi amaciyla gelistirilen ilag tasiyici sistemlerdir [1, 2].
Boylelikle ilacin etkin doz araliginda kalmasi saglanarak olasi yan etkilerden
hastanin korunmasi hedeflenmektedir. Ayrica ilacin sirekli aliminin ortadan
kalkmasiyla hastanin yasam kalitesi artmaktadir. Ik olarak 1952'de
geligtiriimelerinden gunumuize kadar kontrolll ila¢g salim sistemleri Gzerinde pek

cok calisma yapilmis ve ticari Grlin piyasaya suralmustar [3].

Partikuler sistemler yuksek yukleme kapasiteleri, genis ylzey alanlari, immun
sistem tarafindan taninmamalari, yizey modifikasyonuna olanak tanimalari,
spesifik doku hedeflendirmesini mimkuin kilmalari, hicreler arasindaki fizyolojik
bariyerlerden gecit saglayabilmeleri gibi avantajlari nedeniyle ila¢ tasiyici olarak
siklikla tercih edilmektedir [4, 5]. Partikller sistemlerde ilag dozunun, boyutun ve

ilagc salim mekanizmasinin ayarlanabilmesi bu sistemlerin en 6nemli avantajlaridir

Biyobozunur mikropartikiller ve nanopartiktller vicut icinde tamamen
bozunduklarindan dolay! cerrahi bir iglem gerektirmeyerek ilag tasiyici sistemler
icin dnemli bir potansiyel sunmaktadirlar. Ayrica ilag salim hizinin kontrol edilebilir
olmasi ve kolay hazirlanabilmeleri sayesinde kontrolli salim sistemlerinde siklikla
tercih edilirler [6].

Alifatik poliesterler, yuksek biyobozunurluk 6zellikleri nedeniyle ilag tasiyici
sistemlerinde yaygin olarak kullaniimaktadir. Ancak bu tip polimerlerin mekanik ve
termal dayanimlarinin zayif olmasi kullanim acisindan bazi kisitlamalar
getirmektedir [7]. Aromatik poliesterlerin yluksek mekanik ve termal 6zelliklerinin
yaninda biyobozunurluk davraniglari zayiftir [8]. Oysa alifatik-aromatik
kopoliesterler hem yuksek biyobozunurluk hem de yuksek mekanik ve termal
Ozelliklere sahip olmalari ile ilag tasiyici sistemler icin 6nemli potansiyel sunarlar
[9]. Poli(bitilenadipat-ko-tereftalat) (PBAT) 1,4-butandiol, tereftalik asit ve adipik

asidin polikondenzasyonu ile Uretilen bir alifatik-aromatik kopoliesterdir. Son



yillarda PBAT'In biyouyumlu ve biyobozunur olmasi nedeniyle biyomedikal alanda
kullanimi artig gostermistir [10].

Kurkumin son zamanlarda antioksidan, antiinflamatuar, antikanserojen,
antidiyabetik ve antimikrobiyal bir ilag olmasi nedeniyle modern tipta da
kullaniimaya baglanmigtir. Bu amagla pek ¢ok farkl formda ilag tasiyici sistemi ile

kontrolll salim sistemi olarak kullanimina yénelik ¢calismalar mevcuttur [11, 12].

Sunulan tez galismasi kapsaminda, antikanserojen ilag olan kurkuminin kontrollu
salimi icin PBAT mikropartikil ve nanopartikil sistemlerinin geligtiriimesi
amaclanmistir. Calismanin ilk boliminde PBAT mikropartikiller ve nanopartikuller
emulsiyon hazirlama-¢ézicli buharlastirma yontemi ile hazirlanmistir. Bu
partikullerin uygun morfolojik 6zellikte hazirlanmalarinin ardindan partikullere
antikanserojen nitelikli bir ila¢ olan kurkumin yuklenmis ve partikillerin kurkumin
enkapsulasyon verimleri belirlenmigtir. Kurkumin yUkli olan ve olmayan PBAT
mikropartikuller ve nanopartikuller gesitli karakterizasyon yontemleri ile kimyasal,
termal ve morfolojik olarak incelenmistir. Calismanin ikinci bélimunde hazirlanan
partiktllerden ilag salimi in-vitro kosullarda gergeklestirilmistir ve kurkumin salim

kinetikleri incelenmistir.

Calismanin  son bolimunde ise, kurkumin inhibitér konsantrasyonunun
belirlenmesinin ardindan hazirlanan kurkumin yukli mikro ve nanopartikillerin
MG-63 insan osteosarkoma ve MC3T3-E1 fare osteoblast hlcreleri Gzerindeki
sitotoksik etkileri incelenmistir. Sitotoksisitelerinin incelenmesinde hicre canliliklari
ve uremeleri MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolyum bromur) analizi ile
belirlenmis, hicre canliliklari ve morfolojileri optik mikroskop ve floresan
mikroskobu ile takip edilmistir. Son olarak kurkumin yikli PBAT mikro ve
nanopartikillerin MC3T3-E1 ve MG-63 hucrelerinde hicre déngusinin hangi

fazlarina etki ettigi akis sitometre analizi ile incelenmigtir.



2. GENEL BILGILER

Bu bolimde tez kapsaminda yapilan ¢aligsmalara temel olusturan konular hakkinda
literatUr bilgisi verilmigtir. Sunulan tez calismasi partikuler formda kontrollu ilag
salim sistemlerinin gelistiriimesi ve bu sistemlerin ila¢ salimindaki ve hucre
kUlturindeki etkinliklerinin  degerlendiriimesi c¢alismalarini  kapsamaktadir. Bu
bolumde oncelikle kontrolli ilag salim sistemlerinin 6zellikleri, kontrollt ilag salim
sistemlerinde kullanilan partikller sistemler ve bu sistemlerin hazirlanma
yontemleri anlatilmigtir. Daha sonra kontrollu ilag sistemlerinde siklikla kullanilan
polimerlere deginilmis ve ¢alismada kullanilan PBAT polimerinin dzellikleri ayrintil
olarak anlatilmistir. Son kisimda ise, bu c¢alismada antikanserojen etkileri

incelenen kurkuminin ozellikleri hakkinda bilgi verilmigtir.
2.1. Kontrollii Salim Sistemleri

Kontrolli salim sistemleri, farmasoétik bilesenlerin kontrolli bir sekilde verilerek
insanlar ve hayvanlar Uzerinde terapotik etki saglamasi amaciyla gelistiriimiglerdir.
Tum kontrolli salim sistemlerinde ilacin vicuda dogrudan verilmesi yerine, uzun
periyotlarda belli doz araliklarinda salimi saglanarak ilacin etkin doz araliginda
kalmasi ve toksik yan etkiler olusturmamasi amaclanmaktadir [13, 14]. Boylelikle
ilac salim sistemleri, var olan ilaglar igin yeni sistemlerde kullanim potansiyeli
yaratmig ve surekli ilagc alimini gerektirmemeleri nedeniyle hastalarin yasam
kalitesini arttirmistir [15]. Kontrolli ilag salim sistemleri bunlarin yaninda ilag
molekullerinin fizyolojik bariyerlerden gegisini kolaylastirabilir, yikima Kkarsi

koruyabilir ve istenen yerde etki etmesini saglayabilirler [16].

Kontrollu ilag salim sistemleri makro sistemler olarak 1960’h yillarin baginda bir
grup arastirmaci tarafindan gelistirilmistir. ilk kontrolli salim metodolojisi 1962
yilinda, temel olarak kiguk molekullerin (molekul agirhgi<500) silikon kauguk tip
duvarindaki difizyonuna dayandirilarak uygulanmistir. Yapilan ¢alismada silikon
kaucukla paralel damar hatti olusturularak tavsan kanina anestezik gaz sirklle
edilmis ve bunun sonucunda tavsanlarin anestezi etkisinde kaldiklari gérulmastur

[17]. Yapilan galismada sabit hizda ilag salimi amaglanmistir.

1960l yillarda lipozomlar ile birlikte ilag-polimer konjugatlari gindeme gelmis ve
1970’lerde nano ilag salim sistemleri (nDDS) geligtirilmistir [18]. Bu sistemler mikro
sistemler yaninda daha kiguk boyutlara sahip olmalari nedeniyle spesifik
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hedeflemeye imkan sunmuslar ve yan etkileri azaltarak uzun periyotlu salim

saglamislardir [19].

FDA (Food and Drug Administration) tarafindan onayli AmBisome® ticarilesen ilk
nano kontrolli salim sistemi (nDDS) olmustur [20]. 1990’larda Ambisome’un
FDA’'dan onay almasi ve ticarilesmesinin ardindan ilag sirketleri arasinda rekabet
baglamis ve ilag endustrisi giderek gelismistir. Gunumuze kadar birgok yeni ilag

salim sistemi gelistirilmigtir [21].

Park'in 2014 yilinda yayinladi§i bir derlemede kontrolli ilag salim sistemlerinin
glinumuze kadar olan gelisimi detayl olarak anlatiimistir [21]. Yaklasik 60 yillik bu
gelisim sureci ug¢ nesle ayrilmistir: 1. nesil 1950-1980, 2. nesil 1980-2010 ve 3.
nesil 2010’dan gunumuze gelen yillari kapsamaktadir. Birinci nesil kontrolli salim
sistemleri iki glinde bir ve glinde bir alinan oral sistemler ile haftada bir degistirilen
transdermal sistemleri icermektedir. ikinci nesil kontrollii salim sistemleri akilli
polimerler ve hidrojeller kullanilarak tasarlanan tasiyici sistemler ile nanoteknoloji
bazli sistemler tizerine yogunlagmistir. Uglincii nesil kontrollii salim sistemleri ise
daha dnceki sistemlerin gelistiriimesi, kisitlamalarinin ortadan kaldirilmasi ve ilacin

istenen dokuya ya da organa hedeflendiriimesi lUzerine odaklanmistir.

Kontrollu ilag salim sistemleri ilacin kandaki konsantrasyon seviyelerini uzun sure
terapotik sinirlar arasinda tutar [22]. Bu sinirlar “terapoétik pencere” olarak ifade
edilir. Terapotik pencerenin Ustindeki konsantrasyonlarda ilacin vicuda toksik,
zararli bir etkisi varken, altindaki konsantrasyonlarda ila¢ etkin degerini yitirir (Sekil
2.1). Geleneksel yontemlerle ilag aliminda kandaki ilag konsantrasyonu oncelikle
toksik degerin Uzerine ¢ikip bir sure sonra etkin degerin atina duser. Bu durum
hastanin ilaci strekli almasini gerektirir. llag salim sistemlerinde ilacin her zaman
terapotik pencere igerisinde kalmasi saglanarak surekli ilag alimi saglanir ve yan

etkiler azalir [23].



Kandaki ilag Geleneksel ilag kinetigi
konsantrasyonu

Toksik bdlge

/ Kontrollii salim sistemi kinetigi

Terapétik Pencere

— Etkisiz bolge

Zaman

Sekil 2.1 Kandaki ilag konsantrasyonunun zamanla degisimi.

llag salim sistemlerinde ilag, uygun bir biyomalzemenin igine veya ylzeyine
tutuklanir ve c¢esiti salim mekanizmalari ile malzemeden ilacin salimi
gerceklestirilir. Salim mekanizmalari, ilagla ylzey arasindaki bagin desorpsiyonu,
malzemenin igine tutuklanan ilacin difize olmasi veya kullanilan malzemenin
erozyona ugrayarak ilacin salinmasi seklinde gerceklestirilebilir [24]. Son yillarda
biyobozunur polimerler kullanilarak hazirlanan sistemler 6n plana ¢ikmaktadir [25].
Biyobozunma polimerin zincir kirilmalari ile molekul agirhiginin azalmasi seklinde
tanimlanir. Vicut iginde, polimerik tagiyici sistemlerin hidrolitik ya da enzimatik
olarak bozunmasi ile tasiyici iginde tutuklanan ilag molekdllerinin salim ortaminda
kontrolli olarak ve uzun slreli salinmasi saglanir. Sekil 2.2’de bu mekanizma

gOsterilmistir [26].

e® o ®
° ® o o o
® 9 9 .
()
e © ® =) 8] o
b ) ) e ©
llag
1 .
Polimer

Sekil 2.2 Biyobozunur salim sistemi.

Bircok basit ilag salim sisteminde patlama etkisi (burst effect) denilen durumla
kargilasilir. Bu etki ilag salim sisteminin ylzeyine yakin kisimda tutuklanan ilacin

salim periyodunun hemen baslangicinda malzemeden hizla diflizyonu veya

5



desorpsiyonuna dayanir [27, 28]. ilacin patlama etkisi ile olan hizli salimi yan
etkilere neden olabilir ve geciktiriimis salimin (sustained release) istenildigi
uygulamalar igin uygun degildir. Patlama etkisine neden olan birgok etken vardir.
Bunlar; madde-ilag arasindaki zayif etkilesim, ilacin ylzeye iyi tutunmamasi veya
yuzeyde olmasi ve uygun olmayan polimer konjugatlarin kullanilmasi (6rnegin;
kiguk molekul agirlikli polimerlerden olusan nDDS’ler ylksek patlama etkisine
sahiptirler) olarak aciklanabilir [29, 30]. Bu etkiyi azaltmak i¢in mikrokUrelerin
jelatin filmle kaplanmasi, polimerik mikropartikillerin igine nanopartiklllerin
enkapsule edilmesi veya hidrojen baglarinin olusturulmasi saglanarak madde ilag
arasindaki etkilesimin kuvvetlendiriimesi gibi bazi yaklagimlar gelistiriimistir [30,
31].

Malzeme bilimi ve teknolojisinin gelisimiyle birlikte kontrolli salim sistemlerinde de
ilerlemeler saglanmstir. ilag salimi igin yaglar [32], biyobozunur sentetik polimerler
[33], metaller [34] ve antikorlar [35] gibi bazi tasiyici malzemeler gelistirilmistir.
Sentetik polimerler, biyouyumlu ve biyobozunur olmalari nedeniyle kontrolli salim
sistemlerinde en ¢ok tercih edilen malzemelerdir. ilag salim sistemlerinde sentetik
polimer yapili mikro ve nanopartikuller ilaglarin farmasaétik ve terapotik etkilerinin
geligtiriimesi, doku ve hucrelere spesifik hedefleme saglanmasi, ila¢ dozunun
ayarlanmasi ve toksik yan ekilerin azaltiimasini mumkun kilmalari gibi avantajlari
nedeniyle ilgi gekmektedir [36]. Ayrica mikro ve nanopartikiller kanserli dokulara
olan gegcirgenlikleri ve tutunma mekanizmalar ile pasif halde kanserli hicrelerde
yigiima gostermeleri sonucu etkin ilag salimi saglayarak kanser tedavisinde dikkat

cekici yontemler haline gelmistir [37].
2.2. Partikiiler Formdaki ilag Salim Sistemleri

Partikller formdaki ilag salim sistemlerine olan ilgi, yuksek yukleme kapasiteleri,
genis yuzey alanlari, immun sistem tarafindan taninmamalari, yuzey
modifikasyonuna olanak tanimalari, spesifik doku hedeflendirmesini mumkin
kilmalari ve hicreler arasindaki fizyolojik bariyerlerden gegit saglayabilmeleri gibi
avantajlari nedeniyle giderek artmigtir. Partikiler sistemlerde ilag dozunun,
boyutun ve ilag salim mekanizmasinin ayarlanabilmesi bu sistemlerin en dnemli
avantajlaridir [38, 39]. Partikuller, mikron boyutunda (mikropartikil) ya da nano

boyutta (nanopartikul) olabilirler.



2.2.1. Mikropartikuller

Mikropartikuller, boyutlari 1 um ile 1000 um arasinda deg@isen mikro tagiyicilardir
[40]. Mikropartikiller ilacin yapisini degdistirmemeleri, salim hizinin kontrolinu
mumkdn kilmalari, kullanilma amacina yoOnelik olarak istenilen boyutta
uretilebilmeleri, herhangi bir cerrahi mudahale gerektirmemeleri, vicutta toksik etki
yaratmamalari ve istenen bolgeye hedeflendirilebilmeleri gibi ilag salim sistemleri
icin cesitli avantajlarindan dolayi siklikla tercih edilmektedirler [41]. Ayrica ilacin
enzimatik bozunmasina karsi etkili bir koruma saglamaktadirlar. $ekil 2.3’te ilag
tasiyici sistem olarak kullanilan mikropartiktllere 6rnek verilmistir. Mikropartikiler
ilac salim sistemlerinde kuguk molekullerden, proteinler ve nukleik asitlere kadar
cok farkli molekul adirliklarinda yapilarin enkapstlasyonu ve salimi mimkundur
[42, 43].

Mikropartikullerin buyuk Olgekte Uretimleri ile ticarilesmis polimerik salim sistemleri
geligtiriimistir. Bunlara drnek olarak Lupron Depot®, Nutropin Depot®, vb. verilebilir
[43]. Mikropartikullerin boyutu ilag salim hizina etki eden 6nemli bir faktordur.
Partiktl boyutu azaldikga partikullerin ylzey alani-hacim orani artmaktadir, bu da
ilag salim hizinin artmasina neden olmaktadir [44]. Boyutun ve malzemenin etkisi

ile mikropartikullerdeki ilag salim hizi kolaylikla ayarlanabilmektedir ve bu 6zellik
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Sekil 2.3. Mikropartikullerin farkli tarleri, (a) kati ila¢g molekulleri iceren mikrokapsul

mikropartikullerin en buyuk avantajidir.

rezervuar sistemi, (b) ilag ¢ozeltisi iceren mikrokapsul, (c) kati ilag molekilleri
iceren mikrokapsul, (d) kati sispansiyonlari iceren mikrokapsul, (e) kati ilag igeren

mikrokure matriks sistemi [45].



2.2.2. Nanopartikuller

Nanoteknolojinin gelismesi ile birlikte ilag salim sistemlerinde de nanoyapilarin
onemi hizla artmistir [46, 47]. Dogal veya sentetik polimerler, inorganik elementler
gibi malzemelerden Uretimi mumkun olan nanopartikuller, boyutlari 1-1000 nm
arasinda degisen nanometre Olgceginde hazirlanan yapilardir. Son yillarda
nanopartikuller yalnizca tasiyici olarak degil hedefleme, goruntuleme ve tani gibi
uygulamalar amaciyla siklikla kullanilan biyomalzemeler haline gelmistir [48].
Nanopartikullerin, fosfolipit, lipit, dekstran, kitosan, gesitli polimerler ve metallerden
uretimleri mumkandur. Gunumuzde nanoteknolojinin hizla gelismesiyle birlikte
nanoteknoloji temelli ilag formualasyonlarinin uUretimi hiz kazanmigtir. Kanser
tedavisi icin dunya pazarinda bulunan nanopartikil tasiyict iceren ilag

formulasyonlarindan bazilari Abraxane® (American Bioscience), Doxil®

(Johnson&Johnson) ve Myocet® (Sepherion Therapeutics)'tir [49].

Nanopartikuller kullanilarak salimi yapilacak olan ilag molekulleri nanopartikilin
icinde ¢dzlinmus, yuzeyine tutturulmus ya da kovalent olarak baglanmis olabilir
[50]. Sekil 2.4'te ilag taslyici sistemi olarak nanopartikiller sematik olarak
gOsterilmistir. Nanopartikullerin geleneksel ilag salim sistemlerine gore en onemli
avantajlari Ustin fonksiyonalite saglayan nano boyutlari ve boyutlarinin
ayarlanabilir olmasidir. Nano boyutlara inildiginde her maddenin ilk duruma gore
farkli fiziksel ve kimyasal karakterler gosterdigi bilinmektedir [51]. ideal bir ilag
salim sisteminin boyutu kan damarlarindan gegemeyecek kadar buyuk ve immun
sistem tarafindan taninmayacak kadar kuglik olmaldir [52]. Bu anlamda
nanopartikiller Ustin ozelikleri ile 6n plana ¢ikmaktadir. Ayrica yapilan pek ¢ok
calismada kanserli ve enflamasyonlu dokularda kan damarlarinin 100-600 nm
araliginda degisen acikliklara sahip oldugu rapor edilmistir [53]. Bu amaca uygun
olarak hazirlanan nanopartikuller ilaci istenilen bolgeye etkili bir sekilde

tasiyabilmektedir.
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Sekil 2.4. ila¢ tasiyici sistem olarak biyobozunur nanopartikiillerin sematik

gosterimi [28].

llag salim sistemlerinin kan dolagiminda uzun sire kalabilmesi igin immin
sistemden korunmalari gereklidir. Bu amagla kullanilan temel yaklagim ila¢ salim
sistemlerinin c¢esitli hidrofilik ajanlar ve/veya katyonik/anyonik ylzey kaplama
malzemeleri ile ylizey modifikasyonudur [54]. Nanopartikillerin boyutlarinin
onemli bir avantaj sunmasinin disinda yuzey modifikasyonlarinin kolay olmasi da

bir diger onemli dstunlugudar.

2.2.3. Partikiil Uretim Yontemleri

Sekil 2.5'te goruldugu gibi partikil hazirlama teknikleri temel olarak klasik ve
modern teknikler olmak Uzere ikiye ayriimaktadir. Asagida bu teknikler

anlatilmaktadir. Sekil 2.6’da ise yontemler sematik olarak agiklanmistir.



Partik(il Uretim Teknikleri

Nanocokturme

Emdulsiyon Hazirlama
Temelli Teknikler

Emdulsiyon Hazirlama-

Cozlucl Buharlastirma

Emdulsiyon Hazirlama-

Cozucu Diflzyonu

Emulsiyon Hazirlama-

Tuzla Cokeltme

Sekil 2.5 Partikul Gretim tekniklerinin siniflandiriimasi [55].

Nanogoktiirme

Nanocoktirme ayni zamanda ¢ozlcu degistirme metodu olarak da bilinir. Bu
metod genellikle hidrofobik ilaglarin enkapsulasyonunda da kullanilir fakat,
hidrofilik ilaglar igin de adapte edilebilir. Bu yontemde polimer ve lipofilik ilag iceren
organik ¢ozucu, suyun igine damla damla ilave edilerek sabit hizda karigtirilir.
Baoylelikle organik ¢ozticu su iginde diflize olurken ilag iceren nanopartikiller olusur
[56]. Ardindan azalan basing altinda ¢ézicu uzaklastirilip partikuller elde edilir. Bu
metod peptitler, amfifilik siklodekstrinler gibi farkli molekullere uygulanabilir. Ancak
bu islemin Olgek buyutmesi damla damla ekleme igleminden dolayi zordur. Bu
metotta organik ¢dzicunlin suyla karisabilirligi, damlanin ¢api ve karistirici hizi

onemli parametrelerdir. Bu yontemle diger yontemlere gore daha kuguk capli

partikuller elde edilebilir [57].

