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OZET

Son yillarda kontrolli ilag salim sistemleri 6nem kazanmis bunlar arasinda
nanopartikiller sistemler 6n plana ¢ikmistir. Bu nedenle nanopartikiil hazirlama ve
karakterizasyon teknikleri 6nem tagimaktadir. Hidroksiapatit (HA), gozenekli yapisi, yiiksek
doku uyumlulugu ve yiiksek adsorpsiyon 6zellikleri nedeniyle kontrollii ilag saliminda
kullanilmaktadir. Calimada morfin ve noskapin igeren hashas kapsiillerinden konsantre
morfin ve noskapin elde edilmis morfinin fazla alimina bagli gézlemlenen yan etkiler ve
noskapin sirkilasyon siiresini artirmak igin hidroksiapatit nanopartikiillerine hapsedilmistir.
Calismada ayn1 zamanda hashas kapsiiliiniin antioksidan aktivite ¢calismalar1 yapilmis olup
kaydadeger antioksidan 6zellik belirlenmemistir. Sentezledigimiz bos, morfin ve noskapin
yukli HA (HA+M; HA+N) nanopartikiillerin karakterizasyon analizleri, ilag salimlar1 ve
biyolojik aktivite c¢aligsmalart yapilmistir. Taramali Elektron Mikroskobu (SEM),
Transmisyon Elektron Mikroskop (TEM), Kizilotesi Spektrum (FTIR) ve Yiksek
Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC) analizleri ile nanopartikiil olusumu
dogrulanmistir. Salim deneylerinde ise pH 1,2 ortaminda M+HA ve HA+N
nanopartikiillerinin 30 saatte tam bir salim ger¢eklesmisken, pH 7,4 ortaminda HA+N

nanopartikiiliinde salim gozlenmemistir. Comet deneyinde ise konsantrasyon azaldikc¢a



DNA hasar1 azalmigtir. En diisiik konsantrasyonda HA+N 1.67+0.33 DNA hasarina neden
olurken HA+M’de DNA hasarina rastlanmamistir. Total antioksidan ve oksidan seviyesi
(TAS-TOS) deneylerinin sonuglarinda ise konsantrasyon arttikga total oksidan kapasite
artmis total antioksidan kapasite azalmistir. TAS-TOS deneyleri ile DNA hasar1 uyumlu
bulunmustur. DNA hasar1 olan gruplarda oksidan kapasite de anlamli artiglar antioksidan
kapasite de ise anlamli azalmalar gbzlemlenmistir. Béylece yavas salimli morfin ve noskapin
formlar1 olusturularak plazmadaki konsantrasyon disiiriilmiis ve uzun etki siiresi

saglanmistir. Dolayisiyla ilaglarin toksik ve yan etkileri azaltilmistir.
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ABSTRACT

Controlled drug release systems have gained importance in recent years, among
which nanoparticle systems are at the forefront. For this reason, nanoparticle preparation and
characterization techniques are important. Hydroxyapatite (HA) is used for controlled drug
release due to its porous structure, high tissue compatibility and high adsorption properties.
Among the poppy capsules containing morphine and noscapine in the study, concentrated
morphine and noscapine were confined to hydroxyapatite nanoparticles in order to increase
side effects and noscapine circulation over time due to excessive uptake of morphine
obtained. In the study, antioxidant activity studies of poppy capsules were carried out and
no significant antioxidant properties were determined. Characterization analyzes, drug
release and biological activity studies of synthesized free, morphine and noscapine loaded
HA (HA+M; HA+N) nanoparticles were performed. The formation of nanoparticles was
confirmed by Scanning Electron Microscopy (SEM), Transmission Electron Microscope
(TEM), Infrared Spectrum (FTIR) and High Performance Liquid Chromatography (HPLC)
analyzes. In release experiments, no release was observed in the HA+N nanoparticle at pH
7,4 while a complete release of HA+M and HA+N nanoparticles in the pH 1,2 environment
was achieved within 30 hours. In the Comet experiment, the DNA damage decreased as the

concentration decreased. At the lowest concentration, HA + N caused DNA damage of 1.67
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+ 0.33, whereas DNA damage was not observed in HA+M. In the results of total antioxidant
and oxidant level (TAS-TOS) experiments, total oxidant capacity increased and total
antioxidant capacity decreased as the concentration increased. DNA damage was found to
be consistent with TAS-TOS assays. In the DNA-damaged groups, oxidant capacity was
significantly increased and antioxidant capacity was decreased significantly. Thus, slow
release morphine and noscapine forms were formed to reduce plasma concentration and

ensure long duration of action. Therefore, toxic and side effects of drugs are reduced.
Science Code:

Key Words : Hydroxyapatite, Morphine, Noscapine, Drug release
Number of Page : 119
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1.GIRIS

Klasik yontemlerle ilaglar agizdan alinarak veya damara enjekte edilerek
uygulandiginda viicuttaki ilacin miktar1 6nce yiikselir daha sonra hizla diiser. flacin viicutta
metabolize olmas veya parcalanmasi gibi nedenler bunun sebebi olabilir. Ilaglarm viicutta
etkili oldugu bir miktar aralig1 vardir. Ilacin bu miktardan fazla veya az miktarda verilmesi
ilacin hem bosa kullanilmasina hem de yan etkilere sebep olabilir. Bu nedenle bu araliga
yeterince hassasiyetin gosterilemedigi klasik yaklagimin aksine kontrollii ilag yaklasimi
viicuttaki ila¢ miktarini bu etkin alanda daha hassas bir bigimde tutarak hem tedavi olasiligin
artirir hem de ilag tasarrufu saglar. Bunun yaninda ilacin viicutta belirli bir bolgede etki
gostermesi hedeflenir [1]. Kontrolli ilag saliminda etkin maddenin belirli bir hizla sistem
icerisinden istenilen sirede ve gereken miktarda cikacak sekilde tasarimi yapilabilir.
Kontrollu ilag salim sistemlerinde etkin maddelerin viicuda saliminda genellikle sentetik
polimerler kullanilmaktadir. Bu sentetik polimerlerin biyouyumlu ve ya biyobozunur olmasi
istenmektedir. Kontrollii salim sistemleri arasinda yiiksek biyouyumlulugu ve gozenekli

yapisi ile hidroksiapatit dikkat cekmektedir [2].

Kemik yapisina benzerligi ve yiksek biyouyumlulugu nedeniyle hidroksiapatit
biyoseramigi bu sistemlerde son yillarda giderek tercih edilmektedir. Arastirmalar
hidroksiapatit Gizerine ilag yuklenmesi ve bu ilacin hidroksiapatitten viicuda giivenli sekilde
ve kontrollii olarak salinmasi {izerine yogunlagsmistir. Bugiine kadar yapilan caligmalarda
hidroksiapatitin endiistriyel polimerler vasitasiyla yapist bozulmadan goézenekli hale

getirilebildigi ve boylece daha ¢ok miktarda ilac1 absorblayabildigini gostermistir [2-4].

Bu calismada morfin igeren hashas kapsiillerinden konsantre morfin ve noskapin
iceren hashas kapsiiliinden konsantre noskapin elde edilerek hidroksiapatit sentez ortamina
konsantre ekstraktlar ekleyerek morfin ve noskapin yikli hidroksiapatit nanopartikdllerini

tiretmek amaclanmistir. BOylece morfin ve noskapinin yavas salim ortami olusturarak bu



ilaclarin toksik ve yan etkilerinin azaltilmasi hedeflenmistir. Caligmada ayni zamanda

hashas kapsiillerinin antioksidan aktivitesi arastirilmis ve ayrica metal analizleri yapilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Hashas Bitkisi

Latince ismi Papaver somniferum L olan hashas tek yillik kiltdr bitkisidir. Bilimsel
smiflandirmaya goére Rhoedales takiminin Papaveraceae familyasinin papaver cinsi
icerisinde yer almaktadir. Latincede Papaver gelincik, somniferum da “uyku verici”

anlamina gelmektedir [5].

Hashasg iilkemizde ticari olarak yetistirilen 6nemli bir tibbi bitkidir. Tibbi dneme
sahip olan hashas bitkisi, iki 6nemli iiriine sahiptir; birincisi alkaloid i¢eren kapsulleri, digeri
ise tohumlar1 ve yagidir [6]. Icerdigi bu iki iiriinii ile Tiirkiye agisindan kiiltiir bitkileri
icerisinde rekabet glicli yiiksek olan milli bir servet kaynagidir [7]. Zengin alkaloid igerigi
nedeniyle Papaveracea familyasina ait seksiyonlarin tibbi alanda 6nemli kullanimlari s6z
konusudur [6,8]. Kapsullerinde bulunan alkaloidler énemli tibbi ilaglarin yapilmasinda
kullanilirken tohumlar1 ise agirlikli olarak yag elde etmek igin kullanilmaktadir. Haghasin
ilk kullanim1 haghas 6zsuyunu bebeklerin uyumasi i¢in mamalarina karistirtilarak olmustur
[9]. Hashas kapsiiliinde yaklasik 30 alkaloid bulunmaktadir ve hashas kapsiillerindeki
alkaloidler den en 6nemlileri morfin, kodein, noskapin, tebain ve papaverin’dir. Cizelge

2.1.°de P. somniferum bitkisin de bulunan bazi 6nemli alkaloidler gosterilmistir.



Cizelge 2.1. Papaver somniferum’da bulunana bazi1 6nemli alkaloidler [10]

Adi Kimyasal Formulu
Morfin C17H1903N
Noskapin C22H207N
Kodein C1sH2:10sN
Narsein Ca3H270sN
Tebain Ci9H2103N
Pseudomorfin C17H180sN
Papaverin CaoH2104N
Kriptopin Ca1H250sN
Roadin Ca1H2:06N
Lantopin CasH2504N
Mekonidin C21H2304N
Kodamin Ca0H2504N
Lavdanin C20H2504N
Lavdonasin C21H2704N
Hidrokotarnin C12H1503N
Oksinarkotin C22H2308N
Protepin C20H1905N
Ksantalin C20H100sN
Papaveramin CxH2506N
Aporein CisHi1602N
Neopin CisH2104N
Porfidroksin Ci19H2304N
Narkotolin C21H2107N
2.2 Alkaloidler

Alkaloid halka icinde azot tasiyan ve genellikle kuvvetli fizyolojik ve
farmakodinamik aktivite gosteren, alkali maddelere denilmektedir. Alkaloidler bitkilerin



herbivorlar ve patojenlere karsi savunmasinda gorev alirlar. Biyolojik aktivitelerine bagl
olarak bilinen yaklagik 12.000 alkaloid vardir. Alkaloidler, farmakolojik, uyarici, narkotik
ve zehir olarak kullanilmaktadir [11,12]. Alkaloidlere genellikle cicekli bitkilerde, daha
seyrek ciceksiz bitkilerde ve bazi hayvanlarda [yenidunya kunduzu ve corel (semender)]

rastlanmaktadir [13].

Alkaloidler bitkinin genellikle belirli organlarinda toplanir ve her organinda alkaloid
bulunmayabilir. Ornegin hashas bitkisinin kapsiiliinde alkaloid bulunurken tohumlarinda
alkaloid bulunmaz. Ayrica bitkilerde tek bir alkaloid tipinden daha ¢ok ayni esas yapiy1
tagiyan alkaloid grubu bulunur. Bunlardan biri digerlerinden daha fazladir veya daha aktiftir

[14].

Karmasik molekiil yapilarina sahip olan alkaloidler, genellikle amin yapis1 i¢cinde en
az bir azot atomu bulunur. Azot atomuna karbon ve hidrojenden olusan hidrokarbon gruplari
baglanir ve amin yapisi ¢ogu kez azot ya da hidrokarbon gruplari tizerindeki halkali bir
yapinin ig¢inde bulunur. Patlicangiller (Soeleneceae), gelincikgiller (Papaveraceae),
kokboyalarigiller (Leguminoceae) familyalarinda alkaloidlere daha fazla rastlanmaktadir.
Alkaloid iceren bitkiler % 0,01 oranindan fazla alkaloid icermektedir [10].

Bitkilerdeki bulunan alkoloidlerin biyokimyasal ¢aligmalar1 1806 yilinda morfinin
izolasyonu ile baslamigtir. Morfin molekllin stereo-kimyasal karmasikligina bagli olarak
1952 yilma kadar yapist agiklanamamustir. Yarim ylizyili agskindir bitkilerdeki alkaloid
biyosentezi kimyasal, biyokimyasal ve molekiiler arastirmalarla anlagilmaya ¢alisilmaktadir
[15].

Alkaloidler genellikle hayvanlarda ve insanlarda zehirlenmelere neden olurlar.
Cotalaria ve Heliotropium (balbul otu) tiirlerinin igerdigi bir alkaloid siirekli alindiginda
karaciger sirozuna neden olmaktadir. Tahil tohumlarinda bulunan ¢avdarmahmuzu olarak
bilinen bir tir mantarin {drettigi alkaloid, ergotizm hastaligina neden olmaktadir.
Alkaloidlerin fizyolojik etkileri tipta dnem tagimaktadir. Ornegin hashastan elde edilen
morfin tipta agr1 kesici olarak kullanilmakta noskapin ise oOksiiriik kesici olarak

kullanilmaktadir [13].

Alkaloidlerin alim miktarlar1 da 6nem tagimaktadir. Az miktarda alinana alkaloidler

fayda saglarken fazla miktarda alinana alkaloidler 6ldirticti olabilmektedir [10]. Baldirandan



elde edilen ve zehirli olan koniin alkaloidi fazla kullanildiginda teneftiis yollarini fel¢ ederek
oliime yol agmaktadir. Tipta kullanilan metadonun da yanlis kullanilmasi bagimliliga neden
olmaktadir. Bundan dolayr doktor kontrolii disinda ilacin kullanilmasi insanlar {izerinde

ciddi tehlikeler olusturmaktadir [16].

2.2.1 Alkaloidlerin Siniflandirilmasi

Alkaloidler sekil ve orijinlerine gore, gercek alkaloidler, protoalkaloidler ve yalanci
alkaloidler olmak Uzere (g ana smifa ayrilir. Gergek ve protoalkaloidler amino asitlerden

tiirevlenirken, yalanci alkaloidler amino asitlerden tiirevlenmezler [17].
- Gergek Alkaloidler

Aminoasitten tiirevlenen, heterosiklik halkalarin1 bir azotla ortaklasa kullanan
alkaloidlerdir. Yiiksek biyolojik aktiviteye sahip molekiillerdir. Diisikk dozlar1 bile ¢ok
etkilidir. Gergek alkaloidler kat1 ve beyaz bir renge sahiptirler (nikotin; kahverengi sivi) ve
tatlart acidir. Suda ¢ozilinebilir tuzlart olusturan alkaloidlerin pek ¢ogu bu tuzlan

olusturabilmek i¢in asitlerle birlesen kristal maddelerdir.

Bitkilerde, serbest durumda, tuz olarak, N-oksitler olarak bulunurlar. Gergek
alkaloidlerin oncilleri aminoasitleri L-Ornitin, L-Lizin, L-Fenilalanin/L-Tirozin, L-
Triptofan ve L-Histidin dir. Gercek alkaloidlere 6rnek olarak kokain, kinin, dopamin, morfin
verilmektedir [17]

- Protoalkaloidler

Protoalkaloidler aminoasitten tirevlenilenen fakat heterosiklik halkanmn bir pargasi
olmayan halkasal molekillerdir. Onclil aminoasitleri L-Tirozin ve L-Triptofan’dir.
Protoalkaloidler alkaloidler igerisinde az bir kism1 olustururlar ve érnek olarak hordenin,

meskalin ve yohimbin verilmektedir [17].
- Yalanci alkaloidler

Yalanci alkaloidler ise yapisinda temel karbon iskeleti bulunduran ve aminoasitlerden

tirevlenmeyen  bilesiklerdir.  Bunlar  aminoasitlerin ~ oncil  (prekirsér)  veya



postkiirsorlerinden olusmaktadirlar. Molekiile N atomu daha sonraki evrelerinde yerlesir.

Yalanci alkaloidlere 6rnek kapsaisin, efedrin, kafein, teobromin verilmektedir [17].

Alkaloidler, biyolojik ve ekolojik aktivitelerine, kimyasal yapilarina ve biyosentez

yollarina gore de siniflandirilabilirler. Bilinen bazi alkaloid ¢esitleri:
- Monoterpenoid indol alkaloidleri

- Tropan alkaloidleri ve nikotin

- Pirin alkaloidleri

- Pirolizidin alkaloidleri

- Quinolizidin alkaloidleri

- Benzilizokinolin alkaloidleri (BIA)’ dir [12].

Hashas bitkisi  benzilizokinolin  alkaloidlerini  sentezlemektedir [12,18].
Benzilizokinolin alkaloidleri bitki metabolitlerinin yapisal olarak farkli bir grubudur. Hashas
farkli yapisal alt gruplara sahip olan morfinyan, protoberberin, benzofenantridin,
fitalidizokinolin, aporfin, pavin, roeadin ve protopin alkaloitleri gibi ¢ok sayida BIA
biriktirir. Analjezik (6ksirik kesici) morfin ve kodein, antimikrobiyal ajan sanguinarin ve

berberin ve antikanserojenik etkilere sahip noskapin bunlardan bazilaridir [19].

2.2.2 Hashasda Bulunan Baz1 Alkaloidler ve Ozellikleri

- Tebain

Kimyasal formult C19H2103N ve molekiil agirligr 311,37 g\mol ‘diir. Tebainin agik
formiilii Sekil 2.1.”de verilmistir. Erime noktas1 193 °C‘dir. Tebain % 73,29 oraninda C, %
6,80 oraninda H, % 15,42 oraninda O ve % 4,50 oraninda N atomlarini1 igermektedir. Morfin
izomeri olarak bilinen tebain daha sonra paramorfin olarak adlandirilmistir [10]. Afyon
alkaloidleri i¢erinde en zehirli olanidir. Kodein sentezinde kullanilan tebain kodein tlrevidir.

[lag olarak kullanilmamaktadir fakat santral sinir sistemini uyaric1 etkisi vardir [20].



HzCO

Sekil 2.1. Tebain agik formili [33]

-  Kodein

Kapali formiilii C1g8H2:NO3’ tiir ve molekiil agirligr 299,3’tiir. Kodeinin agik formiilii
Sekil 2.2.’de verilmistir. Erime noktas1 154 °C’dir. Kodein % 72,22 oraninda C, % 7,07
oraninda H, % 4,68 oraninda N ve % 16,03 oraninda O atomlarini igermektedir [10].
Genellikle morfinin metillenmesiyle sentetik olarak elde edilir. Kodein genellikle morfinden
elde edilir ve morfinin monometil eteridir. Kodein hashasin olgunlasmamis kapsiillerinden
cikan sividan da elde edilebilir eger bu sividan elde edilirse ila¢ olarak kullanilabilir.
Tebainin dikkatli hidrolizi ile de kodein elde edilir. Analjezik etkisi az olasina kargin diger
analjezik etki gosteren ilaglarla kullanildiginda analjezik etkisi artmaktadir [14]. Morfine
gore daha az zehirlidir ve bagimlilik yapma 6zelligi daha azdir [20].
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Sekil 2.2. Kodeinin agik formiilli [33]



- Papaverin

Kapali formiilii C20H21NO4 “diir ve molekiil agirligi 33,38 g\mol tiir. Papaverinin agik
formiilii Sekil 2.3.‘de verilmistir. Erime noktas1 147 °C’dir. Papaverin % 70,78 oraninda C,
% 6,24 oraninda H, % 4,13 oraninda N ve %18,86 oraninda O atomlarini icermektedir [21].
Papaverin Merck tarafindan 1849 yilinda afyon siitiinden morfin ve kodein ekstrakte
edildikten sonra ortaya ¢ikmistir. Hashas kapsiiliiniin tim kisimlarinda 6zellikle ham
kapsiillerinde bulunur. Uyusturucu ve agri kesici 6zelligi yavastir. Papaverin, merkezi sinir
sistemi cevresindeki cizgisiz kaslar Uzerine etki etmektedir. Papaverin diiz kaslarin

gevsemesini saglayarak kas spazm tedavisinde kullanilir [11, 14, 20, 22].

