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OZET

Polifenoller her molekiilde birden fazla fenol grubu tasiyan bilesikler olup sebze, meyve,
kuru baklagiller, ¢ay, kahve gibi bir¢ok gidada bulunur. Polifenoller kardiyovaskiiler,
norodejeneratif ve kanser gibi bir¢ok hastaliga karsi olumlu etkilerinden dolay1 biiytik ilgi
gormektedirler. Ayrica polifenoller yiiksek antioksidan ozelliklerinden dolayr saglik
acisindan biiyiik 6neme sahiptir. Polifenollerin tanenler grubunun bir iiyesi olan gallik asit
(3,4,5-trihidroksi-benzoik asit) (GA) giiclii bir antioksidandir. GA’nin bir¢ok caligsmada
cesitli kanser hiicreleri tizerinde sitotoksik etkisi kanitlanmistir. Bunlara ek olarak yara
iyilesmesi, antiviral, antifungal, antibakteriyel, antimutajenik gibi bir¢ok yararl etkiye de
sahiptir. Mikrokiireler etken maddenin polimer matris igerisinde hapsedildigi, boyutlar: 1-
1000 pum arasinda degisen tasiyicilardir. Etken maddenin hedef bolgeye ulasmasi asamasina
kadar madde ve aktivite korunarak hedef bolgede kontrollii bir salim profili amaglanir. Bu
calismada GA, dogal bir polimer olan NaAlg ile su/yag/su emiilsiyon yontemi kullanilarak
GA/NaAlg orani 1/1-1/8 arasinda degisen formiilasyonlarda mikrokiireler olusturulmus ve
capraz baglayici olarak CaCly kullanilmistir. Elde edilen mikrokiirelerin kiire verimleri
%15,55-80,27; tutuklama verimleri %11,26-72,64 arasinda degismektedir. Mikrokiirelerin
salim c¢alismalar1 pH 7.4’te gerceklestirilmistir. Optimum mikrokiire olusturma sartlari
GA/NaAlg oran1 1/8 ve capraz baglama siiresi 30 dk. olarak belirlenmistir. Olusturulan
mikrokiirelerin GA’y1 tutukladigi ve kontrollii bir salim profili sergiledigi goriilmiistiir.
Mikrokiirelerin karakterizasyonunda SEM, DSC, XRD, FTIR analizleri kullanilmisgtir.
Mikrokiireler icindeki GA’nin antioksidan aktivitesini korudugu DPPH metodu ile ve
antikanser aktivite Ozelligini korudugu Caco-2 hiicreleri tizerinde MTT analizi ile
gosterilmistir. Yardime1 ve tamamlayici tedavilerde kullanilma potansiyeli yiiksek olan GA
yiikli NaAlg mikrokiireler ile ilgili gerekli diger calismalarinin yapilmasi insan saghigi ve
tilke ekonomimiz i¢in olduk¢a 6nemli oldugu degerlendirilmektedir.

Bilim Kodu : 20308
Anahtar Kelimeler : Mikrokiire, gallik asit, kontrollii salim, polifenol, kanser
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Danisman : Dog. Dr. Adviye Giilgin SAGDICOGLU CELEP



viii

EFFECTS OF GALLIC ACID LOADED MICROSPHERES ON COLON CANCER
(M. Sc. Thesis)

Aslihan DEMIRKAYA

GAZI UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
July 2019

ABSTRACT

Polyphenols are compounds that contain more than one phenol group per molecule and are
found in several foods. Polyphenols are of great interest due to their beneficial effects against
many diseases such as cancer. In addition, polyphenols are of great importance for health
due to their high antioxidant properties. Gallic acid (GA), which is a powerful antioxidant,
has anticancer properties on various cancer cells. Microspheres are carriers varying in size
from 1-1000 um, where active substance is trapped in polymer matrix. Controlled release
profile is aimed at target region by preserving loss of substance and activity until active
substance reaches target region. In this study, GA containing microspheres were formed with
NaAlg which is a natural polymer in formulations with GA/NaAlg ratio of 1/1-1/8 by using
water/oil /water emulsion method, and CaCl, was used as a crosslinker. Microsphere yields
of obtained microspheres were 15,55-80,27%; arrest efficiencies ranged from 11,26-72,64%.
Release studies of microspheres were performed at pH 7.4. Optimum microsphere forming
conditions were determined as GA/NaAlg ratio 1/8, crosslinking time 30 min. Microspheres
formed were found to arrest GA and exhibit a controlled release profile. Microspheres were
characterized by SEM, DSC, XRD, FTIR analysis. It was demonstrated by DPPH method
that GA retained antioxidant activity in microspheres and that retain anticancer activity by
using MTT analysis on Caco-2 cells. It is considered that important to carry out other
necessary studies on GA loaded NaAlg microspheres which have high potential to be used
in adjunct and complementary therapies.

Science Code  : 20308
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu c¢alismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, aciklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler Aciklamalar

°C Santigrat derece

dk. Dakika

g. Gram

kV Kilo volt

mg. Miligram

ml Mililitre

mM Milimol

N Normal

nm Nanometre

Sa Saat

ul Mikrolitre

Kisaltmalar Aciklamalar

A549 Insan akciger kanser hiicre hatt1
CaCl Kalsiyum klortir

CD Siklodekstrin

CH4 Metan

CO2 Karbondioksit

GA Gallik asit

dH20 Distile su

DLS Dinamik 1s1k sa¢ilimi

DSC Diferansiyel taramali kalorimetre
DPPH 2,2-Difenil-1-pikrilhidrazil
FTIR Fourier doniistimlii kiziltesi spektroskopi

H-82 Insan kiiciik hiicreli akciger kanser hiicre hatt1



Kisaltmalar

H20
HeLa
HepG2
HFF
HT-29
KV
MCF-7
MDBK
MTT
NaAlg
NIH/3T3
NMR
PCL
PHA
PLA
PLGA
PSD
PVP
RSA
ROS
SEM
Tg
TGA
TV

uv
X-RPD
XRD

Aciklamalar

Su

Insan serviks kanseri hiicre hatti
Insan karaciger kanseri hiicre hatti
Insan tist deri fibroblast hiicre hatti
Insan kolon kanser hiicre hatti
Kiire verimi

Insan meme adenokarsinoma hiicre hatti
Madin-Darby si1gir bobrek hiicre hatti
Metil tiyazol tetrazolium

Sodyum aljinat

Fare embriyonik fibroblast hiicre hatt1
Niikleer manyetik rezonans

Poli € kapro lakton

Poli hidroksi alkanat

Poli laktik asit

Poli laktik ko-glikolik asit

Parcacik biiytikligii dagilimlar: analizi
Poli vinil prolidon

Radikal siiptirme aktivitesi

Reaktif oksijen tiirleri

Taramal1 elektron mikroskopi

Camsi gecis 1s1s1

Termogravimetrik analiz

Tutuklama verimi

Ultraviyole

X-Isin1 toz kirinimi

X-Isin1 difraktometre



1. GIRIS

Mikrokiire teknolojisi kanser gibi bir¢ok hastaligin tedavisinde veya yardimci/tamamlayici
tedavilerde son donemlerde oldukga ragbet goren bir teknolojidir. Bu teknoloji ile ilaglarin
veya diger yardimc1 maddelerin hedef olmayan bolgelerde ¢oziinmesi minimuma indirilerek
yan etki veya etken madde kayiplari azaltilmakta, istenen bélgeye uygun dozda ulagmasi
istenen maddenin ulagabilmesi i¢in alinan fazla doz engellenmektedir. Ayni zamanda ilacin
veya diger yardimct maddenin hazirlanma siirecinde maruz kaldigir kosullar nedeniyle
aktivite kayb1 vb. durumlardan korumaktadir. Bu nedenlerle bolgeye 6zgii uygulamalarda
yiiklenen maddenin sadece istenilen bélgede ¢6ziinmesi ve aniden salim yerine kontrollii bir

salim saglanir.

Kontrollii salim sistemleri tarim, eczacilik, gida miihendisligi, tip ve kimya alanlar1 gibi
bir¢ok alanda kullanilmaktadir. Tarimda topraktaki besin miktarinin kontrolii ve kimyasal
glibrelerin zararli etkilerinin 6niine gegcme amaciyla giibrelemede [1] ve pestisitlerin etki
alanin1 kontrol etmek, asir1 dozlarin Oniine ge¢mek, tarim alanlarmin daha verimli
kullanilmasini saglamak amagli kullanilir [2]. Eczacilikta ilaglarin toksisitesini azaltmak,
ilacin aktif olacag1 bolgede salimini saglayarak yan etkilerin dniine ge¢mek, ¢esitli tedaviye
yardimc1 maddeler veya ilaglar1 birlikte kullanmak amagli kullanilir [3]. Gida
mithendisliginde gidalarin insan sagligmma olumlu etkilerinin korunmasi, raf Smriiniin
uzatilmasi ve oksidasyondan korunmasi amacgl kullanilmaktadir [4]. Kimya alaninda
ornegin kozmetik sanayide kullanilan kozmetik tirlinlerinin uzun siireli islemler ve yiiksek
sicakliktan korumak vb. amaglarla kullanilmaktadir [5]. Tip alaninda 6rnegin gerekli
hormonlarin biyoyararlanimini ve etkinligini artirmak amaclh kullanilmasi gibi bir¢ok 6rnek

mevcuttur [6].

Cesitli kanser tedavilerinde bazen ilaglarin tasinmasi bazen de antikanserojen etkisi oldugu
bilinen maddelerin veya ekstrelerin mikrokiire teknolojisiyle gerekli oldugu bdélgenin

hedeflenmesinde kullanilmistir.

Etken madde tasiyicisi olarak biiyiikk 6nem arz eden mikrokiirelerin olusturulmasinda
biyobozunur polimerler yaygin olarak kullanilmaktadir. Biyobozunur polimerler

mikroorganizmalar tarafindan biyodegradasyona ugrayarak CHs, CO2, H>O, humus vb. gibi



kismen cevreye zararsiz birlesiklere doniisiirler [7]. Biyobozunur polimerlere 6rnek olarak
jelatin, guar gum, aljinat, ligninler, adhezyon proteinleri, seliiloz, dekstran, kitosan, poli
laktik asit (PLA), poli kapro lakton (PCL), poli hidroksi alkanat (PHA) tercih edilmektedir.

Bunlarin arasinda sodyum aljinat (NaCsH70s) dogal bir biyobozunur polimerdir.

Sodyum aljinat 1,4-B-d-mannuronik ve a-l-glukuronik asitlerden olusan dogrusal bir
polisakkarit aljinik tiirevidir. Aljinatlar, biyouyumluluk ve jellesme kolaylig1 da dahil olmak
tizere uygun 6zellikleri nedeniyle biyomedikal bilim ve miihendislikte ¢ok tercih edilen bir
biyomateryaldir. Yara iyilesmesi, ila¢ verme ve doku miihendisligi uygulamalarinda
dokulardaki hiicre dig1 matrislere yapisal benzerlige sahiptir ve ¢esitli kritik roller oynamak

icin manipiile edilebilir yapida olduklarindan 6zellikle dikkat ¢ekici olmustur [8].

