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1. GIRIS

inflamatuvar bagirsak hastaig (IBH) sindirim sisteminin
tamaminin veya bazi bélgelerinin kronik inflamasyonudur. IBH'nin Crohn
hastaligi (CH) ve Ulseratif kolit (UK) olmak Uzere baslica iki tipi bulunur.

CH’nin terminal ileumda gdriilmesine karsin, UK kolonu tutar.

IBH intestinal inflamasyon ve mukozal doku hasariyla baslar,
bozulmus immun cevapla ilerleyerek intestinal ve ekstra intestinal

belirtilere sebep olur.

IBH'nin nedeni tam olarak ortaya c¢ikmamakla birlikte
badisiklik, kalitimsal nedenler ve c¢evresel faktorlerin hastaligin

olusumunda rol oynadigdi bilinmektedir.

Reaktif oksijen turleri, oksijenin normal metabolizmasi ile
olusan ve eslenmemis elektron tasimalari nedeniyle reaktivitesi c¢ok
yuksek Urunlerdir. Reaktif oksijen turlerinin yikici o6zelliklerine karsi
dokularda antioksidan savunma sistemleri bulunur. Reaktif oksijen
metabolitlerinin Uretimindeki artis ve antioksidanlar tarafindan etkisiz hale
getiriimeleri arasindaki dengesizlik sonucunda oksidatif stres artmaya

baslar.

Son vyillarda oksidatif stresin iBHda énemli bir faktor oldugu
tezi One c¢ikmaktadir. Bu nedenle antioksidanlarin bu hastaligin

tedavisinde kullanimi gittikgce 6nem kazanmaktadir.

Melatonin (MEL) immunoregulasyon, inflamasyonal cevap
olusumu ve oksidatif stres Uzerinde 6nemli fizyolojik role sahip, epifiz
bezinde uretilen bir hormondur. MEL'in immun sistem stimulasyonu,
epitelyal rejenerasyon stimulasyonu ve antioksidan &zellikleriyle IBH

tedavisinde yararl olabilecegi gosterilmistir.

Son yillarda vyapilan c¢alismalarda nano boyuttaki
partiklllerin, kolonik inflamasyon bdlgesinde daha uzun sure kalarak

yiksek oranda biriktigi gosterilmistir. Bu nedenle IBH'da antiinflamatuvar
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ve antioksidan etki gosteren ilaglarin nanopartikller ilag tasiyici sistemler

ile verilmesi halinde daha iyi etkinlik saglayacagi fikri 5Gnem kazanmigtir.

Kolona 0Ozgu ilag tasiyici sistemler konvansiyonel ilaglara
gore etkin maddelerin, etki yerinde istenilen konsantrasyona daha dusuk
doz ile ulasmasini saglayip, istenmeyen sistemik yan etkilerin goértlme
sikigini azaltir. IBH’nin tedavisinde kolona hedeflendirme, konvansiyonel
ilaglara gore daha basarihdir.

Pektin, kolonda bulunan bakterilerin Grettigi enzimler
tarafindan pargalanan dogal bir polimerdir. Kolona 6zgu ilag tasiyici

sistemlerin hazirlanmasinda kullaniimaktadir.

Bu galismanin amaci IBH’da uygulanmak lizere MEL igeren
pektin nanopartikullerinin hazirlanarak, etkinliginin in vitro ve in vivo
degerlendiriimesidir. ~ Yapilan literatir incelemesinde = MEL-pektin
nanopartikiillerinin ~ iBH'daki  etkisinin  incelendigi  bir calismaya

rastlanmamistir.
Bu baglamda;

e Nanopartikuller hazirlanirken cesitli parametreler
degigtirilerek bunlarin partikal buyuklugu, zeta potansiyeli ve etkin madde
salimi Uzerine etkileri incelenmigtir.

e Nanopartikuller hazirlandiktan sonra Phytia® yapay sinir agi
programi kullanillarak optimum nanopartikil formullasyonu Uzerinde
cahisiimistir.

e in vitro deneylerden elde edilen sonuglar 1siginda en uygun
formulasyon secilmis ve trinitro benzen sulfonik asit (TNBS) ile kolit
indUklenen siganlarda oral ve intrakolonik uygulamadan sonra in vivo
olarak etkinligi biyokimyasal, histolojik ve immunolojik olarak

degerlendirilmigtir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Kolonun Anatomik ve Fizyolojik Ozelikleri

Kolon, ileogekal baglantidan baglayip antise kadar uzanan,
sindirim sisteminin en son kismidir. insanlarda 130-150 cm uzunlugunda
ve 2,5-8,5 cm capindadir™? (Sekil 1).

INEN KOLON
10 cm
CIKAN KOLON

10 cm

CEKUM

Scm

SIGMOID KOLON
50 cm

ANAL KANAL Scom [§

Sekil 1. Kolonun fizyolojik yapisi®

Kolon ince bagirsaklara gére daha genis bir gapa sahip olup
luminal igerigi daha viskozdur. ince bagirsaklarin aksine absorpsiyondan
sorumlu mikrovilluslar ve besinlerin sindiriminden sorumlu enzimler
icermez’.

Kolonik epitelyumun major fonksiyonu kalin bagirsak Ust
kisminda sivi  ve elektrolit absorpsiyonunun  gerceklesmesidir.
Sindirilemeyen materyallerin (sellloz, bakteri gibi) eliminasyonundan kolon

sorumludur.



2.2. Kolon Mikroflorasi

Dogumda insan kolonu sterildir. Neonatal dénem ve hayatin
ilk aylarinda mide-bagirsak kanalina bakteriler yerlesmeye baslar ve
zamanla gastrointestinal kanalin degisik yerlerinde kompozisyonlari farkh
olan mikroflora olusur®. Midede aside dayanikli gram negatif aerob tiirler

yasarken kolonda yasayan bakterilerin cogu anerobtur.

Kolonda yasayan baglica bakteri turleri Bacterioides,

Bifidobacterium ve Eubacterium’dur®.

Enterik immun sistem ile mikroorganizmalar arasindaki
dengenin bozulmasi, kronik inflamatuvar bagirsak hastaligini (iBH)
baglatan sireci tetikler. IBH'de ba@irsak limenindeki bakteri sayisinin

oy

arttigina ve flora kompozisyonunun degistigine ait bilgiler vardir®.

Endojen kolon bakterileri sindiriimeden gecen karbonhidrat
ve proteinlerin yikiminda onemli rol oynarlar. Ayrica enterohepatik dolagim
ile yeniden kazanilan birgok maddenin (biliribin, safra asitleri, dstrojen,
kolestrol) metabolizmasinda gorev alir. K vitamini gibi gerekli maddeleri
uretirler. Sahip olduklari polisakkaridaz tdrevi enzimlerle baz ilaglarin

kolona hedeflendiriimesinde énemli rol oynarlar®.

Genelde Ulseratif kolit ve Crohn hastaligi olanlar saglikl
bireylerle kiyaslandiginda bakterilerin glikozidaz aktivitesinde azalma

oldugu gdzlenmistir’.
2.3. Kolonik pH

Gastrointestinal (Gl) alanin pH’sI salim sistemlerini dogrudan
etkileyen bir faktordir. Saglikh bireylerde GI alan pH’si iyi bir gekilde
tanimlanmigtir. Altmigalti saglikl bireyde yapilan bir calismada elde edilen
Gl pH degerleri Tablo 1’de verilmistir®.



Alti Ulseratif kolit (UK) hastasi ile yapilan bir galismada
saglikh bireylere gore daha dusuk pH degeri gdzlenmigtir (2.3, 2.9 ve 3.4).
Crohn hastaligi (CH) olan hastalarda ise intraluminal pH degerleri sag
kolonda daha dusuktir (pH 5.31£0.3) ve distal kolonda daha asidik ortam

gozlenmistir®.

Tablo 1. Normal bireylerden elde edilen pH degerleri8

Bolge n pH (oRTisS)
Jejunum 55 6.631£0.53
Orta-ince bagirsak 52 7.41+£0.36
lleum 58 7.49+0.46
Sag kolon 66 6.37+0.58
Orta kolon 51 6.61+0.83
Sol kolon 50 7.04+0.67
Tiim ince bagirsak 51 7.30+0.34
Tiim kolon 48 6.63+0.67

2.4. intestinal Gegis

Oral preparatlarin kolona ulasma suresi mide igeriginin
bosalmasina ve ileogekal baglantida tutulma slresine goére degisir.
Kolondan gegis suresi ise preparatin sekline, buyukligine, aglik-tokluk
durumuna, hastalik durumuna ve yaga bagl olarak birkag saatten iki gline
kadar degiskenlik gdsterir'®.

Oral hedeflendiriimis sistemler igin intestinal gecis suresi
onemli bir parametredir. Kapsul ve tablet gibi monolitik sistemler, ¢ozelti ve
partikuler sistemlerin tim ¢ikan kolona yayilmasi nedeniyle kolondan daha

hizli geger.

IBH hastalarinda intestinal gecis siiresi saglikli bireylerle
kiyaslandiginda farkli olabilmektedir. Bu farkliik mukozal inflamasyon ve

onun neden oldugu degisikliklerden kaynaklanmaktadir®. UK hastalarinda
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Gl sistemden toplam gecis suresinin daha uzun oldugu gézlenmigstir (56

saat ve 78 saat olmak lizere)'.
2.5. Kolondan ilag Absorpsiyonu

Kolonik absorpsiyonun buyuk kismi kolonun ilk yarisinda
gerceklesir, ikinci yari daha c¢ok depolama ve defekasyon ile ilgilidir.
Kolonda ilaglarin absorpsiyonu, transselller transport ve daha ¢ok
paraselller transport ile gergeklesir. Kolon epitel hucreleri arasindaki
baglantilar ince bagirsaktakilere oranla ¢ok daha sikidir ve ilaglarin
absorpsiyonunda onemli bir engel olugturur. Ancak ilaglarin kolonik

mukozayla temas suresi uzun oldugundan absorpsiyon orani artar.

Absorplanan etkin madde venoz ve/veya lenfatik kapilerler
yoluyla sistemik dolagima katilir. Hidrofilik ilaglar vendz yolla ¢ok kisa
sirede sistemik dolasima katiir ancak karacigerde ilk gecis
eleminasyonuna ugrarlar. Hidrofobik ilaglar ise lenfatik yollardan daha
uzun surede sistemik dolagima gecerler ancak hepatik ilk gegis etkisine

ugramazlar'?,
2.6. inflamatuvar bagirsak hastaligi: Ulseratif Kolit ve Crohn Hastaligi

IBH bashg altinda birbiriyle iligkili ancak farkli hastaliklar
olarak tanimlanan UK ve CH vyer almaktadir. Bu iki hastalik Klinik,
endoskopik ve histolojik Ozellikleri ile birbirinden ayrilir (Tablo 2). Ancak
bazi hastalarin klinik tablosu bu iki hastalik arasinda kalir ve indetermine

kolit olarak adlandirihr®.

CH birincil olarak ince bagirsagi, 6zellikle de ileumu tutarken,
UK ise sadece kolon hastali§i olarak ortaya ¢ikar, rektumdan proksimale
dogdru ilerler. Her iki hastalik da gerek belirti ve bulgulari, gerekse seyirleri
acisindan genel olarak birbirlerine benzer. Her ikisi de bagirsak disi birgok
organda olusturabildikleri komplikasyonlar ve malinite potansiyelleri

nedeniyle kolon ve rektum hastaliklari arasinda énemli yer tutarlar®*.



Tablo 2. Crohn hastaligi ve iilseratif kolitin klinik ve diagnostik ozellikleri®

Crohn Hastaligi

Ulseratif Kolit

Semptom ve bulgular
Karin agrisi

Diyare

Rektal kanama

Kilo kaybi

Ates

Malnitrasyon

Abdominal kitle

+++

+++

+++

+++

++

+++

+++

+++

Tutulum paterni

Sigrayici lezyonlar seklinde

Devamli diz bir sira sek.

Tutulan bélgeler

Gastrointestinal  kanalin
herhangi bir kismi tutulabilir.

Siklkla ileum tutulur.

Sadece rektum ve kolon
tutulur.

Endoskopik bulgular

Segmental inflamasyon
Kaldirim tasi manzarasi

Aftdz ve lineer Ulserler

Yaygin inflamasyon
Eritem

Frajilite ve granularite
varligi

Vaskuler belirginligin
kaybolmasi

Psodopolipler

Histolojik bulgular

Transmural inflamasyon

Granilom

Mukozal inflamasyon

Kript abseleri

Radyolojik bulgular

Bagirsak duvari kalinlagmasi
Yag birikimi

Obstriiksiyon

Toksik mega kolon




2.6.1. Hastalik Lokalizasyonu

Hedeflendirilmis salim sistemlerinde 6nemli noktalardan biri
de hastali@in olustugu kolonik bélgedir. UK'de inflamasyon bélgeleri daha
¢ok kolondan proksimal alana kadar uzanmaktadir. CH'da ise
inflamasyonun baskin oldugu alan distal ileum olup; hastalarin %30-
%40’ inda kolonda rastlanmaktadir. Bdylece UK ve CH olan hastalarin

tedavisinde salim sistemleri farkl olacaktir.

UK vakalarina, hastali@in tuttugu kolonik bolgeye goére farkli
isimler verilmektedir. Hastallk sadece rektumu tuttugunda proktit (Sekil
2a), proksimale yayilan sigmoidal kolonu tuttugunda proktosigmoit (Sekil
2b), splenik fleksuraya kadar olan tutulumda distal kolit (Sekil 2c), cekuma
kadar tiim kolon tutulumuna ise pankolit (Sekil 2d) ad verilir*®.

Sekil 2. UK vakalarinda hastahgin tuttugu bdlgeye gére verilen isimler™.

2.6.2. Ulseratif Kolit Etyopatolojisi

iBH'nin hastalik mekanizmasini tetikleyen etkenler halen
bilinmezligini  korurken, hastaligin ilerlemesinde yer alan olasi
mekanizmalar ve medyatorler konusunda giderek daha fazla teoriler
geligtirimektedir. Genetik ve c¢evresel faktorlerin kombinasyonunun
hastaligin olusumunda etkili oldugu dusunulmektedir. Yapilan genom
incelemeleri ile 1. ve 4. kromozomda Ulseratif kolite hassas genlerin

oldugu bulunmustur®’.



Ulseratif kolit ile iligkili patolojik bulgular belirli inflamasyon
medyatorlerinde artig, oksidatif stres belirtileri, kolonik ¢evrenin bozulmasi,

olarak bildirilmigtir'®.

2.6.2.1. inflamasyon Medyatorleri

immiin  cevabin diizenlenmesinde hiicreler arasindaki
iletisimi saglayan glikoprotein yapisindaki bilesiklere sitokinler denir. Dogal
immunitede sitokinler, mononukleer fagositler ve dogal oéldurtcu (natural
killer, NK) hucreler tarafindan dretilir. Kazaniimig immdunitede ise T

hiicreler: tarafindan tretilirler*®.

iBH'da kolon epitelyal hiicrelerindeki ve immiin sistemdeki
anormal aktivasyon sonucu gelisen lenfosit proliferasyonu ve IL-1
(interlékin 1-beta), IL-6, IL-8, IL-10, IL-17, IFN-y (interferon gamma),
prostagladinler, TX (tromboksan), LTB4 (lokotrien-B4), TNF-a (tumor
nekrozis faktor-alfa), PAF (platelet aktive edici faktér) gibi sitokinler ve
noétrofillerden salgilanan asiri NOy (nitrit oksit) akut intestinal inflamasyonu
baslatir’*. Hastaliga yatkinligi olmayanlar bu inflamasyonu immiin cevabin
down-regulasyonu ile sinirlandirarak geride herhangi bir skar dokusu
kalmaksizin iyilesmeyi saglarlar. Genetik olarak vyatkin Kkisilerde ise
inflamatuvar cevap baskilanamaz ve doku yikimini takiben kronik

inflamasyon ve fibrozis gelisir'®®.

2.6.2.2. Oksidatif Stres

Dis orbitallerinde ortaklanmamis elektron igeren atom veya
molekullere radikal adi verilir ve “R” ile gosterilir. Bu bilesikler organizmada
normal metabolik yollarin igleyigi sirasinda veya cesitli dig etkenlerin
etkisiyle olugabilir. Kararsiz bir yapi gosteren bu tanecikler bir an dnce
kararl hale ulagsmak isterler, cok aktif yapida olup tum hucre bilesenleri ile
etkilesebilme 6zelligi gdstermektedir?.



Serbest radikallerin olusum hizi ile etkisizlestiriime hizi
dengede oldugu surece, organizma bu bilesiklerden etkilenmemektedir.
Buna karsilik savunma azalir veya bu zararh bilesiklerin olusum hizi
sistemin savunma gucunu asarsa, bu denge bozulmakta ve serbest
radikallere bagl zararli etkiler ortaya ¢ikabilmektedir. Bu duruma oksidatif

stres denir®>.

Ulseratif kolitte intestinal mukozada oksidatif stres artisini
gbsteren belirtiler gésterilmistir. Bir calismada her iki IBH grubunda kontrol
grubu ile kiyaslandiginda oksidatif DNA hasarini gosteren 8-hidroksi-

deoksi guanozin (8-OHdG) seviyesinde artis oldugu gosterilmistir?*.

2.6.2.2.1. Reaktif Oksijen Metabolitleri (ROM)

Oksijen canlilarin yasamlarini surdurebilmeleri igin mutlak
gerekli bir elementtir. Oksijen, hicre icinde dort elektron gerektiren bir dizi
reaksiyon sonunda indirgenir, bu sirada hucre kendisi igin gerekli enerjiyi
saglar. Bu suregte oksijenin az bir kismi (%1-3) tam olarak suya
donlisemez ve bu reaksiyonlarda ara urun olarak serbest radikaller olan
stperoksit anyonu (O,*), hidrojen peroksit (H,O,) ve hidroksil radikali

(OH") olusur. Bu bilesiklere reaktif oksijen metabolitleri denir®.

Organizmada meydana gelen slperoksit anyonu (Oy*)
superoksit dismutaz enzimi tarafindan hidrojen perokside (H2O5)
donagstaruldr. Fenton reaksiyonu sonucu hidrojen peroksitten (H2O5)
hidroksil radikali (OHe) olusmaktadir. Fenton hipotezine goére OHe
radikalleri DNA'ya saldirarak hasar olusturur, H,O, ve O," ‘nin dogrudan

hasar yapma yetenegi yoktur?.

Organizmada cesitli fizyolojik ve patolojik suregler sonucunda
meydana gelen ROM’larin intestinal inflamasyon patogenezinde énemli rol

oynadi§i diistiniilmektedir?’.
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Yapilan bir calismada, IBH olan bireylerde DNA hasarinin
onemli bir belirleyicisi olan adenozin difosfat ribozil transferaz (ADPRT)
enzim duzeylerinin normal bireylere gore ¢ok daha yuksek oldugu ve bu
durumun hidrojen peroksit (H,O,) indukli DNA sentezinden kaynaklandigi
belirtilmistir?®.

Yapilan bir diger calismada, 17 UK'li bireyin nefesindeki etan
(oksidatif metabolizmanin son urlnu) seviyeleri gaz kromatografisi ile
Olgulerek normal bireylerle kiyaslanmigtir ve hasta bireylerde ¢ok daha
yuksek bulunmustur. Nefesle verilen etan seviyesindeki artis lipid
peroksidasyonunun &nemli gostergelerinden biridir. UK'li hastalarda
gorulen intestinal hasar ve intestinal kanama Fenton reaksiyonu
sonucunda meydana gelen OHe- ‘in lipid peroksidasyonunu indiklemesiyle
ilisiklendirilir®®.

Tiziin ve ark.*® yaptig bir calismada, IBH'da serbest radikal
artisinin en dnemli gostergelerinden biri olan plazma glutatyon peroksidaz
(GSH-Px) seviyeleri aragtinlmigtir. IBH'da artan serbest radikal
dizeylerine bagl olarak gelisen oksidatif strese yanit olarak plazma GSH-
Px diizeyleri artmistir. Bu durum iBH’nin etyolojisinin temelinde, artan
serbest radikal ve ROM duzeylerinin neden oldugu oksidatif stres ve

azalan antioksidan kapasite oldugu gostermektedir.

Otuzyedi Crohn hastasi Uzerinde yapilan bir ¢calismada ise
oksidatif stresi degerlendirmek Uzere hastalarin lipit peroksidasyon
seviyesi ve plazma antioksidan konsantrasyonlari olgulmustar. Lipit
peroksidasyonu solunumla verilen pentan, etan miktari ve F,-izoprostan
seviyeleri ile degerlendirilmistir. Crohn hastalarinda her Ug¢ parametre de
saglikli kontrol grubu ile kiyaslandiginda yuksek bulunmustur. Plazma
antioksidan (askorbik asit, a ve B-karoten, likopen ve [B-kriptoksantin)
seviyeleri de Crohn hastalarinda kontrol grubu ile kiyaslandiginda anlamli
derecede dusuk bulunmustur. Bu bulgular Crohn hastaligi olan bireylerin

oksidatif stres altinda oldugunu géstermektedir?®.
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Yirmidort Crohn hastasi ve 18 ulseratif kolit hastasini igceren
bir klinik calismada, hasta bireylerin ve saglkh gonullilerin plazma
malondialdehit (MDA) seviyeleri karsilastiriimistir. Crohn hastaligi olan
bireyler, kontrol grubu ile kiyaslandiginda plazma MDA seviyesi anlamli
derece daha yiksek bulunmustur. Ulseratif kolitli hastalarda da MDA
seviyesi daha yuksek olmasina ragmen kontrol grubu ile kiyaslandiginda

anlamli degildir®”.

UK hastalarindan alinan intestinal mukoza biyopsilerinde
reaktif oksijen bilesenleri, DNA oksidasyon Urlnleri, ve demir seviyesinde
kontrol grubu ile kiyaslandiginda anlamh dizeyde bir artis oldugu
gosterilmistir. Ayrica bakir (Cu*?) ve ginko (Zn*?) seviyelerinde ve endojen
antioksidan bir enzim olan superoksit dismutaz kofaktorlerinde azalma

gozlenmistir®®,

intestinal mukozanin bitlinligl, glutatyon/glutatyon disdilfit
ile sistein/sistin arasinda gergceklesen Iuminal redoks reaksiyonlar
tarafindan muhafaza edilir. Bu redoks reaksiyonlar, lumenden sindirilmig
maddelerin absorpsiyonunda, intestinal bakteriyel floranin bUutinlGgan
saglanmasinda ve mukusun akigkanliginin belirlenmesinde rol oynar. Bu
iki redoks ¢ifti intestinal mukozanin rejenerasyonunu, hicrelerin
proliferasyonunu, farklilasmasini ve apoptozisini yoneterek belirler. iBH'da
bu redoks reaksiyonlar bozulur, redoks sinyaller oksidatif stres nedeniyle
dejeneratif mukozal hasarin olusmasina yol agar. Sinyalin bozulmasindaki
en onemli faktor inflamasyon hicrelerinden yuksek miktarda salgilanan
ROM'dir®.

2.6.2.3. Kolonik Cevre

Spesifik bir patojenin izole edilememis olmasina ragmen,
kolitte bakterilerin rol oynadigini gdsteren bulgular vardir. Ozellikle

patojenik Escherichia coli kolit ile iliskilendirilmistir®2.
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Arastirmacilar bu bakterilere karsi gelistirilen immun cevabin
UK etyolojisinde rol oynayabilecegini diistinmektedir. IBH'da inflamasyonel
sureci baslatan uyarinin siklikla anaerobik bir bakteri tarafindan
baslatildig diistinalir®.

2.7. inflamatuvar Bagirsak Hastaliginda Tedavi Yaklasimlari

Kolona ilag tasinmasi rektal ve oral yoldan yapilabilir.
Konvansiyonel oral ilaglar kolona ulasmadan ¢ok daha 6nce absorplanir,
rektal preparatlar ise yukselen kolon bdlgesine ulagsmakta yetersiz
kalmaktadir, bu nedenle kolona ila¢g tasiyan oral sistem arastirmalari
giderek artan bir ivme kazanmigtir. Oral kolona hedeflendirilmis sistemler,
kolonun kendine 0zgu fizyolojik Ozelliklerinden yararlanarak igerigindeki

formiilasyonu istenilen kolon bélgesinde acida cikarir™.

IBH genellikle GI alanda spesifik bélgelerde lokalize olur.
(CH terminal ileumu, UK ise kolonu tutar.) IBH’nin tedavisinde kullanilacak
ila¢c seklinin secgilmesindeki en 6nemli etken hastaligin kolonun hangi
bolgesini tuttugudur. Ulseratif proktit (sadece rektum tutulumu) tedavisinde
ilk yaklasim rektal yolla uygulanan topikal ila¢ sekilleriyken ileumu tutan

CH’nin tedavisinde topikal uygulamanin yeri yoktur*.

Yapilan bir ¢alismada rektal yoldan verilen ilaclarin distal
kolondaki dagiliminda etkili formulasyon parametreleri arastiriimistir.
Uygulanan ilaglarin hacminin ve viskozlugunun etkin bir faktor olabilecegi
belirtiimistir. Bu arastirmacilar 5-ASA enemasinin kolondaki dagilimini
sintigrafik inceleme yaparak tespit etmislerdir. Yapilan sintigrafik
¢alismalarda supozituvarin ilaci sadece rektumda saldigi, kopuk halinde
sigmoid kolona kadar, enema formunda ise splenik flekstr'e kadar

yayildigi gdzlemlenmistir®® (Sekil 3).
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D Enema
B Kopk

- Supozituar

Sekil 3. Rektal alinan preparatlarinin kolonda dagihimi®

iIBH'nin standart tedavisinde aminosalisilat ve kortikosteroid
bilesikleri yer almaktadir. inflamasyonun  lokalizasyonu, miktar  ve
aktivitesine baglh olarak ilaglar topikal, sistemik veya kombinasyon
seklinde kullanilabilmektedir. Dolayisiyla [BH tedavisi bir piramit

sisteminden olugsmaktadir (Sekil 4).

Siddetli hastalik

Orta hastalik

Hafif hastalik

Sekil 4. iBH tedavisinde piramit yaklagimi®
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Hastaligin tedavisine aminosalisilatlarla baglanir, siddeti
arttikga rektal preparatlardan sistemik preparatlara gegilir ve tedaviye
steroidler eklenir. Daha siddetli vakalarda ise tedaviye immunomodulator

ilaclar eklenir ve cerrahi prosediir baslatilir®®.

iIBH ilaclarla tedavisindeki ana hedef, kiiciik idame dozdaki

ilaglarla hastaligin akut alevienmesinin engellenmesidir®’.

2.8. inflamatuvar Bagirsak Hastaliginda Tedavi Amagh Kullanilan

ilaglar

Tedavi, hastaligin aktivasyon durumuna gore aktif hastaligin
tedavisi ve idame tedavisi seklinde ikiye ayrilir. Aktif hastalik; hafif-orta
aktiviteli veya orta-siddetli aktiviteli olabildigi gibi, siddetli seyirli de olabilir.
Ayrica tutulan kolon segmentine gore kolonun sadece bir kismini (proktit)
veya tim kolonu (pankolit) kapsayabilir. Bu durumlarda tedavi farkhlik arz

eder’®,

inflamatuvar bagirsak hastali§i tedavisinde kullanilan ilaglar

0zet halinde Tablo 3'de verilmigtir.
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Tablo 3. iBH tedavisinde kullanilan ilaglar®

Aminosalisilatlar
(Sulfasalazin ve 5-ASA)

Azulfidin, Olsalazin, Asacol, Pentasa, Balsalazid

Kortikosteroidler

Hidrokortizon, Prednizon, Budesonid

immunomodulatér ajanlar

Azathioprine, 6-Merkaptopurin, Siklosporin A,
Metotreksat, Anti- TNF-a antikor, IL-10, IL-11,
IL-1 reseptdr antagonisti, Anti-CD4 antikor

Antibiyotikler

Metronidazol, Siprofloksasin, Klaritromisin,
Trimetoprim-Silfametoksazol

Yeni potansiyel ilaglar

Antioksidanlar & Serbest radikal yakalayicilari
(melatonin, vitamin C, vitamin E)

Lokotrien inhibitorleri

Kisa zincirli yag asitleri

(asetat, propiyonat, bitirat)

Probiyotikler

2.8.1. IBH Tedavisinde Antioksidanlar & Serbest Radikal Yakalayicilari

iBH'da ROM (retimindeki artis dogrudan veya dolayli olarak
mukozal doku hasarina neden olmaktadir. IBH'da ROM'nin ana kaynagi
fagositik Idkositlerdir. Inflamasyon boyunca bu hiicreler bliyik oranda

intestinal mukozaya sizarlar ve fazla miktarda ROM salinmasina neden

olurlar.

intestinal mukoza endojen antioksidan koruma sistemlerine
sahip olmasina ragmen, burada akciger, karaciger gibi diger organlarla
kiyaslandiginda seviyeleri daha disuk miktardadir. Ayrica inflamasyon

suresinde bu sistemler zayiflayabilir ve mukoza oksidatif hasara agik hale

gelir®.




iBH'da tedavi yaklagimlari arasinda oksidatif stresi énlemek
amaciyla ROM Ureten enzim inhibisyonu, ROM yakalayicilarin
kullanilmasi veya hucresel antioksidan kapasitesinin artiriimasina yonelik
yaklasimlar yer almaktadir®’.

Kanada’da yapilan ve 126 IBH olan bireyi kapsayan bir
calismada, saglikli bireylerle kiyaslandiginda, IBH olan bireylerin; plazma
vitamin E, vitamin A, vitamin Bg, vitamin B, ve ¢inko duzeyleri ile
hemoglobin ve ferritin degerleri anlamli derecede dusuk bulunmustur.
iBH'nin tedavisinde antioksidan desteginin énem arz ettigi ifade

edilmistir®.

IBH olan bireylerde intestinal epiteliyal hicrelerinden ve
aktive olmus inflamasyon hucrelerinden salinan ROM, dokularin sahip
oldugu glutatyon, bakir ve kofaktérl ¢inko olan superoksit dizmutaz gibi
endojen antioksidanlari ¢ok gabuk tuketir. Disardan antioksidan takviyesi
olmamasi durumunda oksidatif doku hasari olugsmaya baglar. Olusan
hasar inflamasyon bolgesinde daha ¢ok ROM olugsmasina neden olur ve
antioksidan ihtiyaci daha da artar. Antioksidanlarin iBH tedavisine farkli bir

bakis acisi getirebilecegi diistinilmustiir®.

Li ve ark.* dekstran sodyum siilfat (DSS) ile kolit
olusturulmus farelerde vitamin E’nin antioksidan ve antiinflamatuvar
etkilerini arastirmistir. Sigcanlara %0.03, %0.1 ve %0.3 vitamin E ile
zenginlestiriimis yem verilmis ve kolit olusumunun ardindan, 8-hidroksi-
deoksi guanozin (8-OHdG) ve prostaglandin E, duzeyleri o6lgulmus,
inflamasyon indeksleri  kontrol grubuyla kiyaslanmigtir.  Calisma
sonucunda E vitamininin doza bagdimli olarak, ROM’lerinin olusturdugu
luminal oksidatif stresi ve buna bagli olarak meydana gelen DNA hasarini
anlamh oélgude azalttigi ve bu etkilerini antioksidan enzim ve proteinlerden
bagimsiz olarak kendi basina serbest radikalleri yakalayarak

gerceklestirdigi gosterilmistir.
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DSS ile kolit olusturulmus si¢anlar Gzerinde yapilan bir diger
¢alismada, n-asetil sisteinin (NAC) antioksidan ve antiinflamatuvar etkileri
arastinimistir. Siganlarda kolit olusturulduktan sonra NAC igme suyuyla
birlikte 150 mg/kg dozunda 45 gin boyunca deney hayvanlarina

verilmigstir. Elde edilen veriler Tablo 4’de 6zet halinde verilmistir.

Tablo 4. Kolit calismasinda elde edilen kolonik MDA, NO ve GSH dijzeyleri45

Kontrol grubu Kolit grubu Tedavi grubu
(OrtxGA) (OrtxGA) (OrtxGA)
MDA (nM/mgprotein) 0.2240.02 1.91+0.13 0.350.01
NO (uM/mg protein) 10.4+0.1 21.3+0.8 12.29+0.9
GSH (uM/mg protein) 20.07+0.69 11.4210.34 17.65+1.74

Calismada elde edilen veriler 1siginda, uzun sureli NAC
tedavisinin fagosit kaynakli ROM’ni temizleyerek oksidatif stresi
dengeledigi, epiteliyal hiperplaziyi diizelterek IBH'nin tedavisinde yararli

olabilecegi gorilmistir®.

Briickner ve ark.*® yapti§i bir calismada DSS ile kolit
olusturulan sigcanlarda, yesil gay ekstresinin en kuvvetli antioksidan bilesigi
olan epigallo katesin 3-gallatin antioksidan etkisi arastiriimistir.
Hayvanlara 6.9 mg/kg dozunda verilmigtir. Lipit peroksidasyonunun son
ariint ve en 6nemli gostergesi olan malondialdehit (MDA), iltihapli kolon
dokusundaki nétrofil infiltrasyonunun belirteci olan miyeloperoksidaz
(MPO) ve bagirsakta antioksidan olarak gorev yapan enzimler olan
superoksit dizmutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) duzeyleri
arastirilmistir. Antioksidan oOzellikteki bilesigin lipit peroksidasyonunu ve
noétrofil infiltrasyonunu azalttigi, tedavi edilmeyen kolit grubunda yuksek
olan SOD ve GSH-Px duzeylerinin tedaviyle birlikte dustugu gorulmustar.
Antioksidan 6zellikteki bilegiklerin IBH tedavisinde onem arz ettigi

belirtilmistir.
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2.9. Etkin Maddelerin Kolona Hedeflendirilmesinde Uygulanan

Yontemler

Kolona 0zgu ilag tasiyict sistemler asagidaki gibi

siniflandirilabilir®’.

1. pH kontrollt ilag tasiyici sistemler

2. Zaman kontrolll ilag tasiyici sistemler

2.a. Membran sistemler

2.b. Sigen sistemler

2.c. Ozmotik sistemler

3. Mikrobiyal enzim kontrolll ilag tasiyici sistemler
3.a. Azo polimerlerin kullanildigi sistemler

3.b. Glikozidik polimerlerin kullanildigi sistemler
3.c. On-ilaglar

4. Basing kontrolll ilag tasiyici sistemler

Calismada kullanilan pektin kolondaki mikrobiyal enzimlerle

parcalandigi igin sadece bu konuda bilgi verilecektir.

2.9.1. Mikrobiyal Enzim Kontrollii llac Taslyici Sistemler

ince bagirsakta ve kolonda yasayan bakteri sayisindaki ¢ok
baylk farka dayanarak geligtirilen sistemlerdir. Enzim kontrolli ilag
salinmasi, kolonda bulunan mikroorganizmalarin ya bizzat kendisi veya
urettigi enzimler tarafindan vyurGttlir. Mikroorganizmalarin Urettikleri
enzimler gbz onune alinarak; on ilaglar, hidrojeller, matriksler ve biyolojik

yikima ugrayabilen kaplama maddeleri gelistirilmistir®®.

Kolonik bakteriler tarafindan Uretilen enzimler, hidroliz
(glikozidaz, sulfataz, amidaz, esteraz), rediksiyon (cifte baglar, nitro
gruplari, azo gruplan), dealkilasyon, deaminasyon, asetilasyon,

dekarboksilasyon gibi metabolik reaksiyonlari gergeklestirebilir*®.
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Bu sistemler, Ust gastrointestinal kanaldan kolona gegince
enzimatik hidroliz ile etkin maddenin tasiyici molekilden ayrilarak agiga

cikabilecegi sekilde tasarlanmaktadir°.

Polisakkaritler, monosakkaritlerden olusmus polimerlerdir.
Sindirim enzimleri ve gastrik pH’ya dayanikli olduklari igin buttnluklerini
ust mide bagirsak kanalindan gecerken korurlar. Kolona ulastiklari zaman

bakteriyel polisakkaridazlar yardimiyla biyolojik olarak yikima ugrarlar.

Dogal polimerler ¢ok dusik toksisiteye sahip olmalari,
biyolojik olarak yikima ugrayabilmeleri nedeni ile kolona ilag tasiyici

sistemler olarak kabul gérmektedir.

Bu amagla kullanilan bilesikler nisasta (amiloz), guar zamki,
pektin, kitozan, seluloz, indlin, kondriotin sulfat ve dekstran gibi
polisakkaritlerdir™ (Tablo 5).

Tablo 5. Kolona hedeflendirmede kullanilan polisakkaritler™

Polisakkarit Elde edildigi kaynak Yapisini olusturan birim
Nisasta Bitkisel a-(1-4) bagh D-glikoz

Sellloz Bitkisel -(1-4) bagh D-glikoz

Aljinik asit Kahverengi algler a-(1-4)-bagh D-mannuronik asit,

B-(1-4)-bagl L-glukronik asit

Pektin Kuru narenciye kabugu | a-(1,4) bagh D-galaktouronik asit

Hyaluronik asit Hayvansal B-(1-3)-bagliN-asetil-D-glukozamin,
D-galaktouronik asit

Dekstran Mikrobiyal (Leuconostoc a-(1-6) bagh D-glikoz
mesenteroides tirl)

Guar zamki Bitkisel B-(1-4)-bagh D-mannoz Unitelerine
bagh a-(1-6) D-galaktoz

indlin Bitkisel B-(2-1)-fruktozil bagli D-fruktoz
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ilaglarin  kolona hedeflendiriimesinde polisakkaritler tek
baslarina kullanilabilecegi gibi pektin-HPMC, aljinat-kitozan, kitozan-
HPMC, etil selUloz-nigsasta, kitozan-pektin ve guar zamki-aljinat

kombinasyonlari seklinde de kullanilabilir>*.

Acartirk ve Celkan®® ’in galaktomannan yapisinda bir
polisakkarit olan guar zamki Uzerinde yaptiklari bir ¢alismada, teofilin
model ila¢ olarak segcilmigtir. 12 farkl tip guar zamki orneginin viskozite ve
partikil buyukluga farkliiklarinin  etkin  madde salimi Uzerine etkisi
incelenmistir. Guar zamki érneklerinin pseudoplastik akis gdsterdikleri ve
partiktl boyutunun blaylUmesiyle viskozitenin distigu gorulmustir. Polimer
ile dogrudan basim yoOntemiyle matriks tablet formulasyonlari
hazirlanmistir. Bu tabletler surekli akis hucresine yerlestirilerek pH 1.2, pH
4.5, pH 6.8 ve pH 7.4 ortamlarinda salim profilleri incelenmistir. Tium guar
zamki orneklerinin teofilin salimini geciktirdigi ancak iclerinden Gglnin

kolona hedeflendiriimede kullanilabilecegi belirtilmistir.

Tugcu-Demirdz ve ark.”® sodyum aljinat ve guar zamki gibi
dogal polimerleri kullanarak kolona hedeflenmis ilagc sekilleri tzerinde
yaptiklari bir calismada, ondansetron model ila¢ olarak secilerek direkt
baski yontemiyle matriks tabletler hazirlanmistir. Surekli akis hucrelerinde
yapilan salim c¢alismasi sonuglarina gore formulasyonda kullanilan
polimerin viskozitesi arttikga etkin madde saliminin azaldigi goralmustar.
Yapilan ¢alismanin sonucunda kolona hedeflendiriimis matriks tabletlerin
irrite bagirsak sendromunda visseral hassasiyeti azaltabilecek ve motor

aktiviteyi inhibe edebilecek umut verici bir sistem oldugu belirtilmigtir.

Tugcu-Demirdz ve ark.”® yaptigi bir diger galismada guar
zamki ile kolona hedeflendiriimis 5-ASA tabletleri hazirlanmistir.
Gergeklestirilen sintigrafik incelemeler 1siginda oral yoldan verilen
tabletlerin 24 saatin sonunda, 8 saglkl gonullinin hepsinde kolona

ulagtigi gozlenmigtir. Guar zamkinin, kalin bagirsaktaki bakterilerle
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enzimatik pargalanmasina bagl olarak, bu polimerin kolona hedefleme

¢alismalarinda uygun bir polimer oldugu kanisina variimistir.

Yapilan bir diger calismada yara iyilegtirici 6zelligi bilinen
sodyum aljinat kullanilarak antioksidan 6zellikteki MEL’in, kolona 6zgu jel
formiilasyonlari gelistirilmistir. in vitro kontroller sonucunda elde edilen en
iyi jel formUlasyonun, inflamatuvar bagirsak hastaligindaki oksidatif stres
Uzerine etkisi, asetik asit ile kolit olusturuimus sigcanlarda kolonik MDA,
NOx ve GSH diizeyleri dlciilerek degerlendirilmistir>*.

insilin iceren enterik kapli kitozan kapsiilleri kullanilarak,
insiilinin kolondan emilimi incelenmistir. insilinin ince bagirsaktan emilimi,
insulin iceren kitozan kapsulleri siganlara oral yoldan uygulandiktan sonra
siganlardaki insulin plazma duzeyi ve olusturdugu hipoglisemik etki
Olculerek bulunmustur. Mide ve ince bagirsak ortaminda ilag salimi
gbzlenmezken, sigan ¢ekum icerigi varliginda ilag saliminin anlamli olgude
arttigi  gorulmastur. Hipoglisemik etkinin, 8 saat sonra, hazirlanan

formiilasyon kolona girince bagladigi gériimustir™.

Dogal yapidaki polimerlerden bir digeri nisastadir. Amiloz,
nisastanin en buyudk kismidir. Uygun kosullar altinda jelleserek film
olusturabilir. Olusan filmin yapisi, pankreatik a-amilaza dayanikli fakat
kolon bakterileri tarafindan Uretilen amilazca yikima ugratilabilir. Mide ve
ince bagirsak kosullarinin taklit edildigi ortamlara pepsin ve pankreatin
eklenerek yapilan in vitro deneylerde amiloz filminin sisme 6zelligini en iyi
etil seliilozun (Ethocel®) kontrol ettigi bulunmustur. Bu sistemde, 5-ASA
salimi incelenmis ve ila¢ saliminin feges bakteri karigsimiyla inktbe edildigi

zaman gergeklestigi gorilmustir®.

Kullanilan bir diger dogal polimer indlindir. iniilin GiS’in st
bdlgelerinde gergeklesen hidroliz ve sindirime karsi dayaniklidir. Kolondaki
bakteriler tarafindan yikima ugratilabilir. Bu nedenle, indlin, Eudragit® RS

filmi icerisinde suUspande edilerek, kolonda bdlgesel olarak yikima

22



ugrayabilen bir kaplama olarak kullanilabilir. Bakterilerin bu film kaplamayi
yikmalari Uzerinde, kullanilan indlin miktarinin ve inkubasyon suresinin

etkili oldugu bulunmustur®”.

Kaplama materyali olarak kondroitin sulfat kullanilan bir
calismada indometazin igceren matriks tabletleri hazirlanmistir. Hazirlanan
bu tabletlerden indometazin salimi fosfat tamponu iginde si¢an ¢ekum
icerigi varliginda ve yoklugunda incelenmistir. Sonugta indometazin
saliminin sigan ¢ekum iceriginin  bulundugu ortamda gergeklestigi

sonucuna varilmistir®,
2.10. Kolona Ozgii Nanopartikiiler Sistemler

llaglarin farmakolojik etkilerinin optimizasyonuna yoénelik
yaklagimlardan biri, etki bodlgesine spesifik, hedeflendiriimis ila¢ salimi

saglayan ilac taslyici partikiiler sistemlerin kullaniimasidir™.

Kolona hedeflendiriimis  nanopartikiler ilag  tasiyici
sistemlerin IBH tedavisindeki yerleri agisindan yapilan arastirmalar, etkin
maddelerin hedef kolonik dokudaki antiinflamatuvar etkinliklerinin arttigini,
doku ve hucre dagihim profillerinin de optimum seviyeye ulastigini

gostermektedir®.

Nanopartikuller, submikron partikul buyudklukleri ile kapiler
damarlar araciliiyla derin kolonik dokulara gecebilmekte, epitel dokuya
kolayca penetre olup hucre igine alinabilmektedir. Ayrica nanopartikul
hazirlanmasinda kullanilan polimer karakteristiklerinin degistiriimesiyle
istenilen hedef dokuda optimum terapétik etkinlik saglanabilmektedir®
(Sekil 5).
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Sekil 5. Nanopartikiilerin saglikl ve inflame kolonik dokudaki daglllml60

Nanopartikiiller, IBH’da inflamasyon hiicrelerinin artmis olan
aktiviteleri nedeniyle kolonik dokularda yuksek birikim gosterebilirler.
BUyuklugu 4 pym’nin altinda olan partikuller makrofajlar tarafindan fagosite
edilir. Dolayisiyla nanopartikuller, buyuk partikullere gore ¢ok daha uzun

siire inflamasyon bélgesinde kalir®.

TNBS ile kolit olusturulmus sicanlar Uzerinde yapilan bir
calismada, oral yoldan verilen floresans o6zellik gdsteren, boyutu 0.1
gm’nin altindaki polistiren nanopartiktllerin inflame kolonik dokuda saglikl
kontrol grubuna gore 6.5 kat daha fazla biriktigi gorulmustur. Partikuller
verildikten sonra %15’'inin kolonik dokuda biriktigi, kolonik dokudaki
partiklllerin islemden 1 gin sonra %9.1°e 3. gun sonunda %3.4’e ve 5.
gin sonunda %1.9a dustugu goérulmustir. Hazirlamada kullanilan
polimerlerin mukoadezif karakterinden bagimsiz olarak, nanopartiklller
inflame kolonik dokuya daha fazla tutunurlar. 0.1 um, 1 ym ve 10 um
boyutundaki partiktllerin kolonik inflamasyon bdlgesine sirasiyla; %39,
%31 ve %13 oraninda yapistigini gdstermektedir®?. Bu calismalar IBH'da
antiinflamatuvar ve antioksidan etki gosteren ilaglarin nanopartikiler ilag
tasiyici sistemler ile verilmesi halinde daha iyi etkinlik saglayacagini

gOstermigtir.
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Lamprecht ve ark.®® tarafindan gergeklestirilen bir calismada
IBH'nin tedavisi igin takrolimus iceren PLGA nanopartikilleri hazirlanmig
ve hem hazirlanan nanopartikiler hem de saf takrolimus ¢ozeltisi kolit
olusturulmus siganlara oral yolla 10 gin boyunca uygulanmigtir. Son gun
gergeklestirilen uygulamadan sonra siganlarin kolonlari ¢ikarilarak
kolon/vicut indeksi tayin edilmistir. Yapilan tayinler sonucunda
inflamasyonlu dokuya nanopartikullerin selektif sekilde adhezyonlarinin
gerceklestigi ve saf takrolimusa oranla nanopartikillerin inflamasyonlu
doku icine etkin maddenin selektif penetrasyonunu artirdiklar
belirlenmistir.

Ulseratif kolit tedavisine yonelik olarak Makhlof ve ark.®*
tarafindan gergeklestirilen bir arastirmada floresanli bir madde olan
kumarin-6 yukli PLGA:Eudragit S 100 nanopartiktlleri ve Eudragit S 100
mikroklreleri hazirlanmis ve terapdtik etkinlikleri kolit olusturulmus
sicanlar Gzerinde oral yolla uygulanarak incelenmistir. in vivo calismalar
sonucunda mikrokurelere oranla nanopartikullerin kolonda ¢ok daha
yuksek dizeyde bulunduklari ve floresan madde acgisindan c¢ok daha
disuk bir sistemik etki g6zlendigi belirlenmistir. Gergeklestirilen konfokal
lazer goéruntuleme deneyleri sonucunda nanopartikillerin Glserli ve
inflamasyonlu kolon dokusuna ¢ok gugliu ve spesifik bir sekilde adhere
oldugu gozlenmigtir.

Lamprecht ve Pertuit® ‘in yaptiklari bir diger calismada 5-

ASA yuklu poli(e-kaprolakton) nanopartikulleri hazirlanarak TNBS ile kolit
olusturulmus siganlarda partikullerin lipit peroksidasyonu Uzerine olan
etkisi incelenmistir. Kolit olusturulduktan 24 saat sonra siganlara oral
yoldan 0.5 mg/kg dozunda 5-ASA yukli nanopartikil stispansiyonu, ilag
icermeyen nanopartikll sispansiyonu, 30 mg/kg ve 100 mg/kg dozunda 5-
ASA iceren solusyonlar verilerek kolonik dokunun MPO aktivitesi

Olgulmustar.
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Nanopartikillere 0.5 mg/kg dozunda ylUklenen 5-ASA ile 30
mg/kg dozunda 5-ASA igeren solisyonun kolonik MPO Uzerindeki inhibe
edici etkisi ayni  bulunmustur. Dolayisiyla IBHda 5-ASA'nin
nanopartikillere yuklenerek verilmesi ilacin farmakolojik etki gosterdigi
dozu c¢ok daha asagilara ¢ekmis (0.5 mg/kg) ve yan etki goériime

olasiligini da neredeyse imkansiz hale getirmistir.

Kolon kanseri tedavisinde de nanometre boyutunda
bayukluge sahip ilag tasiyici sistemlerin kullanildigi gorulmektedir:

1°® "tin kolona hedeflendirme Uzerine

Sengel-Turk ve Gonu
yaptiklari bir ¢alismada, polimer olarak PLGA kullanilarak meloksikam
yukli nanopartikuler ilag tasiyici sistemler gelistirilmistir. Hazirlanan
formulasyonlardan en uygun nanopartikuller belirlenmig ve fizikokimyasal
Ozelliklerini gelistirebilmek ve farkli ézelliklere sahip yeni nanopartikiller
hazirlayabilmek icin  ylzey modifikasyonuna gidilmistir.  Ylzey
modifikasyon ajani olarak PEG 2000 kullaniimigtir. Nanopartikuler hicre
kulturd deneylerine tasinarak antineoplastik aktivitesi degerlendirilmigtir.
Meloksikam yUkli nanopartikillerin %15 - %58 seviyesinde degisen
oranlarda kanser hucreleri Uzerinde antineoplastik etki gdsterdikleri

belirlenmistir.

Dutta ve Sahu®” ‘nun iyonotropik jelasyon ydntemiyle
oksaliplatin iceren manyetik 06zellikli, kolona hedeflendiriimis pektin
nanopartikullerini hazirladiklar bir ¢alismada, partikullerin kolon kanseri
Uzerine olan etkisi incelenmistir. Hlcre kaltird c¢alismalarinda boyutlari
100 ile 200 nm arasinda olan nanopartikullerin kanser hlcreleri Gzerindeki
sitotoksik aktivitesi ayni dozdaki serbest ilaca gore 10 kat daha fazla

bulunmustur.
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2.11. Pektin Hakkinda Genel Bilgiler

Sekil 6. Pektinin fizikokimyasal yapisi®

Grekge katilagsmak anlamina gelen pektin, karasal bitkilerin
odunsu olmayan kisimlarinda yer alan, ¢ogunlugunu galaktouronik asit
molekaullerinin (%84) olusturdugu bir heteropolisakkarittir. Pektin selllozla
birlikte hucrelerin ve dokularin birbirine baglanmasini saglayarak bitkilerin

fiziksel dayanikhiligini, direncini artirir®.