10



Nanogoktiirme @ su cozeltisi
Organik gozelti

B e Lipdfilikilag T

:\ﬁs NPoIimer Tuzla gOﬁUCIU t

&= Tuz Coktirme .~ . uhariastirma
Y Cozucu

?ic Diflizyonu l

Sekil 2.6 Partiktl dretim tekniklerinin sematik gosterimi; (A) Nanogoktirme, (B)
Emdulsiyon hazirlama temelli teknikler; tuzla ¢okeltme, ¢ozuiclu diflizyonu, ¢dzlcu

buharlastirma [55].
Emiilsiyon hazirlama temelli teknikler

Emdlsiyon hazirlama temelli teknikler genel hatlariyla iki basamaktan olusur. Ik
basamakta tagiyici madde ve ilag iceren organik ¢ozucu suda dagitma islemine
tabi tutulur. ikinci basamak ise organik ¢dziiciiniin buharlasmasi, difizyon veya
tuzla ¢oktirme yodntemleri ile uzaklastirimasini igerir. Sonraki asamada olusan
partiktller yikanip kurutulur. Diklorometan, kloroform gibi bazi toksik ¢ozlculerle
caligilmasi ve homojenizator, ultrasonikasyon kullanimindan dolayr yuksek
miktarda enerji gerektirmesi bu yontemin dezavantajidir [57]. Bu yodntemde
sicaklik, basing gibi ¢dzlicu buharlasma kosullari partikillerin  6zelliklerini
etkilemektedir. Bu yontemin ilag salim sistemleri i¢in siklikla tercih edilmesinin en
onemli nedeni genis aralikta partikil boyutu Uretimine olanak saglamasidir.
Partikul dretiminde en buyuk problemlerden biri kimelenmedir. Bu yontemde
kullanilan sodyum dodesil sulfat veya poli(vinil alkol) gibi emdilsiyon ajanlari

partiktllerin kimelenmelerini minimize etmektedir.
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Emiilsiyon hazirlama-g¢6ziicii buharlagtirma

Emdlsiyon hazirlama-¢oziucu buharlastirma metodu genellikle lipofilik ilaglarin
enkapsulasyonu igin kullanilir. Emulsiyon olusumunun ardindan organik ¢ozucu
cesitli yontemler ile uzaklastiriimaktadir. Partikul boyutu, emulsiyon olusumunun
ardindan uygulanan homojenizasyon veya sonikasyon iglemlerinin hizi, sdresi,
organik ve sulu fazlarin hacimce oranlari, polimer ve emdulsiyon ajaninin gesidi ve
derisimine goOre ayarlanabilmektedir. Bu yontemde partikil damlaciklarinin
bayukligu ilk 40 dk boyunca artma egilimindedir [58]. Sicaklik, basing gibi
buharlagsma kosullari partikul kalitesini ve son partikil boyutunu etkilemektedir.
Toksik organik ¢ozucunun en etkin sekilde uzaklastiriimasi bu yontem icin en kritik
noktalardan biridir [59]. YUksek enkapsilasyon ve disuk patlama etkisi elde
edilmesi icin ydontem Uzerinde yad/su (o/w), sulyag (w/o), sulyag/su (w/o/w),
yag/yag/su (o/o/w) gibi modifikasyonlar gelistirilmigtir. Bu ifadeler ilk fazin (yag
“(0)” veya su “(w)’) sonraki fazlara eklenme sirasini ifade etmektedir [60]. Bu
yontem, partikil Uretim prosesinin kolay olmasi ve uygulama amacina yonelik
olarak istenilen boyutun ayarlanabilir olmasi gibi Ustun avantajlari nedeniyle
partikiler ilag salim sistemlerinin hazirlanmasinda en c¢ok tercih edilen

yontemlerden biridir [61].
Emiilsiyon hazirlama-¢éziicii difiizyonu

Emdlsiyon hazirlama-¢éziciu difizyonu metodu emudlsiyon hazirlama-¢ézicu
buharlastirma metodunun modifiye edilmis halidir. Bu ydntemde suda kismen
¢Ozunebilen organik c¢ozuculer (benzil alkol, propilen karbonat gibi)
kullaniimaktadir. Bu yo6ntem hidrofobik ilaclar icin kullanilan bir tekniktir. Bu
metotta Oncelikle yad/su fazi olusturularak emdulsiyon damlaciklari elde
edilmektedir. Ardindan elde edilen yad/su fazi emdilsiyon ajani iceren yuksek
miktardaki su fazinda seyreltiimektedir. Organik ¢ozucinin damlaciklardan
difizyonu ile malzemede kimelesmeler meydana gelerek partikil olusumu
gerceklesmektedir. Ardindan buharlagsma veya filtrasyon ile organik ¢6zicl
uzaklastiriimaktadir [57].

Emdiilsiyon hazirlama-tuzla ¢oktiirme

Emdlsiyon hazirlama-tuzla ¢oktirme metodunda ise organik ¢dzlcu olarak suda

tamamen ¢o6zlnebilen bir ¢dézicu kullanilir. Bu yéntemde su fazina yuksek
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konsantrasyonda tuz (magnezyum klorur, kalsiyum klorur gibi) veya seker eklenir.
Tuzlu su ¢ozeltisi ile suda tamamen ¢ozinebilen aseton gibi organik bilegiklerin
suyla karigmasi engellenmektedir. Tuzla ¢okelme ajanlarinin segimi emulsiyon
kararlihgini, enkapsulasyon verimini ve partikul boyutunu etkiler. Bu yontemin en
onemli avantajlari daha az toksik organik ¢ozuculerin kullanilabilmesi ve ylksek
miktarda emdulsiyon ajani gerektirmemesidir. Dezavantajlari ise lipofilik ilaglar icin

tercih edilememesi ve yogun bir yilkama basamagi gerektirmesidir [57, 62].

Cizelge 2.1'de partikul Gretim yontemleri kolay uygulanabilirlik, dlgek buyltme ve
toksik madde igerigi kriterlerinin 6nemine gore dusuk, orta ve yuksek ifadeleri ile

degerlendirimigtir.

Cizelge 2.1. Partikul Uretim yontemlerinin gesitli kriterlere gore degerlendiriimesi.

Partikiil Uretim Yontemleri
. - Coziicu Coziicu Tuzla
Kritey Napocokuiige Buharlagtirma Diflizyonu Coktiurme
Kolay Uygulanabilirlik orta yuksek orta yuksek
Olgek Biiyiitme diistk diistk disuk disik
Toksik Madde igerigi disik dislk disuk yuksek

2.3. Kontrollii ilag Salim Sistemlerinde Kullanilan Matematiksel Modeller

ilag salimi, enkapsiile edilen materyalin ya da doku iskelesinin bozunmasi veya
ilacin diflizyonu ile gerceklesebilir. ilacin salimi veya salim siiresi salim sisteminin
tasarimiyla kontrol edilebilmektedir. ilag saliminin kinetigi ve strekliligi ise eklenen
ilacin veya taslyici materyalin turu, tasiyicinin spesifik olmayan veya spesifik
yollarla ilaca baglanmasi yoluyla ayarlanabilir [63]. Asagida kontrolll ila¢g salim

sistemleri i¢in siklikla kullanilan kinetik modeller anlatilmigtir [64].
Sifirinci-derece salim kinetigi

Sifirinci-derece salim kinetiginde salim sureci boyunca ilacin kandaki seviyesi
sabit tutulur. ilag salim hizi ilag¢ derisiminden bagimsizdir. Bu matematiksel model
Esitlik 2.1 ile gosterilmektedir:

Q=Qo + Kot 2.1)
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Burada Q salinan ilag miktari, Qo ilacin ¢ozeltideki baglangi¢ miktari (cogunlukla
sifirdir), Ko sifirinci-derece salim sabiti ve t ise salim suresini ifade etmektedir. Bu
salim kinetigi antibiyotik salimi, kalp ve damar basincini ayarlayan ilaglarin ve

antideprasanlar gibi belirli tipteki ilaglarin salimi igin énemlidir.
Birinci-derece salim kinetigi

Birinci derece salim kinetigi Esitlik 2.2 ile verilmigtir.
dc
S =k(Cs-Cy) (2.2)

Burada dC/dt zamanla ila¢ derisimindeki degisimi, k birinci derece hiz sabitini, Cs
baslangi¢ ilag derisimini ve C: ise t anindaki ila¢ derisimini ifade etmektedir. Bu

denkligin dogrusallastiriimig hali Esitlik 2.3 ile gosterilmistir.

In (CC—Ct) =kt (2.3)

Higuchi salim kinetigi

Bu salim kinetigi Higuchi tarafindan 1961’de tanimlanmistir. Bu model tasiyici
sistemdeki baslangi¢ ila¢ derisiminin ila¢ ¢ozunurlugunden buyuk olmasi, ilag
difuzyonunun tek boyutlu olmasi ve ilag molekullerinin tasiyici sistem boyutundan
cok kuiguk olmasi varsayimlarina dayanmaktadir. (Esitlik 2.4)

Q=K (2.4)

Burada Kn Higuchi salim kinetigi sabiti, t zaman ve Q ise t anindaki ila¢g miktarini

ifade etmektedir.
Hixson-Crowell salim kinetigi

Bu kinetik model tagiyici sistemin ylzey alaninda ve ¢apinda bir degisim oldugu
durumlara sahip sistemleri tanimlamak igin kullanilir. Asagida Esitlik 2.5'te

goéruldugu gibi ifade edilir:
VQo-Y/Qi=-Kpct (2.5)

Burada Qo baslangi¢ ilag miktarini, Qt zamanla salinan ilag miktarini ve Kuc

Hixson-Crowell sabitini ve t ise zamani gostermektedir.
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2.4. lilag Salim Sistemlerinde Kullanilan Biyomalzemeler

Kontrolll ilag salim sistemlerinde yaglar, dogal veya sentetik polimerler, metaller,
antikorlar, seramikler, manyetik bilesenler ve karbon gibi bazi tasiyici malzemeler
kullaniimaktadir. Bu malzemelerden en ¢ok kullanilanlari polimerlerdir. ilag salim
sistemlerinde kullanilan polimerlerde biyouyumluluk ve gogunlukla biyobozunurluk
Ozellikleri aranmaktadir. Biyobozunur polimerler fizyolojik ortamda enzimatik,
mikrobiyolojik ya da hidrolitik olarak bozunabilen polimerlerdir. Biyobozunur
polimerlerin parcalanma Urlnlerinin toksik olmamasi gerekmektedir. ilag salim
sistemlerinin hazirlanmasinda dogal ve sentetik olmak Uzere farkli iki tir polimer

kullaniimaktadir.
2.4.1. Sentetik Polimerler

Sentetik polimerler dayanikli ve kararli olmalari, yuksek miktarda ve saflikta
uretilebilmeleri, yapisal spesifikasyonlara olanak saglamalari gibi avantajlari
nedeniyle ilag salim sistemlerinde siklikla tercih edilirler. Poli(laktik asit),
poli(glikolik asit), poli(hidroksi butirat), poli(e-kaprolakton), poli(adipik asit) ve
poli(tereftalik asit) ilag salim sistemlerinde kullanilan sentetik polimerlere érnektir
[65]. Sentetik polimerlerin ana zincirine ester, karbonat, Ure ve amit gibi
fonksiyonel gruplar eklenerek biyobozunurluk 6zellikleri ayarlanabilmektedir [66,
67].

ilag salim sistemlerinde en cok kullanilan biyobozunur polimerler, poli(laktik asit)
(PLA) ve poli(glikolik asit) (PGA)’tir. 1960’larda ilk kez cerrahi iplik olarak PLA ve
PGA kopolimer halinde poli(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) seklinde kullaniimistir
[68, 69]. PLGA kopolimeri FDA tarafindan onayli bir polimerdir. PLGA, paklitaksel
ve doksorubisin gibi bircok anti-kanser ilacin enkapsile edilmesinde siklikla
kullaniir.  PLGA’nin  yapisindaki ylUksek kristalinitedeki PLA sert, dustk
kristalinitedeki PGA ise yumusak bir yapidadir. Bu iki polimerin oranlarinin ve
kopolimerin molekul agirhdinin degistiriimesi ile PLGA’nin  biyobozunurluk
Ozellikleri birka¢g gunden birka¢ yila kadar ayarlanabilmektedir. Kristal yapidaki
polimerlerin parcalanma sulreleri daha uzundur. Bu nedenle PLGA yapisindaki
PLA oraninin artmasi yapinin pargalanmasini yavaglatir. PLGA kopolimerinin su

varliginda ester baglarinin hidrolizi ile olusan bozunma durunleri (laktik asit ve
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glikolik asit) vucut ortaminin pH'ini etkileyecek asidik ozelliktedir. Bu dezavantaji

nedeniyle tampon formulasyonu ile birlikte kullaniimaktadir.

Poli(e-kaprolakton) (PCL), toksik olmayan biyobozunma Urlnleri, yavas bozunma
Ozelligi ve bircok steroidin gecgisine imkan tanimasi nedeniyle ila¢ salim
sistemlerinde siklikla kullanilan sentetik polimerler arasindadir [70]. Hidrolitik
olarak alifatik ester baglarinin hidrolizi ile toksik etkisi olmayan e-hidroksikaproik
asit'e bozunmaktadir [71]. PCL, yar kristalin yapiya sahiptir ve hidrofobik 6zellik
tasir [72].

Poli(etilen okstit) (PEO) olarak da bilinen poli(etilen glikol) (PEG) biyobozunur
olmayan, hidrofilik bir polimerdir. Polimer-ilag¢ konjligasyonlarinda siklikla

kullaniimaktadir. Hidrofilik yapisi nedeni ile biyouyumlu 6zellik gostermektedir [73].
2.4.2. Dogal Polimerler

Dogal polimerler ilag salim sistemlerinde biyobozunur olmalari, hidrofilik ilaglar icin
yuksek enkapsulasyon saglamalari ve enzimatik olarak parcalanabilmeleri gibi
nedenlerle tercih edilmektedirler [74]. Dogal polimerler bitkisel ya da hayvansal
kaynakli olup protein ya da polisakkarit yapisindadir, dolayisiyla biyobozunur ve
biyouyumludurlar. Albumin, kolajen, kitosan ve aljinat ila¢ salim sistemlerinde
siklikla kullanilan dogal polimerlere érnektir [75]. Bu dogal polimerlerden albumin
insan kan plazmasinin ana proteinlerinden biri olup biyobozunur ve suda ¢oézunur
Ozelliktedir. Bu ozellikleri ile albuminin FDA tarafindan onay almis Abraxane® isimli

polimerik nanokure formulasyonu ticari olarak mevcuttur [76].

Kitosan, kitinin deasetilasyonu sonucu olugan eklembacakli kabuklarindan elde
edilen dogal bir polimerdir. Suda c¢ozunurlGglu dusuktir ve zayif asitlerde
¢cozunmektedir. Kitosan antibakteriyel, bakteriyostatik ve osteokonduktif gibi tstin
Ozellikleri nedeniyle ilag salim sistemlerinde ve doku muhendisligi ¢calismalarinda
siklikla tercih edilmektedir. Kitosanin deasetilasyon derecesi ve molekul agirlig

fizikokimyasal ve biyolojik dzelliklerini belirleyen baglica kriterlerdir [77].

Albumin, insan kan plazmasinin ana proteinlerinden biridir. Suda g¢b6zunen,
biyobozunur ve biyouyumlu bir yapi olmasi nedeniyle ilag salim sistemlerinde
tercih edilmektedir. Genellikle bazi polimerlerle enkapstle edilmis sekilde kullanihr.

Ornegin PGA-albumin konjligasyonlari gibi [78].
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Aljinat, yosun veya bakteri kaynakh bir polisakkarittir. Herhangi bir toksik 6zelligi
bulunmayan dogal kaynakli aljinat malzemeler enzim, hicre ve ilag gibi yapilarin

enkapsulasyonunda siklikla kullaniimaktadir [79].
2.5. Poli(butilenadipat-ko-tereftalat) (PBAT)

llag salim sistemlerinde en ¢ok kullanilan sentetik biyobozunur polimerler
arasinda PLA, PGA ve PCL gibi alifatik poliesterler yer almaktadir. Alifatik
poliesterler biyobozunur olmalarina ragmen mekanik dayanimlari oldukg¢a dusukttr
[80]. Homo-poliesterlerin kisith 6zelliklerine karsi alifatik-aromatik kopoliesterler
sagladiklari avantajlar ile son yillarda dikkat ¢ekici hale gelmistir. Alifatik-aromatik
kopoliesterler, hem alifatik poliesterlerin iyi biyobozunurluk oOzelliklerini hem de
aromatik poliesterlerin iyi mekanik ve termal dayanimlarini bir arada
saglamaktadirlar. Alifatik-aromatik bir kopoliester olan poli(bUtilenadipat-ko-
tereftalat) (PBAT), her iki poliester ¢cesidinin avantajlarini bir arada saglayan yeni
ve alternatif bir biyomalzeme olarak son yillarda dikkat ¢ekmektedir [81].
Literatlrde, PBAT’In biyobozunurluk, biyouyumluluk ve mekanik dayanimi ile ilgili

calismalar yer almaktadir (Cizelge 2.2).

Cizelge 2.2. Literatlirdeki PBAT la ilgili calismalardan bazi érnekler.

Konu Bashk Yazarlar Yil
PBAT/ Poly(butylene adipate-co-terephthalate) scaffolds: Arslan ve 2016
Biyobozunurluk processing, structural characteristics and cellular arkadaslari
responses [10]
Biodegradation of aliphatic-aromatic copolyesters Kleeberg ve | 1998
by Thermomonaspora fusca and other thermophilic arkadaslari
compost isolates [82]
PBAT/ Characterization, degradation and biocompatibility Fukushima 2013
Biyouyumluluk of PBAT based nanocomposites ve
arkadaslari
[83]
PBAT/mikropartikul Performance of biodegradable microcapsules of Brunner ve 2011
poly(butylene succinate), poly(butylene succinate- arkadaslari
co-adipate) and poly(butylene terephthalate-co- [84]
adipate) as drug encapsulation systems
Preperation of submicroparticles based on Stloukal ve 2010
biodegradable co-polyester arkadaslari
[85]
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2.5.1. PBAT’In Ozellikleri ve Kullanim Alanlari

ik kez 1995 yihinda BASF firmasi tarafindan 1,4-butandiol, tereftalik asit ve adipik
asidin polikondenzasyonu ile Uretilen ve 1998’de Ecoflex® adiyla pazara verilen
PBAT, Cizelge 2.3'te de goéruldugu gibi Ecoworld®, Eastar Bio® gibi ticari isimleri

ile birgok firmadan temin edilebilmektedir [8].

Cizelge 2.3. PBAT’In ticari isimleri [86].

Ticari isim Firma adi

Ecoflex® BASF

EnPol® IRE Chemical Ltd

Origo-Bi® Novamont

FEPOL® Far Eastern New Century Co

Poliesterler, etilen glikol, 1,4-butandiol ve adipik asit gibi diol ve dikarboksilik asit
gibi bilesenlerin kondenzasyon tepkimeleri ile kolaylikla dretilebilmektedirler.
Alifatik ve aromatik bilesenlerden olusan kopoliesterler ise gogunlukla 1,2-etandiol,
1,3-propandiol, 1,4-butandiol, sebasik asit, adipik asit ve tereftalik asit gibi
bilesenlerin polikondenzasyonu ile elde edilirler. Alifatik-aromatik bir kopoliester
olan PBAT Sekil 2.7°de kimyasal yapilari gorulen 1,4-butandiol, tereftalik asit ve
adipik asitin polikondenzasyonu ile uretilmektedir [8]. PBAT, aromatik kismi temsil
eden butilen tereftalat (BT) ve alifatik kismi temsil eden butilen adipatin (BA)

tekrarlayan zincirlerinden olugsmaktadir.

1,4-bitandiol tereftalik asit adipik asit o

e+ PO,
0]
(@) i

Polikondensazyon

0 0 7 cn’
‘[’C—O—C—O— (CHz;g—oHc— (CH2)g —GC—0 (CHZ)‘_O+V
\ ) | J

| |
bitilen tereftalat (BT) biitilen adipat (BA)
(b) aromatik birim alifatik birim

Sekil 2.7. PBAT'In bilegenleri (a) ve PBAT'In (b) kimyasal yapisi.
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PBAT’In biyobozunurlugu butilen adipat grubundan ve mekaniksel kararlihgi ise
teraftalat grubundan kaynaklanmaktadir. PBAT’In fiziksel 6zellikleri Cizelge 2.4'te

gorulmektedir.

Cizelge 2.4. Ecoflex®’in fiziksel 6zellikleri [87, 88]

Ozellik

Molekul agirligi (g/mol) 40,000
Erime sicakhgi (°C) 110-120
Camsi gegis sicakhigi (°C) -29
Yogunluk (g/cm?3) 1.25-1.27
Kristalinite ~ %20

PBAT, gida ambalajlari ve zirai uygulamalar gibi yUksek biyobozunurluk
Ozelliklerinin 6n planda oldugu kullanim alanlari ile diger biyobozunur polimerlere
eklenen katki maddesi olarak esnekliginin 6n planda oldugu kullanim alanlarina
sahiptir [89].

Esnek ve dayanikh yapidaki PBAT, alifatik poliesterlerle karistirilarak mekanik
dayaniklihgr arttirma amach kullaniimaktadir. Literatirde PBAT'In mekanik
direnclerinin (basma-gekme gibi) seramik veya nanokiller ile glglendirildigi birgok
calisma mevcuttur. Nanokillerin PBAT yapisina eklenmesi ile ilgili yapilan bir
calismada nano montmorillonit killer eklenmesi sonrasinda gergeklestirilen
mekanik testler sonucunda PBAT malzemenin sikisma direncinin arttigi rapor
edilmistir. Nanokil icerikli PBAT malzemelerin biyouyumlulugunun arastirildigi
calismada protein absorpsiyonu, sitotoksisite testleri ve tam kan sayimi
sonucunda kil igerikli PBAT nanokompozitlerin biyolojik olarak toksik olmadigi
belirtilmigtir [83].