Enkapsiilasyonu hedeflenen gallik asit, ¢esitli gidalarda bulunan bir organik asittir ve gliglii
bir antioksidan olarak bilinir. Yaban mersini, ceviz, elma, keten tohumu gibi bitkiler ve
caylarin hepsi gallik asit igerir. Ayrica gallik asit kuru findik, sumak, mese agaci kabugu,
cesitli bitkiler ve otlarda da bulunur. Gallik asit damar biiziilmesini saglayan astringent ve

aci tada sahip bitkilerin polifenolleri olan tanenlerin bir parcasi olarak da bulunur.

Gallik asidin bir¢ok kanser tiiriinde (16semi, kolon, beyin, rahim agzi, 6zofagus, melanoma,
pankreas, agiz i¢i, prostat, mide, meme, akciger) sitotoksik etki gosterdigi kanitlanmistir [9-

20].

Bu calismada gallik asidi tasiyan, onun kontrollii salimina izin veren ve biyoaktif
Ozelliklerini koruyan, hidrofilik dogal bir biyopolimer sodyum aljinat etken maddeyi
enkapsiile etmek icin kullanilarak mikrokiireler olusturulmustur. Polimerin ¢apraz
baglanmasinda kalsiyum kloriir (CaClz) kullanilmistir. Kontrollii salinima imkan saglayan

mikrokiirelerin olusturulmasinda su-yag-su emiilsiyon yontemi kullanilmisgtir.

Literatiirde gallik asidin mikrokiirelerden salimini inceleyen ¢aligsmalar mevcuttur fakat bu
tez ¢aligmasinin digerlerinden farki ilk kez su-yag-su emdiilsiyon yontemi kullanilarak
enkapstilasyon gergeklestirilmistir. Ek olarak enkapsiilasyon sonrasi enkapsiile edilen gallik

asidin antioksidan ve antikanserojen 6zellikleri de incelenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kontrollii Salim Sistemleri

Kontrollii salim sistemleri, etken maddenin konsantrasyonunu sabit tutabilmek, klasik
metotlardaki yiiklenen dozun fazlaligindan kaginmak veya yetersizliginin 6niine ge¢gmek
amagcl tiretilmis bir sistemdir [3]. Temel prensibi ilacin biyofarmasdotik, farmakokinetik ve
farmakodinamik 6zelliklerini optimize etmektir 6yle ki yan etkileri ve doz sikligin1 azaltarak
en uygun yolla ve ilacin diisiik miktarini kullanarak kisa stirede iyilesme ile etkinligi en {ist
diizeydedir (Cizelge 2.1.) [21-23]. Ilk kontrollii salim sistemi formiilasyonu, Smith Kline &

French tarafindan 1952'de dekstroamphetamin (Dexedrine®) taginmasi ile yapilmaistir.

Kontrollii salim sistemleri tarim, eczacilik, gida miihendisligi, tip ve kimya alanlar1 gibi
bir¢ok alanda kullanilmaktadir. Tarimda topraktaki besin miktarinin kontrolii ve kimyasal
giibrelerin zararli etkilerinin 6niine gegme amaciyla giibrelemede [1] ve pestisitlerin etki
alanin1 kontrol etmek, asirt dozlarin oniine gegmek, tarim alanlarmin daha verimli
kullanilmasini saglamak amagli kullanilir [2]. Eczacilikta ilaglarin toksisitesini azaltmak,
ilacin aktif olacagi bolgede salimini saglayarak yan etkilerin 6niine gegmek amacli kullanilir
[3]. Gida miihendisliginde gidalarin insan sagligina olumlu etkilerinin korunmasi, raf
Omriiniin uzatilmasi ve oksidasyondan korunmasi amacli kullanilmaktadir [4]. Kimya
alaninda 6rnegin kozmetik sanayide kullanilan kozmetik tiriinlerinin uzun siireli islemler ve
yiiksek sicakliktan korunmasi amaciyla kullanilmaktadir [5]. Tipta ¢esitli tedavilerde gerekli
hormonlarin biyoyararlanimini ve etkinligini artirmak amacli kullanilmasi gibi bir¢ok 6rnek

mevcuttur [6].



Cizelge 2.1. Kontrollii salim sistemlerinin klasik tedavilerle karsilastirilmast

Kontrollii Salim Sistemlerinin Avantajlar1 | Klasik Tedavi Yontemlerinin Dezavantajlart

Salinimi1 istenen  bolgeye Ozgl | Bolgeye 6zgi degildir, saglikli hiicreler de
hazirlanabilir etkilenir.

Etkin doz enkapsiile edilerek gerekenden | Etkin dozun etki etmesi gereken bdlgeye
fazla doz kullanimi 6nlenmis olur. ulagabilmesi i¢in fazla doz kullanilir.

Uzun O6miirlii, biyouyumlu/biyobozunur, | Etken madde miktarinin tekrarlanmasi
dayaniklilik, proses kosullarindan | gerekir.

korunma ve aktivite kayiplart onlendigi
icin tekrarlar minimuma iner.

2.1.1. Kontrollii salim sistemlerinin siniflandirilmasi

Kontrollii salim sistemlerinin bir¢ok siniflandirmasi mevcuttur. Salim mekanizmasina gére

degerlendirildiginde 3 ana baslik altinda incelenmesi miimkiindiir:

1- Difilizyon kontrollii sistemler
2- Kimyasal kontrollii sistemler

3- Coziiciiniin harekete gecirdigi sistemler

Diflizyon kontrollii sistemlerde enkapsiile edilen madde suda ¢dziinmeyen bir polimer ile
olusturulmus sistemden difiizyon mekanizmasi ile kontrollii salinir. Bu sistem iki sekilde
kurulabilir. Ilki bir gézenekli ince zar benzeri polimerden bir yap1 olusturularak sistemin
merkezinde etken madde hapsedilir. Sistem hedef bolgeye gonderildiginde viicut sivisi
sistemin merkezine difiizlenerek etken maddeyi ¢6zer ve hedeflenen bolgeye difiizlenir
(Sekil 2.1.). Boyle sistemlere membran, depo veya rezervuar tipli sistemler denir. Bundan
farkli olarak etken madde polimerde ¢oziinmiis de olabilir. Hedef bolgedeki sivi etken
maddeyi ¢ozerek difiizyon mekanizmasiyla sistemin digina alabilir (Sekil 2.2.). Boyle

sistemlere de matris (monolitik) sistem denir [24].




Sekil 2.1. Membran sistemlerin sematik gdsterimi

Sekil 2.2. Matris sistemlerin sematik gosterimi

Kimyasal kontrollii sistemlerinde salim, polimerin erozyona ugramasiyla (Sekil 2.3.) veya
asil1 zincir sistemlerde polimerle etken madde arasindaki bozulabilir baglarin bozulmasiyla

gerceklesmektedir (Sekil 2.4.).
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Sekil 2.4. Asili zincir sistemlerin sematik gosterimi

Coziiciiniin harekete gecirdigi sistemler iki sekilde incelenir. lki sisme kontrollii sistemler,
polimerin sismesiyle etken maddenin ortama salindig: sistemlerdir (Sekil 2.5.). Digeri ise
osmotik kontrollli sistemler olan suyun ya da ortamdaki sivinin etken maddenin i¢inde

bulundugu yar1 gecirgen membrandan girerek ¢oziinmesiyle kontrollii salimin saglandigi

sistemlerdir (Sekil 2.6.).




Sekil 2.5. Sisme kontrollii sistemlerin sematik gosterimi

H_______.,La.zerle agilmy delik

Yan gegirgen membran

Sekil 2.6. Osmotik kontrollii sistemlerin sematik gosterimi

2.1.2. Kontrollii salim sistemlerinin kullanim alanlari

Kontrollii salim sistemleri tip, eczacilik, gida, tarim ve hayvancilik gibi ¢esitli alanlarda

cesitli amagclarla kullanilmaktadir.

Tip alaninda cesitli olumlu etkisi bilinen molekiillerden biyoyararlanimi ve onlarin

etkinligini artirmak amagli kullanilmaktadir.



Chaurasia ve arkadaslar1 2006°da yayinladiklar1 ¢alismalarinda metotreksat igeren guar
sakiziyla kaplanmis kolon bolgesinde bolgesel salim ile karakterize mikrokiireler
gelistirmistir. Emiilsifikasyon metodu kullanilarak ve ¢apraz baglayici olarak gluteraldehit
kullanilmis bu mikrokiirelerin kolon bdlgesine yeterli miktarda metotreksat tasidigi ve
bunun kolorektal kanserin kemoterapisi icin etkili potansiyel bir sistem oldugu in vivo

caligsmalarla gosterilmistir [25].

Wary ve arkadaslarinin 2014 yilinda yayinladiklar1 ¢alismalarina gére gallik asit tasiyan
kitosanla enkapsiile edilmis mikrokiirelerin birlestirildigi kollajen bir matrisin bolgesel
uygulamalarda iyilestirici bir ajan olarak kullanilabilecegi kanitlanmistir. Bu c¢alismada
gallik asidin antioksidan ve antimikrobiyal 6zelliklerinin korundugu ve hiicrelerde toksik
etki yaratmadig1 gosterilmistir. Gelistirilen sistemin yara iyilesmelerinde timit vadeden bir

biyomateryal oldugu ifade edilmistir [26].

Maestrelli ve arkadaslarinin 2015°te yayinladiklar1 ¢alismalarinda kolon kanserinde anti-
inflamatuar etkisi bilinen ketoprofenin antioksidan 6zelligi bilinen askorbik asitle
kombinasyonu Caco-2 hiicre serisinde kullanilmak tizere mikrokiireler olusturulmustur. Bu
olusumda hidrofilik biyopolimer olan pektin, aljinat ve kitosan cesitli sekillerde
kullanilmistir. Sonug olarak toksisite problemi agilmig giivenli mikrokiireler gelistirilmis ve
ketoprofenin askorbik asitle birlikte kullanim1 i¢in giiglii bir tasima sistemi olarak boyle

polimerik mikrokiirelerin kullaniminin miimkiin oldugu gosterilmistir [27].

Eczacilik alaninda yapilan calismalarda ilaglarin etkinligini artirmak, bolgesel tedaviyi
saglamak ve olumlu etkileri bilinen molekiillerle kombinasyonu ile biyoyararlanimi artirmak

yoniinde ve daha nice amaglarla kontrollii salim sistemleri kullanilmaktadir.