Pektin, metanolle kismi olarak esterlesmis, a-(1-4) bagh, D-
poligalaktronik asit birimlerinden olusmus, dogrusal bir polimerdir (Sekil 6).

Ayrica pektinde, D-galaktoz, L-arabinoz, L-ramnoz poliholozitleri bulunur®®.

Besinlerle birlikte alinan sellilozu ve pektini memeli
hayvanlarin gastrointestinal sistemlerinde yer alan enzimler pargalayamaz.
Kalin bagirsakta yasayan anaerob bakteriler sahip olduklari pektinolitik

enzimlerle pektini yikarlar™.

Pektin elde etmek icin elma, limon, portakal gibi narenciye
meyveleri ufalanir ve sikildiktan sonra kalan kisim kullanilir. Ekstraksiyon
seyreltik asitlerle 1sitmak suretiyle yapilir. Bdylece pektin, pektik asit haline
gecer ve suda daha kolay ¢ozunur. Pektin etanolle ¢cokturulir veya ¢ozelti

vakumda yogunlastirildiktan sonra pUskdrtiilerek kurutulur’™.
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2.11.1. Pektin Tirevleri

Bitkilerde iglenmemis halde bulunan, sicak su veya seyreltik

asit ile ekstrakte edilebilen maddelere protopektin denir.

Hicbir karboksil grubu esterlesmemis veya ihmal edilebilir
oranda metil ester gruplari iceren poligalaktouronik asitlere pektik asit,

bunlarin alkali metallerle yaptidi tuzlara ise pektat denir.

Karboksil gruplari degisik oranlarda metil gruplan ile
esterlesen poligalaktouronik asitlere pektinik asit, bunlarin alkali metallerle

yaptigi tuzlara pektinat denir’.

2.11.2. Esterifikasyon Derecesi

Pektin zincirinde yer alan metil esteri yapmis galaktouronik
asit gruplarinin tum galaktouronik asit gruplarina oranina esterifikasyon

derecesi (DE®) denilmektedir.

Pektinler DE° ya gore yiksek metoksilli pektin (HMP) ve

dusik metoksilli pektin (LMP) olmak uzere ikiye ayrilirlar.

HMP’lerde pektin zincirini olusturan galaktouronik asit
molekullerinin  %50’den fazlasi metil esteri seklindeyken, LMP’lerde
galaktouronik  asit birimlerinin  %50’den fazlasi serbest gekilde

bulunmaktadir.

DE®, pektinin hangi sicaklik ve pHda jel olusturacagina,
olusturdugu jelin elastik ya da kirilgan olusuna, jelin olustugu ortamda yer
alan katyonlardan (Ca*?) etkilenip etkilenmeyecegine, jelin olusma

siiresine ve jelin stabilitesine etki eder”®.

28



2.11.3. Pektinin Fizikokimyasal Ozellikleri

Pektin, ince veya kaba gorinUsll, kokusuz, musilajimsi
lezzette, sarimsi beyaz renkte bir tozdur. Molekul agirligi 100.000-250.000
arasinda degisir. 20 kisim suda ¢dzunerek, kolloidal, negatif yikld, viskoz
ve opak bir ¢ozelti olusturur. Turnusol kagidina karsi asit reaksiyondadir.

Alkol, seyreltik alkol veya diger organik ¢ozuculerde ¢dzinmez.

Pektin, suda %5 ¢ozunerek viskoz bir jel olugturur. Pektin
zayif anyonik bir polielektrolittir. Elektrik yuklu oldugu icin, diger elektrik

yiikli maddelerle etkilesebilir*.

2.11.4. Pektinin Jellesme Ozellikleri

Pektin turleri jel olusturabilme ozelliklerine gore farkhlik
gosterir. Jellesme yetenedi moleklldeki galakturonik asit miktarina,

esterifikasyon derecesine, pH’ya ve sicakliga bagh olarak degisir.

HMP’lerde karboksil gruplarinin yaridan fazlasi metil esteri
seklindedir. Diger karboksil gruplarinin iyonlasmasini engellemek igin
ortama asit (H") ilave edilmelidir. iyonlasamayan serbest karboksil
gruplariyla komsu hidroksil gruplari arasinda hidrojen baglari olusur.
Ortama ilave edilen seker ise pektinle islanmak igin yarisarak pektinin
suyla 1slanmasini yavaglatir ve hidrojen bagi olusan yerlerde

Obeklenmesini saglar (Sekil 7A).

LMP’lerde karboksil gruplarinin yaridan fazlasi serbest
sekildedir. Ortamda iyonlasarak negatif yukli hale gelir. Ortamda bulunan
divalen (Ca*?, Mg*?, Zn*?...) metal iyonlarla elektrostatik gekim sonucunda
yaklasir ve molekiiler arasi iyonik baglar olusur™. lyonotropik jelasyonun

temeli bu esasa dayanir (Sekil 7B).
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A

Sekil 7. HMP’lerde (A) ve LMP’lerde (B) jellesme mekanizmasi’®

2.11.5. Pektinin Farmakolojik Etkisi

Beyaz tavsanlar tUzerinde yapilan incelemelerde, higbir toksik

ve iritan etkisi gériilmemistir’®.

Pektin Gl kanalda yer alan fazla suyu yapisina gekerek
gaitanin hacmini ve viskozitesini artirdiindan bebek ve ¢ocuklara 4 g/kg

dozunda verilerek antidiyareik olarak kullanilir’”.

Toksinlerin ve kursun, civa gibi +2 degerlikli agir metallerin
sindirim  sisteminden uzaklastirlmasinda aktif rol oynar. Bagirsak

mukozasinda koruyucu bir tabaka olusturur’®,

Ondoért gin boyunca giunde en az alti gram alinmasi
taurokolik asit transportunu %50 oraninda azaltir dolayisiyla
bagirsaklardan kolesterolln absorpsiyonunu azaltir bdylece kan kolesterol

seviyeleri %13 oraninda azalir’®.
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2.11.6. Pektinin Farmasotik Teknolojide Kullanilisi

Mide ve ince bagirsak ortamlarindaki asit ve sindirim
enzimlerine karsi dayanikli olmasi ve kolonda bulunan bakteriyal enzimler
tarafindan pargalanabilmesi nedeniyle oral yoldan kolona ilag tasiyici
sistemlerin gelistirimesinde yaygin olarak kullaniimaktadir. Bu o6zelligi
nedeniyle, etkin maddelerin kolonda lokal ve sistemik etki gostermesini

saglar®.
Farkl pektin tarleri, ilaglarin kolona hedeflendirilmesinde;

<> Etkin maddelerle degdisik oranlarda karigtirilarak
dogrudan basim metoduyla olusturulan matriks tipi tabletler seklinde,

<> Cekirdek tabletlerin basing uygulanarak pektinle
kaplanmasi metoduyla olusturulan gok katli tabletler seklinde,

X Cesitli selliloz tiirevleriyle karistirilarak tabletlerin GiS
sivilarla islanilabilirliginin optimize edildigi tablet kaplama materyali olarak,

X Kolona hedeflendiriimis kapsullerin hazirlanmasinda
kullaniimigtir.

Ayrica etkin  maddelerin biyoyararlanimini  artirabilmek,
ilaglari kolona hedeflendirebilmek ve ilaglarin biyolojik membranlardan
gecisini artirabilmek amaciyla;

o lyonotopik jelasyon

<> Y/S emilsiyonu ¢dzlicu buharlastirma ydntemleriyle
ilac tastyici partikuler sistemleri hazirlanmistir.

Pektinin etkin maddelerle dedisik oranlarda karistirilip
dogrudan basim metoduyla olusturulan, kolona hedeflendirilmis matriks
tipi tabletler hazirlanmisgtir.

Yapilan bir c¢alismada, pektinin sudaki ¢ozUnurlGgunu
azaltmak igin suda ¢6zunmeyen kalsiyum tuzu olan kalsiyum pektinat
(CaP) kullanilarak matriks tabletler hazirlanmistir. indometazin iceren

CaP’la hazirlanan matriks tabletlerin biyolojik yikimi Pectinex 3XL®, sican
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cekal icerigi ve Bacterioides ovatus igeren ortamda incelenmigstir. CaP-
indometazin matriks tabletlerinden indometazin salimi, Pectinex 3XL®, B.
ovatus ve sigan gekal icerigi olan ortamlarda, olmayanlara (kontrol) oranla
daha hizli gerceklesmistir®.

insiilin, suda ¢ozinen model ila¢g olarak kullanilarak,
kalsiyum pektinat ile baskiyla kaplanmistir. insilin iceren baskiyla kapli
kalsiyum pektinat tabletlerinin, kopeklere oral yoldan uygulandigi zaman,
kalin bagirsaga kadar ilag salimini geciktirdikleri bulunmugtur. 6 saat
boyunca (ortalama mide ve ince bagirsak gecis suresi) ilag salimi

gorilmemistir®.

Katyonik bir polisakkarit olan kitozan ile anyonik bir
polisakkarit olan pektinin fiziksel karigimlarini gesitli oranlarda kullanarak,
dogrudan basma metoduyla klorpromazin igceren matriks tabletler
hazirlanmistir. Tabletlerde polimer orani arttikga ilag saliminin azaldigi
bulunmustur. ilag saliminin, polimerin jel olusturma 6zelligine ve ilag-

polimer etkilesmesine bagli oldugu gérilmiistir®?,

Hazirlanan c¢ekirdek tabletlerin basing uygulanarak pektinle

kaplanmasi ile kolona hedeflendirilmis tabletleri de hazirlanmaktadir.

Tirkoglu ve ark.®* yaptiklar bir calismada yas graniilasyon
yontemiyle hazirlanmis nisin igeren c¢ekirdek tabletler, farkli oranlarda
karigtirlmis  pektin/HPMC polimer karisimi ile basing uygulanarak
kaplanmistir. Kapli tabletlerden ilag salimi Gzerine, pektin/HPMC polimer
oraninin etkili oldugu saptanmistir. Hazirlanan tabletlerden nisin saliminin
ortama ilave edilen pektinaz aktivitesinden ve miktarindan etkilendigi
gorulmustdr. Bu nedenle polipeptid yapisinda olan nisin’in pektin/HPMC
polimer karisimi ile basingla kaplanmasinin, nisin’in peptit yapisinin
bozulmadan kolona ulastirimasinda son derece uygun oldugu

saptanmistir.
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Tarkoglu ve Ugurlu®®, 5-ASA iceren baski ile kapli
pektin/HPMC sistemlerini kolona tasiyici sistem olarak incelemiglerdir. pH
1.2 ve 6.8'de pektinolitik enzim varliginda yapilan dissolisyon/erozyon
calismalari sonucu pektinin yalniz basina ¢ekirdek tabletleri kolona
ulagincaya kadar koruyamadidi bunun igin ylksek viskoziteye sahip
HPMC ilavesinin gerekli oldugu sonucuna varmislardir. Bu sistemle kolona
ila¢ tasinmasi i¢in optimum olarak %20 HPMC konsantrasyonu gerektigini
bildirmiglerdir.

Ugurlu ve ark.®® IBH tedavisinde yararli olabilecegini
disundukleri peptit yapisindaki metalotransferaz enzim inhibitéra, glisil-I-
histidil-I-lisin—Cu(ll) (GHK—Cu*?)'yi kolona hedeflendirmeye calismislardir.
Oncelikle iyonotropik jelasyon ydntemiyle, pektin ve ginko (Zn*?)
kullanarak ~GHK—Cu*?>  yikli cinko pektinat  mikropartikiillerini
olusturmuslardir. Olusturulan mikropartikillerden ytklenen etkin maddenin
%80’ini 4 saatte salan formulasyon segilerek, hidrofobik bir polimer olan
hidroksi propil selulozla (HPC) baski ile kaplanmis ve tablet haline
getirilmistir. Olusturulan bu kapli tabletlerden pH 6.8 fosfat tamponunda
yapilan salim galismalari sonucunda ilk 6 saatte herhangi bir ilag salimi
gdzlenmemistir. Bu ydntemle peptit yapisindaki GHK—-Cu™ kolona

basariyla taginmistir.

Baski ile kapl pektin/HPMC matriks sistemlerinin kolona
tasiyici sistem olarak incelendigi sintigrafik bir calismada alti saglikh
gonulli  kullaniimistir.  Tabletler igerigini, gonullilerin  Gg¢unde ¢ikan
kolonda, kalan Ugunde ise transvers kolonda salmistir. Gl kanaldan kolona
gecis sirasinda pektin/fHPMC matriks sistemlerinin  gekirdek tableti
korudugu, tablet kolona ulastigi zaman ise bakteriyel enzimatik aktivite
sayesinde yikima ugrayarak ilaci saldigi bulunmustur. Yapilan in vivo

sintigrafik calismalarin in vitro sonuglarla uyumlu oldugu gériimiistir®”.
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Kolona hedeflendiriimis ilac sekillerinin hazirlanmasinda
pektin dogrudan kaplama materyali olarak da kullaniimaktadir.

Ekstriksiyon—sferonizasyon  yontemiyle icinde teofilin,
kalsiyum asetat ve mikrokristalize seluloz igeren pelletler hazirlanmistir.
Hazirlanan bu pelletler, ylUzeylerarasi kompleks olusumu ydntemi ile
kalsiyum pektinat ile kaplanmistir. Kaplanmis gekirdeklerden teofilin salimi
hizli olmus ve salimin, zamanin karekoku ile dogru orantilli oldugu
saptanmistir.  Yapilan ¢alismada, kaplama kalinhginin  gekirdek
tabletlerden ilacin salimi Gzerindeki en énemli faktér oldugu bulunmustur.
Kaplama kalinigi optimum seviyeye getirilerek ilaglarin  kolona

hedeflendirilmesinde kullanilabilecegi belirtilmistir®®.

Pektin ve etilseliloz karisiminin sulu fazda disperse edilip
film kaplama materyali olarak kullanildidi bir calismada parasetamol model
ilac olarak secilmistir. Filmle kapli c¢ekirdek tabletlerin ¢ézinme hiz
profilleri strekli akis hucresinde incelenmistir. Kolondaki bakteri florasini
taklit etmek icin pektinolitik enzim kullaniimistir. Yapilan ¢ézinme hizi
deneyleri sonunda etkin madde saliminin, film kaplama icindeki etil
seluloz- pektin oranina bagh olarak degistigi, etil seliloz miktari ve
kaplama agirhg arttikca etkin madde saliminin azaldigi bulunmustur.
Ayrica ¢O6zunme hizi ortamina pektinolitik enzim eklenmesi ile ilag

saliminin arttigi gorilmistir®®.

Pektin  kullanilarak  kolona hedeflendiriimis  kapsduller
hazirlanmistir.

Krogel ve Bodmeier”, kapsil seklinde kolona
hedeflendiriimis ila¢c tasiyici sistemler Uzerinde c¢alismalar yapmistir.
Kapsul tipasini olusturmak icin, farkli oranlarda pektin ve pektinolitik enzim
karisimi dogrudan basma yoOntemiyle tablet seklinde basilmigtir.
Calismada kullanilan kapsulin alt kismi su gegirmez olup, kapsul tipasi
GIS enzimlerinden etkilenmez. Tipada yer alan pektinolitik enzim aktif hale
gelerek tipay eritir ve kapsul bagirsak hareketlerine bagh olarak nereye
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ulastiysa, kapsul icerigi orada serbestlesir ve etkin madde farmakolojik
etkisini gosterir. Kapsul igeriginin kolona hedeflendiriimesi  i¢in kapsul
tipasinda yer alan pektin:enzim orani 9.9:0.1 secilmelidir. Boylelikle kapsul
iceriginde yer alan etkin madde hedeflenen bagirsak ortaminda salinarak

diger bolgelerin ilaca maruz kalmasi engellenir.

Kolona hedeflendiriimis pektin igceren partikller sistemlerin

hazirlanmasinda iyonotopik jelasyon yontemi kullaniimaktadir.

Etkin madde igceren pektin ¢ozeltisi CaCl, (divalen metal)
cOzeltisine damlatilarak katyonik 6zellikte bir etkin madde olan atenolol ve
anyonik ozellikte bir etkin madde olan piroksikam iceren pektin jel
boncuklar hazirlanmigtir. Bu ¢alismada, iyonotropik jellesme yontemiyle

boncuklarda yiiksek miktarda etkin madde tutuldugu gérilmiistiir®®.

Onder™ iyonotropik jelasyon ydntemiyle pektin boncuklari
hazirlamis, boncuk hazirlanmasina ve boncuklarin 6zelliklerine etki eden
faktorleri incelemistir. Boncuklarin hazirlanmasinda biri suda ¢6zunen
(propranolol) digeri suda ¢ozinmeyen (ketoprofen) iki farkli etkin madde
kullanilmistir. Yapilan in vitro salim ¢alismalarinda pH 7.4 fosfat tampon
¢cOzeltisinde ¢inko pektinat boncuklarindan salimin, 0.1 N HCI
tamponundaki etkin madde salimindan hizli bulunmustur. Sonug olarak
iyonotropik jellesme yontemiyle hem suda ¢6zinen hem de suda
¢cozinmeyen ilaglarla  uygun  Ozelliklerde  pektin  boncuklarin

hazirlanabilecegi gérulmustur.

iyonotropik jelasyon yontemiyle resveratrol yiiklenmis pektin
mikropartikUlleri Gzerinde yapilan bir diger ¢alismada ise, divalen metal
konsantrasyonunun, c¢apraz baglanma solisyon pH’sinin, c¢apraz
baglanma sulresinin, pektin konsantrasyonunun ve pektin, etkin madde
oraninin, enkapsulasyon etkinligi, etkin madde salim hizi ve partikll
blayUkligu Uzerine etkileri incelenmis ve en ideal formulasyonun in vivo

kosullari taklit eden ortamda etkin madde salim hizi arastiriimigtir.
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iyonotropik jelasyon yéntemiyle hazirlanan mikropartikillerin ilaglarin
kolona hedeflendiriimesinde uygun tasiyici sistem olduguna Kkarar

verilmistir®.

Sigir serum albimini (BSA) yukli kalsiyum pektinat jel
boncuklari, iyonotropik jellesme yontemiyle hazirlanmistir. Boncuklardan
BSA salim testleri in vivo kosullara uygun olarak yapilmistir. Ortamda
pektinolitik enzim bulunmasinin boncuklardan BSA salimi Uzerinde etKkili
oldugu, boncuklardan BSA saliminin bes saat geciktigi ve beginci saatten
sonra ortama pektinolitik enzim eklenmesi ile boncuklardan BSA saliminin
arttigi goriimustar. Bu calismada protein yapisindaki ilaglarin kolona
hedeflendiriimesinde iyonotropik jellesme yonteminin kullanilabilecegi
belirtilmistir®.

insilin yiklenmis kalsiyum pektinat nanopartikiilleri (izerinde
yapilan bir diger iyonotropik jelasyon c¢alismasinda ise birbirinden farkli
DE® ‘lerine sahip iki pektinin, formulasyon pH’sinin ve pektin molekdl
agirhginin, enkapsulasyon etkinligi, etkin madde salim hizi ve partikdl
biykligi Uzerine olan etkileri arastirilmistir. LMP’in Ca*? gibi divalen

katyonlarla daha stabil jel olusturdugu gérilmiistir®.

Pektin  iceren ilag  tasiyici  partikller  sistemlerin
hazirlanmasinda Y/S emiulsiyon ¢6ziclu buharlastirma yontemi de

kullaniimaktadir.

Burapapadh ve ark.® suda ¢oziniirliglu cok dusiik bir ilag
olan itrakonazolin biyoyararlanimini  artirabilmek amaciyla pektin
kullanarak Y/S emdlsiyonu solvan buharlastirma yodntemiyle itrakonazol
yuklld, boydklagd 100 nm olan nanopartikuller olusturmuslardir.
Uygulamadan 24 saat 6nce a¢ birakilan siganlara (200 gram agirhigindaki
Wistar) 3 mg/mL dozunda itrakonazol stspansiyonu ve 15 mg/kg dozunda
itrakonazol yUklU nanopartikil suspansiyonu oral yoldan verilmistir.

itrakonazol slispansiyonu siganlarda 36.55 *+ 35.25 Cpax (ng/mL) degeri
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sadlarken, nanopartikill stispansiyonu 93.61 £ 69.34 Cax (Ng/mL) degeri
olusturmustur. itrakonazoliin pektin nanopartikiillerine yiiklenmesiyle

biyoyararlaniminin basaril bir sekilde artirilabildigi belirtilmistir.

Okdler tedaviye yonelik hazirlanan preparatlarda da pektin

kullanilarak nanopartikller ilag tasiyici sistemler gelistirilmistir.

Glokom hastalarinda intraokuler basinci dusurmek amaciyla
kullanilan timolol maleatin biyoyararlanimini artirabilmek icin korneadan
gegisinin arttirimasi kararlagtirlmigtir. Bunun igin iyonotropik jelasyon
yontemiyle pektin nanopartikulleri hazirlanmistir. Laboratuvar ortaminda
keci korneasi kullanilarak, s6z konusu yodntemle olusturulan 200 nm
boyutundaki nanopartikullerin gegisi ile %0.9’luk NaCl igerisinde suspande
edilen ilacin gegisi karsilastinimistir. Nanapartikal formulasyonu serbest
ilaca gore dort kat daha fazla miktarda korneaya gec¢mistir. Timolol

maleatin biyoyararlanimi basaril bir sekilde arttirilmistir®®.
2.12. Melatonin (MEL)

2.12.1. Tanimi ve Biyosentezi

MEL, epifiz bezinden salgilanan, birgok biyolojik fonksiyonun
dizenlenmesinde rol oynayan bir hormondur. Kimyasal adi N-asetil-5-
metoksitriptamin’dir. Sentezi aydinlik-karanlik siklusuna goére kontrol
edilmektedir. Karanlikta MEL sentezi stimlle edildiginden yatmadan dnce

serum MEL seviyesi en yuksek degerdedir.

MEL, ruhsal durum, uyku, ureme ile ilgili degisimler,

imminolojik fonksiyonlar ve sirkadien ritmin biyolojik moddilatéridiir®”.

2.12.2. Fizyolojik ve Farmakolojik Ozellikleri

insanlarda MEL sekresyonu, karanlikla beraber artmaya

baslar. Serum MEL konsantrasyonu gece yarisinda (saat 2-4 arasinda) en
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yuksek seviyeye ulasir ve gecenin ikinci yarisindan itibaren dismeye

baslar®.

Serum MEL konsantrasyonu yasa bagh olarak farklilik
gosterebilir. 3 aylik olana dek bebeklerde melatonin salimi ¢ok azdir. Daha
blylk bebeklerde salimi artar ve sirkadien (24 saatlik) 6zellik kazanir. 1-3
yaslarl arasinda nokturnal (gece) maksimum konsantrasyona ulasir (325
pg/mL) ve daha sonra azalmaya baslar. Normal geng yetiskinlerde gunduz
ve gece degerleri sirasiyla 10 pg/mL ve 60 pg/mL’dir®.

MEL Uretildikten sonra hizli bir bicimde pasif difuzyonla kan
dolagsimina katilir. Beyin omurilik sivisi dahil olmak Uzere tim biyolojik
sivilara ve dokulara dagilir. Karacigerde hidroksilaz enzimi ile son
metaboliti olan 6-hidroksi melatonin sulfata (6-OH MEL) donusturulerek
idrar yolu ile atilir; 6-OH MEL’in idrardaki konsantrasyonu, serum MEL
konsantrasyonu ile paralellik gosterir. Oral uygulanan MEL, insanda
yaklasik olarak 60. dakikada pik plazma dizeyine ulasir. Eliminasyon
yarilanma omru 3 ile 45 dakika arasinda farklilik gosterir. Oral uygulama

ile cok yilksek oranda ilk gecis etkisine maruz kalr'®,

Yapilan caligsmalarda MEL’nin akut stres, viral hastaliklar

veya ilag tedavisi gibi nedenlerle ortaya ¢ikan immun cevabi artirdigi ve

101

immuan yetmezIligi duzelttigi gosterilmistir—". MEL'in nitrik oksit Uretimini

inhibe ettiginden deneysel gram-negatif septik sokta terapotik etkisinin
olabilecegi gosterilmistir'®?,

Hipnotik etkileri ile uyku duzenleyici rolu bildirilmigtir.
Sirkadien ritmi kontrol eder. Depresyon gibi ruhsal bozukluklarda ruh hali

tizerinde olumlu etkileri vardir'®.

Antiproliferatif, immin cevabi artirici ve serbest radikal
yakalayici  6zelligiyle kanser hucreleri Gzerinde etkilidir. T-helper

hiicrelerinden IL {retimini artirarak immiin cevabi artirici dzelligi vardir'®,
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Serbest radikal yakalayici ve koruyucu ozelligi ile hucre

6lumiini azaltarak yaslanmayi geciktirici etkisinin oldugu bildirilmistir'®”.

2.12.3. Etki Mekanizmasi

2.12.3.1. Melatonin reseptorleri ve etki mekanizmasi:

MEL, suya gore lipid ¢o6zunurlGginin ¢ok daha ylksek
olmasi nedeniyle hilcrelere rahatga girebilmektedir. Bu nedenle etkileri
sadece hicre membrana baglanmaya yonelik degildir. MEL i¢in nukleusta
spesifik baglanma noktalarinin oldugu gosterilmistir. Bu bulgulara gore
MEL etkilerinin nukleustaki molekuler olaylarla iligkili olabileceg@i ileri

sUrilmistart®,

2.12.3.2. Serbest Radikal Yakalayici Ozelligi

MEL, toksisitesi yuksek olan hidroksil ve peroksil
radikallerinin guglu bir supuracusudur. MEL’in antioksidan ve serbest
radikal supurtcul etkisinin reseptor aracili olmadigi ve bu etkilerin fizyolojik

konsantrasyonlarin tizerinde olustugu bildirilmektedir'®”.

OH’ radikalini notralize edici etkisi glutatyondan 5 kat ve

ROO' inaktivasyonunda ise E vitamininden 2 kat daha fazla etkilidir. Ayrica
inflamasyon reaksiyonlari sirasinda makrofajlarin aktivasyonu ile olusan
ve toksik bir oksijen tdrevi olan H,O.e karsi da sUpUricl etki

gOstermektedir.

MEL’in H,O ile reaksiyonu sonucu N'-asetil-N*-formil-5-
metoksi kinuramin (AFMK) olustugu, AFMK nin ise katalazla N*-asetil-5-
metoksi kinuramine donustarildiglu ve antioksidan etkiye sahip bu

metabolitlerin MEL’in siipiiriicii etkisini artirdigr bildirilmistir*e.
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inflamasyonun  uyariimasiyla doku hasari  olusturan
mekanizmalarin gesitli basamaklarini MEL bloke ederek, antiiflamatuvar

ve doku koruyucu etki saglamaktadir'®.

2.12.4. Fizikokimyasal Ozellikleri

2.12.4.1. MEL'in Kimyasal Yapisi

MEL’in kapali formali Ci3Hi1sN2O2'dir (Sekil 8). Beyazimsi
toz olup, molekil agirhg 232.278 g/moldur'®®. Erime derecesi 116-
118°C’dirt**,

H,CO
CHp-CH,~N—C—CH,
H O

Melatonin
(N-asetil-5-metoksitrptamin)

Sekil 8. MEL’in fizikokimyasal yapisi*™

2.12.4.2. MEL'in C6zunurlugu

Bechgaard ve ark.'*? nazal uygulama icin gelistirdikleri MEL
formllasyonunda, MEL'in sudaki dusuk ¢6zinUrligi nedeniyle
formllasyonda %40 oraninda PEG 300 kullanmislardir. Bu galismada
MEL‘in suda ¢dzunurligu 2 mg/mL olarak bildirilmistir.

Yapilan bir galismada MEL, sahip oldugu dusuk ¢ozunarlik
ve yiiksek permeabilite (sudaki permeabilite sabiti, Kp=7.20+1.43x10%)
Ozellikleri nedeniyle BCS (Biopharmaceutics Classification System)

siniflandirma sistemine gére Class Il grubunda olabilecek bir ilagtir**3.
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MEL’in intraven6z (IV) uygulanabilmesi igin gelistirilen bir
formllasyon galismasinda sudaki ¢ozinlrligu duslk (37°C’de 2.4 mg/ml),
zayif bazik (pKa =12.7), ¢Ozeltilerinin 1s1ga duyarl ve oksidasyona acgik
oldugu bulunmustur. Optimum bir IV formudlasyon igin ¢ézinUrligun 2-
hidroksipropil-B-siklodekstrin ve propilen glikol kullanilarak artirilmasi

gerektigi vurgulanmistir**,

MEL’in transdermal yolla salimi igin geligtirilen bir
formllasyonda yapilan ¢o6zunurlik c¢aligsmalarinda elde edilen verilere
gore, sudaki ve etanoldeki ¢ozunurlukleri sirasiyla (ORTSS) 3.17+£0.06 ve
156.87+23.86 mg/mL bulunmustur**®.

MEL'’in propilen glikol (PG) ve 2-hidroksipropil-R-siklodekstrin
(2-HPRCD)'deki ¢ozunurluklerinin degerlendirildigi bir ¢calismada ise su,
(pH 1.2) gastrik sivi ve (pH 7.4) intestinal sivida pH’dan bagimsiz olarak

¢ozUunUrligunin dusik oldugu bulunmustur™*®.

2.12.4.3. MEL’in UV/VIS Spektrumu

Yapilan spektrofotometre ¢alismalarinda MEL’in 250-350 nm
dalga boyu araliginda absorbans gosterdigi ve maksimum absorbans

verdigi dalga boyunun (Amax) 278 nm oldugu gdsterilmistir**”.

2.12.4.4. MEL'in Stabilitesi

0.14 mg/mL konsantrasyonunda MEL igceren farkli
solUusyonlarin UVA ve uvB ISinlarina maruz  birakilarak
fotodegredasyonunun incelendigi bir ¢alismada, pH 4.0 fosfat tamponu,
pH 7.4 fosfat tamponu—metanol (85:15) karisimi ve pH 9.0 fosfat tamponu
kullaniimistir. Fotodegredasyon sonucunda 6-hidroksi melatonin ve N*-
asetil-N?-formil-5-metoksi kinuraminin olustugu NMR yontemiyle tespit
edilmigtir. Meydana gelen bu bilesiklerin vucutta endojen olarak meydana
gelen, toksik olmayan ve antioksidan karakterli maddeler oldugu

gorilmistirt®®.
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MEL ile gergeklestirilen bir stabilite calismasinda 0.1 mg/mL
konsantrasyonunda MEL igeren pH 7.4 fosfat tamponu hazirlanarak, 400
W gucundeki UV lambaya iki saat sUreyle maruz birakilmigtir. Yapilan
analizlerde ilk 20 dakikanin sonunda MEL’in %20’sinin, 120 dakikanin

sonunda ise MEL’in tamaminin bozundugu gériilmistiir®.

Bir baska c¢alismada ise MELin degisik tampon
cOzeltilerindeki stabilitesi incelenmigtir. Bu c¢alismalarda MEL’in birinci
derece kinetikle bozundugu ortaya konmustur. pH 1.4 HCI-NaCl tamponu
gibi kuvvetli asidik ortamlardaki bozunmasi pH 4-10 araligindaki

bozunmasindan son derece hizhdir'*®.

10 mg/mL konsantrasyonunda MEL iceren bir oral solusyon
(gliserin, etanol, tutti-frutti aromasi) ile 3 mg dozunda MEL igeren jelatin
kapstiller (Methocel®, laktoz anhidrat) (zerinde bir stabilite calismasi
yapilmistir. Oral sollisyon 4°C ve 25°C'de, kapsiiller ise 25°C, %60 bagil
nem ve 40°C, %75 bagil nem kosullarinda, renkli cam siseler igerisinde
tutulmustur. Her bir farmasoétik Grtn icin alti farkh seri Gzerinde galigilarak
1., 7., 14., 28., 60. ve 90. giinlerde HPLC ile miktar tayini yapilmistir. iki
farmasoétik Grdndn de 90’inci gunldn sonunda baslangigtaki MEL miktarinin
%98'’ini icerdigi ve stabilitelerinin bozulmadigr goézlemlenmistir. Oral
solusyonun kokusunda, tadinda, pH’sinda ve renginde herhangi bir

degisiklik olmadigi ve bakteriyel Gremeye rastlanmadigi belirtilmistir*?°.

pH 1.2-12 arah@inda, 25°C ve 37°C’de MEL'’in stabilitesinin
degerlendirildigi bir diger ¢calismada, pH degerleri 1.2, 2.0, 4.0, 7.4, 10.0
ve 12.0 olan fosfat tamponu icinde MEL ¢dzeltileri hazirlanmistir. Ornekler
ilk bir hafta boyunca her gun ayrica 14. gun ve 21. gunlerde analiz
edilmistir. HPLC ile yapilan miktar tayini calismalarinda MEL c¢ozeltileri
25°C ve 37°C'de ilk iki gun stabil bulunmustur. Ayrica 21. gliin sonunda
baslangictaki MEL miktarinin %30’u bozunmaya ugramistir. Bu bulgular
MEL’in vlcut sicakhginda ve genis bir pH arahdinda stabil oldugunu

gostermistir'?*,
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2.12.5. MEL’in Antioksidan Ozelligi:

MEL’in antioksidan 6zelligi U¢ ana bagslik altinda toplanabilir:
1. MEL'in Dogrudan Antioksidan Etkisi

2. MEL’in Prooksidan Enzim Aracih Etkisi

3. MEL'in Antioksidan Enzim Aracili Etkisi

2.12.5.1. MEL'in Dogrudan Antioksidan Etkisi:

Serbest radikal yakalayicisi 6zelligi ile MEL, H,O,, OH,

peroksi nitrit anyonu, 0, ve peroksil radikallerini temizleyebilmektedir.
MEL'’in antioksidan mekanizmasi diger antioksidanlardan farkhidir. Cunku
klasik antioksidanlar elektron vererek bir redoks tepkimeyle etki gdsterir;
oksidasyonu onlemekle beraber ayni zamanda bunun ilerlemesine neden
olmaktadir. Ancak MEL serbest radikallerle idrar ile atilabilen o&zellikte
stabil bilesikler meydana getirmektedir. N*-asetil-N*-formil-5-metoksi-
kinuramin (AFMK), N*-asetil-metoksi-kinuramin (AMK) MEL’in metabolitleri

olup, MEL gibi serbest radikal yakalama 6zelligine sahiplerdir*?.

2.12.5.2. MEL’in Prooksidan Enzim Aracili Etkisi:

MEL’in bazi prooksidan enzimleri inhibe ederek, serbest
radikal olusumunu azalttig1 ve bu yolla da antioksidan sistemi destekledigi
one sirllmektedir. In vitro ve in vivo sartlarda, NO® ve daha ileri asamada
ONOO’ olusumuna neden olan nitrik oksit sentaz (NOS) aktivitesinin,

fizyolojik melatonin konsantrasyonunda inhibe edildigi bildirilmektedir'?®.

2.12.5.3. MEL’in Antioksidan Enzim Aracili Etkisi:

MEL, antioksidan enzimlerin yazilimi veya aktivitesini
indUkleyerek dolayli olarak etki gdstermektedir. Yapilan c¢alismalarda

MEL’in, superoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz ve glutatyon
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rediktaz gibi antioksidan enzimlerin sentezini veya aktivitesini artirmak

yoluyla indiikledigi gdsterilmistir'?*.

Antioksidan enzim Prooksidatif enzi m

aktivasyonu Yaygm inraseliiler inhibisyonu
vayilma
Serbest oksijen radikallerinin \ T /'
detoksifiye edilmesi : : a ,
y ﬂx\ Melatonin o NF' KappaB'nin DNA'ya ‘
g - baglanmasim engellemsesi

—p.c° A
Serbest nitrojen radikallerinin H,C ﬁé_\”"' CH,
detoksifive edilmesi N ~
H

N A

Proinflamatuar sitokinlerin ve Oksidatif fosforilasyonun etkinligini

adhezyon molekiilleri azaltmas: Hucref;e] membranlan stabilize ;o)
etmesi

Sekil 9. MEL’in antioksidan 6zelliklerinin 6zeti'**

2.12.6. Deneysel Kolit Modellerinde MEL Kullanimi

Asetik asit, tri/di-nitro benzen sulfonik asidin intrakolonik
uygulanmasi ile deneysel kolit olusturulmus sicanlarda MEL’in etkisi

incelenmistir?.

Cevik ve ark.!® MELin spesifik-reseptér bagimli ve
reseptorlerden bagimsiz olarak gdsterdigi antioksidan ve antiinflamatuvar
etkisini aragtirmiglardir. Siganlara eksojen, herhangi bir MEL formulasyonu
veriimeden 15 gun boyunca 24 saat surekli karanlikta tutularak pineal
bezden salgilanan MEL konsantrasyonunun artmasi saglanmistir. Diger
hayvan grubu ise 12 saat karanlik, 12 saat aydinlik siklus ortaminda
tutulmustur. Sicanlara kolit olusturulmasindan 30 dakika oOnce, kolit
olusumundan 6 saat ve 18 saat sonra 0.25 mg/kg Luzindole (MT; ve MT
spesifik reseptér antagonisti) intraperitoneal yoldan verilerek MEL'’in
reseptorlerden bagimsiz, serbest radikal stpurtcl, dogrudan antioksidan

etkisi arastirlmigtir. Kolit olusumundan 24 saat sonra siganlar sakrifiye
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edilerek kolonik MDA degerleri olgulmus, makroskopik ve mikroskobik

skorlari kargilastiriimistir. Elde edilen sonuglar Tablo 6'da verilmistir.

Tablo 6. Cevik ve ark.'?® aragtirmalarinda elde ettigi bulgular.

Kontrol Grubu 24 saat karanhik | 12 saat karanlik | 24 saat karanhk
Grubu 12 saat aydinlik + Luzindole®
Grubu Grubu

Makroskopik

0.06+0.06 1.5£0.2 4.910.4 4.0+0.6
Skor (ORT%SS)
Mikroskopik

--- 8.0+1.8 11.3£0.6 10.0+£2.0

Skor (ORT%SS)
MDA (nmol/g
doku) (ORT#SS) 9.1+0.3 11.4+£3.8 22.3+2.6 13.6+0.8

Onbes gln boyunca 24 saat karanlikta tutulan sicanlarda
pineal bezin stimulasyonu sonucunda MEL konsantrasyonunun artmasi
saglanmigtir. MEL reseptorlerden (MT, ve MT,) bagimsiz olarak, serbest
radikal supurucu etkisi ile lipid peroksidasyonunu azaltarak kolonik MDA
seviyelerini disurmustar. Ayrica reseptor bagiml olarak antiinflamatuvar
etki gostererek oksidatif stres sonucunda olusan kolonik hasari anlamli

derecede azaltmistir.

Asetik asit ile kolit olusturulan siganlar Uzerinde yapilan bir
diger calismada ise deney hayvanlari dért gruba ayrilmistir. iki hayvan
grubunda kolit olusturulmus diger ikisinde ise kolit olusturulmamistir. Bu
ayrilan iki grup ise MEL verilenler ile MEL verilmeyenler olmak tzere ikiye
ayrilmistir. MEL ile tedavi edilen siganlara G¢ gun boyunca, 100 mg/kg
dozunda intraperitoneal
edildikten sonra kolonik MPO, GSH, MDA ve SOD enzim duzeyleri ile

proinflamatuvar sitokinler TNF-a, IL-6 ve IL-18 duzeyleri olgulmustur.

yoldan MEL verilmigtir. Hayvanlar sakrifiye

Makroskopik ve mikroskobik skorlari kontrol grubuyla karsilagtiriimigtir.

Elde edilen sonuglar Tablo 7°de verilmigtir.
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Tablo 7. Asetik asit ile kolit olusturulan siganlarda MEL’in etkisi'*’.

Kolit olusturulmayan grup Kolit olusturulan grup

%0.9 NaCl MEL %0.9 NaCl MEL
Makro. skor 0 0 5.7+0.45 2.6x1.1
Mikro. skor 0.11£0.32 0.11£0.22 8.5+1.34 4.2+1.25
GSH (umol/mg) 2.2+1.2 2.9+1.1 0.3+0.9 2.2+1.4
SOD (U/mg) 9.742.5 8.5+3.6 34429 9.645.1

Sicanlarda kolit olusturulmasiyla birlikte kolonik
antioksidanlarin (GSH) tukendigi, MEL'in ise bu durumu tersine gevirdigi
gérulmustir. MEL, antioksidan bir enzim olan SOD’nin dlzeylerini
arttirmigtir. %0.9 NaCl grubu ile kiyaslandiginda kolonik makroskopik ve
mikroskobik skorlarin, kolonik MDA, MPO duzeylerinin ve proinflamatuvar
sitokinlerin anlaml bir sekilde dusmesini saglamistir. MEL, sahip oldugu
dogrudan (serbest radikal stpurici) ve dolayl (antioksidan enzimlerin
dizeylerini artirici) antioksidan etkileri ve ayrica antiinflamatuvar etkisiyle,
sicanlarda deneysel olarak olusturulan koliti tedavi etmede basaril

bulunmustur*?’.

TNBS ile kolit olusturulan siganlarda farkli dozlarda (2.5, 5.0
ve 10 mg/kg), intrakolonik olarak verilen MEL’in kolonik dokudaki lipit
peroksidasyonu ve polimorfo nikleer I16kosit akimulasyonu Uzerine etkisi
in vivo olarak degerlendirilmistir. Tedavi sonunda kolonik dokulardaki MDA
ve MPO seviyeleri olgulmus ve kontrol grubu ile kiyaslanmistir. MEL'in
TNBS ile indiklenen kolitte doza bagimli olarak, lipit peroksidasyonunu
inhibe ederek, noétrofil infiltrasyonunun neden oldugu kolonik mukoza

hasarini azalttigr gérilmistir'?®,
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TNBS ile kolit indUklenmis sicanlarda kolon hasarina MEL’in
etkisinin incelendigi bir diger calismada sicanlar, kolit olusturulduktan
sonra serum fizyolojik icinde hazirlanan farkli dozlardaki MEL ¢ozeltisi ile
tedavi edilmistir. Gruplarda kolonik mukoza hasar indeksi (KMHI),
histolojik skor (HS) ve NO aktivitesi degerlendirilmistir. Sonuglar 100
mg/kg dozunda 5-ASA ile elde edilen sonuglar ile kiyaslanmistir. Doku
hasari ve inflamasyon gdstergesi olan KMHI, HS parametreleri, kolitli
modelde kontrol grubu ile kiyaslandiginda yuksek bulunmustur. 2.5, 5.0 ve
10.0 mg MEL ile bu parametrelerde azalma meydana gelmistir. MEL,
kolonik inflamasyon artisini ve mukozal doku hasarini 6nlemistir. MEL
ayrica kolitli modelde yuksek seviyelere ¢ikan NO seviyelerinde de anlaml
azalma meydana getirmistir. Sonuglar MEL’in kolonik hasari 5-ASA ile
benzer derecede Onledigini goOstermistir.  Sonuglar Tablo 8'de

dzetlenmistirt?®.

Tablo 8. TNBS ve etanol ile kolit olusturuimus modelde 2.5, 5.0 ve 10.0 mg/kg
melatonin ve 100 mg/kg 5-ASA’nin NO, KMHi ve HS iizerine etkileri'?°

Doz NO Kolonk mukoza Histolojik skor
Grup hasar indeksi ]
(mg/kg) (umol/g) (KMHI) (HS)
Kontrol - 0,29+0,07 0.00.0 0.7x1.2
Kolit model - 0,53+0,07 3.1£1.1 9.7+0.5
5-ASA 100 0,3840,02 1.7£0.5 5+3
2.5 0,40+0,04 2.3x0.5 413
Melatonin 5.0 0,38+0,03 1.7+0.8 3.240.9
10.0 0,34+0,02 1.8£0.9 2.1+0.8
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TNBS ile kolit induklenmis siganlarda yapilan bir diger
calismada ise deney hayvanlari dort gruba ayrilmigtir. 1. grupta TNBS ile
kolit olusturulmustur. 2. grupta kolit olugturulduktan sonra 15 gun boyunca
intraperitoneal 10 mg/kg dozunda MEL verilmigtir. 3. gruba sadece 15 gin
boyunca intraperitonal 10 mg/kg dozunda MEL verilmigtir. 4. gruba ise
sadece %0.9 NaCl verilmistir. TNBS ile kolit olusturulan grupta kolonik
nukleer faktor kappa-B (NF-k3) gen ekspresyonu, kaspas-3 aktivitesi, MDA
ve MPO dizeyleri oldukga vyuksek; GSH dizeyi ise ¢ok duslk
bulunmustur. Kolit grubunun MEL ile tedavi edilmesiyle birlikte kolonik
GSH duzeyleri yukselmis; NF-kB, kaspas-3, MDA ve MPO aktiviteleri
dismustir. Elde edilen sonuglar, MEL’in sahip oldugu antiinflamatuvar,
antioksidan ve antiapopitotik etkilerle TNBS ile induklenmis oksidatif

stresin neden oldugu mukozal doku hasarini azalttigini gdstermistir'*°.

2.12.7. MEL lle Yapilan Klinik Calismalar

Chen ve ark.®! 112 UK’li ve 110 saglhkli goniillii Gizerinde bir
klinik arastirma yapmiglardir. UK'li hastalarda oksidatif doku hasarina
neden oldugu bilinen plazma homosistein (HS) duzeyleri, bagirsak
dokusunda yer alan kuvvetli bir antioksidan olan plazma melatonin (MEL)
duzeyleri, saglikli gonullilerle karsilagtinimigtir. MEL tayini igin kan
ornekleri sirkadiyen ritme uyabilmek amaciyla tum bireylerden sabah 6'da
alinmistir. Calismada elde edilen analiz sonuglarina gore, UK'li hastalarin
MEL dlzeyleri anlamh derecede diisik bulunmustur. UK'li hastalara
yapilacak MEL takviyesi, intestinal dokularin bosalan antioksidan
kapasitesini artirarak ROM’nin olusturdugu oksidatif doku hasarini

azaltmada yararli olabilir.

Onyedi bayan hasta lizerinde MEL'in iBH'daki etkisinin
degerlendirildigi cift korli ve plasebo kontrolli bir galisma yapilmistir.
Hastalar iki gruba bolundukten sonra bir gruba oral yoldan 3 mg MEL

iceren tablet, diger gruba ise plasebo tablet 8 hafta sureyle her gun
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verilmistir. Hastalara, semptom siddetlerinin skorunu, anksiyete-depresyon
skorunu ve uyku bozukluklari skorunu hesaplamak i¢in 3 farkli anket
yapilmistir. Hastalardan alinan tukruk orneklerinde HPLC ile MEL tayini
yapilmis ve sonuglar saglikli gonullulerle kiyaslanmigtir. Elde edilen
sonuglar 1s1ginda tukriak MEL konsantrasyonu ile semptom siddetleri skoru
arasinda anlamli bir ters oranti oldugu gorilmustir. IBH semptom
skorunda, MEL alimina bagh olarak anlamli bir iyilesme gézlenmistir. Uyku
bozuklugu skoru ve anksiyete-depresyon skorunda, tedavi sonrasinda
MEL ve plasebo ile elde edilen degisiklik benzer bulunmustur. Plasebo ile
kiyaslandiginda MEL tedavisi ile abdominal siglik, abdominal agri ve
abdominal hassasiyette anlamli bir iyilesme go6zlenmigtir. Calismanin
sonucunda, MEL’in uyku duzenleyici ve anksiyolitik etkilerinden bagimsiz

olarak, IBH'da umut verici bir terapétik ajan oldugu belirtilmistir*?.

Ulseratif kolitli hastalarda 5-ASA kullanimina ek olarak
MEL’in kullaniminin, hastalik semptomlari Gzerindeki etkisini 6grenebilmek
icin 60 hasta Uzerinde bir klinik ¢alisma yapilmigtir. Hastalar iki gruba
béllindukten sonra her iki gruba 2 x 1.0 g (12 saat arayla 1 g) 5-ASA
ayrica buna ek olarak birinci gruba 5 mg MEL igceren tablet, diger gruba ise
plasebo tablet yatmadan hemen 6nce verilmis ve bu tedavi protokoline 12
ay boyunca devam edilmigtir. Hastalara belirli zaman araliklarinda anket
yapilarak hastalik aktivite skorlari (HAS) belirlenmistir. 3. ayin sonunda
plazma CRP (C-reaktif protein) degerleri karsilastirilmistir. Tedavinin
sonunda anketlerden elde edilen verilerin ortalamasi alinarak

gruplararasindaki farklar degerlendirilmigtir (Tablo 9).
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Tablo 9. Ulseratif kolitli hastalarda 5-ASA ve MEL kullaniminin etkisi'*

5-ASA + MEL Grubu

5-ASA + Plasebo Grubu

(ORT%SS) (ORTZSS)
HAS (Tedavi Baglangici) 1.50+0.51 1.61+0.68
HAS (Tedavi Sonunda) 2.75+1.86 5.10+2.22
Plazma CRP (mg/dL) 4.1742.10 13.1316.08

5-ASA ile gergeklestirilen kolit tedavisine MEL ilavesiyle

plasebo grubuyla karsilastirildiginda HAS’da ve inflamasyonun onemli

belirteglerinden biri olan plazma CRP duzeylerinde anlamli bir dusus

gorulmustar. Standart kolit tedavisine MEL eklenmesinin hastalarin yagsam

kalitesini artirdigi ve hastalik semptomlarinin gerilemesini sagladi

o]

gorulmustar. MEL, sahip oldugu antiinflamatuvar etkiyle Ulseratif kolitin

133

aktif hale ge¢gmesini engellemigtir==.
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3. GEREG VE YONTEM
3.1. GEREG

3.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Melatonin

Pektin LM 104 AS-FS
Pektin LM 101 AS

Pektin Amid CU 020
Pektin Amid CU 025
Pektin Classic CU 701
Pektin Classic CU 902
Pektin Classic AU 701
Sodyum hidroksit

Sodyum dihidrojen fosfat
Kalsiyum klorGr

Sodyum klorur
Trikloroasetik asit
Batilhidroksi toluen
Vanadyum (lll) klortr
Naftiletilendiamin dihidroklortr
Hidroklorik asit

Potasyum klorur

Fosfat tamponu tuzu (PBS)
(Na;HPO4-NaH,PO4-NaCl)
Pectinex

Trinitro benzen stilfonik asit

Sigma, ABD

CP Kelco

CP Kelco
Herbstreith&Fox
Herbstreith&Fox
Herbstreith&Fox
Herbstreith&Fox
Herbstreith&Fox
Merck, ALMANYA
Merck, ALMANYA
Merck, ALMANYA
Merck, ALMANYA
Sigma, ABD
Sigma, ABD
Merck, ALMANYA
Sigma, ABD
Merck, ALMANYA
Merck, ALMANYA
Sigma-Aldrich, ALMANYA

Sigma, ABD
Sigma, ABD
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3.1.2. Kullanilan Arac ve Gerecler

Spektrofotometre
Partikl Buyuklugu Aleti

Partiktl Buyuklaga Aleti

Zeta potansiyeli 6lgim aleti
Fourier Transform Infrared Spek.
Diferansiyel Taramali Kalorimetre
USP Coézinme Hizi Aleti
Biyoadezyon Olgiim Cihazi

Atomik Gug Mikroskobu (AFM)
Gegirimli Elektron Mikroskobu (TEM)
Peristaltik Pompa

Santrif(j

Diyaliz Membran (M.A<12000Da)
TNF-a Elisa kit (sigan)

IL-17 Elisa kit (sigan)

IL-10 Elisa kit (si¢can)

Distile Su Unitesi

Rotaevaporator

Manyetik Karistirici

Mikroskop

pH Metre

Ultrasonik Banyo

Termostatl Isitici

Etav

iklim Dolabi

Ogutiici

Otomatik Pipetler

Shimadzu UV 1700, JAPONYA
Sympatec Gmbh System
Partikel Technik, ALMANYA
Zetasizer-NanoZS-Malvern, ABD
Zetasizer-NanoZS-Malvern, ABD
Jasco FT/IR-420, JAPONYA
Shimadzu, JAPONYA

Pharma Test Type PTW S 3 C
TA-XT Plus Texture Anlayser,
INGILTERE

Nanomagnetics Inst., ABD
JEOL JSM-840 A, Japonya
Master Flex, ISVICRE
Shimadzu, JAPONYA

Sigma, ABD

eBioscience, ABD

eBioscience, ABD

eBioscience, ABD

Nuve marka, NS serisi, UK
Heidolph, ABD

Snijders, HOLLANDA

Leica, JAPONYA

Schott CG 840, ALMANYA
Bransonic 221, ALMANYA
Heto DT Hetotherm, ALMANYA
Heraeus, ALMANYA

Sanyo MLR 350 H, JAPONYA
Geratetechnik, Tip A70
Eppendorf, ALMANYA
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3.2. YONTEM
3.2.1. IN VITRO GALISMALAR

3.2.1.1. Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanisi

3.2.1.1.1. Fosfat tamponlari (USP XXXI)

l. Monobazik Potasyum Fosfat — (0.2 M): 27.22 g KH,;PO4

suda ¢ozulerek 1000 mL’ye tamamlanir.