Alifatik aromatik ko-poliester PBAT’In aromatik birimlerinin miktarina bagh olarak
mekanik dayanimi ve biyozobozunurlugu degiskenlik gostermektedir. Aromatik
birimlerin artmasi ile yapiya mekanik dayanim kazandirilirken biyobozunurluk
Ozellikleri azalmaktadir. Yapilan c¢alismalarda PBAT yapisindaki aromatik
birimlerin miktari %30-%55 arahdinda tutuldugunda mekanik dayanim ve
biyobozunurluk ozelliklerinin birlikte saglanabildigi rapor edilmistir [90].
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2.5.2. PBAT’In Biyouyumlulugu ve Biyobozunurlugu

Alifatik-aromatik kopoliester olan PBAT tamamen bozunmasi, toksik etki
yaratmamasi ve esnek olusu nedeniyle endustriyel Urlnlerin paketlenmesinde ve
bazi tarimsal amaglarla sikga kullaniimaktadir [89]. Son yillarda yapilan
calismalarda biyouyumluluk ve biyobozunurluk testlerinde basarili sonuglar

alinmig ve biyolojik sistemler igin de uygun oldugu bildirilmistir [91].
Biyouyumluluk

Biyouyumluluk, vlcut iginde toksisitenin olusmamasi agisindan ilag salim
¢alismalarinda kullanilan matris yapi i¢cin dnemli bir parametredir [55]. Literatlrde
PBAT’In biyouyumlulugunun incelendigi ve basarili sonuglarin elde edildigi birgok
calisma mevcuttur. PBAT ve nanokompozitlerinin hidrolitik bozunmalari ve
biyouyumlulugunun incelendigi bir calismada L929 fibroblast ve hFOB 1.19
osteoblastlar ile in-vitro hucre kaltir calismasi gergeklestiriimistir. Sekiz hafta
suren hidrolitik bozunma testlerinde PBAT nanokompozitlerde morfolojik olarak
bazi bosluklarin olustugu tespit edilmistir. Ayrica fibroblast ve osteoblastlar ile
yapilan 7 gunluk inkibasyon sonucunda PBAT nanokompozitlerin hucrelerin
canlihgini korudugu ve hucrelerde herhangi bir sitotoksik etkiye neden olmadigi
rapor edilmigtir [83]. PBAT ve modifiye edilmis PBAT membranlar ile yapilan
calismada L929 fare fibroblast hiicre hatti ile 6 glin boyunca gergeklestirilen hicre
kultur galismalarinin sonucunda tum membranlarin hucre ¢ogalmasini destekledigi
belirlenmistir [92]. Karbon nanotupler ile gugclendirilerek elektroegrilmis PBAT
fiberlerin MG-63 osteosarkoma hucreleri ile kultire edildigi bir calismada PBAT
fiberlerin hucrelere toksik etki gdstermedigi tespit edilmistir [93]. PBAT’In
biyouyumluluguna yonelik olarak vyapilan bir in-vivo calismada ise nano-
hidroksiapatit katkili ve insan adipoz kok hucreleri ekili PBAT nanofiberler ve
filmler kemik implanti olarak tasarlanmistir. Sicanin sirt bolgesine implante edilen
PBAT nanofiberlerin ve filmlerin 2 giin sonra ¢ok dustuk miktarda bir inflamasyona
yol actigi gorulmusur [94]. Porojen icerikli PBAT-kitosan karisimi doku iskelelerinin
hazirlandigi bir calismada ise ISO/EN 10993 starndartlarina uygun olarak yapilan
sitotoksisite testlerinde L929 hucrelerinde herhangi bir toksisite gdzlenmedigi ve
hicre canlihlginin  yuksek oldugu belirtiimistir [95]. PBATIn kemik doku
muhendisliginde kullanimak Uzere c¢esitli yontemler ile doku iskelesi olarak
aretiminin yer aldigi bir calismada PBAT In MC3T3-E1 kemik oncul hucreleri ile
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yapilan biyouyumluluk calismalarinda PBAT’In hucreler Uzerinde toksik bir etkiye

neden olmadigi ve hucre proliferasyonunun gerceklestigi rapor edilmigtir [10].
Biyobozunurluk

ila¢ salim sistemlerinde kullanilan polimerik malzemelerin biyobozunur olmasi ve
bozunma urunlerinin toksik etki yaratmamasi dnem tasimaktadir. Bazi polimerik
malzemelerin bozunma Urdnleri ortamin yapisini degistirebilmekte ve ilag salim
sisteminin etkinligini dusurebilmektedir [55]. Yapilan c¢alismalarla PBAT'’In
biyobozunurluk 0Ozelligi toprak, su, kompost gibi ortamlarda arastiriimis ve
biyobozunurlugunun yuksek oldugu ve bozunma drunlerinin toksik olmadigi
desteklenmistir. PBAT’In biyobozunurluk &zellikleri yapisindaki alifatik ve aromatik
gruplarin miktarlarina baglidir. Aromatik bloklarin polimer zincirindeki miktari
arttiginda polimer zincirlerinin hareketliligi azalmakta ve bozunma hizi dusmektedir
[9]. Yapilan bir calismada aromatik gruplarin sekans uzunlukluklarinin 3 ve daha
fazla olmasinin bozunurluk hizini énemli dlgide azalttigi rapor edilmistir [90].
Vicutta birikkmemesi ve vilcuda herhangi bir toksik etki birakmamasi igin
biyobozunurluk ve biyouyumluluk ozelliklerinin yaninda uzun sureli salimlarda kan
akisina karsi direng igin iyi mekanik dayanim ilag salim sistemlerinde kullanilacak
malzemelerin sahip olmasi gereken bir diger ozelliktir [96]. PBAT'In mekanik
Ozellikleri aromatik birimlerin miktariyla dogru orantihidir. Bu nedenlerle, PBAT'In
icerdigi alifatik ve aromatik birimlerin oranlari, optimum degerde olmalidir. Yapilan
bir calismada hem mekanik dayanim hem de bozunurluk agisindan tereftalik asit
miktarinin %35 ve %55 arasinda olmasi gerektigi belirtilmistir [90]. Yuksek
sicakhga sahip kompostlarda vyasayan, termofilik aktinomiset tlri olan
thermomonaspora fusca ile yapilan biyobozunurluk ¢alismalarinda simule kompost
ortaminda %44 oraninda BT (aromatik) ve %56 oraninda BA (alifatik) iceren
PBAT'In 22 gunde %99.9unun bozundugu rapor edilmigtir. Yapilan gaz
kromatografisi (GC), jel gegirgenlik kromatografisi (GPC) analizleri ve
respirometrik testler ile aromatik bozunma Grunlerinin olugsmadigi belirlenmistir
[97]. Aktinomiset ortaminda bazi poliesterlerin biyobozunurlugunun incelendigi bir
calismada ise PBATIn (%40 butilen tereftalat ve %60 buitilen adipat icerikli)
cevrede yuksek oranda bozunan bir poliester olan poli(hidroksi butirat) (PHB)'ye
gore daha hizli bozundugu kaydedilmistir [81]. PBAT’In bozunmasi, ester
baglarinin enzim-katalizli hidroliziyle gerceklesmekte ve ylzeyden baslamaktadir.
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PBAT’In enzimatik bozunurlugunun incelendigi bir calismada ise pseudo-mona
cepacia isimli mikroorganizmanin salgiladigi lipaz enzimi varliginda bozundugu
rapor edilmistir [98]. PBAT’ In kemik doku muhendisliginde kullanimak tzere ¢esitli
yontemler ile doku iskelesi olarak Uretiminin yer aldigi bir calismada PBAT'in lipaz
enzimi ile hidrolitik bozunmasi incelenmistir. 5 haftada ¢o6zlci dokum-pargacik
uzaklastirma ile elde eldilen doku iskelelerinde % 10 oraninda, elektroegirme

yontemi ile hazirlanan ince filmlerde ise % 5 oraninda bozunma gérulmustar [10].
2.5.3. PBAT’In ilag Salim Sistemlerinde Kullanimi

PBAT rapor edilen biyobozunurluk ve biyouyumluluk o6zelligiyle kontrolli salim
sistemlerinde gelecek vadeden alternatif bir polimerdir. PBAT ile ilag salimina
yonelik yapilmis bir galismada PBAT, poli(butilen siksinat) (PBSu), poli(butilen
suksinat-ko-adipat) (PBSA) poliesterleri kullanilarak partikiller cift emdulsiyon
hazirlama-¢dzicu buharlastirma yontemi ile hazirlanmistir. Hidrofobik bir ajan olan
retinoik asitin (atRA) partikullere sirasiyla PBAT, PBSu ve PBSA igcin % 95.8, %
954 ve % 94.0 verimle enkapsule edildigi rapor edilmigtir. En ylksek
enkapsulasyon verimine PBAT poliesteri ile ulagiimigtir. PBAT mikrokapsullerin
atRA salim profili incelendiginde ilk saat iginde %10 patlama etkisi ile salindidi, 1
hafta boyunca lineer bir profil izleyerek %25 atRA salimini takiben profilin
paraboliklestigi belirlenmistir. PBAT'In patlama etkisinin literatirde polimerik

partikiller icin kabul edilen dederlerde oldugu goriulmektedir [84].

PBAT partikullerin emdulsiyon hazirlama-¢ézuclu buharlastirma metodu ile
hazirlandigi bir diger ¢alismada karistirma hizi, sonikasyon ve polimer derigiminin
partikil boyutu ve boyut dagilimina etkisi incelenmistir. Elde edilen partikullere
herhangi bir ilagc yluklemesi gerceklestirimemistir. Bu calismada 25 - 150 mg/mL
PBAT derisimlerinde, % 0.5 PVA derigsiminde ve sulu fazin organik faza hacimce
orani 4 olarak hazirlanan partikillerin ortalama c¢aplarinin 9.44 um ile 0.40 ym
arasinda degistigi rapor edilmistir. PBAT derisimin artmasiyla partikil ¢aplarinin
arttigi goérdlmustar. Ayrica karistirma hizinin  artmasiyla (6,000-24,000 rpm)
partiktl caplarinin azaldigi gosterilmistir [85].
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2.6. Kurkumin

Gunluk hayatta baharat, gida renk maddesi olarak bilinen kurkumin ayni zamanda
birgok hastaligin tedavisi ve onlenmesi igin kullanilan potansiyel bir bilesik haline
gelmistir. Kurkumin ilk kez 1815 yilinda izole edilmis ve kristal formunda 1870
yihinda elde edilmistir[99]. Kurkumin, 1,6-heptadien-3,5-dion-1,7-bis(4-hydroksi-3-
metoksifenil)-(1E,6E) veya difertlolmetan olarak tanimlanmistir. 1910 yilinda
kurkuminin ferllolmetan yapisi Lampe ve Milobedeska tarafindan dogrulanmis ve
kurkumin sentezi gergeklestiriimistir. Sekil 2.8’de kurkuminin yapisi, izolasyonu ve
ekstraksiyonu; marketlerde yaygin olarak satillan kurkumin kapsulleri, haplari,

pastilleri, bantlari ve kremi ve asidik, bazik, notr zerdegal ve kurkumin sematik

olarak gosterilmektedir.
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Sekil 2.8. Kurkuminin yapisi, izolasyonu ve ekstraksiyonu. Marketlerde yaygin
olarak satilan kurkumin kapsulleri, haplari, pastilleri, bantlari ve kremi. Asidik,

bazik, notr zerdecgal ve kurkumin [100].

Yaygin olarak zerdegal ismi ile bilinen kurkumin, zencefilgiller ailesine
(Zingiberaceae) ait olan zerdegal (Curcuma longa, turmeric, zerdeg¢dp, safran
koku, sariboya, zerdegav, hint safrani) bitkisinin koklerinden elde edilir. Kurkumin,
hidrofobik yapili polifenolik bir bilesik olup sari-turuncu pigmentli bir maddedir.
Kurkuminin erime noktasi 183°C ve molekul agirhgr 368.37 g/mol’dir [99].
Kullanilan ¢o6zuclu ile degisiklik gostermekle birlikte UV-gorunir bolgede
spektrofotometrik olarak incelendiginde maksimum absorbansi 400-430 nm dalga

boyu arasindadir. Kurkuminin metanol igerisindeki maksimum absorpsiyonu (Amax)
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430 nm’de, aseton igerisinde ise 415-420 nm’de gergeklesir [101]. Kurkumin, 2.5-7
pH aralidinda parlak sari tonda ve pH>7’de ise kirmizi renkte gorundr. Kurkumin
enolik ve B-diketonik formda bulunur. Kurkumin ¢ozelti igerisinde birincil olarak
enolik formunda bulunmaktadir [102]. Kurkumin asidik pH’da kararhdir, nétr ve
bazik ortamda kararsizdir ve bu kosullarda ferllik asit ve ferUlolmetana

bozunmaktadir.

Kurkumin suda ¢6zinmez, hidrofilik bir ajandir. Metanol, kloroform, aseton, etanol,
asetik asit, tetrahidrofuran ve kloroform gibi ¢ézlcullerde ¢dzunurligu yuksektir.
Kurkumin 0.1 M sodyum hidroksit icerisinde ise yalnizca 1-2 saat suresince

¢6zunmus halde kalabilir [103].

Kurkuminin 1sikli ortamda fotodegredasyona ugradidi bilinmektedir. Kurkuminin
baylk bir kismi (>%90) pH 7.2'deki fosfat tamponuna konuldugunda 30 dk
icerisinde bozunur. Kurkuminin bozunmasi 1-6 pH araliginda olduk¢a yavastir ve
midede de bu durum gegerlidir [104]. Buna karsin kurkuminin baslica metabolitleri
(tetrahidrokurkumin veya THC) noétr ve bazik ortamda oldukga kararlidir ve
antioksidan aktivitelerine de sahiptirler [105-107]. Kurkumin, hicre besi ortaminda
% 10 fetal sigir serumu kullanildiginda kararl yapidayken, % 50 oraninda fetal
sigir serumu kullanildiginda 8 saat igcinde bozunmaktadir [104]. Trans-6-(4'-
hidroksi-3’-metoksifenil)-2,4-diokso-5-hekzenal'in  kurkuminin baslica bozunma
artind oldugu tahmin edilmektedir ve vanilin, fertlik asit, ferilol metan ise daha az
olusan bozunma urtnlerindendir. Fertolilmetanin hidrolizi ile olusan UrlGnler vanilin
ve asetondur ve inkiibasyon suresi ile bu miktarlar artmaktadir. Ek olarak kurkumin

siklodekstrin ile kompleksler olusturarak kararli hale gegmektedir [108].

Kurkuminin toksisitesinin incelendigi insanlar Uzerindeki farmakokinetik ¢alismalar
genellikle benzer sonuglar vermektedir. Klinik olarak kurkumin doz denemesinin
yapildigi bir calismada (faz-l insan klinik ¢alismasi) 3 ay boyunca 3 hastaya 500
mg/gun baslangi¢ dozu ile kurkumin uygulanmistir ve 2. derece veya daha yuksek
toksisiteler gorulmedigi durumda 1,000, 2,000, 4,000, 8,000 ve son olarak 12,000
mg/gun’e kadar kurkumin dozu arttirilmigtir. Calisma sonucunda kurkuminin 8,000
mg/gun ve daha dusik dozlarda toksik olmadidi rapor edilmistir [109]. Kurkuminin
gunlik 3,600, 1,800 veya 7 gun igin 450 mg doz miktarlarinda kalin bagirsak
kanseri hastalarinda uygulandigi bir calismada hastalarda hehangi bir toksik etkiye
neden olmadigi belirlenmistir [110].
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Zerdecalin (Curcuma longa) yapisinda kurkumin disinda demetoksikurkumin, bis-
demetoksikurkumin olmak uzere farkli kurkuminoid yapilari bulunmaktadir (Sekil
2.9). Bu yapilar arasinda en kararli olani antikanserojen 6zellige sahip olan
kurkumindir. Ham 6zut kurkumin bileseninin yaklasik %2-8i saf kurkumin
icermektedir. Kimyasal ismi 1,6-heptadien-3,5-dion-1,7-bis(4-hidroksi-3-
metoksifenol)-(1E,6E) ya da diferuloilmetandir. Ticari kurkumin igeriginde kurkumin
(Mw 338 g/mol), %10-20 oraninda demetoksikurkumin (Mw 338 g/mol), %5
oranindan az ise bis-demetoksikurkumin (Mw 308 g/mol) kurkuminoidleri
bulunmaktadir [99].
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Sekil 2.9. Kurkuminin ticari igerigindeki molekullerin kimyasal yapilari: (a)

kurkumin, (b) demetoksikurkumin, (c) bis-demetoksikurkumin.
2.6.1. Kurkuminin ilag Salim Sistemlerinde Kullanimi

Turmerik toz olarak bilinen curcuma longa’nin iyilestirici madde olarak geleneksel
tipta kullanimi oldugu bilinmektedir. Biyolojik ve farmasaotik aktivite agisindan genig
bir spektruma sahip olan kurkumin son zamanlarda antioksidan, antiinflamatuar,
antikanserojen, antidiyabetik ve antimikrobiyal 6zellikleri nedeniyle modern tipta
Cizelge 2.5’te de gorulen bazi hastaliklar i¢in kullaniimaya baslanmistir.
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Cizelge 2.5. Kurkuminin modern tipta etki ettigi hastaliklar [99].

Kurkuminin etki ettigi hastaliklar

Kronik hastaliklar (Kalp, akciger, karaciger hastaliklari, mide Ulseri, sedef
hastalidi, epilepsi, parkinson, AIDS vb.)

Kanser (Kemik, gogus, akciger, kolon, yumurtalik, mide kanseri vb.)

Enfeksiyon (Sitma vb.)

Diger (Yara, depresyon, katarakt, safra tasi vb.)

Yapilan son calismalarda kurkuminin ilag salim sistemleri icin oldukg¢a etkili ve
guvenli bir bilesen oldugu ortaya konmustur. Fakat klinik potansiyeli, hidrofobik bir
ilac olmasi nedeniyle kisith kalmaktadir. Bu nedenle agizdan alimi etkili bir tedavi
yontemi olugturmamaktadir. Kurkuminin suda ¢ozunurligunu ve biyouyumlulugunu
artirmak amaci ile lipozomlara, polimerik nanopartikillere, biyobozunur
mikroklrelere ve yag bazli nanopartikullere enkapsulasyonu calisiimistir. [111-
113]. Cesitli nanoteknolojik temelli ilag salim sistemleri ile yapilan kurkumin salimi
(6rnegin; nanopartikiller, lipozomlar, nanoemdlsiyonlar gibi) oral yolla verilen
kurkumin yerine, olusabilecek toksik yan etkileri azaltmak ve ilacin etkinligini
artirmak amaciyla oldukga fazla kullanilan bir yontem haline gelmistir [114].
Literatirde yer alan bir ¢alismada kitosan kapli poli(butil siyanoakrilat) (PBCA)
polimerik nanopartiklllerden kurkumin salimi gerceklestiriimistir. Calismada
dogrudan ve nanopartikule enkapsule olmus halde, kurkuminin salimi saglanarak
hicre canhligindaki degisim incelenmistir. Calismada HepG2, Huh7 ve Bel7402
hicre hatlan  kullanilmigtir.  Kitosan kapli  poli(butil siyanoakrilat) (PBCA)
nanopartikillerden kurkumin saliminin dogrudan uygulamaya goére kanserli
hicrelerde daha etkili oldugu gorulmagtur. Ayrica kurkuminin saglikli hucrelere
sitotoksik etki yaratmadan kanser hlcrelerinin inhibisyonuna neden oldugu rapor
edilmistir [115]. Baska bir ¢alismada kurkuminin polilaktik-ko-glikolik asit (PLGA)
nanopartikillerden ve serbest halde saliminin kanserli hucrelerdeki etkisi
degerlendirilmigtir. Kurkumin yuklu PLGA nanopartikullerin hicre
proliferasyonundaki antikanserojen potansiyelinin serbest kurkuminin etkisine goére
yumurtalik kanser hicrelerinde 2 kat ve metastatik gogus kanseri hicrelerinde 6
kat daha yuksek oldugu belirtiimistir [116]. Arjinince zenginlestiriimis amfifilik peptit
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nanopartikullere kurkumin yuklemesinin yapildidi bir calismada partikullerin MG-63
kemik kanseri hlcrelerine etkisi incelenmistir. Calisma sonucunda kurkumin yuklu

partiktllerin MG-63 hlcrelerinin proliferasyonunu inhibe ettigi rapor edilmistir [117].

Kurkuminin ~ polimerik  partiklllere  enkapsulasyonunun  gerceklestirildigi
calismalarda partikal dretimi icin pek c¢ok farkh yontem kullaniimigtir. Partikdl
uretim yontemlerinde en siklikla kullanilanilanlardan biri de emulsiyon hazirlama-
¢ozlucu buharlastirma yontemidir. Bu yontemin avantaji tek basamakta ve kolay
hazirlanabilir olmasi, homojenizasyon hizi ve emulsiyon ajani konsantrasyonu gibi
parametrelerin degisimi ile genis aralikta boy dagiliminin elde edilmesi ve
kurkumin gibi  hidrofobik ilaglarin  ylksek oranda enkapsulasyonunun
saglanmasidir. N,O-karboksimetil kitosan nanopartikillerden kurkumin saliminin
yapildigi bir calismada boy dagilimi 30-150 nm arasinda degisen partikullerin
enkapsulasyon veriminin %80 civarinda oldugu belirlenmigtir [118]. PLGA
mikropartiktllerden kurkumin saliminin yapildigi bir baska calismada ise %75
oraninda enkapsulasyon verimine ulasiimigtir. Elde edilen partikullerin ortalama

capl 2219 um olarak bulunmustur [119].

Kurkumin salim sistemlerinde genellikle PLA, PEG, PLGA ve PCL gibi
biyobozunur alifatik poliesterler kullaniimaktadir [120-122]. Bu polimerlerin
kurkumin enkapsulasyon verimlerinin dusuk oldugu ve ila¢g saliminin uzun sureli
olarak  gerceklestirilemedigi  gorulmektedir.  Kurkuminin  kontrollU ~ salim
sistemlerinde etkin olarak kullanilabilmesi igin tasiyici polimerin enkapsulasyon
verimi ve uzun sureli salim saglayabilmesi 6nem kazanmaktadir. Bundan dolayi
enkapsulasyon verimliligi yiksek ve uzun sureli salim profili gdsteren kurkumin

salim sistemlerinin geligtiriimesi gerekmektedir.
2.6.2. Kurkuminin Antikanserojen Etkisi

Kurkumin birgok hastaligin tedavisi ve 6énlenmesinde kullanilan potansiyel bir
bilesiktir. Literatirde kurkuminin kanser tedavisinde kullanilabilirliginin arastirildigi
bircok calisma bulunmaktadir. Kurkuminin cilt, kolon, beyin, prostat, karaciger,
kemik, gogus, yumurtalik, akciger, mide ve kemik kanseri gibi pek ¢ok kanser
turine etki ettigi bilinmektedir [123]. Cok amagh kullanima sahip antikanserojen
nitelikteki kurkuminin kanser hucrelerinin proliferasyonuna katki saglayan bazi

biyolojik yolaklari inhibe ederek anahtar bir rol oynadigi rapor edilmistir. Kurkumin
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¢ok sayida transkripsiyon faktorana, sitokinleri, buyume faktorlerini, enzimleri,
protein kinazlari, ila¢ direngli proteinleri ve bazi adezyon molekullerini module
ederek kanserli hucreler uUzerinde etkinlik gostermektedir. Kurkuminin kanser
hlcreleri Uzerindeki apoptozu tetikleyici mekanizmasi, hucre tipine ve kurkuminin
dozuna baghdir [124].

Hucre dongusu bir hicrede mitotik evre ve interfazdan olusur. Sekil 2.10°da hicre
dongusu sematik olarak gorulmektedir. Mitotik evre hem mitozu hem de sitokinezi
icermektedir. Mitotik hicre boélinmesini daha uzun olan interfaz izlemektedir. Bu
evre tim hiicre dénglsinin yaklasik % 90'in1 kapsamaktadir. interfaz sirasinda
hicre sitoplazmik organellerini ve proteinlerini gogaltarak buyumektedir ve mitoz
icin kromozomlarini kopyalamaktadir. Bu evrede Gifazi, S fazi ve Gz fazi adh alt
fazlar bulunmaktadir. S fazinda kromozomlarin kendilerini esleme islemi
gerceklesmektedir. Bir hlcre dongusunde Gi fazi boyunca hicre bayur, S fazinda
kromozomlarini kopyalar ve buyumeye devam ederken bolunme icin hazir hale

gelir ve mitotik evrede bolunar [125].

Sekil 2.10. Hucre dongusu.

Hucre dongusunu duzenleyen kinaz ve siklin gibi bazi molekullerin aktiviteleri ve
miktarlari hicre donglsunu kontrol etmektedir. Hlcre dongusunu devam ettiren
kinazlar sabit miktarda bulunmakta ve aktif hale gelmeleri igin siklinlere baglanarak
kompleks molekuller olusturmaktadirlar. Kurkumin gibi birgok molekul siklin
bagimli kinazlarin olusturdugu komplekslerin iglevlerini gesitli yolaklar ile stimule
ederek hicre dongusine etki etmektedir. Yapilan birgok kanser galismasinda
kurkuminin htcre dongusunun durmasini sagladigi rapor edilmistir. Baglica hucre

dongu proteinlerinden olan siklin bagimli kinazlar (CDK 1, 2 ve 4) kurkuminin
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hedef molekullerindendir [126]. Sekil 2.11’de kurkuminin hicre dongusune etki

ettigi fazlarin sematik gosterimi yer almaktadir.

Kurkumin

Sekil 2.11. Kurkuminin hucre dongusunde etki ettigi fazlarin sematik gosterimi
[127].