Muvaftak ve arkadaslarinin 2004°te yayinladiklari ¢alismalarinda kolsisinin kontrolli salimi
icin su-yag-su emiilsiyon yontemi kullanilarak jelatinle kapli, gluteraldehit ile c¢apraz
baglanmis mikrokiireler olusturulmustur. Capraz baglayici kosullar1 degistirilerek salim
kontrol edilmistir. MCF-7 (Insan meme adenokarsinoma hiicre hatt1), HeLa (Insan serviks
kanseri hiicre hattr) ve H-82 (Insan kiiciik hiicreli akciger kanser hiicre hatt1) hiicre hatlarinda
sitotoksisitesi kontrol edilen bu mikrokiirelerin bolgesel kemoterapi uygulamasi i¢in umut

vadeden sistemler oldugu bildirilmistir [28].



Olukman ve arkadaslarinin 2012°de yayinladiklar1 ¢alismalarinda bir kanser ilaci olan 5-
Fluorourasili i¢eren mikrokiireler olusturulmustur. Bu olusturulan mikrokiirelerden ilacin
salimi1 farkli ¢apraz baglayicilarla ve kullanilan polimerlerin farkli oranlariyla kontrol
edilmistir. Boylelikle hedef olmayan bolgelerde salimi azaltilmig ve ilaci kanda terapotik

diizeyde tutabilmeyi saglamis bir sistem gelistirilmistir [29].

Zhang ve arkadaslarinin 2018°de yayinladiklar1 ¢alismalarinda antikanser aktivitesi bilinen
paklitaksel molekiilii ¢ift emiilsiyon ¢6ziicii buharlastirma metodu kullanarak PLGA
mikrokiireleri i¢ine enkapsiile edilmis ve kanser terapilerindeki etkisi hem in vitro hem in
vivo degerlendirilmistir. Sonug olarak olusturulan sistemin tiimorii inhibe edebilecek, ilag
uygulama sikligini azaltacak ve ilacin yan etkilerini azaltacak koétii huylu glioma igin umut

vadeden bir tedavi hizmeti sunabilecegi ifade edilmistir [30].

Gida, tarim ve hayvancilikta toprak verimini artirma, pestisit kullanimini azaltma, kimyasal
glibrelerin zararl etkilerinin 6niine geg¢ilmesi, gidalarin raf dmriiniin uzatilmasi, gidalardan

en iyi biyoyararlanimi elde etme vb. amaglarla kontrollii salim sistemleri kullanilmaktadir.

Bora ve arkadaslarinin 2018°de yayinladiklari ¢alismalarinda kontrollii salim sistemi olarak
mikrokiireler, probiyotiklerin tasinmasinda kullanilmistir. Peynir alt1 suyu protein izolat1 ve

fruktooligosakkaritler farklt oranlarda kullanilarak Lactobacillus acidophilus ve

Lactobacillus casei probiyotikleri dondurularak kurutulup mikroenkapsiile edilmistir. Bu iki

probiyotik ideal bir besin kaynagi olan muz tozu i¢ine dahil edilmistir. Sonug olarak elde
edilen sistem 4°C’lik depolama kosulunda canliligin1 korumus, gastrointestinal kosullar
altinda serbest hiicrelerden anlamli bir sekilde daha fazla enkapsiile edilen bakteri hiicresinin
mevcut oldugu belirlenmis. Boylelikle olusturulan mikrokapsiillerin canli probiyotik
bakterilerin hayatta kalmasini ve bagirsak icine giivenle taginmasini saglamak i¢in umut

verici bir sistem oldugu sonucuna varilmistir [31].

Beshbishy ve arkadaslarinin 2019°da yaymladiklar1 ¢alismalarinda Babesia ve Theileria
parazitlerine karsi etkili bir as1 olmamasindan otiirli antioksidan, antibakteriyel ve
antimalarial etkileri bilinen bir polifenol elajik asidi B-siklodekstrinle nanopartikiiller haline
getirilerek agir antiprotozoal ilaclar yerine alternatif bir antiparazitik ajan olarak

kullanilmistir. Sonuglar Madin-Darby sigir bobrek (MDBK), fare embriyonik fibroblast
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(NIH/3T3) ve insan st deri fibroblast (HFF) hiicre kiiltiirti sitotoksisite ¢aligmalariyla da
desteklenmistir [32].

Niizawa ve arkadaslart 2019°da yayinladiklar1 calismalarinda dogal astaksantinin
enkapstilasyonunu gerceklestirmistir. Bu molekiil mikroalglerden temin edilmektedir ve E
vitamini veya f-karoten'den daha gii¢lii bir antioksidan molekiil olup yliksek kararsizlikta
olmasi nedeniyle fonksiyonel gida gelistirilmesi uygulamalarini sinirlamaktadir. Bu nedenle
mikroenkapsiilasyon teknolojisine basvurulmustur. Astaksantin aljinat ile dig jelasyon

yontemi uygulanarak enkapsiile edilmis, ¢apraz baglayici olarak CaCl, kullanilmistir [33].

2.2. Mikrokiireler

Mikrokiireler, etken maddenin partikiiller i¢inde 1-1000 pm partikiil buyikligi ile
molekiiler veya makroskopik seviyede dagildigi bir veya daha fazla karisabilir polimerin

stirekli fazindan olusan yapilardir [34].

Mikroenkapsiilasyon, bir polimer matris icine biyoaktif bir maddenin veya maddelerin
hapsedilmesi temeline dayanan, enkapsiile edilen maddelerin maruz kalacag1 endiistriyel
stireclerde bozulmadan ve antioksidatif etki gibi sahip olduklar1 bircok biyoaktif 6zellikleri
azalmadan veya yok olmadan, etkili olacagi bdlgeye ulasmasini saglayan bir yontemdir
(Sekil 2.1.). Geleneksel veya hemen salinan formlarina alternatif olarak kontrollii dozaj
formlarinin her zaman daha etkili olduklar1 kanitlanmistir. Bu formlar yan etkileri en aza
indirmek, faydalari en iist seviyeye ¢ikarmak, bir etken maddeyi viicuda 6nceden belirlenmis
bir sekilde vermenin sayisiz avantajini sunmaktadir. Son zamanlarda mikrokiireler ilaglari,

asilari, antibiyotikleri ve hormonlar1 kontrollii bir sekilde tasimakta gérevlendirilmistir [21].

< > Yag fazi  Sufazi
1

Sekil 2.7. Su-yag-su emiilsiyon yontemi sematik gosterimi
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Bu teknoloji ile,

Maddelerin hedef olmayan bélgelerde ¢oziinmesi minimuma indirilerek yan etkiler veya
gereksiz madde kayiplari azaltilmakta, istenen bolgede uygun dozda ulasmasi istenen
maddenin ulagabilmesi i¢in alinan fazla doz miktar1 engellenmektedir. Ayni zamanda
hazirlanma siireglerinde tasinan madde c¢evre kosullari nedeniyle bozulmalardan veya

aktivite kayiplarindan da korunmaktadir.

Mikrokiire teknolojisi bolgeye 6zgii aktivite i¢in kullanilarak yiiklenen maddenin sadece
istenilen bolgede ¢ozlinmesini hedef alir. Cesitli kanser tedavilerinde bazen ilaglarin
taginmasi bazen de antikanserojen etkisi oldugu bilinen maddeler veya ekstrelerin mikrokiire

teknolojisiyle sadece tedavinin gerekli oldugu bolgenin hedeflenmesinde kullanilir.

Ideal mikrokiirelerin 6zellikleri soyledir:

e {lacin makul dozdaki bir miktarini tasryabilme,

e Hazirlanan mikrokiirenin klinik olarak kabul edilebilir raf 6émrii ve stabilitesi,

e Enjeksiyon i¢in sulu tasiyici sistemlerde kontrollii parcacik biiytikliigi ve dagilabilirlik,
e Genis bir zaman araliginda aktif ajanin saliminin iyi bir kontrolii,

e Kontrol edilebilir bir biyobozunurluk ile biyouyumluluk,

¢ Kimyasal modifikasyona duyarlilik [35].

2.2.1. Mikrokiire tiirleri

Mikrokiire tiirleri agagidaki gibidir [21, 35, 36]:

Biyoadhezif mikrokiireler

Hedef bolgeye yapisarak, uzun siireli etken madde salimini saglayan mikrokiirelerdir [37].
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Manyetik mikrokiireler

Embolik okliizyon {iretmeksizin (4 wm’den daha kiigiik) kapiller araciligiyla dolagmaya
yetebilecek kadar kiiciik siiper molekiiler partikiillerdir. Ayrica 0,5-0,8 tesla manyetik alan
ile bitisik dokularin i¢ine siiriiklenebilen ve mikro damarlarda kontrol edilebilecek
ferromanyetik duyarli mikrokiirelerdir. Sulu tasiyicilarla taginir ve 16-18 numara igneler ile

enjekte edilebilir boyutlarda kapsiillenmis kiiresel serbest akisl parcaciklardir [38].

Yiizen mikrokiireler

Midede cok iiniteli dozaj formlarinin homojen dagilimi nedeniyle ve tahris riskini
azaltmalari nedeniyle dikkat ¢ekmektedir. Yalnizca midede ¢6ziinen ilaglarin giiglendirilmis
absorbsiyonunu saglar. Gastrik sivilarda ylizme kabiliyetli, istenilen ila¢ konsantrasyonunu

uzun siireli saglayan mikrokiirelerdir [39].

Radyoaktif mikrokiireler

Cevre dokulara zarar vermeden hedef bolgeye giden arterlere enjekte edilen alfa, beta ve

gama yayicilar gibi yiiksek doz radyasyon tasiyan radyoaktif mikrokiirelerdir [40].

Polimerik mikrokiireler

Dogal polimerik mikrokiireler

Nisasta vb. biyobozunur, biyouyumlu ve biyoadhezif dogada bulunan dogal polimerlerin
kullanildigr mikrokiirelerdir. Yiiksek sisme 6zelligi gosterirler, boylece mukoza ile temas
ettiginde kalma siiresi uzayarak jellesme goriiliir. Etken madde salim hiz1 ve kapsami
polimer konsantrasyonu ve salim paterni ile kontrol edilir. Etken madde salimini1 kontrol
etmek zor olsa da mikrokiire bazli uygulamalarda genis uygulama alani1 saglar. Dogal
polimerler; albiimin, jelatin, kollajen vb. polimerin i¢inde bulundugu proteinler, agaroz,
aljinat, nisasta vb. polimerin i¢inde bulundugu karbonhidratlar ve polidekstran, polinisasta
vb. polimerlerin i¢inde bulundugu kimyasal olarak modifiye edilmis karbonhidratlar olarak

3 grupta incelenebilir [36].
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Sentetik polimerik mikrokiireler

Biyouyumlu ve giivenli olmalar1 nedeniyle sentetik polimerler sismeye yardimci ajanlar,
dolgu maddesi, embolik partikiiller ve ilag tasiyict araglar olarak klinik uygulamalarda
kullanilmaktadir. Temel dezavantajlari hedet bolgeden uzaklasma potansiyelleri, emboli ve
organ hasar1 olusturma riskleridir. Sentetik polimerler laktitler, glikolitler ve onlarin
kopolimerlerini, poli alkil siyano akrilatlar, polianhidritler vb. birgok polimerin i¢inde yer
aldig1 biyobozunur/biyouyumlu ve akrolein, epoksi polimerler, glisidil metakrilat vb.

polimerlerin gruplandirildig1 biyobozunur/biyouyumlu olmayanlar olarak iki grupta toplanir
[36].