I. Sodyum Hidroksit ¢ozeltisi — (0.2 M): 8 g NaOH suda

cozulerek 1000 mL’ye tamamlanir.

pH 7.4 fosfat tamponu hazirlanisi: | nolu ¢ozeltiden 50 mL
ve Il nolu g¢ozeltiden 39.1 mL karistinlip distile suyla 200 mL hacme
tamamlanirsa pH 7.4 tampon ¢oOzeltisi hazirlanir.

pH 6.8 fosfat tamponu hazirlanisi: | nolu ¢dzeltiden 50 mL
ve Il nolu ¢dzeltiden 11.6 mL kanstiriip distile suyla 200 mL hacme

tamamlanirsa pH 6.8 tampon ¢ozeltisi hazirlanir.

3.2.1.1.2. pH 1.2 HCI tamponu (USP XXXI)

l. Potasyum klorir — (0.2 M): 14.91 g potasyum klorur (KCI)

suda ¢ozulerek 1000 mL’ye tamamlanir.

I. Hidroklorik asit — (0.2 M): %37.5 a/h oranindaki stoktan 2 mL

alinip distile suyla 100 mL’ye tamamlanir.

pH 1.2 HCI tamponu hazirlanigi: | nolu ¢ozeltiden 50 mL ve
Il nolu c¢ozeltiden 85 mL Kkaristinhp distile suyla 200 mL hacme

tamamlanirsa pH 1.2 tampon ¢dzeltisi hazirlanir.
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3.2.1.2. Etkin Madde (MEL) Uzerinde Yapilan Fizikokimyasal incelemeler

3.2.1.2.1. Partikul Bayuklagu Analizi

Partikul buyukligunu belirlemek igin Laser-Diffraction Particle
Sizer aleti kullanildi. Laser diffraction teknigi, partikil ylzeyine g¢arpan
Is1Igin gosterdigi optik tepkilere dayanir. Bu tepkiler 1s1din sacilimi ve
absorbsiyonudur. Difraksiyon (dagilim), sacilim ve absorbsiyondan sonra

1IS19In geriye kalan kesridir.

Bu yontemde kati ornekler (MEL) hava akiminda kuru halde
(toz) disperse edilip ¢ok elemanl fotodedektorle 1sigin dagilimi ve
yogunlugu olgulerek, 1s19in sagilim ve absorbsiyondan sonra geriye kalan

kesri hesaplandi ve bilgisayar yazilimiyla degerlendirildi.

3.2.1.2.2. IR Spektrumu

Yaklasik 5 mg MEL hassas olarak tartilip toz halinde (KBr ile
disk seklinde basiimadan), FT-IR (Fourier Transform Infrared) spektrumu

alinarak hangi absorbsiyon bandinda pik verdigi incelendi.

3.2.1.2.3. Diferansivel Taramali Kalorimetri (DSC) Analizi ve Etkin

Maddenin Erime Noktasi Tayini

MEL’in tek basina DSC (Diferansiyel tarama kalorimetrisi)
termogrami alindi. 2 mg etkin madde 0,1 mg duyarlilikta hassas terazide
tartilip aluminyum o6rnek kabina alinarak basing altinda sikistiriimigtir.
Aluminyum ornek kabi 1sitma hicresine konularak azot atmosferi altinda
10°C/dak. hizinda 400°C’ye kadar 1sitilip DSC termogrami alindi.

MEL’in tek basina g¢ekilen DSC termogrami, erime noktasi
tayininde kullanildi. MEL'in endotermik pik verdigi noktanin literaturlerde

bildirilen erime noktasi ile uyumu degerlendirildi.
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Calismada hazirlanan formulasyonlarda kullanilan pektinin
(LM 104 AS-FS) MEL ile etkilesmelerinin ve bu etkilesmelerin kimyasal
gecimsizlige yol agip agmadiginin incelenmesinde de DSC analizlerinde

elde edilen sonuglar kullanildi.

MEL’in ve pektinin 1:1 oranindaki toz karigsiminlarinin DSC
termogramlari alindi. Etkin madde (MEL) ve yardimci maddenin (LM 104
AS-FS) 50 mg olacak sekilde toz karisimi hazirlandi. Daha sonra bu toz
karigimdan 2 mg toz karisim hassas terazide tartildiktan sonra aliminyum
ornek kabina alinarak basing altinda sikigtirildi. Aluminyum o6rnek kabi
Isitma hucresine konularak azot atmosferi altinda 25°C-400°C arasinda
10°C/dak. hizinda isitilip DSC termogrami alindi.

3.2.1.2.4. UV Spektrumu

MEL’in pH 1.2, 6.8 ve 7.4 tamponunda 50 ug/mL derisiminde
stok cozeltileri hazirlandi. 200-800 nm arasinda 1 cm lik kuvartz klvetler
kullanilarak, kore karsi spektrumu alindi ve maksimum absorpsiyon
gOsterdigi dalga boyu (Amax) degeri saptandi. Literatirlerde bildirilen Amax

ile kargilastinldi.

3.2.1.2.5. Spektrofotometrik Miktar Tayini ve Standart Dogrunun

Hazirlanmasi

MEL’in in vitro salim deneylerinde ve miktar tayininde
kullanilan pH 1.2, 6.8 ve 7.4 tampon ortamlarinda kalibrasyon dogrulari ve
denklemleri bulundu. Bunun igin etkin maddenin 50 ug/mL derisimde
hazirlanan stok c¢ozeltisinden hareketle, artan derigsimlerde (10-36 pg/mL
arasinda) 10 seyreltme yapilarak stok ¢ozeltileri hazirlandi.

Daha once belirlenen Anaxda bu derisimlere karsilik gelen
absorbans degerleri okundu. Her konsantrasyon Uger defa tekrarlandi,
ortalama ve standart sapma degerleri hesaplandi. MEL derigimine kargi
ortalama absorbans degerleri grafiklendi. Gerekli hesaplamalar yapilarak

standart dogru denklemi bulundu.
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3.2.1.2.6. Spektrofotometrik Miktar Tayini Yonteminin Validasyonu

Analitik yontemin validasyonu, bir analiz igin yeni bir yontem
geligtiriimesi, bir analizin laboratuvarda ilk kez uygulanmasi, kullaniimakta
olan yontemde degisiklik yapilmasi, gecerliligi kanitlanmig bir yontemin
bagka bir laboratuvarda kullaniimasi veya uygulayan kigi veya kullanilan
cihazda degisiklik olmasi, kalite kontrol testlerine goére ydntemin

performansinda zamanla bir degisme olmasi durumlarinda yapilmalidir.

Analitik yontemin validasyonu, miktar tayininde kullanilacak

pH 1.2, 6.8 ve 7.4 tampon ortamlarinda yapildi.

3.2.1.2.6.1. Dogrusallik

Miktar tayininde kullanilacak ornek icerisindeki etkin madde
derigimi ile, s6z konusu derisimde Olgllen absorbans degeri arasindaki

iliskinin dogrusal oldugunun gosterilmesidir.

Kullandigimiz metodun dogrusalligini gostermek Uzere,
MEL’in pH 1.2, 6.8 ve 7.4’de 50 yg/mL konsantrasyonda 3 adet farkh stok
cOzeltisi hazirlandi. Her stok ¢ozeltiden 10 adet seyreltme yapilarak farkh
konsantrasyonda ¢ozeltiler elde edildi. Her konsantrasyon ve bu
konsantrasyona kargsilik gelen absorbans degerleri en kuguk kareler

yontemine gore degerlendirilip, standart dogru denklemi bulundu.

3.2.1.2.6.2. Dogruluk ve Geri Elde

Analiz yonteminin dogrulugu geri kazanim ile hesaplanir ve
% bagil standart sapma (% BSS) ile ifade edilir. Dogruluk, saptanan
madde miktarinin numune igerisindeki gercek etkin madde miktarina
yakinhgidir. Miktar tayini yonteminin dogrulugu geri elde etme yuzdesine
baghdir.

Etkin madde miktarinin % 80, % 100, % 120’lik oranlari

olacak sekilde formilasyon hazirlandi ve MEL miktar tayini yapilan
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kosullarda (pH 1.2, pH 6.8 ve pH 7.4 tamponlar1) absorbanslari dlguldu.
Bu absorbanslar, hesaplanan kalibrasyon denkleminde yerine konularak
derigimler, yuzde geri kazanim ve % bagil standart sapma degerleri

hesaplandi.

3.2.1.2.6.3. Kesinlik

Kullandigimiz miktar tayini yonteminin ayni anda ve baska
zamanlarda tekrar edilebilir oldugunun gosteriimesini saglar. Standart
sapma (SS) ve % bagdil standart sapma (% BSS) degerleri ile ifade edilir.
Bulunan % BSS degeri %2’ den kuguk olmalidir.

3.2.1.2.6.3.1. Deneylerici Tekrarlanabilirlik Calismasi

pH 1.2, pH 6.8 ve pH 7.4'de hazirlanan MEL stok
¢ozeltilerinden 20 pg/mL MEL iceren 10’ar farkh ¢ozelti hazirlanip, pH 1.2,
pH 6.8 ve pH 7.4’de 278 nm’de ard arda 3 farkh élgiim yapildi. Elde edilen
absorbanslarin ortalamalari, ortalamalarin standart sapmasi ve % BSS
hesaplandi. Bagil sapmanin %2’den kugik olmasi ydntemin tekrar

edilebilirligini gostermektedir.

3.2.1.2.6.3.2. Deneylerarasi Tekrarlanabilirlik Calismasi

Ug farkli pH'daki stok gozeltilerden 20 pyg/mL MEL igeren
10’ar farkh ¢ozelti hazirlanip, ard arda 3 gun pH 1.2, pH 6.8 ve pH 7.4'de
278 nm'de ard arda 3 farkli dlcum yapildi. Elde edilen absorbanslarin
ortalamalari, ortalamalarin standart sapmasi ve % BSS hesaplandi. %

bagil standart sapma % 2’den kaguk olmalidir.

3.2.1.2.6.4. Ozgiinliik, Secicilik

Yontemin segiciligi; analiz yapilacak bileseni 6rnekte varligi
tespit edilmis ve bu bilesenle girigsim yapabilecek diger bilesenlerden farkli

olarak o6lgme yetenegidir.
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Spektrofotometrik miktar tayini yonteminin sadece analiz
edilmesi istenen etkin maddeyi saptayabilmesi igin, MEL digindaki
bilesenlerin 200-800 nm dalga boylari arasi taranarak spektrumlari alindi.

278 nm’'de absorbans verip vermedigi denetlendi.

3.2.1.2.6.5. Stabilite

Bu amagla MELin U¢ farkh tamponda 50 pg/mL
konsantrasyonda stok ¢ozeltisi hazirlanip, bunlarin stabilitesi incelendi.

MEL c¢ozeltilerinin 1s1ga hassas oldugu bilindigi igin, ¢ozeltiler
gun 1s1gina maruz birakilarak absorbans degisikligi olup olmadigi tayin
edildi.

MEL’in in vitro salim calismalarinda, salim ortami olarak
kullanilacak olan pH 1.2, pH 6.8 ve pH 7.4’de;

% Oda sicakliginda gun i1g1gina maruz birakilarak,
+ Oda sicakliginda gun 1s1gindan korunarak,
< 37%1.0°C’deki etlivde 24 saat sureyle bekletilerek,
belirli zaman araliklarinda numune alinarak absorbans degerlerinde bir

degisiklik olup olmadigi incelenmisgtir.

3.2.1.2.7. MEL’in pH 1.2, 6.8 ve 7.4 Tamponlarinda Cozinirligunin

Belirlenmesi

Formulasyonlardan MEL salim hizi deneylerinin pH 1.2, 6.8
ve 7.4'de yapilmasi ongorulmustar. Bu ortamlarda sink kosulun saglanip
saglanmadiginin saptanmasi amaciyla MEL'in pH 1.2, 6.8 ve 7.4'de

¢ozunarlikleri tayin edildi.

Bunun igin ortamda ¢6zlUnecegi miktarin fazlasi kadar MEL
bulunan ¢ozelti 37+1.0°C’'de termostath su banyosunda manyetik
kanigtiricinin  Gzerine 24 saat karistirilarak bekletildi. Belirli zaman

araliklarinda ucuna membran filtre (0.45 pm) ve bir filtre tutucu takilmis
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enjektor yardimi ile numuneler stzulerek alindi. Numune alma sirasinda
enjektor, filtre tutucu ve ornek kaplari 6nceden 37°C’ye kadar isitilarak
kullanildi.  Alinan  numunelerde  uygun  seyreltmeler  yapilarak

spektrofotometrik miktar tayini yapildi ve ¢éztinen MEL miktari saptandi.

3.2.1.3. Onformiilasyon Calismalari

Kullanilacak olan pektin tipini segmek amaciyla 6nce tim
pektin ornekleri kullanilarak iyonotropik jelasyon yontemiyle partikuler

sistemler hazirlanmistir.

3.2.1.3.1. Iyonotropik Jelasyon

Bolim 2.11.4.’de anlatildigi gibi, dustk metoksilli pektinlerde
(LMP), pektin molekulinin yapisinda yer alan karboksil (-COOH)
gruplarinin yaridan fazlasi serbest sekilde bulunmaktadir. Dolayisiyla
pektin moleklli ortamda iyonlasarak negatif yukli hale gelir. Ortamda
bulunan pozitif yikli divalen (Ca*?) metal iyonlariyla elektrostatik gekim
sonucunda yaklagir ve molekuler arasi iyonik baglar meydana gelir (Sekil
10). Pektin molekulu G¢ boyutlu duzlemde kidresel bir hal alir. Ortamda

disperse halde bulunan etkin madde bu kiiresel yapi icinde hapsedilir'3*.

o O, coor
OO o coo- HO "
D COOCH + P
(o] ] (.ﬂ(.lz P .
\ 0 i+ g Elektrostatik
0/%\ M y&/ » '\(3& J etkilesme bélgesi
0 COOCH, Ho " ooc

o 77\\20
0057 Vo \g;em\

Pektin Capraz baglanmig
kalsiyum pektinat

Sekil 10. iyonotropik jelasyonun temel mekanizmasi***
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LMP’lerin sahip olduklari bu 0zellikten vyararlanilarak,
iyonotropik jelasyon yontemiyle etkin maddelerin kolona
hedeflendiriimesinde kullanilabilecek kuresel mikropartikuller olusturmak

mumkuinddr.

Tez calismamiz boyunca tim formulasyon c¢alismalarinda,
iyonotropik jelasyonun tim basamaklarinda, elektriksel direnci 18.2 MQ
olan deiyonize su kullaniimistir. Boylece distile suda ¢6zUnmus halde
bulunan cesitli divalen metal iyonlarinin (Ca*?, zZn*?, Mg*?, Fe*?, Cu*?, vb)
pektin ile etkileserek pektini jellestirmesi ve formulasyon sonuglarini

etkilemesi engellenmistir.

lyonotropik jelasyonda &ncelikle belirli miktardaki pektinin
deiyonize suda tamamen g¢ozinmesi saglanir. Daha sonra belirli miktar
MEL, hazirlanan pektin ¢dzeltisine eklenir ve ortam homojen hale gelene
kadar karistirilir. Ultrasonik banyo kullanilarak hava kabarciklari ortamdan
uzaklastirihr. Belirli konsantrasyonlarda pektin ve MEL iceren bu
dispersiyon ortami manyetik karistiriciyla sabit hizda sirekli olarak

karistirilir.

Hazirlanan MEL ve pektin igeren dispersiyon ortami
peristaltik pompa sistemine baglanir. Belirli ve sabit bir yukseklikten (5
cm), peristaltik pompa yardimiyla 1mL/dak hizinda, ucunda 30 G igne ucu
bulunan enjektorden, icerisinde belirli miktar divalen metal iyonu (CacCl,)
bulunan ve surekli sabit bir hizda karistirilan (1) capraz baglanma
ortamina damlatilir. Belirli bir sire bu ortamda tutularak capraz
baglanmanin tamamlanmasi beklenir. Elde edilen partiklller ortamdan
suztlerek ayrilir, distile suyla yikanir ve oda sicakliginda (25° C) kurumaya
birakilir®*. Tez calismamiz icin tasarlanan iyonotropik jelasyon diizenegi

Sekil 11’de gosterilmigtir.
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Heidolph
Homojenizatir

2]

Peristaltik Pompa I
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Pektin +
Melatonin
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Manyetik Karnstirica Manyetik Karistirici |

Sekil 11. Tez galismamizda kullandigimiz iyonotropik jelasyon dizenegi. (1)

manyetik karistirici, (2) Heidolph® homojenizator

lyonotropik jelasyon yénteminde; formilasyonda kullanilacak
olan pektin konsantrasyonu, divalen metal iyonu (CaCl,) konsantrasyonu,
capraz baglanma suresi, ¢capraz baglanma ortaminin karistiriima hizi ve
pektin:etkin  madde (MEL) orani formilasyon sonuglarini  ve
mikropartikUllerin sahip oldugu fizikokimyasal 6zellikleri etkileyen en

dnemli parametrelerdir'3*,

3.2.1.3.2. Formilasyonda Kullanilacak Pektin Tipine Karar Verilmesi

iyonotropik  jelasyonla uretilen kalsiyum pektinat
partikullerinin sahip oldugu fizikokimyasal 6Ozellikleri optimum seviyede
tutabilmek icin CP Kelco® ve Herbstreith&Fox® pektin Ureticilerinden
saglanan toplam yedi farkh pektin tipi Uzerinde calisiimistir. Yedi farkl
pektin tipinin formuilasyonlarda goOsterdigi performansa paralel olarak
eleme yapilmis ve tek bir pektin tipi ile tez ¢alismasinin surdurilmesine

karar verilmigtir.
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icerisinden secim yapilacak yedi farkli pektin tipinin sahip
olduklar esterifikasyon (DE°) ve amidifikasyon (DA°) dereceleri ve

ureticileri Tablo 10°da verilmigtir.

Tablo 10. Yedi farkh pektin ve sahip olduklari DA°, DE° degerleri

Pektin kodu DE® (%) | DA® (%) | Uretici firma
LM 104 AS-FS 28 20 CP Kelco

LM 101 AS 36 14 CP Kelco

Amid CU 020 29 21 Herbstreith&Fox
Amid CU 025 29 21 Herbstreith&Fox
Classic CU 701 38 - Herbstreith&Fox
Classic CU 902 9.2 - Herbstreith&Fox
Classic AU 701 41 - Herbstreith&Fox

Calismada kullanilacak pektin tipine karar verebilmek igin
oncelikle makro boyutlarda galisilmistir. Formulasyon hazirlanirken (Sekil
11’de verilen) gapraz baglanma ortamini karistirmak igin, tasarladigimiz
iyonotropik jelasyon dizeneginde (1) ile gosterilen manyetik karigtirici

kullantimistir.

Kullanilacak pektin tipine karar verilmesinde,

R/

% Peristaltik pompa sistemini tikayip ttkamamasi,
% Olusturulan kalsiyum pektinat partiktllerinin bayuklaga,

<  MEL yukleme kapasitesi,

sonuglari degerlendirilmigtir.

Kullanilacak pektin tipine karar verebilmek icin hazirlanan

formulasyonlardaki parametreler ve degerleri Tablo 11’de verilmistir.
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Tablo 11. Kullanilacak pektin tipine karar verebilmek igin hazirlanan formiilasyonda

kullanilan formiillasyon parametreleri ve degerleri

Parametre Deger

Pektin konsantrasyonu % 5 (a/h)

CaCl, konsantrasyonu % 10 (a/h)

Capraz baglanma siresi 0.5 saat

Pektin:MEL orani 11

Capraz baglanma ortami | Manyetik karistirici (100 rpm)
karigtirma hizi

Onformiilasyon ¢alismalarinin sonunda LM 104 AS-FS tipi

pektin segilerek calismalara devam edilmistir.

3.2.1.4. Formilasyon Calismalari

3.2.1.4.1. iyonotropik Jelasyon Yontemiyle Nanoboyuta inilmesi

Kun ve ark.** pektin ve insiilin kullanarak gerceklestirdikleri
bir iyonotropik jelasyon galismasinda, ¢apraz baglanma ortaminin (CacCl,
¢Ozeltisi) kanstirlma hizinin 1000 rpm ve Uzerine ¢ikariimasiyla
olusturulan kalsiyum pektinat partikullerinin ortalama buyuklugini 600 nm

(< 1um) olarak olgmustur.

Yapilan bu calismada capraz baglanma ortaminin (CacCl,
¢Ozeltisi) karistiriima hizinin artirilmasiyla, belirli bir degere ulasincaya
kadar iyonotropik jelasyon ydntemiyle olusturulan partikillerin ortalama

bayUkligunun devamli olarak dustigu belirtilmistir.

Tez calismamizda bu yontem modifiye edilerek MEL yukld,

kolona hedeflendirilmis kalsiyum pektinat nanopartikulleri olusturulmustur.
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iyonotropik jelasyon ydénteminde vyapilan modifikasyon

birbirini izleyen Gg farkh basamakta gergeklestirildi:

1. Bolim 2.11°de belirtildigi gibi pektin, galakturonik asit
molekullerinin  duz zincir geklinde birbirine baglanmasiyla olugmus
makromolekller yapida bir heteropolisakkarittir. Dolayisiyla 6guttlerek bu
diz zincir yapisi fiziksel olarak gesitli yerlerinden kirilip molekuler boyutu
kUgultdlebilir.

Ancak yapilan literatur taramasinda pektinin i1siya karsi ¢ok
dayaniksiz oldugu ve siya dogrudan maruz kaldiginda hemen
koémurlestigi belirtiimigtir.

Pektin iki dakikalik periyotlarla toplamda 15 defa 6gutulerek
molekuler yapisinin kigulmesi saglanmigtir. Kisa sire ancak 15 defa
ogutulerek surtinmeden kaynaklanan 1si1 enerjisinin pektinin molekuler

yapisini bozmasi engellenmigtir.

2. Capraz baglanma ortami (CaCl, c¢Ozeltisi) literatlirde
belirtilen 1000 rpm hizi yerine Heidolph Silent Crusher M® kullanilarak
5000-10000 rpm hizinda karistirilmistir. (Sekil 11’de verilen tasarladigimiz
iyonotropik  jelasyon dizenedinde (2) ile (gosterilen Kkaristirici

kullaniimigtir.)

3. Makro boyutlarda ¢ahlgilirken iyonotropik jelasyon
formllasyonunda kullanilan pektin (%5 a/h) ve CaCl, (%10 a/h)

konsantrasyonu (Tablo 25) 1/50 ve 1/10 degerine dusurulerek mikro

boyutlara inilmistir.

Yukarida anlatildigi gibi gercgeklestiriien modifikasyon ile
iyonotropik jelasyon ydntemiyle MEL yUkll, klresel, stabil kalsiyum

pektinat nanopartikilleri olusturuldu.

Sekil 12’de, iyonotropik jelasyon yontemiyle nanopartikal

formulasyonunun hazirlanmasi 6zet halinde verilmistir.
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Ogiitilen pektinin %0.1 (a/h) konsantrasyonunda deiyonize

._L

Bu cozeltiye belidi miktar MEL katiir ve homojenizasyon

suyla cozeltisi hazifanr.

saglanincaya kadar kangtinlr.

._L

Ultrasonik  banyo  kullamilarak hava kabarciklan ortamdan

uzaklagtinlir ve ortam manyetik kanstinciyla strekli kanstinlr.

._L

% 1 (a'h) konsantrasyonunda CaClz ¢ozeltisi hazidanir ve bu

cozelti 3000 rpm hiziyla kanstinlir.

._L

Pektin ve MEL iceren dispersiyon ortami peristaltik pompa

sistemiyle 1mlL/dak. hznda, 5 com yikseklikten CaClz

._L

5000 rpm hzyla kanstinlmaya devam edilerek, capraz

gozeltisine damlatilr.

baglanmanin tamamlanmas igin gereken siire kadar beklenir.

._L

Slrenin sonunda, c¢apraz baglanma ortami 045 pm por

genisligine sahip membran filtre kullamlarak sOzdlda.

._L

Elde edilen MEL yikli pektin nanopartikiller deneysel

calismalarda kullanild.

Sekil 12. MEL yukli kalsiyum pektinat nanopartikiil formiilasyonunun hazirlanmasi
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3.2.1.4.2. Nanopartikil Formulasyonuna Ait Faktoriyel Tasarim

iyonotropik jelasyon yontemiyle nanopartikdl
hazirlanmasinda kullanilan formualasyon parametrelerinin, olusturulan
partiklller Uzerindeki etkisini incelemek amaciyla bir faktoriyel tasarim

yapimigtir.

Bu faktoriyel tasarim, nanopartikil hazirlanmasinda
kullanilan 5 farkli formulasyon parametresinin, biri duguk digeri yuksek
olan 2 farkli degerinin incelendigi (2° =32) 32 farkli formilasyondan

meydana gelmektedir.

Faktoriyel tasarimla 32 farklh formilasyon hazirlanirken

kullanilan formulasyon parametreleri ve degerleri Tablo 12'de verilmistir.

Tablo 12. Faktoriyel tasarimda kullanilan formiilasyon parametreleri ve degerleri

Parametre DUSUK (D) YUKSEK (Y)
Pektin konsantrasyonu % 0.05 (a/h) % 0.1 (a/h)

CaCl, konsantrasyonu % 0.5 (a/h) % 1 (a/h)

Capraz baglanma suresi 15 dakika (0,25 saat) 30 dakika (0.5 saat)
Pektin:MEL orani 11 2:1

Capraz  baglanma  ortami | 5000 rpm 10000 rpm
karistirma hizi

Microsoft Office 2010 Home Premium® Excel programi
kullanilarak yapilan, kalsiyum pektinat nanopartikil formualasyonu
faktoriyel tasarimina ait 32 farkli formdlasyonun kodlari ve formulasyonlar

hazirlanirken kullanilan parametrelerin degerleri Tablo 13’de verilmistir.
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Tablo 13. 32 farkh formiilasyon ve bunlar hazirlanirken kullanilan formiilasyon

parametrelerinin degerleri

Pektin (a/h) | CaCl,(a/h) |Pek:MELorani |t(dak) |rpm
P1 % 0.1 %1 2 30 10000
P2 % 0.1 %0.5 2 30 10000
P3 % 0.1 %1 1 30 10000
P4 % 0.1 %1 2 15 10000
P5 % 0.1 %1 2 30 5000
P6 % 0.1 %0.5 1 30 10000
P7 % 0.1 %0.5 2 15 10000
P8 % 0.1 %0.5 2 30 5000
P9 % 0.1 %1 1 15 10000
P10 % 0.1 %1 2 15 5000
P11 % 0.1 %1 1 30 5000
P12 % 0.1 %0.5 1 15 10000
P13 % 0.1 %0.5 2 15 5000
P14 % 0.1 %1 1 15 5000
P15 % 0.1 %0.5 1 30 5000
P16 % 0.1 %0.5 1 15 5000
P17 % 0.05 %1 2 30 10000
P18 % 0.05 %0.5 2 30 10000
P19 % 0.05 %1 1 30 10000
P20 % 0.05 %1 2 15 10000
P21 % 0.05 %1 2 30 5000
P22 % 0.05 %0.5 1 30 10000
P23 % 0.05 %0.5 2 15 10000
P24 % 0.05 %0.5 2 30 5000
P25 % 0.05 %1 1 15 10000
P26 % 0.05 %1 2 15 5000
P27 % 0.05 %1 1 30 5000
P28 % 0.05 %0.5 1 15 10000
P29 % 0.05 %0.5 2 15 5000
P30 % 0.05 %1 1 15 5000
P31 % 0.05 %0.5 1 30 5000
P32 % 0.05 %0.5 1 15 5000
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Excel® programi kullanilarak yapilan faktoriyel tasarima ait
32 farklh formalasyon hazirlandiktan sonra her bir formulasyonun ayri ayri
ortalama partikul bayuklugu, zeta potansiyeli, polidispersite indeksi, MEL
yuklenme kapasitesi, pH’si tayin edilmis ve pH 6.8 fosfat tamponunda in

vitro salim ¢aligmalari yapilmigtir.

3.2.1.5. Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

3.2.1.5.1. Nanopartikiillerin Partikiil Biiyikliigi ve Polidispersite indeksi

Hazirlanan nanopartikul formulasyonlarinin partikul
blayUkliglu ve polidispersite indeksi (PDI) degerlerinin belirlenmesinde
foton korelasyon spektroskopisi esasina bagl olarak c¢alisan Zetasizer

Nano Series® cihazi kullanilmistir.

PDI agirhk¢a ortalama molekdl agirhdinin (M,) sayica

ortalama molekul agirhgina (M,) oranidir.

pDI = Mw/ (Esitlik 1)

Partiktl bayuklugu ve PDI, kolloidal ilag tasiyici sistemlerin
en onemli fizikokimyasal 6zelliklerindendir. PDI, bir kollodial sistem butunu
icerisindeki partikullerin dagilimini gosteren bir indekstir. PDI degeri

kiictildiikge kollodial sistemi olusturan partikiillerin homojenitesi artar®>.

Hazirlanan nanopartikil formulasyon ornekleri 1 ml
hacmindeki 6zel tek kullanimlik dlgim kavetine konulmus ve elde edilen
tum nanopartikul formulasyonlari i¢in her bir dlgim U¢ kere tekrarlanarak
yapilmistir.  Olgimler sirasinda cihazin  sicakligi  oda sicakligina

ayarlanmisgtir.
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3.2.1.5.2. Nanopartikillerin Zeta Potansiyeli

Zeta potansiyel, partikll ylzeyine yapisik olan tabaka ile notr
bolge arasindaki elektriksel potansiyel farkidir. Hazirlanan nanopartikil
formulasyonlarinin zeta potansiyel degerlerinin o6l¢iimesinde kolloidal
partikillerin ylzey yukleri hakkinda bilgi veren en énemli teknik olan lazer
doppler anemometri prensibine gore c¢alisan Zetasizer Nano Series®
cihazindan yararlaniimistir. Bu cihazla partikul bayuklugu 3 nm ile 10 pm
arasinda bulunan partiklllerin zeta potansiyel 6lgumu yapilabilmektedir.

Hazirlanan nanopartikil formulasyon o6rnekleri 1 ml
hacmindeki 6zel tek kullanimhk 6lgim kuivetine konulmus ve elde edilen
tum nanopartikul formulasyonlari i¢in her bir dlcim U¢ kere tekrarlanarak
yapiimigtir.  Olgiimler sirasinda cihazin  sicakh@d oda sicakligina

ayarlanmisgtir.

3.2.1.5.3. Nanopartiktllerin Etkin Madde Yukleme Kapasitesi

lyonotropik jelasyon ydntemiyle hazirlanan nanopartikdil
formulasyonlari 20000 g'de 0.5 saat sureyle santrifljlenerek, partikullerin
ortamda c¢oOkmesi saglandi. Sipernatanttaki MEL miktari 278 nm’de
spektrofotometrik olarak tayin edildi. SUpernatantta olgtlen miktar, total
etkin madde miktarindan cikarilarak, nanopartikillerde tutulan etkin
madde miktari hesaplandi. Yukleme kapasitesi asagida verilen formule

goére hesapland:

(C total — C siipernatant) (Esitlik 2)
Yiikleme kapasitesi = + 100
C total
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3.2.1.5.4 Formulasyonlarin pH’si

Faktoriyel tasarima ait 32 farkh formulasyonun pH degerleri
pH-metre kullanilarak saptandi. Olgiimler oda sicakliginda yapildi. Yapilan
her 6lcum 3 kez tekrarlandi.

3.2.1.6. in-Vitro Salim Calismalari

Etkin maddenin nanopartikil formulasyonlarindan in vitro
salim oOzelliklerini incelemek Uzere USP Apparatus 1 sepetleri igerisine

yerlestirilen diyaliz torbasi yontemi kullaniimistir.

3.2.1.6.1. Diyaliz Torbalarinin Hazirlanmasi

Belirli ve sabit buyuklikte kesilen diyaliz membran (12000
Dalton’dan kuguk molekullere gegirgen), hangi tampon ortaminda salim
calismasi yapilacaksa, o tampon ortaminda bir gece bekletildi. Bir gece
bekletildikten sonra diyaliz membran alttan sikica baglandi. icerisine 2 ml
hazirlanan formuilasyon ilave edildi. Membrana tekrar Ustten sikica
baglamak suretiyle torba sekli verildi (Sekil 13). Bu diyaliz torbalar USP

Apparatus 1 sepetleri icerisine yerlestirildi**®.

Ty SE

Tamponda Alttaki ucu 2 mL formiilasyon

islatilma baglanir ilave edilir

— — =
Ust ucu da
baglanir

- —.- S TS
A B C D

Sekil 13. Salim galismalarinda kullanilacak diyaliz torbalarinin hazirlanmasi**
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Hazirlanan diyaliz torbasi, sepete yerlestirildikten sonra
sepetin Ust kismi takildi ve salim testi cihazina yerlestirildi. Daha sonra
hazirlanan tampon igerisine batirilarak, sepetin belirlenen hizda donmesi

saglandi.

3.2.1.6.2. Faktorivel Tasarima Ait Formiilasyonlar Uzerinde Yapilan Salim

Calismalari

Faktoriyel tasarima ait formilasyon calismalari sonucunda
elde edilen veriler 1s1giInda en uygun formulasyon secilmigtir. Bu
nanopartikdl formilasyonu, si¢canlara oral ve intrakolonik yoldan verilerek
TNBS ile kolit indiklenmis sicanlarda in vivo etkinligi degerlendirilecektir.
Dolayisiyla tez calismamizda formule ettigimiz kolona hedeflendiriimis
partikuler sistem, etki bolgesine ulasana kadar farkli pH degerine sahip

pek cok Gl bdlgeden gececektir.

Gastrik pH, salgilanan HCIl'den dolayr ¢ok dusuk bir pH
degerine (pH 1.2) sahiptir. ince bagirsaklarda ise pH nétrale yakindir (pH
7.4). Kalin bagirsaklarda yasayan anaerob bakterilerin karbonhidratlari
fermente etmeleri ile agiga cikan asidik karakterli kisa zincirli yag asitleri

kolonik pH’y1 6.8’e ¢eker.

Calismamizda salim hizi tayini igin alti adet ¢dzinme kabi
icine 250’ser mL salim ortami konularak 37+0.5°C’de salim deneyleri
gerceklestirildi. 50 devir/dakika dénUs hizinda belirli zaman araliklarinda
ucunda 0,2 um ¢apinda membran filtre takili olan enjektdr yardimi ile 2’ser
mL ornek alindi. Alinan drnek ¢dzeltinin absorbansi 278 nm’de dl¢lldikten

sonra tekrar ¢ozunme ortamina ilave edildi.

Faktoriyel tasarima ait 32 farkli formulasyonun pH 6.8 fosfat
tamponunda, 8. saat sonunda salinan kimulatif MEL miktarlar tespit
edilmistir. Elde edilen veriler kolona hedeflendirmede kullanilacak optimum

salim 6zelliklerine sahip olan nanopartikil formulasyonunun secilmesinde
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kullaniimistir. Ayrica elde edilen pH 6.8 fosfat tamponunda, 8. saat
sonunda salinan kimulatf MEL miktarlari Pythia®ya ¢ikti veri olarak
girilerek sistemin formulasyon parametreleriyle pH 6.8 fosfat tamponunda,
8. saat sonunda salinan kimdlatif MEL miktarlari arasinda matematiksel

modelleme yapmasi saglanmigtir.

pH 1.2, 6.8 ve 7.4 tamponlarinda gercgeklestirilen ¢dézinurlik
g¢alismalari sonuglarina bagl olarak in vitro salim g¢alismalarinda sink

kosulun saglandigi gorulmustar.

3.2.1.7. Pythia® Yapay Sinir Adi (YSA) Programi

Pythia®; beyni olusturan néronlarin matematik modellerinin
bilgisayar ortaminda kurulmasi seklinde isleyen, birgok néronun belirli
bicimlerde bir araya getirilip bir iglevin gerceklesmesi hakkindaki sorulara

matematiksel olarak yanit arayan bir yapay sinir agi programidir.

Pythia®, faktoriyel tasarima ait 32 farkli formilasyondan in
vivo calismalarda kullaniimak Uzere optimum Ozelliklere sahip bir tek
formlUlasyonun belirlenmesinde ve formulasyon parametreleri ile
formulasyonlarin sahip oldugu ortalama partikil bUyUklGgu degeri,
polidispersite indeksi, zeta potansiyel ve pH 6.8 fosfat tamponunda
salinan kumulatif MEL miktari arasindaki matematiksel iligkilerin

belirlenmesinde kullaniimigtir.

Pythia®ya, faktoriyel tasarima ait 32 farkli formiilasyon
hazirlanirken kullanilan formulasyon parametreleri girdi kismina, bu
formullasyonlarin laboratuvarda Uretilmesiyle elde edilen veriler c¢ikti
kismina girildi (Tablo 14).

Sistemin; pektin konsantrasyonu (Y%a/h), CacCl,
konsantrasyonu (% a/h), ¢capraz baglanma suresi (t), capraz baglanma

ortaminin karistirlma hizi (rpm) ve pektin:MEL orani, olarak girilen
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formllasyon parametreleri ile ortalama partikil bUydklaga, zeta
potansiyeli, polidispersite indeksi ve pH 6,8 fosfat tamponunda 8. saat
sonunda salinan kumdulatif etkin madde miktari Gzerine etkileri arasindaki

iligkileri incelemesi saglanmistir.

Formulasyon parametreleri ile elde edilen veriler arasindaki

matematiksel iligki tespit edilmigtir.

Tablo 14. Pythia® programina girilen veriler ve programdan elde edilen veriler

Sisteme Girilen Parametreler Sistemden Alinan Veriler
GIRDI KISMINA | GIKTI KISMINA Partikul biylklugu

Pektin kons. Partikil byiikligii Zeta potansiyel

CaCl, kons. Zeta potansiyel % Kum. salinan MEL

Polidispersite indeksi

Capraz bag. sur. | % Kim. salinan MEL

Pektin:MEL orani | Polidispersite indeksi

Karistirma hizi

Pythia®da 5 seviyede toplam 35 farkli néron calismistir.
Sisteme girilen bes farkli veriden bir tane c¢ikti veri elde edilmistir (Sekil
14).
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Sekil 14. Pythia®’da calisan noronlar ve bu néronlar arasindaki sinir aglar
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3.2.1.7.1. Pythia®vya Girilen Parametreler Isiginda Matematiksel Olarak

Elde Edilen Veriler ile Laboratuvar Ortaminda Elde Edilen Deneysel

Verilerin Karsilastiriimasi

Faktoriyel tasarima ait formulasyon parametrelerinin ve elde
edilen verilerin sisteme girilmesiyle Pythia®nin matematiksel modellemeyi
yapmasi saglandi. Pythia®da 32 farkli formilasyonun, ortalama partikil
bayUkligu, zeta potansiyeli, polidispersite indeksi ve pH 6,8 fosfat
tamponunda 8. saat sonunda salinan kumdlatif etkin madde miktari
matematiksel olarak hesaplatildi. Pythia®nin hesapladigi matematiksel
veriler ile laboratuvar ortaminda elde edilen deneysel veriler arasindaki

benzerlik istatistiksel olarak degerlendirildi.

3.2.1.7.2.Pvthia®‘n|n Matematiksel Olarak Onerdigdi Verilerin Dogrulugunun

Kontrol Edilmesi

Pythia®nin  matematiksel  olarak  onerdigi  verilerin
dogrulugunu kontrol edebilmek amaciyla faktoriyel tasarimda yer almayan

iki farkli nanopartikul formalasyonu daha tasarlandi (Tablo 15).

Tablo 15. P,’ya ve Pg’ye ait formiilasyon parametreleri

Parametre Pa Pg

Pektin konsantrasyonu

% 0.075 (a/h)

% 0.1 (a/h)

CacCl, konsantrasyonu

% 0.75 (a/h)

% 0.25 (a/h)

Capraz baglanma suresi 20 dakika 10 dakika
Pektin:MEL orani 1.25 15
Karistirma hizi 7500 rpm 1000 rpm
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Pythia®ya bu iki farkli formiilasyonun (P, Pg) parametreleri
girildi ve matematiksel olarak bu formulasyonlarin ortalama partikil
bayukligu, zeta potansiyeli, polidispersite indeksi ve pH 6.8 fosfat
tamponunda 8. saat sonunda salinan kUmdilatif etkin madde miktari
matematiksel olarak hesaplatildi. Daha sonra laboratuvar ortaminda bu iki
formllasyon Uretildi ve ortalama partikil buyukligua, zeta potansiyeli,
polidispersite indeksi ve pH 6,8 fosfat tamponunda 8. saat sonunda

salinan kumulatif etkin madde miktari olguldu.

Pythia®nin o6nerdigi matematiksel veriler ile laboratuvar
ortaminda elde edilen deneysel veriler arasindaki benzerlik/farklilik

istatistiksel olarak karsilastirildi.

3.2.1.7.3. Pvthia®‘va Girilen Parametreler Isiginda Matematiksel Olarak En

Uygun Formiulasyonun Secilmesi

Pythia®dan matematiksel olarak elde edilen veriler 1si§inda
faktoriyel tasarima ait 32 farkli formilasyondan kolona hedeflendirmede
kullanilabilecek optimum oOzelliklere (ortalama partikal buydklaga, zeta
potansiyeli, polidispersite indeksi, MEL ylUkleme kapasitesi, pH’si ve pH
6.8 fosfat tamponunda 8. saat sonunda salinan kimdulatif MEL miktari

degerlendirilerek) sahip tek bir nanopartikil formulasyonu segilmistir.

Faktoriyel tasarimdan optimum formulasyon olarak segilen

P28 kullanilarak spesifik salim ¢alismalarina gegilmistir.

Siganlar Uzerinde gerceklestirilen in vivo calismalarda da

sadece secilen P28 formulasyonu kullaniimistir.
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3.2.1.8. Optimum Formulasyon Olarak Secilen P28 Nolu Formiulasyon

Uzerinde Yapilan Salim Calismalari

Farkli salim ortamlari kullanilarak, Pythia®dan elde edilen
veriler 1s1ginda optimum formulasyon olarak segilen P28’den MEL salimi

Uzerinde g¢alismalar yapilmistir.

3.2.1.8.1. pH 1.2 Mide Ortaminda Yapilan Calismalar

Bu in vitro salim g¢alismasinda, salim ortami olarak pH 1.2
HCI tamponu kullaniimis ve P28 nolu formulasyondan MEL salimi alti saat

sureyle izlenmistir.

3.2.1.8.2. pH 7.4 Fosfat Tamponunda Yapilan Calismalar

Bu in vitro salim galismasinda ise, salim ortami olarak pH 7.4
fosfat tamponu kullaniimistir. P28 nolu formulasyondan MEL salimi sekiz

saat sureyle izlenmistir.

3.2.1.8.3. pH 6.8 Fosfat Tamponu+Pectinex® Ortaminda Yapilan
Calismalar

lyonotropik  jelasyonla olugturulan  kalsiyum pektinat
partikullerini insan sindirim sisteminde yer alan enzimler pargalayamaz. Bu
partikuller kalin bagirsaklarda yagsayan anaerob bakterilerin sahip oldugu
pektinolitik enzimlerin aktivitesi sonucunda yikima ugrar. Dolayisiyla salim
¢alismalarinda in vivo ortami tam anlamiyla taklit edebilmek i¢in pH 6.8
fosfat tamponu ortamina %2 (h/h) oraninda Pectinex® enzim konsantresi
eklenmistir’®”. P28 nolu formiilasyondan MEL salimi sekiz saat sireyle

izlenmisgtir.

3.2.1.8.4. Salim Ortaminin Degistirildigi Calismalar

P28°’den MEL salimi, salim ortami degistirilerek de
arastinlmistir. Oral yoldan verilen nanopartikil formulasyonu énce mideyi
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sonra ince bagirsaklari gecerek spesifik olarak etki edecegi kalin bagirsak
bdlgesine tasinir. Bu nedenle bu ¢alismalarin ilkinde salim ortami olarak;
pH 1.2 HCl tamponu ilk iki saat kullanilmistir. Daha sonra ortam
degistirilerek pH 7.4 fosfat tamponu takip eden U¢ saat kullaniimistir. 5.
saatin sonunda ortam tekrar degistirilerek pH 6.8 fosfat tamponu U¢ saat
kullaniimigtir. Salim calismasinda kullanilan salim ortamlari ve sureleri
Tablo 16’da verilmistir. Tamponlarin kullanim surelerinde Gl transit sureleri
baz alinmigtir.

Tablo 16. Salim ortami degistirilerek gergeklestirilen in vitro salim ¢alismalarinda

kullanilan salim ortamlari ve siireleri |

Zaman (Saat) Kullanilan Salim Ortami

0-2 saat (Toplam 2 saat)

pH 1.2 HCI tamponu

2-5 saat (Toplam 3 saat)

pH 7.4 fosfat tamponu

5-8 saat (Toplam 3 saat)

pH 6.8 fosfat tamponu

Salim ortami degistirilerek gerceklestiriien diger salim
calismasinda ise 5. saatin sonunda ortam degistirilerek kullanilan pH 6.8
fosfat tamponu yerine pH 6.8 fosfat tamponu + %2 Pectinex® enzim
konsantresi iceren ortam kullaniimistir. Bu salim ¢alismasinda kullanilan

salim ortamlari ve sureleri ise Tablo 17°de verilmigtir.

Tablo 17. Salim ortami degistirilerek gerceklestirilen in vitro salim galigmalarinda

kullanilan salim ortamlari ve siireleri Il

Zaman (Saat) Kullanilan Salim Ortami

0-2 saat (Toplam 2 saat)

pH 1.2 HCI tamponu

2-5 saat (Toplam 3 saat)

pH 7.4 fosfat tamponu

5-8 saat (Toplam 3 saat)

pH 6.8 fosfat tamponu+

%2 Pectinex®
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3.2.1.9. in Vitro Salim Sonuclarinin Kinetik Olarak Degerlendirilmesi

Etkin madde salim hizi ¢aligmalarinda, zamana bagli olarak
salinan yigilmalh MEL miktari seklinde elde edilen veriler grafige
gegcirildiginde  farkli  profiller elde edilmektedir. Bu  profillerin
dogrusallagtiriimasi etkin madde ¢ikis mekanizmalarinin yorumlanmasi ve
farkh formulasyonlar arasinda karsilastirma parametrelerinin elde edilmesi
icin verilere farkli varsayimlara dayanan metamatiksel modeller

uygulanmaktadir.

Calismamizda elde edilen salim profilleri, kinetik acgidan
sifirnci  derece, birinci derece ve Higuchi kinetikleri uygulanarak

degerlendirilmigtir.

Nanopartikuler sistemden MEL saliminin sifirinci derece,
birinci derece ve Higuchi Kkinetiklerine uyumu regresyonel olarak
incelenmistir. Salim kinetikleri agisindan en iyi uyumun belirlenmesinde r?

degderinin bayuklugu (1.000’a olan yakinhgi) degerlendirilmigtir.

3.2.1.10. Stabilite Calismalari

Optimum formilasyon olarak segilen P28 nanopartikdl
formulasyonu, alti ay sireyle 25°C/%60 bagil nem igeren iklim dolabinda,
40°C/%75 bagil nem igeren etiivde ve 4°C/ortam nemi igeren buzdolabi

ortaminda bekletilerek stabilitesi degerlendirilmigtir.

Nanopartikullerin bu u¢ farkli ortamdaki (iklim dolabi, etuv,
buzdolabi) stabiliteleri; ortalama partiktl buayUklUkleri, zeta potansiyelleri,
formlilasyon pH’si  ve polidispersite indeks degerleri acgisindan
degerlendiriimesini ve nanopartikillere yuklenmis etkin madde
miktarlarinin belirtilen sicaklik degerlerinde analitik olarak tayin edilmesini

icermektedir.
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3.2.1.11. Mukoadezyon Calismalari

TA-XT Plus Texture Analyzer cihazi (Sekil 15) kullanilarak
faktoriyel tasarimdan optimum formullasyon olarak segilen P28

nanopartikul formulasyonunun mukoadezyon 6Ozellikleri incelendi.