HsCO i!'r,
|
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Sekil 2.3. Papaverin agik formiilii [33]

- Morfin

Kapali formiilii C17H1903N tir ve molekil agirligi 285,33°tur. Morfinin agik formiilii
Sekil 2.4.’de verilmistir. Erime noktas1 254 °C’de bozunarak erir. Morfin % 71,56 oraninda

C, % 16,82 oraninda O, % 4,91 oraninda N ve % 6,71 oraninda H atomlarin1 igermektedir.
Molekil suyunu 120 °C’de kaybeder [21]. Morfini diger alkaloidlerden ayiran fenol ve alkol
grubu olman iki hidroksil grubu vardir. Fenolik grubunun metillenmesiyle de kodein olusur.
Morfin kristalleri renksiz ve kokusuzdur. Morfinden eroin, pentazoin ve oksikodon gibi

birgok yar1 sentetik madde elde edilebilir [14].
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Sekil 2.4. Morfin agik formiili [33]

Morfin uyusturucu etkiye ve agrikesici 6zelligine sahiptir ve agr1 kesici ozelligi ile
bilinen en etkili dogal bilesiktir. Agr1 kesicilerin etkisiz kaldigi durumlar ve viicudun
yipranmasina neden olan hastaliklarda hastay1 sakinlestirmek amaciyla verilmektedir.
Morfin nedensiz tagskinlik ve nese haline neden olur, solunum, dolasim ve sindirim
sistemlerinde birgok istenmeyen etkisi vardir. Merkezi sinir sistemi {izerindeki etkisiyle
kusmaya ve belli bir dozun tistiinde alindiginda depresyona neden olur. Cok kolay bagimlilik
yapar. Sakinlestirme gibi aranan etkiler ortadan kalkar, son siringadan 12 saat sonra
esnemeler, i¢ daralmasi, bedensel cirpinmalar, burun, goézyast ve terde asir1 artma
uykusuzluk, kas kramplar1 ve ishal goriiliir. Kalp ve damar bozukluklar: ortaya ¢ikar ve
oliime neden olabilir. Katlanilmasi ¢ok zor olan bu etkiler morfinman tedavi olmaya karar
vermedik¢e morfin ya da benzerlerde birini yeniden almaya yoneltir. Bu bagimlilik morfinin
tedavide yalniz akut sancili durumlarda, kanser agrilarinda ve akciger O6demlerinde

kullanilmasina neden olmustur [16].
- Noskapin

Kapali formiilii C22H23NO-dir ve molekiil agirligr 413,43 g/mol‘dir. Noskapinin agik
formiilii Sekil 2.5.”de verilmistir. Erime noktasi 176 °C’dir. Noskapin % 63,91 oraninda C,
% 5,61 oraninda H, % 3,39 oraninda N ve % 27,09 oraninda O atomlar i¢cermektedir.
Onceleri narkotik samldig: igin narkotin denilen noskapinin antitussif (6kstrik kesici)
ozelligi kesfedilince ad1 degismistir. Kodeinin oksirik kesici 6zelligi ile aymidir. Oksurik

kesici 6zelliginden dolay tipta ilag olarak kullanilmaktadir [10, 20-22].
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Sekil 2.5. Noskapin agik formiilii [33]

Oksiiriik baskilayici bir ajan olan noskapinin kemik iligi kanserinin tedavisi i¢in faz
I/I denemelerinde anti kanser ilag oldugu kesfedilmistir. Noskapin tiibiilinin kararli hal
monomer/polimer oranini degistirmez [23-25]. Bu sayede, noskapin kan, bagisiklik ve
ndronal toksisiteye neden olmaz [24]. Bu su anda mevcut mikrotiibiilleri hem asir1 bir sekilde
polimerlestiren hem de polimerleri monemerlere pargalayan anti-mikrotubil ilaglar Gizerinde
essiz bir Ozelliktir [26, 27]. Kapsamli ¢aligmalar lenfoma, melanom, prostat, akciger

kanserlerinin tedavisinde noskapinin potansiyel yararini bildirmistir [28, 29].

Noskapin diisiik toksisite gosteren organlar ve kan parametrelerine ¢ok az veya hig
etkisi olmayan ve kanser tedavisindede kullanima sahip bir alkoloidtir. Noscapinin dozu
arttikca zamana bagli olarak hidrojen peroksit iiretininin azaldigi bildirilmistir. Ayrica
noskopinin ¢esitli dokularda birikmedigi iddia edilmistir. Buna sebep plazmada ve
dokularda noskapinin hizli bir sekilde yok edilmesi olabilir [34]. Noskapin oral olarak
uygulandiginda 2-3 saat i¢inde plazmada en yliksek diizeye ¢iktigini, 6 saat sonra tespit
edilemedigini ve sistemde kisa siirede sirkiile oldugunu gosteren farmakokinetigi de

belirlenmistir [30-32, 35].
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2.3 Ilag¢

flag, kimyasal ozellikleri ortaya konmus ve hedef dokularda farmakolojik etki
olusturan sentetik, yar1 sentetik ya da dogal bir molekiildiir. Cogunlukla bir ilag molekiilii,
insan ya da hayvan organizmasinda bulunan bir nérotransmiter ya da hormon taklidi yaparak
etkisini gosterir. Diger bir¢ok ila¢ da, organizmayi isgal etmis olan paraziter, bakteriyel ya
da viral mikroorganizmalara (kemoterapotik etki) ya da immun sistemlere etkiyerek hastalik
durumlarimi ortadan kaldirirlar. Kemoterapdtik etkili olan ilag insanin dogal kimyasindan
olmayan degisik bir molekiildiir. insan organizmasina zarar vermeksizin (ya da en az

zararla), mikroorganizma hucrelerini inhibe eder ya da éldurar [36].

Ilaglar1 doért ana kaynaktan elde edebilir. Bunlar; hayvansal kaynakli, bitkisel
kaynakli, mineraller ve sentetik olarak sayilabilir. Ornegin diyabetiklerin kullandig: instilin
ilaci, genellikle domuz ve sigir gibi hayvanlarin pankreasindan hazirlanir. Bitkilerin koklert,
yapraklari, gicekleri ve tohumlari ilaglarin bitkisel kaynagini olusturabilirler. Bitkisel
kaynakli bir ilag olan digitalis mor foxglove bitkisini ¢i¢eginden elde edilmekte ve kalp
yetersizliginin tedavisinde kullanilmaktadir. Kalsiyum, demir ve magnezyum gibi mineraller

ise farkli tibbi sorunlarin iyilestirilmesinde kullanilmaktadir [37].

Glinlimiizde tedavide kullanilan ilaglarin  ¢ogunlugu, farmasotik kimya
laboratuvarlarinda sentez yoluyla elde edilmektedir. Sentez yoluyla ilag eldesi, dogal yolla
elde edilenlere oranla daha ekonomik olmasi ve yan etkilerin en aza indirgenebilmesi
nedeniyle hizla gelismektedir. Dogal ilaglarin pek ¢ogu, sentez yolu ile elde
edilebilmektedir. Ancak, morfin ve kinin gibi dogal kaynaklardan elde edilen ilaglarin sentez
yolu ile elde edilmeleri ekonomik olmadigindan ya da bazilarinin kimyasal tanimlanmasinin
yapilamamis olmasindan dolayr dogal preparatlarin kullanilmasi tercih edilmemektedir.
Dogal yolla elde edilen ilaglarin kimyasal yapilarinda bazi yapay degisikliklere gidilerek
semi-sentetik (yar1 sentetik) ilag sekilleri olusturulmaktadir. Ornegin, afyonun dogal
alkaloidi olan morfinin kimyasal yapisindaki bazi degisikliklerle semi-sentetik tiirevleri olan
dionin ve heroin gibi aktivite yoniinden farkli olan bilesikler elde edilmistir. Antibiyotiklerin
semi-sentetik tiirevleri oldukca fazladir. Ozellikle, penisilin gibi mide asidine dayaniksiz ve
yan etkileri olan bazi antibiyotiklerin, bu etkilerden armmis ¢ok sayida semi-sentetik

preparatlari yapilmistir [36].
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2.4 Kontrollii ila¢ Salim

Kontrollii salim, etkin maddenin sistem igerisinden istenilen siirede, belirlenmis bir
hizla ve gereken miktarda ¢ikacak sekilde tasariminin yapildigi bir yontemdir. Farkli
uygulama yollar1 ile verilmek tizere veya etki yerine hedeflendirilmek iizere hazirlanan

tastyici sistemler de kontrollll salim sistemleri arasindadir [38].

[lag aliminda kullanilan klasik ydntemler, tablet veya kapsiillerin agizdan alimi ya da
enjeksiyon seklinde olmaktadir. Bu tip klasik yontemlerle alinan ilacin plazma diizeyini
etkili dozda tutabilmek icin ilacin sik ve tekrarlanan dozlarda alinmasi gerekmektedir. Ilag
aliniminin sik ve tekrarli dozlarda olmasi ilag israfina neden olmakta ve hastalara bagimlilik

kazandirmaktadir [39].

Tablet veya enjeksiyonla ilacin kandaki akis profili, Sekil 2.6. (a)’de gosterilmistir.
[lacin her verilisinde seviye yiikselmis bir sonraki ila¢ verimine kadar seviye diismiistiir. Bu
durumda ilag kan seviyesinin toksik seviye oldugu maksimum deger ile ilacin etkisiz oldugu
seviyenin altinda oldugu minimum deger arasinda kalmaktadir. Kontrolll ilag sistemlerinde
kandaki ilag seviyesi de Sekil 2.6. (b)’de gosterilmistir. Ila¢ saliminda istenilen maksimum
ve minimum seviyede uzatilabilir ve zaman periyodu i¢in de sabit tutulabilir. Formulasyona
ve uygulamaya bagli olarak bu uzatilmis zaman 24 saatten 1 aya ve 5 yila kadar ¢ikabilir
[40].

(2) : i
MAXHIHN sevive (b} MAXININN SeVIVE

Tﬂ&ﬂ P! L

fac seviyesi ﬂa.;_T |
AVAVARE

(/NN N T N

Minvirunn effectie kel TN SEVive
$ doz $ doz $  doz 4

ZAMAan —a doz zaman .

Sekil 2.6. Kandaki ilag seviyesi (a) geleneksel ilag dozlamasi (b) kontrollii ilag dozu [69]
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Son yillarda ise yeni kontrollu ila¢ salim sistemleri kesfedilmistir. Amaca yonelik
kontrollii ilag salim sistemleri birgok sekilde denenmektedir ve bunlar arasinda en ¢ok 6ne
cikan tir nanopartikiiller sistem olmustur. Bir¢ok yoOntem arasindan nanopartikiiller
kontrollii ilag salimi tizerinde 6nemli bir etki olusturmustur ve bu nedenle nanopartikul

hazirlama ve karakterizasyon tekniklerinin gelistirilmesi 6nem tagimaktadir.

2.4.1 Kontrollii Tla¢ Tasiyicr Sistemde Kullanilan Partikiiler Sistemler

Bilesenin bir bagka kimyasalla ya da bir ila¢ uygulama aygitiyla salim hizini,
dokulara salimin1 ya da her ikisini de kontrol eden sistemlere ilag tastyici sistemler denir. Bu
sistemler genel olarak, hareketli sistemler ve viicudun belirli bolgesine yerlestirilen statik

sistemler olarak siniflandirilirlar [41].

2.4.1.1 Mikrokureler

Caplart birkag um’ den birka¢ yiiz um’ ye kadar degisebilen, monolitik yapida
tastyicilardir. Mikrokiireler etkin maddeyi hiicre veya dokulara tasiyan ve kontrollii sekilde
salmmmin1 saglayan, hedefe ulagsana kadar etkin maddeyi sizdirmayan yapilardir.
Mikrokurelerin biyolojik olarak parcalanabilmesi ve parcalanma Urunlerinin  toksik

olmamasi gerekir.

Mikrokireler sentetik ve dogal polimerlerle hazirlanir. Dogal polimer olarak lipitler,
amino polisakkaritler, proteinler, karbonhidratlar kullanilirken sentetik polimer olarak ise

biyolojik pargalanan ve pargalanmayan polimerler kullanilir [42].

Mikrokiireler farmasdtik uygulamalarinin yani sira dolagim sistemi fonksiyonlarinin
incelenmesinde, damar caplarimin 6lgiilmesinde, kromatografi kolonlarinda dolgu maddesi
olarak da kullanilabilir. Anti-kanserojen ilaglar, proteinler ve asilar mikrokiire halinde

vucuda verilen sistemlerdendir [41].
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2.4.1.2 Mikrokapsuller

Mikrokapstl, ¢cekirdegin geperle kaplanmasiyla olusan dozaj sekline denilmektedir.
Etkin maddeye ¢ekirdek, kaplama maddesine de ¢eper ad1 verilir. Mikrokapsiilleme kati, sivi
ve gazin inert bir polimerim madde ile film halinde kaplanmasi islemine denir [42]. Bu
islemin amaci, sivilarin kolay tasinmasini saglamak i¢in kati hale getirmek, ugucu
maddelerin buharlasma kaybini azaltmak, istenilmeyen tat ve kokuyu gizlemek, ge¢imsizligi
gidermek, atmosfer kosullarindan korumak, stabiliteyi arttirmak, etki sliresini uzatmak ve

kontrolll salan sistemleri Uretmektir [41].

Cekirdek maddeleri kat1, s1vi, gaz, slispansiyon, emiilsiyon seklinde olabilmektedir.
Farkli farmakolojik gruplara ait maddeler; Ornegin, antibiyotikler, analjezikler,
kardiyovaskdler ilaglar, hormonlar, enzimler, bakteriler, antikorlar, hucreler, boyalar,
esanslar, pigmentler kapsullene bilmektedir. Ceper maddeleri olarak da dogal, yar1 sentetik

ve sentetik polimerler kullanilabilmektedir [41].

2.4.1.3 Mikrosungerler

Mikrostungerler blyuklukleri 5-300 um arasinda degisen, mikroskobik boyutta,
polimerik esasli, genelde topikal olarak uygulanan gézenekli tasiyicilardir. Yaklagik 25 um
biiyiikliigiindeki bir mikrosungerin etkin maddeyi kapsilleme kapasitesi ise % 50-60
arasindadir. Mikrostingerler ilacin toksisitesini ve yan etkilerini azaltir, ilacin etkinligini
uzatir, kontrollii salin1 saglayarak sik dozlama yapma zorunlulugunu ortadan kaldirirlar.
Biyolojik olarak inert, yag absorblama kapasitesi yliksek, biyolojik olarak pargalanmayan
maddelerdir. Stspansiyon polimerizasyonu ile elde edilirler. Mikrosiingerlerden salinan
ilaclar arasinda anti-fungal ilaglar, kepege ve akneye karsi ilaclar, yumusaticilar ve yaglar

sayilabilir [41].
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2.4.1.4 Nanopartikuller

Nanopartikiiller, dogal ya da sentetik yapidaki polimerlerle hazirlanan, buytklikleri
10-100 nm arasinda degisen partikuler sistemlerdir [36]. Nanopartikiller, nanokire ve
nanokapsul olarak da isimlendirilebilir. Sekil 2.7.’de gosterildigi gibi nanokire de etkin
madde matris i¢cinde homojen olarak dagilirken nanokapsulde ise etkin madde bir polimer
membranla cevrilidir [44]. Nanopartikiiller biyoloji, fizik ve kimyanin miihendislik ile
biitiinlestirildigi son donemin en 6nemli yontemlerinden biridir. Nanoteknoloji ile yapilmak
istenen ayni1 materyalin minyatiirize edilerek fiziksel 6zelliklerini degistirmektir. Herhangi
bir materyalin pargalanip boyutlar1 kiiclildiikge fiziksel ve kimyasal o6zellikleri
parcalanmamis seklinden ¢ok daha farkli olmaktadir [43]. Gelisen nanoteknoloji ile birlikte
nanokristal, nanopartikil, nanotlp gibi nano boyutlu malzemelerin (Gretilebilmesi
saglanmaktadir. Son yillarda nanopartikiiller 6nem kazanmig ve nanoteknolojinin temelini

olusturmaktadir [45].

Mebran Matriks

Nanokapsiil Nanokiirecik

Sekil 2.7. Nanokapsiil ve nanokiirecigin sematik gdésterimi
Nanopartikillerden istenen 6zellikler
- Tlac1 kontrollii olarak salmasi,
- Etki etmeleri istenen bdlgede toplanmast,
- Stabilite sorunlarinin olmamast,

- Tas1yicinin fizyolojik ortamda pargalanmasi,
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- Par¢alanma {iriinlerinin toksik olmamasi,
- Sterilize edilebilmesi gibi 6zellikler olarak siralanabilir.

Nanopartikiller —farmasétik endiistride  kullanimi  arastirmacilarin  ilgisini
gecmektedir. Medikal uygulamalarda kullanilacak olan nanopartikiillerin biyouyumlu ve
toksik olmayan ozellikte olmasi1 6nemlidir. Nanopartikillerin toksisitesini etkileyebilecek
bircok faktér oldugu icin bunun tahmini de zor oldugundan ila¢ tasiyici sistemlerin

toksikolojik ¢alismalarinin yapilmasi gereklidir [46, 47].

2.5 Biyomalzemeler ve Biyouyumluluk

Nanoteknoloji, bilisim teknolojilerindeki gelismelere paralel olarak, Uretim
yontemlerinin de gelistirilmesiyle birlikte daha islevsel biyomalzemeler gelistirilmeye
baslanmistir. Tibbi uygulamalarda kullanilan biyomalzemeler biyoteknoloji alaninda da
kullanilmaktadir. Biyomalzemeler, insan vicudunda bulunan dokularin islevlerini yerine
getirmek ya da desteklemek amaciyla kullanilan dogal ya da sentetik malzemelerdir [48].
Biyouyumlu malzemeler, biyomalzeme olarak adlandirilmistir. Biyouyumluluk; uygulama
sirasinda malzemenin viicut sistemine uygun cevap verebilme Yetenegi olarak
tanimlanmistir [49]. Biyouyumlulugu yiksek olan malzemeler yani biyomalzemeler
metaller, seramikler, polimerler ve kompozitler olarak gruplandirilmaktadir [50].
Biyoseramikler biyouyumlulugu ¢ok yiiksek olan, viicutta zarar géren veya islevini yitiren
organlarin onarimi, yeniden yapilandirilmasi veya yerini almasi amaciyla 6zel olarak
tasarlanan seramiklerdir [51, 52]. Aliminyum oksit, biyoaktif cam, karbon ve hidroksiapatit
(HA) biyouyumlu seramik malzemelere 6rnek olarak verilmektedir Biyomalzemeler iginde
hidroksiapatit (HA), ylksek biyouyumlulugu sahiptir [53].