2.2.2. Mikrokiire olusturma yontemleri
Mikrokiirelerin etken maddeyi hapsedebilme ve onun kontrollii salimi saglamasindaki

basarisinda kullanilan polimerler ve hangi metodun kullanildig1 biiyiik 6nem tagimaktadir.

Mikrokiireler bir¢ok farkli yontemle olusturulabilir (Sekil 2.8.) [41, 42-45].
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Sekil 2.8. Mikrokiire olusturma yontemleri

2.2.3. Mikrokiirelerin avantajlar1 ve dezavantajlar

Mikrokiirelerin avantajlarini s6yle siralayabiliriz [35]:

o Zayif ¢ozuntrliklii maddelerin ¢ozlintirliigiinii gliclendirmek i¢in partikiil boyutu
azaltilabilir.

o Siirekli ve uzun siireli terapotik etki saglar.

e Kanda uygun dozun siirekliligini saglar.

e Doz ve toksisitesi azdir.
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e Bozunma ve etken madde saliminda kontrol edilebilir degisiklikler saglar.

o Kiiresel sekli ve kiigiik boyutlariyla enjekte edilebilirlik saglar.

e Fotolitik ve enzimatik yikim gibi ¢evresel etmenlerden taginan etken madde korunur.

e Tedavide kullanilan ilacin alim sikligini azaltarak tedavi siirecine uyumu kolaylastirir.

e Tedavide kullanilan ilagtan en iyi yararlanimi kazandirir ve yan etkilerin insidansini ve
yogunlugunu azaltir.

e Mikrokiirelerin morfolojisi ila¢ salim ve degredasyonunda kontrol edilebilir bir ¢esitlilik
saglar.

e Bazi etken maddelerin aci veya istenmeyen tatlarimi kati polimer bir yilizey ig¢ine
hapsedilmis s1vi form seklinde olusturulan halleriyle maskeler.

e Bazi etken maddelerin sahip oldugu tahris edici etkiden gastrointestinal sistemi korur.

e Biyobozunur mikrokiireler, daha biiyiik polimer implantlara gore, implantasyon ve

implant1 s6kme asamalar1 gibi cerrahi prosediirler gerektirmediginden daha avantajlidir.

Mikrokiirelerin dezavantajlarini sdyle siralayabiliriz [35]:

e Standart formiilasyonlardan, kontrollii salim sistemlerinin hazirlanma siirecleri ve
materyaller daha yiiksek maliyetli.

e Polimer matris ¢evresel faktorlerden etkilenir.

e Polimere plastiklestiriciler, stabilizorler, dolgu maddeleri vb. eklenir.

o Tekrarlanabilirlik azdir.

o Sicaklik, pH, ¢oziicli eklenmesi, buharlastirma/coktiirme gibi degisen proses kosullari
enkapsiile edilen ¢ekirdekteki maddenin stabilitesini etkileyebilir.

e Is1, hidroliz, oksidasyon, solar radyasyon ve biyolojik ajanlara cevap olarak {iretilen

polimer matrisin degradasyon tiriinleri ¢evreyi etkiler.

2.2.4. Mikrokiirelerde sodyum aljinatin kullanilmasi

Kimyasal olarak aljinatlar 1,4-f-d-mannuronik ve a-l-glukuronik asitlerden olusan dogrusal
bir polisakkarittir (Sekil 2.9.) [46]. Molekiil formiilii (C¢H7NaOg)n veya CsHoNaO7
seklindedir. Molekiiler agirligir 216,121 g/mol’diir. Sodyum Aljinat (NaAlg), selatlama
aktivitesi ile birlikte kahverengi alglerin hiicre duvarlarindan 6ziitlenen zamk ve aljinik

asidin sodyum tuzu formudur. Sekil 2.9.’da NaAlg eldesinde kullanilan bir kahverengi alg
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Laminaria digitata gosterilmistir [47]. Sekil 2.10.°da NaAlg’in polimer yapisi, Sekil

2.11.”de molekiiler yapist gosterilmistir [46, 48]. NaAlg’in CaCl; ile olusturdugu yumurta-
kutusu (egg-box model) modeli Sekil 2.12.’de gosterilmistir [49].

Sekil 2.10. NaAlg ile olusturulan polimerin yapist M (mannuronik asit), G (glukuronik asit)
[46]
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Sekil 2.11. NaAlg’in molekiiler yapisi [48]
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Sekil 2.12. Kalsiyum ve aljinatin olusturdugu etkilesimin sematik gosterimi [49]

Aljinat, biyouyumluluk ve jellesme kolayligi da dahil olmak tizere uygun o6zellikleri
nedeniyle biyomedikal bilim ve miihendislikte ¢ok tercih edilen bir biyomateryaldir. Yara
iyilesmesi, ilag verme ve doku miihendisligi uygulamalarinda dokulardaki hiicre dist
matrislere yapisal benzerlige sahiptir ve ¢esitli fonksiyonlar kazandirmak amaci ile manipiile

edilebilir yapida olduklarindan 6zellikle ¢ekici olmustur [8].

NaAlg, transdermal ve transmukozal ilag tagima sistemlerinde viskozite artist i¢cin ¢ok yonlii
fonksiyonel biyomateryal, stabilizor, matriksleme ajani, enkapsiilasyon polimeri,

biyoadhezif ve film yapic1 materyal olarak kullanilmaktadir [50].
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NaAlg’in ¢oziintirliigli soguk suda yavasga gerceklesir, viskoz bir form, kolloidal bir ¢6zelti
olusturur. Alkolde ve agirlikca %30’undan daha fazla alkol bilesimi i¢eren hidroalkolik
soliisyonlarda ¢oziinmez. Diger organik ¢6ziiciilerde de ¢6ziinmez. Kloroform, eter ve pH
3’lin altindaki asit ¢ozeltilerin %1°lik distile su soliisyonu yaklasik 7.2 pH degerine sahiptir
[S1].

Aljinatlara satin alinabilir yiyecekler olarak, ultra saf olarak veya arastirmalarda kullanilmak
tizere farkli sekillerde ulasilabilir. Ila¢ tasiyici uygulamalarda en &nemli faktor
biyouyumluluk ve malzemenin immiinojenligidir. Aljinat immiinojenitesi i¢in iki ana katk1
saglayict aljinatlarda bulunan mitojenik kontaminantlar ve kimyasal kompozisyonudur.
Bunlar sitokin salinimi ve enflamatuar etki gibi yan etkilerin tek sorumlusudur. Sitokin
tiretimini aktive eden aljinatin glukuronik asit yoniinden zengin olan formlaridir. Aljinatlarin
kan ile etkilesimde bulundugunda hemolizi azaltti1 ve minimum sitotoksik etki gosterdigi
bilinir. Aljinik asitin miktar1 ve saflig1 onun biyouyumlulugunu ve giictinii belirler. Fakat

glukuronik asidin biyouyumlulugu tartisma konusudur [51, 52].

2.3. Polifenoller ve Gallik Asit

2.3.1 Polifenoller

Polifenoller birden fazla fenol grubu tasiyan bilesiklerdir. Polifenoller, bitki kimyasallarinin
sekonder metabolitlerinden olup en biiylik grubudur ve bir¢ogu bitki bazli gidalarda bulunur
(Sekil 2.13.). Diyet polifenolleri, insan sagligindaki rolleri nedeniyle beslenme uzmanlari,
gida bilimcileri ve tiiketiciler arasinda biiyiik ilgi gormiistiir. Son yillarda yapilan
arastirmalar polifenollerin dejeneratif hastaliklarin, 6zellikle kanserler, kardiyovaskiiler
hastaliklar ve nérodejeneratif hastaliklarin 6nlenmesinde roliinti kuvvetle desteklemektedir
[53, 54]. Polifenoller, asir1 reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) neden oldugu oksidatif strese
kars1 bir savunma olarak antioksidan vitaminlerin ve enzimlerin fonksiyonlarini tamamlayan
ve islevlerine katkida bulunan giig¢lii antioksidanlardir. Polifenollerin antioksidan
aktivitesinin kanitlarinin ¢ogu in vitro ¢alismalara dayanmasina ragmen, artan kanitlar, in
vivo antioksidan fonksiyonlarinin 6tesinde bir sekilde etki edebildiklerini gostermektedir.
Meyveler, sebzeler, kepekli tahillar ve cay, cikolata ve sarap gibi diger yiyecek ve icecek

tiirleri, polifenollerin zengin kaynaklaridir. Polifenollerin bitkilerde cesitliligi ve genis
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dagilimi, dogal olarak olusan bu bilesiklerin siniflandirilmasinda farkliliklara yol agmigtir

[55].

Bitki kimyasallar1
\
|
Primer Metabolitler Sekonder Metabolitler
Aminoasitler Nitrojen iceren
Yaglar Nitrojen ve siilfiir icerenler
Karbonhidratlar Terpenoidler
Proteinler Polifenolikler
Taninler Fenolik asitler Kumarinler  Flavonoidler Lignanlar Ligninler
Yogunlagmis taninler
Gallotaninler
e (Qallik asit

Sekil 2.13. Bitki kimyasallarinda GA’nin yeri

Polifenollerin biyosentezi, GA gibi fenolik asitlerin sikimat yolagr metabolitleri oldugu
dustniilmektedir (Sekil 2.14.). Flavonoidler gibi kompleks polifenollerin biyosentezi,

plastid ve mitokondriyal tiirevi ara maddeler yoluyla birincil metabolizmaya baghdir [55].

Polifenoller 1s1, 151k ve oksijenden etkilenebilir [55].