Bu mukoadezyon calismasinda Esiringi® ve Tugcu-
Demir6z'*®e ait daha ©nceki calismalardan vyararlanilarak ik

arastirmacinin valide ettikleri mukoadezyon yontemi kullanildi.

Mukoadezyon caligmalarinda kullanilmasina karar verilen

test parametreleri ve de@erleri Tablo 18’de verilmistir.

Tablo 18. Validasyon sonuglarina gére mukoadezyon galismasinda kullaniimasina

karar verilen test parametreleri

Mukoadezyon Test Parametreleri Kullanilacak Degerler
Prob Hizi 1 mm/sn
Probun Uyguladidi Kuvvet 0.2N

Mukoza ile Kolonik Ornegin Temas Siiresi | 60 sn

Mukoadezyon calismalarinda biyolojik doku olarak; in vivo
calismalarda kullanilan, kolit olusturulup tedavi verilmeyen gruba (Grup B)
ve kolit olusturuimayan saglkh kontrol grubuna (Grup A) ait kolon

mukozasi doku ornekleri kullaniimistir.

*Mukoadezyon galismalari sirasindaki yardimlarindan dolayi Dr.Ecz. Fatmanur TUGCU-
DEMIROZ’e tesekkiir ederiz.
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Sekil 15. Mukoadezyon calismasinda kullanilan TA-XT Plus Texture Analyzer cihazi

Cihazin penetrometresi ile biyolojik doku (sigan kolon
mukozasli) ve nanopartiktl formulasyonu (P28) belirli sire temas halinde
tutuldu (60 sn). Bu slre sonunda iki materyalin birbirinden ayrilmasi igin
uygulanan kuvvet ve yapilan is degerleri cihazin yazilim programi ile elde
edildi.

Calismalar sirasinda kopma kuvveti (F) ve yapilan adezyon
isi (W) bulundu. Olgliimler 37°C’de yapildi. Yapilan her 8lgim alti kez
tekrarlandi.

TA. XT. Plus Texture Analyser'in yazilim programi bize
kopma kuvvetini ve yapilan isi hesaplayarak vermektedir. Burada yapilan
is kuvvet-mesafe grafiginde egri altinda kalan alandan (AUC)
hesaplanmaktadir, birimi N.mm’dir. Mukoadezyon igini hesaplamak igin

asagidaki denklem kullanildi.

AUC (Esitlik 3)
Mukoadezyon isi = —
i

=

(Esitlik 4)

mir® = Nanopartikiil for. ile temas eden yiizeyin alam
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AUC = Kuvvet — mesafe grafiginde egri altinda kalan alan (Esitlik 5)

3.2.1.12. Formulasyonda Baglanmayan Ca*? Miktarinin Belirlenmesi*

Formiilasyonda baglanmadan kalan Ca*® olup olmadigini
incelemek amaciyla alevli atomik emisyon spektrometri yontemi

kullaniimsgtir.

Yakici gaz olarak azot oksit, yakit olarak asetilen kullanilarak
alev elde edilmistir. Isik kaynagi olarak oyuk katot (Ca*?) lambasi

kullaniimis ve siddeti 10 mA’e ayarlanmisgtir.

Stok  c¢oOzeltilerden  hazirlanan  bilinen  derisimlerdeki
standartlarin emisyon siddetleri 240.7 nm’de belirlendi ve bu sayede
standart derigimlerine kargilik emisyon siddetleri grafige gecirilerek bir
kalibrasyon grafigi elde edildi. Daha sonra P28’in emisyon siddeti cihazda
okundu. Stok c¢ozeltlerden hareketle hazirlanan denklemde vyerine

konarak formiilasyonda baglanmayan Ca*? miktari belirlendi.

3.2.1.13. Nanopartikiillerin Gecirimli Elektron Mikroskobu (TEM) ile

Goruntilenmesi

Hazirlanan nanopartikil formualasyonunun goérintisu Orta
Dogu Teknik Universitesi Merkez Laboratuvari biinyesinde var olan

gecirimli elektron mikroskobu (TEM) ile elde edilmistir.

" Alevli atomik emisyon spektrometri galigmalarindaki katkilarindan dolayi G.U. Eczacilik
Fakuiltesi Analitik Kimya Anabilim dali dgretim Gyelerinden Yrd.Dog¢.Dr. Orkun ALP ve
Yrd.Dog.Dr. Aysel PEHLIVAN-BERKKAN'a tesekkiir ederiz.
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Laminar hava  akiminda, hazirlanan nanopartikdl
suspansiyonundan 1 damla, bakir levha ile kaplanmis karbon filme
damlatilmigtir ve kapakli bir petri kabinda bir gece bekletilerek oda
sicakhginda kurutulmugtur. Bu sekilde hazirlanan numuneler TEM

cihazina yerlestirilerek goruntuler ¢cekilmistir.

3.2.1.14. Nanopartikiillerin Atomik Kuvvet Mikroskobu (AFM) lle

Goruntilenmesi*

Hazirlanan nanopartikil formulasyonlarinin  morfolojilerinin
incelenmesi amaciyla nanopartikillerin goéruntlilenmesinde kullanilan
tekniklerinden biri olan, fakulltemiz blnyesinde var olan atomik kuvvet

mikroskobundan (AFM) da yararlaniimigtir.

AFM'da non-cantact mode ile calisilarak nanopartikullerin
goéruntisu elde edilmistir. Kullanilan formilasyon ornekleri (P28) 1/100

oraninda deiyonize suyla seyreltiimigtir. Aseptik kosullarda, laminar hava
akiminda hazirlanan ornekler tek kullanimlik mika lameller tGzerine temas

edilmeden damlatilarak, laminar hava akiminda kurumaya birakilmigtir.

Kullanilan kantilaver aliminyum kapli olup, tip'in force

constant degeri 42 N/m’dir.

* Nanopartikillerin AFM ile gorintilenmesi ¢alismalari sirasindaki yardimlarindan dolayi
Prof.Dr. I. Tuncer DEGIM’e tesekkiir ederiz.
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3.2.2. in Vivo (;aI|§maIar*

G.U.ET-12.026 kod numarali in vivo calismalar, Gazi
Universitesi Rektorliigl Deney Hayvanlari Etik Kurulu Baskanhgrnin
02.04.2012/ 42-6864 sayi ve izniyle Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Deney
Hayvanlari Arastirma Laboratuvarinda, etik kurul kurallar gergevesinde

yurattlmastar.

Tez calismamizda in vitro c¢aligmalar sonucunda uygun
oldugu belirlenen faktoriyel tasarima ait P28 formulasyonu TNBS ile kolit
olusturulmus siganlara 10 mg/kg dozunda MEL yuklendikten sonra oral ve

intrakolonik olarak uygulanmistir.

3.2.2.1. Calismada Kullanilan Deney Hayvanlari

Bu calismada; 18 haftalik, 250-300 gram agirliginda 50 adet
erkek Wistar-albino sigan kullanildi. Hayvanlar deney suresince standart
nem, 1sik (12 saat giin 151§1/12 saat karanlik) ve sicaklik kosullarinda (24°

C-25°C) tutuldu, standart pellet sigan yemi ve musluk suyuyla beslendi.

Sicanlar deneyden 16 saat Oncesinden ag¢ birakildi ancak

suya serbest erigsim saglandi.

Calisma stresince her bir sigcanin tlkettigi pellet yem ve su
miktarinin, ayrica siganlarin agirlik degisimlerinin  belirlenebilmesi

amaciyla sicanlar tekli metabolik kafeslere konuldu (Resim 1).

Sicanlarin gaitalari, gaitalarinin kivamlari ve gaitalarin

kanama icerip icermedikleri gcalisma boyunca her gun kaydedildi.

* in vivo galigmalardaki katkilarindan dolayr G.U. Tip Fakiltesi Fizyoloji Anabilim dal
dgretim Uyelerinden Prof.Dr. K.Gonca AKBULUT ve Yrd.Dog.Dr. Sevin GUNEY’e

tesekkir ederiz.
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Resim 1. Siganlarin yerlestirildigi metabolik kafes

3.2.2.2. Deney Hayvanlarinda Anestezi Olusumu

Sicanlarda anestezi, ketamin hidroklorir (Ketalar®, Pfizer) 50
mg/kg dozunda ve ksilazin hidrokloriir (Rompun®, Bayer HealthCare) 5

mg/kg dozunda intramuskuler enjekte edilerek saglandi.

3.2.2.3. Deney Hayvanlarinda TNBS ile Kolit indiiksiyonu

Sicanlarda deneysel kolit olusturmak icin TNBS + %50
etanol stok cozeltisi hazirlandi. Kolit indiklenmesinden hemen o6nce
sicanlarin agirliklari belirlendi. Agirliklarina gére, 80 mg/kg dozunda (sigan
basina 0.6 ml hacim icinde 80 mg/kg olacak sekilde) TNBS igerecek
sekilde hazirlanan stok karigsimdan enjektére cekildi. Anestezi altindaki
sigcanlara 8 cm uzunlugundaki steril paslanmaz ¢elik gavaj rektal yoldan 8
cm igeri itildi. TNBS, gavajdan kolon igine yavascga verilerek siganlarda
kolit olusturuldu. Daha sonra, verilen TNBS’nin anusten geri kagmasini
engellemek amaciyla siganlar 60 saniye slre ile kuyruktan kaldirilarak bas

asagl (Trandelenburg pozisyonunda) tutuldu®*® (Resim 2).

85



Resim 2. Trandelenburg pozisyonunda tutulan bir sigan

3.2.2.4. Patolojik Dederlendirme*

iki adet sicanda Bélim 3.2.2.3'de anlatildigi gibi TNBS ile
kolit indUklendikten 24 saat sonra Otenazi yapilmistir. Hayvanlar feda
edildikten hemen sonra tim kolonu c¢ikarilmistir. Dokular %10’luk
formaldehitte 24 saat tespit edildikten sonra enine kesitlerle 6rneklenmistir.
Sonrasinda parafine gémdualu bloklar hazirlanmigtir. Bloklardan 4
mikrometre kalinliginda kesitler elde edilmis ve hematoksilen&eozin
boyalari ile 1sik mikroskopisinde inceleme yapilmistir ve patolojik agidan
degerlendirilmigtir. Patolojik ¢alismalar sonucunda elde edilen veriler

dogrultusunda in vivo ¢alismalara devam edilmistir.

* Patolojik degerlendirmedeki katkilarindan dolayr G.U. Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim
dali 6gretim Uyelerinden Prof.Dr. Ayse DURSUN ve Yrd.Dog.Dr. Ozgir EKINCi'ye
tesekklr ederiz.
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3.2.2.5. in Vivo Calismada Olusturulan Deney Gruplari

in vivo c¢alismalarda, tez c¢alismamiz dogrultusunda
hazirladigimiz MEL yukl nanopartikal formulasyonunun (P28) etkinligini
degerlendirebilmek amaciyla siganlar, asagida anlatildigi gibi her grupta 8

hayvan olmak Uzere toplam 6 farkh gruba ayrildi.

*Grup 1(A): Kontrol (sham) grubu olup, anestezi altindaki
sicanlara intrakolonik yoldan 0.6 ml %0.9 NaCl verildi. Kolit induksiyonu
gerceklestiriimemigtir.

*Grup 2(B): Kolit grubu olup, anestezi altindaki siganlarda
TNBS-etanol karisimi ile kolit olusumu indUklendi. Kolit indiksiyonu

gerceklestirildikten sonra tedavi verilmemisgtir.

*Grup 3(C): Ik tedavi grubu olup, anestezi altindaki
sicanlarda TNBS-etanol karisimi ile kolit olusturulduktan sonra 10 mg/kg
dozunda MEL yukli nanopartikil formilasyonu oral yoldan verildi (Resim
3).

*Grup 4(D): Ikinci tedavi grubu olup, anestezi altindaki
sicanlarda TNBS-etanol karisimi ile kolit olusturulduktan sonra 10 mg/kg
dozunda MEL yuUkli nanopartikil formllasyonu intrakolonik olarak verildi
(Resim 4).

*Grup 5(E): Tedavi grubunun kontroli olup, anestezi
altindaki siganlarda TNBS-etanol karigimi ile kolit olusturulduktan sonra

bos nanopartikil formulasyonu oral yoldan verildi.

*Grup 6(F): Tedavi grubunun kontroli olup, anestezi
altindaki siganlarda TNBS etanol karisimi ile kolit olusturulduktan sonra

bos nanopartikul formulasyonu intrakolonik olarak verildi.

Sicanlarda TNBS ile kolit indiklendikten sonra tedavide
uygulanan formulasyonlar ve uygulama yollari 6zet halinde Tablo 19'da

verilmigtir.
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Tablo 19. Siganlarda TNBS ile kolit indiiklendikten sonra tedavide uygulanan

formiilasyonlar ve uygulama yollari

GRUP UYGULAMA YOLU

UYGULANAN FOR.

A (Kontrol grubu) --

Herhangi bir tedavi verilmedi

B (Kolit grubu) --

Herhangi bir tedavi verilmedi

C (Tedavi grubu 1) Oral

MEL yikli nanopartikdl for.

D (Tedavi grubu 2) intrakolonik

MEL yukli nanopartikil for.

E (Tedavi kontrol grubu 1) Oral

Bos nanopartikdil for.

F (Tedavi kontrol grubu 2) intrakolonik

Bos nanopartikdil for.

Resim 3. Siganlara oral uygulama yapilmasi

88



Resim 4. Siganlara intrakolonik uygulama yapilmasi

3.2.2.6. Deney Gruplarina Uyqulanan Tedavi Protokolii

Anestezi altindaki siganlara intrakolonik uygulama yaparken
16 G, 8 cm uzunlugundaki, kalin, steril paslanmaz c¢elik gavaj

kullaniimistir. Bu gavaja ait gorunti Resim 5’de verilmigtir.

Resim 5. Siganlara intrakolonik uygulama yaparken kullanilan gavaj

Siganlara oral uygulama yaparken herhangi bir yutma
problemi gorulmemesi igin anestezi uygulanmamistir. Uygulama
esnasinda 20 G, 6 cm uzunlugundaki, ince, steril paslanmaz celik gavaj

kullaniimistir. Bu gavaja ait goérunti Resim 6’de verilmigtir.
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Resim 6. Siganlara oral uygulama yaparken kullanilan gavaj

Tez calismamizda etkin madde olarak MEL kullanildigi igin
formulasyonlarin uygulanmasinda siganlarin sirkadiyen ritmi géz énunde
bulundurulmustur. Dolayisiyla tedavi uygulamalari 6dleden sonra saat
16:00’da, kolit induksiyonu ise sabah saat 10:00°’da yapiimigtir. Tedaviye 4

gun boyunca devam edilmis ve hayvanlar 5. giin feda edilmigtir.

Siganlarin  kalin bagirsak hacimleri ve bir seferde
icebilecekleri azami sivi miktari g6z o©onunde bulundurularak tez
calismamizda kullanilacak oral ve intrakolonik uygulamalarin hacmi 1 mL

olarak tasarlanmistir.

Deneysel farkliliklarin etkisini ortadan kaldirabilmek igin in
vivo cgalismalarda kullanilacak formulasyon, in vivo deneylerden oOnce
yeterli miktarda, taze olarak hazirlanmigtir. Hazirlanan formulasyon etrafi

aliminyum folyo ile sarilarak +4° C'de muhafaza edilmistir.

3.2.2.7. Kolon Dokusu Orneklerinin Alinmasi

Anestezi altindaki siganlarin;
« Once agirliklari tartildi.

 Sigcanlarin mid-line insizyonla batinlari agilarak tim kolonu ¢ikarildi
(Resim 7).

 Kolon longitudinal olarak acildi. Kolon % 0.9 NaCl ile iyice yikandi
ardindan kurulandi.

* Tum kolonun agirh@: dlguldd.

» Kolonda varsa ulser lezyonunun uzunlugu olguldu.
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» Kolondaki lezyonlarin makroskopik degerlendirmesi yapildi.

* Kolonun 10 cm’lik boluma ayrildi.

* Kolonun 10 cm’lik bolimu, Ust-alt olarak ikiye ayrildi. Kolonun
anuse yakin olan ilk 4 cm’lik kismi biyokimyasal incelemelerde, sonraki 2
cm’lik kismi immanolojik incelemelerde daha sonraki 2 cm’lik kismi ise

histolojik incelemelerde kullanildi. Kolonun geride kalan kismi ise -80%de

saklandi.

Resim 7. Ksifopubik median kesi ile laparatomi yapilan siganlar

3.2.2.8. Makroskopik Kolit Degerlendirmesi

TNBS-E uygulamasini takiben 5. ginde feda edilen
sicanlardan elde edilen kolon mukozasindaki makroskobik hasar
degerlendiriimesi igin Tablo 20’deki makroskopik skorlama kriterleri

kullanildi*4°,
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Tablo 20. Kolon hasari igin makroskobik skorlama kriterleri®

Puan Kriter

0 Hasar yok

1 Hiperemi

2 Hiperemi ile birlikte duvar kalinlagsmasi

3 Duvar kalinlagsmasi olmadan soliter Ulser saptanmasi

4 iki veya daha fazla (ilser veya inflamasyon alani saptanmasi

5 iki veya daha fazla alanda agir Ulser ve inflamasyon saptanmasi veya tek

bir alanda 1 cm’den daha uzun Ulser veya inflamasyon alani saptanmasi

6-10 Kolondaki hasarin 2 cm’den daha uzun oldugu durumlarda her fazla 1 cm
icin puanlamaya bir puan eklenmisgtir.

3.2.2.9. Kolon Orneklerinin Homojenizasyonu ve Deney icin Hazirlanmasi

Sicanlarin feda edilmesinden hemen sonra eppendorf tiplere
alinan dokular, analiz donemine kadar -80°C’da saklandi.

Kolon dokularinin homojenizasyon c¢alismalarinda pH 7.4
PBS ve %10’luk trikloroasetik asit (TCA) kullanildi. Homojenizasyon iglemi
baslangicinda kolon dokularinin yas agirhklari tartildi. Dokularin
soguklugu muhafaza edilerek tuplere konuldu. Dokularin Gzerine tampon
ilave edilerek miktarlari kaydedildi. Plastik kaplar icine buz dolduruldu ve
tupteki dokular plastik kaplarin icerisine yerlestirilerek homojenize edildi.
Homojenatlar; sicakh@r artirlmadan santrifij edilerek sUpernatanlari

ependorf tiplerine konuldu. TUpler numaralandirildi.

3.2.2.10. Kolonik Mukozada Oksidatif Stres Olciimii

Tez calismamizda oksidatif stresi degerlendirmek amaciyla,
kolit ve tedavi gruplarinda, kolonik mukozada nitrik oksitin stabl son Grinu

olan reaktif azot oksit (NOx) seviyesi, lipit peroksidasyonun son Urund olan
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malondialdehit (MDA) seviyesi ve endojen bir antioksidan olan GSH

seviyesi Olculmus ve elde edilen sonuglar gruplar arasinda kiyaslanmistir.

3.2.2.10.1. Nitrik Oksit Seviyesinin Olciilmesi

Yaklasik 0.2 g kolonik doku, 0.1 M PBS ile (1:5) homojenize
edildikten sonra, 3500 rpm’de 15 dk santrifij edildi. 200 pyL sUzintuye,
ortamdaki nitrati nitrite indirgemek amaciyla esit miktarda vanadyum (lll)
klorir (VCIs) eklendi ve 37°C’de 30 dk inkubasyona birakildi. Daha sonra
sodyum fosfat tamponu ve esit miktarlarda karistiriimis olan Griess | (%
0.2’lik naftiletilendiamin dihidroklorir (NEDD) ve Griess Il (% 10’luk
fosforik asit (H3PO,) icinde % 2’lik sulfanilamid) reaktifleri eklendi. 37°C’de
10 dk inkubasyondan sonra  numunelerin  optik  dansitesi

spektrofotometrede, kore karsi, 540 nm’de okundu.

3.2.2.10.2. Malondialdehit (MDA) Seviyesinin Olciilmesi

Kolon dokusundaki MDA konsantrasyon tayini icin, 0.2 g
doku, %10’'luk TCA ile (1:9) homojenize edildikten sonra, 4000 rpm’de 20
dk santrifij edildi. 750 uL stzlntlye, butilhidroksi toluenin etanoldeki
%1’lik ¢ozeltisi ve %0.67'lik tiyobarbitlrik asit eklenerek 15 dk benmaride
kaynamaya birakildi. Daha sonra numunelerin optik dansitesi

spektrofotometrede, kore karsi, 535 nm’de okundu.

3.2.2.10.3. Glutatyon Seviyesinin Olciilmesi

0.2 g kolonik doku, %10’ luk TCA ile (1:9) homojenize
edildikten sonra, 4000 rpm’de 20 dk santrifuj edildi. 250 yL suzintuye,
Na,HPO, ve DTNB codzeltileri (%1'lik Sodyum sitrat icerisinde 0.4 mg
DTNB/ml ¢ozllerek hazirlanir) eklenerek oda sicakhginda 10 dk
inkibasyona birakildi. Numunelerin optik dansitesi spektrofotometrede,

kore karsi, 412 nm’de okundu.
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3.2.2.11. Kolon Mukozasinda Yapilan immiinolojik Callsmalar*

in vivo galismada kullanilan siganlarin kolon mukozasinin
TNF- a, IL-17 ve IL-10 duzeyleri Elisa (Enzyme Linked-Immuno-Sorbent
Assay) yontemi ile hazir eBIOSCIENCE® (Vienna, Austria) kiti kullanilarak
tespit edildi.

3.2.2.11.1. TNF-qa, IL=10 ve IL=17 Dizeylerinin Belirlenmesi

Yaklagik 0.2 g kolonik doku, 0.1 M PBS ile (1:5) homojenize
edildikten sonra, 3500 rpm'de 15 dk santrifij edildi. Elde edilen
stpernatanlar 0,45 uym’lik membran filtrelerden gegcirilerek doku artiklarinin
sonuglari  etkilemesi 6nlendi (interferans). Calismada kullanilan
eBIOSCIENCE Kkite ait standart rekombinant TNF-a, IL-17 ve IL-10
egrileri kullanillarak TNF-a, IL-17 ve IL-10 konsantrasyonlari hesaplandi.

Degerler pg/mL olarak verildi.

*Imminolojik  calismalar G.U. Tip Fakiltesi imminoloji Anabilim dalinda

gercgeklestiriimistir. Yardimlarindan dolay1 Dog¢.Dr. Resul KARAKUS a tesekkir ederiz.
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3.2.2.12. Histolojik Dederlendirme*

Sicanlarin feda edilmesinden hemen sonra alinan kolon
dokusu ornekleri, oda sicakhginda, %10’ luk formalin ¢ozeltisi icerisinde
72 saat tespit edildiler. Tespit edilen dokular ahgilmig 1s1k mikroskop takip
yonteminden gecirilerek parafin bloklar elde edildi. Hazirlanan bloklardan
mikrotomla (Leica SM 2000, Germany) lamlara 4 uym kalinhginda kesitler

alinarak Masson trikrom ile boyandi.

Yukarida anlatildigi gibi hazirlanan preparatlar, Leica DM
4000 (Leica, Weetlar, Germany) kamera atagmanli (DFC280 Plus
Camera, Leica, Weetlar, Germany) bilgisayar destekli goruntileme

sisteminde, Leica Q Win 3 programinda degerlendirildi ve fotograflandi.

3.2.2.13. Istatistiksel Degerlendirme

n degeri bir calismadaki denek sayisini veya bir analiz
calismasindaki analit sayisini ifade eder. Standart sapma; bir ¢alisma
grubundaki her bir verinin ortalamaya gore ne kadar uzakhkta oldugunu
gOsteren bir olgudur. Belirli bir popllasyonda incelenen bir 6zelligin ne
kadar genis bir aralikta dagildigini belirtir. Standart hata ise, ayni
populasyondan secilecek ayni buyuklukteki érneklemlerin ortalamalarinin
yaylimasini gosteren bir olguttlr. p degeri, iki grubu karsilastirmak amaci
ile yapilan bir istatistiksel degerlendirmede, iki grup arasinda ortaya g¢ikan
farkin sans eseri ortaya ¢cikma olasiligini gostermektedir. Guven araligi
ise; bir istatistiksel degerlendirmede belirli bir given seviyesi (%95) ile
ifade edilen, standart sapma ve d6lgme sayisina bagh, gercek ortalama

degeri icine alan sinirlarin belirledigi araliktir.

*Histolojik calismalar G.U. Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim dalinda
gerceklestiriimistir. Yardimlarindan dolayr Prof.Dr. Deniz ERDOGAN ve Ars.Gor.Dr.
Gilileser CAGLAR-GOKTAS’a tesekkiir ederiz.
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Verilerin istatistiksel olarak degerlendirilmesi; “SPSS® for
Windows 16.0" paket programi kullanilarak “Mann-Whitney U” testi ile
yapildi. p<0.05 anlamh fark olarak kabul edildi. p<0.001 ise; ¢ok ileri

dizeyde anlaml fark var olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR
4.1. IN VITRO CALISMALAR

4.1.1. Etkin Madde (MEL) Uzerinde Yapilan Fizikokimyasal incelemeler

4.1.1.1. Partikal Bayukligid Analizine Ait Bulgular

MEL’e ait partikil boydklaga dagihmi Sekil  16’da
gosterilmistir. Buna gére MEL’in ortalama partiktl baydklaga 15.9+ 0.2 ym

olarak bulunmustur.
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Sekil 16. MEL’e ait partikiil buyukligi dagilimi

4.1.1.2. IR Spektrumuna Ait Bulgular

Bolim 3.2.1.2.2'de anlatildigi gibi gerceklestirilen analiz
sonucunda elde edilen, MEL’e ait FT-IR spektrumu $ekil 17'de
gosterilmigtir.
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4.1.1.3. DSC Analizi ve MEL’in Erime Noktasi Tayinine Ait Bulgular

Bolim 3.2.1.2.3'de anlatildigi gibi gerceklestirilen analiz
sonucunda elde edilen, MEL’e ait DSC termogrami Sekil 18'de verilmigtir.
118.0°C'de gorilen endotermik pik maddenin erime noktasini

gOstermektedir.

Formulasyonda kullanilan pektine (LM-104 AS-FS) ait
termogram Sekil 19'da verilmigtir. 179.21°C’de gorilen pik molekdliin
yapisinda yer alan karboksil grubunun (-COOH) CO, halinde c¢ikisini
gOstermektedir.

Pektin (LM-104 AS-FS) ile MELin 1:1 oranindaki
karigimlarinin DSC termogrami ise Sekil 20°de verilmistir.

MEL’in, pektinin ve 1:1 oranindaki karigimlarinin DSC

termogrami ise Sekil 21°de verilmistir.

bse Thermal Analysis Result
— — - serkan mel. tad DSC
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Sekil 18. MEL’e ait DSC termogrami
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pse Thermal Analysis Result
L mmmmes serkan pektin.tad DSC
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Sekil 19. LM-104 AS-FS DSC’e ait termogrami

- Thermal Analysis Result
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Sekil 20. MEL + LM-104 AS-FS (1:1 oranindaki karigimi)’a ait DSC termogrami
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Thermal Analysis Result
F
==y | \ ! serkan mel. tad DSC
Pank 0088
Paak 1egec |
S serkan pektintad DSC
A
Peak 178210 Peak 210018
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" Penk 208.80C
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Peak 300, 83T
Peaak 18.01c

Sekil 21. MEL + LM-104 AS-FS +1:1 oranindaki karigima ait DSC termogrami

4.1.1.4. MEL’in UV Spektrumuna Ait Bulgular

Bolum  3.2.1.2.4de anlatildigi  gibi  gerceklestirilen
spektrofotometrik analiz ile MEL’in, pH 1.2, 6.8 ve 7.4de maksimum

absorbans verdigi dalga boyunun (Amax) 278 nm oldugu belirlenmigtir.

MEL'in pH 1.2, 6.8 ve 7.4de maksimum absorbans

gOsterdigi dalga boyunu gdsteren spektrum Sekil 22'de verilmistir.
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Sekil 22. MEL’in pH 1.2, 6.8 ve 7.4’de tamponunda UV spektrumu
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4.1.1.5. MEL’in Spektrofotometrik Miktar Tayini ve Standart Dogru
Denklemlerinin Hazirlanmasi

Bolim 3.2.1.2.5'de anlatildigi gibi pH 1.2, pH 6.8 ve pH
7.4’de gerceklestirilen spektrofotometrik analizler; sonucunda elde edilen
dogru denklemleri, edim, kesisim, korelasyon katsayisi ve determinasyon
katsayisi degerleri Tablo 21, 22 ve 23'de, ve bu elde edilen degerlere

bagl olarak olusturulan kalibrasyon dogrulari Sekil 23‘de verilmigtir.

Tablo 21. MEL’in pH 1.2’deki kalibrasyon parametreleri (n=3)

Dogru denklemi (y= mx+n)

y=0.0208x - 0.0096

Egim*GA

0.0208 + 0.0011

KesigsimtGA 0.0096+ 0.0017
Korelasyon Katsayisi (r) 0.999 £+ 0.000
Determinasyon Katsayisi (r°) 0.999 £ 0.000

Tablo 22. MEL’in pH 6.8’deki kalibrasyon parametreleri (n=3)

Dogru denklemi (y= mx+n)

y=0.0224x - 0.0166

Egim*GA 0.0224 + 0.0015
KesigsimtGA 0.0166+ 0.0027
Korelasyon Katsayisi (r) 0.999 + 0.000
Determinasyon Katsayisi (r) 0.999 £ 0.000

Tablo 23. MEL’in pH 7.4’deki kalibrasyon parametreleri (n=3)

Dogru denklemi (y= mx+n)

y=0.0246x + 0.0109

EgimtGA

0.0246 + 0.0014

KesisimtGA

0.0106+ 0.0021

Korelasyon Katsayisi (r)

0.999 £ 0.000

Determinasyon Katsayisi (r°)

0.999 £ 0.000
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MEL'in pH 7.4 fosfat tamponundaki kalibrasyon dogrusu

Sekil 23. pH 1.2, pH 6.8 ve pH 7.4’de gerceklestirilen analizler sonucunda elde

edilen dogru kalibrasyon dogrulari
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4.1.1.6. MEL’in Spektrofotometrik Miktar Tayini Yonteminin Validasyonu

4.1.1.6.1. Dogrusallik

Hazirlanan standart derigsimlere karsi, Olgulen ortalama
absorbans degerleri grafiklendi. Daha sonra gerekli matematiksel islemler
yapilarak (dogrusal regresyon) standart dogru denklemi olusturuldu. Bu

denklemlerin determinasyon katsayisi hesaplandi.

Determinasyon katsayisi degerleri baz alinarak, pH 1.2, pH
6.8 ve pH 7.4de hesaplanan regresyon denklemlerinin dogrusalligi

kanitlanmisgtir.

4.1.1.6.2. Dogruluk ve Geri Elde

Bu amacla faktoriyel tasarima ait P28 kullanildi. Bolim
3.2.1.2.6.2'de anlatildigi gibi pH 1.2, pH 6.8 ve pH 7.4'de gergeklestirilen
analizler sonucunda elde edilen, geri elde degerleri Tablo 24’da, Tablo

25’de ve Tablo 26’da verilmistir.

Tablo 24. pH 1.2 HCI tamponu i¢in MEL (%) geri elde (n=3)

For. icindeki MEL | Hesapla Bulunan | Geri elde Standart Bagil S.
Miktari Ortalama MEL (%) Sapma Sapma (%)
(mg) Miktari
(mg)
% 80 MEL 40 40.7 102 0 0.531
% 100 MEL 50 50.4 101 1 1.02
% 120 MEL 60 60.4 101 0 0.387
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Tablo 25. pH 6.8 fosfat tamponu igin MEL (%) geri elde (n=3)

For. igindeki MEL | Hesapla Bulunan | Geri elde Standart Bagil S.
Miktari Ortalama MEL (%) Sapma Sapma (%)
(mg) Miktari
(mg)
% 80 MEL 40 40.5 101 0 0.344
% 100 MEL 50 50.5 101 1 1.24
% 120 MEL 60 60.6 101 0 0.325
Tablo 26. pH 7.4 fosfat tamponu igin MEL (%) geri elde (n=3)
For. igindeki MEL | Hesapla Bulunan | Geri elde Standart Bagil S.
Miktari Ortalama MEL (%) Sapma Sapma (%)
(mg) Miktari
(mg)
% 80 MEL 40 40.6 101 0 0.893
% 100 MEL 50 50.4 101 1 1.11
% 120 MEL 60 60.7 101 0 0.307

pH 1.2, pH 6.8 ve pH 7.4’de hesaplanan % bagil standart

sapma degderlerinin tamami %2’den kiguk bulunmustur.

4.1.1.6.3. Tekrarlanabilirlik

gerceklestiriien deneyigi tekrarlanabilirlik c¢aligmalari

Bolim 3.2.1.2.6.3.1'de anlatildigi gibi pH 1.2, 6.8 ve 7.4'de

edilen bulgular Tablo 27°de verilmistir.

sonucunda elde
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Tablo 27. Deneyigi tekrarlanabilirlik sonuglar (n=3)

pH 1.2 pH 6.8 pH 7.4

MEL Miktari (ug/mL) |[MEL Miktari (ug/mL)| MEL Miktari (ug/mL)
1.0lgiim 20.0 19.4 19.7
2.0lgiim 19.8 19.5 19.4
3.0Igiim 19.7 19.5 19.5
4.0lgiim 19.8 19.5 19.5
5.0I¢iim 20.1 19.3 19.4
6.0lgiim 20.1 19.4 19.5
7.0lgiim 19.8 19.7 19.4
8.0Igiim 19.9 19.5 19.5
9.0Igiim 19.6 19.5 19.5
10.0lgiim 20.1 19.4 19.4
Ortalama 19.9 19.5 19.5

Standart Sapma 0.2 0.1 0.1

% Bag!psnfl;"da“ 0.901 0.544 0.472

Bolim 3.2.1.2.6.3.2'de anlatildigi gibi pH 1.2, 6.8 ve 7.4'de
gercgeklestirilen deneylerarasi tekrarlanabilirlik ¢aligmalari sonucunda elde

edilen bulgular ise Tablo 28’de verilmistir.

Yapilan tekrarlanabilirlik galismalari sonucunda elde edilen
bulgulara gore MEL’in miktarinin tespitinde kullanilan analitik yontem pH

1.2, 6.8 ve 7.4’de deneyici ve deneylerarasi tekrarlanabilir bulunmustur.
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Tablo 28. Deneylerarasi tekrarlanabilirlik sonuglar (n=3)

pH 1.2 pH 6.8 pH7.4
1.Giin Ort MEL
Miktari (ug/mL) 19.9 19.9 19.9
2.Gin Ort MEL
Miktar (ug/mL) 19.6 19.7 19.7
3.Giin Ort MEL
Miktar (ug/mL) 19.6 19.7 19.7
Ort MEL Miktar 197 198 198
(ng/mL)
Standart Sapma 0.2 0.1 0.1
o <
% Bagil Standart 0.880 0.584 0.584
Sapma

4.1.1.6.4. Ozqglinliik, Secicilik

Spektrofotometrik miktar tayini yonteminin sadece analiz
edilmesi istenen etkin maddeyi analiz ettigini kanitlamak igin,
formllasyona giren melatonin disindaki bilesenler 200-400 nm dalga

boylari arasi taranarak spektrumlari incelendi.

Bu yardimci maddelerin pH 1.2, 6.8 ve 7.4’de gergeklestirilen
spektrofotometrik analizlerde herhangi bir absorbans piki vermedigi
g6ruldi. Kullanilan analitik yontemin etkin maddeye (MEL) 6zgu oldugu

gOsterilmigtir.

Formulasyonda kullanilan pektinin, salim c¢alismalarinda
kullanilan Pectinex®in ve MEL icermeyen nanopartikil formulasyonunun

spektrumlari Sekil 24, 25 ve 26‘da verilmigtir.
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Sekil 25. Pectinex®in UV spektrumu
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Sekil 26. MEL icermeyen nanopartikiil formiilasyonunun UV spektrumu

4.1.1.6.5. Stabilite

Bolim 3.2.1.2.6.5’de anlatildigi gibi MEL'in, salim hizi
calismalari yapilacak tamponlardaki (pH 1.2, pH 6.8 ve pH 7.4) stabilitesini
incelemek icin yapilan deneyler sonucunda, okunan absorbans

degerlerinde anlamli bir fark gérilmemigtir.

pH 1.2, pH 6.8 ve pH 7.4 tamponlarinda, oda sicakliginda
glin 1s1gina maruz birakilarak, giin 1sigindan korunarak ve 37°C’de etlvde,
24 saat sireyle izlenen zaman/derigim grafikleri Sekil 27°de, Sekil 28'de

Sekil 29’da verilmisgtir.
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Sekil 27. 25°C’de, pH 1.2, pH 6.8 ve pH 7.4 tamponlarinda giin 1g1§ina maruz

birakilan MEL’in stabilitesi (n=3)
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Sekil 28. 25°C’de, pH 1.2, pH 6.8 ve pH 7.4 tamponlarinda giin 1sigindan korunan

MEL’in stabilitesi (n=3)
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Sekil 29. 37°C’de, pH 1.2, pH 6.8 ve pH 7.4 tamponlarinda MEL’in stabilitesi (n=3)
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4.1.1.7. MEL’in pH 1.2, pH 6.8 ve pH 7.4 Tamponlarinda Cozunurliginin

Belirlenmesi

Bolim 3.2.1.2.7'de anlatildigi gibi MEL’in, salim hizi
calismalari yapilacak tamponlardaki (pH 1.2, pH 6.8 ve pH 7.4)
¢6zUnarlGgunu incelemek icin yapilan deneyler sonucunda, elde edilen

veriler Tablo 29’da verilmistir.

Tablo 29. MEL’in pH 1.2, pH 6.8 ve pH 7.4 ortamlarindaki ¢6zuniirliik degerleri
(mg/mL) (ORT*GA) (n=3)

ORTAM GCOzZUNURLUK % BAGIL SAPMA
pH 1.2 tamponu 1.93+0,01 1.00
pH 6.8 tamponu 2.26+0,01 0.724
pH 7.4 tamponu 2.611£0.02 1.00

4.1.2. Onformiilasyon Calismalarina Ait Bulgular

4.1.2.1. Formillasyonda Kullanilacak Pektin Tipine Karar Verilmesi

Tablo 10’da verilen formilasyon parametreleri kullanilarak,
makro boyutlarda c¢alisilmis ve elde edilen veriler isiginda tez

calismamizda kullanilacak pektin tipine karar verilmistir.

Herbstreith&Fox® firmasindan temin edilen Classic AU 701,
Classic CU 902 ve Classic CU 701 kodlu urunler, farkh zamanlarda
yapilan ¢ farkli denemede peristaltik pompa sisteminin ucunda yer alan
30 G’luk ignenin ucunu tikamistir. Bundan dolay! belirtilen G¢ pektin

turdyle partikul olusturulamamistir.
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Geride kalan dort farkh pektin (Amid CU 025, Amid CU 020,
LM 101 AS ve LM 104 AS-FS) ile calisiimaya devam edilerek, Tablo

30’daki veriler elde edilmistir.

Tablo 30. Farkli pektin tiirleriyle olusturulan partikiillerin biyukliugi, MEL yiikleme

kapasitesi ve 30 G’luk ignenin ucunu tikama durumu (n=3)

Amid CU 025 | Amid CU 020 LM 101 AS LM 104 AS-FS
Partikiil biiytik.
(mm) 2.2+0.2 2.4+0.1 2.310.2 1.1+0.1
(ORT+GA)
MEL yikleme
kapasitesi (%) 68.5+1.1 67.4+1.7 73.61+2.1 89.8+1.8
(ORT+GA)
30 G’luk ignenin
ucunu tikama ++ + - -

durumu

Tablo 11’de verilen formulasyon parametreleri ve LM 104

AS-FS kullanilarak elde edilen mikropartikulin 1sik mikroskopu ile elde

edilen goruntust Sekil 30’da verilmistir.

1.056.43
pm

1,080.85 ym

Sekil 30. LM 104 AS-FS ile olusturulan mikropartikiiliin 151k mikroskopu

ile elde edilen goriintiisii
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Farkli pektin tdrleriyle olusturulan partikdllerin  ortalama
bayukligu, MEL ylUkleme kapasitesi ve peristaltik pompanin ucundaki 30
G’luk ignenin ucunu tikama durumu degerlendirildiginde, CP Kelco®dan
temin edilen LM 104 AS-FS kodlu pektin tarinun diger pektin turlerine
gbre daha iyi bir performans gdstermesi sonucunda, tez calismamiza bu

pektin tlrdyle devam edilmesine karar verilmistir.

4.1.3. Nanopartikullerin Karekterizasyonuna Ait Bulqular

Bolim 3.2.1.5'de anlatildigi gibi gerceklegtirilen deneyler
sonucunda elde edilen, faktoriyel tasarima ait 32 farkli formulasyonun
ortalama partikdl bayUklugu, polidispersite indeksi, zeta potansiyeli, MEL

yuklenme kapasitesi ve pH degerleri Tablo 31‘de verilmigtir.

Faktoriyel tasarimdan optimum formulasyon olarak segilen

P28’in partikul buydklagu dagilimi Sekil 31’de verilmistir.

Diam. (nm) % Intensity  Width (nm)
Z-Average (d.nm): 76,6 Peak 1: 749 100,0 18,3
Peak2: 0,00 0,0 0,00
Peak 3: 0,00 0,0 0,00

Size Distribution by Intensity

fd
4]

s
[=]

-----------------------------------------------------------------------------

-
3]
t t

-
(=]

Intensity (%)

1000 10000
Size: (d.nm)

Record 50: nanopartikill serkan|

Sekil 31. P28’e ait partikiil biiyiikligii dagilimi
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Tablo 31. Faktoriyel tasarima ait formiilasyonlarin ortalama partikiil buyukliigd,

polidispersite indeksi, zeta potansiyel, MEL yiiklenme kapasitesi ve pH degerleri

(n=3)
Part. Buyiuk. Poli. ind. Zeta Potan. | MEL Yiik. Kap.| pH Degeri
(nm) (ORT+GA) | (ORT*GA) | (mV) (ORT*GA) | (%) (ORT*GA) | (ORT+GA)

P1 192.7+3.2 0.203#0.034| -4.83%0.35 80.7+1.6 6.5+0.1
P2 300.314.3 0.761%+0.067| -8.43%0.95 88.3+1.5 6.6+0.2
P3 204.3+5.2 0.853#0.101| -9.62+0.86 83.9+0.1 6.6+0.1
P4 146.7+3.2 0.784%0.034 -9.3740.73 81.7+0.7 6.51+0.3
PS5 314.0+5.5 0.798+0.084| -10.17+0.99 82.2+0.6 6.610.2
P6 289.7+5.2 0.874+0.017| -10.49+0.83 83.1+0.3 6.51+0.3
P7 123.314.3 0.654+0.185| -11.64+0.87 89.9+0.4 6.51+0.2
P8 180.3+4.8 0.875%0.135| -12.4210.74 91.0+0.9 6.6+0.2
P9 260.0+3.6 0.245%0.118| -13.14+1.65 80.9+0.6 6.6+0.3
P10 154.7+8.3 0.789%#0.236| -16.14+1.21 83.710.6 6.6+0.2
P11 323.743.2 0.348%+0.219| -17.50£0.83 86.3+1.9 6.6+0.6
P12 241.3+1.2 0.759+0.202| -15.1340.81 88.6+0.7 6.5+0.6
P13 134.7+4.3 0.687+0.185| -17.18+%1.33 87.4+1.2 6.510.2
P14 272.3+1.2 0.497+0.152| -17.20%2.45 84.2+0.4 6.5+0.1
P15 302.712.4 0.571+0.067| -14.46%2.06 81.7+0.9 6.610.2
P16 249.7+3.2 0.569%#0.169| -5.51+0.90 82.610.7 6.6+0.6
P17 113.0+5.5 0.689+0.185| -11.15+1.52 88.7+1.0 6.5+0.1
P18 93.3+4.3 0.697#0.152| -9.13%£1.02 81.9+1.0 6.5+0.1
P19 231.7+1.2 0.675%0.118| -8.66+2.89 88.4+1.2 6.6+0.1
P20 64.3+3.2 0.658+0.101| -18.24+1.98 88.3+1.8 6.6+0.2
P21 124.0£2.1 0.791%0.135| -15.89+4.71 90.9+0.6 6.5+0.1
P22 211.3£1.2 0.711+0.101 -6.83%+1.27 91.7+0.3 6.5+0.1
P23 41.3£ 3.2 0.469+0.135| -13.17+2.25 90.7+0.7 6.610.2
P24 102.745.2 0.478+0.118 -8.69+1.21 92.2+0.4 6.5+0.1
P25 180.3+4.8 0.544+0.152| -16.31+4.34 86.6+2.0 6.610.2
P26 71.3+3.2 0.207#0.067| -15.5715.93 88.4+0.9 6.6+0.2
P27 241.0+3.6 0.321#0.101| -7.58%0.23 87.810.4 6.6+0.6
P28 75.3+3.3 0.109%#0.067 | -24.24+1.03 94.4+0.3 6.8+0.2
P29 51.3+3.2 0.245%0.068| -10.34+2.07 85.9+0.9 6.6+0.2
P30 187.316.3 0.348%0.135| -10.78+1.06 90.4+0.6 6.5+0.1
P31 219.0+4.1 0.478%0.152| -16.89+4.3 90.5+0.6 6.5+0.1
P32 168.7+1.2 0.578+0.202| -18.31+1.88 91.4+0.7 6.510.1
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4.1.4. in Vitro Salim Calismalarina Ait Bulgular

4.1.4.1. Faktoriyel Tasarima Ait Formilasyonlar Uzerinde Yapilan Salim

Calismalarina Ait Bulgular

Faktoriyel tasarima ait 32 farkli nanopartikil formuilasyonu
kullanilarak, Bolum 3.2.1.6’da anlatildigi gibi gerceklestiriien MEL salim
calismalarinda, pH 6.8 fosfat tamponunda 8. saat sonunda salinan

kimulatif MEL miktari degerleri Tablo 32’de verilmistir.

MEL salim galismalari sonucunda elde edilen salim profilleri
ise Sekil 32-35'de verilmistir.

Faktoriyel tasarima ait 32 farkh nanopartikul
formllasyonundan optimum formulasyon olarak secilen P28’in, pH 6.8
fosfat tamponunda 8. saat sonunda yapisinda yer alan MELin %
84.0£0.7°G salinmigtir.
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Tablo 32. pH 6.8 fosfat tamponunda 8. saat sonunda salinan kiimilatif MEL miktari

degerleri (n=6)

Yigiimah MEL salimi (%)

(ORT+GA)
P1 61.320.2
P2 67.7£0.6
P3 68.620.3
P4 65.420.7
P5 54.5:0.5
P6 74.910.8
P7 71.841.1
P8 60.840.1
P9 72.6£0.8
P10 58.6£1.3
P11 61.720.2
P12 79.0£0.3
P13 64.90.4
P14 65.840.1
P15 68.020.9
P16 72.1+0.5
P17 66.40.8
P18 72.7£1.0
P19 73.6£0.5
P20 70.5£1.5
P21 59.5£0.4
P22 79.90.3
P23 76.840.6
P24 65.840.9
P25 77.7+0.7
P26 63.620.9
P27 66.720.1
P28 84.0£0.7
P29 69.9+1.4
P30 70.820.2
P31 73.00.1
P32 77.120.3
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Sekil 32. P1-P8 formiilasyonlarinin MEL salim profilleri (n=6)
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Sekil 33. P9-P16 formiilasyonlarinin MEL salim profilleri (n=6)
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P17-P24 MEL Salim Profilleri

90 ~
80
= 70
8
=
= 60
m
= 50 ——P17
c
g " —a—P18
» —+—P19
(J
:\_ 30 == P20
5 ——P21
3
= 0 P22
x 10 + P23
e P24
O T T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Zaman (Saat)
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Sekil 35. P25-P32 formilasyonlarinin MEL salim profilleri (n=6)
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4.1.5. Pythia® Kullanilarak Yapay Sinir Aginin Olusturulmasina Ait Bulgular

Bolim 3.2.1.7’de anlatildigi gibi Pythia® kullanilarak
formlUlasyon parametreleri ile formulasyonlarin ortalama partikdl
bayukligu, zeta potansiyeli, polidispersite indeksi degerleri ve
formllasyonlardan pH 6,8 fosfat tamponunda 8. saat sonunda salinan
kimulatif etkin madde miktari arasindaki iligkileri inceleyebilmek amaciyla

bir yapay sinir agi modeli olusturulmustur.

Olusturdugumuz yapay sinir agi modelinde Pythia®, en iyi
uyumu 1. seviyede 5, 2. seviyede 8, 3. seviyede 10, 4. seviyede 9 ve 5.

seviyede 1 ndron ile ¢calisarak vermigstir (Sekil 14).

4.15.1. Pvthia® Kullanilarak Matematiksel Olarak Elde Edilen Veriler ile

Laboratuvar Ortaminda Elde Edilen Deneysel Verilerin Karsilastiriimasina

Ait Bulgular

4.1.5.1.1. Partikul Bayuklagine Ait Bulgular

Faktoriyel tasarima ait 32 farkli formulasyona ait yapilan
Olcumler sonucunda elde edilen, ortalama partikul bayukligu (Tablo 31)
degerleri ile formulasyon parametreleri Pythia® (YSA) programina
girildiginde, yapay sinir agl programi bu parametrelerle partikul buyuklugu

arasinda ¢ok anlamli bir matematiksel iliski (r*> 0.950) tanimlamistir.

Laboratuvar ortaminda, deneysel olarak elde edilen ortalama
partikil buyuklugu sonuglari ile Pythia® (YSA) programi kullanilarak
matematiksel hesaplama sonucu elde edilen sonuglar arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir fark bulunmamigtir (p>0.05).

Sisteme girilen formulasyon parametrelerinin laboratuvarda
kullaniimasi ile elde edilen formulasyona ait partikil buyudklagu degeri,
sistemin onerdigi degerle ¢ok yakin bulunmustur (Tablo 33).
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Tablo 33. Deneysel Olarak Elde Edilen ve Pythia®(YSA)’nin Matematiksel Olarak

Verdigi Partikiil Biiyiikliigiine Ait Bulgular (n=3)

Deneysel Olarak Elde Edilen
Partikiil Biyiikliigi

Pythia® (YSA)'nin Verdigi
Partikiil Buyiikliigu

(nm) (ORT) (nm)
P1 192.7 195.1
p2 300.3 302.4
P3 204.3 206.8
P4 146.7 147.6
P5 314.0 311.9
P6 289.7 293.1
p7 123.3 127.7
P8 180.3 185.0
P9 260.0 264.5
P10 154.7 156.5
P11 323.7 320.7
P12 241.3 243.7
P13 134.7 133.5
P14 272.3 272.9
P15 302.7 302.0
P16 249.7 251.3
P17 113.0 114.5
P18 93.3 89.5
P19 231.7 230.7
P20 64.3 63.1
P21 124.0 119.8
p22 211.3 210.8
P23 41.3 45.3
P24 102.7 102.9
P25 180.3 181.8
P26 71.3 72.8
p27 241.0 241.0
P28 75.3 76.5
P29 51.3 53.5
P30 187.3 189.6
P31 219.0 220.6
P32 168.7 169.9
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Laboratuvar ortaminda, deneysel olarak elde edilen ortalama
partikiil biyiikligi sonuglari ile Pythia® (YSA) programi kullanilarak
matematiksel hesaplama sonucu elde edilen sonuglar arasindaki

regresyonel iligki grafik olarak Sekil 36‘da verilmistir.