Hidroksiapatit biyouygunlugu ile yapay kemik malzemesi, kemik ve dis implantlari,
ilag salimi1 gibi uygulamalarinda kullanilmaktadir [54]. Genellikle ortopedik cerrahi alaninda
dolgu malzemesi ve kaplama olarak metalik protezlerin biyolojik 6zelliklerini arttirmak igin
kullanilmaktadir [55]. Son yillarda ise arastirmalar hidroksiapatit tizerine ilag yiiklenmesi
ve bu ilacin hidroksiapatitten viicuda giivenli sekilde ve kontrollii olarak salinmasi iizerine

yogunlagmistir. Bugiine kadar yapilan ¢aligmalarda hidroksiapatitin endiistriyel polimerler
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vasitasiyla yapist bozulmadan gozenekli hale getirilebildigi ve boylece daha ¢cok miktarda
ilact absorplaya bildigini gostermistir [3,4]. Yapilan ¢alismalarda nano boyutlu
hidroksiapatit par¢aciklarinin farkli tiimor tiirleri tizerinde gelisimi onleyici etki gosterdigi
goriilmiistiir [56]. Bu nedenle, yalnizca hidroksiapatit veya hidroksiapatit iceren kompozit
malzemeler kontrollii ilag salimi uygulamalarinda ilag tasityict ortam olarak tercih

edilebilmektedirler [57].

2.5.1 Hidroksiapatit (HA)

Hidroksiapatit, kalsiyum fosfat grubunun termodinamik olarak en stabil fazidir
ve ¢cok onemli biyouyumlu bir malzemedir Biyoseramiklerin apatit grubunun bir Gyesidir.
Apatit terimi Yunanca’da “apaté” kelimesinden tiiretilmis olup, yaniltici veya aldatici
anlamma gelmektedir. Bu isimlendirme apatitlerin bicim ve renk farkliliklarindan
kaynaklanmaktadir. Kalsiyum fosfat apatitleri Cas(PO4)3X formiillii bilesiklerdir.

Formildeki X; F~ iyonu olursa fluoroapatit, CI” iyonu olursa kloroapatit ve OH™
iyonu olursa da hidroksiapatit olarak isimlendirilir [58]. Hidroksiapatit yapisal ve kimyasal
olarak az c¢Ozunen kalsiyum fosfat tuzlari ailesine aittir. Hidroksiapatit genel olarak
hekzagonal kristal yapida bulunur [59].

Hidroksiapatit kimyasal olarak dogal kemik ve disle benzer mineral bilesenlere
sahiptir ve dogal kemigin yaklagik olarak agirlikca %70 ve hacimce % 50’sitir [60].
Hidroksiapatit mikemmel biyouyumluluga sahiptir [39]. Yiiksek biyouygunlugu, kemige
baglanma ve osteokondiiktif (kemik i¢ine yerlestirildiginde kemikte var olan hiicrelerin
malzeme i¢indeki bosluklara ilerlemesi 6zelligi) gibi 6zellikleriyle ortopedi, discilikte ve
metalik biyomalzemelerin kaplanmasinda yaygin olarak kullanilmaktadirlar [39, 60]. Son
yillarda ise fiziksel ve kimyasal Ozellikleri, yiksek yiizey etkilesim 0Ozellikleri,
biyouyumlulugu ile ilag tasiyict ve ilag tasinim sistemleri olarak kullanimina iliskin
caligmalar yapilmaktadir [39]. Hidroksiapatitin fiziksel, kimyasal ve biyolojik o6zellikleri
Cizelge 2.2.’de verilmistir [61].

18



Cizelge 2.2. Hidroksiapatitin fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zellikleri [61]

Ozellik Deger
Molekl formili Ca10(PO4)s(OH):
Ca/P orani 1,67
Kristal yap1 Hegzagonal
Yogunluk (g/m°) 3,16
Sertlik (HV) 600
Bozunma sicakligi (° C) >1000
Erime noktasi (° C) 1614
Biyoaktiflik Yiiksek
Biyouygunluk Yuksek
Biyobozunma Diisiik
Hucresel uygunluk Yiiksek
Kemik iletkenligi Yuksek

2.5.1.1 Hidroksiapatitin Kullanim Alanlar

Hidroksiapatit ¢ok farkli alanlarda biiyiik ilgi goren bir bilesendir. Kemik minareli
yapisina benzerligi, toksik olmamasi, sert ve yumusak dokulara uygunlugu bu ilginin
sebeplerindendir [62, 63]. Hidroksiapatit kemikte olusan boslukta dolgu materyali olarak,
kirik kemik onariminda kemikteki hasar1 kapmak i¢in koprii olarak, disgilikte dis kokiinii
beslemede ve implant kaplamalarinda kullanilmaktadir. Hidroksiapatit yumusak dokuya
baglanarak yapisir ve implantin kaymasini engeller ve ayrica viicudun implant: yabanci
madde olarak algilanmamasini saglar. Bu durum ise vicudun implantta karsi olumsuz bir
reaksiyon gostermesini engeller. Bununla birlikte kemikte olugsmus olan boslugu doldurarak
bosluktaki 6dem olusumunu ve bosluga yumusak dokunun girmesini engeller. Bir baska
Onemli gorevi de kalsiyum ve fosfat kaynagi olmasidir [64].

Ayrica hidroksiapatit kontrollii ila¢ salimmnda da kullanilmaktadir. ilaglar1 kapsiil
halinde tasimak i¢in tanecik, membran veya gozenekli yap1 formlarinda dogal veya sentetik
bozunabilir polimerler ve biyoaktif seramikler gibi gesitli tastyicilar gelistirilmigtir. Seramik

bazli olan hidroksiapatit, bu tasiyicilar arasinda biyouygunlugu nedeni ile ilag tastyici sistem
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olarak ilgi gérmektedir [65]. Hidroksiapatit bazli ilag¢ tasiyici sistemler Cizelge 2.3.’de
verilmistir. Hidroksiapatittin, gozenekli yapisi, yiksek doku uyumlulugu, yiiksek
adsorpsiyon Ozellikleri nedeniyle kontrollii ila¢ saliminda kullanima uygun oldugu
goriilmiistiir [66]. Son zamanlarda da hidroksiapatit veya trikalsiyum fosfat seramiklerinin
kullanildig1 ¢alismalara onem verilmistir. Hidroksiapatitin ilag saliminda tasiyici olarak
kullanildig1 calismalar bulunmaktadir. Ornek olarak biiyiime hormonlar;, kemik
rejenerasyon prosesini arttirmak igin hidroksiapatit yiizeyine 6nce adsorblanmis daha sonra
da desorplanmistir. Bu tiir kompleksler steroidlerin, antibiyotiklerin, aspirinin, komadinin,
proteinlerin, hormonlarin, antikanser ilaglarinin taginmasi i¢in kullanilabilmektedir [66-68].
Viicut tarafindan kabul edilebilirligi yiiksek, viicuda alindiginda zararli hi¢bir kimyasal
madde birakmayacak olan hidroksiapatitin, ila¢ aktif maddesi adsorpsiyon 6zelligi, farkl

sentez yontemleri ile arttirilarak kontrollii ilag salimi igin ideal hale getirilebilir [66].
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Cizelge 2.3. Hidroksiapatit bazli ilag tasiyict sistemler [69]

Hidrokssapatitin ila¢ ila¢ immobilizationu References

fiziksel formu metodu

Gozenekli seramik | Ibuprofen Islatma Oner et al. (2011)
Cisplatin Islatma Netz et al. (2001)
Tetracycline HCI Birlestirme Kim et al. (2004)

Dexamethasone, Fluorescein
isothiocyanate
Ibuprofen-lysine ve
hydrocortisone Na-succinate
Pentoxifylline

Methotrexate
Lidocaine
Doxorubicin
Gentamicin

Enkapsilasyon, Islatma
Emdirme

Dolgu

Vakum emdirme
Vakum emdirme

Vakum emdirme
Vakum emdirme

Son et al. (2011)
Palazzo et al. (2005)

Szymura-Oleksiak et al.
(2001)

Itokazu et al. (1999)
Locaet al. (2011a,b)
Pelss et al. (2011)

Loca et al. (2011ab

Mikropartikl,
grandr ve
nanopartikil

Testosterone enanthate,
cyclosporin A, human serum
alblimin

Vancomycin
Carvedilol

5-Fluorouracil
Doxycycline HCI
Ibuprofen

Bovine serum albumin
Dexamethasone

Human serum albumin
Ibuprofen

Cytochrome, bovine serum
albumin

Bovine serum albumin ve
lysozyme HCI
Vancomycin

Islatma, adsorption

Islatma

Daldirma / ¢oziicii
buharlagtirma
Puskirtmeyle kurutma
Islatma adsorpsiyon
Islatma adsorpsiyon
Islatma adsorpsiyon
Vakum emdirme
Vakum emdirme
Islatma

Adsorpsiyon

Adsorpsiyon

Enkapsilasyon

Mizushima et al. (2006)

Linetal. (2013)

Zhao et al. (20114,
b,c,d)

Santos et al. (2009)
Wang et al. (2010)
Baradari et al. (2012)
Wu et al. (2012)

Hong et al. (2011)

Paul and Sharma (1999)
Yang et al. (2008)
Ishihara et al. (2010)

Tomoda et al. (2010)

Ye et al. (2010)

Sikilastirilmis
tablet

Riboflavine sodium
phosphate, metoprolol
tartrate

Islatma, adsorpsiyon

Cosijns et al. (2007)

2.5.1.2 Hidroksiapatit Hazirlama Yo6ntemleri

Hidroksiapatitin hazirlanmas1 kuru metot ve yas metot olmak iizere iki ana yontem

altinda incelenmektedir.
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- Kuru Metot

Kalsiyum/Fosfor (Ca/P) molar orant 1,67 olan hidroksiapatit Uretimi icin en g¢ok
kullanilan yontemdir. Kuru metoda yiiksek sicaklik ve uzun 1s1l islem siresi gerektirir. Bu
yontemle homojen kompozisyonlara ulasmak ¢ok giictiir. Olusan tozlarin sinterlene bilirligi
diistik olur ancak stokiyometrik oranda ve iyi kristalize edilmis Urln elde edilebilir [64].

- Yas Metot

Yas metot ise hidroksiapatitin Ca / P oraninin 1,67' den disiik oldugu durumlarda
kullanilir. Yas metotta uygulama kolaylig: olarak 6zel ekipmana yiiksek sicaklik firinlarina
ihtiya¢ yoktur ve bu sebeplerden dolayr daha g¢ok tercih edilmektedir. Yas metotla
hidroksiapatit tretimi 4 smifta toplanabilir; [70]

i. Coktlirme yontemiyle nano boyutta hidroksiapatit tretimi

ii. Kalsiyum fosfatin sulu ¢ozeltilerinden ¢okturulerek hidroksiapatit olusumu

iii. Kalsiyum fosfatin kat1 hal reaksiyonuyla hidroksiapatit olusumu

iv. Sol-jel metoduyla hidroksiapatit kaplama tretimi

Kimyasal ¢oktiirme yonteminde ortamin pH’1 7°den biiyiik olacak sekilde Ca?* ve

PO4* iyonlarin igeren bilesiklerin sulu ¢Ozeltileri karistirilarak hidroksiapatit ¢okeltisi elde
etme prensibine dayanmaktadir. En sik kullanilan kalsiyum kaynaklart Ca(Cl)2, Ca(NO3)z,
Ca(OH),, CaCO3, CaS04.2H20 ve (CH3COO)2Ca olurken, fosfor kaynaklari olarak da
H3POs4, NHsH2POs, NaPOs ve K3POs kullanilmaktadir. Cokturme prosesinin ilk
asamasinda, ¢okelti bilesimi hidroksiapatit’ tan farklilik gosterse de, uygun kosullarda
bekletilmesi sonucunda Ca/P orani artmakta ve hidroksiapatit kristalleri olusumu
geceklesmektedir. Coktiirme prosesinin hizi baslangictaki tuz konsantrasyonu, karistirma
siras1 ve hizi, ¢ozelti pH’1, reaksiyon sicakligi ve bekletme siiresi gibi birgok faktrden
etkilenmektedir [71].

2.5.1.3 Hidroksiapatit ile Yapilan Ila¢ Salm Cahsmalarina Ornekler
2002 yilinda Willie ve arkadaslarinin yapmis olduklari caligmada seramik
hidroksiapatit mikrokiirelerine insiilin yerlestirerek PEVAC (polietilenvinilasetat) ile

kaplamiglardir. Daha sonra mikrokiirelerin salinim cihazi ile ilag saliminin ilk basta hizli bir

sekilde daha sonra ise azalan bir sekilde siirekli olarak arttigini belirlemislerdir. Salim cihazi
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kullanilmayan durumda ise baglangigta hizli salim oldugu ancak daha sonra bunun azaldigini
gormiiglerdir [72].

2003 yilinda Matsumato ve arkadaslar1 hidroksiapatit parcaciklarinin, proteinin
kontrollii saliminda kullanimini incelemislerdir ve bu ¢alisma ile protein sitokrom C’nin,
farkli sicakliklarda iiretilmis hidroksiapatit parcaciklarina adsorpsiyonunu aragtirmislardir.
Buyume faktoru proteini olan sitokrom C’ in hidroksiapatit parg¢aciklarina adsorpsiyonunu
40 °C, 60 °C ve 80 °C ‘deki sicakliklarda yas yontemle sentezlemisler. Calismanin
sonucunda farkli sicakliklarda sentezlenen hidroksiapatit pargaciklarinin sentez sicakligina
bagli olarak adsorbe ettigi protein miktarinin, spesifik yiizey alaninin ve kristallik degerinin
degistigi gozlemlemislerdir. Sicakliga bagli olarak kristallik derecesi azaldikga,
hidroksiapatitlerin spesifik yiizey alaninda artis oldugunu gdstermislerdir. Parcaciklarin
spesifik yilizey alami arttikca hidroksiapatit tarafindan adsorbe edilen protein miktarinin
artigini belirlemislerdir [72].

2004 yilinda Larena ve arkadaslari, sitozan-hidroksiapatit malzemelerden olusan ilag
tagiyicisina yapilan farkl sterilizasyon islemlerinin ibuprofen ve salisilik asit salimina
etkilerini incelemislerdir. Yapilan calismada, sterilizasyon islemi sirasinda kompozit
malzemelerin yiizeylerinde olusabilecek morfolojik degisimlerin ilag salimina etkisi
arastirilmistir. Larena ve arkadaslar tarafindan yapilan ¢alismada iki farkli tipte numune
kullanilmistir. Birincisi sadece sitozandan olusan mebran, ikincisi ise sitozan-hidroksiapatit
kompozitidir. Numunelere ilag yiiklemeleri sentezleme asamasinda yapilmustir. ilag salim
deneyleri pH 7 deiyonize suda gerceklestirilmistir. ilag salimlar1 UV spektrofotometresinde
Olciilmiistlir. Sitozan membranlarda salisilik aside gore ibuprofen salim hizinin daha az
oldugu tespit edilmistir. Yapilan bu ¢alisma sonucunda sterilizasyon isleminin kompozit ve
membran tipi malzemelerde ila¢ salimini degistirmedigini bulmuslardir [73].

Santos ve arkadaslar1. puskurtmeli kurutucu kullanarak 5-Florourasil (5-FU) yiKIu
hidroksiapatit nanopargaciklari elde etmis ve ilag salim profilini incelemislerdir. Elde edilen
pargaciklarin XRD karakterizasyonu sonucunda hidroksiapatit ve 5-FU kristallerinin varlig
dogrulanmis, ancak kurutucuda yiiksek sicakliklara (180 °C) cikilmasi durumunda
hidroksiapatit yapisinda degisim ve 5-FU’da bozunma gergeklestigi gozlemlenmistir. Ilag
salimina bakildiginda, salinan ilag miktar1 yiiklenen ila¢ miktarina ¢ok yakin degerde elde
edilmis, bu nedenle hidroksiapatitin 5-FU i¢in uygun bir tasiyict oldugu sonucuna

vartlmistir. Ancak, salim profilinde ani bir pik gézlenerek tiim ilacin 5 dakika igerisinde
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salinmasi, yalnizca hidroksiapatit tasiyict ortam olarak 5-FU’nun kontrollii salim1 i¢in yeterli
olmadigimi gostermektedir [74].

Yapilan bagka bir calismada ise siirekli antibiyotik salimi i¢in anyonik kolajen:
hidroksiapatit kompoziti incelenmisler. Salim ¢alismalar1 15x3 mm hidroksiapatit: anyonik
kolajen kompozit pelletleri hazirlanarak yapilmis ve deneyler 37°C£1°C’de 100 ml PBS
cozeltisinde gergeklestirmislerdir. 170 saat boyunca belirli araliklar ile 1 ml 6rnek alinarak
270,6 nm’de UV-gorinlr alan spektrofotometresi ile antibiyotik konsantrasyonu
belirlemisler ve sonug olarak; hidroksiapatit: anyonik kolajen kompozitinin kemik iligi

iltihab1 tedavisinde etkili olabilecegini belirlemislerdir.

2.6 Nanopartikiiller ile Yapilan Biyoaktivite Calismalari

Biyolojik uyum i¢in; malzemenin kimyasal yapisi, restorasyonun tasarimi, elde edilme
yontemleri, mekanik 6zellikleri, doku ile temasinin sekli ve dokunun 6zellikleri gibi birgok
faktoriin bir arada uyum igerisinde olmasi1 gereklidir. Biyolojik uyum o6zelligi olmayan
materyaller doku reaksiyonuna yol agmaktadirlar. In-vitro kosullarda kullanilmasi
diistiniilen materyallerin viicut dokular1 tizerindeki toksik etkilerinin degerlendirilmesi ve
olusturabilecekleri biyolojik reaksiyonlarin taklit ve tahmin edilebilmesi amaci ile in-vitro
biyouyumluluk testleri gelistirilmistir [75,76]. In-vitro biyouyumluluk testlerinde; viicut
dokulariin iizerine veya igerisine yerlestirilen malzemelere kars1 gelisecek olan biyolojik

reaksiyonlarin test ortaminda olusturulmasi amaglanmaktadir [75].

Cozinmiis ilag hapsedilmesi, kapstllenmesi ya da eklenmesi nanopartikil matrislerine
yapilabilmektedir. Nanokapsuller sistemlerde tek bir polimer membran ile icerisindeki
bosluga ilag hapsedilebilir [77]. llacin hapsedilecegi sistemde kullanilacak nanopartikiillerin
canlt sistemler iizerinde meydana getirebilecegi etkilerinin arastirilmas: gerekmektedir.
Nanopartikillerin ayrintili olarak arastirilmasi bu nano yapilarin kullanimmin ne kadar
giivenilir oldugunun tespit edilebilmesi icin olduk¢a onemlidir. Bu nedenle kullanilacak

nano yapilarda bazi biyolojik aktivite ¢alismalarinin yapilmasi avantaj saglayacaktir [78].
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2.6.1 Antioksidan Aktivite

Molekiiler biyoloji ve biyoteknoloji alanlarinda en 6nemli ve temel ¢alismalardan
birisi de cesitli materyal ve bilesiklerin antioksidan potansiyelleridir. Antioksidanlar, serbest
radikalleri giderici etkileri sayesinde biyolojik siireclerde biyosistemler icin olduk¢a 6nemli
bir role sahiptir. Antioksidan aktivite ¢alismalar1 canli sistemler icerisinde biyomolekiillerin

arastirilacak materyaller ile aralarindaki reaksiyonun g6zlenmesine izin verir [79].