Kurkumin G1/S fazinda hicre dongusund durduran p53 tumor baskilayici gene
etki eder. Tumor baskilayici p53 geni p21 geninin transkripsiyonunu stimule eder
ve p21 proteininin CDK kompleksine (hlcrelerin S evresine ylUrimesini
aktiflestiren) baglanmasiyla kompleksin iglevi bloklanir. Boylelikle hicre déngusu
durur. Ayrica kurkuminin p-glikoproteinleri azaltarak duzenlemesi (down-
regulation) nedeni ile kanser ilaglarina kargi gelisen ¢oklu ilag direncine etki ettigi
bilinmektedir [128]. DNA sentezi ve hlicre c¢ogalmasi icin gerekli olan
deoksiribonukleotidlerin sentezinde rol alan tiyoredoksin reduktaz (TrxR) timor
hucrelerinde agiri miktarda uretilmektedir. Kurkumin TrxR’ye baglanir ve enzimin
nikotinamid adenin dinlukleotid fosfata (NADPH) donusmesiyle hucrelerin
uzerindeki oksidatif stresin artmasini saglayarak timor hicrelerini 6ldirmektedir
[129].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Yapilan tez calismasi genel hatlariyla dért asamadan olusmaktadir. ilk basamakta
kurkumin yUkli olmayan PBAT partikiller sentezlenmistir. Elde edilen sonuglar
dogrultusunda en uygun morfolojik 6zellikteki mikro ve nano boyutta iki farkh
partikul secilmig ve ¢alismanin diger kisimlarinda bu partikuller kullaniimistir. Elde
edilen PBAT mikro ve nanopartikillerin kimyasal 6zellikleri ayrintili olarak
belirlenmistir. Ardindan ikinci basamakta, PBAT mikro ve nanopartikullere
kurkumin yUklemesi gerceklestiriimigtir.  Kurkumin enkapsulasyon verimi
belirlenmis ve kurkumin yUkli PBAT mikro ve nanopartikillerin karakterizasyon
calismalari yapilmistir. Devam eden basamakta kurkumin yukli PBAT mikro ve
nanopartikullerin in-vitro salim ¢aligmalari yapiimig ve kurkumin salim kinetikleri
incelenmigtir. Son olarak ise hicre kualtiri c¢aligmalar ile MG-63 insan kemik
kanseri hucrelerinin ve MC3T3-E1 fare kemik oncul hdcrelerinin tek tabaka
kalturleri Gzerine belli konsantrasyonlarda kurkumin yuklG PBAT mikro ve
nanopartikullerden salinan kurkuminin htcre canliigina olan etkisi incelenmistir.
Yapilan sitotoksisite analizleri, canli-6liG analizi ve hicre canhlidi ve morfololijisinin
goruntilenmesi amaciyla F-Aktin/DAPI boyama calismalari ile desteklenmigtir.
Kurkuminin antikanserojen 6zelliginin hicre dongusune etkisi ise akig sitometre ile

belirlenmistir.
3.1. Kullanilan Malzemeler

PBAT regineleri SASA firmasindan (Adana, Turkiye) temin edilmistir. Organik faz
icerigi hazirlanirken kullanilan diklorometan (DCM) Sigma-Aldrich (Almanya)
firmasindan satin alinmistir. Sulu faz olusumunda stabilizatér ajan olarak
kullanilan polivinilalkol (PVA; +%99, hidrolize edilmis, MA: 89,000-98,000 g/gmol)
ve didodesildimetilamonyum bromur (DMAB, MA: 462.63 g/mol) Sigma-Aldrich
(Almanya) firmasindan temin edilmistir. Antikanserojen ilag olarak kullanilan
kurkumin (saflik derecesi: %65) Sigma-Aldrich (Almanya) firmasindan satin
alinmigtir. Salim ¢alismalarinda kullanilan fosfat tampon ¢ozeltisi (Ca*™, Mg*

iceren) ve sodyum azid Sigma, Almanya firmasindan temin edilmigtir.

Hucre kaltdr calismalarinda kullanilan MC3T3-E1 preosteoblast hiicre hatti Riken
hicre bankasindan (Tsukaba, Japonya) ve MG-63 insan osteosarkom kemik

kanser hiicreleri Balikesir Universitesi, Molekler Biyoloji ve Genetik Bélimi’'nden
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temin edilmistir. Kaltar ortami igin kullanilan Minimum Essential Medium-Alfa
Modifikasyonu (a-MEM) ve Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM), L-
glutamin, penisilin-streptomisin ve fetal sigir serumu (FBS) Biowest (Fransa)
firmasindan satin alinmistir. Tripsin-EDTA ¢o6zeltisi Sigma (Almanya) firmasindan
alinmig ve hucrelerin  yuzeyden kaldirnlmasinda  kullanilmigtir.  Hucre
fiksasyonunda kullanilan glutaraldehit ve hucre canlihk analizinde kullanilan
izopropanol, 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-difenilterazolyum bromdr (MTT) Sigma
(Almanya) firmasindan satin alinmistir. Dulbecco fosfat tampon ¢ozeltisi (DPBS,
pH: 7.4) Biowest (Fransa) firmasindan temin edimigtir. Kurkuminin ¢ézinmesinde
kullanilan dimetil sulfoksit (DMSO) Hyclone (ABD) firmasindan satin alinmigtir.
Hucre dongl analizinde kullanilan Triton X-100 Sigma (Almanya) ve DNAse-free
RNAse Qiagen (Almanya) firmasindan temin edilmistir. Hlcre alim analizinde
kullanilan  F-aktin  Invitrogen (ABD) ve diamidino-2-fenilindol (DAPI)

ThermoScientific (ABD) firmasindan satin alinmistir.
3.2. PBAT Mikro ve Nanopartikiillerin Uretimi

PBAT mikro ve nanopartiklllerin Uretiminde, emdulsiyon hazirlama-¢dzicu
buharlastirma yontemi kullaniimistir. Kurkumin yukli olan ve olmayan PBAT mikro

ve nanopartikullerin Gretimi Bolum 3.2.1 ve 3.2.2’de ayrintili olarak anlatiimistir.
3.2.1. Kurkumin Yiiklii Olmayan PBAT Mikro ve Nanopartikiillerin Uretimi

Kurkumin yuklid olmayan PBAT mikro ve nanopartikiller, emulsiyon hazirlama-
¢O6zucu buharlastirma yontemi ile Uretilmistir. Optimizasyon g¢aligmalari igin polimer
konsantrasyonu, emudlsiyon ajani konsantrasyonu ve emulsiyon ajani tarandn
etkisi incelenmistir. Kurkumin yukli olmayan partikullerin emdulsiyon hazirlama-

¢Ozucu buharlastirma yontemi ile Uretimi sematik olarak Sekil 3.1’de gdsterilmistir.
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Sekil 3.1 Emulsiyon hazirlama-¢ézicl buharlastirma yontemi ile PBAT partikil

uretiminin sematik gosterimi.

Sulu faz organik fazin hacimce dort kati olarak kullaniimistir. Organik faz icerigi
hazirlanirken  %0.5, %1, %?2.5 (w/v) oranlarinda olacak sekilde PBAT,
2.5 mL DCM iginde ¢dzlinmustlr. Sulu faz olusumu igin ise iki farkh stabilizator
ajan kullanilmistir. Su fazi hazirlanirken %1, %2.5 (w/v) PVA veya %1, %1.5, %2.5
(w/v) oranlarinda DMAB, 10 mL distile su igerisinde ¢dzinmustur. Ardindan
organik faz sulu faza ilave edilmigtir. Olusan emulsiyon 1 dk manyetik karistiricida
karistinildiktan sonra 10 dk boyunca 24,000 rpm hizda homojenize edilmistir.
Organik ¢oézici DCM bir gece boyunca ucgurularak uzaklastinimistir. Ardindan
partikiller 10 dk 13,000 rpm hizda santrifij edilmis ve iki kez yikanmistir.
Partiktller 20°C’de bir gece dondurulup, 24 saat suresince -80°C’de dondurarak-
kurutma cihazi (Christ, Almanya) ile kurutulmustur. Partikiller +4°C’de muhafaza

edilmistir.
3.2.2. Kurkumin Yiiklii PBAT Mikro ve Nanopartikiillerin Uretimi

Kurkumin yuklG PBAT mikro ve nanopartikiller, bos PBAT mikro ve
nanopartikullerin Uretimi igin kullanilan yontem ile hazirlanmistir. Farkh olarak bos
partikillerin Uretiminde organik faz hazirlanmasi asamasinda organik ¢ozlcu
olarak kullanilan DCM igerisinde yalnizca PBAT ¢ozinurken, kurkumin yUklG

partiktllerin Uretiminde PBAT ile birlikte kurkumin de ilave edilmistir. Kurkumin
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yukli partikiller, PBAT ve kurkumin arasindaki kutlece oran sirasiyla 5, 10 ve 20

kat olmak Uzere uretilmigtir.
3.3. Karakterizasyon Caligmalari
3.3.1. Partikil Boyutunun Belirlenmesi

PBAT mikro ve nanopartikullerin boy ve boy dagilimlarinin belirlenebilmesi icin
partikuller sulu ortamda seyreltilmistir. Boyut analizleri taramali elektron mikroskop
(SEM), dinamik 1s1k sacilimi (DLS) ve atomik kuvvet mikroskobu (AFM) analizi ile
yapiimigtir.

3.3.1.1. Taramal Elektron Mikroskop (SEM) Analizi

Kurkumin yUkli olmayan PBAT mikro ve nanopartikillerin morfolojik ozellikleri
SEM analizi ile belirlenmisir. Partiklllerin Uretiminden sonra sulu haldeki PBAT
mikro ve nanopartikiller 1/100 oraninda seyreltiimis ve 6,000 rpm hizda 1 dk
homojenize edilmistir. Sulu 6rnekler analiz yapilacak ylzeye damlatilarak oda
kosullarinda kurutulmus ve altin-paladyum ile vakum altinda yaklasik 1 nm
kalinhginda kaplanmistir. Analizler taramali elektron mikroskobu (SEM, Quanta
400F Field Emission SEM) ile yapilmigtir. Ayrica partikillerin ortalama goézenek
boyutu ve boyut dagilimi SEM fotograflari Gzerinden Imaged (NIH, Bethesda)

yazilim programi ile belirlenmigtir.
3.3.1.2. Dinamik Isik Sa¢ilim (DLS) Analizi

Partikullerin boy ve boy dagilimlarinin belirlenmesi amaci ile dinamik 1sik sagilimi
analizi gergeklestirilmistir. Partiktllerin Uretiminden sonra sulu haldeki PBAT mikro
ve nanopartikiller 1/100 oraninda seyreltilmis ve 6,000 rpm hizda 1 dk homojenize
edilmistir. Sulu 6rnekler dinamik 1sik sacgilim cihazinda (Zetasizer Nano S,
Malvern, UK) bulunan 6rnek kivetine 1 mL olacak sekilde eklenerek analiz
edilmigtir.

3.3.2. Atomik Kuvvet Mikroskobu (AFM) Analizi

Partiktl boyutu ve morfolojisinin belirlenmesi amaciyla atomik kuvvet mikroskobu
analizi yapiimigtir. Partikullerin dretiminden sonra sulu haldeki PBAT mikro ve
nanopartikiller 1/100 oraninda seyreltiimis ve 6,000 rpm hizda 1 dk homojenize

edilmistir. Sulu 6rnekler metal ylzeye damlatilarak oda kosullarinda kurutulmustur.

Ornekler atomik kuvvet mikroskobunda (Nanomagnetics Instruments, Oxford, UK)
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341.30 kHz salinim frekansinda, 256 x 256 piksel ¢cozunurlUkte ve 2 ym/s tarama

hizinda analiz edilmistir.
3.3.3. Fourier Donusumli Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR) Analizi

Kurkumin yukli olan ve olmayan PBAT mikro ve nanopartikullerin kimyasal
yapilari Fourier donusumlu kiziltesi spektrofotometresi (Thermo Scientific Nicolet
iS10 FTIR spektrofotometresi, ABD) ile incelenmistir. Olglimler 4000-500 cm

dalga sayisi araliginda gergeklestiriimistir.
3.3.4. Termogravimetrik-Diferensiyal Termal Analiz (TG-DTA)

Termal gravimetrik analiz (TG-DTA) Perkin Elmer SlI Exstar 6000 TG-DTA 6300
cihazinda, PBAT polimeri, kurkumin, kurkumin yUkli ve yukli olmayan PBAT
mikro ve nanopartikullerin termal o6zelliklerinin belirlenmesi amaci ile sicaklik
araligi 0-600°C ve isitma hizi 10°C/dk esas alinarak atmosferik ortamda

gerceklestirilmistir.
3.3.5. X Iginit Kirinimi (XRD) Analizi

X asint kirinimi (XRD, Rigaku Ultima-1V, USA) analizi kurkumin, PBAT polimeri,
kurkumin yukli ve yukli olmayan PBAT mikro ve nanopartikullerinin kristalin
yapilarinin belirlenmesi amaci ile gergeklestiriimistir. Bu amagla toz halindeki
orneklerin her biri tarama derecesi 5°<26°<50° ve tarama hizi 1°/dk esas alinarak

gerceklestiriimistir.

3.4. Kurkumin Yukli PBAT Mikro ve Nanopartikillerin Enkapsilasyon

Verimlerinin Belirlenmesi

Kurkumin yUkli PBAT mikro ve nanopartikillerin enkapsulasyon verimini
hesaplamak icin elde edilen partikil icinde hapsolan kurkuminin tayinine dayanan
yontem kullaniimistir. Bu amacla bilinen miktarda kuru haldeki kurkumin yUukIU
PBAT partikiller 1 mL DCM iginde ¢dzinmugstir. Boylelikle partikdl igindeki
kurkuminin serbest kalmasi saglanmistir. Ardindan bu ¢ozeltinin i¢cine 5 mL etanol
(Sigma Aldrich, 2%99.8, Aimanya) ilave edilip kurkuminin ¢ézinmesi saglanmistir.
YUksek uguculuktaki diklorometanin ugmasini saglamak amaciyla DCM-etanol-
kurkumin ¢ozeltisi inert bir gaz olan azot gazina tabi tutulmustur. Son durumda
etanol igindeki kurkumin konsantrasyonunun belirlenmesi igin spektrofotometrik

tayin yontemi kullanilmigtir. Kurkumin-etanol ¢ozeltisi UV spektrofotometre
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cihazinda (NanoDrop, Thermo Scientific-2000c) analiz edilerek 430 nm dalga
boyundaki kurkumin absorbans degerleri belirlenmis ve Ek-1'de verilen
kalibrasyon egrisi olusturulmustur. Bilinen kurkumin konsantrasyonuna kargilik
gelen absorbans degerlerini iceren kalibrasyon grafiginden faydalanilarak
bilinmeyen kurkumin konsantrasyonlari belirlenmistir. Enkapsulasyon analizi igin
kullanilan partiktllerin  agirlikga igerdikleri kurkumin miktarlari ile teorik
enkapsulasyon deg@erleri hesaplanmigtir. Buna gore deneysel olarak elde edilen
kurkumin konsantrasyonlari ile teorik deger arasindaki iliski % enkapsulasyon

verimi olarak hesaplanmistir.

Enkapsulasyon verimi (%) = yuklenen kurkumin miktari (mg) / bagslangigtaki
kurkumin miktari (mg) X 100

3.5. In-vitro Kurkumin Salim Deneyleri

Kurkumin yukli PBAT mikro ve nanopartikiller liyofilize edildikten sonra toz
halindeki partikul 2 mL %0.1 (w/v) sodyum azid iceren fosfat tampon ¢ozeltisine
(pH: 7.4) ilave edilmistir. in-vitro kurkumin salim galismalari 37°C’de ve 70 rpm’de
gercgeklestirilmistir. Partikullerden kurkumin salim c¢alismasinda belirli zaman
araliklarinda salim ortamindan o6rnek alinmadan o6nce salim ortamlari 13,000
rom’de 10 dk boyunca santrifljlenerek partikiller ¢oktUralmustir. Ardindan salim
ortamindan 3., 5., 7., 12. ve 24. saatlerde ve salim suresi sonuna kadar her gun
50 uL o6rnek alinmis ve yerine 50 uL taze fosfat tamponu eklenmistir. Alinan
ornekler Uzerine 50 pL etanol ilave edilerek kurkumin-PBS:etanol, 1:1 (v/v)
cOzeltileri elde edilmistir.  Alinan 6rneklerin  spektrofotometrik  tayininde
enkapsulasyon verimi icin hazirlanan kalibrasyon grafiginden farkh bir grafik
kullaniimistir. Bu amagla farkli miktarlarda kurkumin iceren kurkumin-PBS:etanol,
1:1 (v/v) ¢ozeltileri UV spektrofotometre cihazinda (NanoDrop) analiz edilip 430
nm’deki absorbans degerlerine karsilik gelen konsantrasyonlar grafige gegirilerek
Ek-2’de yer alan kalibrasyon egrisi elde edilmistir. Elde edilen kalibrasyon
grafiginden faydalanilarak salim sonuglari belirlenmistir. Alinan veriler kimdulatif
salim verileri halinde sunulmus ve salim profilleri olugturulmustur. Kurkumin salim
calismalari U¢ paralel ornek ile yurutalmustar. Salim sonuglar sifirinci derece,
birinci derece, Higuchi ve Hixson Crowell olmak Uzere dort farkli salim kinetik
modeline uygulanmistir. Regresyon katsayilari géz onune alinarak salim
davraniglarinin uygun oldugu kinetik model belirlenmigtir.
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3.6. Hucre Kultur Galigmalar
Kemik Onciil Hiicresi Kiiltiirii (MC3T3-E1 hiicre hatti)

Kurkumin yUkli olan ve olmayan PBAT mikro ve nanopartikillerin sitotoksisitesini
belirlemek icin kemik oncul hucreleri kullaniimistir. Bu calisma icin model hucre
hattt olan MC3T3-E1 tercih edilmistir. Huacreler %10 (v/iv) FBS, %1
penisilin/streptomisin, %1 L-glutamin iceren a-MEM besi ortaminda 37°C’deki %5
CO:z2 igeren etuvde (Heraus Instruments, Almanya) kiltire edilmistir. Her 3 gunde
bir besi ortami degistiriimis 5-6 glinde bir pasajlama islemleri uygulanarak kultire
devam edilmigtir. Sekil 3.2’de yer alan hemositometrik hicre sayimi sonucu elde
edilen MC3T3-E1 hucrelerine ait reme grafiginde 4. gunde logaritmik faza ve 23.

glnden sonra ise durgun faza girdigi gértilmektedir.
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Sekil 3.2. Hemositometrik hiicre sayimi sonucu elde edilen MC3T3-E1 Greme
grafigi.
Kemik Kanser Hiicresi Kiiltiirii (MG-63 hiicre hatti)

Kurkumin igeren PBAT mikro ve nanopartikullerin saglikli ve kanser hucrelerine
etkisini tartisabilmek icin kanser hucresi olan MG-63 hilicre hatti kullaniimistir.
Hucreler, %10 (v/v) FBS, %2 L-glutamin ve %1 antibiyotik iceren DMEM (high
glucose) besi ortami kullanilarak, hicre kiltur kaplarinda gogaltiimis ve 37°C’deki
%5 CO:z2 igeren etuvde kulture edilmistir. TUum Ornekler igin, ortam, her 2 gunde bir
taze besi ortamiyla degistiriimis ve 4-5 gunde bir pasajlama islemi yapiimistir.

Sekil 3.3te yer alan hemositometrik hicre sayimi sonucu elde edilen MG-63
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hucrelerine ait Greme grafiginde 3. gunde logaritmik faza ve 14. ginden sonra ise

durgun faza girdigi gorulmektedir.
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Sekil 3.3. Hemositometrik hiicre sayimi sonucu elde edilen MG-63 Greme grafigi.
3.6.1. inhibitdér Konsantrasyonunun Belirlenmesi

inhibitér konsantrasyonu (ICso), antikanserojen maddenin %50 oraninda hiicre
canhhgi, %50 oraninda ise inhibisyon sagladigi konsantrasyon olup, ila¢g doz

calismalari igin kullanilan bir analiz ile belirlenmektedir.
3.6.1.1. Kurkuminin inhibitér Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Kurkumin inhibitdr konsantrasyonunun belirlenmesi icin MC3T3-E1 ve MG-63
hacreleri  kullaniimistir.  Belli  konsantrasyonlardaki kurkumin DMSO iginde
¢6zunmuUs ardindan Ug¢ gun suresince hucrelerle etkilestirilmistir. Hlicre canhhgi
her gun MTT analizi ile belirlenmistir. DMSO iginde ¢6zinen kurkuminin hicreler
uzerindeki etkisi 10, 20, 30, 40 ve 50 uM olacak sekilde bes ayri konsantrasyon
grubunda incelenmistir. Hicreler 2.5x10* hiicre/cm? yogunlukta olan 24 gozIi
hacre kultur kaplarina ekilmistir. Hucreler yuzeye tutunmasi igin 24 saat boyunca
blylime ortami icinde %5 CO:2 ve 37°C’de inkube edilmistir. Yeterli hiicre doluluk
oraninin saglanmasinin ardindan besin ortamlari uzaklastiriimis ve DMSO iginde
¢ozunen kurkuminin 10, 20, 30, 40 ve 50 uM konsantrasyonlari hucre buylime
ortamlarina eklenmigstir. Analiz gunlerinde g6z basina 600 uL serum icermeyen
taze besi ortami ve 60 uL MTT boyasi eklenerek 3 saat boyunca %5 CO: ve

37°C’de inkiibe edilmistir. inkiibasyonun ardindan MTT ¢ozeltisi iceren ortam
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uzaklastirlmis ve her goze 400 pL 0.04 M HCI iceren izopropanol ¢ozeltisi
eklenerek formazan kristallerinin ¢éziinmesi saglanmistir. Ardindan her gézden
200 uL slUpernatan alinarak 96-g6zIUu kualtir kabina konulmus ve 690 nm referans
alinarak 570 nm’de mikroplate okuyucu (Oasys UVM 340, Avusturya) ile
spektrofotometrik olarak olgum yapilmigtir. Elde edilen optik yogunluklar, kontrol
grubunun optik yogunluk degerine bolinUp yuz ile ¢arpilarak % hucre canlliklarina
ulasilmistir. Her gln igin % hacre canliliklari farkli kurkumin konsantrasyonlari igin
hesaplanmigtir. Farkli kurkumin konsantrasyonlarina kargi hucrelerin % canliligi
grafige gegcirilerek doz-yanit egrisi elde edilmistir. Elde edilen verilerden % 50
hicre canlihgina ulagilan kurkumin konsantrasyonu belirlenmistir. Kurkuminin
kanserli hucreler Uzerinde etkin oldugu inhibitdor konsantrasyonu ile kemik oncul
hacrelerindeki inhibitér konsantrasyon degerleri birbiri ile karsilastirmali olarak

incelenmisgtir.