Partikil biiylikliigii y =0,9983x + 1,3358
350,0 - R2=0,9992
300,0 -
S
(]
& 2500 -
[
& 200, -
c
>
S 150,0 -
@
(C
< 100,0 -
(5]
S 500 -
I 7
<
g 0,0 T T T T T T 1
0,0 50,0 100,0 1500  200,0  250,0  300,0  350,0
Deneysel Sonuglar

Sekil 36. Pythia® (YSA)’nin verdigi degerler ile deneysel olarak elde edilen degerler

arasindaki regresyonel iligki (partikiil biyikltgii)

Pythia®, nanopartikiil formiilasyonlari hazirlanirken kullanilan
formllasyon parametreleri ile formulasyonun sahip oldugu ortalama
partikil buyUkligu arasindaki matematiksel iligkiyi tanimlamigtir. Bu
iliskiler ti¢ boyutlu ortamda (3D) grafik halinde Sekil 37°de verilmistir.

Formilasyon olusturulurken kullanilan parametre degerleri
sisteme girildiginde, formulasyonun sahip oldugu ortalama partikil

blayUkligu degeri basariyla tahmin edilmistir.

Olusturdugumuz yapay sinir agi modeli kullanilarak, farkh
formuUlasyon parametreleri IsIginda hazirlanacak nanopartikul

formulasyonlarinin ortalama partikul buyukligu degeri tahmin edilebilir.

124



- 100
240 [ RE
_— 140
= . 160
] = 120
b= 3 200
i o e
i .
£ [ 240
|
=
=
—
=
._-'l_é 0,10
=
[
=M

il (nn)

i

Partikiil biyyiikli

i

1 1 0 i 08 g 0.05
C a(_lz {%oah) 0.8

1.4

1.2
Pektin: Melatonin 1.0
orani

il (nn)

=

Partikiil bivyvinklia

24 oo

Gapraz baglanma g_ o -
ort.tut. siiresi  I{dakika) 1800
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kullanilan formiilasyon parametreleri ile ortalama partikiil buyuklugiu arasindaki

iligkiler
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4.1.5.1.2. Yigimal (%) MEL Salimina Ait Bulqular

Pythia®, sisteme girilen formilasyon parametreleri ile pH 6,8
fosfat tamponunda 8. saat sonunda salinan kdmulatif % MEL miktar

arasindaki gok anlamli bir matematiksel iliski (r* > 0.950) tanimlamustir.

Laboratuvar ortaminda, deneysel olarak elde pH 6,8 fosfat
tamponunda 8. saat sonunda salinan kimdulatif % MEL miktari sonuglari
ile Pythia® (YSA) programi kullanilarak matematiksel hesaplama sonucu
elde edilen sonuclar arasinda istatistiksel olarak anlamh bir fark
bulunmamistir (p>0.05) (Tablo 34).

Laboratuvar ortaminda, deneysel olarak elde edilen pH 6,8
fosfat tamponunda 8. saat sonunda salinan kimdalatif % MEL miktari
sonuglari ile Pythia® (YSA) programi kullanilarak matematiksel hesaplama
sonucu elde edilen sonuglar arasindaki regresyonel iligki grafik olarak

Sekil 38‘de verilmigtir.
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Tablo 34. Yigiimah (%) MEL Salimina Ait Deneysel Olarak Elde Edilen ve Pythia®
(YSA)'nin Verdigi Bulgular (n=3)

Deneysel Olarak Elde Edilen
Yigiimah MEL Salimi (%)

Pythia® (YSA)’'nin Verdigi
Yigiimah MEL Salimi (%)

(ORT)
P1 61.3 61.2
P2 67.7 67.8
P3 68.6 68.5
P4 65.4 65.5
P5 54.5 54.8
P6 74.9 74.8
P7 71.8 71.9
P8 60.8 60.8
P9 72.6 72.6
P10 58.6 58.6
P11 61.7 61.6
P12 79.0 79.0
P13 64.9 64.9
P14 65.8 65.9
P15 68.0 68.0
P16 72.1 72.1
P17 66.4 66.4
P18 72.7 72.7
P19 73.6 73.6
P20 70.5 70.4
P21 59.5 59.5
P22 79.9 79.9
P23 76.8 76.7
P24 65.8 65.8
P25 77.7 77.7
P26 63.6 63.6
P27 66.7 66.7
P28 84.0 83.8
P29 69.9 70.0
P30 70.8 70.8
P31 73.0 73.0
P32 77.1 77.2
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Yigilmah % MEL salimi y = 0,9933x + 0,4685

90,0 -
R? = 0,9998

85,0
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YSA Hesapla Bulunan Deger

55,0
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T T
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Sekil 38. Yigilmalh (%) MEL Saliminda Pythia® (YSA)'nin Verdigi Degerler ile
Deneysel Olarak Elde Edilen Degerler Arasindaki Regresyonel iligki

Pythia®, nanopartikiil formilasyonlari hazirlanirken kullanilan
formllasyon parametreleri ile nanopartikil formullasyonlarindan pH 6,8
fosfat tamponunda 8. saat sonunda salinan kimdulatif % MEL miktari
arasindaki matematiksel iligkiyi tanimlamigtir. Bu iligkiler G¢ boyutlu
ortamda (3D) grafik halinde $ekil 39'da verilmigtir.

Formulasyon olugturulurken kullanilan parametre degerleri
sisteme girildiginde, nanopartikil formualasyonlarindan pH 6,8 fosfat
tamponunda 8. saat sonunda salinan kumulatif % MEL miktari degeri

basariyla tahmin edilmistir.

Olusturdugumuz yapay sinir agi modeli kullanilarak, farkh
formuUlasyon parametreleri ISIginda hazirlanacak nanopartikdl
formllasyonlarindan pH 6,8 fosfat tamponunda 8. saat sonunda salinan

kimulatif % MEL miktari degeri tahmin edilebilir.
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4.1.5.1.3. Zeta Potansivyeli ve Polidispersite indeksine Ait Bulqular

Yapilan Olgcimler sonucunda elde edilen, 32 farkh
formllasyona ait zeta potansiyeli ve polidispersite indeksi degerleri (Tablo
31), Pythia® (YSA) programina girildiginde, program formilasyon
parametreleri ile zeta potansiyeli arasinda ayrica formualasyon
parametreleri ile polidispersite indeksi arasinda anlamli bir matematiksel

iligki tanimlayamamistir.

4.1.5.2. Pythia®nin Test Edilmesine Ait Bulgular

Faktoriyel tasarimda yer alan 32 formulasyondan farkli
olarak, Pythia®nin tanimladi§i matematiksel iliskinin  dogrulugunu
kanitlamak amaciyla P, ve Pg olarak adlandirilan iki formilasyon daha

tasarlanmigtir.

Pa ve Pg laboratuvarda hazirlandiktan sonra ortalama
partiktl buyuklugu degeri ile pH 6,8 fosfat tamponunda 8. saat sonunda
salinan kumdalatif % MEL miktari tespit edilmistir. Daha sonra Pythia®
kullanilarak ortalama partikil buyuklugu degeri ile pH 6,8 fosfat

tamponunda 8. saat sonunda salinan kimdulatif % MEL miktari tespit
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edilmistir. Elde edilen deneysel ve matematiksel sonuglar Tablo 35’de

verilmistir.

Tablo 35. Deneysel ve matematiksel olarak elde edilen yigilmali MEL salimi (%)

sonuglar (n=6) ile partikiil biiyiikliigii sonuglari (n=3)

Deneysel Olarak Elde Edilen Pythia® (YSA)’nin Verdigi
Yigiimali MEL Salimi (%) (ORT) | Yigilmali MEL Salimi (%)

Pa 71.8 72.1

Pg 58.6 58.2

Deneysel Olarak Elde Edilen Pythia® (YSA)'nin Verdigi
Partikiil Biiyiikliigii (nm) (ORT) | Partikiil Biyiikligi (nm)

Pa 321 319

Ps 253 251

Deneysel sonuglar ile Pythia®nin énerdigi matematiksel
sonuglar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktur (p>0.05).
Pythia®’n|n onerdigi ortalama partikul bayuklugu degerleri ile pH 6,8 fosfat
tamponunda 8. saat sonunda salinan kimdulatif % MEL miktari degerlerinin

dogrulugu kanitlanmistir.

4.1.5.3. Faktoriyel Tasarimdan Optimum Formilasyonun Secilmesine Ait
Bulgular

Pythia® kullanilarak formiilasyon parametreleri ile ortalama
partiktl buydklaga degerleri ve pH 6,8 fosfat tamponunda 8. saat sonunda
salinan kumulatif % MEL miktari degerleri arasindaki matematiksel iligki

basaril bir sekilde tanimlanmistir (Sekil 38, 39).

Ortalama partiktl bayutkItgd 100 nm civarinda olan ve pH 6,8
fosfat tamponunda en fazla MEL salimi gosteren optimum formulasyon

faktoriyel tasarim igerisinden Pythia® kullanilarak tespit edilmistir.
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Faktoriyel tasarim igerisinden 75,313,3 ortalama partikl
bayukligu ve pH 6,8 fosfat tamponunda %84.0+0.7 kumdulatif MEL

salimiyla, P28 optimum formulasyon olarak segilmigtir.

P28, TNBS ile kolit indiklenmis sicanlarda, MEL’in kolit
uzerindeki etkisini degerlendirmek amaciyla in vivo c¢aligmalarda

kullaniimigtir.

4.1.6. Optimum Formulasyon Olarak Secilen P28 Nolu Formulasyon

Uzerinde Yapilan Salim Calismalarina Ait Bulgular

Faktoriyel tasarimdan P28 nolu nanopartikil formulasyonu
optimum formilasyon olarak secilmistir. Bu nanopartikil formuilasyonu,
siganlara oral ve intrakolonik yoldan verilerek, TNBS ile kolit indtklenmig
sicanlarda in vivo etkinligi degerlendirilecektir. Dolayisiyla siganlara oral
yoldan verilen P28 nolu formulasyon etki bolgesine ulasana kadar farkli
pH degerine sahip pek ¢ok Gl bdélgeden gececektir. Bu nedenle farkl
salim ortamlari kullanilarak P28 nolu nanopartikil formulasyonundan MEL

salimi arastiriimigtir.

4.1.6.1. pH 1.2 Mide Ortaminda Yapilan Calismalar

Bu spesifik salim galigmalarinin ilkinde salim ortami olarak
pH 1.2 HCI tamponu (mide ortami) kullaniimis ve P28 nolu nanopartikl
formllasyonundan MEL salimi alti saat slreyle izlenmistir. Elde edilen

veriler grafik olarak Sekil 40°da verilmigtir.
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10 - pH 1.2

Kiimilatif % salinan MEL
miktari

3 4
Zaman (saat)

Sekil 40. pH 1.2 HCI-KCI tamponunda P28’e ait in vitro salim grafigi (n=6)

P28’in pH 1.2 HCI tamponu salim ortami kullanilarak
gerceklestirilen in vitro salim c¢alismalarinda elde edilen salim profili
incelendiginde 6. saatin sonunda %4.2+0.05 MEL salimi gerceklestigi

g6zlemlenmistir.

4.1.6.2. pH 7.4 Fosfat Tamponunda Yapilan Calismalar

Salim ortami olarak pH 7.4 fosfat tamponu (ince bagirsak
ortami) kullanilarak gergeklestirilen in vitro salim ¢alismalarinda P28 nolu

nanopartikul formilasyonundan MEL salimi sekiz saat sureyle izlenmigtir.

P28’in pH 7.4 fosfat tamponu kullanilarak gergeklestirilen in
vitro salim calismalarinda Sekil 41’deki salim profili elde edilmigtir.
Sekizinci saatin sonunda % 72.5+0.3 MEL salimi gerceklestigi

g6zlemlenmistir.
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Sekil 41. pH 7.4 fosfat tamponunda P28’e ait in vitro salim grafigi (n=6)

4.1.6.3. pH 6.8 Fosfat Tamponu + Pectinex®? Ortaminda Yapilan
Calismalar

in vitro salim calismalarinda, hazirladigimiz nanopartikdil
formulasyonunun spesifik etki bolgesi olan kalin bagirsak ortamini daha iyi
taklit edebilmek amaciyla, pH 6.8 fosfat tamponuna kalin bagirsak
ortaminda yasayan anaerob bakterilerin Urettigi ve kalsiyum pektinat
nanopartikillerini yikima ugratan Pectinex® enzim konsantresi %2 (h/h)
oraninda eklenmistir. Bu ortamda gercgeklegtirilien salim c¢alismalarinda

elde edilen veriler grafik olarak $ekil 42’de verilmistir.

P28in pH 6.8 fosfat tamponu + %2 Pectinex® enzim
konsantresi igeren salim ortami kullanilarak gergeklestirilen in vitro salim
calismalarinda elde edilen salim profili incelendiginde 7. saatin sonunda

tum MEL’in salindigi gozlemlenmistir.
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Sekil 42. pH 6.8 fosfat tamponu + %2 Pectinex enzim konsantresi igeren salim
ortamindaki P28’e ait in vitro salim grafigi (n=6)

4.1.6.4. Salim Ortaminin Dedgistirildigi Calismalar

P28’den MEL salimi, salim ortami degistirilerek de
arastiniimistir. Oral yoldan verilen nanopartikil formulasyonu dnce mideyi
sonra ince bagirsaklari gegerek spesifik olarak etki edecegi kalin bagirsak

bolgesine tasinir.
in vitro salim ortami yukarida anlatildigi gibi diizenlenerek

gerceklestirilen salim ¢alismalari sonucunda elde edilen salim profili grafik

olarak Sekil 43’de verilmigtir.
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Sekil 43. Salim ortami degistirilerek gergeklestirilen in vitro salim ¢galigmalarinda
P28’e ait in vitro salim grafigi (n=6)

Salim ortami degistirilerek gerceklestirilen in vitro salim
¢alismalarinda P28 nolu nanopartiktl formulasyonundan MEL salimi sekiz
saat sureyle izlenmigtir. Sekizinci saatin sonunda % 71.5+0.1 salim

gerceklestigi gozlemlenmistir.

Salim ortami degistirilerek gerceklestirilen bir diger in vitro
salim galismalarinda ise 5. saatin sonunda ortam degistirilerek kullanilan
pH 6.8 fosfat tamponu yerine pH 6.8 fosfat tamponu + % 2 (h/h) Pectinex®

enzim konsantresi igeren ortam kullaniimistir.

in vitro salim ortami yukarida anlatildi§i gibi diizenlenerek
gerceklestirilen salim ¢alismalari sonucunda elde edilen salim profili grafik

olarak Sekil 44’de verilmisgtir.
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Sekil 44. Salim ortami degistirilerek gergeklestirilen in vitro salim ¢galigmalarinda
P28’e ait in vitro salim grafigi (n=6)

Salim ortami degistirilerek gergeklestirilen in vitro salim
galismasinda 28 nolu nanopartiktl formilasyonundan MEL salimi sekiz
saat sureyle izlenmistir. Salim profili incelendiginde sekizinci saatin

sonunda tum MEL'’in salindigi gozlemlenmigtir.

4.1.7. in Vitro Salim Sonuclarinin Kinetik Olarak Degerlendiriimesine Ait

Bulgular

Bolim 3.2.1.7de anlatildigi gibi nanopartikul
formulasyonlarindan MEL saliminin, sifirinci derece, birinci derece ve
Higuchi Kkinetiklerine uyumu regresyonel (determinasyon katsayisinin
1.000’a olan yakinhgi) olarak incelenmistir. Elde edilen sonuglar Tablo

36’da verilmigtir.

Tablo 36’da kullanilan kisaltmalar ise agagida verilmistir.

kr®: Sifir derece hiz sabiti (mg/s), r*: Determinasyon katsayisi

RSH: Regresyonun standart hatasi kr': Birinci derece hiz sabiti (mg/s) k: Géziinme sabiti (mg.cm?.s™?)
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Tablo 36. Formiilasyonlara ait salim verilerinin kinetik olarak incelenmesi (n=6)

0. derece 1.derece Qvt (Higuchi)

kr® r’ RSH kr* r’ RSH k r’ RSH
P1 0.1136| 0.8663 | 7.01 | 0.0026 | 0.8061 | 0.20 | 2.7891 | 0.9898 | 1.58
P2 0.1220| 0.9406 | 6.05 | 0.0034 | 0.8012 | 0.26 |3.4739|0.9962 | 1.93
P3 0.0470 | 0.6520 | 9.60 | 0.0023 | 0.7436 | 0.21 |2.9313|0.9672| 3.49
P4 0.0971| 0.7874 | 11.14 | 0.0023 | 0.6665 | 0.24 | 2.9005 | 0.9112| 5.30
P5 0.0772 | 0.7664 | 9.71 | 0.0021 | 0.6504 | 0.25 | 2.3201 | 0.8966 | 4.84
P6 0.1065| 0.9715| 8.10 | 0.0022 | 0.8870 | 0.12 |2.9899 | 0.9932| 2.35
P7 0.1287 | 0.9273 | 7.54 | 0.0031| 0.8143 | 0.23 | 3.6785 | 0.9816 | 2.80
P8 0.0981 | 0.9381| 6.61 | 0.0027 | 0.8215| 0.19 | 2.8048 | 0.9938 | 1.20
P9 0.1024 | 0.8841 | 10.35 | 0.0021 | 0.7709 | 0.18 |2.9794 | 0.9710| 3.89
P10 0.0897 | 0.9481 | 6.75 | 0.0025|0.8358 | 0.18 | 2.53410.9924| 1.61
P11 0.1001| 0.9265| 7.00 | 0.0027 | 0.7985 | 0.21 | 2.8752|0.9903| 1.52
P12 0.1298 | 0.9365| 5.14 | 0.0028 | 0.8170 | 0.20 | 3.7099 | 0.9925 | 1.76
P13 0.1025| 0.9246 | 4.46 | 0.0026 | 0.8103 | 0.19 | 2.9430 | 0.9885| 1.74
P14 0.1005| 0.9390 | 3.90 | 0.0025|0.8297 | 0.17 |2.8720|0.9946 | 2.70
P15 0.1285| 0.8811| 4.65 | 0.0028 | 0.8018 | 0.21 | 3.1970|0.9914 | 1.54
P16 0.1296 | 0.8464 | 4.43 | 0.0024 | 0.8266 | 0.17 | 3.0962 | 0.9924 | 2.17
P17 0.1239| 0.8631| 7.75 | 0.0027 | 0.7868 | 0.21 |3.0473|0.9884 | 1.81
P18 0.2055| 0.8363 | 7.95 | 0.0041 | 0.7519| 0.20 | 4.6060 | 0.9258 | 5.24
P19 0.0979 | 0.8062 | 13.05 | 0.0020 | 0.6936 | 0.21 | 2.8886 | 0.9201 | 4.98
P20 0.1035| 0.8821 | 10.36 | 0.0023 | 0.7735 | 0.20 | 2.9945 | 0.9674 | 3.21
P21 0.0920| 0.8839 | 8.48 | 0.0025|0.7721 | 0.22 | 2.6605 | 0.9684 | 2.81
P22 0.1213 | 0.8961 | 11.15 | 0.0024 | 0.7910 | 0.20 | 3.4940 | 0.9746 | 3.30
P23 0.1158 | 0.8815| 11.18 | 0.0024 | 0.7768 | 0.20 | 3.3504 | 0.9665 | 3.65
P24 0.0973 | 0.8829 | 9.67 | 0.0023|0.7750 | 0.19 | 2.8128 | 0.9678 | 3.01
P25 0.1167 | 0.8862 | 6.76 | 0.0022 | 0.7785 | 0.20 | 3.3734 | 0.9699 | 3.47
P26 0.1168 | 0.8148 | 9.25 | 0.0023 | 0.7914 | 0.19 | 3.3253|0.9749| 291
P27 0.1307 | 0.9059 | 6.62 | 0.0032|0.7885 | 0.25 | 3.0670 | 0.9910| 1.92
P28 0.1506 | 0.9570| 7.06 |0.0034 |0.8171| 0.24 |4.2716|0.9981 | 2.21
P29 0.1311| 0.8875| 8.29 | 0.0036 | 0.7171| 0.34 | 3.8063 | 0.9699 | 3.93
P30 0.1324 | 0.8806 | 8.58 | 0.0036 | 0.7194 | 0.34 |3.8489 | 0.9642 | 4.07
P31 0.1343| 0.8974 | 8.77 | 0.0035|0.7371| 0.33 |3.8680|0.9748 | 3.63
P32 0.1512 | 0.8852 | 9.05 | 0.0031|0.7801 | 0.26 |3.8117|0.9818 | 3.03
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4.1.8. Stabilite Calismalarina Ait Bulgular

Bolim 3.2.1.9'da anlatildigi gibi 4°C’de (buzdolabi), 25°C’de

(iklim dolabi) ve 40°C’de (etliv) alti ay slreyle gerceklestirilen stabilite

calismalari sonucunda elde edilen veriler Tablo 37, 38 ve 39’da verilmistir.

Tablo 37. 4°C/ (Ortam Nemi) Ortamindaki Stabilite Sonuglari (n=3)

PB (nm) PDI ZP (mV) pH MEL Miktar (%)

(ORT£GA) (ORT£GA) (ORT£GA) (ORT£GA) (ORT£GA)
Baslangi¢ 75.6£0.5 | 0.109+0.002 | -24.24+0.17 | 6.8x0.1 100.1£0.6
1.Hafta 75.3+0.4 | 0.110+0.003 | -23.90+1.55 | 6.8+0.2 99.8+0.1
2.Hafta 75.840.3 | 0.112+0.005 | -24.10£0.64 | 6.9+0.1 99.6+1.2
1.Ay 75.7+0.5 | 0.113x0.010 | -24.30+1.67 | 6.9+0.2 99.3+1.2
2.Ay 75.54¢0.9 | 0.111£0.008 | -24.34%0.55 | 6.8+0.2 99.8+0.5
3.Ay 75.7+0.6 | 0.11120.006 | -24.29+2.04 | 6.8+0.2 98.8+1.1
4.Ay 75.6+0.8 | 0.115x0.006 | -24.30+1.54 | 6.8+0.1 99.5+1.5
5.Ay 76.0£0.2 | 0.1124+0.010 | -24.27+2.01 | 6.8+0.3 99.3x1.7
6.Ay 76.2+1.0 | 0.11420.004 | -24.2842.04 | 6.74+0.3 100.0£0.8
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Tablo 38. 25°C/ (% 60 Bagil Nem) Ortamindaki Stabilite Sonuglar (n=3)

PB (nm) PDI ZP (mV) pH MEL Miktari (%)

(ORT+GA) (ORT£GA) (ORTGA) (ORT%GA) (ORTGA)
Baglangic | 75.5£0.4 | 0.1124+0.008 | -24.304£0.45 | 6.910.1 99.5+0.4
1.Hafta 75.5£0.6 | 0.113+0.004 | -24.31+1.74 | 6.8+0.1 99.4+1.8
2.Hafta 75.310.9 | 0.112+0.007 | -24.38+1.84 | 6.8+0.0 99.3+x1.4
1.Ay 75.41£1.0 | 0.112+0.007 | -24.29+2.15 | 6.8+0.2 99.3+1.7
2.Ay 75.311.1 | 0.112+0.010 | -24.27+0.44 | 6.8+0.2 99.2+1.4
3.Ay 75.840.5 | 0.116+0.009 | -24.25+2.55 | 6.8+0.2 99.7+0.1
4.Ay 75.7£0.2 | 0.112+0.008 | -24.30+2.62 | 6.840.2 99.2+0.7
5.Ay 75.410.4 | 0.111+0.011 | -24.27+0.26 | 6.7+0.1 99.3+1.2
6.Ay 75.7£0.7 | 0.115+0.010 | -24.35+2.00 | 6.7+0.2 98.9+1.1

Tablo 39. 40°C/ (% 75 Bagil Nem) Ortamindaki Stabilite Sonuglar (n=3)

PB (nm) PDI ZP (mV) pH MEL Miktari (%)

(ORTZGA) (ORT%GA) (ORT%GA) (ORT%GA) (ORTZGA)
Baglangic | 756,08 | 0.1100.003 | -24.3442.05 | 6.8£0.2 99.8+1.0
1.Hafta 75.940.4 | 0.1104£0.001 | -24.38+1.92 | 6.840.2 99.441.0
2.Hafta 75.8£1.0 | 0.113+0.004 | -24.25+2.54 | 4.5+0.1 99.3+1.4
1Ay 76.1£0.3 | 0.113£0.011 | -24.25+0.93 | 6.8+0.2 98.10.7
2.Ay 75.740.3 | 0.109+0.002 | -24.22+1.63 | 6.7+0.4 99.6+0.6
3.Ay 75.840.2 | 0.111£0.005 | -24.22+0.48 | 6.7+0.3 99.4+1.4
4.Ay 83.940.4 | 0.151+0.004 | -19.77+0.80 | 7.3+0.3 98.9+0.9
5.Ay 88.0£1.0 | 0.167+0.007 | -17.43x0.50 | 7.5#0.2 98.10.5
6.Ay 89.740.4 | 0.193+0.011 | -15.07+0.20 | 7.8+0.2 97.440.1
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4.1.9. Mukoadezyon Olciim Calismalarina Ait Bulgular

Bolum 3.2.1.10’da anlatildigi gibi Tablo 18'de verilen test
parametreleri ve P28 kullanilarak gergeklestiriien mukoadezyon
calismalarinda TA. XT. Plus Texture Analyser® cihazinin yazilim programi
bize kopma kuvvetini ve yapilan isi hesaplayarak vermistir. Mukoadezyon

isini hesaplamak igin ise Bolum 3.2.1.10’da verilen Esitlik 3 kullaniimistir.

Mukoadezyon c¢aligmalarinda elde edilen sonuglara gore
kopma kuvveti, yapilan is ve mukoadezyon isi Tablo 40’da ve 41'de
verilmistir. Mukoadezyon dlgum calismalarina ait kuvvet-mesafe grafikleri

ise Sekil 45 ve 46’da verilmigtir.

Tablo 40. Saglikh Kontrol Grubuyla (Grup A) Yapilan Mukoadezyon Olgiim
Calismalarina Ait Bulgular (n=6)

Kuvvet (N) is (N.mm) Mukoadezyon isi (mj/cm?)
(ORT£GA) (ORT+GA) (ORT+GA)
0,043+0,003 0,012+0,001 0,010+0,001

Tablo 41. TNBS ile Kolit Olusturulup Tedavi Verilmeyen Grupla (Grup B) Yapilan
Mukoadezyon Olgiim Galismalarina Ait Bulgular (n=6)

Kuvvet (N) is (N.mm) Mukoadezyon isi (mj/cm?)
(ORT1GA) (ORT1GA) (ORT1GA)
0,157+0,016 0,541+0,014 0,441+0,012

Tez calismamizda tasarlanan P28, TNBS ile kolit olusturulan
kolon dokusuna, kolit olusturuimayan saglkl dokuya gére ¢ok daha fazla
adezyon Ozelligi gostermistir. Bu degerler istatistiksel olarak birbirinden
farkhdir (p<0.001).
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Sekil 45. Saglikh kontrol grubuyla (Grup A) vyapilan mukoadezyon o6lgum

calismalarina ait kuvvet-mesafe grafigi
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Sekil 46. TNBS ile kolit olusturulup tedavi verilmeyen grupla (Grup B) yapilan

mukoadezyon olgiim galismalarina ait kuvvet-mesafe grafigi
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4.1.10. Formiilasyonda Baglanmayan Ca*? Miktarina Ait Bulgular

Bolum 3.2.1.11’de anlatildigi gibi alevli atomik emisyon
spektroskopisi ile gergeklestirilen analizler sonucunda P28’de tespit edilen,
baglanmayan (artik) Ca*? miktari 0.5+0.05 pg/mL olarak bulunmustur.

4.1.11. Gegirimli Elektron Mikroskobu (TEM) ile Elde Edilen Goriintiiler

Bolum 3.2.1.12°de anlatildigi sekilde gerceklestirilien analiz

sonucunda nanopartikil formulasyonuna ait elde edilen TEM mikrograflari
Sekil 47°de ve Sekil 48’de verilmigtir.

Sekil 47. Nanopartikiil formiilasyonu (yakin gekim)
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Sekil 48. Nanopartikiil bulutlan (uzak ¢ekim)

4.1.12. Atomik Kuvvet Mikroskobu (AFM) ile Elde Edilen Goriintiiler

Bdélum 3.2.1.13’de anlatildigi gibi non-contact mod ile
calisilarak gercgeklestirilen analiz sonucunda nanopartikul formulasyonuna
ait elde edilen AFM mikrograflari Sekil 49’de ve Sekil 50°de verilmigtir.

Goruntuleri elde ettikten sonra bilgisayar yazilimindan
yararlanarak nanopartikillerin tG¢ boyutlu (3D) goruntisu (Sekil 53, Sekil
54) ve partikl buyukliga degeri (Sekil 51, Sekil 52) elde edilmistir.
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Sekil 49. P28’e ait nanopartikiillerin AFM mikrografi |

Sekil 50. P28’e ait nanopartikiillerin AFM mikrografi Il
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Sekil 51. Yazilmsal olarak nanopartikiillerin boyutunun tespit edilmesi |
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Sekil 52. Yazilimsal olarak nanopartikiillerin boyutunun tespit edilmesi |
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Sekil 53. P28’e ait nanopartikiillerin ii¢ boyutlu (3D) gosterimi |

Sekil 54. P28’e ait nanopartikiillerin ti¢ boyutlu (3D) gosterimi I
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4.2. IN VIVO GALISMALARA AiT BULGULAR

Bolum 3.2.2°de anlatildigi gibi gercgeklestirilen in vivo
¢alismalarda, in vitro ¢alismalardan elde edilen sonuglar 1s1Iginda P28’in

kullanilmasina karar verilmistir.

TNBS ile kolit indiklenmis sig¢anlara, oral ve intrakolonik
yoldan verilen MEL yUklG nanopartikil formulasyonunun kolit Uzerine etkisi

biyokimyasal, immunolojik ve histolojik agidan degerlendirilmigtir.

Elde edilen sonuglar, oral ve intrakolonik yoldan verilen, MEL

yuklenmeyen (bos) nanopartikul formtlasyonu ile kiyaslanmistir.

4.2.1. Kolit Olusumuna Ait Patolojik Bulgular

Yapilan mikroskopik degerlendirmede, TNBS ile kolit
indUklendikten 24 saat sonra feda edilen iki adet siganin kolonik
dokularinda yapilan patolojik incelemelerde elde edilen sonuglara gore;
tim kesitlerde yaygin olarak izlenen mukozal iskemik nekroz oncelikli
bulgudur. Kript hucrelerinin nekrozu ve dokulmesine bagh bos kalmis
gorunuimde kript kesitleri, luminal ylzeyde erozyon ve eksuda birikimi akut
iskemik kolitin karakteristik bulgulari olarak gériilmektedir. iskemik nekroz
mukozal dizeyde olup submukoza, muskularis propria veya subserozada

mevcut degildir. Perforasyon saptanmamistir.

Yapilan patolojik degerlendirmede Bolim 3.2.2.3'de
anlatildigr gibi gerceklestirilen kolit indikleme modeli uygun bulunmus ve

in vivo ¢calismalara bu sekilde TNBS ile kolit indiklenerek devam edilmigtir.

TNBS ile kolit olusturulan siganlarin kolonik dokularinda
yapilan patolojik degerlendirmeye ait 1sik mikroskobu goruntuleri Resim

8A ve 8B’de gosterilmistir.
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Lamina propriada, mononukleer iltihabi hiicre artisi (1).
Kript epitel hicrelerinin nekrozuna bagl bos gértinen kolon kriptleri, fibrin birikimi ve
erozyon (2).

Resim 8. TNBS ile kolit olusturulan siganlarda kolona ait i1sitk mikroskobu
goriintileri (A, B)
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x200

Kolon mukozasinda subepitelyal alanda belirgin 6dem (1).

(B) Hematoksilen&Eosin

nekrotik olugsumlar ile karakterize iskemik kolit gérinimu (2).

Hemorajik alanlar

Tumuyle koagtlasyon nekrozuna gitmis mukoza (3).

Resim 8. Devami
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4.2.2. Gruplara Ait Kolon Orneklerinin Makroskopik Goriiniimii

Bolum 3.2.2°de anlatildigi gibi gergeklestirilen tedavi
protokolliinin sona ermesinin ardindan sicanlar feda edilmistir. Resim 7’de
verilen resimde goOsterildigi gibi batinlar agilarak tum kolonlari

cikarilmistir. Kolonlar g¢ikarildiktan hemen sonra alti farkli gruba ait kolonik

doku goéruntuleri Resim 9'da verilmistir.

Grup A %0.9 NaCl verilen ve uzerinde herhangi bir islem yapilmayan grup

Grup C TNBS ile kolit olusturulup, G¢ gin oral yoldan MEL yikli nanopartikil
formulasyonu uygulanan grup

Resim 9. Siganlarda kolonun makroskopik agidan degerlendirilmesi
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Grup D TNBS ile kolit olusturulup, tG¢ gun intrakolonik yoldan MEL yukli nanopartikil

formulasyonu uygulanan grup

Grup E TNBS ile kolit olusturulup, G¢ gin oral yoldan bos nanopartikil formilasyonu

uygulanan grup

Grup F TNBS ile kolit olusturulup, Gg¢ gin intrakolonik yoldan bos nanopartikil

formulasyonu uygulanan grup

Resim 9. Devami
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4.2.3. Sicanlara Ait Bulgular

4.2.3.1. Sicanlarda Gorillen % Adirlik Kaybina Ait Bulgular

Siganlarin  agirhklart  in  vivo galismalarin  hemen
baslangicinda gruplar olusturulurken, in vivo ¢alisma boyunca gunluk

olarak ve feda edilmeden hemen 6nce dlguldu.

Siganlarin in vivo galismaya baslandiktan hemen sonra tespit
edilen agirliklar ile feda edilmeden hemen &nce dlgilen agirliklar
arasindaki fark karsilastirilarak agirhklarinda goérilen % kayip
hesaplanmigtir. Elde edilen sonuglar Tablo 42’de, grafik olarak Sekil 55'de

verilmigtir.

Tablo 42. Galismanin sonunda siganlarin agirhklarinda goriilen % kayip (n=8)

A Grubu | B Grubu | C Grubu | D Grubu | E Grubu | F Grubu
% Agirlik
Kaybi 1.6£0.1 | 20.820.5 | 1.3x0.2 | 1.420.1 | 21.2+1.0 | 19.7120.6
(ORT£GA)
Siganlarin Agirliklarinda Goériilen % Kayip
25,0 ek
7 KX KK ****
o o wokk
20,0 #*
15,0
10,0
5,0
Fok Kk Fokk Jok ok
* * *
00 . MEE__ I S ‘
A GRUBU B GRUBU C GRUBU D GRUBU E GRUBU F GRUBU

Sekil 55. Siganlarin agirliklarinda goriilen % kayip (* p>0.05 A, C ve D, *x p>0.05
B; E ve F’ye gore, xx* p<0.001 A, C ve D; B, E ve F'ye gore, xx*xx p<0.05E, F)
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Siganlarda gorulen % agirlik kaybi ¢alismasinda; Grup A’da,
Grup C’de ve Grup D’de siganlarin agirliklarinda gorulen % kayip ihmal
edilebilecek duzeydeyken (<%5), Grup B’de, Grup E’'de ve Grup F'de
agirlik kaybi %20 civarindadir.

Oral ve intrakolonik yoldan MEL tedavisi verilen gruplarda
(Grup C, D) gorulen % agirlik kaybi ile kontrol grubu (Grup A) arasinda
anlamh bir fark yokken (p>0.05), bos nanopartikul formulasyonu ile tedavi
edilen gruplarda (Grup E, F) (p<0.001) ve kolit grubunda (Grup B)
(p<0.001) gorulen % agirhk kaybi arasinda istatistiksel olarak 6nemili
derecede anlamh bir fark vardir.

Siganlarda gorulen % agirhk kaybi gruplararasi istatistiksel

degerlendiriimesi Tablo 43’'de verilmigtir.

Tablo 43. Siganlarda goériulen % agirhk kaybinin gruplararasi istatistiksel

degerlendirilmesi

A—B | A—C | A—D | A—E | A—F
p<0.001 | p=0.05 p=0.05 | p<0.001 | p<0.001
B—C | B—>D B—E B—F

p<0.001 | p<0.001 | p=0.05 p=0.05

C—D | C—E | C—F

p=0.05 | p<0.001 | p<0.001

D—E | D—F

p<0.001 | p<0.001

E—F

p=0.05 P55 150

4.2.3.2. Sicanlarin Tukettikleri Pellet Yem Miktarina Ait Bulgular

Siganlarin tukettikleri pellet yem miktari her gun duizenli
olarak kaydedilmistir. Calismanin sonunda elde edilen verilere gore
tukettikleri toplam pellet yem miktari Tablo 44’de, grafik olarak Sekil 56’da

verilmigtir.

158



Tablo 44. Siganlarin tikettikleri pellet yem miktari (n=8)

A Grubu | B Grubu | C Grubu | D Grubu | E Grubu F Grubu
Tiiketilen
Yem

Miktari 44.613.7 | 0.8%0.2 47.618.7 | 41.2+0.9 0.810.1 0.7+0.1

(Gram)

(ORT+GA)

Sicanlarin Tukettikleri Pellet Yem Miktari

60,0

ok dok
Jkk
.

—_—
50,0 * ek Aok
! Fokok
*
40,0
30,0
20,0
10,0
- Jokk ok
ok ok ok
0,0 T T T T T

AGRUBU BGRUBU CGRUBU DGRUBU EGRUBU FGRUBU

Sekil 56. Siganlarin tiikettikleri pellet yem miktar (x p>0.05 A; C ve D’ye gore, **
p>0.05 B, E ve F, %% p<0.001 A, C ve D; B, E ve F’ye gore, ¥k p<0.05 C, D)

Kolit olugturulup tedavi verilmeyen gruptakiler (Grup B) ile
oral ve intrakolonik yoldan bos nanopartikil formulasyonu uygulanan
gruplardaki (Grup E, F) siganlar tum c¢alisma boyunca bir gramdan daha
az yem tukettiler. Oral ve intrakolonik yoldan MEL tedavisi verilen
gruplardaki (Grup C, D) siganlar ile kontrol grubundaki (Grup A) siganlar
ise tum calisma boyunca 40 gramdan fazla yem tukettiler.

Sicanlarin  tukettikleri pellet yem miktari gruplararasi
karsilastinldiginda, Grup A, C ve D'nin; Grup B, E ve Fye gbre daha

yuksek miktarda yem tukettigi saptandi ve bu degerler istatistiksel olarak
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onemli derecede anlamlidir (p<0.001). Oral yoldan MEL tedavisi verilen
gruptaki sigcanlar (Grup C) ise kontrol grubundaki si¢canlardan (Grup A)
daha fazla miktarda yem tuketmigtir (p<0.05).

Kolit olusturulup tedavi verilimeyen gruptakiler (Grup B) ile
oral ve intrakolonik yoldan bos nanopartikil formilasyonu uygulanan
gruplardaki (Grup E, F) sicanlarin tikettikleri pellet yem agisindan anlaml
bir fark yoktur (p>0.05).

Siganlarin tukettikleri pellet yem miktarinin gruplararasi

istatistiksel degerlendirilmesi Tablo 45’de verilmistir.
Tablo 45. Siganlarin tikettikleri pellet yem miktarinin gruplararasi istatistiksel

degerlendirilmesi

A—B | A—C | A—D | A—E A—>F
p<0.001 | p=0.05 p=0.05 | p<0.001 | p<0.001
B—C B—=D B—=E B—F
p<0.001 | p<0.001 | p=0.05 p=0.05
C—D | C—E | C—F
p<0.05 | p<0.001 | p<0.001
D——E | D—F
p<0.001 | p<0.001
E—F
p=0.05 SPES 160

4.2.3.3. Sicanlarin Tikettikleri Musluk Suyu Miktarina Ait Bulgular

Siganlarin tukettikleri musluk suyu miktari her gin duazenli
olarak kaydedilmistir. Calismanin sonunda elde edilen verilere goére
tukettikleri toplam musluk suyu miktari Tablo 46’da, grafik olarak Sekil

57°de verilmigtir.
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Tablo 46. Siganlarin tiikettikleri musluk suyu miktar (n=8)

A Grubu B Grubu C Grubu D Grubu E Grubu F Grubu
Tiiketilen
Su
Miktari 45.0£4.7 | 76.7#3.2 | 41.3%5.6 | 41.7435 | 74.2+2.5 | 76.7+2.7
(mL)
(ORT+GA)
Sicanlarin Tiikettikleri Musluk Suyu Miktari
90,0
Fkk Fkk
*%

*k

80,0

70,0

60,0 T FERIEK Ak
50,0 | * Jork ale

40,0

30,0

20,0

10,0

0,0 : : : : :

AGRUBU BGRUBU CGRUBU DGRUBU EGRUBU FGRUBU

Sekil 57. Siganlarnin tiikettikleri musluk suyu miktari (* p>0.05 A, C ve D, ** p>0.05
B, E ve F, k% p<0.001 A, C ve D; B, E ve F’ye gore, **#k p>0.05 C, D)

Kolit olusturulup tedavi verilimeyen gruptakiler (Grup B) ile
oral ve intrakolonik yoldan bos nanopartikil formulasyonu uygulanan
gruplardaki (Grup E, F) siganlar, oral ve intrakolonik yoldan MEL tedavisi
verilen gruplardaki (Grup C, D) si¢anlardan ve kontrol grubundaki (Grup A)
si¢anlardan ¢ok daha fazla miktarda su tuketmislerdir (p<0.001).

Oral ve intrakolonik yoldan MEL tedavisi verilen gruplardaki
(Grup C, D) siganlar ile kontrol grubundaki (Grup A) siganlarin tukettigi su

miktari arasindaki fark anlamsizdir (p>0.05).
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Kolit olusturulup tedavi verilmeyen gruptakiler (Grup B) ile
oral ve intrakolonik yoldan bos nanopartikil formiulasyonu uygulanan
gruplardaki (Grup E, F) sicanlarin tukettikleri musluk suyu agisindan

anlamli bir fark yoktur (p>0.05).

Siganlarin tlkettikleri musluk suyu miktarinin gruplararasi

istatistiksel degerlendirilmesi Tablo 47°de verilmistir.

Tablo 47. Siganlarin tiikettikleri musluk suyu miktarinin gruplararasi istatistiksel

degerlendirilmesi

A—=B A—C | A—D | A—E A—>F
p<0.001 | p>0.05 | p>0.05 | p<0.001 | p<0.001
B—>C | B—>D | B—>E | B—>F

p<0.001 | p<0.001 | p=0.05 | p>0.05

C—>D | C—E | C—>F

0>0.05 | p<0.001 | p<0.001

D—E | D—>F

0<0.001 | p<0.001

E—=F

p=0.05 seas 80

4.2.3.4. Sicanlarda Kolit Olusumuna Bagli Divare-Kanama Durumu

Yapilan tim in vivo ¢alisma boyunca tum gruplarda yer alan

hayvanlarin gaitalari kontrol edilmistir. Sicanlarin diskilamasinda gorilen

anormal davraniglar (kanamal digkilama, diyare) kayit altina alinmistir.

Elde edilen sonuglar Tablo 48’de verilmistir.

Tablo 48. Siganlarda kolit olugumuna bagh diyare-kanama durumu (n=8)

A B C D E F

Grubu Grubu | Grubu | Grubu Grubu | Grubu

(n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
Diyaresi olan sigan

0/8 8/8 2/8 3/8 8/8 8/8
sayisi
Kanamasi olan sigan

0/8 8/8 0/8 0/8 718 8/8
sayisl
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Kolit olugturulup tedavi verilmeyen gruptakiler (Grup B) ile
intrakolonik yoldan bos nanopartikil formulasyonu uygulanan gruptaki
(Grup F) sicanlarin hepsinde kanama ve diyare gorulmustur. Oral yoldan
bos nanopartikil formllasyonu uygulanan gruptaki si¢canlarin ise sekizinde
diyare, yedisinde kanama tespit edilmistir.

Oral yoldan MEL tedavisi verilen gruptaki (Grup C) siganlarin
ikisinde, intrakolonik yoldan MEL tedavisi verilen gruptaki siganlarin
ucunde sadece diyare gorulmustur.

Kontrol grubunda (Grup A) ise herhangi bir diyare ve ishal

gorulmemigtir.

4.2.3.5. Sicanlarin Tim Kolon Adirhidina Ait Bulgular

Siganlar feda edildikten hemen sonra ksifopubik median kesi
ile laparatomi (Resim 7) gercgeklestiriierek sicanlarin tim kolonu
cikartilmigtir. Kolon, %0.9 NaCl ile yikanarak gaita kalintilari temizlenmistir

ve kurulandiktan sonra tum kolonun agirligi dlculerek kaydedilmigtir.

Elde edilen sonuglar Tablo 49'da, grafik olarak Sekil 58'de

verilmigtir.

Tablo 49. Siganlarin tiim kolon agirligi (n=8)

A Grubu B Grubu C Grubu D Grubu E Grubu F Grubu
Tim
Kolon
Agirhgi 0.840.1 2.610.1 1.2+0.1 1.1+0.1 2.6+0.1 2.5+0.2
(Gram)
(ORT+GA)
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Siganlarin Tum Kolon Agirhigi

3,0
’ Jkk b 2.8,
ik
L % 4 ok oled
2,5 I
2,0
ok dok ok dok

1,5

;'I ;!\
ik
1,0 i
0,5
0,0 T T T T T

AGRUBU BGRUBU CGRUBU DGRUBU EGRUBU F GRUBU

Sekil 56. Siganlarin tiim kolon agirhigi (x p<0.05 A; C ve D’ye gore, »x p<0.001 A, C
ve D; B, E ve F'ye gore, #%x p>0.05 B, E ve F, x%%x p>0.05 C, D)

Oral ve intrakolonik yoldan MEL tedavisi verilen gruplardaki
sicanlarin tim kolon agirhigi (Grup C, D); kolit olusturulup tedavi
verilmeyen gruptakiler (Grup B) ile oral ve intrakolonik yoldan bos
nanopartikil formulasyonu uygulanan gruplardaki (Grup E, F) siganlarin
tim kolon agirhigindan anlamh derecede ¢ok dustktir (p<0.001). Kontrol
grubundaki siganlarin (Grup A) tim kolon agirhgi ise oral ve intrakolonik
yoldan MEL tedavisi verilen gruplardaki (Grup C, D) siganlarin tim kolon
agirhgindan anlamli derecede dusuktir (p<0.05).

Kolit olusturulup tedavi verilmeyen gruptakiler (Grup B) ile
oral ve intrakolonik yoldan bos nanopartikil formilasyonu uygulanan
gruplardaki (Grup E, F) siganlarin tim kolon agirligi arasinda anlamli bir
fark yoktur (p>0.05).

Siganlarin  tim kolon agirhiklari gruplararasi istatistiksel

degerlendiriimesi Tablo 50’de verilmigtir.
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Tablo 50. Siganlarin tiim kolon agirhginin
degerlendiriimesi

A—B | A—C | A—D | A—E | A—>F
p<0.001 | p<0.05 | p<0.05 | p<0.001 | p<0.001
B—C | B—D B—=E B—=F

p<0.001 | p<0.001 | p>0.05 | p=0.05

C—D | C—E | C—F

p>0.05 | p<0.001 | p<0.001

D—E | D—F

p<0.001 | p<0.001

E—F

p=0.05 SP55 160

4.2.3.6. Kolon Makroskopik Skoruna Ait Bulgular

gruplararasi

istatistiksel

Siganlar feda edildikten sonra laparatomi gerceklestirilerek

ctkarilan kolonlari, Bélum 3.2.2.7°de verilen Tablo 20’de yer alan patolojik

bulgular ve bunlara karsilik gelen skorlara gore makroskopik olarak

degerlendirilmigtir.

Yapilan makroskopik degerlendirmeye gore gruplarda yer

alan sicanlarin kolonik makroskopik skor degerleri Tablo 51'de, grafik

olarak Sekil 59'da verilmistir.

Tablo 51. Siganlarin kolonlarina ait makroskopik skor degerleri (n=8)

A Grubu B Grubu C Grubu D Grubu E Grubu F Grubu
Kolon
Makroskopik | 000 | 82+05 | 2.2¢#03 | 2.7+03 | 8.0:0.4 | 8.8+03
Skoru
(ORT+GA)
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Kolon Makroskopik Skoru

ok dokk
Frke Aok ok Jokok

10,0 yorers orws :*

9,0 HoA e T
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5,0

sk ok

4,0 %k Jok
3,0

Sk
ki +*
’ *
2,0
1,0
0,0 x : : : :

AGRUBU BGRUBU CGRUBU DGRUBU EGRUBU FGRUBU

Sekil 59. Siganlarin kolonlarina ait makroskopik skor degerleri (x p<0.001 A; B, C,
D, E ve F'ye gore, xx p>0.05 B; E ve F’ye gore, xx* p<0.001 C ve D; B, E ve Fye
gore, xkxx p<0.05 C;D, #**kk p<0.05 E, F)

Oral ve intrakolonik yoldan MEL tedavisi verilen gruplardaki
(Grup C, D) siganlarin kolonik makroskopik skor degerleri, kolit olusturulup
tedavi verilmeyen gruptakiler (Grup B) ile oral ve intrakolonik yoldan bog
nanopartikul formulasyonu uygulanan gruplardaki (Grup E, F) siganlarin
makroskopik skor degerlerinden ¢ok daha kuguktur (p<0.001). Ayrica oral
yoldan MEL tedavisi verilen gruba (Grup C) ait makroskopik skor degerleri
ise intrakolonik yoldan MEL tedavisi verilen gruptaki (Grup D) si¢anlarin

kolonik makroskopik skor degerlerinden daha kuguktur (p<0.05).

intrakolonik yoldan bos nanopartikiil formilasyonu uygulanan
grupta (Grup F) yer alan sicanlara ait makroskopik skor degerleri oral
yoldan bos nanopartikll formulasyonu uygulanan grupta (Grup E) yer alan

siganlarin makroskopik skor degerlerinden daha yuksektir (p<0.05).