Polifenoller, bitkilerin kendilerini diger organizmalardan korumak i¢in tirettikleri ikincil
metabolitlerdir. Diyet polifenollerinin insan sagliginda 6nemli roller oynadig1 gosterilmistir.
Polifenoller bakimindan zengin meyve, sebze ve tam tahil alimi, kanser, kardiyovaskiiler
hastalik, kronik enflamasyon ve bir¢cok dejeneratif hastalik gibi birgok kronik hastaligin

riskini diigtirmiistiir [53, 54]. Son ¢aligsmalar, bu hastaliklarin ¢ogunun reaktif oksijen ve azot
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tiirlerinden oksidatif stres ile ilgili oldugunu ortaya koymustur. Fitokimyasallar, 6zellikle
polifenoller, C vitaminden ziyade meyvelerin toplam antioksidan aktivitelerine en ¢ok katki
yapan faktordiir [56]. Polifenollerin, bir elektron veya hidrojen atomu bagislayarak serbest
radikalleri no6tralize edebilen giiglii antioksidanlar oldugu bulunmustur. Polifenoller serbest
radikallerin olusumunu baskilar, boylece aktif tiirlerin ve serbest radikallerin onciillerinin
olusumunu engelleyerek veya etkisizlestirerek oksidasyon oranini azaltir. Daha sik olarak,
bunlar lipit peroksidasyon zincir reaksiyonlarinin dogrudan zincir temizleyicileri (zincir
kiricilar) gorevi goriir. Zincir kiricilar serbest radikallere bir elektron bagislayarak,
radikalleri notralize eder ve kendilerini stabil (daha az reaktif) radikal haline getirir, bdylece
zincir reaksiyonlarint durdurur [57-59]. Radikal temizlemeye ek olarak, polifenoller ayrica
metal selatdrler olarak da bilinir. Fe?* gibi gecis metallerinin selatlanmasi dogrudan Fenton
reaksiyon hizini azaltabilir, boylece yiiksek reaktif hidroksil radikallerinin neden oldugu
oksidasyonu onleyebilir [58, 60]. Polifenoller tek baslarina etki etmez. Polifenollerin aslinda
bir ko-antioksidan gorevi gordiigii ve esansiyel vitaminlerin yenilenmesinde rol oynadigi
bulunmustur [61]. Polifenoller, sirasiyla hidroperoksitleri, hidrojen peroksit ve siiperoksit
anyonlarin1 pargalayan ve ksantin oksidaz gibi enzimlerin ekspresyonunu engelleyen
glutatyon peroksidaz, katalaz ve sliperoksit dismutaz gibi antioksidan enzimleri

indiikleyebilir [62].

Flavonoidler gibi polifenoller gastrointestinal kanaldan emilebilse de insan dokularindaki
plazma konsantrasyonlar1 kismen hizli metabolik aktivite nedeniyle diisiiktiir, genellikle 1

umol / L'den azdir [55, 63-66].

COOH O0H COOH

f’/\ NADP' 7 « j//\k NADP'

R | — ———
|

= NG | /\ ™. 2

HO OH 0 OH 1o Y om HO
OH OH OH OH
Sikimik Asit Dehidroksi Sikimik Asit Dehidroksi Sikimik Asit, Enol Form Gallik asit

Sekil 2.14. GA’nin bitkilerde biyosentezi [67]
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2.3.2. Gallik asit

Bir polifenol olan gallik asit (GA; 3,4,5-triphydroxyl-benzoic acid), 6zellikle ¢ilek, {iziim
gibi kirmiz1 meyveler, muz, ananas, limon, elma kabugu, giivercin agaci gibi yiyecekler ile

cikolata, kirmiz1 ve beyaz sarap gibi islenmis yiyeceklerde bulunmaktadir [9-11].

Gallik asit, 3,4 ve 5 pozisyonlarinda hidroksil grubu bagli olan bir trihidroksi benzoik asittir.
Damarlar1 biiziicti bir etki gosteren, siklooksijenaz-2 inhibitorii, bir bitki metaboliti,
antioksidan, neoplastik ajan, insan ksenobiyotik metaboliti, arasidonat 15-lipoksijenaz
inhibitorii ve apoptoz indiikleyicisidir. Gallatin bir konjuge asidir. Molekiil formiilii C7HsOs
veya C¢Ho(OH)3;COOH seklindedir. Molekiil agirligr 170,12 g/mol. Yapist Sekil 2.15.te
gosterilmistir [68].

Sekil 2.15. Gallik asit molekiil yapisi

GA tannik asitlerin hidroliziyle elde edilebilir. Farkli yan gruplarla farkli farmakolojik,
farmakokinetik, farmakodinamik etkilere sahip olabilir. GA’nin ester tiirevleri Cizelge

2.2.’de gosterilmistir [9, 69].
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Cizelge 2.2. Gallik asit ester tiirevleri

Gallatlar (-R)

Gallik asit (-H)

Metil (-CHs)

Etil (-(CH,)-CH)
Propil (-(CH2)2-CH3)
Biitil (-(CH2)3-CH3)
Pentil (-(CH2)4-CH3)
Hekzil (-(CH2)s-CHa)
Heptil (-(CH2)s-CHs)
Oktil (-(CH2)7-CHa)
Desil (-(CH2)9-CH3)
Undesil (-(CH2)10-CHs)
Dodesil (-(CH2)11-CH3)
Tetradesil (-(CH2)13-CHs)
Hekzadesil (-(CH2)15-CHs)
Oktadesil (-(CH2)17-CHs)

Cok etkili bir antioksidan olan GA, ¢esitli kanser tiirlerinde 6nemli bir sitotoksik etki
gosterir. GA normal hiicrelere karsi az sitotoksik etki gostermesi ve kanser hiicrelerine karsi
gosterdigi yiiksek toksik etki nedeniyle 6nemli bir dogal biyoaktif gida bilesenidir [9, 12-15,
70].

GA’nin I6semi, prostat kanseri, akciger kanseri, meme kanseri, mide kanseri, kolon kanseri,
rahim agz1 kanseri ve 6zofagus kanseri [9, 10, 15-17], melanoma kanseri [9], pankreas
kanseri [20], agiz i¢i tiimorleri [13] ve beyin tiimori [14, 18] hiicreleri lizerinde olumlu

etkileri oldugu g6zlenmistir. Bu nedenle kanser tedavilerinde odak noktas1 haline gelmistir.

GA’nin bazi kanser tiirlerindeki etkileri Cizelge 2.3.’te gosterilmistir [11, 71]. GA kanser
hiicreleri lizerinde antikanser aktivite gostermesiyle birlikte ¢ok iyi bir radikal stipiiriici,
kanser gelisimini engelleyici ve kotii huylu kanser hiicrelerine doniisimii Onleyici
aktiviteleri de vardir [15]. GA antikanser 6zelligine ek olarak metal varliginda pro-oksidan

ozelligi de tasimaktadir [11]. GA-apoptoz iliskisi ii¢ farkli nedene baglanmstir; intraseliiler
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Ca*? artis1, ROS ve mitokondrial islev bozuklugu. GA kanser hiicrelerine bu kadar sitotoksik
etki gosterirken normal hiicrelere hi¢ veya ¢ok diistik sitotoksiktir [10]. GA’nin kanser

gelisimini 6nlemede etkili oldugu baz1 yolaklar Sekil 2.16.’te gosterilmistir [11].

DNA Sentezi 1 inflamasyon l

N

dATP & dGTP | Prostoglandin seviyesi|

N

Riboniikleotit rediiktaz COX inhibisyonu

N

GSH Tikenmesi «——— (GA —» Aktif p53—s p21—+ G1/5 ve G2/M hicre

W dangiisii arrest
ROS seviyesi I / \

.
/ Fas/Fasl. aktivasyonu Bax/Bcl-2 | Apoptoz
Mitokondrial islev bozuklugu 4
./ Maifiaussz8 Mitokondriyal membran potansiyeli l Aktif kaspaz 3, 9
Hiicre 8limil l I
Aktif kaspaz 3

Gozeneklerin gecirgenlik Sitokrom ¢ salimi

(Yiiksek iletkenlik durumu) |
Apoptoz /

iyon ve su akisi (Mitokondride)

Sekil 2.16. GA’nin kanser gelisimini 6nlemede etkili oldugu baz1 yolaklar
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Cizelge 2.3. Gallik asidin bazi kanser tiirleri tizerindeki etkileri

Kanser Hiicre Hatti Hiicre Tipi Gallik Asidin Etkisi
KATO III Mide kanseri Apoptoz

COLO 205 Kolon adenokarsinom Apoptoz

3T3L1 Adiposit Apoptoz
DU145 Prostat kanseri Apoptoz

22Rvl1 Prostat kanseri Apoptoz

Calu-6 Akciger kanseri Apoptoz

A459 Akciger kanseri Apoptoz

HeLa Rahim agzi kanseri Apoptoz

us7 Glioma hiicreleri Anti-anjiojenik
U251n Glioma hiicreleri Anti-anjiojenik
HL-60 Losemi Anti-proliferatif
HT-29 Kolon kanseri Apoptoz

Caco-2 Kolon adenokarsinom Apoptoz

Literatiirde GA’nin anti-kanser 6zelligine ek olarak;

Antioksidan [9, 10, 13, 18, 72],
Antienflamatuar| 18],
Antidiyabetik [18],
Antianjiojenik, [12]
Antimelanogenik [12],
Antibakteriyel [73],

Antiviral [73, 9],

Antifungal [9],

Antialerjik,

Antitilser [9, 18],

Antimutajenik [11] etkileri ve

Yara iyilesmesinde olumlu etkileri [19] oldugu da gosterilmistir.
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2.3.3. Gallik asit tasiyan kontrollii salim sistemleri

GA’nin bilinen ¢ok 6nemli biyoaktif 6zelliklerini korumak, bunlara ek olarak diisiik yari-
Omiir ve viicuttan hizlica atilma nedenlerinden dolay1 bu aktif 6zelliklerden yararlanabilmek
icin viicuda sik uygulanma gereksiniminden dolay1 biyoyararlanimi artirmak i¢in birgok
calismada kontrollii salim sistemlerinin gelecek vadeden bir sistem oldugu vurgulanmistir

[74].

Singh ve arkadaglarin 2011 yilinda yaymladiklart c¢alismalarinda GA, ¢oziict
buharlastirma yontemiyle fosfotidilkolin ile enkapsiile edilmistir. Olusturulan
mikrokiirelerin karakterizasyonunda FTIR, DSC, X-RPD, SEM analizleri kullanilmistir.
GA’nin enkapsiilasyon verimi yaklasik %89,1 olarak tespit edilmis. Olusturulan kompleksin
GA’dan biyoyararlanimi artirmak i¢in Onerilebilecegi, yalniz in vivo caligmalarla da

desteklenmesi gerektigi vurgulanmistir [74].

Medina-Torres ve arkadaslar1 2013 yilinda yayinladiklari ¢alismalarinda GA’nin sprey
kurutma yontemi kullanarak enkapsiilasyonunu gerceklestirmistir. Enkapstilasyonda
polimer olarak Opuntia ficus indica bitkisinden elde ettikleri nopal miisilaj kullanilmistir.
Karakterizasyonunda PSD (Parcacik biiyiiklugti dagilimlari), DSC, SEM analizleri
gergeklestirilmis. Enkapsiile edilen GA’nin %65°ini 2,47 giinde salan bir sistem
gelistirilmistir [75].

Da Rosa ve arkadaglarinin 2013°de yayinladiklar1 ¢aligmalarinda GA’nin kitosan, beta-
siklodekstrin ve ksantan olmak {izere 3 farkli polimerle mikroenkapsiilasyonu
gergeklestirilmis. Mikroenkapsiilasyonda liyofilizasyon metodu kullanilmistir. Olusturulan
mikrokiirelerin karakterizasyonunda FTIR, SEM, DSC, TGA (Termogravimetrik analiz)
kullanilmistir. Olusturulan enkapsiilasyon sonucunda GA’nin antioksidan aktivite kaybi
gostermedigi ve {i¢ farkli polimerden en verimli mikrokiire eldesinin kitosan ile saglandigi

ifade edilmistir [76].