3.6.1.2. Kurkumin Yuklu PBAT Nanopartikiillerin inhibitor

Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Kurkumin yukli PBAT nanopartikillerin inhibitdr konsantrasyonu belirlenirken
Bolum 3.6.1.1°de anlatilan kurkumin inhibitor konsantrasyonunun belirlenmesi ile
benzer calismalar gergeklestirilmistir. Ancak farklh olarak 1, 3, 5, 10 ve 15 uM
kurkumin iceren PBAT nanopartikillerin MG-63 hucreleri Uzerindeki etkisi
incelenmigtir. Bu amagla enkapsule edilmis kurkumin miktari ve enkapsulasyon
veriminden yola ¢ikilarak hesaplanan kurkumin yukli PBAT nanopartikul miktarlari
DMEM besin ortamina ilave edilmis ve MG-63 hicrelerine 3 gln suresince
uygulanmigtir. MTT analizi ile elde edilen optik yogunluklar, kontrol grubunun
optik yogunluk degerine bolinup yuz ile carpilarak % hicre canhliklarina
ulasiimistir. Farkli kurkumin igeriklerine kargi hucrelerin % canlihgi grafige
gecirilerek doz-yanit egrisi elde edilmigtir. Elde edilen verilerden % 50 hucre
canhligina ulasilan kurkumin yUkli PBAT nanopartikil miktari belirlenmigtir.
Kurkumin yukli PBAT mikro ve nanopartikullerin kanserli hicreler Gzerinde etkin
oldugu inhibitor konsantrasyon ile kemik oOncul hucrelerindeki inhibitor
konsantrasyon degerleri birbiri ile kargilastirmali olarak incelenmistir.
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3.6.1.3. Optik Mikroskop ile Analiz

Partikullerin MG-63 ve MC3T3-E1 hucreleri Uzerine etkisini morfolojik olarak
g6zlemlemek igin kaltirin 1. 2. ve 3. gunlerinde optik mikroskop (Olympus, ABD)
fotograflari ¢ekilmis ve uygulamanin hicreler Gzerindeki etkisi mikroskobik gézlem

ile takip edilmistir.
3.6.2. Sitotoksisite Analizleri

Kurkumin yukli ve yukli olmayan PBAT mikro ve nanopartikillerin sitotoksik
etkileri MG-63 ve MC3T3-E1 hlcreleri Uzerinde in-vitro olarak incelenmistir. Mikro
ve nanopartiklller igin belirlenen kurkumin inhibitdr konsantrasyonlari hicrelere 7
gun stre ile uygulanmigtir. MG-63 ve MC3T3-E1 hiicreleri 2.5x10* hilicre/cm?
hicre yogunlugunda 24 gozlu kultar kaplarina ekilmigtir. Yeterli hicre doluluk
oraninin saglanmasinin ardindan besin ortamlari uzaklastiriimis ve inhibitor
konsantrasyon miktarlari gz onune alinarak kurkumin yukli PBAT mikro ve
nanopartikiller igeren MG-63 hucreleri icin DMEM; MC3T3-E1 hucreleri igin ise a-
MEM besin ortami ilave edilmistir. Partikullerin hicreler tzerindeki etkileri 1., 2., 3.,
5. ve 7. gun MTT analizleri ile belirlenmistir. Hicrelerin karakterizasyon galigsmalari

canli-0lu analizi, hucre alim analizi ve kristal viyole boyama ile gercgeklestirilmistir.
3.6.2.1. MTT Analizi

Partikul uygulanan hucrelerin metabolik aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla MTT
analizi gerceklestiriimistir. Belirlenen gunlerde kurkumin yuklU PBAT mikro ve
nanopartikul uygulanan hucrelerin Uzerindeki kiltur ortamlari alinarak (1., 2., 3., 5.
ve 7. gun) g6z basina MG-63 hcreleri icin 600 uL DMEM, MC3T3-E1 hlcreleri
icin 600 pL a-MEM taze besin ortami ve 60 pL MTT boyasi eklenerek 3 saat
boyunca %5 CO2 ve 37°C’de hiicreler inkiibe edilmistir. inkiibasyonun ardindan
MTT c¢ozeltisi igeren ortam uzaklastiriimis ve her géze 400 uL 0.04 M HCI iceren
izopropanol ¢ozeltisi eklenerek formazan kristallerinin ¢béziinmesi saglanmistir. Her
g6zden 200 pL supernatan alinarak 96-gozlu kaltir kabina konulmus ve 690 nm
referans alinarak 570 nm’de mikroplate okuyucu ile spektrofotometrik olarak olgim
yapilmigtir. Elde edilen optik yogunluklar, kontrol grubunun optik yogunluk
deg@erine bollinlp yuz ile carpilarak % huticre canliliklarina ulasiimistir. Her analiz
guna igin % hadcre canhliklar kurkumin yakla ve yudkli olmayan PBAT mikro ve

nanopartikdller i¢cin hesaplanmigtir.
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3.6.2.2. Canli-Olii Hiicre Analizi

Canli ve Olu hucrelerin belirlenmesi amaci ile gergeklestirilen bu analizde boya
olarak etidyum homodimer-1 (Eth-1, E1903, Sigma) ve kalsein-AM (c-AM, 17783,
Sigma) kullaniimigtir. Canli hicrelerin belirlenmesini saglayan kalcein AM hicre
membranindan gecgebilme 6zelligine sahiptir. Floresan 6zellik tasimayan kalsein-
AM hucre sitoplazmasinda intraseluler aktivite (esteraz aktivitesi) ile enzimatik
hidrolize ug@rayarak floresan 06zellikteki kalseine doénusir ve bodylece floresan
mikroskop altinda bakildiginda canh hucre yesil renkte gozukur. Polianyonik bir
molekill olan kalsein canl hiicreler tarafindan kolayca tutulabilmektedir. Oli
hucrelerin belirlenmesini saglayan etidyum homodimer-1'dir. Normal sartlarda
etidyum homodimer canli hicrenin membranindan gegemez. Hlcre membran
butunligu bozuldugunda yani hicre oldugunde etidyum hicre igine girer ve
nukleik asitlere baglanir. Canhhgini yitirmis hucreler etidyum homodimer ile

boyandiginda floresan mikroskop altinda kirmizi renk verirler.

Analiz igin partikil uygulamasi gerceklestirimeden 6nce MG-63 ve MC3T3-E1
hicreleri 1x10* hiicre/goz hiicre yogunlugunda 48 go6zIi kiltir kabina ekilmistir.
Hucrelerin 24 saat sUresince ylzeye yapismalari ve ortama uyumlari saglanmigtir.
Kaltdr ortami tim gozlerden uzaklastirilmis ve kurkumin yukli ve yUkli olmayan
PBAT mikro ve nanopartikullerin inhibitdor konsantrasyonlari goéz 6nune alinarak
hazirlanan kultir ortamlari her géze ilave edilmistir. Partikil uygulamasindan 24
saat sonra hdcreler boyanmistir. Bu amagla kultir ortami tim go6zlerden
uzaklastiriimis ve Ca?* ve Mg?* iceren D-PBS (D-PBS+) ile yikanan érnekler 1uM
kalcein-AM ve 1uM EthD-1 iceren D-PBS+ ile 30 dk oda kosullarinda karanlikta
inkibasyona tabi tutulmustur. Inkiibasyon sonrasi D-PBS+ ile 2 kez yikanan

ornekler, mikroskop ile analiz edilmistir.
3.6.2.3. Hiicre Canliigi ve Morfolojisinin Goriintiilenmesi

Hucre canlihdr ve morfolojilerinin gérintilenmesi amaciyla birgok boyama teknigi
mevcuttur. Bu bdlimde hicre canliigi ve morfolojisinin incelenmesi igin F-
aktin/DAPI boyamasi uygulanmigtir. Analiz icin MG-63 ve MC3T3-E1 hicreleri
1x10* hiicre/goéz hiicre yodunlugunda 48 gozli kiltir kabina ekilmistir. 24 saat
sonunda kultur ortami tum gozlerden uzaklastiriimis ve kurkumin yuklu ve yuklu

olmayan PBAT mikro ve nanopartikullerin inhibitor konsantrasyonlari gz oniune
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alinarak hazirlanan partikul iceren kultar ortamlari her goze ilave edilmigstir. Partikul
uygulamasindan 24 saat sonra hucreler fiksasyon iglemine tabi tutulmustur. Bu
amagcla kuiltir ortami tim goézlerden uzaklastiriimis ve ¢ kez PBS ile yilkamanin
ardindan %2.5 (v/v)luk glutaraldehit c¢ozeltisi icinde 30 dk oda kosullarinda
bekletilmistir. Fiksasyon igleminin ardindan ornekler 2 kez PBS ile yikanmigtir.
Hucre membran gegirgenligini arttirmak i¢in hicrelere PBS i¢inde hazirlanan %0.1
Triton X-100 ¢o6zeltisi oda kosullarinda 10 dk suresince uygulanmistir. Ardindan
%0.1 Triton X-100 ¢ozeltisi uzaklastirilarak PBS igerisinde hazirlanan % 1 ‘lik BSA
cOzeltisi ile 3 defa yikama islemi uygulanmistir. Her goze yaklasik 100 pL’lik F-
aktin/DAPI ¢ozeltisi (% 1 w/iv BSA/PBS ¢ozeltisine %1 Alexa Flour 488 Phalloidin
ve % 0.1 DAPI ¢ozeltisi eklerek hazirlanmigtir) eklenerek hicreler 30 dk karanhk
ortamdaki oda kosullarinda inkibe edilmistir. F-aktin/DAPI boyasi uzaklasana
kadar BSA/PBS ile 3 defa beser dakika yikanmistir. Ardindan hucreler ve

partikuller floresan mikroskobu ile géruntulenmistir.
3.6.3. Hiicre Dongli Analizi

Hucre dongl analizi igin akis sitometri cihazi (BD Accuri™ C6, ABD) kullaniimistir.
Bu amagcla MG-63 ve MC3T3-E1 hiicreleri 5x10° hiicre/flask hiicre yogunlugunda
25 cm? T-flasklarina ekilmistir. MG-63 ve MC3T3-E1 hicreleri 24 saat boyunca
bdyime ortaminda, %5 CO: ve 37°C’de inklbe edilmistir. Hicre tutunmasi
gerceklestikten sonra buyime ortamlari uzaklastiriimis ve kurkumin yukli ve yuklu
olmayan PBAT mikro ve nanopartikullerin inhibitér konsantrasyonlari géz énine
alinarak hazirlanan kulttir ortamlari hicre kultir flaskina ilave edilmistir. Partikil
uygulamasindan 24 saat sonra kultir ortamlari uzaklastiriimig ve bir kez 5 mL
steril PBS (Ca**, Mg** icermeyen) ile yikama yapilmistir. Ardindan PBS atilarak
25 cm?ye 1 mL olacak sekilde tripsin+EDTA karisimi ilave edilmis ve hiicrelerin 5
dk sirresince %5 CO2 ve 37°C’de ylizeyden kalkmasi saglanmistir. inkiibasyonu
takiben ylzeyden kalkmis hucrelerin bulundugu hacre kultar flasklarina 5’er mL
kaltur ortami ilave edilmis ve 1,000 rpm’de 5 dk santrifij iglemi uygulanmigtir.
SlUpernatan atilarak 5 mL sterii PBS c¢ozeltisi ile 1,000 rpm’de yikama
gerceklestiriimistir. Yikama islemi sonrasinda stpernatan atilarak 2 mL steril PBS
eklenmis ve hicreler 3 dk suresince 5,000 rpm hizda santifij edilmigtir. PBS
uzaklastirimis ve % 70’lik soguk etanol damla damla hucrelere ilave edilmis ve

hicreler ile etanoliin etkilesimi saglanmigstir. Analiz giniine kadar %70’lik etanol ile

41



fiksasyonu saglanan hucreler -20°C’de muhafaza edilmistir. Analiz 6ncesinde
etanolin tamamen uzaklastiriimasi amaci ile hicreler 2 defa PBS ile yikanarak
1,500 rpm hizda santriflj edilmistir. SUpernatan uzaklastirilarak hicrelere 1 mL Pl
¢Ozeltisi (10 pg/mL propidyum iyodur, % 0.1 triton X-100 ve 100 pg/mL DNAse-
free RNAse) ilave edilmis ve karanlik oda kosulunda 30 dk inkibe edilmistir. PI
stok ¢dzeltilerin hazirlanmasi sirasinda propidyum iyodur ultra saf suda ve Triton
X-100 steril PBS’te c¢o6zllmustir. TUum bu islemler sonrasinda hicreler akis
sitometre sisteminde 488 nm dalga boyunda FL-2, FL-3 kanallarindan es zamanli
veri alinarak analiz edilmistir. Analiz sirasinda cihazin titkanmamasi ig¢in hucre

yogunlugunun 1x108 hiicre/mL'yi gegmemesine dikkat edilmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Tez galismasinin bu kisiminda deneysel c¢alismalarin sonuglari ve bu sonuglarin
degerlendiriimesi yer almaktadir. Sirasiyla, kurkumin yUklu olan ve olmayan PBAT
mikro ve nanopartikullerin Uretimi ve karakterizasyonu, kurkumin yukli PBAT
mikro ve nanopartikullerin in-vitro salim c¢alismalari ve son olarak hucre kaltur
calismalarinda ise partikullerin MG-63 ve MC3T3-E1 hlcreleri ile gergeklestirilen

sitotoksisite analizleri ve anti-kanser etkilerinin incelenmesine yer verilmistir.

Daha once Bolum 2.5.2'de de bahsedildigi gibi PBAT’In biyobozunurluk o6zellikleri
yapisindaki alifatik ve aromatik gruplarin miktarlarina baghdir. Aromatik bloklarin
polimer zincirindeki miktari arttiginda bozunma hizi dismektedir [9]. Ayrica
biyobozunurluk agisindan PBAT bilesiminde bulunan tereftalik asit miktarinin %35
ve %55 arasinda olmasi gerektigi belirtiimistir [90]. Tez galismasinda kullanilan
SASA (Adana) firmasindan temin edilen PBAT recinelerinin grubumuz tarafindan
yapilan bir calismada butilen tereftalat ve bdatilen adipat gruplarinin molce
ylzdeleri 13C-NMR analizi ile sirasiyla %42 ve %58 olarak belirlenmistir [10].
PBAT'a ait *C-NMR spektrumu Sekil 4.1'de gorilmektedir. Belirlenen bu
degerlerin, BASF firmasi tarafindan uretilen Ecoflex® isimli ticari PBAT polimerinin

bilesimine (BT: %44, BA: %56) yakin oldugu gortulmustar.
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Sekil 4.1. SASA firmasindan temin edilen PBAT reginelerinin $3C-NMR spektrumu
[10].
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4.1. PBAT Partikiillerin Karakterizasyon Caligsmalari

Bu calisma kapsaminda kurkumin salimi igin partikiler formda ilag sistemleri
geligtiriimigtir. Bu amagla PBAT, mikropartikil ve nanopartikil olmak Gzere iki farkl
formda Gretilmistir. Mikropartiktller baylk boyutlu olmalariyla daha yavas ilag
salim profiline olanak saglarlar. Bunun yaninda nanopartikiller ise genis ylzey
alanlar ile yuksek ila¢ ylkleme kapasitesine sahiptirler [33, 130]. Yapilan tez
calismasinda mikro ve nanopartikiller olmak Gzere iki farkh boyuttaki partikiler

sistemin ilag salim sistemleri olarak kullanim potansiyelleri belirlenmistir.

Hazirlanan PBAT mikro ve nanopartikuller polimer derigimi, emulsiyon ajani turu
ve emdulsiyon ajani derisimleri degistirilerek dncelikle ilagsiz olarak hazirlanmistir.
Partikillerin boyut 6zellikleri SEM analizleri ve Imaged programi kullanilarak
belirlenmistir. Elde edilen sonuclar dogrultusunda dizgun kiresel morfolojiye
sahip partikiller segilmistir. ilag yikleme ve salim calismalarinda bu segilen
partiktller kullaniimistir. Hazirlanan mikro ve nanopartiktllerin karakterizasyon
calismalarinda morfolojik yapinin belirlenmesi icin SEM ve DLS, kimyasal yapinin

belirlenmesi icin FTIR, TG-DTA, DSC ve XRD analizleri gergeklestiriimistir.
4.1.1. Partikul Boyutunun Belirlenmesi
ilag igermeyen Partikiiller

PBAT mikro ve nanopartikuller polimer derisimi, emulsiyon ajani turt ve emulsiyon
ajani derigimleri degistirilerek hazirlanmigtir. Farkli deney gruplarina ait PBAT
mikro ve nanopartikullerin ortalama c¢aplarina ait sonuglar Cizelge 4.1’de
gOrulmektedir. Partikullerin ortalama ¢aplari SEM analizleri sonucunda elde edilen
goruntuler ile Imaged programi kullanilarak 100 adet partikul icin belirlenmis ve
ortalama olarak hesaplanmistir. Imaged programinda goruntu tzerinde belirtilen
skala buyuklugu secilerek bu buyuklik programa tanitilmistir. Program daha sonra
bu blyUkligu temel alarak secilen partikullerin boyutunu hesaplamigtir. Elde
edilen sonuglar dogrultusunda Cizelge 4.1’de goéruldigu gibi farkli deney
gruplarina ait partiktl ¢aplarinin gesitli parametrelerin degisimi ile paralel olarak
degiskenlik gdsterdigi belirlenmigtir. Cizelge 4.1’de kullanilan her iki emulsiyon
ajani icin PBAT derisimi arttikga partikalin ¢apinin arttigr goralmektedir. Ayrica iki
farkh tip emulsiyon ajanindan PVA ile hazirlanan partikullerin boyutunun, DMAB ile

hazirlanan partikullerin boyutuna gore daha buyuk oldugu tespit edilmistir. Diger
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bir parametre olan emulsiyon ajani derigiminin arttirilmasi ile (PBAT derigsimi sabit

iken) partikul capinin azaldigi gérulmasgtar.

Mikropartiklller Cizelge 4.1’de goéruldugu gibi, %1 PBAT, %1 PVA (¢ap: 1.05 *
0.53 um); % 2.5 PBAT, %1 PVA (¢ap: 1.51 £ 0.94 um) ve % 2.5 PBAT, % 2.5 PVA
(¢cap: 2.23 £ 1.24 um)’ nin kullanildigi durumlarda elde edilmigtir. Nanopartikuller
ise % 0.5 PBAT, % 1 DMAB (¢ap: 355 + 270 nm), % 0.5 PBAT, % 1.5 DMAB (cap:
330 £ 150 nm); % 1 PBAT, % 1 DMAB (cap: 420 + 220 nm); % 1 PBAT, % 1.5
DMAB (¢ap: 380 £ 180 nm) ve % 2.5 PBAT, % 1 DMAB (¢ap: 770 £ 400 nm)’ In

kullanildigi durumlarda elde edilmistir.

Cizelge 4.1. PBAT mikro ve nanopartikillerin boy ve boy dagilimlari

Deney | % PBAT, (w/v) | % PVA, (w/v) | % DMAB, (W/v) Partikiil
No. Boyutu, gm
1 0.5 - 1 0.36 £ 0.28
2 0.5 - 1.5 0.33+0.16
3 1 - 1.5 0.38 +0.18
4 i 1 - 1.05 + 0.53
5 1 - 1 0.42 £ 0.22
6 2.5 1 - 1.51+0.94
7 2.5 - 1 0.77 £0.40
8 2.5 2.5 - 2.23+1.24

ilag Yiiklii Partikiiller

PBAT mikro ve nanopartikillerin morfolojik 6zelliklerinin belirlenmesinin ardindan
kurkumin enkapsulasyonu i¢in mikro ve nano boyutta olmak tzere iki farkli partikdl
tipi secilmigtir. Bu amacgla PBAT mikro ve nanopartikullere kurkumin yukleme
calismalarinda, morfolojik 6zellikleri bakimindan dizgun kiresel formda ve boyut
dagihmlar dar aralikta olacak sekilde secilen partikillere PBAT/Kurkumin, (w/w)
oraninin 5, 10 ve 20 oldugu ud¢ farkh miktarda kurkumin yUklemesi
gerceklestiriimistir. Diger mikropartikullere gore boyut dagilimlarinin daha dar bir
aralikta olmasindan dolayi % 1 PBAT, % 1 PVA kullanilarak hazirlanan

45




mikropartikuller (Cizelge 4.1, Deney No: 4) ilag yukleme ve salim galigsmalarinda
kullanilmak Uzere secilmistir. ilag yuklemesi vyapilacak nanopartikillerin
belirlenmesinde ise ilk basamakta en kuglk boyutlu partikil olan % 0.5 PBAT, %
1.5 DMAB kullanilarak hazirlanan nanopartikiller (Cizelge 4.1, Deney No: 2)
secilmistir. Ardindan secilen nanopartikullere kurkumin yuklemesi
gerceklestirildiginde enkapsulasyon veriminin % 20 oldugu belirlenmigtir.
Enkapsulasyon veriminin arttirilmasi amaciyla polimer derigimi arttirilarak % 1
PBAT, % 1.5 DMAB (Cizelge 4.1, Deney No: 3) kullanilarak hazirlanan
nanopartikullerin enkapsulasyon verimi hesaplanmis ve % 90 olarak bulunmustur.
Bu nedenle devam eden ilag salim g¢alismalari bu grup nanopartikiller ile
gerceklestiriimistir. Cizelge 4.2'de goéruldugu gibi hem mikropartikiller hem
nanopartikiller icin PBAT/Kurkumin (w/w) oraninin 10 oldugu durumda en yuksek
kurkumin enkapsulasyon verimine ulasiimigtir. Nanopartikiller ve mikropartikuller
icin ayni miktardaki kurkumin ylUklemelerinin timunde, kuguk boyuttaki
nanopartikillerin genis ylzey alanina sahip olmasi nedeniyle kurkumin

enkapsulasyon verimlerinin daha yuksek oldugu gorulmustuar.

Cizelge 4.2. PBAT mikro ve nanopartikullerin kurkumin enkapsulasyon verimleri.

Deney | % PBAT, % PVA, % DMAB, MpPBAT/MKUR % kurkumin
No. (Wiv) (Wiv) (wiv) (wiw) enkapsiilasyonu,
1 1 - 1.5 5 8015
2 1 - 1.5 10 90+3
3 1 - 1.5 20 7015
4 1 1 - 5 7213
5 1 1 - 10 8015
6 1 1 - 20 5017

Secilen mikro ve nanoparitkillere yuklenecek kurkumin miktarlarinin belirlenmesini
ardindan en yuksek kurkumin enkapsulasyonunun elde edildigi kurkumin miktari
(PBAT/Kurkumin (w/w) oraninin 10 oldugu) partikillere yuklenmistir. Partiktllerin
ortalama ¢aplari SEM analizleri sonucunda elde edilen gorantiler ile ImageJ

programi kullanilarak hesaplanmigtir. Cizelge 4.3’te goruldugu gibi kurkumin yukli
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PBAT mikro ve nanopartikuller igin sirasiyla 1.22+4.44 ym ve 0.39£0.17 um

boyutlarinda partikuller elde edilmistir.

Cizelge 4.3. Kurkumin iceren PBAT mikro ve nanopartikullerin ¢aplari.

Deney No. %PBAT, %PVA, %DMAB, | mpeat/Mmkur Partikul
(wiv) (wiv) (Wiv) (wiw) Boyutu,
um
1 1 - 1.5 10 0.39+0.17
2 1 1 10 1.22+0.44
4.1.1.1. Taramal Elektron Mikroskop (SEM) Analizi

Asagida PBAT mikropartiktller, PBAT nanopartikuller ve kurkumin yukli PBAT
mikropartikiller ve nanopartiktllere ait SEM goruntileri verilerek gerekli yorumlar
yapilmistir. PBAT mikropartikillere ait gorintilerden (Sekil 4.2) hazirlanan tim
mikropartikullerin dizgun kuresel formda oldugu gorulmektedir. Ayrica % 1 PBAT
ve % 1 PVA kullanilarak hazirlanan mikropartikullerin digerlerine gore partikl boy
dagihiminin daha dar aralikta elde edildigi gézlenmektedir. Bolim 4.1.1’de
anlatildigi Uzere % 1 PBAT, % 1 PVA kullanilarak hazirlanan mikropartiktllerin
kurkumin yukleme ve salim c¢alismalari igin daha uygun oldugu sonucuna
variimistir. Elde edilen sonuglar Bolum 2.4.3’te ayrintili olarak anlatilan Stloukal ve
arkadaslar ile Brunner ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alismalarda rapor edilen

sonugclarla uyumluluk goéstermektedir [85, 131].
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PBAT Mikropartikuller

2pum*
|

2um*
—

EHT = 15.00 kV Signal A = SE1 Mag = 10.00 KX Sample 1D =

% 2.5 PBAT, % 2.5 PVA (D: 2.23 + 1.24 um)

Sekil 4.2. PBAT mikropartikillerin SEM gdéruntuleri. (D, ortalama ¢ap degerini
ifade etmektedir.)
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PBAT polimeri daha 6nce Brunner ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada ilag
salim sistemleri igin kullaniimigtir ancak nanopartiktler formda hazirlanmamigtir.
Bu calisma ile literaturde ilk kez PBAT nanopartikuller ilag salim sistemlerinde
kullaniimak Gzere Uretilmistir. Sekil 4.3’'teki SEM goéruntilerinden hazirlanan PBAT
nanopartikullerin dizgun kuresel formda oldugu agikga gorulmektedir. Bu ¢alisma
kapsaminda elde edilen sonuglar literatirdeki emdulsiyon hazirlama-¢ozucu
buharlastirma yéntemi ve DMAB ile hazirlanan nanopartikillerin morfolojik

Ozellikleri ile benzerlik géstermektedir [132, 133].