Sicanlarin kolonlarina ait makroskopik skor degerlerinin

gruplararasi istatistiksel degerlendiriimesi Tablo 52°'de verilmigtir.
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Tablo 52. Siganlarin kolonlarina ait makroskopik skor degerlerinin gruplararasi

istatistiksel degerlendirilmesi

A—B | A—C | A—D | A—E | A—>F
p<0.001 | p<0.001 | p<0.001 | p<0.001 | p<0.001
B—C | B—>D | B—>E | B—>F

p<0.001 | p<0.001 | p=0.05 p=0.05

C—D | C—E | C—F

p=0.05 | p<0.001 | p<0.001

D—>E | D—F

p<0.001 | p<0.001

E—+F

p=0.05 SPEE 160

4.2.3.7. Kolonik Ulser Uzunluguna Ait Bulgular

Siganlar feda edildikten sonra laparatomi gergeklestirilerek

cikarilan kolonlarinda, TNBS maruziyeti sonucunda gelisen ulser uzunlugu

Olgulmustur.

Elde edilen verilere gore kolonik Ulser uzunlugu Tablo 53'de,

grafik olarak Sekil 60’da verilmistir.

Tablo 53. Siganlarin kolonik tilser uzunlugu (n=8)

A Grubu B Grubu C Grubu D Grubu E Grubu F Grubu
Kolonik
Ulser
Uzunlugu 0.010.0 5.310.8 0.0+0.0 0.3%0.5 4.8+0.3 5.0+0.4
(cm)
(ORTGA)
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Kolonik Ulser Uzunlugu
6,0 Jekk
! ok Fokk
Jokk
b ok
5,0 T
4,0
3,0
2,0
1,0 3.8 1
Fhok kK *
* *
0,0 : : . :
AGRUBU BGRUBU CGRUBU DGRUBU EGRUBU FGRUBU

Sekil 60. Siganlarin kolonik lilser uzunlugu (* p>0.05 A, C ve D, »x p>0.05 B, E ve
F, #%% p<0.001 A, C ve D; B, E ve F’ye gore)

Oral ve intrakolonik yoldan MEL tedavisi verilen gruplardaki
(Grup C, D) siganlarin kolonik ulser uzunlugu degerleri, kolit olusturulup
tedavi verilmeyen gruptakiler (Grup B) ile oral ve intrakolonik yoldan bos
nanopartikil formllasyonu uygulanan gruplardaki (Grup E, F) sicanlarin
Ulser uzunlugu degerlerinden c¢ok daha kuguktlr (p<0.001). Kontrol
grubundaki (Grup A) siganlarin Ulser uzunlugu degeriyle ise aralarindaki
fark anlamsizdir (p>0.05).

Kolit olusturulup tedavi verilmeyen gruptakiler (Grup B) ile
oral ve intrakolonik yoldan bos nanopartikil formilasyonu uygulanan
gruplardaki (Grup E, F) siganlarin kolonik Uulser uzunlugu agisindan
anlamli bir fark yoktur (p>0.05).

Siganlarin  kolonlarina ait dlser uzunlugu degerlerinin

gruplararasi istatistiksel degerlendiriimesi Tablo 54’de verilmigtir.
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Tablo 54. Siganlarin kolonlarina ait uUlser uzunlugu degerlerinin gruplararasi

istatistiksel degerlendirilmesi

A—B | A—C | A—D | A—E | A—>F
p<0.001 | p=0.05 p=0.05 | p<0.001 | p<0.001
B—C | B—D | B—>E | B—>F

p<0.001 | p<0.001 | p=0.05 p=0.05

C—D | C—E | C—F

p=0.05 | p<0.001 | p<0.001

D—E | D—F

p<0.001 | p<0.001

E—>F

p=0.05 SPES 160

4.2.3.8. Sicanlarda Kolon Agirligi/Sican Adgirligi Degerine Ait Bulgular

Siganlar feda edilmeden hemen oOnce adirliklari ve

laparatomi iglemi ile c¢ikarilan kolonlarinin agirliklar tespit edilerek

kolon agirligi/sigan agirligi degeri hesaplanmistir.

Elde edilen verilere gore hesaplanan degerler Tablo 55'de,

grafik olarak Sekil 61’de verilmistir.

Tablo 55. Gruplarin kolon agirhgi/sigan agirhgi degerleri (n=8)

A Grubu | B Grubu | C Grubu | D Grubu | E Grubu F Grubu
Kolon Agwlgi | 0.003+ | 0.013%t | 0.004+ | 0.005t | 0.011% 0.012%
Swan Agirligy 0.0 0.001 0.0 0.0 0.001 0.001
(Gram)
(ORT+GA)
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Sicanlarda  Kolon ﬂél’fﬂlﬁlf ___ Degeri
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vrvr *

0,004 -
0,002 .
0,000

AGRUBU BGRUBU CGRUBU DGRUBU EGRUBU FGRUBU

Sekil 61. Gruplarin kolon agirhgi/sican agirhigi degerleri (» p<0.05 A; C ve D’ye
gore, xx p<0.001 A, C ve D; B, E ve F’ye gore, +**x p>0.05 B, E ve F, #kx#%k p>0.05
C,D)

Oral ve intrakolonik yoldan MEL tedavisi verilen gruplardaki
(Grup C, D) sicanlarin kolon agirligi/sican agirhgr degerleri, kolit
olusturulup tedavi veriimeyen gruptakiler (Grup B) ile oral ve intrakolonik
yoldan bos nanopartikil formilasyonu uygulanan gruplardaki (Grup E, F)
sigcanlarin kolon agirligi/sigan agirligi degerlerinden ¢ok daha kuguktur
(p<0.001). Kontrol grubundaki (Grup A) siganlarin kolon agirligi/si¢can
agirligi degerinden ise daha buyuktur (p<0.05).

Kolit olusturulup tedavi verilmeyen gruptakiler (Grup B) ile
oral ve intrakolonik yoldan bos nanopartikil formilasyonu uygulanan
gruplardaki (Grup E, F) sigcanlarin kolon adgirligi/sigan agirligi degerleri
acisindan anlamli bir fark yoktur (p>0.05).

Siganlarin  kolonlarina ait kolon agirligi/sigan agirligi
degerlerinin  gruplararasi istatistiksel degerlendiriimesi Tablo 56'da

verilmistir.
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Tablo 56.

Gruplarin  kolon

istatistiksel degerlendirilmesi

agirhgi/sigan agirhgi

A—B | A—=C | A—=D| A—=E | A—>F
p<0.001 | p=0.05 p<0.05 | p<0.001 | p<0.001
BE—C| B—=D| B—E | B—F
p<0.001 | p<0.001 | p=0.05 p=0.05
C—D | C—E | C—F
p=0.05 | p<0.001 | p<0.001
D—E | D—F
p<0.001 | p<0.001
E—F
p=0.05 SPE3 180

4.2.4. Kolonik Mukozada Oksidatif Stres Olciimiine Ait Bulgular

4.2.4.1. Kolonik Mukozada NOx Seviyelerine Ait Bulgular

degerlerinin gruplararasi

Bolum 3.2.2.9.1’de anlatildigi gibi gergeklestirilen deneyler

ve yapilan analizler sonrasinda elde edilen, alti farkh gruba ait kolonik

mukoza NOXx seviyeleri Tablo 57°de, grafik olarak Sekil 62’de verilmistir.

Tablo 57. Kolonik mukozada NOx seviyeleri (umol/g doku) (ORT£GA) (n=8)

A Grubu

B Grubu

C Grubu

D Grubu

E Grubu

F Grubu

NOy

2.92+0.23

13.5+0.3

3.2910.19

3.50+0.12

14.0+0.4

14.0+0.2
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Kolonik Mukozada NOx Seviyeleri
Fokdokkk kAo kk

~ ok dokk ok dokk
16,0 Fede Aok kA oAk Ik

12,0 +

NOx pmol/ g doku
[
o

Fe ke dok Je % Jok
Hokok ook *
40 1 ¥ * *x
.1 0 H N
A B c D E F

GRUPLAR

Sekil 62. Kolonik mukozada NOx seviyeleri (x p>0.05 A, C, ** p<0.05 A, D, #*x*
p<0.001 A, C ve D; B, E ve F’ye gore, x*#* p>0.05 C, D, #k#kk p>0.05 E, F, kkskk*
p<0.05 B; E ve F’ye gore)

Oral ve intrakolonik yoldan MEL tedavisi verilen gruplardaki
(Grup C, D) sicanlara ait kolonik NOx degerleri, kolit olusturulup tedavi
verilmeyen gruptakiler (Grup B) ile oral ve intrakolonik yoldan bos
nanopartikil formilasyonu uygulanan gruplardaki (Grup E, F) sicanlarin
kolonik NOx degerlerinden ¢ok daha kuguktur (p<0.001). Oral yoldan MEL
tedavisi verilen gruptaki (Grup C) siganlarin kolonik NOx degerleri ile
kontrol grubundaki (Grup A) siganlarin kolonik NOx degerleri arasinda
anlamli bir fark yoktur (p>0.05).

Oral ve intrakolonik yoldan bos nanopartikul formulasyonu
uygulanan gruplardaki (Grup E, F) siganlara ait kolonik NOx degerleri, kolit
olusturulup tedavi verilmeyen gruptaki (Grup B) siganlarin kolonik NOx
degerlerinden daha yuksektir (p<0.05).

Oral ve intrakolonik yoldan MEL yukli nanopartikillerle
yapilan tedavi ile kolonik NOx degerleri digmustir ve NOx degerleri
kontrol grubuyla (Grup A) benzer sekilde dusik bulunmustur. Oral ve

intrakolonik yoldan bos nanopartikil formalasyonu uygulanan gruplarda
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(Grup E, F) bu degerler ylksektir ve kolit grubuyla (Grup B) benzer

bulunmustur.
Sigcanlarin kolonlarina ait NOx degerlerinin gruplararasi

istatistiksel degerlendirilmesi Tablo 58’de verilmistir.

Tablo 58. Kolonik mukozada NOx degerlerinin gruplararasi istatistiksel

degerlendirilmesi

A—B | A—>=C | A—=D | A—=E A—>F
p<0.001 | p=0.05 p<0.05 | p=<0.001 | p<0.001
B—C B—D B—E B—F
p<0.001 | p<0.001 | p<0.05 p=<0.05
C—D | C—=E C—F
p=0.05 | p<0.001 | p<0.001
D—E | D—F
p<0.001 | p=<0.001
E—F
p=0.05 PSS 160

4.2.4.2. Kolonik Mukozada MDA Seviyelerine Ait Bulgular

Bolim 3.2.2.9.2’de anlatildigi gibi gerceklestirilen deneyler
ve yapilan analizler sonrasinda elde edilen, alti farkh gruba ait kolonik
mukoza MDA seviyeleri Tablo 59'da, grafik olarak Sekil 63’'de verilmigtir.

Tablo 59. Kolonik mukozada MDA seviyeleri (nmol/g doku) (ORTGA) (n=8)

A Grubu B Grubu C Grubu D Grubu E Grubu F Grubu

3.234£0.40 13.6+0.6 5.26+0.59 | 5.81+£0.34 | 13.22+0.40 13.1+0.3

MDA
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Kolonik Mukozada MDA Seviyeleri
16,0 iririgi okckk
il Johri
14,0 okl
5 120
S
S 100
bo
= 8,0 sk dok ::'I*
o :** ok
g 6,0
b 8.1
<
S 40 |
2 2,0
0,0
A B C D E F
GRUPLAR

Sekil 63. Kolonik mukozada MDA seviyeleri (* p<0.05 A, C, »x p<0.001 A; D, B, E
ve F’ye gore, xx* p<0.001 C ve D; B, E ve F'ye gore, *#x#k p>0.05 C, D, wkkkk
p>0.05B, Eve F)

Oral ve intrakolonik yoldan MEL tedavisi verilen gruplardaki
(Grup C, D) siganlara ait kolonik MDA degerleri, kolit olusturulup tedavi
verilmeyen gruptakiler (Grup B) ile oral ve intrakolonik yoldan bos
nanopartikil formulasyonu uygulanan gruplardaki (Grup E, F) siganlarin
kolonik MDA degerlerinden c¢ok daha kuguktlir (p<0.001). Kontrol
grubundaki (Grup A) sicanlarin kolonik MDA degerlerinden ise anlamli
derecede buyuktir (p<0.05).

Kolit olusturulup tedavi verilmeyen grupta (Grup B) yer alan
siganlarin kolonik MDA degerleri ile oral ve intrakolonik yoldan bos
nanopartikil formllasyonu uygulanan gruplardaki (Grup E, F) siganlarin
kolonik MDA degerleri agisindan anlamli bir fark yoktur (p>0.05).

Oral ve intrakolonik yoldan MEL yukli nanopartikillerle
yapilan tedavi ile kolonik MDA degerleri dugmustur (Grup C, D); MDA
dizeyleri kontrol grubuyla (Grup A) benzer sekilde dusuk bulunmustur.

Oral ve intrakolonik yoldan bos nanopartikil formulasyonu uygulanan
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gruplarda (Grup E, F)

benzer dlzeylerde bulunmustur.

istatistiksel degerlendirilmesi Tablo 60’da verilmistir.

bu deger ylUksektir ve kolit grubuyla (Grup B)

Sigcanlarin kolonlarina ait MDA degerlerinin gruplararasi

Tablo 60. Kolonik mukozada MDA degerlerinin gruplararasi
degerlendirilmesi
A—B | A—>C | A—D | A—E | A—=F
p<0.001 | p<0.05 | p<0.001 | p<0.001 | p<0.001
B—C | B—D B—E B—=F
p<0.001 | p<0.001 | p=0.05 | p=0.05
C—D | C—E | C—F
p>0.05 | p<0.001 | p<0.001
D—E | D—F
p<0.001 | p<0.001
E—F
p=0.05 SPES 160

4.2.4.3. Kolonik Mukozada GSH Seviyelerine Ait Bulgular

istatistiksel

Bolim 3.2.2.9.3'de anlatildigi gibi gerceklestirilen deneyler

ve yapilan analizler sonrasinda elde edilen, alti farkli gruba ait kolonik

mukoza GSH seviyeleri Tablo 61’da, grafik olarak $ekil 64’de verilmistir.

Tablo 61. Kolonik mukozada GSH seviyeleri (umol/g doku) (ORT+GA) (n=8)

A Grubu B Grubu C Grubu D Grubu E Grubu F Grubu
T 0.747+ 0.186+ 0.654+ 0.637+ 0.216+ 0.206+
8 0.019 0.014 0.011 0.005 0.006 0.007
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Kolonik Mukozada GSH Seviyeleri
0,9
08 | Fok Aok ok Sk Ak k
0,7 *x Hok
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1
0,0

ok ok

ook
Jrk Jrk
D E F

GSH umol/ g doku

A B C

GRUPLAR

Sekil 64. Kolonik mukozada GSH seviyeleri (* p<0.05 A; C ve D’ye gore, **
p<0.001 A, C ve D; B, E ve Fye gore, x#x* p<0.05 B, E, *k#k p>0.05 B, F, saakk
p<0.05 C, D, *k#kk* p>0.05 E, F)

Oral ve intrakolonik yoldan MEL tedavisi verilen gruplardaki
(Grup C, D) siganlara ait kolonik GSH degerleri, kolit olusturulup tedavi
verilmeyen gruptakiler (Grup B) ile oral ve intrakolonik yoldan bos
nanopartikil formdlasyonu uygulanan gruplardaki (Grup E, F) sicanlarin
kolonik GSH degerlerinden ¢ok daha buyuktur (p<0.001). Ancak kontrol
grubundaki (Grup A) siganlarin kolonik GSH degerlerinden ise anlamli
derecede kuguktur (p<0.05).

Kolit olusturulup tedavi verilmeyen gruba (Grup B) ait kolonik
GSH degerleri, oral yoldan bos nanopartikil formualasyonu uygulanan
gruptaki (Grup E) siganlarin kolonik GSH degerlerinden anlamli derecede
disiktir (p<0.05). intrakolonik yoldan bos nanopartikiil formilasyonu
uygulanan gruptaki (Grup F) siganlarin kolonik GSH degerleri agisindan
ise aralarinda anlamli bir fark yoktur (p>0.05).

Oral ve intrakolonik yoldan MEL yukla nanopartiklllerle
yapilan tedavi ile kolonik GSH degerleri yukselmistir. (Grup C, D). GSH
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dlzeyleri kontrol grubuyla (Grup A) benzer sekilde yluksek bulunmustur.

Oral ve intrakolonik yoldan bos nanopartikil formualasyonu uygulanan

gruplarda (Grup E, F)

benzer duzeylerde bulunmusgtur.

Tablo 62.

bu deger dusuktur ve kolit grubuyla (Grup B)

Siganlarin kolonlarina ait GSH degerlerinin gruplararasi
istatistiksel degerlendirilmesi Tablo 62’de verilmistir.

Kolonik mukozada GSH degerlerinin

degerlendirilmesi

A—B | A—C|A—D| A—E | A—>F
p<0.001 | p<0.05 p<0.05 | p<0.001 | p<0.001
B—C | B—D B—E B—F

p<0.001 | p<0.001 | p<0.05 p=0.05

C—D | C—E | C—F

p<0.05 | p<0.001 | p<0.001

D—=E | D—F
p<0.001 | p<0.001

E—F

p=0.05 SPSS 160

gruplararasi

4.2.5. Kolonik Mukozada Sitokin Olciimlerine Ait Bulgular

istatistiksel

4.2.5.1. Kolonik Mukozada TNF-a Seviyelerine Ait Bulgular

Bolim 3.2.2.10.1°de anlatildigi gibi Elisa kitler kullanilarak
gerceklestirilen analizler sonucunda alti farkh grupta yer alan siganlara ait
elde edilen kolonik mukozal TNF-a degerleri Tablo 63’de, grafik olarak
Sekil 65’de verilmigtir.

Tablo 63. Kolonik mukozada TNF-a seviyeleri (pg/mL) (ORT*GA) (n=8)

A Grubu B Grubu C Grubu D Grubu E Grubu F Grubu
<] 199.6+ 1725.3+ 203.7+ 202.6+ 1560.2+ 1934 .4+
LL
E 26.0 127.2 32.3 32.3 38.6 117.3
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Kolonik Mukozada TNF-a Seviyeleri ok ok
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GRUPLAR

Sekil 65. Kolonik mukozada TNF-a seviyeleri (% p>0.05 A, C ve D, »% p<0.001 A, C
ve D; B, E ve F’'ye gore, #%* p<0.05 B; E ve F'ye gore, xx*x p<0.001 E, F)

Oral ve intrakolonik yoldan MEL tedavisi verilen gruplardaki
(Grup C, D) siganlara ait kolonik TNF-a degerleri, kolit olusturulup tedavi
veriimeyen gruptakiler (Grup B) ile oral ve intrakolonik yoldan bos
nanopartikul formdlasyonu uygulanan gruplardaki (Grup E, F) si¢canlarin
kolonik TNF-a degerlerinden ¢ok daha kuguktur (p<0.001). Kontrol
grubundaki (Grup A) sigcanlarin kolonik TNF-a degerleriyle ise aralarinda
anlamh bir fark yoktur (p>0.05).

intrakolonik yoldan bos nanopartikiil formilasyonu uygulanan
gruptaki (Grup F) siganlarin kolonik TNF-a degerleri, kolit olusturulup
tedavi verilmeyen gruba (Grup B) goére anlamli derecede buyuktar
(p<0.05). Kolit olusturulup tedavi verilmeyen gruptaki (Grup B) sigcanlarin
kolonik TNF-a degerleri ise oral yoldan bos nanopartikil formalasyonu
uygulanan gruptaki (Grup E) siganlarin kolonik TNF-a degerlerinden

anlamh derecede buyuktur (p<0.05).
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Oral ve intrakolonik yoldan MEL yUkli nanopartikillerle
yapilan tedavi ile kolonik TNF-a degerleri dugsmustir (Grup C, D); TNF-a
duzeyleri kontrol grubuyla (Grup A) benzer sekilde dusuk bulunmustur.
Oral ve intrakolonik yoldan bos nanopartikil formilasyonu uygulanan
gruplarda (Grup E, F) bu deger ¢ok daha ylksektir ve kolit grubuyla (Grup
B) benzer dlzeylerde bulunmustur.

Sicanlarin kolonlarina ait TNF-a degerlerinin gruplararasi

istatistiksel degerlendirilmesi Tablo 64’de verilmigtir.

Tablo 64. Kolonik mukozada TNF-a degerlerinin gruplararasi istatistiksel

degerlendirilmesi

A—B | A—C | A—D | A—E | A—>F
p<0.001 | p=0.05 | p=0.05 | p<0.001 | p<0.001
B—C | B—D B—+E B—=F
p<0.001 | p<0.001 | p<0.05 | p<0.05
C—D | C—E | C—=F
p>0.05 | p<0.001 | p<0.001
D—E | D—F
p<0.001 | p<0.001
E—F
p<0.001 588160

4.2.5.2. Kolonik Mukozada IL-10 Seviyelerine Ait Bulgular

Bolim 3.2.2.10.1’de anlatildigi gibi Elisa kitler kullanilarak
gerceklestirilen analizler sonucunda alti farkh grupta yer alan siganlara ait
elde edilen kolonik mukozal IL-10 degerleri Tablo 65’de, grafik olarak Sekil

66’da verilmistir.
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Tablo 65. Kolonik mukozada IL-10 seviyeleri (pg/mL) (ORT*GA) (n=8)

A Grubu B Grubu C Grubu D Grubu E Grubu F Grubu
Tespit Tespit Tespit
S | Edilebilecek 116.3% Edilebilecek Edilebilecek 135.5¢ 192.9+
=,' Seviyenin 5.2 Seviyenin Seviyenin 9.9 11.4
Altinda Altinda Altinda
Bulunmustur Bulunmustur Bulunmustur
Kolonik Mukoza IL-10 Seviyeleri
Fokdokok
ok ok
*hk
ok
200
Fokdokok
ok ok :t*
— 150 - Jokk
_5 ok
100 -
=
= J* rer rer
500  § * % * %
D I 1 1 1 I
A GRUBU B GRUBU CGRUBYU DGRUBLU E GRUBU FGRUBU
GRUPLAR

xKullanilan eBIOSCIENCE® Elisa kiti ile tespit edilebilecek en dusuk IL-10 degeri 34.6
pg/mL’dir.

Sekil 66. Kolonik mukozada IL-10 seviyeleri (% p>0.05 A, C ve D, »x p<0.001 A, C
ve D; B, E ve F’ye gore, »*x* p<0.05 B, E, #* %% p<0.001 B, F, x**k* p<0.001 E, F)

Oral ve intrakolonik yoldan MEL tedavisi verilen gruplardaki
(Grup C, D) sicanlara ait kolonik IL-10 degerleri, kolit olusturulup tedavi
veriimeyen gruptakiler (Grup B) ile oral ve intrakolonik yoldan bos
nanopartikil formilasyonu uygulanan gruplardaki (Grup E, F) sicanlarin
IL-10 degerlerinden ¢ok daha kuguktar (p<0.001).

grubundaki (Grup A) siganlarin kolonik IL-10 degerleriyle ise aralarinda

kolonik Kontrol

anlamli bir fark yoktur (p>0.05). (Grup A, C ve D’nin kolonik IL-10 degerleri
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tespit edilememis olup, bu degerlerin 34.6 pg/mL’den kiglk oldugu kesin
olarak tespit edilmistir.)

intrakolonik yoldan bos nanopartikiil formilasyonu uygulanan
gruptaki (Grup F) siganlarin kolonik IL-10 degerleri, oral yoldan bos
nanopartikil formulasyonu uygulanan gruptaki (Grup E) siganlarin kolonik
IL-10 deg@erlerinden anlamli derecede buyuktir (p<0.05). Oral yoldan bos
nanopartikul formulasyonu uygulanan gruptaki (Grup E) siganlarin kolonik
IL-10 degerleri ise kolit olusturulup tedavi verilmeyen gruba (Grup B) gore
anlamlh derecede daha buyuktir (p<0.05).

Oral ve intrakolonik yoldan MEL yUkli nanopartikillerle
yapilan tedavi ile kolonik IL-10 degerleri dugmustiur (< 34.6 pg/mL) (Grup
C, D). IL-10 duzeyleri kontrol grubuyla (Grup A) benzer sekilde 34.6
pg/mL’den disuk bulunmustur. Oral ve intrakolonik yoldan bos
nanopartikdl formilasyonu uygulanan gruplarda (Grup E, F) bu deger ¢ok
daha yuUksektir ve kolit grubuyla (Grup B) benzer duzeylerde ylksek
bulunmustur.

Siganlarin kolonlarina ait IL-10 degerlerinin gruplararasi

istatistiksel degerlendirilmesi Tablo 66’de verilmistir.

Tablo 66. Kolonik mukozada IL-10 degerlerinin gruplararasi istatistiksel

degerlendirilmesi

A—B | A—C | A—D | A—E A—>F
p<0.001 | p=0.05 p=0.05 | p<0.001 | p<0.001
B—C B—=D B—+E B—F
p<0.001 | p<0.001 | p<0.05 | p<0.001
C—D | C—E | C—F
p=0.05 | p<0.001 | p<0.001
D—E | D—F
p<0.001 | p<0.001
E—F
p<0.001 EPES 160
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4.2.5.3. Kolonik Mukozada IL-17 Seviyelerine Ait Bulgular

Bolum 3.2.2.10.1°de anlatildigi gibi Elisa kitler kullanilarak

gercgeklestirilen analizler sonucunda alti farkh grupta yer alan siganlara ait

elde edilen kolonik mukozal IL-17 degerleri Tablo 67°de, grafik olarak Sekil

67’de verilmistir.

Tablo 67. Kolonik mukozada IL-17 seviyeleri (pg/mL) (ORT*GA) (n=8)

A Grubu B Grubu C Grubu D Grubu E Grubu F Grubu
Tespit Tespit Tespit
~ | Ediebilecek 52.3+2.0 Edilebilecek Edilebilecek | 43.7£2.5 | 46.1+1.1
2 Seviyenin Seviyenin Seviyenin
Altinda Altinda Altinda
Bulunmustur Bulunmustur Bulunmustur
Kolonik Mukoza IL-17 Seviyeleri
ook dok
60 1 ox ok Ak K
sk k
50 - *ok dok ety
*Kk
E 40 -
?D
o 30 -
N
20 -
=
10 4  *% *k e
* * *
- % _x i
O T T T
A GRUBU B GRUBU C GRUBU D GRUBU E GRUBU F GRUBU
GRUPLAR

% Kullanilan eBIOSCIENCE Elisa kiti ile tespit edilebilecek en dlsik IL-17 degeri 1.77
pg/mL’dir.
Sekil 67. Kolonik mukozada IL-17 seviyeleri (% p>0.05 A, C ve D, % p<0.001 A, C

ve D; B, E ve F'ye gore, #k*x p<0.05 B; F, *#k#*x p<0.001 B, E, &4k * p>0.05 E, F)
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Oral ve intrakolonik yoldan MEL tedavisi verilen gruplardaki
(Grup C, D) siganlara ait kolonik IL-17 degerleri, kolit olusturulup tedavi
veriimeyen gruptakiler (Grup B) ile oral ve intrakolonik yoldan bos
nanopartikdl formulasyonu uygulanan gruplardaki (Grup E, F) siganlarin
kolonik IL-17 degerlerinden ¢ok daha kuguktar (p<0.001). Kontrol
grubundaki (Grup A) siganlarin kolonik IL-10 degerleriyle ise aralarinda
anlamh bir fark yoktur (p>0.05). (Grup A, C ve D’nin kolonik IL-17 degerleri
tespit edilememis olup, bu degerlerin 1.77 pg/mL’den kiglk oldugu kesin
olarak tespit edilmigtir.)

Kolit olusturulup tedavi verilmeyen grubtaki (Grup B) gruptaki
siganlarin kolonik IL-17 degerleri, intrakolonik yoldan bos nanopartikul
formulasyonu uygulanan gruptaki (Grup F) sicanlarin kolonik IL-17
degerlerinden anlamli derecede daha biyiktir (p<0.05). intrakolonik
yoldan bos nanopartikil formulasyonu uygulanan gruptaki (Grup F)
sicanlarin kolonik 1L-17 deg@erleri ise oral yoldan bos nanopartikil
formllasyonu uygulanan gruptaki (Grup E) siganlarin kolonik [L-17
degerlerinden anlamli derecede daha buyuktur (p<0.05).

Oral ve intrakolonik yoldan MEL yUkli nanopartikillerle
yapilan tedavi ile kolonik IL-17 degerleri dUgmustir (< 1.77 pg/mL) (Grup
C, D). IL-17 duzeyleri kontrol grubuyla (Grup A) benzer sekilde 1.77
pg/mL’den disuk bulunmustur. Oral ve intrakolonik yoldan bos
nanopartikdl formilasyonu uygulanan gruplarda (Grup E, F) bu deger ¢ok
daha yuUksektir ve kolit grubuyla (Grup B) benzer duzeylerde ylksek
bulunmustur.

Sigcanlarin kolonlarina ait IL-17 degerlerinin gruplararasi

istatistiksel degerlendirilmesi Tablo 68’de verilmistir.
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Tablo 68. Kolonik mukozada IL-17 degerlerinin gruplararasi istatistiksel

degerlendirilmesi

A—>B | A—>C | A—>D | A—>E | A—>F
p<0.001 | p>0.05 | p=0.05 | p<0.001 | p<0.001
B—>C | B—>D | B—>E | B—>F
p<0.001 | p<0.001 | p<0.001 | p<0.05
C—>D | C—>E | C—>F
p>0.05 | p<0.001 | p<0.001
D—>E | D—F
p<0.001 | p<0.001
E—>F
p=0.05 EPE5 180

4.2.6. Histolojik Calismalara Ait Bulgular

Alti farkh gruba ait kolon dokusu Uzerinde Bolum 3.2.2.11’de
anlatildigi gibi gergeklestirilen histolojik ¢caligmalara ait bulgular resimlerle

iligkilendirilerek asagida verilmigtir.

Kontrol grubu (Grup A) Masson trikrom boyamalarinda
yapilan degerlendirmelerde, kolon dokusu, ylzey epiteline ait prizmatik
epitel ve ¢ok sayida Goblet hicreleri iceren bezleriyle normal yapida
izlendi. Lamina propriya normal gorunumdeydi ve tek tuk mononukleer
hicre infiltrasyonu ilgiyi ¢ekiyordu. Submukoza ve tunika muskularis de

normal yapidaydi ve surekliligini koruyordu (Resim 10).

Kolit olusturulan grupta (Grup B) Masson trikrom
boyamalarinda yapilan degerlendirmelerde, kolon dokusunda, ylzey epitel
hicreleri genelde normal vyapilarinda izlenirken, bezlerin yapilarinin
bozuldugu goruldu. Yer yer mononukleer hicre infiltrasyonu olan alanlarda
bezlerin kayboldugu, buna karsin bazi bdlgelerde bezlerin birbirleriyle
birleserek kistik yapilar olusturdugu belirlendi. Lamina propriya,
submukoza ve tunika muscularis’ in de hicre infiltrasyonundan etkilendigi
dikkati cekti (Resim 11A, 11B).
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MEL yUkli nanopartikil uygulamasi yapilan gruplarda oral
(Grup C) (Resim 12A, 12B) ve intrakolonik (Grup D) uygulamalarin (Resim
13A, 13B) her ikisinde de, yuzey ve bez epitelleri ile bag dokusu
infiltrasyonunun da oldukga normale dondigu saptandi ve kolonik yapi
normal olarak gozlendi. Ancak bazi bdlgelerde kolit etkilesiminin strdligu
ayirt ediliyordu. Yine bezlerin kayboldugu ve kistik alanlarin varligi da
dikkati ¢ekti. Gruplararasinda vyapilan degerlendirmede ise, doku
genelinde, oral yolla uygulama vyapilan gruba karsi, intrakolonik

uygulamanin doku iyilestirmede daha az etkili oldugu belirlendi.

Bos nanopartikul uygulamasi yapilan gruplarda ise, hem oral
(Grup E) (Resim 14) hem de intrakolonik (Grup F) (Resim 15)
uygulamalarin her ikisinde de belirgin bir doku iyilesmesi olmadidi goéraldu.
Kolit grubuna benzer bulgularin her iki grupta da sirdugu belirlendi. Ancak
iki grup kendi arasinda karsilastinldiginda, oral yolla uygulama yapilan

grubun az duzeyde de olsa daha iyi oldugu belirlendi.
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Resim 10: Kontrol grubuna (Grup A) ait kolon dokusu.

L Kripta, E: Epitel, 3: Goblet hiicreleri, =: Lamina muscularis mukoza,

®»: Submukoza, @: Tunica muscularis

(Masson trikrom X100)
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Resim 11: Kolit olusturulduktan sonra tedavi verilmeyen gruba (Grup B) ait kolon dokusu.

E: Epitel,

3: Goblet hiicreleri, ®: Bezler, =: Lamina muscularis mukoza,

@®: Tunica muscularis

= Submukoza

(Masson trikrom AX100, BX400)
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Resim 12: Kolit olusturulduktan sonra oral yoldan MEL yUkli nanopartikil uygulamasi
yapilan gruba (Grup C) ait kolon dokusu.
E: Epitel, 3: Goblet hiicreleri, ®: Bezler, =: Lamina muscularis mukoza,

»: Submukoza, @: Tunica muscularis

(Masson trikrom A,B X100)
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Resim 13: Kolit olusturulduktan sonra intrakolonik yoldan MEL yiklu nanopartikil
uygulamasi yapilan gruba (Grup D) ait kolon dokusu.
E: Epitel, 3: Goblet hiicreleri, ®: Bezler, =: Lamina muscularis mukoza, #: Submukoza,

@: Tunica muscularis

(Masson trikrom A,B X100)
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Resim 14: Kolit olusturulduktan sonra oral yoldan bos nanopartikiil uygulamasi yapilan
gruba (Grup E) ait kolon dokusu.
E: Epitel, 3: Goblet hiicreleri, =: Lamina muscularis mukoza,

»: Submukoza, @: Tunica muscularis

(Masson trikrom X100).
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Resim 15: Kolit olusturulduktan sonra intrakolonik yoldan bos nanopartikil uygulamasi
yapilan gruba (Grup F) ait kolon dokusu.
E: Epitel, 3: Goblet hiicreleri, =: Lamina muscularis mukoza,

»: Submukoza, @: Tunica muscularis

(Masson trikrom X100).
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5. TARTISMA

inflamatuvar bagirsak hastaligi (iBH), intestinal inflamasyon
ve mukozal doku hasariyla baslayan, bozulmug immun cevapla ilerleyen,
intestinal ve ekstraintestinal belirtilere sebep olan, sik gorulen kronik bir

gastrointestinal sistem hastaligidir.

IBH'nin patogenezi multifaktoriyeldir ve halen tam olarak
aciklanamamistir. Ancak son yillarda yapilan ¢alismalar oksidatif stresin

iBH'da major faktér olabilecegini vurgulamaktadir**,

Yapilmig olan
calismalarda iBHda antioksidan enzim aktivetelerinde ve antioksidan
diizeylerinde azalma tespit edilmistir*“*®. Dolayisiyla intestinal dokularin
bosalan antioksidan kapasitesini artirmak ROM'’nin olusturdugu oksidatif
doku hasarini azaltmada vyararli olabilir. Antioksidanlarin IBH'nin

tedavisine farkli bir bakis acisi getirdigi distinilmektedir'#?,

iBH'da inflamasyonun baslamasiyla birlikte, bagirsaklardaki
koruyucu mukus bariyerinin kalinhgr ve viskozitesi artar. Mukus sahip
oldugu mekanik Ozelliklerle bagirsak epitelini  patojenlerden ve
partikUllerden korur. Ancak submikron partikal buyuklugune sahip ilag

taslyici sistemler bu koruyucu engeli rahatlikla asar***.

Mukoadhezif, nanopartikuler ila¢ tasiyici sistemler mukus
tabakasina penetre olarak Gl bodlgede konvansiyonel ilaglara gore c¢ok
daha uzun sure kalir. Partikullerin nanoboyutta olmasi, etkin maddelerin
bagirsak epitel hucrelerinden daha kolay alinmasini saglayarak ¢ok daha

etkili bir tedavi siirecinin olusmasini saglar'**.

IBH'da ROM’nin artisina bagli olarak mukozal doku hasari
meydana gelir. IBHda inflamasyon hiicrelerinin aktiviteleri kolonik
dokularda ylUksek seviyelere ulasir. Mukozal bariyer kirildigi icin intestinal
[imendeki nanopartikiler ilag tasiyici sistemler makrofajlar tarafindan

fagosite edilir. Dolayisiyla nanopartiklller, buyuk partiktllere gore c¢ok
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daha uzun slire ve ¢ok daha yuksek konsantrasyonda inflamasyon

bdlgesinde kalir*®®.

Yapilan bir g¢alismada IBH olan bireylerden alinan gaita
ornekleri Uzerinde gercgeklestirilen analiz sonuglarina goére, inflame kolonik
mukozada pozitif yukli proteinlerin konsantrasyonu artmistir. Dolayisiyla
pektin gibi negatif yUkli polimerlerle hazirlanan ilag tasiyici sistemler
elektrostatik etkilesimlerden 6turd kolonik mukozaya ¢ok daha iyi penetre

olur*®.

Melatonin ¢ok gucli antioksidan ve antiinflamatuvar
Ozelliklere sahiptir. Bu etkileri dogrudan ya da dolayli olarak birbirinden
farkli mekanizmalarla gdstermektedir. Dolayisiyla [iBH'da azalan
antioksidan kapasiteye bagl olarak ROM’nin neden oldugu oksidatif doku

hasarinin gelismesinde yararli olabilecedi dusunulmektedir.

Calismamizda polimer olarak kullandigimiz pektinin dogal
kaynaklardan elde edilir olmasi, biyolojik olarak parcalanabilir olmasi,
toksik olmamasi ve sadece kalin bagirsakta yasayan bakterilerin Urettigi

enzimler tarafindan parcgalanabilir olmasi 6nem arz eder.

Yapilan literatir arastirmalari  sonucunda MEL-pektin
nanopartikiillerinin -~ iBH'daki  etkisinin  incelendigi  bir calismaya
rastlanmamistir. MEL'in iyonotropik jelasyon yontemiyle, mukoadhezif
karakterli nanopartikiiler ilac tasiyici sisteme yiklenmesiyle iBH daki
tedavi edici potansiyeli daha da artmigtir. Bu nedenlerden oturu yaptigimiz

calismanin literatlre yeni bir bakis agisi getirecegi dustncesindeyiz.

Bu calismada faktoriyel tasarimla  gergeklestirilen
formulasyonlar Uzerinde yapilan in vitro ¢aligmalar isiginda elde edilen
sonuglara gore, en uygun oldugu saptanan nanopartiktl formilasyonunun,
TNBS ile kolit olusturuimus siganlarda kolit (zerindeki etkinligi

degerlendirilmigtir.

193



5.1. in Vitro Calismalara Ait Degerlendirmeler
5.1.1. Etkin Madde Uzerinde Yapilan Calismalara Ait Degerlendirmeler

Etkin maddelerin partiktl bayuklugu ve dagilimi, formulasyon
karakteristigini, bitmis Urlin spesifikasyonunu ve UrGnun biyoyararlanimini

etkileyehbilir.

Bolum 3.2.1.2.1'de anlatilan ydntem kullanilarak MEL’in
partikil buayukligu tayini yapildi. Yapilan analizler sonunda MEL igin
hesaplanan ortalama partiktl bayuklugu 15.9+ 0.2 ym olarak bulunmustur.

Partikul buyuklugu dagilim alaninin darhgr veya genigligi
geometrik standart sapma ile ifade edilir. MEL'in standart sapmasi klguk
oldugu igin, partikal buyudklagu dagiliminin dar oldugu kanisina variimistir
(Sekil 16).

MEL’in kalitatif tayin yontemlerinden biri de infrared
spektrofotometrisidir. Bu yontemde, MEL molekulinin yapisini olusturan
fonksiyonel gruplarin  verdigi absorpsiyon bantlarindan taninma

gerceklestirilir.

Gergeklestirilen calismalar sonucunda Sekil 17‘de verilen
spektrum elde edildi. Bu spektrum incelendiginde MEL’in yapisini
olugturan fonksiyonel gruplarin pikleri gdzlenmigtir. Bu spektrum ile

literatiirde verilen FT-IR spektrumunun uyumlu oldugu gérilmastirt*’4,

DSC caligmalari melatonin ile pektin arasinda etkilesme olup
olmadigini gérmek amaciyla yapilmistir. Sekil 18'de verilen DSC
termogrami incelendiginde 118.0°C’ de gorllen endotermik pik, MEL’in
erime noktasini gostermektedir. Tespit ettigimiz bu deger Saija ve

ark.**¥nin calismalarinda elde ettigi deger ile (117.9°C) benzerdir.

194



Sekil 19'da verilen pektine ait DSC termogrami termogrami
incelendiginde, 179.21°C’de goriilen pik, pektin molekuliiniin yapisinda yer
alan karboksil grubunun (-COOH) CO, halinde c¢ikigini gostermektedir.

Kunzeka ve ark.** da galismalarinda benzer bulgular elde etmislerdir.

MEL ile polimer olarak kullanilan pektinin 1:1 oranindaki
karisiminin Sekil 20°’de verilen DSC termogrami incelendiginde, MEL'’in
erime noktasina ait pikte herhangi bir kayma gozlenmemistir. Bu durum
etkin madde (MEL) ile yardimci madde (pektin) arasinda herhangi bir

etkilesme olmadigini gostermistir.

Yaptigimiz c¢alismada miktar tayini yontemi olarak UV
spektrofotometri yontemi secilmistir. MEL'in  Sekil 22°’de verilen UV
spektrumu incelendiginde, maksimum absorbans gosterdigi dalga
boyunun (Amax) 278 nm oldugu goézlenmistir. Bu dalga boyu literatir ile

uyumludur*®’.

MEL icin pH 1.2, pH 6.8 ve pH 7.4 tamponlarinda
gerceklestirilen analitik yontem validasyon c¢alismalarinin sonuglari
deg@erlendirildiginde, elde edilen BSS sonuglarinin % 2’den kiguk oldugu
gorulmustir ve bu UV spektrofotometrik metodun, MEL’in miktar tayini
gerektiren tum deneysel agsamalarda kullanilabilecek, guvenilir bir yontem

olduguna karar verilmigtir.

MEL'in ¢ozunurlik calismasi in vitro salim ortami olarak
kullanilacak olan pH 1.2, pH 6.8 ve pH 7.4’de yapilmistir. MEL'in bu
ortamlarda ¢6zinurligu sirasityla 1.93+0.01, 2.26+0.01 ve 2.61+0.02
mg/mL  bulunmustur. MEL’in intraven6z (V) uygulanabilmesi igin
geligtirilen bir formulasyon ¢alismasinda sudaki ¢ozunarlGgld dusuk
(37°C'de 2.4 mg/ml) bulunmustur. Optimum bir IV formilasyon igin
¢6zunarlGgun 2-hidroksipropil-B-siklodekstrin ve propilen glikol kullanilarak
artirlmasi  gerektigi  vurgulanmistir*®.  MEL’in  transdermal olarak

uygulanabilmesi icin geligtirilen bir formllasyon c¢alismasinda sudaki
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¢ozUnlrligiu (37°C’de) 2.10-2.74 mg/ml araliginda bulunmustur™. Tez
calismamizda elde ettigimiz ¢ozunurlik degerleri ile literaturde belirtilen

degerler uyumludur.

iyonotropik  jelasyon  yénteminde, etkin  maddelerin,
formllasyonda kullanilacak polimerin ¢ézundugu ortamda disperse olmasi
(cozunlrliginin disiik olmasi) istenir™?. Calismada polimer olarak
kullanilan pektini ¢ozebilmek igin deiyonize su kullandigimizdan 6turd,
MEL’in sudaki ¢Ozunurlugunun dusuk olmasi avantaj saglamis ve

kalsiyum pektinat nanopartikillerine daha ylksek oranda yuklenmistir.
5.1.2. Onformiilasyon Calismalarina Ait Degerlendirmeler

5.1.2.1. iyonotropik Jelasyonun Dederlendiriimesi

Literatirde  iyonotropik  jelasyon yoOntemiyle yapilan
calismalarda etkin madde ve pektin iceren dispersiyon ortami ya belirli bir
yukseklikten enjektor kullanilarak elle c¢apraz baglanma ortamina
damlatiimis®® ya da biirete konularak, aletin vanasini acmak suretiyle
belirli bir yukseklikten, belirli bir hizla c¢apraz baglanma ortamina

damlamasini®® saglamislardir.

Biz ise tez calismamizda, iyonotropik jelasyon yontemi igin
Sekil 11°de verilen duzenegi hazirladik. Dizenegimizde etkin madde ve
pektin iceren dispersiyon ortami bu iki literatirin aksine surekli olarak
karistirimaktadir. Hazirlanan duzenekte, capraz baglanma ortaminin
kanistiriimasi igin iki farkli segenek mevcuttur. (1) ile gosterilen manyetik
karistirici olup mikropartikl hazirlarken kullaniimigtir. (2) ile gdsterilen ise

Heidolph® homojenizatdr olup, nanopartikiil hazirlarken kullaniimistir.

Kullandigimiz  peristaltik pompa  sistemiyle, buretle

damlatmada® karsilasilan yer cekimi problemi ve elle vyapilan
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damlatmada®® karsilasilan farkli damlatma hizi problemlerinin 8niine

gegilmigtir.

Hazirlanan 0Ozel damlatma sistemi ile igne ucu pektin
tarafindan tikandiginda saniyeler iginde yeni bir igne ucu takildigindan

sistemin tekrar baslatiimasina gerek kalmamistir.

5.1.2.2. Kullanilacak Pektin Tipine Karar Verilmesinin Degerlendiriimesi

Tez caligmamiz dogrultusunda hazirladigimiz  kalsiyum
pektinat nanopartikullerinin sahip oldugu fizikokimyasal 6zellikleri optimum
seviyede tutabilmek igin yedi farkli pektin tipi Gzerinde ¢alisiimigtir. Farkli
pektin tiplerinin, formulasyonlarda gdsterdigi performansa paralel olarak
eleme yapiimis ve tek bir pektin tipi ile tez ¢alismasinin surdurdimesine

karar verilmigtir.

Classic AU 701, Classic CU 902, Classic CU 701, Amid CU
025 ve Amid CU 020 kodlu urUnlerin peristaltik pompa sisteminin ucunda
yer alan 30 G’luk ignenin ucunu tikadigi, LM 101 AS ve LM 104 AS-FS
kodlu UrGnlerinin ise yapilan formulasyon galigmalarinin higbirinde ignenin

ucunu tikamadigi gorulmastur.

LM 101 AS ve LM 104 AS-FS pektin turleri kullanilarak
hazirlanan mikropartikullerin ortalama partikul buyukligu degerleri ve MEL
yuklenme kapasiteleri karsilastirildiginda, farkin istatistiksel olarak anlamli
oldugu ve LM 104 AS-FS ile hazirlanan formulasyonlarda ortalama partikdil
bayuklugu degerlerinin daha dusuk, MEL yUklenme kapasitesinin ise daha

yuksek oldugu anlasilidi.

Dolayisiyla yapilan onformulasyon c¢aligmalarinda, CP
Kelco®dan temin edilen LM 104 AS-FS kodlu pektin tir{inin diger pektin
tlrlerine gore daha iyi bir performans gostermesi sonucunda, calismaya

bu pektin tlrdyle devam edilmesine karar verilmigtir.
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5.1.3. Formiilasyon Caligsmalarina Ait Degerlendirmeler

5.1.3.1. Nanobovyuta inilmesinin Degerlendirilmesi

Literatirde, formulasyonda LMP kullanilarak, ¢apraz
baglanma ortaminin karigtirima hizinin 1000 rpm ve Uzerinde oldugu
iyonotropik jelasyon galismalarinda ortalama partiktl bayukligtu 100-314

nm arasinda degisen nanopartikiller elde edilmistir®* %5415,

Biz de galismamizda, esterifikasyon derecesi (DE°) 28 olan
bir LMP kullandik. Capraz baglanma ortaminin 5000 rpm’in Uzerinde bir
hizla karnigtirilmasiyla, pektin molekulunun o6gutulerek kugultilmesiyle ve
formllasyonda kullanilan pektin ve CaCl, konsantrasyonlarini dusurerek,
birbirini izleyen Ug¢ farkh modifikasyon gerceklestirdik. Sekil 11'de verilen
dizenegin damlatma sisteminin ucuna normal bir enjektor yerine 30G’luk
insulin igne ucu yerlestirerek faktériyel tasarimimiza ait ortalama
bayukliglu 41.3 ile 323.7 nm arasinda degisen MEL yukli kalsiyum
pektinat nanopartikulleri elde ettik.

5.1.3.2. Nanopartikillerin Karekterizasyonunun Dederlendiriimesi

5.1.3.2.1. Partiktl Buyuklugunin Degerlendirilmesi

Gergeklestirilen analizler sonucunda, faktoriyel tasarimda yer
alan formulasyonlara ait en buylk partiktl buyukliginin 323.7£3.15 nm
(P5), en kuguk partikal bayukligunun ise 41.3+ 3.15 nm (P23) oldugu
gOrulmastir (Tablo 31).

Nanopartikil ~ formulasyonlari  hazirlanirken  kullanilan
formllasyon parametrelerinden doérdi sabit tutulup, geride kalan bir tane
parametrenin biri dusuk digeri yUksek iki fakli degeri karsilagtirlarak,
formllasyon parametrelerinin ortalama partikil buydkligu Uzerine olan

etkileri arastinimistir (Sekil 37).
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Nanopartiktl formulasyonlari hazirlanirken formuilasyonda
kullanilan pektin konsantrasyonu % (a/h), CaCl, konsantrasyonu % (a/h)
ve nanopartikullerin gapraz baglanma ortaminda tutulma suresi arttiginda,

ortalama partikul bayuklGgunun arttigi goralmastur.

Formulasyondaki pektin:MEL orani ve c¢apraz baglanma
ortaminin karistinima hizi arttiginda ise ortalama partikil buyudklugunin

azaldigi goralmustar.

Resveratrol yukli kalsiyum pektinat mikropartikullerinin
hazirlandigi bir calismada, partikullerin ¢apraz baglanma ortaminda
tutulma suresi arttiginda ortalama partikil  bayUuklGginin arttigi,
pektin:etkin madde orani arttiginda ise ortalama partikil buyukluginin

azaldi§i belirtilmistir®.