Neo ve arkadaglarinin 2013°te yayinladiklar1 calismalarinda GA elektrospin yontemi
araciligiyla dogal bir polimer olan zein proteiniyle enkapsiile edilmis. Olusturulan kompleks
liflerin karakterizasyonu XRD, DSC, ATR-FTIR, TGA ile gerg¢eklestirilmis. GA’nin

antioksidan o6zelliginin tayininde DPPH metodu kullanilmistir. Sonu¢ olarak gida
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endiistrisinde kullanim alani bulabilen kapsiillenmis fonksiyonel bilesen olusturduklarini

bildirmislerdir [77].

Wary ve arkadaslarinin 2014°te yayinladiklar1 c¢alismalarinda GA’nin  kitosan ile
mikrokiireleri olusturulmus ve onlar kolajen bir matrisle birlestirilerek kronik yaralar i¢in
bir kontrollii salim sistemi elde edilmesi amaglanmistir. Olusturulan mikrokiirelerin
karakterizasyonunda DSC ve FTIR analizleri kullanilmis, hemolitik analiz, MTT ile
sitotoksik analiz, Fenton ajaniyla antioksidan analiz, disk difiizyon metoduyla anti-
bakteriyel analiz gerceklestirilmis, sonug olarak kitosan-GA kolajen matrisin biyofiziksel ve
biyokimyasal 6zellikleriyle birlikte incelediklerinde yara iyilesmelerindOe kullanilmasinda

umut verici biyoozelliklere sahip oldugu ifade edilmis [78].

Dorniani ve arkadaslarinin 2016°da yayinladiklar1 ¢calismalarinda kanser terapileri i¢in GA
tasiyan grafen oksit nanotastyicilar gelistirilmis, karakterizasyonunda XRD, FTIR, Raman
Spektroskopisi, HRTEM (Yiiksek Coziintirliklii Transmisyon Elektron Mikroskobu)
analizleri kullanilmigtir. Olusturduklart nanokompozit normal fibroblast hiicreleri ile
biyouyumlu oldugu ve karaciger kanseri (HepG2) hiicreleri tizerinde antikanser aktivite

gosterdigi ifade edilmektedir [79].

Ayta¢ ve arkadaslar1 2016°da gida tirtinlerinin raf dmriinii artirmak i¢in bir gida ambalaj
malzemesi olarak ve genel gida Kkalitesini arttirmak amaciyla GA/CD (Gallik
asit/Siklodekstrin) tasiyan nanofiberler hazirlamiglardir. Karakterizasyonunda XRD, NMR
(Niikleer manyetik rezonans), SEM analizleri yapilmistir. Bu ¢alismada GA’nin salimini ve
antioksidan aktivitesini incelemislerdir. Nanofiberler elektrospin metoduyla hazirlanmis
antioksidan aktivite DPPH metoduyla 6l¢tilmiistiir. Arastirma bulgularina gére bu kompozit
GA’nin antioksidan aktivitesi korunmada basarili olmus, GA’nin nanofiber halinin GA’nin

serbest hali kadar radikal siiptirmede etkili oldugu ifade edilmistir [80].

Shrivastava ve arkadaslarinin 2016°da yayinladiklar1 ¢alismalarinda ¢oziicli buharlagtirma
metodu kullanarak Eudragit polimeriyle olusturulmus GA tasiyan mikrokiireler
olusturulmustur. Mikrokiirelerin  karakterizasyonunda FTIR ve SEM analizleri
kullanilmistir. Mikrokiire boyutu 31,65-40,15 pum arasinda degisen, tutuklama verimi

%55,96-76,54 arasinda degisen mikrokiireler elde edilmistir [81].
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Alonso ve arkadaglarinin 2016’da yayinladiklar1 c¢aligmalarinda bir kozmetik kumasg
yapiminda GA’nin enkapsiile edildigi mikrokiireler kullanilmistir. Bu enkapsiilasyonda
poly-g-kaprolakton (PCL) polimeri kullanilmigtir. Mikrokiire olusturulmasinda ¢oziicii
buharlagtirma metodu (su-yag-su c¢ift emiilsiyon) kullanilmistir. Ciltte bolgesel
uygulamalarda GA’nin antioksidan aktivitesi kullanilmasi amaglanmig ve olusturulan
mikrokiirelerin gomiildigii kozmetik kumas insan goniilliiller tzerinde uygulamasi
gergeklestirilmigtir.  Sonuclarin  GA'min  insan stratum corneum tabakasinda lipit
peroksidasyonunu inhibe ettigi ifade edilmistir ve uzun uygulama periyotlari ile boyle
kumaslarin cildin foto koruma kapasitesinin dogal yontemlerle arttirilmasi saglanabilir

oldugu ifade edilmektedir [82].

Li ve arkadaslarinin 2016°’da yayinladiklar1 ¢alismalarinda elektrosprey yontemiyle GA
yiiklii kalsiyum aljinat boncuklar elde edilmis. Olusturulan boncuklarin boyutlart 5 kV’de
1156mm, 7.5 kV’de 400 mm, 10 kV 200 mm oldugu ifade edilmistir. Boncuklarin
karakterizasyonunda DSC, ATR-FTIR analizleri kullanilmis, olusturulan kiirelerin mide
ortaminda bagirsaktan daha hizli salim yaptigr ve GA gibi fenolik bilesikler i¢in umut

vadeden bir tagima sistemi oldugu ifade edilmistir [83].

Rosman ve arkadaslar1 2018°de yaymladiklar1 ¢alismalarinda GA tastyan A549 (Insan
akciger kanser hiicre hatt1), MCF-7 ve HT-29 kanserlerine karsi manyetik nanokompozitler
gelistirmistir. GA bu ¢alismada polietilen glikol ile kaplanmis ardindan demir oksit ile
baglanmistir. Olusturulan manyetik nanopartikiillerin karakterizasyonunda XRD, DLS
(Dinamik 1s1k sagilimi) analizleri gerceklestirilmistir. Kanser hiicrelerinde sitotoksik etki
MTT analiziyle gergeklestirilmis. Olusturulan nanokompozitlerin normal fibroblast
hiicreleriyle biyouyumlu oldugu gosterilmistir. Calisma sonucunda serbest GA’dan daha iyi

antikanser aktivite gosterdikleri bulunmustur [84].
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3. MATERYAL/METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Kimyasal maddeler

Mikrokiire olusum asamasinda kullanilan NaAlg ve Tween-80 Fluka firmasindan; Gallik
asit ve CaCly Merck’den; parafin Aklar Kimya firmasindan; Na;HPO4, NaH2POs, hekzan ve
propanol Carlo Erba Reagent firmasindan temin edilmistir. Etanol ISOLAB Chemicals

firmasindan temin edilmistir.

3.1.2. Cihazlar

Rigol Ultra 3600 UV/Visible spektrofotometre cihazi kalibrasyon g¢alismalarinda, verim
analizi ve salim ¢alismalarinda miktar belirlemede ve antioksidan analizinde DPPH radikali

stiptirme kapasitesini 6l¢mek i¢in kullanilmistir.

Medline BS-21 marka ¢alkalamali su banyosu cihazi, tutuklama verimi ve salim

calismalarinda gerekli ortam1 saglamak i¢in kullanilmaistir.

Etiiv olarak Binder redLine cihazi kullanilmistir. Bu cihaz olusturulan mikrokiirelerin

kurumasi i¢in gereken ortami saglamak i¢in kullanilmistir.

Manyetik karistirict olarak Biosan Magnetic Stirrer MSH-300 cihazi kullanilmigtir. Bu cihaz
mikrokiirelerin  olusturulmast asamasinda polimer ve GA igeren ¢dzeltilerin
karistirllmasinda, tiim deney asamalarinda gereken c¢ozeltilerin  olusturulmasinda

kullanilmastir.

Hana pH211 microprocessor pH meter cihazi salim ¢aligmalar1 sirasinda gereken pH’nin

ayarlanmasi agsamasinda kullanisgtir.

XRD analizleriyle mikrokiirelerin ve GA’nin X- Isin1 kirinimi verilerini elde etmek i¢in

ODTU Merkez Laboratuvarindan Rigaku Ultima-IV X Isim Kirmmimi ve Gazi Universitesi
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Fotonik Arastirma ve Uygulama Merkezi XRD Laboratuvarindan GNR APD 2000 Pro XRD

cihazlar kullanilarak hizmet alim1 ile gergeklestirilmistir.

DSC analizleri i¢in ODTU Merkez Laboratuvarindan Perkin Elmer Diamond Diferansiyel

Taramal1 Kalorimetri Cihazi kullanilarak hizmet alimi ile gerceklestirilmistir.

SEM analizleri ODTU Merkez Laboratuvarindan Quanta 400F Field Emission SEM Cihazi

kullanilarak hizmet alimi ile gergeklestirilmistir.

FTIR analizleri Gazi Universitesi Fotonik Arastirma ve Uygulama Merkezinden Bruker

Vertex 80V Cihaz kullanilarak hizmet alimi ile gergeklestirilmistir.

3.2. Metot

Mikrokiire hazirlama ¢alismalarinda su-yag-su emiilsiyon ¢apraz baglama yontemi ile sivida
olgunlastirma metodu kullanilarak bos ve GA/NaAlg oran1 1/1, 1/2, 1/4, 1/8 olmak {izere 4
farkli oranda mikrokiireler olusturulmustur. Olusturulan farkli orandaki mikrokiireler 15, 30
ve 45 dk. olmak tizere 3 farkli ¢capraz baglayici siiresine maruz birakilmistir. Mikrokiirelerin
kiire verimi ve tutuklama verimi analizler gerceklestirilmistir. Mikrokiirelerin denge sisme

degerleri ve ¢apraz bag yogunlugu hesaplanmistir, salim profilleri incelenmistir.

Mikrokiirelerin karakterizasyonunda DSC, XRD, FTIR, SEM analizleri kullanilmistir.
Enkapsiile edilen GA’nin biyoaktif 6zelliklerinden antioksidan aktivitesi i¢in DPPH,

antikanser aktivitesi icin MTT analizi yapilmistir.

3.2.1. Kalibrasyon ¢alismalar:

Bu ¢alismada GA’nin miktar tayini i¢in dncelikle spektrofotometre cihazinda 200-400 nm
dalga boylar1 arasinda tarama yapilmistir. Daha sonra belirlenen en yiiksek absorbansin
goriildiigli dalga boyu baz alinarak 0,25-16 mg/LL. GA soliisyonlarinin absorbanslar

Olciilerek kalibrasyon egrisi olusturulmustur.
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3.2.2. Mikrokiirelerin hazirlanmasi

Mikroenkapsiilasyonda kullanilmak {izere dogal bir polimer olan NaAlg’in %2’lik distile su
ile hazirlanmis soliisyonu olusturulmustur. 2 gr NaAlg 100 mL distile su igerisinde manyetik

karistirict ile karistirilarak hazirlanmagtir.