Vicudumuzda bulunan biyomolekdller her giin oksijen gerektiren birgcok reaksiyona
ugrarlar. Reaksiyon triinii olarak serbest radikaller ortaya g¢ikar. Serbest radikaller ¢ok
reaktiftir ve hiicre hasarlarina neden olurlar. Cevremizdeki oksitleyici ajanlar serbest
radikallerle birlesip hiuicrelerimize zarar vererek yaslanmaya ve kronik hastaliklara neden
olurlar. Antioksidanlar serbest radikalleri zarar veremeden durdurabilir ve oksidatif
reaksiyonlar1 engelleyebilirler [80]. Antioksidanlar biyolojik sistemlerdeki serbest
radikallerin diizeyini regiile ederler. Bdylece zarar vermeden yararli biyolojik fonksiyonlar
yerine getirmeleri saglanir. Kaginilmaz olarak viicuttaki kritik molekiillere zarar verilir ve
boylece hiicre yasamini siirdirmek igin onarim sistemlerine gerek duyar [81].
Antioksidantlar, hem dogrudan hem de dolayli olarak ilaglarin, karsinojenlerin ve bazi toksik
radikal reaksiyonlariin istenmeyen etkilerine kars1 hiicreleri korurlar. Vitamin A, C, E,
beta-karoten, melatonin, flavonoidler, fitodstrojenler, metiyonin, bu gruba giren

antioksidantlar arasindadir [82].
- Serbest radikaller

Canli sistemlerinde kendi iclerinde serbest radikal olusumuna neden olan faktorlerin
yaninda ¢evrede maruz kaldiklar1 kimyasal maddeler ve radyasyon gibi diger faktorlerde
bulunmaktadir. Bu faktérler canli metabolizmasinda siirekli olarak oksidasyon olaylari
meydana gelmekte, disaridan alinan reaktif oksijen maddeler de bu oksidasyon olaylarin
hizlandirmaktadir. Serbest radikallerin artisi hiicre hasarina neden olarak bir¢ok hastaliga
sebep olurlar. Antioksidanlar oksidan maddeleri engelleyen seviyede olmalidir. Serbest
radikallerin olusumunun énlenmesinden ve giderimin den antioksidan maddeler sorumludur
[83].
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2.6.1.1 Antioksidatif Etkinin Belirlenmesinde Kullanilan Yéntemler

Baz1 bilesikler antioksidatif 6zellige sahiptir ve bilesigin antioksidatif etkisinin
belirlenmesi icin ¢esitli yontemler kullaniimaktadir. DPPH (1,1-diphenyl-2picrylhydrazil)
giderim aktivitesi bunlardan biridir. Ayn1 zamanda hiicrelerdeki total antioksidan seviyesi

ve total oksidan seviyesi de belirlenebilmektedir.
- Serbest Radikal aktivitesinin DPPH ile giderimi

Yontem DPPH radikallerinin  antioksidan molekdllerin  belirlenmesi icin
kullanilmistir. YOntem DPPH ¢06zeltisinin hidrojen atomu verebilen madde (antioksidan) ile
elektronunun yer degistirmesi sonucunda baslangigtaki mor menekse renginin kaybi ile 517
nm’ de sar1 renkli indirgenmis form olusmasina dayanmaktadir. Antioksidan 6zelligi
arastirilan maddenin DPPH ile reaksiyon hizi farkli olmaktadir. Bunun nedeni kimyasal

yapisindaki hidroksil grubu ve molekiil biiytikligi ile ilgilidir [84].

- Total Antioksidan Seviye (TAS)- Total Oksidatif Seviye (TOS)- Oksidatif Stres
Indeksi (OSI)

Bircok oksidan ve antioksidan molekulin serum veya plazma dizeylerini 6lgen
cesitli analitik yontemler bulunmaktadir (16). Ancak bu molekiillerin ayr1 ayr1 dl¢iilmesi
hem zaman alic1, hem de zordur. Ayrica ekonomik yonden de zorlayicidir. Bu nedenle “total
antioksidan durum” ya da “total oksidan durum” Ol¢iimii bir Ornekteki oksidan ve
antioksidan molekiillerin ayr1 ayr1 dl¢iilmesinden daha pratiktir [85, 86]. Oksidatif stresin
toplam degeri; total oksidan seviye (TOS) olarak ifade edilir. Bu durum, asir1 reaktif oksijen
vel/veya nitrojen tirlerinin Uretimi veya antioksidan tampon mekanizmasinin eksikligi
sonucu olusur. Plazma ve viicut sivilarinda bulunan biitiin antioksidanlarin toplam etkisini
TAS yansitir. TAS, biyolojik sivilarda mevcut antioksidanlarin membranlari ve diger
hiicresel komponentleri oksidatif hasara karsi koruma kapasitesinin bir gostergesi olarak
kabul edilmektedir. Oksidatif Stres Indeksi (OSI) Organizmadaki oksidan/antioksidan
dengeyi gosterir. TOS degerlerinin TAS degerlerine oranlanarak bulunur ve oksidatif stresin

derecesinin gostergesi olarak kullanilir [87].
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-  DNA Hasarinin Belirlenmesinde Comet

Sentezlenen nanopartikiillerin toksisite potansiyellerinin arastirilmast  6nem
tasimaktadir. Baz1 standart testlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu nedenle genotoksik etkilerinin
arastirtlmasi olduk¢a onemlidir. DNA hasar tespiti genotoksik etkinin belirlenmesinde en
stk bagvurulan yontemlerden birisidir. DNA hasarini belirlenmesinde ise en sik kullanilan

yontem Comet (tek hicre jel elektroforezi) analizidir [72].

2.6.2 Antimikrobiyal aktivite

Sentezlenen nanopartikillerin antimikrobiyal aktivitesi de belirlenebilmektedir.
Sentezlenen baz1 partikiiller antibiyotik 0Ozelige sahipken bazilarina da sonradan
antibakteriyel o6zellik kazandirilabilir. Bu gibi nedenlerden dolay1r nanopartikiillerin
antimikrobiyal testleri yapilmaktadir. Antimikrobiyal; bakteri, mantar, virls gibi
mikroorganizmalar1 ~ Sldiiren veya  biiylimelerini  engelleyen maddeye  denir.
Antimikrobiyaller ilk olarak Pasteur ve Joubert tarafindan bir bakterinin diger bakterinin
biiylimesini durdugunu gozlemlemeleri ile kesfedilmistir. Antibiyotikler sadece bir
mikroorganizma tarafindan {iretilen, baska bir mikroorganizmanin biiyiimesini durduran
veya mikroorganizmay1 Oldiren maddelerdir. Antibiyotik kavrami bakteriyel enfeksiyonu

iyilestiren herhangi bir ilag i¢in kullanilir [88].

Antimikrobiyaller sadece antibiyotikleri kapsamaz, sentetik olarak olusturulan
bilesikleri de kapsarlar Birgok kullanim alanina sahip olan nanopartikiiller bazi
mikroorganizmalar iizerinde oldiiriicii etki yaratmaktadir. Calisilacak olan nanopartikiiliin
bir mikroorganizma tizerindeki etkileri test edilebilmektedir. Bu durum kullanilacak olan

nanopartikiiliin amacina yonelik olarak avantaj ve dezavantaj saglayabilmektedir [78].
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3. MATERYAL - METOT

3.1 Materyal

3.1.1 Bitkisel Materyal Temini

Morfin ve noskapince zengin hashas kapsllleri (MHK-NHK) Afyon Alkaloid
Fabrikas1 Isletme Miidiirliigiin’den 12.08.2017 tarihinde temin edilmistir (Resim 3.1.).
Kapsiiller kirilarak tohumlarindan ayrilmistir. Tohumlart ayrilan kapsiiller oda sicakliginda
karanlik bir odada 15 giin streyle kurutulmustur. Ekstraksiyon dncesi degirmende 80 mesh

tane boyutuna ogiitiilerek ekstraksiyona hazir hale getirilmistir.

Resim 3.1. Haghas Kapsiilii

Morfin Referans Standardi, Amerika Birlesik Devletleri Farmakopesi'nden (USP)
temin edilmistir. Tiim deneylerde kullanilan tiim kimyasallar analitik safliktadir ve HPLC
analizlerinde kromatografik amaclar icin kullanilan tim ¢oziiciiler HPLC safliktadir.
Calismada kullanilan tim kimyasallar Sigma Aldrich'ten satin alinmigtir. TUm ¢ozeltilerin

filtrelenmesi icin 0.45 um membran filtre (Millipore, Bedford) kullanilmistur.
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3.1.2 Cahsmada Kullanilan Cihazlar

Calismada kullanilan cihazlar Cizelge 3.1.1.’de verilmistir.

Cizelge 3.1.1. Calismada kullanilan cihazlar

Cihazlar Marka-Model

Ulturasonik Su Banyosu Wisebath ( 50 kHz frekansli)
Santrifuj Awel (MF20-R)
UV-Spektrofotometre Shimadzu ( UV-100 240V)
Etlv Incubator (DHP-9052)
Vorteks Scilogex (MX-S)

FTIR Perkinelmer (Spectrum two )
HPLC Agilent (Infinity)

Mekanik Karistirict WiseStir (Wisd)

Hassas tarti Mettler Toledo (ME203)
Hotplate Prowhite

Elektroforez Cleaver (CSL-COM20)
Mikroskop Bab-(TAM-F)

Orbital ¢alkalatict Biosan (ES-20)

ICP-OES Thermo (Icap Q)

SEM Phenom (ProX)




3.1.3 Cahymada Kullanilan Cozeltiler

Ekstraksiyon i¢cin Kullamilan Cozelti

% 70’lik metanol hazirlanmasi; 700 mL metanol ile 300 mL deiyonize su

karistirilarak hazirlanmistir.

Toplam Fenolik Madde Miktarimin Belirlenmesi icin Kullanilan Cozeltiler

% 0,75 Sodyum karbonat (Na.COz); 100 mL lik bir behere 7,5 gr Na2COg tartilmis ve 50
mL kadar deiyonize su eklenerek ¢oziilmistiir. Cozelti 1 L lik balona aktarilmig ve hacim

suyla 1 L’ye tamamlanmustir.

Gallik asit ¢ozeltisi; Bir behere 100 mg gallik asit tartilmistir ve 50 mL’ye kadar metanol
eklenerek ¢6ziinmesi saglanmistir. Coziinme saglandiktan sonra hacim 100 mL’ye metanol
ile tamamlanmistir. 1000 ppm’lik stok ¢ozelti hazirlanmistir. Stok ¢ozeltisinden standart
egrilerinin olusturulmast i¢in 50 ppm, 100 ppm, 150 ppm, 200 ppm, 250 ppm’lik ¢Ozeltiler

olusturulmustur.

Toplam Flavonoid Madde Miktarinin Belirlenmesi i¢cin Kullanilan Cozeltiler

Kuarsetin Cozeltisi; Bir behere 100 mg kuarsetin tartilmigtir ve 50 mL’ye kadar metanol
eklenerek ¢ozlinmesi saglanmistir. Coziinme saglandiktan sonra hacim 100 mL’ye metanol
ile tamamlanmistir. 1000 ppm’lik stok ¢ozeltisi hazirlanmistir. Stok ¢ézeltisinden standart
egrilerinin olusturulmasi i¢in 50 ppm, 100 ppm, 150 ppm, 200 ppm ve 250 ppm’lik

cozeltiler olusturularak olusturulmustur.

% 5 Sodyum Nitrit (NaNO); 50 mL’lik behere 5 gr NaNO: tartilmig 50 mL kadar
deiyonize su eklenerek ¢oOziinmesi saglanmistir. Cozelti 100 mL’lik balon jojeye

aktarilarak hacim 100 mL’ye deiyonize su ile tamamlanmstir.

%4 Sodyum hidroksit (NaOH) c¢ozeltisi; 50 mL’lik behere 4 gr NaOH tartilmig 50 mL’ye

kadar deiyonize su eklenerek ¢oziinmesi saglanmistir. Cozelti 100 mL’lik balon jojeye
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aktarilarak hacim 100 mL’ye deiyonize su ile tamamlanmustir.

% 10 Aluminyum klortr (AICI3); 50 mL’lik behere 100 gr AICl3 tartilmis 50 mL‘ye kadar
deiyonize su eklenerek ¢Ozunmesi saglanmistir. COzelti 100 mL‘lik balon jojeye

aktarilarak hacim 100 mL‘ye deiyonize su ile tamamlanmuistir.

Fenolik Asit Iceriginin HPLC ile Belirlenmesi i¢in Kullamlan Cézeltiler
Mobil Faz-A; Mobil Faz A olarak % 0,02 Trifloroasetik asit (TFA) igeren su
kullanilmastir.

Mobil Faz-B; Mobil Faz B olarak % 0,02 TFA ig¢eren metanol kullanilmistir.

Hidroksiapatit Nanopartikillerin Olusturulmasi i¢in Kullanilan Cozeltiler

0,1 M Hidroklorik asit (HCI) ¢ozeltisi; 2 L’ye iyonize su icerisine 1,6 mL HCl ilave
edilerek hazirlanmistir.

% 16,4 Kalsiyum Nitrat (Ca(NOs).) ¢ozeltisi; Behere 41 gr Ca(NOs),, tartilarak 50
mL‘ye kadar etanol eklenerek ¢6ziinmesi saglanmistir. Cozelti 250 mL’lik balon
jojeye aktarilarak hacim 250 mL’ye tamamlanmuistir.

% 4,72 Amonyum Fosfat (NH4)3PO4 ¢ozeltisi; Behere 11,8 gr (NH4)3POg tartilarak
50 ml’ye kadar deiyonize su eklenerek ¢oziinmesi saglanmistir. COzelti daha sonra

250 mL’lik balona aktarilarak hacim 250 mL deiyonize su ile tamamlanmustir.

-In-vitro Mide Ortaminin Olusturulmasi icin Kullanilan Cozeltiler

pH’ 1 1,2 olan NaCI/HCI Cozeltisi; Cozeltiyi hazirlamak icin 400 mg NaCl den alip
200 mL deiyonize su icerisinde ¢oziindiiriilmistiir. Bu ¢6zeltiye HCI damlatarak pH
1,2’ye diistiriilerek hazirlanmistir.

PpH’13 olan Asetik Asit (CH3CO2H)/ Sodyum Asetat (CHsCOONa) Cozeltisi; 0,1 M
982,3 mL CH3CO2H ve 0,1M 17,7 mL CH3COONa ¢ozeltisi karistirilarak 200 mL
pH’13 olan CH3CO2H/ CH3COONa ¢ozeltisi hazirlanmistir.
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0,1 M CH3COONa ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 50mL’lik behere 0,8 gr CH3COONa
tartilip lizerine 30 mL deiyonize su ilave edilerek ultrasonik banyoda ¢Ozinmesi
saglanmistir. 500 mL lik balon joje’ ye aktarilarak hacim de iyonize su ile 500 mL
ye tamamlanmustir.

0,1M CH3CO2H ¢ozeltisinin hazirlanmasi; 500 mL lik balon joje yarisina kadar de
iyonize su ile doldurulup 2,86 mL glasiyel asetik asit ilave edilmistir. Daha sonra

hacim 500 mL’ye deiyonize su ile tamamlanmustir.

- In-vitro Ince Bagirsak Ortaminin Olusturulmasi icin Kullanilan Cozeltiler

e pH’1 7,4 olan PBS ortami; In-vitro ince bagirsak ortammnin olusturulmasi i¢in 10X
PBS stok ¢ozeltisi hazirlanmistir. Cizelge 3.1.2.”deki tartilan maddeler 25 mL distile
su igerisinde ¢Ozilindiiriilmiistiir. Cozelti daha sonra 50 mL’lik balon jojeye
aktarilarak hacim 50 mL’ye distile su tamamlanmigtir. Cozeltinin pH s1 7,4’
ayarlanmigtir. Caligmalarda 1X PBS kullanilmistir. Her ¢aligmadan 6nce 10X PBS
ten 1X’lik ¢ozelti taze olarak hazirlanmistir. (1 mL stok PBS + 9 mL dH20)

Cizelge 3.1.2. 10X PBS stok ¢ozeltisi

Kullanilan malzemeler Miktar
NaCl (Sodyum klorit) 4gr
KCI (Potasyum klorit) 0,1gr
H,KPQO4P (Potasyum fosfat monobazik) 0,1gr
HNa,O4P (Disodyum hidrojen fosfat) 0,575 gr
C4H1:NOs.HCI, MW= 157,6 (Trizma hidrokorit ) 1,6 gr
Distile su 50 mL

- Antimikrobiyal Etkinin Belirlenmesinde Kullanilan Besiyerleri

Antimikrobiyal aktivite ¢aligmasinda kullanilan besiyerleri;
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e Mueller Hinton agar (MHA) (Merck)

Et inflizyonu 2,0 gr/L
Kazein hidrolizati 17,5 gr/L
Nisasta 1,5gr/L
Agar 13,0 gr/L
Distile su 1000 mL

Otoklavda 121 °C’de 15 dakika steril edildikten sonra antimikrobiyal aktivite analizi icin

kullanilmustir.

¢ Nutrient Broth (Merck)

Peptone from meat 5,0 gr/L
Meat extract 3,0 gr/L
Distile su 1000 mL

Otoklavda 121 °C’de 15 dakika steril edildikten sonra antimikrobiyal aktivite analizi igin

kullanilmastir.

- Comet Deneyinde Kullamlan Cozeltiler

e Slayt Hazirlama: % 1 NMA (Normal Melting Agarose) ;0,02 gr NMA ile 2 mL 1X
lik PBS bir cam tiip igerisinde berraklasincaya kadar kaynatilmis ve 50-60 "C’ye
kadar sogumasi beklendikten sonra lamlara yayilmistir.

% 0.8 LMA (Low Melting Agarose); 0,016 gr LMA ile 2 mL 1X PBS bir cam tiip
icerisinde berraklasincaya kadar kaynatilmistir. Sicaklik 37 °C’ye diistiikten sonra
lamlara yayilistir.

e 10X PBS (Fosfat Tampon Cozeltisi) (Stok) Iv-vitro ince bagirsak ortaminin
olusturulmasi i¢in 10X PBS stok ¢ozeltisi Comet deneylerinde farkli asamalarinda
kullanilmustir.
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Stok Lizis Cozeltisi; Lizis ¢ozeltisi Cizelge 3.1.3.’deki maddeler tartilarak 100 mL
su i¢erisinde ¢oziindiirtilmiistiir. Cozelti 500 mL’lik balon jojeye aktarilarak hacim
distile su ile 500 mL’ye tamamlanmistir. Hazirlanan lizis ¢ozeltisi +4 “C’de
saklanmistir.

Cizelge 3.1.3. Lizis ¢6zeltisi icerigi

Kullanilan malzemeler Miktar
2.5 M NaCl 73,50r
100 mM EDTA CyioH14N2Na20s.2 H20 18,6 gr
MW= 372.24 (Etilendiamin tetraasetik asit disodyum tuzu
dihidrat)
10 mM NH2C(CH20H)s MW= 121,14 (Trizma base) 0,6 gr
Distile su 500 mL

Elektroforez Tamponu; Cizelge 3.1.4.’de maddeler tartilarak 1000 mL distile su
igerisinde ¢oziindiiriilerek hazirlanmistir. Elektroforez tampon ¢ozeltisi daha sonra
(pH >13) +4 °C’de saklanmistir.

Cizelge 3.1.4. Elektroforez de kullanilan tampon ¢ozelti igerigi

Kullanilan malzemeler Miktar
300 mM NaOH (Sodyum hidroksit) 12 gr
1mMEDTA C10H14N2Na203.2H20, MW= 372.24 0.36 ar

(Etilendiamin tetraasetik asit disodyum tuzu dihidrat)

Distile su 1000

Notralizasyon Tamponu (0,4 M Tris pH 7,5); Nétralizasyon tampon ¢ozeltisi igerigi
Cizelge 3.1.5.°deki maddeler tartilarak 500 mL distile su igerisinde
¢cOziindiiriilmiistiir. Cozelti 1000 mL’lik balon jojeye aktarilarak hacim 1000 mL’ye
tamamlanmistir.
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Cizelge 3.1.5. Notralizasyon ¢ozeltisi icerigi

Kullanilan maddeler Miktar
Distile su 1000 mL
NH2C(CH,OH); M W= 121,14 (Trizma base) 48,5 gr

e Boyama Cozeltisi; 10 mg EtBr + 50 mL dH20 stok ¢ozelti olarak hazirlandiktan
sonra alliminyum folyo ile kapatilarak +4 °C’de saklanmistir. Calismada 1mL stok

EtBr + 9 mL dH20 olacak sekilde hazirlanip aliminyum folyo ile sarilmistir.
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3.2 Metot

3.2.1 Ultrasonik Destekli Metanol Ekstraksiyonu

Kurutulmus ve 6giitiilmiis morfince zengin hashas kapsiilii (MHK) ve noskapince
zengin hashas kapsiillerinden (NHK) erlenmayerlere 1’er gr tartilarak tizerlerine 30 mL

%70’lik metanol ilave edilmistir.