Yapilan bir diger iyonotropik jelasyon calismasinda ise farkl
konsantrasyonlardaki pektin ve CaCl,’in partiktl bayukligu Gzerine etkisi
arastinimistir. Formulasyonda kullanilan pektin ve CaCl, konsantrasyonu

arttiginda, ortalama partikiil biyiikliginin arttigi belirtilmigtir>*,

Kun ve ark.”* ise, capraz baglanma ortaminin karistiriima
hizinin 1000 rpm ve Uzerine c¢ikarilmasiyla submikron partikullerin
olusturulabilecegi ve karistirilma hizinin artirilmasiyla, belirli bir degere
ulagincaya kadar partikullerin ortalama buyuklugunun devamli olarak

dustugu belirtilmigtir.

Tez calismamizda yukarida verilen literaturlerde elde edilen

sonuglara paralel olarak ortalama partikl bayUkligu degerleri elde ettik.

5.1.3.2.2. Polidispersite indeksinin Dederlendiriimesi

Kollodial sistemlerde partikul buayuklugua  dagiliminin
homojenligi hakkinda bilgi veren PDI degerinin 0.25°den kuguk olmasi,

partik{il biyikligi dagiliminin homojen oldugunu géstermektedir™®.
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Gerceklestirilen analizler sonucunda hazirlanan
formulasyonlarin PDI degerlerinin 0.109+0.067 (P28) ile 0.874+0.017 (P6)
arasinda degistigi gorulmustar. Optimum formulasyon olarak segilen
P28’in PDI degeri en kuguk olup, partikil buydklugu dagilminin en

homojen oldugu formulasyondur.

5.1.3.2.3. Zeta Potansiyelinin Degerlendirilmesi

Dusuk metoksilli pektin (LMP) molekulinin yapisinda ¢ok
fazla miktarda serbest (ester yapmamig) karboksil grubu (-COOH)
bulunmaktadir. Dolayisiyla deiyonize suda iyonlasarak negatif yukli hale
gelir. Pektin, capraz baglanma ortaminda ¢ézinmus halde bulunan pozitif
yikli divalen metal iyonlarla (Ca*?) elektrostatik etkilesmelere girer ve

molekiiller arasi gapraz baglar meydana gelir™.

Kollodial sistemler, partiklllerin liyofilik bir ylizeye sahip
olmasi ya da zeta potansiyelinin belirli bir kritik degerden yuksek olmasiyla
kararli hal alir. Boylelikle partikullerin aglomerasyonu ve partikuller arasi
cekim engellenmis olur. Yuksek zeta potansiyeline sahip partikuller yliksek
yuk yogunluguna sahip olduklarindan karsilikli itici kuvvetler tarafindan
ayri tutulurlar. Kararli kollodial sistemlerde zeta potansiyeli, +25 mV

civarindadir’®’.

Kun ve Lee-Yong™, LMP kullanarak insilin  yikli
nanopartikdl hazirladiklari bir ¢alismada, formilasyon pH’sini 6.5, zeta
potansiyelini ise -25 mV olarak belirlemislerdir. Etkin madde olarak instlin
kullandiklari igin pH'y1 3.0’a tamponlamak zorunda kalmislardir. Bu yapilan

islem, zeta potansiyeli degerini -25 mV’dan -12 mV’a duisurmustar.

Opanasopit ve ark.**

ise pektin molekulinin noétral pH'da
negatif yukll, asidik pH’larda ise ylksliz hale geldigini belirtmiglerdir. %1
pektin iceren ¢dzeltinin pH’sinin, 2’den 6 civarina ¢ikarilmasiyla zeta

potansiyelinin -4 mV’dan -54 mV’a yukseldigi goralmasgtur.
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Tez calismamiz dogrultusunda hazirlanan formulasyonlarin
pH degeri 6.5 civarinda bulunmustur. Optimum formulasyon olarak segilen
P28’in zeta potansiyeli ise -24,24+1,03 mV olarak tespit edilmigtir. Bu
deger literaturde belirtildigi gibi £25 mV civarinda olup, hazirladigimiz
nanopartikul formalasyonunun raf émri boyunca kararli halde kalmasini

saglamada yardimci olur.

Yapilan bir diger galismada ise, DNBS ile kolit induklemis
sicanlarin  kolonik dokularindaki Ulser bolgelerinde ¢ok ylksek
konsantrasyonda pozitif yuklU proteinlere rastlanmistir. Dolayisiyla negatif
yukll kollodial ilag tasiyici sistemlerin elektrostatik etkilesimlerden dolayi
mukozal doku hasari olan kolonik bolgelere daha iyi adhere olacagi

dustiniilmektedir'®®.

Hazirladigimiz nanopartikil formudlasyonlarinin  tamaminin
zeta potansiyel degerlerinin negatif oldugu goérilmustar (Tablo 31).
Literatirde belirtildigi gibi hazirladigimiz ilag tasiyici nanopartikller
sistemin negatif elektriksel yuke sahip olmasinin, nanopartikullerin
mukozal doku hasari olan kolonik bolgelere adhezyonunu arttirmada yarar

saglayacagini dugunmekteyiz.

5.1.3.2.4. MEL Yuklenme Kapasitesinin Degerlendiriimesi

Mccarron ve ark.' % 70-100'lik enkapsiilasyon etkinligine
(etkin madde yukleme kapasitesine) sahip nanopartikiler sistemlerin,
enkapsulasyon  etkinliginin  supernatan  kullanilarak  odlgtlmesinin

istatistiksel olarak daha tutarli sonuglar verecegini belirtmigtir.

Sudaki ¢ézunurlugu (0.03 mg/mL) ¢ok dusuk olan resveratrol
kullanilarak gercgeklestirilen bir calismada, etkin madde yuklenme
kapasitesi % 97.7°den buyuk bulunmustur. Yuklenme kapasitesinin bu

denli yiiksek olmasi, pektinin Ca*® ile birdenbire ve stabil bir jel
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olusturmasina ayrica etkin maddenin sudaki ¢ok dusuk ¢dzinurltgine

baglanmistir®.

MEL’in sudaki ¢oOzunurlugu c¢ok dusuktir (2 mg/mL).
Hazirladigimiz formilasyonlarin timinde ylkleme kapasitesi % 80'den
baylk bulunmustur (Tablo 31). Optimum formulasyon olarak segilen
P28’in ylukleme kapasitesi ise % 94,4+0,3 bulunmustur. MEL, pektinin
¢6zundugu ortamda (deiyonize su) ¢ozunmeyip disperse oldugundan, bu
ortamin CaCl, c¢ozeltisine belirli bir yukseklikten ¢ok kiuguk damlalar
halinde birakilmasi sonucu, hemen ortamda olusan kalsiyum pektinat

partikullerine yuklenmistir.

5.1.3.3. in Vitro Salim Calismalarinin Degerlendirilmesi

MEL’in nanopartikil formulasyonlarindan in vitro salim
Ozelliklerini incelemek amaciyla USP Apparatus 1 sepetleri icerisine

yerlestirilen diyaliz torbasi yontemi kullaniimigtir.

Literatirde, bu yontemle rektal jel formulasyonlarindan etkin

54,136

madde saliminin incelendigi galismalara sikga rastlaniimaktadir.

Khopade ve ark.'®®

ise, ilag tasiyici partikiler sistemlerin
salim profilinin izlenmesinde, modifiye dbéner sepet ydnteminin diger
yontemlere gbre daha ayirt edici oldugunu ve formulasyonlarda yapilan
degigikliklerin salim Uzerindeki etkisini daha iyi ortaya c¢ikardigini

belirtilmistir.

5.1.3.3.1. Faktoriyel Tasarima Ait Formiilasyonlar Uzerinde Yapilan Salim

Calismalarinin Degerlendirilmesi

Gergeklestirilen analizler sonucunda, faktoriyel tasarimda yer
alan formulasyonlara ait en yuksek kimulatif MEL saliminin % 84.0+0.7
(P28), en dusuk kimulatif MEL saliminin ise % 54.5+0.5 (P5) oldugu
gorulmustar (Tablo 31).
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Nanopartikil ~ formulasyonlari  hazirlanirken  kullanilan
formllasyon parametrelerinden dordu sabit tutulup, geride kalan bir tane
parametrenin biri dusuk digeri yuksek iki fakli degeri karsilastirilarak,
formulasyon parametrelerinin pH 6.8 fosfat tamponunda 8. saat sonunda
salinan kimdulatif MEL miktari degerleri arasindaki iligkiler arastiriimistir
(Sekil 39).

Nanopartikul formulasyonlari hazirlanirken formuilasyonda
kullanilan pektin konsantrasyonu % (a/h), CaCl, konsantrasyonu % (a/h),
pektin:MEL orani ve nanopartiklllerin ¢apraz baglanma ortaminda tutulma

suresi arttiginda, % salinan kimdulatif MEL miktarinin azaldig1 gérulmustar.

Formulasyon hazirlanirken c¢apraz baglanma ortaminin
karigtirlma hizi arttiginda ise % salinan kumdalatif MEL miktarinin arttigi

gorulmustar.

BSA!®! ve resveratrol®

yukll kalsiyum pektinat partiktllerinin
hazirlandigi iki farkh ¢calismada, formulasyon parametrelerinin etkin madde
salimi Uzerine etkisi arastinimistir. Gergeklestirilen in vitro salim
calismalari sonucunda, her iki calismada da, formilasyonda kullanilan
pektin ve CaCl, konsantrasyonu % (a/h), olusturulan partikillerin ¢apraz
baglanma ortaminda tutulma suresi ve pektin:etkin madde orani arttiginda
partikillerden salinan kumdulatif etkin  madde miktarinin azaldigi

gorulmustar.

Tez calismamizda yukarida verilen literaturlere paralel etkin

madde salim degerleri elde ettik.

5.1.3.4. Pvthia® Kullanilarak Yapay Sinir Aginin Olusturulmasina Ait

Bulgularin Degerlendirilmesi

Pythia®, faktoriyel tasarima ait 32 farkl formulasyondan in

vivo cgalismalarda kullaniimak Uzere optimum Ozelliklere sahip bir tek
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formllasyonun belirlenmesinde ve formilasyon parametreleri ile
formllasyonlarin sahip oldugu ortalama partikil buyUukligu degeri,
polidispersite indeksi, zeta potansiyel ve pH 6.8 fosfat tamponunda
salinan kumdlatif MEL miktari arasindaki matematiksel iligkilerin

belirlenmesinde kullaniimigtir.

Son yillarda yapay sinir agr modellerinin eczacilik
teknolojisindeki uygulamalari giderek artis gostermektedir. Aghajani ve
ark.’®®  hazirladiklari parasetamol iceren nanosiispansiyon
formllasyonunun PDI degerini optimum seviyede tutabilmek icin bir yapay
sinir adi modellemesi yapmislardir. Bu modellemede surfaktan
konsantrasyonunun, ¢ozuclu sicakliginin ve kullanilan g¢oézuculerin akis
hizinin formulasyonun PDI degeri Uzerine olan etkisi incelenmigtir. Yapilan
modelleme sayesinde nanosuspansiyon formulasyonunun PDI degeri

optimum diizeyde tutulmustur. Degim ve ark.*®®

ise yaptiklari bir
calismada, bilgisayarda olusturduklari yapay sinir agr modellerini
kullanarak bazi etkin maddelerin molekul agirliklarinin ve yag/su partisyon
katsayilarinin deriden gegisi Uzerine olan etkisi arastinimigtir. Yapilan
modelleme sonucunda etkin maddelerin deriden gegisi basariyla tahmin

edilmigtir.

Pythia® kullanilarak, nanopartikiil formilasyonu hazirlanirken
kullandigimiz formilasyon parametreleri (Tablo 14) modellenerek bir
yapay sinir agi olusturulmustur. Olusturulan yapay sinir agi sisteme
ogretildikten sonra farkli formilasyon parametreleri kullanilarak hazirlanan
nanopartikil formulasyonlarinin olasi ortalama partikil bGyuklugu
degerinin ve pH 6.8 fosfat tamponunda salinan kimulatif MEL miktarinin
basariyla tahmin edilebilecegi gosterilmistir (Tablo 34).
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5.1.3.4.1. Pythia® Kullanilarak Matematiksel Olarak Elde Edilen Veriler ile

Laboratuvar Ortaminda Elde Edilen Deneysel Verilerin Karsilastirilmasinin

Degerlendiriimesi

Laboratuvar ortaminda elde edilen deneysel ortalama
partikiil blyUklugu (r’=0.9992) ve % salinan kimdilatif MEL miktari
(r’=0.9998) degerleriyle, Pythia® programi kullanilarak matematiksel
olarak elde edilen degerler arasinda ¢ok anlamli bir matematiksel iligkinin
oldugu belirlenmigtir (Sekil 36, Sekil 38). Ancak deneysel olarak elde edien
zeta potansiyeli ve polidispersite indeksi degerleri ile matematiksel olarak
elde edilen degerler arasinda herhangi bir matematiksel iligki

tanimlanamamistir.

Faktoriyel tasarimda yer alan formulasyonlardan farkl alarak
tasarlanan P, ve Pg’nin ortalama partikil bUydklaga ve bu
formllasyonlardan pH 6.8 fosfat tamponunda 8. saat sonunda salinan
kiimilatif MEL miktari degerleri basariyla tahmin edilmistir. Pythia®nin
matematiksel olarak verdigi degerler ile deneysel olarak tespit ettigimiz
degerler arasindaki fark istatistiksel olarak anlamsiz bulunmustur (p>0.05)
(Tablo 34).
5.1.3.4.2. Pythia® Kullanilarak Faktoriyel Tasarimdan En_Uygun

Formiilasyonun Secilmesinin Dederlendiriimesi

Kolona 6zglu MEL yUkli nanopartikil formulasyonlarinin
hazirlanmasi sebebiyle secilecek nanopartikil formalasyonunun pH 6.8
fosfat tamponunda optimum MEL salim profili gostermesi beklenmektedir.

Pythia® kullanilarak  gerceklestirlen YSA modellemesi
sonucunda elde edilen, ortalama partikul bayuklugu ve formuilasyonlardan
pH 6.8 fosfat tamponunda 8. saat sonunda salinan kimulatif MEL miktari
verileri 1s1§ginda en yuksek MEL saliminin % 84 oldugu ve daha ylksek bir

MEL salim degerine ulasilamayacagi gorulmustur. Dolayisiyla faktoriyel
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tasarimdan tez calismamizin in vivo kisminda kullanilmak Uzere P28

optimum nanopartikil formilasyonu olarak segilmigtir.

5.1.3.5. Optimum Formilasyon Olarak Secilen P28 Nolu Formiulasyon

Uzerinde Yapilan Salim Calismalarinin Degerlendirilmesi

P28 nolu nanopartikil formualasyonu optimum formuilasyon
olarak secilmistir. Bu formulasyon, si¢anlara oral ve intrakolonik yoldan
verilerek, TNBS ile kolit induklenmis sigcanlarda, kolit Uzerindeki etkinligi
degerlendirilmistir. Dolayisiyla siganlara oral yoldan verilen P28 nolu
formullasyon, etki bdlgesi olan kalin bagirsaklara ulasana kadar farkh pH
degerine sahip pek ¢cok Gl bdlgeden sirasiyla gegecektir. Bu nedenle farkli
salim ortamlari kullanilarak P28 nolu nanopartikul formulasyonundan MEL

salimi arastiriimistir.

Literatirde oral yoldan kolona hedeflendirilmis ilag tasiyici
sistemlerden etkin madde salim profilini incelemek amaciyla, ilag tasiyici
sistemlerin spesifik etki bodlgesi olan kolona ulasana kadar geg¢mek
zorunda kaldigi farkli Gl bolgelerin spesifik pH degerlerinin ve bu Gl
bdlgelerden gecis surelerinin  géz o6nudnde bulunduruldugu salim
calismalari tasarlanmistir. Bu tasarimlara goére pH 1.2 HCI tamponunda
(mide ortami) ilk iki saat salim profili izlenmistir. Ardindan ortam, pH 7.4
fosfat tamponuyla (ince bagirsak ortami) degistirilerek bu ortamda ¢ saat
salim profili incelenmistir. Besinci saatin sonunda salim ortami bu kez pH
6.8 fosfat tamponuyla (kalin bagirsak ortami) degistirilerek salim profili bu

ortamda (¢ saat izlenmigtir'®*6°,

ince bagirsaklarda pH nétrale yakindir (pH 7.4). Ancak kalin
bagirsaklarda yasayan anaerob bakterilerin karbonhidratlari fermente
etmeleri ile agiga cikan asidik karakterli kisa zincirli yag asitleri kolonik
pHyI 6.8'e ceker®. Dolayisiyla salim calismalari, bu pH farkliigi goz

onunde bulundurularak yapilmistir.
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iBH'da gelisen mukozal doku hasarina bagli olarak, ilag
tagiyict sistemlerden etkin madde salimini etkileyecek bir takim
patofizyolojik  degisiklikler meydana gelmektedir. Bu patofizyolojik
durumlardan en énemlileri, Gi bélgelerin kendine has pH degerlerinin ve

ilac tasiyici sistemlerin Gi bélgelerden gegis sirelerinin degismesidir.

IBH hastalarinda distal bagirsak pH'si saglikli bireylerle
kiyaslandiginda daha digik bulunmustur. UK'li bireylerle yapilan bir
calismada luminal pH'nin 2.3, 2.9 ve 3.4 oldugu goézlenmistir. CH olan
bireylerde ise luminal pH degerleri sag kolonda normal bireylere gore daha
disuktir (pH 5.3+0.3). Distal kolonda ise normal bireylere gére daha

186 Ancak IBH'nin hangi GIS bélgesini tuttugu,

asidik bir ortam gozlenmistir
hastaligin aktif ya da pasif donemde olusu ve diger pek ¢ok faktor, luminal
pH’nin hasta bireyler arasinda ¢ok fazla degiskenlik gostermesine neden
olmaktadir. Dolayisiyla oral yoldan kolona hedeflendiriimis ilag tasiyici
sistemlerin tasarlanmasinda Gi bélgelerin kendine 6zgl birbirinden farkl
pH degerlerine sahip olmasina dayanan sistemler yerine farkl ilag
hedeflendirmelerinin yapilmasi iBH'nin tedavisinde biiyiik énem arz

eder'®’.

iIBH'nin iki degisik tipi olan UK (kolon) ve CH (terminal
ileum)’nin bagirsagin farkh bolgelerini tutmasindan dolayr hazirladigimiz
kolona ozgu ilag tastyict sistemin midede salim yapmadan ince
bagirsaklara ulagmasi amaclanmistir. Ancak ilag tasiyici sistemin ince

bagirsaklarda bir miktar MEL salimi yapmasi bir sorun tegkil etmez.

Spesifik salim ¢alismalarinin ilkinde salim ortami olarak pH
1.2 HClI tamponu (mide ortami) kullanilmig ve nanopartikil
formllasyonundan MEL salimi alti saat slreyle izlenmistir. Elde edilen
salim profili incelendiginde, MEL saliminin 4. saatin sonunda asimptota
ulastigi ve 6. saatin sonunda % 4.2+0.05 salim gergeklestigi

gozlemlenmigtir. Dolayisiyla hazirladigimiz nanopartikil formulasyonu oral
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yoldan verildiginde iceriginde bulunan MEL'’in gok buyudk bir kKismini (> %95)

salinmadan ince bagirsaklara tasiyacaktir.

Surajit ve Ka-Yun® da pH 1.2 HCI tamponunda yaptiklari in
vitro salim c¢alismasinda, hazirladiklari kalsiyum pektinat partiktllerinden
6. saatin sonunda salinmadan kalan resveratrol miktarini % 93.7 olarak

bulmuslardir.

2. spesifik salim calismasinda ise ince bagirsak ortamini
taklit edebilmek amaciyla, pH 7.4 fosfat tamponu kullaniimistir. Elde edilen
salim profili incelendiginde 8. saatin sonunda % 72.5£0.3 MEL salimi
gerceklestigi gozlemlenmistir. Nanopartiktl formulasyonu pH 6.8 fosfat
tamponu ile kiyaslandiginda pH 7.4 fosfat tamponunda daha yavas bir

MEL salim profili gostermistir.

3. spesifik sallm c¢alismasinda ise nanopartikdl
formulasyonunun spesifik etki bolgesi olan kalin bagirsak ortamini daha iyi
taklit edebilmek amaciyla, pH 6.8 fosfat tamponuna kalin bagirsak
ortaminda yagsayan anaerob bakterilerin Urettigi ve kalsiyum pektinat
nanopartikillerini yikima ugratan Pectinex® enzim konsantresi salim

ortamina %2 (h/h) oraninda eklenmigtir.

Elde edilen salim profili incelendiginde 7. saatin sonunda tim
MEL’in (%100) salindigi gézlemlenmistir. Dolayisiyla oral yoldan verilen
nanopartikil formilasyonu kolona ulastiginda bu ortamda yasayan
anaerob bakterilerin Urettigi pektinolitik enzimlere maruz Kkalarak,

iceriginde bulunan tim MEL’i salacaktir.

pH 6.8 tamponu + %2 (h/h) Pectinex® enzim konsantresinin
salim ortami olarak kullandigi bir in vitro salim g¢alismasinda da kalsiyum
pektinat partikullerinden 8. saatin sonunda salinmadan kalan etkin madde

miktarinin olmadigi (% 0) gérilmiistiir®.
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Gl transit sureleri baz alinarak, salim ortaminin degistirildigi
calismalara ait MEL salim profilleri incelendiginde, 2. saatin sonunda pH
1.2 HC| tamponunda % 3.3+0.5 MEL salimi, 5. saatin sonunda pH 7.4
fosfat tamponunda %3 4.9+2.5 MEL salimi, 8.saatin sonunda pH 6.8 fosfat
tamponunda ise % 71.5+0.1 MEL salimi gergeklestigi gorulmastir. 5.
saatin sonunda ortam degistirilerek pH 6.8 tamponu + % 2 (h/h) Pectinex®
enzim konsantresinin kullanildigi salim ¢alismasinda ise 8. saatin sonunda

tim MEL'’in ( %100) salindigi gézlemlenmistir.

Dolayisiyla bu spesifik in vitro salim c¢alismasinda elde
ettigimiz veriler dogrultusunda, hazirladigimiz P28 nolu nanopartikl
formulasyon oral yoldan verildiginde, MEL'in %3.3+0.5’i midede,
%34.9+2.5'i kalin bagirsaklara ulasana kadar ve geri kalan tum MEL ise
kalin bagirsaklarda (bu ortamda yasayan bakterilerin sahip oldugu

pektinolitik enzimlerin varligi sayesinde) salinacaktir.

5.1.3.6. in Vitro MEL Salimi Sonuclarinin Kinetik Olarak Degerlendirilmesi

Nanopartikil fomualasyonlarindan in  vitro MEL salimi
calismalari sonucunda elde edilen degerler 0. derece, 1. derece ve At
(Higuchi) salim kinetiklerine uyum agisindan incelenmistir. Elde edilen

veriler Tablo 35'de verilmistir.

Tespit edilen salim profillerinin hangi kinetik modele daha
¢cok uydugunu belirlerken regresyon analizleri sonucunda elde edilen
determinasyon katsayilarinin bayukligu (1.000'a olan yakinligi) g6z

onltnde bulundurulmustur.

Determinasyon katsayilari incelendiginde hazirlanan tum
nanopartikiil formiilasyonlarin salimlarinin ~t (Higuchi) kinetigine daha iyi

uyum sagladigi gorulmektedir.
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153

Resveratrol®?, teofilin ve ondansetron'® kullanilarak

hazirlanan pektin mikropartikillerden etkin madde salim profilleri
incelenmistir. Calismalarda elde edilen r* degerleri incelendiginde,
mikropartikiillerden etkin madde saliminin \t (Higuchi) kinetigine uydugu

g6zlenmistir.

5.1.3.7. Stabiliteye Ait Bulgularin Degerlendiriimesi

Optimum formulasyon olarak segilen, P28 nolu nanopartikil
formilasyonu, alti ay sireyle 25°C/%60 bagil nem igeren iklim dolabinda,
40°C/%75 bagil nem igeren etlivde ve 4°C/ ortam nemi igeren buzdolabi
ortaminda bekletilerek stabilitesi degerlendirilmistir. Elde edilen degerler
Tablo 36, 37 ve 38’de verilmistir.

4°C’de (buzdolabi) ve 25°C’de (iklim dolabi) alti ay sureyle
yapilan stabilite c¢alismalari sonucunda formulasyonun sahip oldugu
ortalama partikal payuklugu, polidispersite indeksi, zeta potansiyeli, pH ve
% MEL miktari degerlerinde istatistiksel olarak anlamh herhangi bir

degisiklik olmamigtir (p>0.05).

40°C’de (etlivde) li¢ ay slreyle yapilan stabilite caligmalari
sonucunda formulasyonun sahip oldugu ortalama partikal payudklagu,
polidispersite indeksi, zeta potansiyeli, pH ve % MEL miktari degerlerinde
istatistiksel olarak anlamli herhangi bir degisiklik olmamistir (p>0.05).
Ancak 4. aydan itibaren ortalama partikul payuklagu, polidispersite indeksi
ve pH artmaya; zeta potansiyeli ve % MEL miktari azalmaya baglamistir
(p>0.05). 6. ayin sonunda elde edilen degerler, t=0 anindaki degerlerden

istatistiksel olarak anlaml derecede farkhdir (p<0.05).

Yapilan bir c¢alismada kalsiyum pektinat partikallerinin
stabilitesi degerlendirilmistir. Partiklllere ylklenen % resveratrol miktari
altt ay boyunca izlenmistir. Bu galismada 4°C’de ve 25°C’de 6. ayin

sonunda elde edilen degerler ile t=0 anindaki degerler arasinda
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istatistiksel olarak anlamli herhangi bir degisiklik olmamistir (p>0.05).
Hizlandirimis stabilite sartlarinda ise (40°C’de) 6. ayin sonunda % 2

civarinda etkin madde kaybi1 goralmugtur.

Yapilan bir diger stabilite ¢caligmasinda ise kalsiyum pektinat
partikillerine yiklenen ondansetron miktari, 40°C/%75 bagil nem igeren
etlvde Ug ay sureyle izlenmigtir. Strenin sonunda, etkin madde miktarinda
istatistiksel olarak anlamli herhangi bir degigiklik olmadigi gorulmustir
(p>0.05)"¢8,

5.1.3.8. Mukoadezyon Calismalarinin Degerlendirilmesi

Kolit olusturulmayan saghkh kontrol grubuna (Grup A) ait
kolon mukozasi kullanilarak gergeklestirlen mukoadezyon c¢alismasinda
mukoadezyon isi 0,010+0,001 mj/cm2 olarak olgulmusken, kolit olusturulup
tedavi veriimeyen gruba (Grup B) ait kolon mukozasi kullanilarak
gerceklestirilen mukoadezyon calismasinda ise 0,441+0,012 mj/cm? olarak

OlgUimustar.

Mukoadezyon galismamizda nanopartikul formilasyonu, kolit
olusturulan kolon mukozasina, saglikli kolon mukozasindan ¢ok daha

fazla adhere olmustur (p<0.001).

Hagesaether ve ark.*®® vyaptiklari bir calismada, farkl
esterifikasyon (DE°) ve amidifikasyon (DA°) derecelerine sahip pektin
tirleri ve sodyum aljinat, divalent metal iyonu olarak ise cinko (Zn*?)
kullanarak, cinko pektinat ve ¢inko aljinat partiklleri hazirlamig, saghkl
domuz ince bagirsak dokusu kullanarak bu partikullerin mukoadezhif
Ozelliklerini incelemislerdir. Mukoadezyon c¢alismasinda en iyi performansi
DE®”si %27, DA”si %21 olan pektin tirii gostermistir. Pektinin ince
bagirsak dokusuna sodyum aljinattan daha iyi adhere oldugu gérilmustur.
Molekuler yapisinda vyalnizca ester tasiyip amid tasimayan pektin

molekulleri ise daha digsuk adhezyon o6zelligi gostermistir. Bu pektin
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turlerinde karboksil gruplarinin (-COOH) neredeyse tamami serbest halde
bulundugundan Zn*? ile ok fazla etkilesime girmis ve meydana gelen
gugli gapraz baglanma sonucunda pektin molekulunan hareketliligi
azaldigi icin bagirsak Uzerinde yer alan mukus tabakasina baglanma
yetenedi azalmistir. Biz de ¢alismamizda literatlirde en iyi mukoadezyon
ozelligi gosteren pektin tiiriine gok benzeyen (DE®si %28, DA®'si %20) bir
pektin tarand (LM 104 AS-FS) kullandik.

Yapilan bir diger mukoadezyon calismasinda ise, domuz
kalin bagirsagi kullanarak, disk haline getirilen pektin (DE®si %29, DA®si
%20) ve Carbomer 934-P’nin adezhif Ozellikleri degerlendirilmigstir.
Pektinin, kolon dokusuna Carbomer 934-P’den daha fazla adhere oldugu
gorulmustir (p<0.05). Elde edilen bu sonug, pektinin molekuler yapisinda
cok fazla miktarda yer alan -COOH gruplarinin, mukus ile aralarinda

hidrojen bagi olusturmasina baglanmistir*™.

TNBS ile kolit indUklenmis siganlarin kolonik dokusu ve
saglikh  siganlarin  kolonik dokusu kullanilarak, N-siUksinil kitozan
mikropartikiillerinin'™*  ve  metakrilat kopolimerleri ile  hazirlanan
nanopartikiillerin'’?> mukoadezyonunun arastirildigi calismalarda, ilag
tasiyici mikro/nanopartikuler sistemlerin TNBS ile kolit induklenmis kolon
dokusuna, saglikl sican kolonu dokusuna kiyasla daha fazla adhere

oldugu goérulmustur (p<0.05).

Rubinstein ve ark.'®®

yaptiklari bir calismada, biyoadezhif
karakterli negatif yUkll, pozitif yukli ve nétral lipozomlar hazirlayarak
bunlarin mukoadezyon 6zelliklerini DNBS ile kolit indUklenmis siganlarin
ve saglkh siganlarin kolon mukoza doku oOrneklerini kullanarak
incelemislerdir. Yapilan arastirmalar sonucunda DNBS ile kolit
indUksiyonu sonucunda kolonik dokuda meydana gelen Ulser bdlgelerinde
¢ok yuksek konsantrasyonda pozitif yUklli proteine rastlanmistir. Negatif

yukll lipozomlar, pozitif yukli ve notral lipozomlara gore elektrostatik
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etkilesimlerden dolay! kolit indiklenmis kolon dokusuna daha fazla adhere
olmustur. Biz de elektriksel olarak negatif yuklu pektini polimer olarak
kullanarak, iyonotropik jelasyon yontemiyle nanopartikul formulasyonlari
tasarladik. Dolayisiyla pektinin sahip oldugu negatif elektriksel ylk
sayesinde, tasarladigimiz nanopartikiler ilag tasiyici sistemin kolondaki
doku hasari olan bolgelere daha iyi adhere olmasini sagladigini

dustinmekteyiz.

5.1.3.9. Formilasyonda Baglanmayan Ca*? Miktarinin Degerlendiriimesi

Alevli atomik emisyon spektroskopisi ile gergeklestirilen
analizler sonucunda P28'de tespit edilen, baglanmayan (artik) Ca*? miktar
0.5+0.05 pg/mL’dir. Bu deger formiilasyonda kullanilan Ca*® miktarinin
%0.71’inden daha duguktur.

B-laktam enzim inhibitéri  yUklG  kalsiyum pektinat
mikropartikUllerinin hazirlandidi bir c¢alismada, ortamda baglanmadan
kalan Ca* miktari, alevli atomik emisyon spektroskopisi ile tespit
edilmistir. Serbest Ca*? miktari, formiilasyonun baslangicinda kullanilan

Ca*? miktarinin %0.1’inden daha diisiik bulunmustur®"3,

5.1.3.10. Nanopartiktllerin Gecirimli Elektron Mikroskobu (TEM) ve Atomik

Kuvvet Mikroskobu (AFM) ile Goriintiilenmesinin Degderlendirilmesi

TEM ve AFM tekniklerini kullanarak elde ettigimiz
nanopartikul goruntuleri incelendiginde, nanopartikullerin kiresel oldugu,
aglomere olma egilimi gostermedigi ve tespit edilen ortalama partikul
biiylikligu degerlerinin, Malvern Zeta Nanosizer® cihazi kullanilarak tespit
edilen ortalama partikal buyuklGgu degerleriyle uyum gosterdigi

gorulmustar.

insiilin ~ yukli  kalsiyum  pektinat  nanopartikiillerinin

hazirlandi§i bir calismada, nanopartikillerin goérlntistu, TEM teknigi
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kullanilarak elde edilmistir. Yapilan bu géruntileme ¢alismasi sonucunda
kalsiyum pektinat nanopartikullerinin kiresel oldugu ve aglomere olma

egilimi gostermedigi belirtilmistir®*.
5.2. in Vivo Galismalara Ait Degerlendirmeler

Tez calismamizin in vitro kisminda, antioksidan 6zellikteki
MEL, iyonotropik jelasyonla kalsiyum pektinat nanopartikillere yuklenerek
kolona 6zgl bir formilasyon gelistirilmistir. in vivo kisminda ise, faktoriyel
tasarim icerisinden kolona uygulanabilecek en uygun formulasyon
secilerek, TNBS ile kolit olusturulan sigcanlara oral yoldan ve intrakolonik
yoldan uygulanarak oksidatif stres Uizerine etkisi biyokimyasal, immunolojik
ve histolojik agilardan degerlendiriimigtir. Elde edilen sonuglar bos
nanopartikullerin oral yoldan ve intrakolonik yoldan uygulanmasiyla

kiyaslanmisgtir.

IBH Uzerinde yapilan in vivo calismalarda, hayvanlarda
deneysel kolit modeli olusturabilmek igin  genellikle siganlar

kullaniimaktadirt.

Siganlarda deneysel kolit modeli olusturabilmek igin yapilan
calismalarda ise birbirinden farkli pek ¢ok ydntemin uygulandigi
goérulmektedir. Asetik asit, etanol, karagen, amilopektin silfat, dekstran
sodyum sulfat (DSS), dinitro benzen sulfonik asit (DNBS) ve trinitro
benzen silfonik asit (TNBS) hayvanlarda deneysel kolit olusturmak
amaciyla kullanilan kimyasal maddelerden bazilandir. Kolit, sulfatlanmis
polisakkaritlerin (karagen, amilopektin sulfat, dekstran sdlfat) oral
uygulanmasi veya asetik asit, tri/di-nitro benzen sulfonik asitin rektal

uygulanmasi ile de olusturulabilir'?>.

IBH arastirmalarinda kullanilacak bir hayvan modelinde
bagirsakta benzer morfolojik dedisiklikler ortaya c¢ikmali, patofizyoloji ile

klinik semptom ve bulgular insandaki iBHya benzer olmalidir. Ayrica
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kullanilacak deney hayvanlarinin immunolojik sistemleri ve kullanilacak

kimyasal maddelerin etkileri iyi tanimlanmis olmalidir'™.

TNBS ile olusturulan kolit modeli, hapten ile induklenmig
gecikmis tip hipersensitivite sonrasi olusan kronik bir inflamasyon ve
Ulserasyon modelidir. Mukozal bariyer kirilarak, kullanilan doza bagimli
olarak (lserasyon ve inflamasyon gelisir. Ulserasyon ve bagirsak
duvarindaki kalinlagsma sonuglarina gore, bu model kronik kolit olusmasi
istendiginde tercih edilmektedir. Histolojik olarak mukoza ve submukozada
makrofaj, lenfosit, bag dokusu mast hicreleri ve fibroblastlardan olusmus
inflamatuvar cevap mevcuttur. Segmental Ulserasyon ve inflamasyon
siktir. Kolonik IBH'nin patofizyolojisinin ve yeni tedavi yontemlerinin

arastirlmasinda uygun bir modeldir*’®.

Yapilan bir diger calismada etonolde ¢ézinmus TNBS ile
olusturulmus kolitteki mukozal lezyonlar, longitidunal Ulserler, lenfosit
infiltrasyonu, granulomlardan olustugundan bu modelin insandaki Ulseratif
kolit ve Crohn hastaliginin makroskopik ve mikroskopik bulgularina benzer
oldugu tespit edilmistir*””.

Siganlara intrakolonik yoldan TNBS uygulayarak kolit
olusturabilmek igin en uygun dozun arastirildigi bir calismada, 50 mg/kg,
75 mg/kg, 100 mg/kg ve 150 mg/kg dozlarinda uygulanan TNBS’nin
etkinligini patolojik agidan degerlendirilmigtir. 50 mg/kg dozunun bazi
sicanlarda kolit olusturmada yetersiz kaldigi, 100 mg/kg ve 150 mg/kg
dozlarinin ise kolonik dokuda kolit indiklemek yerine dokuyu yaktigi
belirtilmistir. Ulseratif kolit ve Crohn hastaiginin makroskopik ve
mikroskopik bulgularina benzer patofizyolojik modelleme yapabilmek igin

TNBS’nin 75 mg/kg dozunda uygulanmasi gerektigini dnermislerdir.

Literatirde, siganlarda deneysel kolit modeli olusturabilmek
amaciyla, 80mg/kg dozunda intrakolonik yoldan TNBS’nin uygulandigi pek

cok calisma yer almaktadir’®%°.
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Calismamizda, yukarida verilen literatlrlere paralel olarak,
siganlarda kolit induklemek amaciyla 80 mg/kg dozunda, intrakolonik
yoldan TNBS kullandik.

Deney hayvanlari Uzerinde kolit olusturularak MEL’in
antioksidan etkinliginin degerlendirildigi ¢alismalar incelendiginde, MEL’in
serum fizyolojik igerisinde (% 0.9 NaCl) formule edilerek, intraperitoneal ve
intrakolonik yollardan deney hayvanlarina uygulandigi gorulmektedir. Bu
calismalar, MEL’in deney hayvanlarina uygulanma dozu (0.5-15 mg/kg) ve
uygulanma suresi (2-28 gln) agisindan da degdiskenlik gostermektedir
(Tablo 69).

Tablo 69. Kolit olusturuimus deney hayvanlarinda MEL uygulama yolunun,

siiresinin ve dozunun karsilastinnimasi.

Uygulama yolu Uygulama suresi | Uygulama dozu
(Giin) (mg/kg)
Mei ve ark.'® intrakolonik 21 2.5,5,10
Necefli ve ark.** intraperitoneal 15 10
Nasalova ve ark.'® | Intrakolonik+ 2 5, 10
Intraperitoneal
Mazzon ve ark.”®™ | intraperitoneal 4 15
Esposito ve ark.'®* | intraperitoneal 4 15
Akcan ve ark.'®® intraperitoneal 10 10
Marquez ve ark.”® | intraperitoneal 21 05,1,2
Li ve ark.'® intrakolonik 28 2.5,5,10
Tahan ve ark.*” intraperitoneal 3 100
Tez Calismamiz intrakolonik+oral | 4 10

Ayrica yapilan kolit galismalarinda MEL, kolit olusturmadan
once profilaktik olarak uygulanarak ya da kolit olusturulduktan sonra

uygulanarak kolit tizerindeki etkinligi degerlendiriimistir. Tahan ve ark.*?’
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yaptiklari bir galismada, siganlara intrakolonik yoldan asetik asit verdikten
bes dakika sonra, sigcanlarda kolit olusumunu beklemeden, profilaktik
amagcl intraperitoneal yoldan 100 mg/kg dozunda MEL vermiglerdir.
Nosalova ve ark.!® ise asetik asit ile kolit olusturduklari sicanlara, kolit
olusumundan 30 dakika once ve kolit olusturulduktan 24 saat sonra ve 48
saat sonra 5 ve 10 mg/kg dozunda intraperitonal ve intrakolonik MEL
uygulanmasinin kolon agirligina ve makroskopik skora olan etkisini

incelenmistir.

Simdiye kadar deney hayvanlari tUzerinde yapilan ¢alismalar
incelendiginde, MEL’in belirli bir dozda serum fizyolojik igerisinde
¢ozunmesi suretiyle deney hayvanlarina intraperitonal ve intrakolonik
yoldan verildigi gorulmustur (Tablo 69). MEL’in deney hayvanlarina oral
yoldan verildigi bir calismaya ise rastlanmamistir. Biz ise, hazirladigimiz
MEL yukKI ilag tasiyici nanopartikiler sistemi siganlara oral ve intrakolonik
yoldan uyguladik. MEL’in TNBS ile kolit indUklenen siganlara, oral yoldan
ve bir kolona o6zgu ila¢ tasiyici nanopartikiler sistem ile verilmesinin

literature yenilik getirecegini dugunmekteyiz.

Tedavi suresinin sonunda kolon doku &rnekleri éncelikle
makroskopik acidan degerlendirilmistir (Resim 9). Siganlarin feda
edilmesinin hemen ardindan alinan kolon dokusu Ornekleri Uzerinde
biyokimyasal, immunolojik ve histolojik analizler yapilarak antioksidan

Ozellikteki MEL’in kolit Gzerindeki etkinligi incelenmigtir.
5.2.1. Siganlara Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

5.2.1.1. Sicanlarda Goriilen % Adirlik Kaybinin Degerlendiriimesi

Calismamizda elde edilen verilerin guvenilir olmasi amaciyla
calismaya dahil edilen siganlarin agirliklari arasinda anlamh fark
olmamasina ve homojen gruplar olusturulmasina 6zen gosterildi. Calisma

boyunca her gun siganlarin agirliklari dizenli olarak kaydedildi.
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Calismanin sonunda tim gruplarda agirlik kaybi oldugu
goruldi. Ancak saglikli kontrol grubunda (Grup A), oral (Grup C) ve
intrakolonik (Grup D) yoldan MEL tedavisi verilen gruplarda siganlarin
agirliklarinda gérilen kayip ihmal edilebilecek dizeydeyken (< % 2), kolit
olusturulup tedavi verilmeyen grupta (Grup B) ve bos nanopartikll
formulasyonu verilen gruplarda (Grup E, F) agirlik kaybinin % 20 civarinda

oldugu tespit edildi.

Grup A, C ve Dde gorulen agirhk kaybr kolit
indUksiyonundan ve siganlarin feda edilmesinden 16 saat 6ncesinden
itibaren siganlara yem verilmemesi, ayrica anestezi alan si¢anlarin oral

yem alimlarinin azalmasina baglanmistir.

Kolit induksiyonundan itibaren Grup B, E ve F’de gorulen kilo
kaybinin diger gruplara gore daha belirgin oldugu ve bu kaybin galismanin
ilerleyen gunlerinde de devam ettigi goruldi. Bu durum ise Grup B, E ve
F’de kolit bulgularinin daha siddetli olmasi nedeniyle kilo kaybinin da daha

belirgin olmasi seklinde agiklanabilir.

Klodronat yUkli nanopartikillerin TNBS ile kolit indiklenen
sicanlardaki etkinliginin incelendigi bir ¢alismada, kolit olusturulup tedavi
verilmeyen grup ile bos nanopartikil formulasyonu verilen gruplarda %
20’yi gegen bir agirlik kaybi s6z konusu iken saglikl kontrol grubunda

herhangi bir agirlik kaybi gériilmemistir'®®.

Yaptigimiz c¢alismada yukarida verilen literatire paralel

sonuclar elde ettik.

5.2.1.2. Sicanlarin Tukettikleri Pellet Yem Miktarinin Degerlendiriimesi

Calismamiz boyunca siganlarin gunlik olarak tukettikleri yem

miktarlari diizenli olarak kaydedildi.
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Kolit olusturulup tedavi verilmeyen gruptakiler (Grup B) ile
oral ve intrakolonik yoldan bos nanopartikil formilasyonu uygulanan
gruplardaki (Grup E, F) siganlar tum ¢alisma boyunca 1 gramdan daha az
yem tukettiler. Oral ve intrakolonik yoldan MEL tedavisi verilen gruplardaki
(Grup C, D) siganlar ile kontrol grubundaki (Grup A) si¢anlar ise tim

¢alisma boyunca 40 gramdan fazla yem tukettiler.

Tum calisma boyunca A, C ve D gruplarindaki gunlik yem
tuketiminin B, E ve F gruplarina oranla daha yuksek oldugu goruldu
(p<0.001).

iBH'nin en énemli belirtileri arasinda istah kaybi yer alir.
Grup B, E ve F'de pellet yem tiketimi neredeyse yok denilecek duzeyde
iken, oral ve intrakolonik yoldan MEL tedavisi verilen gruplar, saglikli
kontrol grubu ile benzer diizeyde yem tiketmistir. MEL tedavisi iBH'da

gorulen istah kaybinin ortaya ¢ikmasini engellemigtir.

5.2.1.3. Sicanlarin Tukettikleri Musluk Suyu Miktarinin Degerlendiriimesi

Calismamiz boyunca siganlarin gunlik olarak tukettikleri

musluk suyu miktarlari duzenli olarak kaydedildi.

Kolit olusturulup tedavi verilmeyen gruptakiler (Grup B) ile
oral ve intrakolonik yoldan bos nanopartikil formulasyonu uygulanan
gruplardaki (Grup E, F) siganlar; tim g¢alisma boyunca oral ve intrakolonik
yoldan MEL tedavisi verilen gruplardaki (Grup C, D) siganlardan ve kontrol

grubundaki (Grup A) sigcanlardan ¢ok daha fazla su tikettiler (p<0.001).

Grup B, E ve F’deki siganlarin kolit indiksiyonundan sonra
kolonlarinda meydana gelen inflamasyonu kompanse edebilmek igin
icgudusel olarak Grup A'ya oranla ¢ok daha fazla miktarda su tukettikleri
dusunulmektedir. Grup C ve D’de yer alan sicanlarin tukettikleri su

miktarlarinin Grup A’dan farkl olmamasi ise oral ve intrakolonik yoldan
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uygulanan MEL tedavisinin  kolondaki inflamasyonu gerilettigini

gOstermektedir.

Yapilan bir c¢alismada, sicanlarda TNBS ile Kkolit
indUklendikten sonra, siganlarin yedi gun sureyle tukettikleri yem miktari
ve musluk suyu miktari izlenmigtir. Siganlarda kolit indtkledikten sonra ilk
U¢c gun yem tuketiminin 1 gramin altinda oldugu ancak tukettikleri su
miktarinin saglikli kontrol grubuna gore ¢ok daha ylksek oldugu tespit
edilmistir (p<0.001). Siganlar 4. gin yem tuketmeye baglamiglardir, ancak
saglikli kontrol grubuyla kiyaslandiginda tuketilen yem miktarinin oldukga
az oldugu bulunmustur (p<0.001). Ayrica si¢anlarin tukettikleri su miktari 4.
gunudn sonunda azalmaya baslamig ve 7. gunde saglikli kontrol grubuyla

kiyaslandiginda ayni miktarda su tiikettikleri gériilmiistiir (p>0.05)*°.

TNBS ile kolit olusturulan sicanlara oral ve intrakolonik
yoldan uygulanan MEL yukli nanopartikil formulasyonu sayesinde,
siganlarin saghkh kontrol grubuyla benzer miktarda yem ve su tuketmesi
saglanmistir. Calismamizda yukarida verilen literatirle uyumlu sonuglar

elde edilmigtir.

5.2.1.4. Sicanlarda Kolit Olusumuna Bagli Olarak Gorilen Diyare-Kanama

Durumunun Degerlendiriimesi

Yapilan in vivo galisma boyunca tum gruplarda yer alan
hayvanlarin gaitalari kontrol edilmistir. Siganlarin diskilamasinda gorulen

anormal davranislar (kanamal diskilama, diyare) kayit altina alinmistir.

intrarektal yoldan TNBS verilerek kolit olusturulan gruplarin
(Grup B, C, D, E ve F) hepsinde 1. gunden itibaren sulu digkilama oldugu
goruldu. Kolit olusturulup tedavi verilmeyen gruptakiler (Grup B) ile oral
(Grup E) ve intrakolonik (Grup F) yoldan bos nanopartikil formalasyonu
verilen gruplardaki siganlarda ise sulu diskilamanin yaninda kanli

digkilama da goéruldid. Grup B, E ve F’'de; Grup C ve D’ye oranla diyarenin
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daha uzun sire devam ettigi goézlendi. Grup C’de sadece iki hayvanda
Grup D’de ise uU¢ hayvanda diyareye rastlandi. Bu iki grupta TNBS
uygulamasi sonunda uygulanan MEL tedavisinin kolon dokusunda c¢ok
hafif siddetli bir inflamasyon olusmasini sagladigindan, diyarenin

siddetinin de diger gruplara (B, E ve F) kiyasla daha hafif oldugu izlendi.

Bu bulgulara dayanarak TNBS ile olusturulan deneysel kolit
modelinde; oral (Grup C) ve intrakolonik (Grup D) yoldan uygulanan MEL
yukll nanopartikul formulasyonunun siganlarda gorulen kolit bulgulari olan

sulu ve kanli digkilamayi azalttigi goralmustar.

TNBS ile kolit indiklenen siganlar Uzerinde gergeklestirilen
bir ¢alismada, yedi gun sureyle siganlarin digkilama sayilari
kaydedilmigtir. Siganlarda kolit indukledikten sonra saglikh kontrol grubuna
oranla, ilk doért gin cok fazla sayida ve sulu digkilama vyaptiklari
gOrulmustir (p<0.05). 4. ginden sonra kolit grubunda digkilama sayisi
azalsa da saglikh kontrol grubuna oranla hala anlamli derecede fazla

oldugu tespit edilmistir (p<0.05)**°.

5.2.1.5. Sicanlarin Tum Kolon Agirhiginin Degerlendiriimesi

Sigcanlar feda edildikten hemen sonra laparatomi
gerceklestirilerek siganlarin tim kolonu ¢ikartiimistir. Kolon, %0.9 NaCl ile
ylkanarak gaita kalintilari temizlenmigtir ve kurulandiktan sonra tum

kolonun agirligi olglulerek kaydedilmistir.

Bos nanopartikil formilasyonu ile tedavi edilen gruplarda
(Grup E, F) ve kolit olusturulup tedavi veriimeyen (Grup B) gruplarda
tespit edilen kolon agirhgi; oral ve intrakolonik yoldan MEL yuKlu
nanopartikil formudlasyonu verilen gruplar (Grup C, D) ve kolit
olusturulmayan gruba (Grup A) gére ¢ok daha fazladir (p<0.05).
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Grup B, E ve F’de kolon agirliginin artma nedeni olarak bu
gruplarda gorulen siddetli transmural inflamasyon, diffiz nekroz, iltihabi
granulomlar, dlser olusumu, submukozal noétrofil infiltrasyonu ve TNBS’ye
maruz kalan kolon epitel hdcrelerin savunma olarak epitel dokuyu

kalinlastirmasi tahmin edilmektedir.

Grup C ve D’de, Grup A ile kiyaslandiginda kolon agirliginda
az bir artig oldugu gorulmekle birlikte de, bu artis Grup B, E ve F’deki
kadar yuksek degildir. Bu durum, oral ve intrakolonik yoldan verilen MEL
yuklli nanopartiktl formulasyonunun kolon mukozasindaki inflamasyonu

gerilettigini gostermektedir.