Kurkumin yukleme ve salim galigsmalari igin hazirlanan PBAT nanopartikillerden
% 0.5 PBAT, % 1.5 DMAB kullanilarak hazirlanan nanopartikul ¢apinin digerlerine
gore daha kuguk oldugu belirlenmistir. Ancak kurkumin yukleme caligsmalarinda
enkapsulasyon veriminin olduk¢a dusuk miktarda (% 20) olmasindan dolayr % 1
PBAT, % 1.5 DMAB kullanilarak hazirlanan nanopartikuller ila¢ yukleme etkinligi
agisindan incelenmis ve bu nanopartikullerin kurkumin enkapsulasyon verimi % 90
olarak bulunmustur. % 1 PBAT, % 1.5 DMAB kullanillarak hazirlanan
nanopartikillerin de standart sapma dederinin kigik olmasiyla daha homojen
boyutta hazirlandigi gorulmektedir. Bundan dolayr % 1 PBAT, % 1.5 DMAB
kullanilarak hazirlanan nanopartikiller kurkumin yikleme ve salim ¢alismalari igin

secilmigtir.
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PBAT Nanopartikuller

% 0.5 PBAT, % 1 DMAB % 0.5 PBAT, % 1.5 DMAB

(D: 355 £ 270 nm) (D: 330 £ 150 nm)

D ‘{\ ; ‘\\ /ﬂ /S v 1

% 1 PBAT, % 1 DMAB % 1 PBAT, % 1.5 DMAB
(D: 420 £ 220 nm) (D: 380 £ 180 nm)

% 2.5 PBAT, % 1 DMAB
(D: 770 £ 400 nm)

Sekil 4.3. PBAT nanopartikillerin SEM goéruntuleri. (D, ortalama ¢ap degerini ifade
etmektedir.)
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Sekil 4.4'te kurkumin yUklG PBAT mikropartikil ve nanopartikillere ait SEM
fotograflari bulunmaktadir. Bu goruntulerden ila¢ yuklemesi sonucunda elde edilen
mikropartikillerin homojen dagiimis ve kuresel formda oldugu, ancak partikdl
yuzeyinde delikli yapilarin olustugu gorulmektedir. Brunner ve arkadaslarinin
yaptigi bir c¢alismada retinoik asit yukli % 1 PBAT ile hazirlanmig
mikropartikullerin agik gozenekli ve puruzli bir morfolojik yapiya sahip oldugu
rapor edilmistir. Yapilan tez c¢alismasinda dretilen kurkumin ydklG PBAT
mikropartikillerin dizgin kiresel morfolojide oldugu goértlmektedir. Sekil 4.4’te
ila¢c yuklemesi sonucunda elde edilen nanopartiktllerin de homojen dagilmis ve
kiresel formda oldugu SEM goruntulerinden agikga gorulmektedir. Ayrica hem
mikropartikil hem nanopartikuller igin ila¢ yuklemesi igleminin partikil boyutunda
artisa yol actigi bulunmustur. Elde edilen bu sonuglar literaturde hazirlanan ilag

yuklenmis mikro ve nanopartikiller ile uyumludur [134].

S pm
METU CENTRAL LAB

Kurkumin yukla PBAT mikropartikuller
D:1.22 £ 0.44 um
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2um 2ym
METU CENTRAL LAB 0.00 mm METU CENTRAL LAB

Kurkumin yukli PBAT nanopartikuller
D: 390 £ 170 nm

Sekil 4.4. Kurkumin yukli PBAT mikropartikullerin SEM goruntuleri. (D, ortalama

cap degerini ifade etmektedir.)
4.1.1.2. Dinamik Isik Sa¢ilim Analizi

Elde edilen SEM fotograflari kullanilarak ImagedJ programinda partikl boyutlarinin
belirlenmesinin ardindan segcilen partikillerin dinamik i1sik sagilim analizi ile boy ve
boy dagihimlari incelenmigtir. Sekil 4.5, Sekil 4.6, Sekil 4.7 ve Sekil 4.8'de
goruldugu gibi segilen partikullerin gaplar sirasiyla PBAT mikropartikuller igin 0.99
um, kurkumin yUkli PBAT mikropartikiller i¢cin 1.45 um, PBAT nanopartikuller igin
384 nm ve kurkumin yukli PBAT nanopartikiller igcin ise 531 nm olarak
bulunmusgtur. Tum partikiller icin Cizelge 4.4'te verilen pik genisligi (width)
degerleri hazirlanan partikullerin  homojen boyut dagiliminda dretildigini
gOstermektedir. Elde edilen sonuglar SEM analizi sonuglari ile de uyumluluk

gOstermektedir.
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Sekil 4.5. Kurkumin yUukli olmayan PBAT mikropartikillerin DLS analizine ait boy
ve boy dagilimlari.
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Sekil 4.6. Kurkumin yukli PBAT mikropartikullerin DLS analizine ait boy ve boy
dagihimiari.
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Sekil 4.7. Kurkumin yukli olmayan PBAT nanopartikullerin DLS analizine ait boy
ve boy dagilimlari.
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Sekil 4.8. Kurkumin yUkli PBAT nanopartiklllerin DLS analizine ait boy ve boy
dagihimiari.

Cizelge 4.4. Partikullerin DLS ve SEM analizleri ile elde edilen boy ve boy

dagilimlarinin kargilastiriimasi.

Deney Gruplari Ortalaur?na “ap. Pik genisligi SEM, um

Kurkumin yUkli olmayan

PBAT mikropartikiiller Y ! 1.05£0.53
Kurkumin oo BEST 1.45 0.7 122 + 0.44
mikropartikuller

Kurkumin yUkli olmayan

PBAT nanopartikiller 0.38 3 038+0.18
Kurkumin  yGklt — PBAT 0.53 1.6 0.39 +0.17
nanopartikuller

4.1.2. Fourier Dontisumlu Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR) Analizi

PBAT, kurkumin, kurkumin yUkli olan ve olmayan PBAT mikro ve nanopartikullerin
kimyasal yapilarinin incelenmesi amaci ile gerceklestiriien FTIR analizinden elde
edilen sonucglar Sekil 4.9'da gosterilmistir. Spektrumda PBAT polimerinin
karakteristik ester grubuna ve aromatik-alifatik ester gruplarinin O=C-O-C
gerilimlerine ait pikler sirasiyla 1709 cm? ve 1267 cm?® - 1165 cm™ dalga
sayllarinda goérulmektedir [135]. Alifatik ve aromatik gruplarin PBAT polimerinin
yapisinda yer aldigi bu pikler ile desteklenmektedir. Fenol gruplarinin O-H
gerilimlerine ait 3254 cm™ dalga sayisindaki pikler ve aromatik C=C gerilimlerine
ait 1400-1600 cm™ dalga sayisindaki pikler kurkumine ait piklerdir [136]. PBAT

mikropartikil ve nanopartikullerinin spektrumlarinda PBAT'In ester ve aromatik-
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alifatik ester gruplarina ait karakteristik pikler gorulmektedir. Kurkumin yukla PBAT
nanopartikiillere ait FTIR spektrumunda 2940 cm™ -2835 cm™* araliinda alifatik C-

H gerlimlerine ait DMAB’a ait pikler gorulmektedir.

Kurkumin yukli PBAT mikropartikul ve nanopartikullerine ait FTIR spektrumlarinda
kurkumine ait piklerin mevcudiyeti kurkumin yukleme igleminin PBAT mikropartikul

ve nanopartikuller kullanilarak bagari ile gergeklestirildigini gostermektedir.

IPBAT-MP A WT
| 4
TKurkumn-PBAT-MP . W

IPBAT-NP

IKurkumin-PBAT-NP
: 4

Gegirgenlik,%

fr— i — \ e [

{ . \ ~Y ‘[/

1 / \} VAL |
F*vﬂmmﬂwvw

':W__—_“‘“j‘ e ’W\/ﬁ‘-\/—j

Kokomh e
1 4

DMAB

Dalga Sayisi, cm’!

Sekil 4.9. Kurkumin yukli ve yukli olmayan PBAT mikro ve nanopartikiller ile
PBAT, kurkumin, PVA ve DMAB'ye ait FTIR spektrumlari. (NP: nanopartikul, MP:
mikropartikil)

4.1.3. Termogravimetrik-Diferensiyal Termal Analiz (TG-DTA)

Sekil 4.10'de PBAT, PBAT mikro ve nanopartikuller, kurkumin ve kurkumin yuklG
PBAT mikro ve nanopartiklllere ait TGA termogramlari bulunmaktadir. PBAT ve
PBAT mikropartikillerin %93’G 407 °C’'ta ve kurkumin ise 354°C’ta bozunmaya
ugramisti. PBAT nanopartikiillerin TGA termogrami iki basamaklidir. ilk olarak
yaklasik %3’0 219°C’de ve % 82’si 404°C’'ta bozunmustur. PBAT nanopartikullerin
termal kararlihklarinin PBAT mikropartikullere olduk¢a yakin degerlerde oldugu
gorulmektedir. Kurkumin yukla PBAT mikropartikuller ile nanopartikullerin termal
bozunma sicakliklari sirasiyla 357°C (%21) ile 407°C (%65) ve 228°C (%20) ile
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404°C (%73) olarak bulunmustur. Termal bozunma davraniglarinda goézlenen
degisiklikler polimerik tasiyici olan PBAT ile kurkumin arasindaki etkilesimlerin

varligina isaret ederek enkapsulasyon igleminin gerceklestigini gostermektedir.
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Sekil 4.10. PBAT (a), PBAT mikropartikiller (b), PBAT nanopartikuller (c),
kurkumin (d), Kurkumin yukla PBAT mikropartikuller (e) ve Kurkumin yukli PBAT

nanopartikullere (f) ait termogravimetrik analiz sonuglari.
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4.1.4. X lIsini Kirinimi (XRD) Analizi

Polimerik matriks i¢cinde enkapsule olmus kurkuminin duzensiz formda olmasi ilag
molekiillerinin tasiyici yapidan diflizyonu icin oldukca énemlidir. ilag tasiyici sistem
icinde ilag molekdllerinin kristalin formda bulunmasi ilacin polimerik matriksten
salim ortamina aktarimini engellemekte ve salim profili dizensiz olmaktadir [137].
Buna karsin ilag molekullerinin amorf ya da duzensiz-kristalin yapida bulunmasi
polimerik matriks boyunca ilag molekillerinin difizyonunu kolaylastirmakta ve

enkapstule olan ilacin uzun sireli salimina olanak tanimaktadir [138].

Salimi yapilacak olan ilacin, tasiyici sistem icinde kristalin formda olup
olmadiginin aydinlatiimasi icin XRD analizleri kullaniimaktadir. Sekil 4.11'de
PBAT, kurkumin, kurkumin yukli PBAT mikro ve nanopartikullere ait XRD
desenleri gortlmektedir. Kurkumin ve PBAT’a ait pikler sirasiyla 14.5, 17.3, 23.8,
25.6, 27.4 ve 29.0° ve 21.25° da gorulmektedir. Bu pikler her iki kimyasal
maddenin kristalin yapida oldugunu gostermektedir [139, 140]. Kurkumin yudkld
mikro ve nanopartikullere ait XRD desenlerinde daha genis ve siddeti daha az olan
pikler bulunmaktadir ve kurkumine ait keskin pikler gorulmemektedir. Dolayisiyla
kurkumin yukli mikro ve nanopartikullerin yapisinda kristalin formda kurkuminin
bulunmadigi ve partikll yapisinda kapsule olmus kurkumin molekullerinin amorf,
dizensiz kristalin fazi ya da kati ¢ézelti durumunda oldugu sonucuna varilmaktadir
[141]. Elde edilen sonucglar PBAT polimer zincirleri ile kurkumin arasinda
enkapsulasyon sonunda molekuler arasi etkilesimlerin oldugunu gostermektedir
[116].
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a.)

b.)

d.)

0 10 20 30 40 50 60
28

Sekil 4.11. Kurkumin yukli PBAT a) mikro ve b) nanopartikiller, ¢) kurkumin d)
PBAT a ait XRD desenleri.

4.1.5. Kurkumin Yikli PBAT Mikro ve Nanopartikullerin Enkapsulasyon

Verimlerinin Hesaplanmasi

lla¢g salim calismalarinda uzun siireli salimi yapilacak olan ilacin tasiyici sistem
icinde enkapsulasyon miktari sistemin uygulanabilirligi agisindan 6nem arz
etmektedir. Tez c¢alismasinda hazirlanan PBAT mikro ve nanopartikillere ilag
olarak secilen kurkuminin enkapsulasyon verimi Bolim 3.4'te ayrintili olarak
anlatildigi gibi hesaplanmistir. Bu yontemde PBAT mikro ve nanopartikiller ilag
yukleme iglemi sonrasinda uygun ¢ozucu ile ¢ozulmustur ve ¢ozelti ortamindaki
ila¢c derisimi spektrofotometrik olarak belirlenmistir. Cizelge 4.5'te elde edilen
sonuglar verilmigtir. Bu sonuglar PBAT nanopartikullerin kurkumin enkapsulasyon
veriminin mikropartikillere gore daha yuksek oldugunu gostermektedir. Bu

sonuglar literaturdeki birgok ¢alisma ile uyumludur [142, 143].
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Cizelge 4.5. Kurkumin yuklu PBAT partikullere ait enkapsulasyon verimleri.

Deney Gruplari Enkapsulasyon verimi, %
Kurkumin yUkli PBAT mikropartikiller 805
Kurkumin yukli PBAT nanopartikuller 90 +3

4.2. Kurkumin Yukli PBAT Mikro ve Nanopartikiillerden Kurkumin Salim

Calismalari ve Salim Kinetiklerinin incelenmesi

Kurkumin salim galismalari G¢ paralel 6rnek ile yarutalmustar. Salim sonugclari
sifirinci derece, birinci derece, Higuchi ve Hixson-Crowell olmak Uzere dort farkli
salim kinetik modeline uygulanmigtir. Regresyon katsayilari goz onune alinarak
kurkumin yUkli PBAT mikro ve nanopartikillerin salim davranislarinin uygun

oldugu kinetik model belirlenmistir.

Kurkumin yukli PBAT mikro ve nanopartikillerin kurkumin salhm grafigi Sekil
4.12'te gosterildigi gibidir. PBAT nanopartikullerde ilk 5 saatte % 27 kurkumin
salimi  gozlenirken mikropartikillerde ilk 7 saatte %10 kurkumin salimi
goOrulmektedir. PBAT mikrokapsullerden hidrofobik bir molekul olan retinoik asit
saliminin gergeklestirildigi bir ¢alismada ilk gun % 10 retinoik asit saliminin
gerceklestigi rapor edilmistir. Ayrica ilk hafta boyunca % 25 retinoik asit salimi
gercekleserek yavas bir salim gozlenmis ve yaklasik 14. glne kadar lineer bir
salim gerceklesmistir [84]. Tez c¢alismasi kapsaminda elde edilen PBAT
mikropartikillerden kurkumin salimina ait sonuglar, ilgili literatirde calisilan PBAT
mikropartikullerin salim davraniglari ile benzerlik gostermektedir. PLGA
nanopartikallerden kurkumin saliminin gerceklestirildigi bir calismaya gore ilk 24
saatte % 40 oraninda kurkumin salinmistir [144]. PLGA mikropartikullerden
kurkumin saliminin gerceklestirildigi baska bir ¢alismada ise ilk 24 saatte % 30
oraninda kurkumin salindigi rapor edilmistir [145]. ilk giin iginde PBAT mikro ve
nanopartikullerden gergeklesen kurkumin salim miktarinin, literatirde caligilan
kurkumin saliminin yapildigi partikiler ilag salim sistemleri ile uyumluluk gosterdigi

gOrulmektedir.
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Kurkumin yUkli PBAT mikro ve nanopartikullerden kurkuminin 22 giunde sirasiyla
%49 ve %73 oraninda salindigi gorilmektedir. Kiguk boyuttaki nanopartikullerin
genis yuzey alanina sahip olmasi ve partikul yuzeyine yakin bolgelere yuklenen
kurkumin miktarinin fazla olmasi nedeniyle PBAT nanopartikillerden gergeklesen
kurkumin salimi PBAT mikropartikullere gore daha hizli olmustur [33]. Ayrica her
iki partikul icin de 8 gunde denge profiline ulasildigi belirlenmistir. Literatlrde
kitosan-PCL nanopartikilllerden kurkumin saliminin gergeklestirildigi bir calismada
5 ginde %70 oraninda kurkumin salimi gerceklesmistir [146]. PCL-PEG-PCL
nanopartikullerden gergeklestirilen kurkumin saliminin 4 ginde % 65 oldugu
belirlenmistir [147]. Elde edilen sonuglar dogrultusunda PBAT mikro ve
nanopartikillerden kurkumin saliminin literaturde yapilan kurkumin salim
sistemlerine gore oldukgca yavas ve uzun sureli gergeklestigi gortlmektedir. Bu
durum PBAT ve kurkuminin hidrofobik o6zellikte olmasi nedeniyle kurkumin
enkapsulasyonunun partikil ylzeyinde daha az, partikil iginde daha fazla

miktarda gerceklemesinden kaynaklanmaktadir.
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Sekil 4.12. Kurkumin yukli PBAT mikro ve nanopartikullerden kurkuminin %
kimdalatif salimi. (NP : nanopartikul, MP: mikropartik(l)
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Cizelge 4.6’da kurkumin yuklu PBAT mikro ve nanopartiktllerden kurkuminin salmi
sifirinci derece, birinci derece, Higuchi ve Hixson-Crowell olmak Uzere dort farkli
salim kinetik modeli i¢in uygulanmigtir. Regresyon katsayilari incelendiginde her
iki partikal turanun de Higuchi salim modeline daha uygun oldugu gorulmektedir.
Bu durum partiktllerden oOnce lineer bir kurkumin saliminin gergeklestigini
ardindan belli bir sire sonra denge profiline ulasildigini gostermektedir. Yluzeye
yakin yuklenen kurkumin miktarinin hizla salinmasinin ardindan partikullerin igine
yuklenen kurkumin saliminin gergeklestigi ve belli bir denge profilinde salindigi

gOrulmektedir.

Cizelge 4.6. Kurkumin yuklu PBAT mikro ve nanopartikullerin salim kinetikleri.

Salim Kinetigi Modelleri

Deney Gruplari Sifirinci Derece Birinci Derece Higuchi Hixson-Crowell
R?> | Ko (ugsa™') | R? Ki(sa™t) | R? Kh (ug sa™ %) | R? | Knc (sa™'/3)
Kurkumin
yukla PBAT 0.72 0.0782 0.38 0.0019 0.90 2.13 0.72 0.026
mikropartikuller
Kurkumin
yUkli PBAT 0.61 0.0946 0.26 0.0016 0.80 2.67 0.24 0.024
nanopartikiller

4.3. Hucre Kultur Caligmalari

Yapilan hicre kaltir galismalarinda kurkumin yukli olan ve olmayan PBAT mikro
ve nanopartikllerin sitotoksisitelerinin belirlenmesi igin MC3T3-E1 insan kemik
oncul hacreleri ve kanser hicrelerine etkilerinin belirlenmesi amaciyla insan
osteosarkoma hucre hatti, MG-63 kullanilmigtir. Kurkumin yukli olan ve olmayan
PBAT mikro ve nanopartikullerin etkileri incelenmeden 6nce kurkuminin inhibitor
konsantrasyonu belirlenmigtir. Ardindan kurkumin inhibitor konsantrasyonlari g6z
onlne alinarak partikil uygulamasi gergeklestirilmistir. Hicre canlihklart MTT (3-
[4,5-dimetiltiazol-2-il]-difenilterazolyum bromur) analizi ile belirlenmistir. MTT
analizinin yaninda hidcre morfolojisi ve canliligi optik mikroskop ile takip edilmigtir.
Hucre alim cgalismalari F-Aktin/DAPI boyama ile incelenmistir. Canli-6lu hicre
analizi ile partikil ve kurkumin uygulamasinin hucre canliigina etkileri
g6zlenmigtir. Son olarak hiicre dongusu analizi ile kurkumin yuklt partikullerin

hicre dongusune etki ettigi fazlar incelenmisgtir.
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4.3.1. inhibitér Konsantrasyonunun Belirlenmesi
4.3.1.1. Kurkuminin inhibitér Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Kurkumin inhibitér konsantrasyonunun belirlenmesi amaciyla MG-63 ve MC3T3-
E1 hicrelerine 3 gun boyunca 0, 10, 20, 30, 40 ve 50 pyM kurkumin derigimleri
uygulanmig ve hicre canlihiklari MTT analizi ile belirlenmigtir. Her iki hicre tipi igin

de 2.5x10* hiicre/cm? hiicre yogunlugu kullanilarak uygulama gergeklestirilmigtir.

MG-63 kanser hucreleri icin %50 hicre canhliginin elde edildigi kurkumin derigimi
kurkumin inhibitér konsantrasyonunu ifade etmektedir. Sekil 4.13'te MTT sonuglari
dogrultusunda elde edilen % hdcre canhliklarinin zamana karsi degisiminin
yeraldigi grafiktede de goruldu gibi kurkumin derigimi arttikca MG-63 hucrelerinin
canhligi kontrol grubuna goére O6nemli odlglide azalmaktadir. 10 pM kurkumin
derisiminde daha az bir degisim olmakla birlikte diger kurkumin derisimlerinde 2.

gunden itibaren MG-63 hucrelerinin inhibe oldugu gorulmektedir.

Kurkumin inhibitor konsantrasyonu igin % 50 canlligin belirlenmesi amaciyla $ekil
4.14te de goruldigu gibi farkli kurkumin konsantrasyonlarindaki MG-63
hicrelerinin % canliliklan grafige gecirilmistir. Grafikte MG-63 hucrelerine ait %
hicre canliliklart MTT analizi ile hesaplanan 3 gune ait % hucre canliliklarinin
ortalamasini ifade etmektedir. Sekil 4.14’'de de gorulen grafikten elde edilen

denklemde % hicre canhhigini temsil eden “y” ifadesi yerine 50 yazilip denklem

¢ozuldigunde “x” ifadesi kurkumin konsantrasyonunu vermektedir. Denklemden
%50 MG-63 hucre canhhigina ulasilan kurkumin derigsimi 17 uM olarak
belirlenmistir. Buna gore MG-63 hucreleri Uzerindeki kurkumin inhibitor
konsantrasyonu 17 uM’dir. Wang ve arkadaslarina ait 72 saatlik kurkumin
uygulamasinin yedi farkli osteosarkoma hucre hattinda gergeklestirildigi calismada
inhibitdér konsantrasyon MG-63 hicre hatti igin 19.1 uM bulunurken, Li ve
arkadaslarinin Ug¢ farkli osteosarkoma hicre hatti ile yaptidi ¢calismada 72 saatlik
uygulamanin sonunda MG-63 hucreleri igin inhibitdér konsantrasyon 22.7+1.70 uM
olarak rapor edilmistir [148, 149]. MG-63 hucreleri Uzerinde kurkumin
sitotoksisitesinin incelendigi bir calismada 24 saat kurkumin uygulamasinin
ardindan 20 pM derisimindeki kurkumin inhibitor konsantrasyon olarak
belirlenmistir [150]. Kurkuminin lipozomal partikullere enkapsulasyonunun

gerceklestirildigi bir calismada MG-63 hucrelerine 48 saat boyunca uygulanan
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kurkuminin inhibitor konsantrasyonu 23.39 uM olarak belirlenmigtir [151]. Tez

calismasi kapsaminda elde edilen kurkumin inhibitér konsantrasyonu ilgili

literatlirde yer alan galismalar ile uyumluluk géstermektedir.
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Sekil 4.13. Farkli kurkumin konsantrasyonlarina karsilik gelen MG-63 hucrelerine
ait % hadcre canliligi.
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Sekil 4.14. Kurkumin inhibitdér konsantrasyonunun belirlenmesi.