Mikrokiirelerin ¢apraz baglanmasinda kullanilmak tizere CaCl> nin distile su ile hazirlanmig
%5°lik soliisyonu olusturulmustur. 5 g CaCl, 100 mL distile su igerisinde tam olarak

coziinebilmesi icin manyetik karistiriciya birakilmaistir.

10 mL NaAlg (%?2) soliisyonu i¢ine Cizelge 3.1.”de miktarlar1 verilmis olan oranlarda GA
eklenmistir ve karisim homojen hale gelmesi i¢in manyetik karistiricida yaklasik 30 dk.
karistirilmigtir. Karisim tizerine 30 mL parafin ve 5 damla Tween 80 damlatilmistir.
Yaklasik 15 dk. manyetik karistiricida karistirilmistir. Karigimin iizerine ¢apraz baglayict

olarak 10 mL CaCl (%5) ¢6zeltisi eklenmistir.

Farkli ¢apraz baglayici siirelerine maruz birakilan karisim organze kumas tizerine yayilarak
strastyla propanol, hekzan ve dH>O ile yikanmigtir. Olusan mikrokiireler cam saat tizerine

toplanarak 24 sa. 37°C etiivde inkiibe edilmistir (Sekil 3.1.).

~9%5 CaClz
%2 NaAlg + GA ?
i
./ ¥
Manyetik Kanistinc Yikama Asamasi
. ® 20
— i — 3 — .-‘ e e”
P - NSt e~
e o | { \ . g uls"
] + Sl — 37°C EtOvde Kuruma

Yag Faz

Sekil 3.1. Kullanilan mikrokiire olusturma ydnteminin asamalarinin sematik gosterimi

24 saat sonra kuruyan mikrokiireler cam saatten toplanarak hassas terazi aracilig ile tartilip
(T) ktre verimleri hesaplanmistir. % Kiire verimi (%KV) Es. 3.1. kullanilarak

hesaplanmustir.
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T
% KV = leOO (3.1.)

T: Sabit tartima gelen mikrokiire agirlig

Mikrokiirelerin hazirlanma kosullar1 Cizelge 3.1.” de gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Mikrokiirelerin hazirlanma kosullar1 (GA/NaAlg; A: 1/1, B: 1/2, C:1/4, D:1/8,
E: Bos NaAlg kiireleri)

Formiilasyon | GA/NaAlg Oram Capraz Baglama

No. (W/w) GA (mg) NaAlg (g1 Stiresi (dk)
Al 1/1 200 200 15
A2 1/1 200 200 30
A3 1/1 200 200 45
B1 1/2 100 200 15
B2 1/2 100 200 30
B3 1/2 100 200 45
C1 1/4 50 200 15
C2 1/4 50 200 30
C3 1/4 50 200 45
D1 1/8 25 200 15
D2 1/8 25 200 30
D3 1/8 25 200 45
El NaAlg (Bos kiire) 0 200 15
E2 NaAlg (Bos kiire) 0 200 30
E3 NaAlg (Bos kiire) 0 200 45

3.2.3. Tutuklama verimi calismalari

Olusturulan her mikrokiire formu i¢in tutuklama verimi hesaplanmistir. Tutuklama verimi
Olctimleri i¢in olusturulan mikrokiireler 37°C ayarlanmig ¢alkalamali su banyosunda distile
su icinde 2 saat inkiibe edilmistir. Daha sonra 37°C’de salim i¢in ¢alkalamali su banyosuna

birakilmistir. Sonuglar UV  spektrofotometresi kullanilarak 210 nm dalga boyunda
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Olctilmistiir. Bu ol¢timde elde edilen absorbans karsiligindaki GA miktar1 kalibrasyon
egrisinde yerine koyularak deneysel GA miktar1 hesaplanmistir (D). % Tutuklama verimi

(%TV) hesaplanirken Es. 3.2. kullanilmistir.
% TV =2x100 (3.2)

D: Deneysel GA miktar1

T: Teorikte mikrokiirelerde bulunan GA miktari
3.2.4. Salim ¢ahismalari

Uygun salim ortami1 kan pH degeri i¢in pH: 7.4 ortami olusturulmustur. Kan pH degerine
uygun olmasi i¢in hazirlanan pH 7.4 tamponu i¢in [HPO47]: 0,05 M ve [H2PO4]: 0,0314 M

karisim kullanilmistir.

En yiiksek %TV’nin elde edildigi D1 (1/8 GA/NaAlg ve 15 dk. CaCl: ile capraz baglanmis
mikrokiireler) ve en yiiksek %KV nin elde edildigi D2 (1/8 GA/NaAlg ve 30 dk. CaCl, ile
capraz baglanmis mikrokiireler) formiilasyonlu mikrokiirelerin kontrolli salim1 pH:7.4’de
37°C’ye ayarlanmis ¢alkalamali su banyosunda ger¢eklestirilmistir. Salim soliisyonundan 5,
10 ve 15 dakika araliklarla alinan numuneler spektrofotometrik olarak 210 nm dalga

boyunda 6l¢tilmiistiir.
3.2.5. Mikrokiirelerin denge su icerigi tayini

D1 (1/8 GA/NaAlg ve 15 dk. CaCl, ile ¢apraz baglanmis mikrokiireler) ve D2 (1/8
GA/NaAlg ve 30 dk. CaCly ile capraz baglanmis mikrokiireler) formiilasyonlu
mikrokiirelerin denge su igerikleri 6l¢tilmiistiir. Olusturulan mikrokiireler 37°C sicakliga
ayarlanmig etiivde 24 sa. kurutulduktan sonra agirliklar1 6l¢iilmiistiir (Wk). Sonrasinda bu
mikrokiireler 24 sa. distile su i¢cinde bekletilip yiizeyindeki tiim su uzaklastirildiktan sonra

tekrar agirlig: Slgiilerek (Ws) hesaplanmistir.

Ws—Wk
o X 100 (3.8)

% Denge Su icerigi =
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Ws: Sismis mikrokiirelerin agirlig

Wk: Kuru mikrokiirelerin agirligt

3.2.6. Capraz bag yogunlugu hesabi

En verimli mikrokiire olarak belirlenmis D2 (GA/NaAlg: 1/8 ve 30 dk. ¢apraz baglanmis

mikrokiireler) formiilasyonlu mikrokiirelerin ¢apraz bag yogunlugu hesaplanmistir. Bu

hesapta Flory Rehner esitligi kullanilmistir.

Px =d + Mc

Px: Capraz bag yogunlugu

d: Mikrokiirenin yogunlugu

Mc: Molekiil agirlig

_ (P2-P0)+(P1-P0)
- G+P2-P3

d X G

PO: Bos piknometre agirligi

P1: Su dolu piknometre agirligi

P2: Aseton dolu piknometrenin agirlig

P3: Aseton, mikrokiire ve piknometrenin agirligi
G: Kuru mikrokiirenin agirligi

d: Mikrokiirenin yogunlugu

[vzmys—(Y2m),

Mc = V1 x P2 x
—In(1-V2m)+V2m+ x12 xV2m?2

V1: Suyun hacmi
P2: dkiire
¥ 12: Polimerin etkilesim parametresi

V2m: Polimerin denge hacmi kesri

(3.3)

(3.4)

(3.5)
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V2m = —2° (3.6)
VeglxP2

WO0: Kuru mikrokiirenin agirligi
Vegl: Denge sisme hacmi
P2: dkiire

V2m: Polimerin denge hacmi kesri

W0 . Ws—Wo
Vegl = > + -

(3.7)

Vegl: Denge sisme hacmi

WO0: Kuru mikrokiirenin agirligi
P2: dkiire

P1: Coziiciiniin hacmi (su)

Ws: Sigmis mikrokiirenin agirlig

3.2.7. Diferansiyel taramali kalorimetre (DSC) analizi

Etken maddenin termal 6zelliklerinin analizi i¢in yapilan DSC analizi 1s1 akis miktarindaki
farki ya da numune ile bir referans arasindaki sicaklik farkimi &lger. Olgiim sonuglari
endotermik ya da ekzotermik siirecler esnasindaki 1s1l degisiklikleri igeren fiziksel veya
kimyasal degisimler hakkinda bilgi verir [85, 86]. Bu analiz ile numunelerin camsi gegis

sicakligr (Tg) belirlenmistir.

ODTU Mer-Lab’da hizmet alim1 ile DSC analizleri gerceklestirilmistir.

3.2.8. Fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopi (FTIR) analizi

IR 1sinimlariyla uyarilan molekiillerdeki titresimleri 6lgen bu FTIR tekniginde numuneye
gonderilen IR 1smimu belirli dalga boylarinda emilir ve numunedeki kimyasal baglarin

uyarilarak titresmesine neden olur. Her fonksiyonel grubun kendine 6zgii spektrumu ile

molekiil hakkinda bilgi sahibi olunmaktadir [87, 88].
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FTIR analizi Gazi Universitesi Fotonik Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde hizmet alim1

ile FTIR analizleri gerceklestirilmistir.

3.2.9. X-Isim difraktometre (XRD) analizi

XRD analizi 1912 yilinda Von Laue tarafindan kesfedilmis ve her materyalin kendine 6zgii
olan X-1s1m1 difraksiyonu ile fiziksel 6zelliklerinin tayinine dayanir. Bir maddenin toz
difraksiyonuyla, hatlarin konumlar1 (0, 20) ve siddetlerinden yararlanilarak tanimlanir.

Difraksiyon acist kristallerin diizlemler arasindaki mesafesiyle belirlenir [89].

XRD analizi Gazi Universitesi Fotonik Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde hizmet alinu

ile gerceklestirilmistir.

3.2.10. Taramah elektron mikroskopi (SEM) analizi

Bir numuneye gonderilen elektronlarin yiizey ile etkilesiminden sonrasi olusan sinyallerin
toplanip yiiksek ¢oziintirliiklii gortintli incelenmesine dayanir. 1930 yilinda Manfred

Ardenne tarafindan kesfedilmis. [90].

SEM analizi ODTU Mer-Lab’da hizmet alim ile gerceklestirilmistir.

3.2.11. Antioksidan aktivite calismalari

Antioksidan aktivite Ol¢limlerinin amaci mikroenkapsiilasyon uygulamasinin GA
antioksidan aktivitesine etkisinin belirlenmesidir. Bu ¢alismada DPPH radikali (Sekil
3.2.)’nin siipliriilme aktivitesi 6l¢tilmiistiir. Bu siiplirme aktivitesi reaksiyonu sematik olarak

Sekil 3.3.’te gosterilmistir.