TNBS ile kolit induklenen siganlar Uzerinde gergeklestirilen
bir diger calismada ise siganlara kolit Gzerindeki etkinligini degerlendirmek
amaciyla intraperitoneal yoldan hidrokortizon verilmistir. Sicanlar feda
edildikten sonra kolon agirligini tespit edilmistir. Kolit olusturulup tedavi
veriimeyen grupta en yuksek (2.542 £ 0.095 g), kolit olusturuimayan
grupta en dusuk (0.710 £ 0.032 g), tedavi grubunda ise bu iki deger
arasinda (1.479 + 0.075 g) bulunmustur®®.

Yaptigimiz c¢alismada yukarida verilen literatire paralel
olarak, MEL tedavisi verilen gruplarda kolon agirligi saglikli kontrol

grubuyla benzer sekilde disuk bulunmustur.

5.2.1.6. Sicanlarin Kolonik Makroskopik Skorunun Dederlendiriimesi

Siganlar feda edildikten hemen sonra ¢ikartilan kolon dokusu
orneklerinin makroskopik degerlendirmesinde, uluslararasi
standardizasyona uygun olmasi bakimindan bilimsel arastirmalarda sik¢a

140

kullanillan Wallace Skalasi~" ile kolondaki lezyonlar skorlandi.

Oral ve intrakolonik yoldan MEL tedavisi verilen gruplardaki

(Grup C, D) siganlarin kolonik makroskopik skor degerleri, kolit olusturulup
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tedavi verilmeyen gruptakiler (Grup B) ile oral ve intrakolonik yoldan bos
nanopartikul formalasyonu uygulanan gruplardaki (Grup E, F) siganlarin
makroskopik skor degerlerinden ¢ok daha kuguktur (p<0.001). Ayrica oral
yoldan MEL tedavisi verilen gruba (Grup C) ait makroskopik skor degerleri
ise intrakolonik yoldan MEL tedavisi verilen gruptaki (Grup D) si¢anlarin

kolonik makroskopik skor degerlerinden daha kuguktur (p<0.05).

Oral ve intrakolonik yoldan uygulanan MEL tedavisi, TNBS
ile kolit induklenmesinin ardindan Grup B, E ve F ile kiyaslandiginda,
kolonda genel olarak ¢ok daha hafif bir inflamasyon gelismesini
saglamisgtir.

intrarektal yoldan uygulanan MEL tedavisi, oral yoldan
uygulanan MEL tedavisine gbre ¢ok daha zor ve invaziv bir tedavidir.
Siganlara intrakolonik yoldan MEL uygulanmadan hemen &énce
intraperitoneal yoldan bazi anestezik maddeler verilmigtir. Ayrica Kkolit
olusturularak kolonda hasar olusturulmus siganlara, tekrar intrakolonik
yoldan kolona tedavi uygulanmasi deney hayvanlarinda ikinci bir stres
etkisi yaratmistir. Dolayisiyla bu durumun, makroskopik skorun Grup D’de
Grup C’den daha vyuksek bulunmasinin temel nedeni oldugu

dUsunulmektedir.

Yapilan bir galismada, TNBS ile kolit induklenen si¢anlara 10
gln boyunca, 10 mg/kg dozunda intrakolonik yoldan MEL verilerek,
sicanlarin kolonik dokusunda meydana gelen degisiklikler makroskopik
acidan incelenmis ve gruplarin kolon dokusu 6rnekleri tez ¢calismamizda
kullandigimiz  Wallace  Skalasi’'na gbre  skorlanmistir.  Gruplar
kiyaslandiginda, MEL tedavisi verilen grubun makroskopik skorunun

saglikli kontrol grubuyla benzer sekilde diisiik bulundugu belirtiimistir 23,

Siganlara oral ve intrakolonik yoldan uyguladigimiz MEL
tedavisi, yukarida verilen literatire benzer sekilde, makroskopik skorun

dusmesini saglamistir.
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5.2.1.7. Kolonik Ulser Uzunlugunun Degerlendiriimesi

Siganlar feda edildikten sonra ¢ikarilan kolonlarinda, TNBS

maruziyeti sonucunda gelisen Ulser uzunlugu olguimustar.

Yapilan makroskopik  kolit degerlendirmesinde  kolit
olusturulup tedavi verilmeyen gruptakiler (Grup B) ile oral ve intrakolonik
yoldan bos nanopartikul formulasyonu verilen gruplardaki (Grup E, F)
si¢anlarin kolondaki Ulser boyutlarinin diger gruplara gore ¢ok daha buyuk
oldugu goruldi (p<0.001). Oral yoldan MEL tedavisi verilen grupta (Grup
C) saglikh kontrol grubu (Grup A) gibi Ulsere hi¢ rastlanmamistir.
intrakolonik yoldan MEL tedavisi verilen grupta (Grup D) ise sadece bir

sicanda Ulsere rastlanmistir.

Oral ve intrakolonik yoldan wuygulanan MEL yuklG
nanopartikul formilasyonunun, sahip oldugu gugcliu antioksidan 6zelliklerle
TNBS uygulanmasini takiben submukozal ve mukozal alanda I6kosit
infiltrasyonuna bagl olarak artan ROM’lerini notralize ederek kolonik

dokuda, Ulser olusmasini basariyla engelledigi dustinulmektedir.

5.2.1.8. Kolon Adirligi/Sican Agirligi Degerinin Dederlendirilmesi

Siganlar feda edilmeden hemen &nce agirliklar, feda
edildikten hemen sonra ise laparatomi islemi ile ¢ikarilan kolonlarinin

agirliklar tespit edilerek kolon agirligi/sican agirligi degeri hesaplanmigtir.

Oral ve intrakolonik yoldan MEL tedavisi verilen gruplardaki
(Grup C, D) siganlarin kolon agirligi/sigan agirhgi degerleri, kolit
olusturulup tedavi verilmeyen gruptakiler (Grup B) ile oral ve intrakolonik
yoldan bos nanopartiktl formilasyonu uygulanan gruplardaki (Grup E, F)
siganlarin kolon agirligi/sican agirligi degerlerinden ¢ok daha kuguktur
(p<0.001).
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Grup B, E ve Fde TNBS maruziyeti sonucunda agir bir
kolonik inflamasyon gelistiginden kolon agirhgr artmasina karsilik, bu
grupta yer alan sigcanlar ¢ok az miktarda yem tiukettiklerinden vucut
agirliklarinin yaklasik % 20’sini kaybederler. Bu iki nedenden dolayi Grup
B, E ve F’nin kolon agirhigi/sigan agirligi degeri Grup A, C ve D ile
kiyaslandiginda ¢ok daha buyuk bulunmustur.

TNBS ile kolit induklenen siganlarda, budesonid yUklu
nanopartikullerin etkinliginin incelendigi bir ¢alismada, si¢anlarin kolon
agirligi/sigan agirhigi deg@erleri karsilastiriimistir. Calisma sonunda tedavi
verilen grubun kolon agirhigi/sican agirligi degeri, kolit olusturulup tedavi

veriimeyenlere kiyasla ¢ok daha disiik bulunmustur®’.

Yaptigimiz c¢aligmada, MEL tedavisi verilen gruplarda
yukarida verilen literatirle benzer sekilde daha dusik kolon agirligi/sigan

agirhgi degeri gorulmagtar.

5.2.2. Kolonik Mukozada Oksidatif Stres Olgiimiine Ait Bulgularin

Degerlendirilmesi

iBH'nin patogenezi pek ¢ok faktdre baglidir ancak son
yillarda yapilan calismalar oksidatif stresin iBH'da major faktér
olabilecegini vurgulamaktadir'*!. Yapilmis olan bazi calismalar, oksidatif
stresin IBH'da major faktor olabilecegini kanitlar niteliktedir. IBH'da
antioksidan enzim aktivetelerinde ve kolonik antioksidan duzeylerinde
saghkh bireylere gore istatistiksel acidan anlamli bir azalma tespit
edilmistir*>°.
Yukarida verilen bilgiler 1siginda tez c¢alismamizda MEL
yukli nanopartikil formudlasyonunun oksidatif stres Uzerindeki etkisini
degerlendirmek Uzere, kolonik mukozada nitrik oksitin stabl son Grinu olan

NOXx seviyesi, lipit peroksidasyonun son drinu olan MDA seviyesi ve
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kolonik bir antioksidan olan GSH seviyesi dlgulerek elde edilen sonuglar

gruplar arasinda kiyaslanmistir.

5.2.2.1. Kolonik Mukozada NOx Seviyelerine Ait Bulqularin

Degerlendirilmesi

iBH'da ve cesitli kimyasal maddeler kullanilarak olusturulan
deneysel kolit modellerinde inflamatuvar sureg, nétrofil, monosit ve lenfosit
gibi I16kositlerin kolon mukozasina infiltrasyonu ile ortaya cikar. Lokositler
inflame kolonik dokudaki reaktif oksijen metabolitlerinin ana kaynagidir.
Reaktif oksijen metabolitleri, lipid membranlarin peroksidasyonu, protein
denatlrasyonu ve DNA hasari yaparak, hicre ve doku dizeyinde

dogrudan ve dolayh yoldan gesitli hasarlara yol agar.

Bu inflamatuvar suregte azot oksit (NOx), makrofajlarin
kullandigi énemli bir mediyatérdir. Kolonik dokunun TNBS’ye maruziyeti
ile makrofajlarda NOx sentetaz enzimi stimile olur ve aktif hale gelen
makrofajlardan asiri miktarda NOx salinir. NOx, hem kendisi sitotoksiktir
hem de zincir reaksiyonlar sonucu kendisinden daha toksik ROM’larin
olusmasina neden olur. Makrofajlardan ylksek konsantrasyonda NOx
salinmasi kolonik dokuda lokal doku hasari olusmasina onculuk eder.
Dokularda NOx seviyesinin yuksek olmasi oksidatif stresin arttigini

gosterir'®’,

Bizim beklentimiz, MEL tedavisi verilen gruplarda (Grup C,
D), bos nanopartikil formllasyonu verilen gruplara (Grup E, F) kiyasla

daha dusuk kolonik NOx duzeyleri elde etmektir.

Kolonik doku NOx seviyeleri degerlendirildiginde, Kkolit
olusturulup tedavi verilmeyen grup (Grup B) ile oral ve intrakolonik yoldan
bos nanopartikil formulasyonu verilen gruplarda (Grup E, F), oral ve
intrakolonik yoldan MEL tedavisi verilen gruplara (Grup C, D) kiyasla daha
yuksek kolonik NOx duzeyi saptanmistir (p<0.001). Oral ve intrakolonik
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yoldan verilen MEL yUkli nanopartikil formllasyonu sayesinde siganlarin

kolonik NOx seviyelerinin dismesi saglanmistir.

Oral (Grup E) ve intrakolonik (Grup F) vyoldan bos
nanopartikil formilasyonu uygulanmasinin, kolonik NOy duzeyleri

Uzerinde iyilestirici bir etkisi gorulmemigtir.

TNBS'® ve DNBS™® ile kolit indiklenmis sicanlarda MEL
tedavisinin kolonik doku NOy seviyesine olan etkisinin incelendigi iki farkl
calismada, kolit olusturulup MEL tedavisi verilen gruplarin kolonik NOy
seviyesinde, kolit olusturulup tedavi verilmeyen gruplara kiyasla anlamli bir
disls go6zlenmistir (p<0.05). Arastiricilar kolonik NOy seviyesindeki
disusu, MEL’'in makrofajlardaki ve kolon epitel hlcrelerindeki nuklear
faktor kappa-B’'nin aktivasyonunu inhibe ederek, NOS'un ekspresyonunu
transkripsiyon seviyesinde bloke etmesine dayandirmaktadir. Ayrica MEL,
kolonik dokunun TNBS ve DNBS’ye maruziyeti sonucu diger
mekanizmalarla olusan NOx ve ONOO radikallerini supurerek bunlarin

zararll etkilerini ortadan kaldirmistir.

Zingarelli ve ark.'®® ise DNBS ile kolit indiiklenen siganlarin
kolonik dokulari Uzerinde yaptiklari analizde, ¢ok yuksek konsantrasyonda

nitrolanmis protein tespit etmislerdir.

Yapilan birgok klinik calismada da, Crohn hastaligi ve
Ulseratif kolit hastaligi olan bireylerden alinan kolonik doku biyopsilerinde
yapilan analizler sonucunda NOS aktivitesi artmis olarak bulunmustur.
Buna bagh olarak da kolonik dokunun NOy seviyeleri, saglikl bireylere

kiyasla daha yiiksek bulunmustur'®.

Tez calismamizda oral ve intrakolonik yoldan MEL yUklu
nanopartikullerle yapilan tedavi sayesinde, yukarida verilen literaturlere

paralel olarak, makrofajlardan ylksek konsantrasyonda NO, salimi ve
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buna bagl olarak ortaya ¢ikan oksidatif stres kaynakli kolonik doku hasari

engellenmistir.

5.2.2.2. Kolonik Mukozada MDA Seviyelerine Ait Bulqularin

Degerlendirilmesi

Hlcre membranindaki poliansatire yag asitlerinin serbest
oksijen radikalleri ile hizla reaksiyona girmesi sonucu lipid peroksidasyonu
meydana gelir. Olusan lipid peroksil radikalleri, hidroperoksidlere,
hidroperoksidler de daha zararli radikal 6zelligi olan aldehitlere donusgurler.
Bu aldehidler icinde en ¢ok bilineni malondialdehid’dir (MDA). Dolayisiyla
bir dokuda MDA seviyesinin artmasi, serbest oksijen radikallerinin ve

bunlara bagli olarak da oksidatif doku yikiminin arttigini gosterir™*,

Yaptigimiz galigmada, oral ve intrakolonik yoldan MEL
tedavisi uyguladigimiz gruplarda (Grup C, D) bos nanopartikdl
formllasyonu verilen gruplara (Grup E, F) kiyasla daha disuk kolonik

MDA seviyeleri elde etmeyi hedefledik.

Kolonik doku MDA seviyeleri degerlendirildiginde, Kkolit
olusturulup tedavi verilmeyen grup (Grup B) ile oral ve intrakolonik yoldan
bos nanopartikil formulasyonu verilen gruplarda (Grup E, F), oral ve
intrakolonik yoldan MEL tedavisi verilen gruplara (Grup C, D) kiyasla daha
yuksek MDA duzeyi saptanmistir (p<0.001). Oral ve intrakolonik yoldan
verilen MEL yukli nanopartikil formilasyonu siganlarda kolonik MDA

seviyelerinin digsmesini saglamistir.

Oral (Grup E) ve intrakolonik (Grup F) vyoldan bos
nanopartikil formdlasyonu uygulanmasi, kolonik MDA duzeylerini

dugUrmemisgtir.

TNBS ile temas eden kolonik dokuda artan ROM seviyelerine

baghh olarak hicre membranlarindaki poliansatire yag asitlerinin
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oksidasyonu artar. Buna bagl olarak da Grup B, E ve F'de MDA dlzeyleri
yuksek bulunmustur. Ancak oral ve intrakolonik yoldan verilen MEL yuklu
nanopartikul tedavisiyle (Grup C ve D), kolonun TNBS maruziyeti ile dusen
antioksidan kapasitesi arttirilarak, ROM’lerinin yag asitlerini oksidasyonu
azaltiimis ve MDA duzeyleri Grup B, E ve F’ye kiyasla anlaml derecede

dusik bulunmustur (p<0.001).

TNBS*® ve DNBS' ile kolit indilklenmis sicanlarda MEL
tedavisinin kolonik doku MDA seviyesine olan etkisinin incelendigi iki farkl
calismada da, kolit olusturulup MEL tedavisi verilen gruplarin kolonik MDA
seviyesinde, kolit olusturulup tedavi veriimeyen gruplara kiyasla anlamli bir
disus gozlenmistir (p<0.05). Arastiricilar MEL tedavisinin, kolonun
antioksidan kapasitesini artirarak lipid peroksidasyonunu onledigini ve
buna bagh olarak MEL tedavisi verilen gruplarda, kolit olusturulup tedavi
verilmeyen gruptakilere kiyasla daha disuk kolonik MDA seviyeleri tespit

edildigini belirtmigtir.

Yapilan bir klinik calismada, ulseratif kolit hastalarindan
kolon biyopsi 6rnekleri alinarak lipid peroksidasyonuna bagl kolonik doku
hasarini  0lgmek amaciyla kolonik MDA seviyeleri arastiriimistir.
Antioksidan omega 3 yag asidi verilen grupta, herhangi bir ila¢ verilmeyen
Ulseratif kolit grubuna oranla c¢cok daha dusuk kolonik MDA duzeyi

saptanmistir (p<0.05)'%2,

Tez calismamiz dogrultusunda sig¢anlara intrakolonik ve oral
yoldan uygulanan MEL tedavisi, yukarida verilen literatirlerle benzer
sekilde, TNBS uygulanmasi sonucunda kolonik dokuda ylksek
konsantrasyonlara ulasan serbest radikallari, lipit peroksidasyonuna neden

olmadan sUpurerek etkisiz hale getirmistir.
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5.2.2.3.  Kolonik Mukozada GSH Seviyelerine Ait  Bulgularin

Degerlendiriimesi

Glutatyon (GSH), kolonik dokuda bulunan, tripeptit yapisinda
endojen bir hicre igi antioksidandir. GSH’In dogrudan ve dolayli olarak
serbest radikalleri stiplriicl etkisi vardir. Yapilan bircok calismada, iBH'da
ve cgesitli kimyasal maddeler kullanilarak olusturulan deneysel Kkolit
modellerinde intestinal mukozada oksidatif stresin varligi gosterilmistir.
Serbest radikallerin artisi ile kolonik dokuda yer alan antioksidanlar
tikenmeye baslar. GSH seviyesinde gdzlenen azalma da kolonik hasarin

en 6nemli gdstergelerinden biridir'*>.

Oral ve intrakolonik yoldan antioksidan tedavi verilen
gruplarda (Grup C, D), bos nanopartikul formulasyonu uygulanan gruplara
(Grup E, F) kiyasla daha ylksek kolonik GSH dizeyleri elde etmeyi

amacladik.

Kolonik doku GSH seviyeleri degerlendirildiginde, Kkolit
olugturulup tedavi verilmeyen grup (Grup B) ile oral ve intrakolonik yoldan
bos nanopartikil formulasyonu verilen gruplarda (Grup E, F), oral ve
intrakolonik yoldan MEL tedavisi verilen gruplara (Grup C, D) kiyasla daha
disik GSH duzeyi saptanmistir (p<0.001). Oral ve intrakolonik yoldan
verilen MEL yUkli nanopartikil formulasyonu siganlarda kolonik GSH

seviyelerinin yukselmesini saglamistir.

Oral (Grup E) ve intrakolonik (Grup F) vyoldan bos
nanopartikil formulasyonu uygulanmasi, kolonik antioksidan seviyelerinde

herhangi bir artis saglamamistir.

TNBS ile kolit indlksiyonu sonucunda birbirinden farkli birgok
inflamasyonel surec¢ ile kolonik dokuda ROM seviyeleri artar. Serbest
radikallerin artigi neticesiyle hticre i¢i ve hlicre diginda yer alan pek ¢ok

antioksidanin kapasitesi dugser. Buna bagl olarak da Grup B, E ve F'de
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kolonik GSH duzeyleri dusik bulunmustur. Ancak oral ve intrakolonik
yoldan verilen antioksidan tedaviyle (Grup C ve D), MEL'in sahip oldugu
gugli antioksidan 0ozelliklerle, kolonun TNBS maruziyeti ile dusen
antioksidan kapasitesi arttiriimigtir. GSH dizeyleri Grup B, E ve F'ye goére

anlamh derecede yluksek bulunmustur (p<0.001).

Sido ve ark.’® 65 saglikh, 33 ilseratif koliti ve 33 Crohn
hastaligi olan birey uzerinde yaptigi bir klinik calismada, bireylerden
biyopsiyle kolon dokusu ornekleri alip, tespit ettikleri GSH duzeylerini
gruplararasinda kiyaslamiglardir. UK ve CH olan bireylerde GSH
sentezinde prekursoér olarak rol oynayan plazma sistein ve sistin dizeyleri
ile kolonik GSH duzeyleri saglikli kontrol grubuna gore anlamli derecede

cok diisiik bulunmustur (p=107).

MEL'’in asetik asit ile kolit olusturulan siganlardaki etkinliginin
arastinldigi iki farkli ¢calismada, kolonik GSH dizeyleri olgilmastur. Elde
edilen sonuglar degerlendirildiginde, si¢anlarda kolit olusturulmasiyla
birlikte artan ROM duzeylerine bagh olarak kolonik antioksidanlarin (GSH)
tikendigi ancak MEL tedavisinin bu durumu tersine gevirerek kolonik GSH

diizeylerini anlaml 8lgtide arttirdigi belirtilmigtir'>"*%.

Oral ve intrakolonik yoldan uygulanan MEL tedavisiyle,
yukarida verilen literatirlere paralel olarak, kolonik antioksidan GSH
dizeylerinin artmasi saglanarak kolonik dokunun  butinlGgundn
korunmasini saglanmistir. MEL dogrudan ve dolayh olarak sahip oldugu
guclu antioksidan 6zelliklerle, kolonda TNBS maruziyeti sonucunda artan

ROM’lerini sUpUrmustur.

5.2.3. Kolonik Mukozada Sitokin Olgiimlerine Ait Bulgularin
Degerlendirilmesi

immin cevabin diizenlenmesinde hiicreler arasindaki

iletisimi saglayan glikoprotein yapisindaki bilesiklere sitokin denir.

231



iBH'da ROM'’lerine bagli olarak kolonik doku hasarinin
gelisimi surecinde, inflamasyonlu bagirsak mukozasinda yer alan immun
hacreler ve kolon epiteliyal hucreleri tarafindan birgok proinflamatuvar
sitokin dretilir.  Bu proinflamatuvar sitokinler, inflamatuvar cevabin
baslamasinda ¢ok énemli rol oynarlar. Ayrica olusan inflamatuvar cevabin
devam ettirilmesini engelleyen antiinflamatuvar sitokinlerin varhigr da
gosterilmistir'®>.

Tez calismamizda TNF- a, IL-17 ve IL-10’a ait Elisa Kkitleri
kullanarak, bu sitokinlerin kolon mukozasindaki seviyelerini tespit edip,

gruplararasinda karsilastirma yaptik.

5.2.3.1. Kolonik TNF-a Seviyelerine Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

IBH'da doku hasarinin gelisimi siirecinde, inflamasyonlu
bagdirsak mukozasinda yer alan makrofajlar, lenfositler ve kolon epiteliyal
hicreleri tarafindan en basta TNF-a ve IL-17 olmak Uzere bircok
proinflamatuvar sitokin Uretiimekte ve bu proinflamatuvar sitokinler
inflamatuvar cevabin baglamasinda ¢ok o6nemli rol oynamaktadirlar.
Dokularda TNF-a duzeylerinin ylksek olmasi, inflamasyonun basladigini

ve hizla devam ettigini gosterir'*®.

Yaptigimiz ¢alismada, bos nanopartikul formulasyonu verilen
gruplarda (Grup E, F), oral ve intrakolonik yoldan MEL tedavisi verilen
gruplara (Grup C, D) kiyasla daha yuksek kolonik TNF-a duzeyleri elde

etmeyi amagladik.

Kolonik doku TNF-a seviyeleri degerlendirildiginde, Kkolit
olusturulup tedavi verilmeyen grup (Grup B) ile oral ve intrakolonik yoldan
bos nanopartikil formulasyonu verilen gruplarda (Grup E, F), oral ve
intrakolonik yoldan MEL tedavisi verilen gruplara (Grup C, D) kiyasla daha
yuksek TNF-a dizeyi saptanmistir (p<0.001). Oral ve intrakolonik yoldan
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verilen MEL yukli nanopartikil formulasyonu siganlarda kolonik TNF-a

seviyelerinin digmesini saglamistir.

Oral (Grup E) ve intrakolonik (Grup F) yoldan bos
nanopartikil formilasyonu uygulanmasi, kolonik TNF-a seviyelerinde

herhangi bir dislis saglamamistir.

TNBS ile temas eden kolonik dokuda birbirinden farkli
inflamatuvar suregler sonucunda kolonik TNF-a duzeyleri artar. Buna bagl
olarak da Grup B, E ve F’de TNF-a duzeyleri yuksek bulunmustur. Ancak
oral ve intrakolonik yoldan (Grup C, D) verilen MEL yukIG nanopartikil
tedavisiyle, kolonda TNBS maruziyeti ile artan inflamasyon azaltilarak
TNF-a duzeyleri, Grup B, E ve F'ye gore anlamli derecede dusuk

bulunmustur (p<0.001).

Asetik asit”?’ ve DNBS' ile kolit olusturulan siganlarin
kolonik TNF-a duzeylerinin olguldagu iki farkli calismada, MEL tedavisinin
kolonik TNF-a duzeylerine olan etkisi incelenmigtir. Kolit olusturulup, MEL
tedavisi verilen gruplarin TNF-a duzeylerinde, kolit olusturulup tedavi
verilmeyen gruplara kiyasla anlamli derecede dusus gorulmuastur (p<0.05).
Elde edilen sonuglar i1siginda, MEL’in antioksidan o&zelliklerinin yaninda

kuvvetli antiinflamatuvar 6zelliginin de oldugu anlagiimistir.

UK ve CH olan bireylerde yapilan bircok klinik ¢alismada,
kolonik TNF-a duzeylerinin normal saglikh bireylere gore ¢ok daha yuksek
oldugu bildirilmistir. TNF-a, iIBH patogenezinde mukozal immun yanitta

énemli rol oynayan proinflamatuvar bir sitokindir'"*,

Oral ve intrakolonik yoldan MEL yUkliG nanopartikdl
formulasyonu ile yapilan tedavi, yukarida verilen literattrle benzer gekilde,
IOkositlerin bagirsak endoteliyal hucrelerine yapigsmalarini stimile eden
proinflamatuvar sitokinlerden biri olan kolonik TNF-a’'nin duzeylerini

digurerek, doku hasarinin en Onemli sebeplerinden biri olan I6kosit
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infiltrasyonunu ve buna bagli olarak gelisen kolonik inflamasyonu

azaltmigtir.

5.2.3.2. Kolonik IL-10 Seviyelerine Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

Yapilan bir imminolojik ¢alismada, iBH'da proinflamatuvar
sitokinlerin konsantrasyonlari artarken, IL-10 gibi olusan inflamatuvar
cevabin devam ettirilmesini engelleyen antiinflamatuvar sitokinlerin de
artan immun cevabi azaltabiimek, immun sistemde bir denge

olusturabilmek igin sentezinin artti§1 saptanmigtir**°.

Yaptigimiz calismada, oral ve intrakolonik yoldan MEL
tedavisi verilen gruplarda (Grup C, D), bos nanopartikil formilasyonu
uygulanan gruplara (Grup E, F) kiyasla daha dusuk kolonik IL-10 duzeyleri
elde etmeyi hedefledik.

Oral ve intrakolonik yoldan MEL tedavisi verilen gruplarin
(Grup C, D) ve saglikli kontrol grubunun (Grup A) kolonik IL-10 degerleri,
kitin tespit edebilecedi degerden (< 34.6 pg/mL) dustk bulunmustur.

Kolonik doku IL-10 seviyeleri degerlendirildiginde, Grup B, E
ve F'de; Grup A, C ve D’ye gore daha yuksek IL-10 dizeyi saptanmistir
(p<0.001). Oral ve intrakolonik yoldan verilen MEL yUkli nanopartikdl

formllasyonu siganlarda kolonik IL-10 seviyelerinin digmesini saglamistir.

Oral (Grup E) ve intrakolonik (Grup F) vyoldan bos
nanopartikil formilasyonu uygulanmasi, kolonik IL-10 seviyelerinde

herhangi bir dusus saglamamistir.

IL-10 intestinal mukozal immuniteyi ve sitokinler arasi
baglantiyr konrol etme potansiyeline sahip bir sitokindir. Bundan dolayi
IBH tedavisinde biyolojik olarak antiinflamatuvar bir etkiye sahiptir.
Makrofajlardan TNF-a ve IL-17 gibi proinflamatuvar sitokinlerin artmis
uretimi, ancak inflamatuavar sureci reglile eden IL- 10’'un da artmasi

sayesinde kontrol altinda tutulur. Bu hadisenin de intestinal mukozada
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inflamasyonal  doku hasari meydana  gelmesini  engelledigi
dusunulmektedir. Kolonik inflamasyon, MEL tedavisi verilen gruplarda gok
daha az gelistigi igin bu gruplarda (Grup C, D) bos nanopartikul
formilasyonu uygulanan gruplara (Grup E, F) kiyasla ¢ok daha dusuk
kolonik IL-10 degerleri elde edilmistir. Ancak TNBS'ye maruz kalma
sonucu Grup B, E ve F'de ¢ok siddetli bir kolonik inflamasyon gelismigtir.
Dolayisiyla bu inflamasyonal yaniti geriletip doku hasarini azaltabilmek
icin kolonik IL-10 seviyeleri yikselmigtir.

Yapilan birgok ¢alismada MEL’in, deney hayvanlarinda cesitli
kimyasallar kullanilarak olusturulan kolit modellerinde gdsterdigi koruyucu
etkisi arastirlmistir. Elde edilen sonuglar deg@erlendirildiginde, kolit
olugturulan deney hayvanlarinda meydana gelen kolonik inflamasyonu
baskilayabilmek icin antiinflamatuvar 6zellikteki kolonik IL-10 duzeylerinin
arttigr belirtilmigtir. Kolit olusturulup MEL tedavisi verilen gruplarda ise
kolonik IL-10 duzeylerinin dustigu goralmustar. MEL'in bu koruyucu etkisi,
hayvanlarin bagigiklik sistemini module ederek, TNF-a ve IL-17 gibi
proinflamatuvar sitokinlerin ekspresyonunu baskilamasina; IL-4 ve IL-10
gibi antiinflamatuvar sitokinlerin  ekspresyonunu ise arttirmasina

baglanmigtirt8%-200.201

Kucharzik ve ark.?%? yaptiklari klinik galismada 44 UK'li, 40
CH olan bireyde ve 30 saglikh goénullide Elisa kiti kullanarak serum IL-10
dizeylerini 6lcmiis ve gruplararasinda kiyaslama yapmiglardir. UK
(144144 pg/ml) ve CH (132+32 pg/ml) olan bireylerde saglikli kontrol
grubuyla (44+9.5 pg/ml) kiyaslandiginda ¢ok yuksek serum IL-10 degerleri
tespit edilmistir (p<0.001). Arastiricilara gére antiinflamatuvar karakterdeki
IL-10 degeri, kolonda artan inflamasyonu baskilayabilmek, kompanse

edebilmek igin ylUkselmistir.

5.2.3.3. Kolonik IL-17 Seviyelerine Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

IBH'da doku hasarinin gelisimi slrecinde Uretilen

proinflamatuvar sitokinlerden biri de IL-17'dir. Kolonik dokuda inflamatuvar
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cevabin baglamasinda énemli bir rol oynamaktadir. Dokularda IL-17
dlzeylerinin yuksek olmasi, inflamasyonun bagladigini ve hizla devam
ettigini gosterir'®.

Oral ve intrakolonik yoldan MEL tedavisi verilen gruplarda
(Grup C, D), bos nanopartikul formulasyonu uygulanan gruplara (Grup E,
F) kiyasla daha dusuk kolonik IL-17 duzeylerinin elde edilmesi

amaglanmigtir.

Oral ve intrakolonik yoldan MEL tedavisi verilen gruplarin
(Grup C, D) ve saglikli kontrol grubunun (Grup A) kolonik IL-17 degerleri,
kitin tespit edebilecedi degerden (< 1.77 pg/mL) disuk bulunmustur.

Kolonik doku IL-17 seviyeleri dederlendirildiginde, Grup B, E
ve F'de; Grup A, C ve D’ye gore daha yuksek IL-17 dluzeyi saptanmistir
(p<0.001). Oral ve intrakolonik yoldan verilen MEL yUkli nanopartikdl

formllasyonu siganlarda kolonik IL-17 seviyelerinin digmesini saglamistir.

Oral (Grup E) ve intrakolonik (Grup F) yoldan bos
nanopartikil formulasyonu uygulanmasi, kolonik [L-17 seviyelerinde

herhangi bir dusus saglamamistir.

IL-17, TNF-a gibi proinflamatuvar sitokin ailesinde yer alir ve
TNF-a ile sinerjistik olarak haraket ederek kolonik mukozada TNBS
maruziyeti ile gelisen inflamasyonal surecin baglamasinda gorev yapar.
TNBS uygulanmasi sonucu Grup B, E ve F'de siddetli bir kolonik
inflamasyon gelismistir. Bu buylk inflamasyonal yaniti baslatabilmek ve
kolonik dokuyu savunabilmek igin kolonik IL-17 seviyeleri saglikh kontrol
grubuna oranla ¢ok yukselmistir (p<0.001). Oral ve intrakolonik yoldan
MEL yUklG nanopartikil formulasyonuyla yapilan tedavi sonucunda,
MEL’in, Thy; hicreleri Gzerinden gosterdigi kuvvetli antiinflamatuvar etki
sayesinde Grup C, D’de ¢ok daha dusuk kolonik IL-17 degerleri elde

edilmistir.

236



Yapilan bircok klinik calismada, iBHda kolon epiteliyal
hicrelerinde gorulen siddetli inflamasyona sinyal dizeyinde aracilik eden
IL-17°nin saglikh bireylerle kiyaslandiginda kolonik duzeylerinin arttigi
belirtilmigtir. Bu artisin nedeni olarak ise kolondaki artmis inflamasyon

gosterilmistir??32%4,

5.2.4. Histolojik Bulgularin Degerlendirilmesi

Kolonik doku o6rneklerinin  Masson trikrom boyamalariyla
yapilan degerlendirmelerde, TNBS ile kolit olusturulup tedavi verilmeyen
grupta (Grup B) monontkleer hucre infiltrasyonu olan alanlarda bezlerin
kayboldugu, buna karsin bazi bdlgelerde bezlerin birbirleriyle birleserek
kistik yapilar olusturdugu belirlendi. Lamina propriya, submukoza ve tunika
muscularis’in de hucre infiltrasyonundan etkilendigi dikkati c¢ekti (Resim
10A, 10B). Oral ve intrakolonik yoldan MEL yUkliG nanopartikdl
formllasyonuyla yapilan tedavi sonucunda (Grup C, D), ylzey ve bez
epitelleri ile bag dokusu infiltrasyonunun da oldukga normale dondigu
saptandi ve kolonik yap! normal olarak gozlendi (Resim 11A, 11B; 12A,
12B). Ayrica oral yolla uygulama yapilan gruba (Grup C) oranla,
intrakolonik uygulamanin (Grup D) doku iyilestirmede daha az etkili oldugu
belirlendi. Bos nanopartikil uygulamasi yapilan gruplarin (Grup E, F) her
ikisinde de belirgin bir doku iyilesmesi olmadigi goéruldu. Kolit grubuna
benzer bulgularin her iki grupta da strdtgu belirlendi. Ancak iki grup kendi
arasinda karsilastirildiginda, oral yolla uygulama yapilan grubun (Grup E)
az duzeyde de olsa intrakolonik yolla uygulama yapilan gruba (Grup F)

g6re daha iyi oldugu belirlendi.

Oral ve intrakolonik yoldan MEL yUkli nanopartikdl
formllasyonuyla yapilan tedavi sonucunda kolonik yapi normal olarak
g6zlenmistir. TNBS uygulanmasini takiben, kolonik dokuda mononukleer
hdcre infiltrasyonu, immuan ve epiteliyal hicrelerden salinan ROM miktari,
serbest radikal konsantrasyonu ve tum bunlara bagh olarak oksidatif stres

artar. Kalsiyum pektinat nanopartikilleri icerisine formile edilen, kuvvetli
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antioksidan ve antiinflamatuvar 6zelliklere sahip MEL, kolonda artmis olan
oksidatif stresi azaltarak meydana gelebilecek doku hasarini en asgari
seviyede tutmustur. Siganlara, intrakolonik yoldan nanopartikul
formilasyonu uygulanmadan hemen 6nce ip yoldan anestezik maddeler
enjekte edilmigtir. Sigcanlar belirli stire anestezi altinda kalmiglardir. Ayrica
intrakolonik uygulama esnasinda kullanilan gavaj TNBS’nin inflame ettigi
tum kolona tekrar temas ederek ikinci bir inflamasyon olusturabilir. Bu iki
nedenden oturd oral yoldan yapilan tedavi, intrakolonik yoldan yapilan

tedaviye gore daha basarili bulunmustur.

Farklh kimyasal maddeler kullanilarak kolit indiklenen
sicanlarda, MEL tedavisinin kolit Uzerindeki etkileri incelenmigtir. Kolit
olusturulup tedavi verilmeyen gruplarin ve kolit olusturulup MEL tedavisi
verilen gruplarin histolojik doku o6rnekleri karsilastirildiinda, MEL
tedavisinin tez calismamizda elde ettigimiz histolojik sonuclara paralel
olarak, kolonik mukozal epitelyum ve kript dokularinin butunlGgunu
korudug@u, hafif bir inflamatuvar hicre infiltrasyonu ve submukozal 6dem
goruldugu tespit edilmigtir. MEL tedavisiyle birlikte, kimyasal uygulanmasi
sonucu gelisen histopatolojik bulgularin anlamh duzeyde gerilediqi,
nekrotik ve fibrotik olusumlara rastlaniimadigi belirtiimigtir. MEL tedavisi
sayesinde morfolojik olarak hicresel yaplilarin batanlagua

korunmusturt?”130181.
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6. SONUG

lyonotropik jelasyon yéntemiyle, kolona hedeflendirilmis MEL
yuklu kalsiyum pektinat nanopartikul formulasyonunun hazirlanmasinin ve
TNBS ile kolit olusturulmus siganlar Uzerinde etkisinin incelendigi bu tez

calismamizda asagidaki sonuglara variimistir:

K/

<~ in vitro calismalara ait sonuglar:

e Onformiilasyon calismalarinda, yedi farkli pektin tipiyle makro
boyutlarda ¢aligilarak, pektin tiplerinin formulasyonlarda gosterdigi
performansa paralel olarak eleme yapilmis ve LM 104 AS-FS ile tez
calismasinin surdurdlmesine karar verilmigtir.

e Literatlrlerde verilen basit iyonotropik jelasyon ydntemi, birbirini
izleyen U¢ ayri basamakla modifiye edilerek partikiler blyUkIligin
nanoboyuta inmesi (41.3-323.7 nm) saglanmistir.

¢ Nanopartiklil  formdlasyonlarinin  hazirlanmasinda  kullanilan
formllasyon parametrelerinin, olusturulan partikaller Uzerindeki
etkisini incelemek amaciyla 32 farkli formiilasyondan olugan 2°
faktoriyel tasarim yapilmistir.

o Faktdriyel tasarimda yer alan formualasyonlarin hepsi laboratuvarda
hazirlandiktan sonra, her birinin partikil buyuklugu (41.3+3.2 -
323.7+£3.2 nm), polidispersite indeksi (0.109+0.067 - 0.875+0.135),
zeta potansiyeli (-24.24+1.03 - -4.83+0.35 mV), MEL yuklenme
kapasitesi (% 80.7+1.6 - % 94.4+0.3), pH’sI (6.5£0.1 - 6.840.2) ve
formulasyonlardan pH 6.8 fosfat tamponunda 8. saat sonunda
salinan kumdulatif % MEL miktari (% 54.5+0.5 - % 84.0+0.7)
degerleri saptanmigtir.

e Pythia® (YSA) kullanilarak vyapilan modelleme sonucunda,
formllasyon parametreleri ile elde edilen veriler arasindaki
matematiksel iliski basariyla tanimlanmigtir. Farkli formulasyon
parametreleri kullanilarak hazirlanan formulasyonlarin olasi partikul

blyukligu ve formilasyonlardan pH 6.8 fosfat tamponunda 8. saat
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L)

sonunda salinan kumdalatif MEL miktari de@erleri basariyla tahmin
edilmistir.

Pythia®dan elde edilen veriler dogrultusunda, faktoriyel tasarimi
olusturan formulasyonlardan P28 (pektin kons. %0.05 (a/h), CacCl,
kons. %0.5 (a/h), pektinnMEL orani 1:1, c¢apraz baglanma
ortaminda tutulma suresi 15 dakika, ¢apraz baglanma ortaminin
karigtirima hizi 10000 rpm) optimum nanopartiktl formuilasyonu
olarak segilmistir.

P28 formulasyonundan MEL salim profili, farkli salim ortamlarinin
kullandigr  spesifik salim c¢alismalarinda izlenmigtir. P28’in,
Pectinex® iceren salim ortamlarinda igeriginde yer alan MEL'in
tamamini (% 100) saldigi géradimustar.

TUm nanopartikiil formiilasyonlarindan MEL saliminin ~t (Higuchi)
kinetigine daha iyi uyum sagladigi géralmuagtur.

P28 ile gergeklestiriien mukoadezyon calismalarinda, elde edilen
mukoadezyon igi  sonuglari  kiyaslandiginda, nanopartikul
formulasyonunun  kolit olugturulan sican kolon dokusuna
(0,441+0,012), saglikli kolon dokusuna (0,010+0,001) gdre c¢ok
daha iyi adhere oldugu gorulmustur.

P28'in 4°C’de ve 25°C’de alti ay siireyle, 40°C’de ise U ay sireyle
stabilitesinin bozulmadigi tespit edilmigtir.

P28 hazirlanirken baglanmadan kalan Ca* miktari 0.5+0.05 pg/mL
olarak bulunmus olup, baslangictaki Ca** miktarinin % 0.1’inden
daha dusuktur.

TEM ve AFM teknikleri kullanilarak nanopartikillerin goérunttsu elde
edilmigtir. Nanopartikullerin kuresel oldugu ve aglomere egiliminin

olmadigi tespit edilmigtir.

in vivo calismalara ait sonuglar:
MEL'in IBH (izerindeki etkisi, TNBS ile deneysel kolit olusturulan

siganlar Uzerinde incelenmistir. Elde edilen patolojik bulgular
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TNBS’nin siganlarda basariyla deneysel kolit modeli olusturdugunu
gOstermistir.

Siganlara ait kolonik oksidatif stres parametre (NOy, MDA ve GSH)
diuzeyleri, kolonik sitokin (TNF-a, IL-10 ve IL-17) seviyeleri ve
histolojik bulgular degerlendirildiginde, oral ve intrakolonik yoldan
P28 tedavisi uygulanan siganlarda, saglikli kontrol grubuyla paralel
sonuglar elde edilmisti. Buna karsin, bos nanopartikl
formllasyonu verilen siganlarda ise kolit grubuyla paralel sonugclar
elde edilmigtir.

Oral ve intrakolonik yoldan P28 tedavisi uygulanan siganlarda bos
nanopartikil formilasyonu verilen siganlara kiyasla, kolonik NOyve
MDA duzeyleri azalmis, GSH dlzeyleri ise artmigtir. Kolitte gortlen
oksidatif strese bagh kolonik doku hasari MEL tedavisiyle
engellenmistir.

Oral ve intrakolonik yoldan P28 tedavisi uygulanan siganlarda bos
nanopartikal formulasyonu verilen si¢anlara kiyasla,
proinflamatuvar TNF-a, IL-17 ve antiinflamatuvar IL-10 sitokin
dizeyleri azalmistir. TNBS maruziyeti sonucunda artan kolonik
inflamasyon MEL tedavisiyle engellenmistir.

Histolojik bulgulara gore, oral ve intrakolonik yoldan P28 ile yapilan
tedavi sonucunda kolonik mukozanin normale dondugu ve kolonik
yapinin normal olarak gozlendigi saptanmistir. Buna karsin, bos
nanopartikil uygulamasi verilen siganlarda belirgin bir doku
iyilesmesi olmadigi goérulmustur.

Oral yoldan uygulanan tedavinin intrakolonik yoldan uygulanan
tedaviye oranla doku iyilestirmede daha fazla etkili oldugu

belirlenmistir.
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Sonuc olarak,

Kolona hedeflendiriimis MEL yUklU, kalsiyum pektinat nanopartikl
formulasyonu gelistirilerek literattre yenilik getirilmistir.

Kolonik oksidatif stres parametreleri, kolonik sitokin duzeyleri ve
histolojik bulgular birlikte degderlendirildiginde, hazirlanan MEL
yukli, kalsiyum pektinat nanopartikiil formiilasyonunun iBH'da etkili

olabilecegi kanisina variimigtir.
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7. OZET

inflamatuvar bagirsak hastaligi modelinde nanopartikiiler sistemlerin

in vitro / in vivo degerlendirilmesi

Bu galismada, melatonin kullanilarak kolona hedeflendirilmis,
nanopartikuler ila¢ tasiyici sistemlerin hazirlanmasi, bunlarin karakterize
edilmesi, hazirlanan formulasyonlarin in vitro salim c¢alismalarinin
yapilmasi ve yapay sinir agi modellemesi sonucunda elde edilen veriler
dogrultusunda uygun olduguna karar verilen formulasyonun, TNBS ile kolit
induklenmis sigcanlarda kolit Uzerindeki etkisinin degerlendiriimesi

amaclanmistir.

Modifiye edilen iyonotopik jelasyon yontemiyle, 2° faktoriyel
tasarim uygulanarak 32 adet farkli melatonin yUkll, kalsiyum pektinat
nanopartikil formulasyonu hazirlanmigtir.  Hazirlanan  nanopartikl
formulasyonlari partikil blyukligl, zeta potansiyel, PDI parametreleri
kullanilarak  karakterize  edilmistir. in  vitro salm  galismalar

gerceklestiriimis ve mukoadezyon 6zellikleri incelenmigtir.

AFM ve TEM teknikleri kullanilarak nanopartikullerin

goruntusu elde edilmigtir.

Yapay sinir agi modellemesi sonucunda elde edilen veriler
dogrultusunda uygun olduguna karar verilen P28, (pektin kons. %0.05
(a/h), CaCl, kons. %0.5 (a/h), pektin:MEL orani 1:1, ¢capraz baglanma
ortaminda tutulma suresi 15 dakika, c¢apraz baglanma ortaminin

karistirilma hizi 10000 rpm) segilerek in vivo galismalarda kullaniimigtir.

in vivo calismalarda Wistar erkek sicanlar kullaniimistir.
TNBS ile kolit olusturulan siganlara, oral ve intrakolonik yoldan 10 mg/kg

dozunda MEL yuklu nanopartikul formulasyonu, dort gin sureyle verilmis
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ve elde edilen sonuglar oral ve intrakolonik yoldan bos nanopartikl

formllasyonu verilen siganlarinki ile karsilastiriimistir.

Tedavinin sonunda kolon dokusundaki oksidatif parametreler
(NOy,, MDA ve GSH) ve sitokin duzeyleri (TNF-a, IL-10 ve IL-17)
Olculmustdr. Oral ve intrakolonik yoldan melatonin tedavisi uygulanan
gruplarda kolonik NO, ve MDA duzeyleri bos nanopartikul formulasyonu
uygulanan gruplara kiyasla anlamli olarak azalmig, GSH duzeyleri ise
anlamh olarak artmistir. Ayrica proinflamatuvar TNF-a, IL-17 ve

antiinflamatuvar IL-10 sitokin dizeyleri ise anlamli olarak azalmistir.

Histolojik bulgalara gbre, oral ve intrakolonik yoldan
melatonin  yUkli nanopartikil tedavisi uygulanan gruplarda doku
iyilesmesinin, bos nanopartikul formalasyonu uygulanan gruplara kiyasla
daha iyi oldugu goérulmuastir. Ayrica oral yoldan uygulanan tedavinin,
intrakolonik yoldan uygulanan tedaviye oranla doku iyilestirmede daha

fazla etkili oldugu belirlenmistir.

Elde edilen sonuglar, hazirlanan melatonin  yukld
nanopartikiil formiilasyonunun, iBH'da oksidatif strese bagli olarak gelisen

kolonik doku hasarinda etkili olabilecegini gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Melatonin, pektin, nanopartikll, yapay sinir agi, TNBS,
antioksidan, oksidatif stres, sitokin, inflamatuvar bagirsak hastaligi, kolit,
Crohn hastaligi
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8. SUMMARY

In vitro / in vivo evaluation of nanoparticular systems in inflammatory

bowel disease model.

The aim of this study was to develop a colon specific
nanoparticular drug carrier system of melatonin, characterization of them,
conducting in vitro release studies of the prepared formulations and to
determine the effect of the formulation which was found to be suitable as a

result of artifical neural network modelling, on TNBS induced colitis in rats.

32 different melatonin loaded calcium pectinate nanoparticle
formulations prepared with 2° factorial design applied modified ionotropic
gelation method. Prepared nanoparticle formulations characterized by
particle size, zeta potential and polydispersity index parameters. The in
vitro release studies were performed and mucoadhesion were

investigated.

AFM and TEM techniques are used to obtain nanoparticle

images.

P28, (pectin cons. %0.05 (w/v), CaCl, cons. %0.5 (w/v),
pectin:MEL ratio 1:1, cross-linking time 15 minutes, agitation speed of
cross-linking medium 10000 rpm) which was found to be suitable as a

result of artifical neural network modelling was used in in vivo studies.

Wistar male rats were used in in vivo studies. 10 mg/kg
melatonin loaded nanoparticle formulation was administered by oral and
intracolonic route to TNBS induced colitis rats for four days. The obtained
results are compared with the results of the rats which was applied blank

nanoparticle formulation.

At the end of the treatment, oxidative parameters (NOx, MDA
ve GSH) of the colonic tissue and cytokine levels was evaluated. Colonic
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tissue NO, and MDA levels in the group treated with melatonin by oral and
intracolonic route were found to be lower compared to the groups which
applied blank nanoparticle formulation. Colonic tissue GSH levels in the
group treated with melatonin by oral and intracolonic route were found to
be higher compared to the groups which applied blank nanoparticle
formulation. Also  proinflammatory TNF-a, IL-17 levels and
antiinflammatory IL-10 levels of the group treated with melatonin by oral
and intracolonic route were found to be lower compared to the groups

which applied blank nanoparticle formulation.

According to histological findings, the tissue healing in the
group treated with melatonin loaded nanoparticle formulation by oral and
intracolonic route was found better than the group applied blank
nanoparticle formulation. In addition, the treatment which was given by
oral route was found more effective than the treatment which was given by

intracolonic route in tissue healing.

The results of the experiments showed that, melatonin
loaded nanoparticle formulation can be effective in colonic tissue damage

which develops due to oxidative stress in IBD.

Keywords: Melatonin, pectin, artifical neural network, TNBS, antioxidant,
oxidative stress, cytokin, inflammatory bowel disease, colitis, Crohn’s

disease.
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