Metanol ilavesinden sonra erlenmayerler ultrasonik banyoda oda sicakliginda 30 dk
ekstrakte edilmistir. 30 dk sonunda ekstraktlar beyaz bant siizge¢ kagidi (MN 617 @ 110
mm) ile filtre edilmistir (Resim3.2.1.). Ekstraktlar antioksidan aktivite analizleri icin

kullanilmastir.

Resim 3.2.1. Ekstraktlarlarin filtrasyonu

3.2.2 Hashas Kapsiillerindeki Antioksidan Madde I¢erigi ile Tlgili Calismalar
3.2.2.1 Toplam Fenolik Madde Miktar1 Tayini
Metanol ekstraktlar: igerisindeki toplam fenolik madde miktarin1 belirlemek i¢in

Folin—Ciocalteu yontemi kullanilmistir. 10 mL’lik deney tiiplerine 1000 pL metanolik bitki
ekstrakti, 500 pL folin ciocalteu regant cozeltisi, 4,5 mL deiyonize su, 4 mL sodyum
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karbonat (75 gr/L) cozeltisi eklendikten sonra 30 dk 40 °C sicaklikta inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonrasi absorbanslar1 UV-Spektrofotometre cihazinda 765 nm’de okunmustur.

Gallik asit kalibrasyon c¢izelgesini olusturmak i¢in 100 mg gallik asit tartilmis, bir
miktar metanol icinde c¢ozllerek hacim 100 mL'ye metanol ile tamamlanmistir. Boylelikle
1000 ppm'lik gallik asit stok standart ¢ozeltisi elde edilmistir. Bu stok standart ¢ozeltisi
kullanilarak 50, 100, 150, 200, 250 ppm'lik gallik asit standart ¢ozeltileri hazirlanmistir. UV-
Spektrofotometre cihazinda 765 nm’de standartlarin absorbans degerleri belirlenmistir. Bu
kalibrasyon egrisinden yararlanilarak toplam fenolik madde miktarlari mg gallik aside

esdeger olacak sekilde hesaplanmigtir [89].

3.2.2.2 Toplam Flavonoid Madde Miktar1 Tayini

Metanol ekstralarindaki toplam flavonoid igerigi aliiminyum kloriir kolorimetrik
yontemi ile belirlenmistir. 0,5 mL ekstrakt metanol ile 1 mL'ye seyreltildikten sonra 4 mL
saf su ve daha sonra 0,3 mL % 5 NaNO:z ¢ozeltisi ile kanistirilmistir. 6 dakika oda
sicakliginda bekletilmistir. Inkiibasyondan sonra 0,3 mL % 10 AICI; ¢ozeltisi ilave edilerek
4 mL 1 mol/L NaOH ¢ozeltisi ilave edilmis ve karisimin nihai hacmi, saf su ile 10 mL'ye
getirilmisgtir. 15 dk inkUbasyonu takiben absorbans degerleri UV-Spektrofotometre
cihazinda 510 nm'de 6l¢lilmistiir. Toplam flavonoid miktarinin belirlenmesi igin metanol
icerisinde 50, 100, 150, 200, 250 ppm'lik kuersetin standart ¢ozeltileri hazirlanmistir. UV-
Spektrofotometre cihazinda 510 nm dalga boyunda standart ¢ozeltilerin absorbans degerleri
belirlendikten sonra kuersetin konsantrasyonuna kars1 absorbans degerleri grafigi ¢izilmistir.
Toplam flavonoid igerigi Kuersetin kalibrasyon egrisinden hesaplanarak sonuglar kuru

agirlik basina mg kuersetin esdegeri olarak ifade edilmistir [90].

3.2.2.3 Serbest Radikal Giderim Aktivitesi

Metanol ekstraktlarinin serbest radikal giderme aktivitesini belirlemek igin Difenil-
1-pikrihidrazil (DPPH) yontemi kullanilmistir. Yonteme gore, DPPH’ in metanol icerisinde
10* M konsantrasyonda taze ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu ¢ozeltilerden 1 mL almarak

aluminyum folyo kapli cam tiiplere alinarak Cizelge’de belirtilen miktarlarda bitki
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ekstraktlarindan ve metanol ilave edilmistir (Cizelge 3.2.1.). Hacim 4 mL’ye
tamamlandiktan sonra 30 dk karanlik ortamda ve oda sicakliginda bekletilmistir. inkiibasyon
sonrasinda Uv-Spektrofotometre cihazinda 517 nm dalga boyunda metanole kars1 absorbans
degeri belirlenmistir.

DPPH Radikalinin Stpurme Aktivitesi reaksiyonu inhibe etme yiizdesi asagidaki formul
kullanilarak hesaplanmaistir.

% Inhibisyon = [ (AK-AQ)/AK] X 100

AK: Kontroliin Absorbansi; AO: Ornegin Absorbanst

Antioksidanlarin farkli konsantrasyonlarina kars1 hesaplanan % inhibisyon degeri ile
cizilen grafikten linear regrasyon ile % 50 inhibisyona neden olan antioksidan derisimleri

elde edilmistir. Sonuglar ECso (ug/ml) olarak ifade edilmistir [84].

Cizelge 3.2.1. DPPH radikali sondurticti kapasite yonteminde kullanilan ekstrakt miktarlar

Ekstrakt Metanol 10*M DPPH
Kontrol 3mL 1mL
10 uL 2,990 mL 1mL
20 uL 2,980 mL 1mL
30 uL 2,970 mL 1mL
40 uL 2,960 mL 1mL
50 uL 2,950 mL 1mL
60 pL 2,940 mL 1mL
70 pL 2,930 mL 1mL
80 uL 2,920 mL 1mL
90 uL 2,910 mL 1mL
100 puL 2,900 mL 1mL

3.2.2.4 Fenolik Asitlerin HPLC ile Analizi

Metanol ekstraktlart enjektor ucu filtre kagidi ile tekrardan stzilerek 1,5 mL’lik
HPLC viallerine alinmig ve cihaza yerlestirilmistir. Ekstraktlarindaki fenolik asitlerin
miktart HPLC cihazi ile belirlenmistir. Cizelge 3.2.2.’de belirtilen kosullara gore analiz

gergeklestirilmistir [91].
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Cizelge 3.2.2. Fenolik asitlerin HPLC analiz kosullart

HPLC Kosullar

Gradient kosullar

Kolon: ACE-C18 (5 um, 4,6 mm X 250 mm, ACE) Zaman Mobil Mobil
kolon Faz-A Faz-B
Mobil Faz A: % 0,02 TFA (Trifloroasetik asit) 0 %75 %25
iceren su 5 %75 %20
Mobil Faz B: olarak % 0,02 TFA (Trifloroasetik . .
asit) iceren metanol 10 %10 %30

16 %45 %55
Kolon termostat sicakhigi 25 °C

18 %45 %55
Enjeksiyon hacmi 10 pL

o H 25 %20 %80

Dedeksiyon: 254 nm; va.nllllk. asit 275 qm; g.alllk 30 920 %80
ve 320 nm 320 nm kafeik asit, p-kumarik asit ve
rosmarinik asit 40 %25 %75

3.2.3 Metal Analizi

Ogiitiilmiis ve kurutulmus MHK ve NHK erlenmeyerlere 0,5 gr tartilarak iizerine 5 mL
nitrik asit eklenmistir. Hafif calkalayarak Orneklerin islanmasi saglanmistir. Ceker ocaktaki
manyetik karigtiric lizerine erlenmayerler yerlestirilmistir. Erlenmeyerlerin Uzerine kiguk huni
yerlestirilmistir. 90 dk manyetik karigtirici tizerinde 5 dk’da bir ¢alkalayarak belirli bir sicaklikta
bekleterek nitrik asidin uzaklastirilmas: saglanmigtir. Ortamdan nitrik asidin uzaklastirilmasi
saglandiktan sonra bitki igerigi agik sar1 renk halini almistir. Kalan materyalin pargalanmasi igin
uzerine 2 mL perklorik asit ilave edilerek tekrardan ¢eker ocaktaki manyetik karistiric tizerine
yerlestirilmistir. Perklorik asidin beyaz dumanlari erlenmayer igini tamamen doldurduktan sonra
en az 30 dk daha yakmaya devam edilmistir. Yakma sonucunda en az 1 mL perklorik asit
kalmistir ve bitki icerigi de beyaz renk olmustur. Yakma isleminden sonra sogumaya
birakilmistir. Soguma islemi olduktan sonra erlenmayere 5 mL saf su ilave edilmis ve
calkalanmistir. Erlenmayerdeki ¢Ozelti beyaz siizge¢ kagidi ile siiziilerek hacim 10 mL’ye
tamamlanmistir. Elde edilen ekstrakt icerisindeki metal igerigi ICP-MS cihazi ile analiz
edilmistir [92].

39



3.2.4 Morfin ve Noskapin Yuklu Hidroksiapatit Nanopartikillerin Sentezlenmesi

3.2.4.1 Hashas Kapsiillerinden Morfin ve Noskapin Ekstraksiyonu, Saflastirilmasi

Kurutulmus ve ogiitiilmiis MHK ve NHK 250’ser gr cam siselere tartilmis ve
uzerlerine 0,1 M HCI ¢0zeltisi ilave edilerek bir giin bekletilmistir. Bir giin sonrasinda HCI
cozeltisi ile 1slatilan MHK ve NHK’ne 500 mL etanol eklenerek 10-15 dk mekanik
karistiricida kati—sivi ekstraksiyon gergeklestirilmistir. Karisim beyaz bant filtre kagidi ile
stiziilmistiir. Geriye kalan kiispeye 500 mL etanol eklenerek 10-15 dk mekanik karistiricida
karistirilip, tekrar siiziilmiistiir. Bu islem ii¢ kez tekrarlanmistir. Islemler sonucunda elde
edilen stiziintiller birlestirilmistir. Birlestirilen siiziintii icerisindeki etanol doner
buharlastiricida 40 °C’de vakum altinda ugurularak konsantre morfin ve noskapin ekstraklari

elde edilmistir.

Ekstraktlarin saflastirilmas1 ii¢ asamada gergeklestirilmistir (Resim 3.2.2.). Ilk
asamada bitkisel kaynakli renk pigmentlerini gidermek amaciyla konsantre ekstrakta aktif
korbon eklenmistir. Konsantre ekstraktlar behere alinmig ve tizerine 10 gr aktif karbon
eklenmistir (Resim 3.2.2. (a)). Aktif karbon eklendikten sonra manyetik karistiricida 60 °C’
sicaklikta 30 dk karistirllmigs ve beyaz bant siizgeg kagidi ile siizme islemi
gerceklestirilmistir. Ikici asamada bitki kaynakli bulaniklik veren maddelerin giderilmesi ve
daha berrak bir ¢ozelti elde etmek amaciyla diatome toprak eklenmistir. Konsantre ekstrakta
10 gr diatome toprak eklenerek manyetik karigtiricida 60 °C sicaklikta 30 dk karistirilmasi
saglanmigtir (Resim 3.2.2. (b)) ve beyaz bant suzge¢ kagidi ile siizme islemi
gerceklestirilmistir. Son agamada ise bitki kaynakli yag, vaks ve tanen gibi maddelerin
uzaklastirilmasi amaciyla petrol eteri ile sivi-sivi ekstraksiyonu yapilmistir. Bu amagla
konsantre ekstrakta 1:1 oraninda petrol eteri ilave edilmis, 15 dk siireyle karistirilmis ve
ayirma hunisi ile fazlarm ayrilmasi saglanmigtir. Islem iki kez tekrarlanmistir (Resim 3.2.2.

(¢)). Islemler sonucunda nanopartikiiller icerisine hapsedilecek konsantre ekstrakt eldilmistir
[94].
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(¢)

Resim 3.2.2.Ekstraktlarin ayrilmasi ve saflastiriimasi (a) aktif karbon, (b) diatometoprak,

(c) stvi-s1v1 ekstraksiyon

3.2.4.2 Bos, Morfin ve Noskapin Yiiklii Hidroksiapatit Nanopartikullerinin

Sentezlenmesi

41 gr Ca(NOg); tartilarak bir miktar etanol icerisinde ¢Oziilmiistiir. Cozelti 250
mL’lik balon jojeye aktarilarak hacim etanol ile 250 mL’ye tamamlanmistir. Diger taraftan
11,8 gr (NH4)3PO4 tartilarak bir miktar su ile ¢oziinmesi saglanmistir. Cozelti 250 mL’lik
balon jojeye aktarilarak hacim suyla 250 mL’ye tamamlanmistir. Hazirlanan bu ¢ozeltiler 4

saat suireyle 60 °C’de manyetik karistiricida karigtiritlmig ve bir giin yaglanmaya birakilmistir.

- Bog hidroksiapatit nanopartikiiliin olusturulmasi;

Bir giin bekledikten sonra bos hidroksiapatit nanopartikiilii olusturmak i¢in 100 mL
(NH4)3PO4 ¢ozeltisi behere alinarak manyetik karistirici tizerine yerlestirilmistir. Sicaklik
60 °C’ye, karistirict hizi 250 rpm’e ayarlanmustir. Uzerine damla damla Ca(NOs)2
cozeltisinden 100 mL 1 saat sire igerisinde eklenmistir. Ekleme tamalandiktan sonra 4 saat

60 °C’de manyetik karistiricida karistirilmaya devam edilmistir. Olusan beyaz renkli
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nanopartikiller beyaz bant siizge¢ kagidi kullamilarak filtre edilmistir. Ug kez disile su ile
yikanmig ve 105 °C sicaklikta etiivde 4 saat slireyle kurutulmustur (Sekil 3.2.1).

Ca(NOy), 41,0, (108 M)
S0l 1,08 M

4 Saat, 60 °C ;
' Beyaz (okelek Filtrasyon, Yikama ve y/
—’ s[> o
——~

Hidroksiapatit
Nanopartikiiller

(NH,),HPO, , (0.65 M)
S0mL, 0.65 M

Sekil 3.2.1. Hidroksiapatit nanopartikiiliin olusturulmasi

- Morfin yiiklii hidroksiapatit nanopartikiiliin olusturulmas;

Morfin yiKkIG hidroksiapatit (HA+M) nanopartikilin olusturmak igin 100 mL
(NH4)3PO4 ¢ozeltisi behere alinarak manyetik karistirici tizerine yerlestirilmistir. Sicaklik 60
°C’ye, karigtirict hizi 250 rpm’e ayarlanmisg ve Uzerine 50 mL konsantre morfin
ekstraktindan eklenmistir. Karisima damla damla Ca(NO3)2 ¢ozeltisinden 100 mL 1saat siire
icerisinde eklenmistir (Resim 3.2.3). Ekleme tamamlandiktan sonra 4 saat 60 °C’de
manyetik karistiricida karistirilmaya devam edilmistir. Olusan beyaz renkli nanopartikiiller
beyaz bant siizge¢ kagidi kullanilarak filtre edilmis, U¢ kez distile su ile yitkanmig ve 105
°C’de etlivde 4 saat kurutulmustur [94].

- Noskapin yiiklii hidroksiapatit nanopartikiiliin olusturulmasi;

Noskapin yuklu hidroksiapatit (HA+N) nanopartikilin olusturmak ic¢in 100 mL

(NH4)3PO4 ¢ozeltisi behere alinarak manyetik karigtirict {izerine yerlestirilmistir. Sicaklik
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60 ‘C’ye, karistirict hizi 250 rpm’e ayarlanmigtir Karisimin iizerine 40 mL konsantre
noskapin ekstraktindan eklenmistir (Resim 3.2.3. (a)). Karisima damla damla Ca(NOs3).
cozeltisinden 100 mL 1 saat sure icerisinde eklenmistir (Resim 3.2.3. (b)). Ekleme
tamamlandiktan sonra 4 saat siireyle 60 *C’de manyetik karistiricida karistirilmaya devam
edilmistir. Olusan beyaz renkli nanopartikiiller beyaz bant stizge¢ kagidi kullanilarak filtre
edilmis, U¢ kez deiyonize su ile yikanmigs ve 105 °C sicaklikta etlivde 4 saat sureyle
kurutulmustur [94].

() (b)

Resim 3.2.3. Yukli hidroksiapatit nanopartikillerinin olusturulmasi (a) konsantre ekstrakt
(b) Ca(NO3). ¢ozeltisinin damla damla eklenmesi

3.2.5 Nanopartikillerin Karakterizasyon Analizleri

3.2.5.1 HPLC Analizleri ile Morfin ve Noskapin Iceriklerinin Belirlenmesi

HPLC analizleri bitki ekstratindan baslamak iizere iiretilen nanopartikiile kadar etken
maddenin varlig1 ve miktarini1 belirlemek i¢in tiim asamalarda HPLC analizleri yapilmistir.
Sistem gradiyent pompa vakum degazer, otomatik numune 6érnekleyici, programlanabilir
kolon tersmostati ve UV/VS dedektor ile donatilmigtir. Chemtation yazilim verileri
degerlendirmek ve toplamak icin kullanilmistir. Analiz Cizelge 3.2.3.’de verilen kosullarda

gerceklestirilmistir [95].
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Cizelge 3.2.3 Alkaloid ayrim1 i¢in gradiyent kosullari

Kolon: ACE marka (5 um, 150 mm X 4,6 mn  Gradient kosullari
1.D.)

Zaman Mobil  faz- Mobil
Mobil Faz-A: % 5’lik asetonitril su ¢Ozeltisi A(%) faz-B(%)
Mobil Faz-B:% 97,9 asetonitril, % 2,0 glasiyel 0 90 10
Lo o
asetik asit, % 0,1 TEA 5 85 15
Akis hizi: 1 mL/dk 10 80 20
Kolon sicakhig 30 °C 20 65 35
Enjeksiyon hacmi 50 pL 30 90 10

Dedeksiyon dalga boyu 284 nm

Analiz suresi 30 dk

3.2.5.2 Kizilotesi Spektrum (FTIR) Analizi

Sentezledigimiz bos HA, HA+M ve HA+N nanopartikillerindeki c¢esitli fosfat ve
karbonat fonksiyonel gruplarini belirlemek amaciyla kiziltesi spektrumlart (FTIR) analizi
yapilmigtir. FTIR spektrumlari frekans bélgeleri 500-3500 cm™ olarak alinmistir. FTIR
analizi i¢in 105 °C’de kurutulmus olan bos ve yiiklii nanopartikiiller kullanilmigtir (Resim
3.24.).
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Resim 3.2.4. FTIR cihaz1

3.2.5.3 Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) Analizi

Sentezlenen bos HA, HA+M ve HA+N nanopartikullerin, morfolojik 6zelliklerinin
ve pargacik boyutlarmin belirlenmesi amaciyla taramali elektron mikroskobu (SEM)

incelemesi yapilmistir (Resim 3.2.5.).

Resim 3.2.5. SEM Mikroskobu

3.2.5.4 Transmisyon Elektron Mikroskop (TEM) Analizi

TEM analizi Selcuk iiniversitesi ileri teknoloji aragtirma ve uygulama merkezi
laboratuvarlarinda yapilmistir (Resim 3.2.6.). TEM analizi igin nanopartikul ornekleri

metanol icerisinde homojenize edilerek ultrasonik banyoda bir saat siireyle tutulmustur.
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Hazirlanan soliisyondan aliiminyum plaka iizerine damlatilarak TEM cihazinda goriintiileme

islemi yapilmigstir.