Kurkumin inhibitér konsantrasyonunun belirlenmesinin ardindan MC3T3-E1

hicrelerine 3 gun boyunca 0, 10, 20, 30, 40 ve 50 uM arasindaki kurkumin
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derisimleri uygulanmis ve belirlenen inhibitor degerinin MC3T3-E1 kemik oncul
hacrelerinin canlihdina olan etkisi incelenmistir. MTT sonuglari dogrultusunda elde
edilen farkh kurkumin derigimlerinin MC3T3-E1 hucrelerinin % htcre canliligina
etkisi Sekil 4.15’te goérulmektedir. Kurkumin uygulamasinin ilk gunu, tim
derigimlere karsilik gelen % hucre canliiginda kontrol grubuna gore azalma
goOrulmektedir. Bunun yaninda 10-30 pM araligindaki kurkumin derigimlerinde
kontrol grubuna gdére 2. gune ait % hucre canliliklarinda 1. gune goére artis
gorulmektedir. Kurkuminin, embriyonik noral propenitor hucreleri Uzerinde 2 gunluk
kultar sdresince uygulandigr bir galismada 2. ginde 500 nM derisimindeki
kurkuminin hicre proliferasyonunu arttirdigi rapor edilmistir [152]. MG-63 hicreleri
icin belirlenen kurkumin derigsiminin MC3T3-E1 hdcreleri Uzerindeki etkisini
belirlemek icin Sekil 4.16’de goruldugu gibi % hucre canliigina karsi kurkumin
derigimleri grafige gecirilmigtir. Grafige gore % 50 MC3T3-E1 hucre canliiginin
saglandigl kurkumin konsantrasyonunun 28 puM oldugu belirlenmistir. Buna gore
MG-63 hacreleri igin belirlenen 17 pM kurkumin inhibitér konsantrasyonunun

MC3T3-E1 hucreleri icin toksik bir etki yaratmadigi goruimektedir.
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Sekil 4.15. Farkli kurkumin konsantrasyonlarinin MC3T3-E1 hlicre canlihdina

etkisi.
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Sekil 4.16. MC3T3-E1 hucrelerinde % 50 hucre canliliginin elde edildigi kurkumin
konsantrasyonunun belirlenmesi.

Literatirde kurkuminin hucre canliigina etkisinin incelendigi ¢calismalarda ¢dzucu
olarak DMSO kullaniimistir [124, 153, 154]. ilgili literatiir ile benzer sekilde
kurkumin inhibitdor konsantrasyonunun belirlenmesi ¢aligmalarinda kurkumin
DMSO iginde g¢ozulerek besin ortamina ilave edilmigtir. % 0.1-0.01 (v/v) arasinda
DMSO bulunduran besin ortamlari hicrelere uygulanmistir. DMSO’nun
toksisitesinin arastirilmasi amaciyla farkh kurkumin konsantrasyonlari igin
kullanilan DMSO miktarlart MC3T3-E1 ve MG-63 hucrelerine uygulanmigtir. Sekil
4.17°'de DMSO uygulanan MC3T3-E1 ve MG-63 hucrelerinin MTT analizi sonucu
ile elde edilen % hiicre canliliklari gdriilmektedir. inhibitér konsantrasyon
calismasinda kullanilan DMSO miktarlari ile her iki hicre tipi icin de kontrol
grubuna oldukca yakin % huicre canliliklari saglandigi goérulmektedir. Kullanilan
DMSO miktarlari, hem MC3T3-E1 hem de MG-63 hucreleri Uzerinde herhangi bir

inhibasyona neden olmamistir.
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Sekil 4.17. Kurkuminin ¢6zucusu olarak kullanilan DMSO’nun MG-63, (a) ve
MC3T3-E1, (b) hucrelerinin canliligina etkisi.

Literatirde DMSO’nun hicre canlih@i Gzerindeki etkisinin incelendigi calismalarda
% 1 (v/v)in altindaki DMSO miktarlarinin hicreler Gzerinde herhangi bir toksik
etkiye neden olmadigi rapor edilmigtir [155, 156]. Kurkuminin inhibitor
konsantrasyonunun belirlenmesi igin 5-100 uM kurkumin konsantrasyon araliginda
DMSO icinde g¢ozulerek osteosarkoma ve osteoblast hicrelerine uygulandigi bir
calismada DMSO’nun hucreler Gzerinde herhangi bir sitotoksik etkiye neden
olmadigi belirlenmistir [153].
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4.3.1.2. Optik Mikroskop Analizi

Kurkumin inhibitor konsantrasyonunun belirlenmesi igin MG-63 ve MC3T3-E1
hicrelerine 3 gin boyunca uygulanan 0, 10, 20, 30, 40 ve 50 uM kurkumin
derisimlerinin hicre canliligi ve morfolojisindeki etkisi optik mikroskop gdrintuleri

ile incelenmigtir.

Sekil 4.18'da MG-63 hucreleri Uzerindeki kurkumin uygulamasina ait 1. gun optik
mikroskop fotograflari goérilmektedir. Fibroblastik karakterdeki MG-63 hlcrelerinin
24 gozlu kualtir kaplarina ekildigi kontrol grubunda (0 pM), 3 gunlik Kkaltar
suresince hucre morfolojisinin  dizgin ve ¢ogalmasinin homojen oldugu
goOrulmektedir. Beyaz renkli kuresel sekiller hicre membrani pargalanmis 06lu
hicreleri ifade etmektedir. Elde edilen optik mikroskop gorlntilerinde, Sekil
4.13’teki MTT sonuglar dogrultusunda elde edilen % hucre canlihik degerleri ile

benzer sekilde 20 pM kurkumin derigiminden itibaren hucre canlihdinda

azalmalarin oldugu gorulmektedir.
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Sekil 4.18. Farkl kurkumin konsantrasyonlarinin MG-63 huicreleri Gzerindeki

etkilerinin 1. glin optik mikroskop goéruntuleri, (10X).

Kurkumin derigiminin 0, 10, 20, 30, 40 ve 50 puM olarak uygulandigi MC3T3-E1
hicrelerinin  morfolojileri ve canliliklari Sekil 4.19'de verilen optik mikroskop
goruntilerinde goérulmektedir. Kurkumin igcermeyen kontrol grubunda, MC3T3-E1
hicre morfolojisinin duzgun ve ¢ogalmasinin homojen oldugu gorilmektedir. Optik
mikroskop goruntulerine gore 30 uM kurkumin derisiminden yuksek derisimlerde
kurkuminin apoptotik etkiye neden oldugu gorulmektedir. Optik mikroskop
goruntuleri ile Sekil 4.15'da verilen sonuglar karsilastirildiginda 30 uM kurkumin
derisiminden yuksek derigsimlerde MC3T3-E1 hicre canliiginin  azaldigi
gorulmektedir. Elde edilen optik mikroskop goruntuleri MTT sonuglari ile uyumluluk
gOstermektedir. Ayrica MG-63 hucreleri igin inhibitor doz olarak belirlenen 17 uM
kurkumin konsantrasyonuna yakin degerdeki 20 uM kurkuminin MC3T3-E1

hicrelerinde apoptotik bir etki yaratmadigi ve hicre morfolojisinin kontrol

gurubuna oldukga yakin bir morfolojide oldugu goriimektedir.
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Sekil 4.19. Farkli kurkumin konsantrasyonlarinin uygulandigi MC3T3-E1

hdcrelerine ait optik mikroskop goruntaleri, (10X).

4.3.1.3. Kurkumin Yuklu PBAT Nanopartikiillerin inhibitor

Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Kurkumin yudklo PBAT nanopartiklllerin sitotoksik etkilerinin incelenmesi igin
Bolum 4.3.2’de ayrintili olarak bahsedildigi gibi kurkumin inhibitdr konsantrasyon
degeri g6z o6nunde bulundurularak 17 uM kurkumin igeren nanopartikller
uygulanmigtir. 17 puM kurkumin igeren nanopartikullerin MG-63 hUcrelerinde
incelenen MTT sonugclarina gore Sekil 4.20’de de goruldiugu gibi hicre canliiginin
% 3’Un altinda oldugu goérulmustir. Mikropartikdller igin belirlenen 17 uM kurkumin
inhibitdér konsantrasyonu, nanopartikillerin nano boyutlarindan kaynaklanan farkli
davraniglar nedeniyle nanopartikul uygulamasinda hucreler Uzerinde toksik etkiye
neden olmus ve hizli bir 6lim gergeklesmistir. Daha kontrolli bir inhibisyon
saglamak igin kurkumin iceren nanopartikil uygulamasinda farkli doz denemeleri
yapilmistir. Bu amacla 1, 3, 5, 10 ve 15 uM kurkumin iceren nanopartikillerin MG-

63 hucreleri Uzerindeki etkisi incelenmigtir.
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Sekil 4.20. 17 uM kurkumin iceren PBAT nanopartikullerin MG-63 hticre

canlihgina etkisi.

1, 3, 5, 10 ve 15 pM kurkumin iceren nanopartikillerin MG-63 hicre canlihgi
uzerindeki etkileri MTT sonuglari ile belirlenmigtir. Sekil 4.21’de MTT sonuglari
dogrultusunda elde edilen % hucre canliliklarinin farkli miktarlarda kurkumin igeren
nanopartikullere gore degisimi incelenmektedir. Buna gore 1. gunden itibaren 10
ve 15 pM kurkumin igeren nanopartikiller MG-63 hucrelerini %97’nin Uzerinde

inhibe etmistir.
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Sekil 4.21. Farkh  kurkumin derigsimlerindeki  kurkumin yUkliG  PBAT
nanopartikullerin MG-63 huicrelerinin canliligina etkisi.
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Sekil 4.22te goruldugu gibi nanopartikullerin inhibitor konsantrasyonlarinin
belirlenmesi igin % hicre canlihdina kargi kurkumin derigimleri grafige gecirilmistir.
Grafige gore % 50 MG-63 hicre canlihdinin elde edildigi kurkumin derigiminin 6
uM oldugu belirlenmistir. Sonug¢ olarak, kurkumin yUkli PBAT nanopartikillerin

inhibitor konsantrasyonu 6 uM olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.22. Kurkumin yukla PBAT nanopartikuller i¢in farkli kurkumin inhibitor

konstrasyonlarinin MG-63 hticre canlihdina etkisi.

Kurkumin yukli PBAT nanopartikuller icin belirlenen inhibitdor konsantrasyon
degerinin  MC3T3-E1 hucre canhligi uUzerindeki etkileri MTT analizi ile
belirlenmistir. Sekil 4.23’te goruldigu gibi 10 ve 15 pM kurkumin igeren
nanopartikillerin apoptotik etkiye neden oldugu gorulmektedir. Ancak 5 pM
kurkumin konsantrasyonunda 1. ve 2. gune ait degerlerde hicre canhliginin % 50
ve Uzerinde oldugu goérilmektedir. Saglikli osteoblast hicreleri ve osteosarkoma
hicrelerine 24 saatlik kdltir sUresince  kurkumin igerikli  nanopartikul
uygulamasinin yapildigi bir g¢alismada, 10 puM kurkumin derigiminin Ustinde
saglikh osteoblastlarin hicre yogunlugunda dusus oldugu kaydedilmistir. Ayrica 5-
25 puM arasinda kurkumin igeren nanopartiklllerin MG-63 osteosarkoma
hacrelerini inhibe ettigi rapor edilmistir [153]. Yapilan tez ¢alismasi ile gosterildigi
gibi 5-10 puM kurkumin igceren nanopartikillerin uygulanmasi ile hem MG-63
osteosarkoma hucreleri inhibe edilmis hem de MC3T3-E1 kemik dncul hucreleri
uzerinde sitotoksik bir etki gorulmemistir. Tez calismasi kapsaminda 6 pM

kurkumin igeren nanopartiktllerin osteosarkoma ve saglikli osteoblast hicrelerinin
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canlhihgr Uzerindeki etkilerinin ilgili literatirdeki calismalarla benzerlik gosterdigi
goOrulmektedir.
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Sekil 4.23. Farkh kurkumin derigsimlerindeki kurkumin yikla PBAT

nanopartikillerin MC3T3-E1 hiicrelerinin canhliina etkisi.

4.3.2. Sitotoksisite Analizleri

Sitotoksisite analizleri kapsaminda kurkumin yUkla olan ve olmayan PBAT mikro
ve nanopartikiller MG-63 ve MC3T3-E1 hucrelerine uygulanmistir. Her deney
grubu MG-63 ve MC3T3-E1 hicrelerine ait kontrol gruplarini icermektedir.
Kurkumin yuklu olan ve olmayan PBAT mikro ve nanopartikuller hdcrelere 3
gunluk kudltur suresince uygulanmistir. Hucre canhhiklart MTT analizi ile
belirlenmistir. Hlcre canliligi ve morfolojisi ise optik mikroskop ile takip edilmistir.
Her iki hicre tipi icin de 2.5x10* hiicre/cm? hiicre yogunlugu kullanilarak partikil

uygulamasi gergeklestirilmistir.
4.3.2.1. MTT Analizi

Sekil 4.24’te kurkumin yukli PBAT mikro ve nanopartikullerin 3 gun suresince MG-
63 htcrelerine uygulanmasiyla MTT verilerinden elde edilen % hicre canliliklarinin
zamana bagl degisimleri verilmistir. Grafige gére zamanla her iki partikdl tipi igin
de MG-63 hucrelerinin inhibe oldugu goértlmektedir. MG-63 hucreleri Gzerindeki

hicre canlih@l incelendiginde 3. ginde mikro ve nanopartikuller igin oldukga farkli
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% hucre canlihklar gozlenmektedir. Nanopartikullerin mikropartiktllere gore MG-
63 hucrelerini daha fazla inhibe ettigi gorulmektedir. Kurkumin yukla PBAT

nanopartikillerin hicre igine alinmasi bu durumun nedeni olabilir.
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Sekil 4.24. 17 ve 6 yM kurkumin yukli PBAT mikro ve nanopartikillerin MG-63

hucreleri Uzerindeki etkisinin zamana gore degisimi.

PBAT mikro ve nanopartikillerin sitotoksik etkilerinin belirlenmesi igin MC3T3-E1
kemik oncul hucreleri tUzerinde kurkumin yuklU partikuller uygulanarak MTT analizi
gerceklestiriimigtir. Sekil 4.25‘'da zamana karsi MC3T3-E1’e ait % hlcre canhliklari
verilmistir.  Tum kurkumin konsantrasyonlarinda 2. ginden itibaren hucre

canlihginda bir dusis meydana geldigi gorulmektedir.
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Sekil 4.25. Kurkumin iceren PBAT mikro ve nanopartikullerin MC3T3-E1
hlcrelerinin canliigina olan etkisi.

PBAT mikro ve nanopartikillerin sitotoksik etkilerinin belirlenmesi icin MC3T3-E1
kemik oncul hucreleri ve MG-63 insan kemik kanseri hucreleri Gzerinde kurkumin
yukli olmayan partikuller uygulanarak MTT analizi gerceklestirilmistir. Mikro ve
nanopartikullerin inhibitor konsantrasyon uygulamasi ig¢in kullanilan partikal miktari
ile kutlece ayni miktardaki partikil MC3T3-E1 ve MG-63 hticrelerine uygulanmistir.
Sekil 4.26’da kurkumin icermeyen PBAT mikro ve nanopartikillerin MG-63 ve

MC3T3-E1 hucreleri Uzerinde toksik bir etkiye neden olmadigi gorulmektedir.
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Sekil 4.26. Kurkumin igermeyen PBAT mikro ve nanopartikillerin (a) MG-63 ve (b)
MC3T3-E1 hucrelerinin canliligina olan etkisi.
74



4.3.2.2. Optik Mikroskop Analizi

Kurkumin yukli PBAT mikro ve nanopartikullerin sirasiyla 17 uM ve 6 uM kurkumin
inhibitdr konsantrasyonlariyla uygulandigi MG-63 ve MC3T3-E1 hucrelerinin 1.
gun optik mikroskop goéruntileri Sekil 4.27°de yer almaktadir. Oklar ile ifade edilen
yapilar partikillerin varligini gostermektedir. Buna gore MG-63 ve MC3T3-El
hicrelerinin kontrol gruplari ile karsilastiriidiginda kurkumin yikliG PBAT mikro ve
nanopartikil uygulamasiyla hem MG-63 hem MC3T3-E1 hlcre gruplarinda 6lG
hucreler gorulmektedir. Optik mikroskop gorintileri ile de desteklendigi gibi
kurkumin yukli PBAT mikro ve nanopartikillerin MG-63 hucrelerini inhibe ettigi

gorulmektedir.
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Sekil 4.27. Kurkumin yukli PBAT mikro ve nanopartikullerinin MG-63 ve MC3T3-
E1 hadcreleri Uzerindeki etkilerinin 1. guin optik mikroskop goruntuleri: (a) MG-63
kontrol; (b) MC3T3-E1 kontrol; kurkumin yUkli PBAT mikropartikillerin MG-63, (c)
ve MC3T3-E1 (d) hicrelerindeki etkisi; kurkumin yukli PBAT nanopartikillerin
MG-63, (e) ve MC3T3-E1 (f) hicrelerindeki etkisi, (10X).

4.2.1.1. Hucre Canlihigi ve Morfolojisinin Gorlintillenmesi

Calismada 17 ve 30 pM kurkumin iceren mikropartikuller, 6 ve 10 uM kurkumin
iceren nanopartikuller, kurkumin icermeyen mikro ve nanopartikiller ve 17 uM
kurkumin inhibitér konsantrasyonunun MG-63 ve MC3T3-E1 hicrelerinin
morfolojisine ve canliligina olan etkileri incelenmistir. Her iki hucre tipi icin de
1x10% hiicre/géz yogunlukta hiicre ekimi yapilarak uygulama gergeklestiriimistir.
Uygulamanin ardindan 24 saat sonra boyama gerceklestirilmigtir. Hlcreler Alexa
Flour 488 Phalloidin konjuge anti-F-aktin antikoru ve DAPI ile boyanmistir. Hlcre
seklinin olugsmasinda gorev alan aktin filamentleri yesil ile, hicre cekirdekleri ise
mavi ile boyanmigtir. Canliigini ve morfolojilerini koruyan hucreler F-aktin
organizasyonunu saglarken, apoptotik 6lumuin gergeklestigi durumlarda ise F-
aktin  organizasyonunun kaybedilmesiyle membran yapisinda degisimler

olusmaktadir.

Sekil 4.28’de 17 ve 30 uM kurkumin igeren mikropartikuller, 6 ve 10 uM kurkumin
iceren nanopartikiller ve 17 pM kurkumin inhibitér konsantrasyonunun MG-63
hdcrelerinin - morfolojisine ve canhligina olan etkileri goérilmektedir. MG-63
hucrelerinin ¢ekirdekleri ve aktin flamentleri mavi ve yesil renkte gérulmektedir.

Fibroblastik karakterdeki MG-63 hucrelerine ait kontrol grubunda hicre iskeletinin
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korundugu ve hucrelerin olduk¢a saglikhi oldugu goérilmektedir. 17 pM kurkumin
inhibitor konsantrasyonunun uygulandigl deney grubunda ise kontrol grubuna gore
hidcre yogunlugunun azaldigi goérulmektedir. MTT sonuglari ile benzer gekilde, 17
UM kurkumin uygulamasinin ilk gintinde kontrol grubuna gore cahlligin bir miktar
azaldigi gorulmektedir. 10 pM kurkumin yukld nanopartikullerdeki canhligin
inhibitor miktar olarak belirlenen 6 uM kurkumin yukli nanopartikullere goére daha
az oldugu, hucre butunluklerinin bozuldugu ve hucre yogunlugunun azaldigi
gorulmektedir. MTT sonuglari ile uyumlu olarak 6 pM kurkumin derigsiminden fazla
kurkumin iceren nanopartikillerin ilk gln analizinde MG-63 hicre canliligini
oldukca azalttigr gorulmektedir. 30 uM kurkumin yukli mikropartikullerde ise 17
UM kurkumin yukli mikropartikillere gore MG-63 hicre yogunlugunun azaldigi
gorulmektedir. MTT sonuclart ile uyumlu olarak 17 pM kurkumin yukIu

mikropartikullerin ilk gun analizinde kontrol grubu ile benzer hicre canliligi

gorulmektedir.
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Sekil 4.28. MG-63 hicrelerinin uygulama sonrasi F-aktin (yesil)-DAPI (mavi)
boyama goéruntuleri; (a) MG-63, (b) 17 puM kurkumin, (c) 6 ve (d) 10 yM kurkumin
iceren nanopartikuller, (e) 17 ve (f) 30 yM kurkumin igeren mikropartikuller.

Kurkumin icermeyen mikro ve nanopartikullerin MG-63 hicrelerinin morfolojisine
ve canliliina olan etkileri incelenmistir. Sekil 4.29'da uygulama sonrasindaki MG-
63 hucrelerinin cekirdek ve aktin flamentleri gorulmektedir. Fibroblastik
karakterdeki MG-63 hucrelerine ait kontrol grubunda htcre iskeletinin korundugu
ve huicrelerin  oldukga saglkh oldugu goérulmektedir. Deney gruplari,
mikropartikiller igin 17 ve 30 uM, nanopartikller i¢in 6 ve 10 uM kurkumin inhibitér
konsantrasyonunu saglamak igin kullanilan bos partikil miktarlarini icermektedir.
Tum deney gruplarinda kontrol grubuna goére hicre canlihdi ve morfolojisinin
korundugu goérulmektedir. MTT sonuglari ile uyumlu olarak kurkumin yudKkla

olmayan partikuller, MG-63 hucreleri Uzerinde sitotoksik bir etki yaratmamaktadir.
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Sekil 4.29. MG-63 hcrelerine ait F-aktin (yesil)-DAPI (mavi) boyama goéruntleri;
(a) MG-63, (b) 6 ve (c) 10 uM kurkumin icermeyen PBAT nanopartikuller, (d) 17 ve
(e) 30 uM kurkumin icermeyen PBAT mikropartikuller.

Sekil 4.30°da 17 ve 30 uM kurkumin iceren mikropartiktller, 6 ve 10 uM kurkumin
iceren nanopartikiller ve 17 uM kurkumin inhibitér konsantrasyonunun MC3T3-E1
hdcrelerinin morfolojisine ve canliigina olan etkileri gorulmektedir. MC3T3-E1
hicrelerinin gekirdekleri ve aktin flamentleri mavi ve yesil renkte boyanmistir.
MC3T3-E1 hucrelerine ait kontrol grubunda hucre iskeletinin korundugu ve
hdcrelerin oldukga saglkli oldugu gorulmektedir. 17 pM kurkumin inhibitor
konsantrasyonunun uygulandigi deney grubunda ise kontrol grubuna gore hucre
yogunlugunun azaldigi  gérulmektedir. Mikropartiktller igin 17 uM ve
nanopartikuller icin 6 uM olarak belirlenen kurkumin inhibitor konsantrasyonlari ile
mikropartikuller icin 30 uM ve nanopartikuller igin 10 uM kurkumin igeren gruplara
gore daha yulksek hicre canliigi elde edilmistir. Sonuglar MTT analizi ile elde

edilen veriler ile uyumudur.
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Sekil 4.30. MC3T3-E1 hucrelerinin uygulama sonrasi F-aktin (yesil)-DAPI (mavi)
boyama goéruntuleri; (a) MG-63, (b) 17 uM kurkumin, (c) 6 ve (d) 10 yM kurkumin

iceren nanopartikuller, (e) 17 ve (f) 30 uM kurkumin iceren mikropartikuller.