Resim 3.2.6. TEM mikroskobu

3.2.6 fla¢c Sahm Calismalan

3.2.6.1 In vitro Mide Ortaminda Saliminim Belirlenmesi

Mide ortamini in vitro olarak taklit etmek pH’1 1,2 olan NaCl/HCI ¢ozeltisi ve pH’1
3 olan CH3CO2H/CH3COONa ¢ozeltileri hazirlanmustir. Iki farkli erlene 200 mg HA+M ve
200 mg HA+N nanopartikiilleri tartilip iizerlerine 20 mL pH’1t 1,2 olan ¢dzeltiden
eklenmistir. Erlenmayerler aliminyum folyo ile kapatilmistir. 70 rpm 37 °C’de galkamali
inklibatore konulmustur ve her bes saatte bir olmak tizere 2 mL numune alinmistir. Alinan

numune kadar yani 2 mL taze pH’1 1,2 olan ¢ozelti eklenmistir. Alinan numuneler enjektor
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ucu filtre ile stiziilerek HPLC ile analiz edilmistir Nanopartikil icerisindeki etken maddeden

ne kadar ¢ozeltiye gectigi belirlenmistir. Tiim bu ¢aligmalar pH 3 ortaminda yinelenmistir
[96].

3.2.6.2 In vitro ince Bagirsak Ortaminda Salimmin Belirlenmesi

Bagirsak ortamini in vitro olarak taklit etmek pH’1 7,4 PBS ¢6zeltisi hazirlanmistir.
Iki farkli erlene 200 mg HA+M ve HA+N hidroksiapatit nanopartikiilleri tartilip {izerlerine
20 mL pH’t 7,4 olan tampon cozelti eklenmistir. Erlenmayerler aliminyum folyo ile
kapatilmigtir. 70 rpm 37 °C’de galkamali inkUbatore yerlestirilmis ve her bes saatte bir olmak
tizere 2 mL numune alinmistir. Alinan numune kadar yani 2 mL taze pH’1 7,4 olan PBS
¢ozeltisi eklenmistir. Alinan numuneler enjektor ucu filtre ile suzulerek HPLC ile analiz
edilmistir. Nanopartikil igerisindeki etken maddeden ne kadar cozeltiye gectigi
belirlenmistir [96].

3.2.7 Nanopartikullerinin Biyoaktivite Calismalar:

3.2.7.1 Antimikrobiyal Aktivitesinin Belirlenmesi

Antimikrobiyal aktivite testleri Berghe ve Vlietinck tarafindan agiklanan metoduna
gore yapilmistir. Olusturdugumuz bos HA, HA+M ve HA+N nanopartikullerinden 0,1 gr
tartip 2 mL metanol igerisinde ¢Ozlinmesi saglanmistir. Testte kullanilacak
mikroorganizmalarmn kiiltiir stispansiyonundan 200 pL (yaklasik olarak Mf 0,5 esitligine
gore 106 koloni icerir) Mueller Hinton agara yaydiktan sonrasi 3 mm kalinlik ve 6 mm capa
sahip disklere metanolde ¢6zdiiriilmiis hidroksiapatit nanopartikiilleri 20 uL emdirilmistir.
Negatif kontrol olarak 20 pLL metanol emdirilmis diskler kullanilmustir. Pozitif kontrol olarak
da Streptomisin, penicilin, tetramisin, antibiyotik diskleri kullanilmigtir. Ekim yapilan petri
kaplar1 37 “C’de 24 saat siireyle inkiibe edilmistir. Antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesi

disklere emdirilmis 6rneklerin etrafindaki zonlarin 6l¢tlmesi ile belirlenmistir [97].
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3.2.7.2 DNA Hasarina Etkisinin Belirlenmesi (Comet)

Bos HA, HA+M ve HA+N‘nin DNA hasarma etkisinin belirlenmesinde insan
periferal Idkosit hiicrelerinin kullanilmas1 igin Usak Universitesinin Saglik Bilimleri
Arastirma ve Yaym Etigi Kurulundan 2017-34 uygunluk karar1 alimmustir (EK 5). Insan
periferal I6kosit kiiltiiriiniin hazirlanmasi i¢in, saglikli, sigara igmeyen ve ilag kullanmayan
bireyden heparinize edilmis tiplere kan 6rnegi alinmistir. Calisma baslayana kadar +4 °C’de
bekletilmistir. Bos HA, HA+M ve HA+N’nin DNA hasarina etkisini belirlemek amaciyla
comet deneyi yapilmistir. HA, HA+M ve HA+N ’nin 25 mg/mL, 10 mg/mL ve 5 mg/mL
olmak {iizere li¢ farkli konsantrasyonu 1X PBS’de hazirlanmistir. Negatif kontrol grubu
olarak 1X PBS, pozitif kontrol grubu olarak 30 UM H>0> kullanilmistir. TUm uygulama
gruplar1 30 dk ultrasonik su banyosunda bekletilmistir.

Ependorftiiplerine histopak ilave edilmis ve kan 6rnegi 1:1 (500 pL ) oraninda olacak
sekilde ilave edilmistir. 2100 rpm’de 20 dk 25 °C’de santrifiij islemi sonunda histopak
tizerindeki interfaz da ince bir tabaka halinde yer alan lokositler pipet yardimiyla yeni
ependorf tiiplere aktarilmistir. Daha sonra {izerlerine yikama amagli 100 pL. 100 1X PBS
eklenerek 15 °C’de 16000 rpm’de 10 dk tekrar santrifiij edilerek sipernatant kisim atilmustir.
Dipte kalan hiicreler yogunluguna gore pipet yardimiyla karigtirilarak homojen bir ¢ozelti
elde edilmistir. Pellete 100 pL. 1X PBS eklenerek tizerine 100’er pL test maddelerinin
degisik konsantrasyonlar1 eklenmistir (5 mg/mL, 10 mg/mL ve 25 mg/mL). Pozitif kontrol
olarak 30 uM H20- negatif kontrol grubu olarak 1X PBS suspanse edildikten sonra 37 °C’de
1 saat inkiibasyona birakilmigtir.

DNA hasarin1 belirlemek amaciyla 100 pL l16kosit Uzerine 900 pL test maddelerinin
degisik konsantrasyonlar1 (5 mg/mL, 10 mg/mL ve 25 mg/mL), negatif kontrol igin 900 pL
1X PBS, pozitif kontrol grubu icin ise 30 uM ilave edilmistir. 37 “C’de 60 dakika
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sona erdiginde ependorflar 25 °C’de 1600
rpm’de 10 dk santriftj edilmistir. Pelet comet assay deneyi icin supernatant ise TAS-TOS
deneyi i¢in kullanilmistir. Daha sonra her bir pelet 100°er uL PBS ile resiispanse edilmistir.
37+0,5 °C’de eritilmis 80 pL % 0,8’lik LMA, 20 pL hiicre slispansiyonu ile karistirdiktan
sonra 6nceden % 1,5’lik NMA ¢ozeltisine daldirilip agar ile kaplanmis lamlara yayilmis ve
tizerine lamel kapatilmistir. Buzlu yuzey Gzerinde 5 dk bekletilerek agarin polimerlesmesi

saglanmistir. Agar {izerindeki lamel dikkatli bir sekilde alinmistir. Lamlar daha dnceden
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hazirlanip buzdolabinda bekletilen soguk lizis ¢ozeltisine daldirilarak en az 1 saat sreyle
buzdolabinda bekletilmistir. Daha sonra elektroforez islemi i¢in, elektroforez tanki soguk
elektroforez ¢6zeltisi ile doldurulmus ve lamlar elektroforez tankinin i¢ine yerlestirilmis ve
20 dk akim uygulanmadan bekletilmistir. 25 V ve 300 mA akim uygulayarak 20 dk
elektroforez uygulanmistir. Elektroforez islemi bittikten sonra alinan lamlar 5 dk. distile
suda bekletilmistir. Devaminda lamlar 15 dk noétralizasyon tampon ¢ozeltisinde
bekletilmistir. Lamlarin tizerine 60 puL 20 ug/mL konsantrasyonda olan etidyum bromir
¢ozeltisi ilave edilerek boyanmasi saglanmistir. Her lamda 100 hiicre olacak sekilde floresan
mikroskobunda degerlendirilmistir. DNA hasar derecesi Sekil 3.2.2.de gosterildigi gibi

degerlendirilmistir. Sonuglar istatiksel analizi Duncan testi kullanilarak yapilmistir .

-

Sekil 3.2.2. Tek hucre jel elektroforez yontemi ile jel Gizerinde elektroforetik ortamda

negatif kutuptan pozitif kutuba (soldan saga) doru gog¢ eden arkli seviyelerde hasara

ugramig DNA’ larin goriintiileri 0-Hasarsiz DNA; I-Cok az hasarlanmis DNA; [I-Az
hasarlanmig DNA; I1I-Hasarlanmig DNA; IV- Tiimiiyle hasarlanmis DNA [98].

3.2.7.3 Total Antioksidan Seviye (TAS)- Total Oksidatif Seviye (TOS)- Oksidatif Stres
Indeksi (OSI)

TAS-TOS deneylerinde kullanilmak iizere comet deneyindeki siipernatantlar
kullanilmistir. Calisma Rel Assay Diagnostic, RL0024 Kiti ile yapilmistir. Kalibrasyon

egrisini ¢izebilmek igin standartlar hazirlanmistir. 10 pm’lik standarttan 100 uL alinarak 100
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uL distile su ile seyreltilmigtir. Seyreltme islemi 0,0625 pum konsantrasyona kadar
yapilmigtir. 96°lik mikroplatelere 37,5 pL standart ¢Ozeltileri ve ornekler eklenmistir.
Uzerlerine 250 pL R1 (reagent 1) ¢ozeltisinden eklenmistir. Ilk absorbans okumasi 530 nm’
de Elisa cihaz1 yapilmistir. Ik okumadan sonra 12,5 pL R2 (reagent 2) ¢Ozeltisi eklenerek
37 °C’de 5 dk etiivde bekletilmistir. Slire sonunda 660 nm’de ikinci okuma yapilmistir. TOS

hesaplanmasi asagidaki gibi yapilmistir.

Orneklerin A abs. = 2. okuma - 1. okuma; Standarttin A abs. =2. okuma - 1. okuma
TOS = (6rneklerin A abs / standart A abs) *10 pmol /L

Total antioksidan kapasitenin belirlenmesi icinde ayni sekilde kalibrasyon egrisini
olusturmak icin standartlar hazirlanmistir. 10 pm’lik standarttan 100 pL alinarak 100 pL
distile su ile seyreltilmistir. 1,25 um konsantrasyona kadar seyreltilmistir. 96’11k mikroplatte
15 pL standart ¢ozelti ve drnekler eklenmistir. Uzerlerine 250 pL R1 (reagent 1) cozeltisi
eklenerek ilk absorbans okumasi 530 nm’de Elisa cihazinda yapilmistir. Birinci okumadan
sonra 38 UL R2 (reagent 2) cozeltisi eklenerek 37 “C’de 5 dk etlivde bekletilmistir. Siire
sonunda 660 nm’de ikinci okuma yapilmistir. TAS hesaplanmas: asagidaki gibi yapilmistir
[100].

Orneklerin A abs. = 2. okuma - 1. okuma; Standarttin A abs. =2. okuma - 1. okuma

TAS= (6rneklerin A abs / standarttin A abs) mmol / L

Osi degerinin hesaplanmasi ise TOS/ TAS *100 seklinde hesaplanmustir.
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4. BULGULAR

4.1 Toplam Fenolik Madde Miktar1 Tayini

Gallik Asit Kalibrasyon Egrisi

Ekstrakt 6rneklerindeki toplam fenolik madde miktar1 gallik asit esdegeri (GAE) olarak
verilmigtir. Gallik asidin metanolik ¢dzeltisi hazirlanmig ve kalibrasyon egrisinin
cizilmesinde gallik asit cozeltisi kullanilmigtir. 50, 100, 150, 200 ve 250 ppm
konsantrasyonlarda gallik asit ¢ozeltisi standart olarak kullanilmistir. Bu standart ¢zeltilerin

absorbans degerleri asagidaki Cizelge 4.1.’de verilmistir. Olgiimler ii¢ tekrarli yapilmistir.

Cizelge 4.1. Gallik asit konsantrasyonuna karsilik absorbans degerleri

Gallik asit konsantrasyonu Absorbans
ppm Degeri

50 0,103+0,012

100 0,612+0,008

150 1,124+0,006

200 1,613+0,003

250 2,145+0,002

Toplam fenolik madde igeriginin dogrusallik grafigi Sekil 4.1.’de verilmistir.
Standart grafikten elde edilen esitlik ¢alismada kullanilan ekstraktlardaki fenolik madde

miktarinin saptanmasinda kullamilmistir. Gallik asit konsantrasyonuna karsilik gelen
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absorbans degerleri grafige gecirilmistir. Dogrusalligi (y = 98,316x+39.945) ve regresyon
kat sayis1 (R? =0,99999) olarak belirlenmistir.

Toplam Fenolik i¢erik Dogrusallik Grafigi

300
£ 250 _—
,
c
S o - y = 98.316x + 39.945
— 2 _|

g o / R? =0.9999
(7]
c

0

0 0.5 1 15 2 2.5

Absorbans

Sekil 4.1. Gallik asit kalibrasyon egrisi

NHK ve MHK’deki Toplam Fenolik Madde Miktart

Ornek konsantrasyonlarinin absorbansi bu kalibrasyon egrisinin i¢inde okunacak sekilde
belirlenmistir. Toplam fenolik madde analizi gallik asit kalibrasyon denkleminden
yararlanilarak hesaplanmistir (Cizelge 4.2.). Analiz sonucunda MHK igin 1 gr numunede
10,19+0,86 mg GAE/gr ve NHK icin 6,9£0,91 mg GAE/gr olarak toplam fenolik icerik
belirlenmigtir. MHK ‘niin fenolik madde miktar1 NHK ‘ye goére daha yiiksek oldugu

gozlenmistir.

Cizelge 4.2. MHK ve NHK orneklerindeki fenolik madde miktari

Ornek Absorbans mg GAE/1 gr Numune
MHK 3,050 10,19+0,86
NHK 1,932 6,90+0,91
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4.2 Toplam Flavonoid Madde Miktar1 Tayini

Kuersetin Standart Egrisi

Ekstrakt drneklerindeki toplam flavonoid madde miktart Kuersetin esdegeri (QE)
olarak verilmistir. Kuersetinin metanolik ¢ozeltileri hazirlanmig ve kalibrasyon egrisinin
cizilmesinde 50, 100, 150, 200 ve 250 ppm konsantrasyonlarda kuersetin ¢ozeltisi standart
olarak kullanilmistir. Bu standart ¢ozeltilerin absorbans degerleri Cizelge 4.3.”de verilmistir.

Olgiimler ii¢ tekrarl1 yapilmistir.

Cizelge 4.3. Kuersetin konsantrasyonuna karsilik absorbans degerleri

Kuersetin konsantrasyonu Absorbans
ppm Degeri

50 0.021+0,006

100 0.041+0,008

150 0.061+0,009

200 0.082+0,010

250 0.103+0,014

Toplam flavonoid madde igeriginin dogrusallik grafigi Sekil 4.2.’de verilmistir.
Standart grafikten elde edilen esitlik ¢alismada kullanilan ekstraktlardaki flavonoid madde
miktarinin saptanmasinda kullanilmistir. Kuersetin kalibrasyon egrisi olusturulduktan sonra
ornek konsantrasyonlarin absorbansi bu kalibrasyon egrisinin i¢inde okunacak sekilde
belirlenmistir. Dogrusalligi (y = 2438.6x-0,2189) ve regresyon kat.sayis1 (R? = 0,9998)

olarak belirlenmistir
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Toplam Flavonoid i¢cerik Dogrusallik Grafigi
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Sekil 4.2. Kuersetin kalibrasyon egrisi

NHK ve MHKdeki Toplam Flavonoid Madde Miktart

Toplam flavonoid madde igerigi kuersetin kalibrasyon denkleminden yararlanilarak
hesaplanmistir. MHK ve NHK da belirlenen toplam flavonoid madde icerikleri 1 gr numune
icerisinde mg QE olarak asagidaki Cizelge 4.4.’de verilmistir. Yapilan flavonoid madde
analizinde degerler MHK ig¢in 19,16 £1,105 mg QE/1 gr ekstrakt ve NHK i¢in 29,77+1,225
mg QE/1gr ekstrakt hesaplanmigtir. NHK’nin flavonoid igerigi MHK’nin flavonoid
iceriginden daha yiiksek bulunmustur.

Cizelge 4.4. MHK ve NHK igerisindeki toplam flavonoid madde igerigi mg/QE

Ornek Absorbans mg QE/ 1 gr Numune
MHK 0,262 19,16+1,105
NHK 0,407 29,77+1,225
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4.3 Serbest Radikal Giderme Aktivitesi

UV Spektrofotometre de 517 nm dalga boyunda okunana orneklerden elde edilen
verilerle grafikler olusturulmus ve ECso degeri hesaplanmistir. Bazi antioksidanlarin ECso
degerleri Cizelge 4.5.’de gdsterilmistir. Bu degerlere gore karsilastirma yapilmistir Olgiimler

ti¢ tekrarlt yapilmigtir. [101].

Cizelge 4.5. Baz1 antioksidan bilesiklerin ECso degerleri.

Antioksidan ECso (ng/ml)

Vitamin C (standart) 1,697

Trolox (standart) 1,729
Ellagik asit 1,881
Kuarsetin 1,722
Kurkumin 2,800
Resveratrol 3,970
Silimarin 7,812
Vitamin E 3,123

MHK ekstrakti miktarina karsi % inhibisyon degerleri asagidaki Cizelge 4.6.’da verilmistir.

Antioksidanlarin farkli konsantrasyonlarina karsi hesaplanan % inhibisyon degeri ile
cizilen grafikten lineer regresyon ile % 50 inhibisyona neden olan antioksidan derigimleri
elde edilmistir (Sekil 4.3.). Sonuglar ECso (pg/ml) ifade edilmistir. MHK igin % 50

inhibisyona neden olan ekstrakt miktari= EC50=19 pl olarak belirlenmistir.
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Cizelge 4.6. MHK kars1 % inhibisyon degerleri

Ilave Edilen Ekstrakt mL Absorbans % Inhibisyon
0 0,304 0
10 0,208 31,58+1.021
20 0,144 52,63+1.034
30 0,112 63,16+1.052
40 0,076 75,00+1.070
50 0,05 83,55+1.090
60 0,035 88,49+1.105
70 0,027 91,12+1.120
80 0,027 91,12+1.125
90 0,028 90,79+1.115
100 0,029 90,46+1.112

Farkh Miktarlardaki Ekstraktlarin % Inhibisyon Degerleri

100
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ekil 4.3. MHK ’nin farkli miktarlardaki ekstraktlarin % inhibisyon degerleri
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ECso degerine karsilik gelen MHK ekstrakt degeri 19 pL olarak belirlenmistir. 19 pL
ekstrakt igerisindeki MHK miktar1 0,63 pg’dir. ECso degerine karsilik gelen MHK
konsantrasyonuda 0,16+0,03 ug/mL olarak belirlenmistir.

NHK ekstrakti miktarina karst % inhibisyon degerleri asagidaki Cizelge 4.7.’de

verilmistir.

Cizelge 4.7. NHK kars1 % inhibisyon degerleri
flave Edilen Ekstrakt mL  Absorbans % Inhibisyon
0 0,304 0
10 0,233 23,36+1.063
20 0,181 40,46+1.074
30 0,146 51,97+1.088
40 0,113 62,83+1.101
50 0,099 67,43+1.108
60 0,088 71,05+1.112
70 0,061 79,93+1.125
80 0,043 85,86+1.128
90 0,037 87,83+1.132
100 0,030 90,13+1.138

NHK icin % 50 inhibisyona neden olan ekstrakt miktari= ECs0=28 pL olarak

belirlenmistir.
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Farkh Miktarlardaki Ekstraktlarin % Inhibisyon Degerleri
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Sekil 4.4. NHK ‘nin farkli miktarlardaki ekstraktlarin % inhibisyon degerleri

ECso degerine karsilik gelen NHK ekstrakt degeri 28 pJL’ olarak belirlenmigtir. 28
ML ekstrakt icerisindeki NHK miktar1 0,93 pg’dir. ECso degerine karsilik gelen MHK
konsantrasyonuda 0,23+0,023 pg/mL olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.8. MHK ve NHK ‘nin ECso degerleri

Ornekler ECso (ng/ml)
MHK 0,160,030
NHK 0,23+0,023

Grafiklerden hesaplanan ECso degerleri ne kadar diisiikse DPPH radikalini stipiirme
aktivitesi o kadar yiiksek olmaktadir. Sonu¢ olarak DPPH radikalini suptrme aktivitesi
MHK*‘de NHK’ya gore daha yiiksek bulunmustur. Cizelge 4.5.’de verilen antioksidanlara

gore karsilastirildiginda ise yiiksek oranda diisiik oldugu goriilmiistiir.
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4.4 Fenolik Asitlerin HPLC ile Analizi

MHK ve NHK ekstraktlar1 HPLC ile analiz edilmis, tesbit edilen fenolik asitler ve
miktarlar1 Cizelge 4.9.’da sunulmustur. Cizelgede goriildigii gibi her iki kapstlde de gallik
asit belirlenmis ve NHK’da 63,51 ppm, MHK’da 104,06 ppm bulunmustur. Vanilik asit ile
kafeik asit sadece NHK’da belirlenmis ve vanilik asit 16,08 ppm, kafeik asit 17,78 ppm
olarak bulunmustur. Kumarik asit ile rosmarinik asit MHK’da belirlenmis olup kumarik asit
17,24 ppm ve rosmarinik asit 9,65 ppm bulunmustur. (MHK ve NHK’nin HPLC

kromatogramlar1 Ek1’de verilmistir.)

Cizelge 4.9. MHK ve NHK’nin HPLC ile fenolik asit sonuglar1 (ppm)

Ornek Gallik Vanilik Asit Kafeik Kumarik Asit Rosmarinik Asit
Asit Asit

NHK 63,51 16,08 17,78 - -

MHK 104,06 - - 17,24 9,65

4.5 Metal Analizi

MHK ve NHK o&rneklerinin metal icerikleri Cizelge 4.10.’da verilmistir. MHK’da
35,66 ppm ve NHK’da 41,01 ppm olarak en yiiksek oranda Mg belirlenmistir.

Cizelge 4.10. MHK ve NHK nin metal analizi sonuglar1 (ppm)

uB 2aMg ssMn  50Co 60N 63CU 6aZnN 66ZN 775€e goSe g2Se

a3Kr

MHK 0,779 35,661 1,681 0,116 51,354* 0,280 0,354 0,373 0,766 0,786 0,001

NHK 0,733 44,013 0,822 0,009 55,564* 0,227 0436 0460 0,573 0,879 0,003

N/A

N/A

*ppb, N/A Tesbit Edilemedi
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4.6 Nanopartikullerin Karakterizasyon Caliymalari

4.6.1 HPLC Analizleri ile Morfin ve Noskapin I¢eriklerinin Belirlenmesi

Morfin ve noskapin kaynagi olarak kullanilarak kullanilan haghas kapsiillerinden bu
alkaloidlerin ekstraksiyonu ve izolasyonu materyal metot boliminde belirtilen teknikle
gerceklestirilmistir. Ilk once kurutulmus &giitiilmiis kapsiiller asidik etanol ile ekstrakte
edilmis, ekstrakt siiziiliip ayrildiktan sonra etanolii ucurulduktan sonra konsantre hale
getirilmistir. Konsantre ekstrakt renk giderme ve bulaniklik giderme islemlerine tabi
tutulmustur. Hashas kapsiilli, seyreltik ekstrakt, konsantre ekstrakt ve nanopartikiil
asamalarindan numune almarak HPLC de alkaloid analizi yapilmis ve analiz sonuglar
asagida Cizelge 4.11.’da sunulmustur. (Orneklerin HPLC kromatogramlari Ek 2’de

verilmistir).

Cizelge 4.11. Her bir agsamadaki morfin ve noskapin miktari (ppm)

Morfin Noskapin

ppm ppm
Kapsul 281,6 176,0
Ekstrakt 490,5 147,1
Kons. Ekstrakt 2872,8 2749,9
HA nanopartikuli 14,2 12,7

4.6.2 FTIR Analizi

HA, (NH4)3PO4 ve Ca(NOs). kimyasallarinin senteziyle tiretilmistir. Bos, HA+M ve
HA+N nanopartikillerinin  FTIR spektrumlar1 sirayla Sekil 4.5., 4.6. ve 4.7. 'de

gosterilmistir.
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Sentezledigimiz yiiksiiz ve yiikli HA 6rneklerine ait fonksiyonel gruplarin dalga
boylar1 ve HA’ya ait fonksiyonel gruplarin dalga boylar1 referans olarak segilen ticari HA

ve sureli yaynlarla [102] karsilastirmali olarak Cizelge 4.12.’de verilmistir.

Bos hidroksiapatit igin (PO4)s— bantlar1 524, 562, 886, 993, 1060 ve 1124 cm™'de
tespit edilmistir. Su ile iliskili grup da ise 1632 cm™ bant1 gézlenmistir. OH™ gerilmesinde
ise bant gozlenmemistir. 1346 cm™ pikleri, hidroksiapatit partikillerinin yiizeyinde
atmosferik CO2' nin emiliminin sonucu olabilecek CO3*" iyonlarima karsilik gelmektedir. Bu
pikler, sekillerde goriildiigii gibi ¢cok zayiftir. Bu, hidroksiapatit 6rneklerinin gok az miktarda
karbonat i¢erdigini gostermektedir [103].

Morfin yiKIi hidroksiapatit (POas)s— bantlar1 516, 578, 653, 985, 1054 ve 1124 cm’
Lde tespit edilmistir. Su ile iliskili grup da ise 3473 ve 1653 cm-! bantlar1 gdzlenmistir. OH—
gerilmesinde 3539 band1 gdzlenmistir. 1204 cm™ pikleri, hidroksiapatit partikiillerinin
ylizeyinde atmosferik CO2'nin emiliminin sonucu olabilecek CO3*" iyonlarina karsilik
gelmektedir. Bu pikler, sekillerde gortildiigii gibi ¢ok zayiftir. Bu, hidroksiapatit 6rneklerinin
¢ok az miktarda karbonat igerdigini gostermektedir [103].

Noskapin yUklu hidroksiapatit (PO4)s— bantlar1 519, 575, 658, 987, 1054 ve 1118 cm"
Y'de tespit edilmistir. Su ile iliskili grup da ise 3473 ve 1645 cm-! bantlar1 gdzlenmistir. OH—
gerilmesinde 3539 bandi1 gbzlenmistir. 1201 cm-* pikleri, hidroksiapatit partikiillerinin
ylizeyinde atmosferik CO2'nin emiliminin sonucu olabilecek CO3*" iyonlarina karsilik
gelmektedir. Bu pikler, sekillerde goriildiigii gibi ¢ok zayiftir. Bu, hidroksiapatit 6rneklerinin
cok az miktarda karbonat igerdigini gostermektedir [103].
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Cizelge 4.12.

Bos, HA+M ve HA+N’nin FTIR spekturumlarinin karsilastirilmasi

Ornek OH Subaghgrup COs PO,
Feng et al 3571 3430 1632 1547 1457 1415 1087 1032 961 602 566 471
2006
Referans 3564 3410 1638 - - - 1120 1096 1030 617 579 477
HAP
HA+N 3539 3473 1645 - - - 1118 1054 987 658 575 519
HA+M 3539 3473 1653 - - - 1124 1054 985 653 578 516
Bos HA - - 1632 - - - 1124 1060 993 886 562 524
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4.6.3 SEM Analizi

SEM teknigi ile elde edilen goruntiler ve nokta analizleri Sekil 4.8., 4.9. ve 4.10.’da
gosterilmistir. Sentezlenen hem yiikstiz hem yuklu nanopartikillerin SEM mikrografilerinin
incelenmesi sonucunda genel olarak 150 pum tane boyutundan daha kiiciik boyutta
nanopartikiiller oldugu gézlenmistir Nokta analizi sonuglar1 karsilastirildiginda ise morfin
ve noskapinin yapisinda bulunan N atomunun bos nanopartikiil de olmadigi yiikli
partiklllerde ise az miktarda da olsa varlig1 tespit edilmistir. Buda HA+M ve HA+N

nanopartikiillerinde morfin ve noskapinin yiikli oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.8. Bos Hidroksiapatit nanopartikiliin SEM analizi

Atomik Agwhk
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Sekil 4.9. HA+M nanopartikulinin SEM analizi
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Sekil 4.10. HA+N nanopartikilinin SEM analizi
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4.6.4 TEM Analizi

Bos, HA+M ve HA+N nanopartikillerinin TEM gorintileri Resim 4.1, 4.2. ve
4.3.’de gosterilmistir. Sekiller incelendiginde TEM’de elde edilen goéruntulerine gore
partikiiller hi¢ agglomerate olusturmamis ve yapilarin boyutlariin 100 nm’den kiguk
olduklar1 gozlenmistir. Sekillerde HA nanopartikili icerisinde etkin maddenin olmadigi,

HA+N ve HA+M nanopartikillerinde etkin maddelerin hapsoldugu gézlenmistir.

Resim 4.1. Bos HA TEM gorintusu

Resim4.2. HA+M TEM goruntusu
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Resim 4.3. HA+N TEM Goriintisi

4.7 ila¢ Salim Cahsmalar1

4.7.1 in-vitro Mide Ortam

HA+M nanopartikillerinin pH 1,2 ve pH 3 ortamlarinda zamana kars1 morfin salim
konsantrasyonlarinin (ppm) ve olusturulan grafikler sirayla gOsteren Sekil 4.11. ve 4.12.°de
gosterilmistir. HA+N nanopartikillerinin pH 1,2 ve pH 3 ortamlarinda zamana Kkarsi
noskapin salim konsantrasyonlarinin (ppm) ve olusturulan grafikler sirayla gosteren Sekil
4.13.’de ve 4.14.de gosterilmistir. Morfin yiiklii nanopartikiillerin ilag salim testlerinde pH*1
1,2 ortaminda 30 saatte tam bir ¢6zlinme saglanmisken pH 3 olan salim ortaminda 96 saatte
tamamen ¢oziinme saglanamamistir. (Orneklerin  HPLC kromatogramlart Ek 3’de

verilmistir).
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Sekil 4.11 M+HA nanopartikiliinin pH 1,2 ortaminda morfin konsantrasyonu ve salim grafigi
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Sekil 4.12.HA+M nanopartikiliinin pH 3 ortaminda morfin konsantrasyonu ve salim grafigi
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Sekil 4.13. N+HA nanopartikiliinin pH 1,2 ortaminda noskapin konsantrasyonu ve salim
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4.7.2. In-vitro ince Bagirsak Ortam

HA+M Nanopartikiillerinin Ila¢ Salm Grafigi
Cizelge pH 7 4 ortanunda morfin konsantrasyonu
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Sekil FA+M Nanopartikillerin pi 7.4 ortamda salmm grafigi

Sekil 4.15. HA+M nanopartikultnin pH 7,4 ortaminda morfin konsantrasyonu ve salim grafigi
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YUkl hidroksiapatit nanopartikillerinin pH 7,4 ortaminda zamana karsi morfin
konsantrasyonu grafigi Sekil 4.15° de gosterilmistir. pH’17,4 olan in vitro ince bagirsak
ortaminda morfin tam olarak bir ¢éziinme gerceklesmemis 96 saat siire sonunda bile ¢ok az
miktarda kismi ¢6ziinme gozlenmistir. Noskapin ise pH 7,4 ortaminda salimi

gdzlemlenmemistir. (Orneklerin HPLC kromatoramlar1 Ek 4’de verilmistir.)

4.8 Hidroksiapatit Nanopartikiillerinin Biyolojik Aktivite Calismalari

4.8.1 Antimikrobiyal Aktivitenin Belirlenmesi

Antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesi igin disklere emdirilmis Grneklerin
etrafindaki zonlar Sekil 4.4.de goriildiigi gibi gézlemlenmemistiﬁ. Bu bos, HA+M ve
HA+N nanopartikiillerinin antimikrobiyal aktivitesinin olmasigin1 gdéstermektadir. Ayni
zamanda bitki ekstraktlarininda antimikrobiyal aktiviteside arastirilmis ve antimikrobiyal

aktiviteye rastlanmamigtir.

Resim 4.4. Bitki ekstraktlarinin, bos, HA+M ve HA+N nanopartikillerinin antimikrobiyal
aktivitesinin arastirilmasi
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4.8.2 DNA hasarinin Belirlenmesi

5 mg/mL, 10 mg/mL ve 25mg/mL konsantrasyonlarda bos ve yiiklii hidroksiapatit
nanopartikillerinin kan l6kosit hiicrelerinde olusturdugu DNA hasarina iliskin 3 ayri
deneyin sonuglar1 Cizelge 4.13’de gosterilmistir. HA en yiiksek DNA hasarina 30 UM H20-
de (271,67%£4.37) rastlanilmistir. 5 mg/mL HA+M’de ise hasar g0zlenmemistir.
Konsantrasyon artikga DNA hasar1 artmig ve bu hasarlar HA’ nin 10 ve 25 mg/L, HA+N ve
HA+M ‘nin 25 mg/mL uygulamalarinda istatistiksel agidan anlamli bulunmugtur. HA+N ve
HA+M ‘nin 25 ve 10 mg/mL uygulamalart HA uygulamalarindaki hasar istatiksel olarak

anlaml bir sekilde azaltmistir.

Cizelge 4.13. Bos, HA+N ve HA+M’nin mononiikleer 16kositlerde comet testi ile DNA
hasarimin tespiti

DNA Hasan (Arbitrary Unit)*

Uygulama gruplari Ortalama + Standart hata
Kontrol 0.33+0.33a
30 UM H20; 271.67+4.37b
25 mg/mL HA 110.67+2.33c
10 mg/mL HA 8.33+0.67d
5mg/mL HA 1.67+0.33ae
25 mg/mL HA+N 7.67+0.67d
10 mg/mL HA+N 2.33+£0.58ae
5 mg/mL HA+N 1.33+£0.33ae
25 mg/mL HA+M 6+0.67de

10 mg/mL HA+M 1+0.58ae

5 mg/mL HA+M -

* Siitunlardaki farkli harfler p< 0.05 diizeyinde 6nemli (Duncan ¢oklu karsilastirma testi)
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4.8.3 TAS- TOS- OSI

50 pg/ml, 100 pg/mL ve 200 pg/mL, konsantrasyonlarda bos ve yiiklii hidroksiapatit
nanopartikillerinin kan I6kosit hiicrelerinde olusturdugu total antioksidan ve total oksidan
durum ile ilgili 3 ayr1 deneyin sonuglar1 Cizelge 4.14.” de gosterilmistir. En yiiksek total
oksidan duruma 30 pM H20O2'de (271,67+4.37) rastlamlmistir. 5 mg/mL HA+M’ de ise
kontrol grubuna goére anlamli bir fark gézlemlenmemistir. Konsantrasyon artikga total
oksidan kapasite artmis total antioksidan kapasite azalmistir, bu artislar ve azalmalar HA nin
10 ve 25 mg/mL, HA+N ve HA+M‘nin 25 mg/mL uygulamalarinda istatistiksel a¢idan
anlamli bulunmustur. HA+N ve HA+M‘nin 25 ve 10 mg/mL uygulamalari HA
uygulamalarindaki antioksidan kapasiteyi istatiksel olarak anlamli bir sekilde artirmistir.

Sonuglar olugan DNA hasari ile uyumludur DNA hasar1 olan gruplarda oksidan
kapasitede anlamli artislar antioksidan kapasitede ise anlamli azalmalar gézlemlenmistir.
H20- hiicrelerde oksidan kapasiteyi arttirip antioksidan kapasiteyi azaltarak oksidatif strese
olusturarak DNA hasarina neden oldugu sonuglarimizda gézlemlenmektedir, Ayni zamanda
HA verilen gruplarinda doza bagimli olarak hiicrelerde oksidatif stres kaynakli DNA hasari
meydana getirebilecegi disiiniilmektedir. HA yiikli hiicrelere noskapin ve morfin

baglanmasi ile olusan oksidatif stresin azaldiginda sonug¢larimizda gozlemlenmistir.
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Cizelge 4.14. Bos, HA+M ve HA+N’ nin TAS-TOS-OSI sonuglari

TAS TOS oSl

Uygulama gruplan (mmol Trolox (umol H2 02 (AU)
equiv./It) equiv./It)

Kontrol 19.14+3.15% 5.54+0.172 3.54+0.172
30 uM H20, 5,21+0,25° 19+4,25° 10.54+0.15"
25 mg/ mL HA 8,12+0,21° 14+1,23¢ 8.21+0.49°
10 mg/mL HA 12+1,71¢ 10+1,51¢ 5.95+0.18¢
5 mg/mL HA 16,57+0,41%¢ 7,01+1,113°¢ 4.52+0.6%¢
25 mg/mL HA+N 14,11+1,63¢ 9,33+1,33¢ 6.52+0.4¢
10 mg/mL HA+N 16,25+3,10%¢ 6,15+4,123¢ 5.32+0.4%¢
5 mg/mL HA+N 17,78+3,16¢ 5,78+2,12%¢ 4.41+0.12¢
25 mg/mL HA+M 15,90+1,11¢4 8,10+1,11¢d 6.04+0.78¢
10 mg/mL HA+M 18,11+1,473°¢ 5,11+0,472¢ 5.4+2.11°
5 mg/mL HA+M 20,13+1,05? 4,15+0,15° 3.65+0.73?

78



5. TARTISMA VE SONUC

Alkaloidler ozellikle gicekli bitkilerin belirli gruplarinda yaygin olarak bulunurlar.
Bazi bitki aileleri 6zellikle Haghas (Papaveraceae) alkaloidler bakimindan zengindir. Genel
olarak, bir tiir sadece birkag ¢esit alkaloid igerir, ancak Papaver somniferum yaklasik 30
farkl: tip alkaloid icerir. Alkaloidlerin insanlar ve diger hayvanlar tizerinde ¢esitli ve 6nemli
fizyolojik etkileri vardir. Iyi bilinen alkaloidler arasinda morfin, striknin, kinin, efedrin ve
nikotin bulunur [10].

Morfin analjezik bir ilag olup hashas kapsiiliiniin ana psikoaktif kimyasalidir. Haghas
kapsiilii birgok farkli tiirde elliden fazla alkaloid igerir. Hashas kapsiillerinde bu alkaloidler
den oran olarak en ¢ok morfin bulunmaktadir. Hashas kapsiillerinden kimyasal olarak
ekstrakte edilir, saflagtirilir ve ilag etken maddesi olarak kullanilmak iizere tuzlar1 veya
tiirevleri sentezlenir. Morfin tipta yogun agriy1 gidermek i¢in kullanilan standart analjezik
olarak kabul edilir. Agr1 tedavisi, 6nemli tibbi sorunlardan biridir. Morfin ve diger opioid
ilaclar yaygin olarak orta ve siddetli agrilar1 gidermek icin kullanilir. Kanser hastalarmin
agr1 tedavisinde oldugu gibi, uzun siireli analjezi elde etmek i¢in, morfin tedavisi hala kronik
agrilarin hafifletilmesi igin standart tedavi olmaya devam etmektedir. Oksikodon,
hidromorfin, diasetilmorfin (eroin) ve diger opioidler gibi agriy1 hafifletmek i¢in dogrudan
merkezi sinir sistemi lizerine etki ederek, akut ve kronik agrilarin her ikisini, miyokard

enfarktiisiinii, nefes darligin1 vb. tedavi etmek igin kullanilir [104].