Kurkumin icermeyen mikro ve nanopartikillerin  MC3T3-E1 hicrelerinin
morfolojisine ve canlligina olan etkileri incelenmigstir. Sekil 4.31’de uygulama
sonrasindaki MC3T3-E1 hucrelerinin gekirdek ve aktin flamentleri gorulmektedir.
MC3T3-E1 hcrelerine ait kontrol grubunda hucre iskeletinin korundugu ve

hacrelerin saglikl oldugu gorilmektedir. Deney gruplari, mikropartikuller i¢in 17 ve
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30 pM, nanopartikiller i¢cin 6 ve 10 pM kurkumin inhibitdr konsantrasyonunu
saglamak igin kullanilan bos partikul miktarlarini icermektedir. Tum deney
gruplarinda kontrol grubuna gére hicre canliigi ve morfolojisinin  korundugu

gorulmektedir. MTT sonuglart ile uyumlu olarak kurkumin yuklid olmayan

partikuller, MC3T3-E1 hucreleri Gzerinde sitotoksik bir etki yaratmamaktadir.

Sekil 4.31. MC3T3-E1 hticrelerine ait F-aktin (yesil)-DAPI (mavi) boyama
goruntuleri; (a) MG-63, (b) 6 ve (¢) 10 uM kurkumin icermeyen PBAT
nanopartikiller, (d) 17 ve (e) 30 uM kurkumin icermeyen PBAT mikropartikiller.
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4.3.3. Canhli-Olii Analizi

Canlh-6lu analizinde kurkumin olan ve olmayan PBAT mikro ve nanopartikuller ve
17 pM Kkurkumin inhibitor konsantrasyonunun MC3T3-E1 ve MG-63 hucrelerine
uygulanmasinin ardindan 24 saat sonra hucreler Etidyum homodimer-1 ve
kalsein-AM ile boyanarak goruntulenmigtir. Yesil ile gorinen goruntuler canli
hicreleri, kirmizi ile gérinen goruntiler ise 6l hicreleri gostermektedir. Apoptotik
olumun gergeklestigi durumlarda ise membran yapisinda degisimler olusmakla
birlikte, ilerleyen asamada kuguk haldeki hdcre cisimciklerine rastlanmaktadir.
Calismada 17 ve 30 uM kurkumin igeren mikropartikuller, 6 ve 10 uM kurkumin
iceren nanopartikuller, kurkumin igcermeyen mikro ve nanopartikiller ve 17 uM
kurkumin inhibitér konsantrasyonunun MG-63 ve MC3T3-E1 hicrelerinin
morfolojisine ve canhliina olan etkileri incelenmistir. Her iki hlcre tipi igin de

1x10% hiicre/goz yogunlukta hiicre ekimi yapilarak uygulama gercgeklestirilmistir.

Sekil 4.32°de 17 ve 30 uM kurkumin iceren mikropartikuller, 6 ve 10 uM kurkumin
iceren nanopartikiller ve 20 uM kurkumin inhibitér konsantrasyonunun MG-63
hucrelerinin morfolojisine ve canliligina olan etkileri gorulmektedir. 17 uM kurkumin
inhibitdr konsantrasyonu uygulamasi 1. gin MTT sonuglari ile paralel olarak MG-
63 hucre canlihdinda anlamli bir degisiklige neden olmamistir. 10 uM kurkumin
iceren nanopartikil uygulamasi ile, inhibitér konsantrasyon olarak belirlenen 6 uM
kurkumin igeren nanopartikil uygulamasina gére MTT sonuglari ile uyumlu olarak
MG-63 hicrelerinin canhliginda daha fazla azalma goérilmustiar. Kurkumin yakla
PBAT nanopartikil uygulamasinda mikropartikullere gore hucre yogunlugunun
daha az oldugu goértlmektedir. MTT sonugclari ile benzer olarak, 17 uM kurkumin
iceren PBAT mikropartikullerde kontrol grubuna goére olu hucrelerin oldugu
gorulmektedir. 30 pM kurkumin iceren PBAT mikropartikullerin inhibitor
konsantrasyon miktari kadar (17 uM) kurkumin igeren mikropartikillere gore daha

fazla sayida hicreyi inhibe ettigi gorulmektedir.
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Sekil 4.32. MG-63 hucrelerinin uygulama sonrasi canl (yesil)-6lU (kirmizi) analizi
goruntaleri; (a) MG-63, (b) 17 uM kurkumin, (c) 6 ve (d) 10 ygM kurkumin igceren
nanopartiktller, (e) 17 ve (f) 30 uM kurkumin iceren mikropartiklller.

Sekil 4.33’te 17 ve 30 uM kurkumin igeren mikropartikuller, 6 ve 10 uM kurkumin
iceren nanopartikiller ve 20 uM kurkumin inhibitér konsantrasyonunun MC3T3-E1
hicrelerinin morfolojisine ve canliligina olan etkileri gorulmektedir. 17 uM kurkumin
inhibitor konsantrasyonu uygulamasinin 1.gin MTT sonuglari ile paralel olarak
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MC3T3-E1 hucrelerinin canhligi Uzerinde anlaml bir degisiklige neden olmadigi
gorulmastur. Kurkumin inhibitor konsantrasyon degerlerinden fazla miktrada
kurkumin iceren (30 ve 10 uM) mikro ve nanopartikillerin MC3T3-E1 hucrelerinin
canlihginda azalmaya neden oldugu gorilmektedir. Inhibitér konsantrasyon
miktarinda kurkumin iceren mikro ve nanopartikillerde (17 ve 6 upM) hicre
canlihginin kontrol grubuyla benzer oldugu goértulmektedir. Elde edilen goruntuler
ile, 17 uM kurkumin iceren mikropartikuller, 6 uM kurkumin iceren nanopartikuller

ve 17 uM kurkumin inhibitdr konsantrasyonunun MC3T3-E1 hucreleri Uzerinde

sitotoksik etkiye neden olmadigi belirlenmistir.
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Sekil 4.33. MC3T3-E1 hicrelerinin uygulama sonrasi canli (yesil)-0lu (kirmizi)
analizi goruntaleri; (a) MC3T3-EL1, (b) 17 uM kurkumin, (c) 6 ve (d) 10 uM

kurkumin iceren nanopartikuller, (e) 17 ve (f) 30 yM kurkumin iceren

mikropartikuller.

Sekil 4.34’te kurkumin icermeyen mikro ve nanopartikillerin MG-63 hucrelerinin
morfolojisine ve canliligina olan etkileri incelenmistir. MC3T3-E1 hucrelerine ait
kontrol grubunda hucre iskeletinin korundugu ve hucrelerin saglikli oldugu
gorulmektedir. Deney gruplari, mikropartikuller icin 17 ve 30 uM, nanopartikuller
icin 6 ve 10 uM kurkumin inhibitér konsantrasyonunu saglamak igin kullanilan bos
partikil miktarlarini icermektedir. 10 pM kurkumin inhibitor konsantrasyonunu
saglamak igin kullanilan bos nanopartikal miktarinin uygulandigi grupta inhibitor
konsantrasyon igin uygulanan gruba goére hucre yogunlugunun daha az oldugu
gorulmektedir. Diger deney gruplarinda kontrol grubuna goére hucre canlihgi ve
morfolojisinin korundugu gorulmektedir. MTT sonugclari ile uyumlu olarak kurkumin

yukli olmayan partiktller, MG-63 hucreleri Uzerinde sitotoksik bir etki

yaratmamaktadir.
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Sekil 4.34. MG-63 hucrelerine ait canli (yesil)-0lu (kirmizi) analizi goruntuleri; (a)
MG-63, (b) 6 ve (c) 10 yM kurkumin icermeyen PBAT nanopartikiller, (d) 17 ve (e)
30 pM kurkumin icermeyen PBAT mikropartikuller.

Sekil 4.35te  kurkumin icermeyen mikro ve nanopartikillerin MC3T3-E1
hdcrelerinin  morfolojisine ve canliigina olan etkileri incelenmistir. Uygulama
sonrasinda canli MC3T3-E1 hucreleri yesil renkte, 6lu hlcreler ise kirmizi renkte
gorulmektedir. MC3T3-E1 hdicrelerine ait kontrol grubunda hicre iskeletinin
korundugu ve hucrelerin saglikli  oldugu gorulmektedir. Deney gruplari,
mikropartikuller igin 17 ve 30 uM, nanopartikuller igin 6 ve 10 uM kurkumin inhibitor
konsantrasyonunu saglamak igin kullanilan bos partikil miktarlarini icermektedir.
Tum deney gruplarinda kontrol grubuna gére hicre canlihgi ve morfolojisinin
korundugu gorulmektedir. MTT sonuglar ile uyumlu olarak kurkumin yakld
olmayan partikiller, MC3T3-E1 hucreleri Uzerinde sitotoksik bir etki

yaratmamaktadir.

86



Sekil 4.35. MC3T3-E1 hucrelerine ait canh (yesil)-6lu (kirmizi) analizi goéruntuleri;
(a) MC3T3-E1, (b) 6 ve (c) 10 uM kurkumin icermeyen PBAT nanopartikuller, (d)
17 ve (e) 30 uM kurkumin icermeyen PBAT mikropartikuller (10X).
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4.3.4. Hucre Dongu Analizi

Kurkumin yukli PBAT mikro ve nanopartikullerin, MG-63 hucrelerinin hucre
dongusinde inhibe ettikleri fazi ve MC3T3-E1 hicrelerinin hiicre dénguistine
etkilerini belirlemek amaciyla hicre dongl analizi gergeklestiriimistir. Analiz,
partiktllerin 24 saat boyunca ayri ayri her iki hdcre tipi ile etkilestiriimesinin
ardindan gergeklestiriimistir. Akis sitometrisi analizinde G1, S ve G2 fazlarinda

bulunan birim hicre miktarini gésteren grafikler Sekil 4.36’da gorulmektedir.
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Sekil 4.36. Akis sitometrisi analizinde G1, S ve G2 fazlarinda bulunan birim hlicre

miktarlari.

Akis sitometrisi analizinden elde edilen veriler her bir hicre déngu fazi igin

yuzdece hicre sayisi olarak Sekil 4.37 ve Sekil 4.38'de verilmigstir. Sekil 4.37'de
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kontrol grubu olarak MG-63 segilmigtir. MG-63 kontrol grubunda G0/G1 fazinda %
26.33 oraninda hucre bulunurken, kurkumin yukli PBAT mikro ve
nanopartikillerde sirasiyla % 40.75 ve % 38.29 oraninda hicre bulunmaktadir.
Kurkumin yUkli PBAT mikro ve nanopartikillerin GO/G1 fazinda bulunan ylzdece
hicre sayilarinin  kontrol grubuna goére anlamh miktarda fazla oldugu
gorulmektedir. Bu durum kurkumin yukld PBAT mikro ve nanopartikullerin, MG-63
hicrelerinde GO/G1 kontrol noktasina etki ederek S fazina giden MG-63 hicre
sayisinda azalmaya yol acgtigini gostermektedir. Literaturde kurkuminin kanserli
hucrelerin GO/G1 veya G2/M fazina etki ettigi bilinmektedir [157]. Kurkumin ile
etkilestirilen insan osteosarkoma U20S hdcrelerinin akis sitometri analizinin
gerceklestirildigi bir calismada 12 saat sonunda GO/G1 fazinda bulunan hicre
miktarinin kontrol grubuna goére anlamh miktarda arttigi belirlenmistir [158].
Kurkumin ile etkilestirlen HOS insan osteosarkoma hucrelerinin akis sitometri
analizinde kurkuminin GO/G1 ve G2/M fazina etki ettigi rapor edilmistir [159]. Akig
sitometri analizi ile kurkuminin SK-MEL-37 insan melanoma hdcreleri Gzerindeki
etkisinin incelendigi bir galismada 24 saat sonunda kurkuminin GO/G1 fazina etki
ederek hucreleri inhibe ettigi rapor edilmistir [160]. U266 omurilik kanseri hucreleri
ile akis sitometri analizinin gergeklestiriligi bir c¢alismada kurkuminle
etkilestiriimeyen grupta GO/G1 fazinda bulunan htcre miktarinin % 57 oldugu,
kurkumin ile 24 saat slresince etkilestirilen hiicrelerde ise GO/G1 fazinda bulunan
hiicre miktarinin % 70 oldugu goérilmastir [161]. ligili literatiirde bulunan
calismalara gore kurkuminin osteosarkoma ve melanoma gibi hicrelerin GO/G1

fazina etki ettigi gériimektedir.

Kurkumin yukli PBAT mikro ve nanopartikllerin 24 saat MC3T3-E1 hucreleri ile
etkilestiriimesinin ardindan akis sitometri analizi ile elde edilen sonuglara gore
GO0/G1, S ve G2/M fazlarinda bulunan yuzdece hucre miktarlar Sekil 4.38'de
gorulmektedir. Kurkumin yukla PBAT mikropartikullerde GO/G1 fazindaki % hucre
sayisinin MC3T3-E1 kontrol grubuna kiyasla daha az oldugu gorulmektedir. Bu
durum, kurkuminin MC3T3-E1 preosteoblast hucrelerinde G1 fazinda bulunan
hicrelerde artisa neden oldugunu gostermektedir. Literatirde kurkumin ile
etkilestirilen ROS, sican osteoblast hucrelerinin akis sitometre analizinde
incelendigi bir galismaya gore 48 saatin sonunda G1 fazinda bulunan hicrelerde
bir miktar artis oldugu gorulmustur [154]. Kontrol grubu MC3T3-E1 hucreleri ile
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kurkumin yukli PBAT mikropartikillerin S ve G2/M fazlarinda bulunan hucre
miktarlarinda ise anlaml bir farkhilik bulunmamaktadir.
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Sekil 4.37. Kurkumin yukli PBAT mikro ve nanopartikillerin akis sitometri analizi
sonucu G0/G1, S ve G2/M fazlarinda bulunan MG-63 hucrelerine ait yizdece

hiicre miktarlari
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Sekil 4.38. Kurkumin yukli PBAT mikro ve nanopartikllerin akis sitometri analizi
sonucu G0/G1, S ve G2/M fazlarinda bulunan MC3T3-E1 hicrelerine ait yuzdece
hdcre miktarlari.

90



5. GENEL SONUCLAR

Sunulan tez galismasi kapsaminda, PBAT mikro ve nanopartikillerin sentezi ve

karakterizasyonu gerceklestirilerek ilag salim sistemleri i¢in kullanim potansiyelleri

incelenmistir.

Bu amacla dogal ve antikanserojen bir ilag olan kurkuminin

partiktllere yuklenmesi ve in-vitro salimi gergeklestiriimis ve partikullerin iki farkh

hucre hatti kullanilarak hucre kultur sistemlerindeki sitotoksik etkileri incelenmisgtir.

Calismalar kapsaminda elde edilen 6nemli bulgular, asagida 6zetlenmigtir.

PBAT mikro ve nanopartikuller emulsiyon hazirlama-¢ozucu
buharlastirma yontemi ile elde edilmistir. Elde edilen PBAT mikro ve
nanopartikullerin boy ve boy dagilimlari ve morfolojik 6zellikleri
dikkate alinarak SEM ve DLS analiz sonuclari ile en uygun
morfolojideki partikuller secilmistir. Buna gore, en uygun morfoloji ve
boy 6zelliklerine uygun olarak kuresel formda ve dizgun morfolojide
partiktllerin elde edildigi gruplardan %1 PBAT, %1 PVA ile
hazirlanan partikiller mikropartikiller; %1 PBAT, %1.5 DMAB ile
hazirlanan partiktller ise nanopartikulleri temsil etmek Uzere
secilmistir.

PBAT mikro ve nanopartiklllerin boy ve boy dagilimlari SEM analizi
ile sirasiyla 1.05 + 0.53 um ve 0.38 £ 0.18 um olarak, DLS analizi ile
1.32 ve 0.39 um olarak belirlenmigtir. SEM ve DLS ile elde edilen boy
ve boy dagilimi sonuglari uyumludur.

PBAT mikro  ve nanopartikullere kurkumin yuklemesi
gerceklestiriimesi ile en yuksek kurkumin enkapsulasyon verimleri
PBAT ve kurkuminin kutlece oraninin 10 kat oldugu durumda elde
edilmistir. Buna gore PBAT mikro ve nanopartikillerin kurkumin
enkapsulasyon verimleri sirasiyla % 80 £ 5 ve % 90 * 3 olarak
belirlenmistir. Nanopartikiller ile mikropartikillere kiyasla daha
yuksek enkapsulasyon verimleri elde edilmistir.

Kurkumin yUkIU olan ve olmayan PBAT mikro ve nanopartikullerin
karakterizasyon c¢alismalarinda FTIR, XRD ve TG-DTA gibi analizler

ile kimyasal ve termal Ozellikleri ayrintih olarak belirlenmistir. PBAT
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mikro ve nanopartikillere enkapsule edilen kurkuminin yapidaki
varhgi kanitlanmistir. Nanopartikullerin mikropartikullere gore termal
olarak daha farkli bir davranis gosterdigi goralmustar.

Kurkumin yukli PBAT mikro ve nanopartikillerden kurkuminin 22
ginde sirasiyla %49 ve %73 oraninda, uzun sdreli salindigi
belirlenmistir. Mikropartikuller ile kurkumin saliminin nanopartikullere
gbre daha yavas gergeklestigi gorulmustur. Partiktllerin kurkumin
salim kinetikleri incelendiginde ise her iki tip partikilden kurkumin
saliminin Higuchi salim kinetik modeline uydugu belirlenmistir.
Kurkumin yakla PBAT mikro ve nanopartikillerin hucre kultar
sistemlerinde  uygulanmasindan  6nce  kurkuminin  inhibitor
konsantrasyonu belirlenmistir. Buna goére inhibitdér konsantrasyon
olarak belirlenen 17 pM kurkumin derisiminin MG-63 hicreleri
uzerinde % 50 hudcre canhligina neden oldugu ve ayni zamanda
MC3T3-E1 hicrelerine toksik etki yapmadigi tespit edilmistir.
Kurkumin uygulamasinda ¢d6zlici olarak kullanilan DMSO miktarlari
her iki hucre tipi igin de toksik etkiye neden olmamistir. Kurkumin
yukli PBAT nanopartikullerin nano boyutttaki davraniglarinin getirileri
nedeniyle bu partikuller igin ayri bir inhibitor konsantrasyon degeri
belirlenmistir. Buna gore nanopartikil uygulamasi igin kurkumin
inhibitdor konsantrasyonu 6 uM olarak bulunmusgtur.

Sitotoksisite  testlerinde, kurkumin yukli PBAT mikro ve
nanopartikullerin MG-63 hucrelerini inhibe ettigi MTT analizi ile
belirlenmis, optik mikroskop, floresan boyama ve canli-6li analizleri
ile elde edilen gérintiler ile desteklenmistir. inhibitér degerin
Uzerinde kurkumin igeren partikiller hcreler Uzerinde apoptotik
etkiye neden olmuslardir. Kurkumin yukla olmayan partikiller MG-63
hicreleri Uzerinde toksik etkiye neden olmamisgtir.

Kurkumin yUkli olan ve olmayan PBAT mikro ve nanopartiklllerin
MC3T3-E1 hucrelerinde toksik etkiye neden olmadigr MTT analizi ile
belirlenmis, optik mikroskop, floresan boyama ve canli-6liG analizleri

ile elde edilen goruntuler ile desteklenmisgtir.
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e Kurkumin yukli PBAT mikro ve nanopartikillerin uygulandigi MG-63
osteosarkoma hicrelerinin akis sitometri analizinde, her iki partiklin
de MG-63 hucrelerini GO/G1 fazinda inhibe ettigi belirlenmigtir.
Kurkumin yukla PBAT mikro ve nanopartikullerin uygulandigi
MC3T3-E1 preosteoblast hucrelerinin akig sitometri sonuglarinda ise,
mikropartikll uygulamasinda G1 fazindaki hicre miktarinin ve
nanopartikil uygulamasinda ise S fazindaki hicre miktarinin arttigi

gOrulmustar.

MG-63 insan kemik kanseri hucrelerinin ve MC3T3-E1 fare kemik oncul
hicrelerinin tek tabaka kulttrleri Gzerinde kurkumin yukli olan ve olmayan PBAT
mikro ve nanopartikillerin sitotoksik etkileri incelenmigstir. Hicrelerin canlihdr ve
uremesi MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolyum bromur) analiziyle ve
hiacre morfolojileri optik mikroskop ve floresan mikroskop goéruntuleri ile takip
edilmistir. Partiklllerin MG-63 hucrelerini inhibe ettigi ve MC3T3-E1 hicreleri
Uzerinde sitotoksik bir etkiye neden olmadigi belirlenmistir.  Kurkuminin
antikanserojen 06zelliginin hdcre dongusundeki etkisi ise akis sitometre ile
belirlenmistir. Elde edilen sonuglara goére kurkuminin MG-63 hucrelerini GO/G1
hicre dongu fazinda inhibe ettigi ve MC3T3-E1 hlcreleri GUzerinde G1 ve S

fazindaki hiicre miktarlarinin artmasi ile olumlu bir etki sagladidi belirlenmisgtir.
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EKLER
EK-1

Kurkumin enkapsiilasyon veriminin belirlenmesinde kullanilan etanol-

kurkumin kalibrasyon grafigi

Bolim 3.4'te kurkuminin enkapsulasyon veriminin belirlenmesinde kullanilan

etanol-kurkumin kalibrasyon grafigi asagida gosterilmistir.
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EK-2
in-vitro salim ¢alismasi i¢in salinan kurkumin miktarinin belirlenmesinde
kullanilan PBS-Etanol, (1:1, v:v)-kurkumin kalibrasyon grafigi

Bolum 3.5te in-vitro salim c¢alismasinda salinan kurkumin miktarinin

belirlenmesinde kullanilan PBS-etanol(1:1, v:v)-kurkumin kalibrasyon grafigi

asagida gosterilmistir.

0.4

R2=0.9114"

0 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06
Konsantrasyon, mg/mL

112



OZGEGMIS

Kimlik Bilgileri

Adi Soyadi : Ebru TAMAHKAR

Dogum Yeri : EDIRNE

Medeni Hali : Bekar

E-posta : tamahkar.ebru@gmail.com

Adresi : Fatih Mah. Umranakkan Cad. No.22 D:4, EDIRNE

Egitim

Lise : Edirne Anadolu Lisesi (2010)

Lisans : Gazi Universitesi Kimya Muhendisligi Bélimii (2014)

Yiksek Lisans : Hacettepe Universitesi, Fen Bilimleri Enstitisi, Kimya

Muhendisligi Ana Bilim Dall

Yabanci Dil ve Diizeyi

ingilizce (ileri), Almanca (baslangic).

is Deneyimi

Deneyim Alanlari

e lag salim sistemleri
e Biyobozunur polimerler

e Nanopartikuller
Tezden Uretilmis Projeler ve Biitgesi

e Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projesi, Proje Kodu: FHD-
2016-11953, “Poli(butilenadipat-ko-tereftalat) (PBAT) Mikro Ve
Nanopartikiller: Sentez, Karakterizasyon ve Kurkumin Salim

Kinetiginin incelenmesi’— 21,459 TL
113



Tezden Uretilmis Yayinlar

Tezden Uretilmis Teblig ve/veya Poster Sunumu ile Katildigi Toplantilar

Tamahkar, E., Bektas, $., GUmusderelioglu, M. Poli(bltilenadipat-ko-tereftalat)

(PBAT) Mikro ve Nanopartikiillerin ila¢g Salim Sistemleri igcin Degerlendirilmesi. 12.
Ulusal Kimya Mihendisligi Kongresi, 23-26 Adustos 2016, Izmir, Tlrkiye, (S6zli
Bildiri).

Diger Sunumlar

Tamahkar E., Dilsiz N., Nanoteknolojide Doku Muhendisligi Uygulamalari. 1.

Ulusal Kimya Muhendisligi Ogrenci Kongresi, 12-14 Mayis 2011, Corum, TUrkiye,

(Poster sunumu)

Tamahkar, E., Erdogan, S. Poli(metil metakrilat) (PMMA) Polimerizasyonunda

Kesikli Polimer Reaktdorunun PID ile Sicaklik Kontroli. 11. Ulusal Kimya
Muhendisligi Kongresi, 2-5 Eylul 2014, Eskisehir, Turkiye, (Poster sunumu).

114