Morfin asir1 veya uygun olmayan dozlarda alinirsa kabizlik, bagimhilik (hem
psikolojik hem fiziksel), hipogonadizm, hormon dengesizligi, asfiksi, akut solunum
depresyonu, bobrek yetmezligi (bobreklerde metabolitlerin birikmesinden dolay1), kimyasal
toksisite, kafa i¢i basing artisi, biliyer kolik, gen ekspresyonunda degisiklik, bagisiklik
hicreleri Gzerinde ters etki vb. gibi yan etkiler gosterir [104]. Bu nedenle herhangi bir

sitotoksisite tehdidi olmayan morfin yikli nanopartikiil bazli bir ilag salim sistemi
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gelistirmeye ihtiya¢ vardir. Ayrica morfin yiiklii ilacin yavasca ve kontrollii bir sekilde
eylem bolgesine salinmasi i¢in nanopargacik ilag salim sistemine ve morfin yukli organik
biyomolekil bazli nanopartikiil ilag salim sisteminin sentezlenmesi icin bir ydntemin

gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir.

Calismamizda toplam fenolik madde miktar1 morfin igerigi yiiksek hashas
kapsuliinde 10,19+0,86 mg GAE/gr, toplam flavonoid madde miktari ise 19,16+1,105 mg
QE/ 1 gr ekstrakt olarak hesaplanmistir. DPPH giderim aktivitesinde ECso degeri belirlenmis
ve 0,16+0,3 pg/mL olarak bulunmustur. HPLC ile fenolik asit analizinde kumarik asit ve
rosmarinik asite rastlanmigtir. Metal analizinde en yiliksek 35,66 ppm Mg’ ye rastlanmistir.

Antimikrobiyal aktiviteye ise rastlanmamustir.

Hashastan tiiretilmis bir izokinolin alkaloid olan noskapin 6ksiiriik baskilayict bir
madde olarak kullanilmaktadir ve insanlarda ¢ok az toksik etki gostermistir. Dogal olarak
olusan tiiblilin—baglama ajanidir ve anti-kanser terapi i¢in klinik denemeler yapilmaktadir.
Kanser tedavisinde, noskapinin taksanlara benzer sekilde kanserli hiicrelerin boliinmesini
engelledigi gozlenmistir. Prostat kanserinin tedavisinde hayvanlar iizerinde yapilan
caligmalar timit vermektedir. Diger afyon tlrevi Urunlerin aksine, noskapin herhangi bir
analjezik, sedatif veya heyecan verici 6zelliklere sahip degildir ve bagimlilik yapici 6zelligi
yoktur. Alkaloidlerin ac1 tadi oral uygulama i¢in uygun degilken noskapin kolayca agizdan
tatbik edilebilmektedir. Noskapin, timor baskilayict dozlarda bobrek, karaciger, kalp, kemik
iligi, dalak ve ince bagirsak ile ilgili cok az veya hig toksisite gostermemistir. Noskapinin
ayrica mitoz sirasinda timor hiicrelerinin biyumesinin durmasina ve apoptoza neden oldugu
gosterilmistir. Noskapin bu nedenle mevcut kemoterapi ilaglarina bir alternatif olarak
kullanilabilir. Son zamanlarda, noskapinin lenfoma biylmesini azalttigi ve igme suyuna
uygulandiginda tiimor tasiyan farelerin hayatta kalma olasiligini arttirmada etkili oldugu
bildirilmistir. Bununla birlikte, noskapinin yiiksek konsantrasyonda mevcut ila¢ salim
sistemleri yetersizdir. Tumor mahallinde noskapin konsantrasyonunu artirmak igin,
noskapin ilag tasiyicilar igerisine hapsederek noskapin yikli nanopartikiil olusturulmalidir.
Ozel hedeflenmis salmim alani olasihigina izin verdikleri i¢in minimum yan etki ile ilag

metabolizmasinin etkinligini minimum boyutlu nanopartikiiller iyilestirebilir [105].

Calismamizda toplam fenolik madde miktart noskapin igerigi yiiksek hashas
kapsuliinde 6,9+0,91 mg GAE/gr, toplam flavonoid madde miktar1 ise 29,77+1,225 mg QE/
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1 gr ekstrakt olarak hesaplanmigtir. DPPH giderim aktivitesinde ECso degeri belirlenmis ve
0,23%0,023 pug/mL olarak bulunmustur. HPLC ile fenolik asit analizinde gallik asit, kafeik
asit ve vanilik asite rastlanmistir. Metal analizinde en yiksek 44,013 ppm Mg’ye

rastlanmistir. Antimikrobiyal aktiviteye ise rastlanmamuistir.

Son otuz yilda nanopartikiiller ve nanokapsiiller kullanilarak polimerik bazda
olusturulan uzun siireli etki gosteren ilag formiilasyonlar1 {izerine bir¢ok yayin
bulunmaktadir. Ilag etkinliginin uzamasi hedeflenen organda ilacin sabit konsantrasyonunda
uzun siire tutulmasi ile gergeklestirilir. Bu durum ayni zamanda tedavi amagla kullanilan
ilacin dozunu 6nemli 6l¢iide azaltma firsatini da verir. Uzun siireli etki gosteren ilag
formiilasyonlarinin kullanmanin bir yarar1 da geleneksel ila¢ dozaj formiilasyonlarindan
daha az yan etki gostermeleri ve toksik/alerjik reaksiyonlarda azalmadir [106].
Hidroksiapatit kemik ve dig gibi biyolojik dokularin ana bilesenidir. Hidroksiapatit
mikemmel biyouyumluluk, biyo-bozunabilirlik ve biyo-¢6ziiniirliige sahip olusu
osteogenisis, osteokondiiktivite ve osteoindiiktivite gibi dogal biyomateryalin karakteristik
oOzelliklerini gostermektedirler [107-109]. Hidroksiapatit nanopartikller, ortopedik implant
kaplama gibi uygulamalarda kullanilmaktadir. Ayn1 zamanda Hidroksiapatit
nanopartikiilleri kontrollii ila¢ saliminda tasiyict olarak kullanilmaktadir [110]. Ilaclarin
Hidroksiapatit matrisi i¢inde kapstillenmesi veya hidroksiapatit nanopartikiillere baglanmasi
hedeflenen ila¢ dagitimini miimkiin kilmaktadir. Hidroksiapatit nanopartikiil tasiyicilar,
Ozellikle in vivo ¢oziiniirliikleri ve hiicre zarlarina niifuz etme kapasiteleri nedeniyle hem
sistemik hem de lokalize ila¢ uygulamalarinda kullanilmaktadirlar [111]. Hidroksiapatit
nanopartikiller 6nemli anti-kanser aktivitesi de sergilemektedir. Yapilan ¢aligmalar
Hidroksiapatit birgok kanser hticresi tlrndn buyumesini inhibe edebilecegini gostermistir
[112,113].

Sentezlenen nanopartikiillerin  FTIR analizi yapilmis ve hidroksiapatit
nanopartikiillerin olustugu tesbit edilmistir. Feng 2006, yapmis olduklar1 g¢alismada
hidroksiapatitin fonksiyonel gruplarindan (POs)3— , COz*" OH ve suya bagli gruplara
rantlanirken bizim ¢alismamizda CO3?>~ fonksiyonel grubuna rastlanmamistir. Bunun sebebi
hidroksiapatitin yuzeyinde atmosferik CO2' nin emiliminin sonucu piklerin, ¢ok zayif
olmasidir. Bu da bize hidroksiapatit orneklerinin ¢ok az miktarda karbonat igerdigini

gostermektedir. SEM (Taramali Elektron Mikroskobu) teknigi ile elde edilen gorintiler ve
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nokta analizleri ile elde edilen sonuclar hidroksiapatit nanopartikilin 150 pum tane
boyutundan daha kiiciik boyutta oldugu tesbit edilmistir. Nokta analizleri ile de bos
nanopartikiillerde N atomunun olmamasi1 HA+N ve HA+M nanopartikillerine morfin ve

noskapin hapsoldugunu gostermektedir.

Genotoksisite testleri, ila¢ endustrisi igin vazgecilmez testlerden olmustur. Yaygin
olarak kullanilan bir¢ok ilacin genotoksisite testleri pozitif bulundugundan, yeni ilaglarin
mutajenik ve karsinojenik potansiyellerinin taranmasi zorunlu bir hale gelmistir. Laksman
ve Patil 2007 yilinda morfin ile yaptiklari hem akut hem de subakut g¢aligmalarda
mikronukleus sayisinda ve DNA hasarinda belirgin bir artis gozlemlemislerdir. Bu bulgu,
morfinin doza bagli bir tarzda mikroniikleus olusumuna neden oldugu kanitlanmistir.
Morfin, opioidler gibi oksidatif stres rettigi bilinmektedir. [114, 115]. Morfinin diger
opioidler gibi DNA hasarina neden oldugu bilinmekte ve reaktif oksijen tirleri (ROS)
uretmesi beklenmektedir [116]. Bu nedenle, morfin genotoksisitesi ROS araciligi ile
gerceklesebilmektedir. Morfinin ayn1 zamanda hiicrenin sitoplazmasinda bulunan ve
oksidatif strese karsi hiicreyi koruyan glutatyon peroksidaz (GSH) 1 inhibe ettigi
bildirilmistir. Morfin GSH, SOD gibi oksidatif stresi engelleyen enzimleri inhibe ederek
DNA hasarma neden olmaktadir [117]. Noskapin tlbiiline baglanir ve mikrotiibiil
diizenegini etkiler, boylece mitozu durdurur ve bu onun genotoksisitesine aracilik edebilir
[118]. Noskapinin comet ¢aligmasinda 15 mg / kg dozun kromozom hasarinda 6nemli bir
artisa yol actig bildirilmistir. Ayrica noskapinin gii¢lii bir aneugen oldugu belirlenmistir [
119, 120] 1990'larin baslarinda noskapinin genotoksisitesi nedeniyle ¢ocuklarda ve
kadinlarda tedavi amagh kullanilmamasi gerektigi onerilmis [121]. Fakat daha sonra bu
karar tartismalara yol agmis ve hayvan deneylerinden elde edilen bulgular dogrultusunda
uygun dozun tedavi amaciyla kullanilabilecegini bildirilerek noskapinin kullaniminda
terapotik doz kullamimi  uygun bulunmustur [122]. Ancak timor baskilamada
kullanilmasinda Onerilen doz (ECsp) (300 mg/kg) yiiksek olmasi nedeniyle nano-
kapsilasyon seklinde kullanilmas1 gerektigi on goriilmiistiir. Etki mekanizmasindan
bagimsiz olarak, mevcut ¢alismadan, morfin ve noskapinin genotoksik oldugu ve giinliik
klinik uygulamada dikkatlice kullanilmas1 veya miimkiin oldugunca ka¢inilmasi gerektigi
aciktir [118]. Bu giine kadar yapilan ¢alismalar, morfin ve noskapinin Onemli

genotoksisiteye sahip oldugunu gostermektedir [123].
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5 mg/mL, 10 mg/mL ve 25 mg/mL konsantrasyonlarda yapilan comet deneyinde
HA’nin 200 pg/Lkonsantrasyonunda en yiiksek DNA hasarina neden oldugu ve azalan
konsantrasyonlar da azaldig1 gézlemlenmistir. Morfin ve noskapinin hidroksiapatit igerisine

hapsedilmesi DNA hasrini daha azaltig1 sonucuna varilmistir.

Yaptigimiz TAS-TOS deneylerinde konsantrasyon artik¢a total oksidan kapasite
artmis total antioksidan kapasite azalmistir, bu artislar ve azalmalar HA nin 10 ve 25 mg/mL,
HA+N ve HA+M ‘nin 25 mg/mL uygulamalarinda istatistiksel agidan anlamli bulunmustur.
HA+N ve HA+M ‘nin 25 ve 10 mg/mL uygulamalar1 HA uygulamalarindaki antioksidan
kapasiteyi istatiksel olarak anlamli bir sekilde artirmistir. Sonuclar olusan DNA hasari ile
uyumlunmustur. DNA hasar1 olan gruplarda oksidan kapasitede anlamli artislar antioksidan
kapasitede ise anlaml1 azalmalar gzlemlenmistir. Ayni zamanda HA verilen gruplarinda
doza bagimli olarak hiicrelerde oksidatif stres kaynakli DNA hasari meydana getirebilecegi
diisiiniilmektedir. HA yiiklii hiicrelere noskapin ve morfin baglanmasi ile olusan oksidatif

stresin azaldiginda sonucuna varilmistir.

Sonug olarak bu calisma ile; Hashas kapsiilii konsantre ekstraktlarindan morfin ve
noskapin yiikli hidroksiapatit nanopartikiiller sentezlenmis elde edilen {iriinlerin
karakterizasyon ¢aligmalar1 yapilmistir. Karakterizasyon ¢aligmalarinin FTIR, HPLC, SEM
ve TEM analizleri gostermistir ki morfin ve noskapin yiiklii hidroksiapatit nanopartikiiller
olusturulmus salim siireleri uzatilarak uzun siire etkinlik gosteren yiiklii nanopartikiiller elde
edilmistir. Boylece morfin ve noskapinin uzun siire ve yiiksek dozlarda aliminin olusturacagi

toksik etkiler ortadan kaldirilmistir.
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EKLER

Ek1

Fenolik asit HPLC Sonuclari

Noskapin

HPLC kromatogramlari

VWD A, Wavelength=253 nm (2074 KURULUMMOHK Z017-12-12 1136 0TANG5 D)
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Morfin HPLC kromatogramlari

VWD A, Wavelength=254 nm [2014_KURULUMMOHE Z017-12-14 11-36-01HMOR.D)
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Ek 2

HPLC ile Morfin ve Noskapin Miktarinin Belirlenmesi

Morfin HPLC kromatogramlari

VIWD1T A, Wavelength=284 nm (2014_KURULUMHKSONANALIZLER 2016-02-20 15-M48MA D)

Al 3 ¢ |t |
1753 E || \‘1 | H"n
HE T \ /
153 - |
" % \_J
100 "
T / NN
0
% |
I
T [ | | [ | | T
0 2 4 g g ] 12 4 18 ri
VWD A, Wavelength=24 nm (2014_KURULUMIHKSONANALIZLER 2018-02-20 16-34-48MKAPS L D)
mAU |
1004 M
B0 I}
0 ||
il]-: | \4] ||
2 ‘ M A |
i fi il
b -‘ML-\—'-\-\.-"!\"-\.,—'II L""'\-\_-"\._,-l’ﬂ\-..nll lll\'“'""i--ﬁ.-i,\__
1 — -
T I | | | I | [
0 2 4 i : 0 12 14 18 m

95



VWD1 A, Wavelength=284 nm (20 14_KURULUMHKSONANALIZLER 2018-02-20 15-34-48WMB.D)
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Noskapin HPLC kromatogramlari

VWD1 A, Wavelength=284 nm 2014_KURULUMHKLMKENSONZ 20180308 17-24-13HAPNOS.D)
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VW1 A, Wavelengtn=284 nm (2014_KURULUMHKSONANALIZLER 2016-02-20 15-4-48INAD)
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Ek 3

In-vitro Mide Ortamn HPLC Kromatogramlari

Ph 1,2 ortaminda Morfin HPLC kromatogramlari

VWD A, Wavelength=254 nm (2014_KURULUNTHKSALINIM 2017-12-23 4-25-22PHIM1D)
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VWD1 A, Wavelength=284 nm (2014_KURULUMHKSALINIM 2017-12-23 14-25-2\PHIM3.D)
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pH 1,2 ortaminda noskapin HPLC kromatogramlari

VWD1 A, Wavelength=264 nm (2014_KURULUMBHESALINIM 2017-12-23 14-25-22PHINLD)
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VD1 A, Wavelength=234 nm (2014_KURULUMHESALINIM 2017-12-23 14-25-22PHINI.D)
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pH 3 ortaminda Morfin HPLC kromatogramlari

VD1 &, Warengt=234 i (2014 KURULUMHCSALIN 2017-12:3 H25-20PHN1 D)
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VD1 A, Wavelengin=2%4 nm (2014 KURULUMHRCEALINM 2017-12:23 14-25-22PHINZD)
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VWD1 A, Waveengtn=284 nm (2014_KURULUMIHKSALINIM 2017-12-23 14-25-22PH3N4 D]
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VWD1 A, Wavelength=254 nm (2014_KURULUMHKSALINIM 2017-12-23 14-25-22PH3ME.D)
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VWD1 A, Wavelength=264 nm (2014 _KURULUMHESALINM 2017-12-23 14-25-22PH3ME D]
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WWD1 A, Wavelengtn=284 nm (2014_KURULUMHKSALININ 2017-12:23 14-25-22PHIM10.0)
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pH 3 ortaminda Noskapin HPLC kromatogramlari
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VD1 A, Wauesength=264 nm (2014_KURULUMIHKSALINM 2017-12-23 14-25-22PHINZ D)
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VD1 A, Waveiength=254 nm (2014_KURLLUMHKSALINIM 2017-12-23 14-25-Z2PHINa.D)

i)

VWD1 A, Wauelength=254 nm (2014_KURULUNIHKSALINIM 2017-12-23 14-25-22PHINA D)
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VWD1 A, Wavelength=284 nm (2014_KURULUMHKSALINIM 2017-12-23 14-25-22PH3NG D)
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VIWD1 A, Wavelength=284 nm (2014_KURULUMHKSALINIM 2017-12-23 14-25-22PH3NG D)

#
5
[
L
E
S
&
@ @
l T T T T T ] T T
] 2 4 i 3 il 2 14 & ]
VWD A, Wavelength=284 nm (2014_KURULUMBKSALINIM 2017-12-23 14-25-22PH3NG.D)
g
§
1
)
3
L]
. ¥
g &
¥
T T T T T ™ S T T T
2 4 i g il 12 14 B 18

112




VWD1 A, Wavelength=284 nm (2014_KURULUMHKCSALININ 2017-12:23 14-25-22PH3NID.0)
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Ek 4

In-vitro Ince Bagirsak Ortamn Kromatogramlari

Ph 7,4 Ortaminda Morfin HPLC kromatogramlari

VWD1 A, Waveiength=264 nm (2014_KURULUMHKSALINIME 2018-02-07 14-50-16iPHTM1 D}
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VWDT A, Wavelength=284 nm (2014 KURULUMHRSALININ 2018-02-07 14-50-16PHTMAD)
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Ek 5

Etik Kurul

Karan

Evrak Tarih ve sayist: 02/06/22017-E.18151

TC:
SAGLIK BILIMLER! BILIMSEL ARASTIRMA VE YAYIN ETIGI KURULU
KARARLARI
TOPLANTI SAYISI: 06 KARAR TARIHI: 18.05.2017

Universitemiz Bilimsel Aragtirma ve Yayin Etigi Yonergesi geregince, 10.05.2017 giinQ
yapilmas: planianan toplantida yeterli ¢ogunluk saglanamadig: icin toplantinin 18.05.2017
tarihinde yapilmasina karar verilmig olup Saghk Bilimleri Bilimsel Arastirma ve Yayn Etigi
Kurulu, Kurul Bagkam: Prof. Dr. Omer KARAHAN baskanlifinda toplanarak giindem
maddelerinin goriiiilmesine gegilmigtir,
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