Serbest ve kararli bir radikal olan DPPH radikalini siipiirme etkinliginin 6l¢timii i¢in D2
formiilasyonlu mikrokiireler (0,1 g mikrokiire, ~5 mg GA) 30dk salim ortamina
birakilmistir. Salinan soliisyon 517nm dalga boyunda absorbans o6l¢lilmiistiir. Blois’in

1958°de yayiladig1 protokol takip edilmistir [91].



37

Q = Q o
& o AT o
H .

Sekil 3.2. Serbest DPPH radikali [92]
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Sekil 3.3. Bir serbest radikal (X) ile DPPH’in reaksiyonu [92]

DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikali yakalama kapasitesinin 6l¢iilmesi amaciyla 0,05
mg/mL etanolde ¢oziinmiis DPPH reaktifi eklenip hizlica karistirllmistir. 517 nm’ de GA

standart alinarak spektrofotometrik 6l¢tim yapilmistir [91].

3.2.12. Sitotoksisite calismalar:

GA yiklii mikrokiirelerin sitotoksisite ¢alismast MTT analizi Mevkim Makine Kimya
Biyoteknoloji Ankara Ofisi’'nden hizmet alimi ile gergeklestirilmistir. MTT analizinin
temeli, igerisinde bulunan sar1 renkli tetrazolyum tuzlarimin canli hiicrelerin
mitokondrilerindeki dehidrojenaz aktivitesiyle indirgenerek mor renkli formazana
dontismesidir (Sekil 3.4.). Bu doniisiim neticesinde olusan renk degisimi spektrofotometrik
olarak 570 nm dalga boyunda ol¢iilebilmektedir. Tetrazolyum halkasinin kirilabilmesi
yalnizca canli hiicrelerdeki mitokondriyel aktivite ile olmasi, canli ve 6lii hiicreler arasindaki

ayrimi saglamaktadir [93, 94]. GA yiikli mikrokiirelerin Caco-2 kolon kanseri {izerine
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sitotoksik etkileri MTT ((3-(4,5-Dimetilthiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum bromid)

metodu ile belirlenmistir.

- [

N | Mitokondrial

— N?'%(,N e o
© # .
ITT

Br

N Formazan

Sekil 3.4. MTT reaksiyonu [94]
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Gallik Asit Kalibrasyon Egrisi

GA’nin UV-Vis spektrumunu elde etmek amaciyla 200-400 nm dalga boyu arasinda yapilan
taramasi sonucuyla elde edilen grafik Sekil 4.1.°de gosterilmistir [95]. Bu dalga boyu
taramasi ile belirlenen en yiiksek absorbansin saglandigi 210 nm dalga boyuna goére elde

edilmis olan kalibrasyon egrisi Sekil 4.2°de gosterilmistir [96, 97].

0,7 i f
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|
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190 210 230 250 270 200 310 330
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0 200 209 210 220 230 240 260 270 280 300 400

Dalga boyu

Sekil 4.1. GA UV-Vis spektrumu
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Sekil 4.2. Gallik asit kalibrasyon egrisi

4.2. Gallik Asit Yiiklii Mikrokiirelerin Verim Hesabi

%5 oraninda CaCl, ile capraz baglanmis GA yiikli NaAlg polimeriyle olusturulan
mikrokiirelerin % Kiire verimi (%KV) sonuglar1 Es. 3.1 kullanilarak hesaplanmistir. Elde
edilen sonuglar Cizelge 4.1.’de verilmistir. Elde edilen mikrokiirelerin kiire verimleri
%15,55-80,27 arasinda degismektedir. %KYV ile elde edilen kiirelerin polimer orani arttik¢a
verim oraninin da arttigini goriilmektedir. Tablo incelendiginde en verimli mikrokiirenin
GA/NaAlg orani 1/8 olan ve ¢apraz baglayiciya 30 dk. maruz birakilmis formiilasyonla (D2)
elde edildigi goriilmektedir.
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Cizelge 4.1. Hazirlanan mikrokiirelerin verimi

Formiilasyon No. | GA/NaAlg oran1 | Capraz baglayici siiresi (dk) | Kiire verimi (%)
Al 1/1 15 30,95
A2 1/1 30 15,55
A3 1/1 45 56,55
B1 1/2 15 28,5
B2 1/2 30 51,63
B3 1/2 45 39,53
Cl 1/4 15 70,36
C2 1/4 30 53,92
C3 1/4 45 56,00
D1 1/8 15 21,29
D2 1/8 30 80,27
D3 1/8 45 73,91

4.3. Mikrokiirelerde Gallik Asidin Tutuklanma Verimi

Mikrokiirelerde GA % tutuklanma verimi (%TV) Es. 3.2. kullanilarak hesaplanmustir.
Sonuglar Cizelge 4.2.°te gosterilmistir. Tabloda 1/8 GA/NaAlg oran1 saglandiginda
tutuklama veriminde g6zle goriiliir bir artis gériilmektedir. Bu sonuglara gore GA’y1 en iyi
tutuklayan D1 formiilasyonlu mikrokiireler oldugu goriilmektedir. Ardindan D2 ve D3

formiilasyonlu mikrokiirelerin tutuklama verimleri birbirlerine yakin olarak belirlenmistir.

Elde edilen mikrokiirelerin tutuklama verimleri %11,26-72,64 arasinda degismektedir.
Sonuglar incelendiginde GA’nin en yiiksek oranda hapsedildigi formiilasyon olarak; %80,27
% KV ve %46,84 %TV ile D2 formiilasyonlu mikrokiireler (1/8 GA/NaAlg ve 30 dk. ¢apraz

baglanma) oldugu belirlenmistir.
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izelge 4.2. Mikrokiirelerin % tutuklama verimi
Cizelg

Formiilasyon | GA/NaAlg | Capraz baglayici1 | GA | NaAlg Tutuklama Verimi

No. orani stiresi (dk) (mg) (mg) (%)
Al 1/1 15 200 200 15,70
A2 1/1 30 200 200 11,26
A3 1/1 45 200 200 11,53
B1 12 15 100 200 23,87
B2 1/2 30 100 200 15,06
B3 1/2 45 100 200 15,73
Cl 1/4 15 50 200 39,75
C2 1/4 30 50 200 29,39
C3 1/4 45 50 200 28,38
D1 1/8 15 25 200 72,64
D2 1/8 30 25 200 46,84
D3 1/8 45 25 200 48,55

Li ve arkadaslarinin 2016°da yayinladiklar1 ¢alismalarinda aljinat polimeri ile elektrosprey
metodu kullanilarak GA igeren boncuklar olusturulmustur. Olusturulan boncuklarin GA

yiiklenme kapasitesinin %33-50 oldugu bildirilmistir [83].

Babu ve arkadaslarinin 2007°de yayinladiklar: calismalarinda NaAlg ve metilseliiloz ile su-
yag emiilsiyon yontemi kullanilarak blend mikrokiireler hazirlanmistir. Caligsmalarinda elde

ettikleri mikrokiirelerin tutuklama verimleri %61,5-79,8 arasinda degismektedir [98].

4.4. Gallik Asidin Mikrokiirelerden Kontrollii Salimi

GA yiikli NaAlg polimeriyle olusturulmus mikrokiirelerin %5 oraninda CaCl; ile 15 dk.
capraz baglanmis D1 ve 30 dk. ¢capraz baglanmis D2 formiilasyonlu mikrokiirelerden salim
calismalar1 pH 7.4’te 37°C’de gerceklestirilmistir, elde edilen sonuglar Sekil 4.3.’te

gosterilmistir.



43

120,00
100,00 I —————
5000 e |

60,00 :

40,00

% Kimiulatif Salim

20,00 »

0,00
0 15 30 45 60 75 90 105 120 135

Dakika

—— D1 Formiilasyonlu Mikrokiire D2 Formiilasyonlu Mikrokiire

Sekil 4.3. Mikrokiirelerden GA’nin kiimiilatif salim grafigi

Grafik incelendiginde GA’nin D1 formiilasyonlu mikrokiirelerden salimimin ilk 60 dk.’da
%100 oranda gergeklestigi, D2 formiilasyonlu mikrokiirelerden ise ilk 60 dk.’da %80
oraninda salindigi, %100’e ise 90 dakikada ulasildigi goriilmektedir. Sonuglar
degerlendirildiginde D2 formiilasyonlu mikrokiirelerin D1 formiilasyonlulara gére daha

kontrollii bir salim performansi sergiledigi belirlenmistir.

4.5. Mikrokiirelerin Denge Su I¢erigi Tayini Sonuclari

D1 formiilasyonuyla hazirlanmis kuru mikrokiirelerin agirligit (Wk) 9 mg alinarak 24 sa
distile suda bekletildiginde olusan sigsmis mikrokiire agirligi (Ws) 88,09 mg elde edilmistir.
D1 formiilasyonlu mikrokiirelerin Es. 3.8.”¢ gore hesaplanan % denge su igerigi %878 olarak

belirlenmistir (Cizelge 4.3).

D2 formiilasyonuyla hazirlanmis kuru mikrokiirelerin agirlign (Wk) 3 mg alinarak 24 sa.
distile suda bekletildiginde olusan sismis mikrokiire agirligi (Ws) 7mg elde edilmistir. D2
formiilasyonlu mikrokiirelerin Es. 3.8.’e¢ gore elde edilen % denge su igerigi %133 olarak

bulunmustur (Cizelge 4.3).

Bu sonuclar D1 formiilasyonlu mikrokiirelerin D2 formiilasyonlulara gore daha ¢ok suyu
difiizleyerek daha ¢ok sistigini gostermektedir. Elde edilen sonuglar Sekil 4.3.°te gosterilen
salim verilerini destekleyerek D1 formiilasyonlu mikrokiirelerde meydana gelen daha hizli

salim1 aciklamaktadir.
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Cizelge 4.3. Mikrokiirelerin denge su igerigi

Formiilasyon no. |GA/NaAlg orani Capraz baglama stiresi Denge sisme orani
D1 1/8 15 dk %878
D2 1/8 30 dk %133

Babu ve arkadaslarinin 2007°de yayinladiklar1 calismalarinda NaAlg ve metilseliiloz ile su-
yag emiilsiyon yontemi kullanilarak blend mikrokiireler hazirlanmistir. Caligmalarinda elde

ettikleri mikrokiirelerin % Su igerikleri %251-398 arasinda degismektedir [98].

Li ve arkadaslarinin 2016°da yayinladiklar1 ¢alismalarinda aljinat polimeri ile elektrosprey
metodu kullanilarak GA igeren boncuklar olusturulmustur. Olusturulan boncuklarin % Su
igerikleri 1slak olduklarinda 9%91-96.2; kuru olduklarinda %723.4-%31,9 arasinda
degismektedir [83].

4.6. Mikrokiirelerin Capraz Bag Yogunlugu Sonuclari

D2 formiilasyonuyla hazirlanmig mikrokiirelerin ¢apraz bag yogunlugu Es. 3.3.-3.7.

kullanilarak hesaplanmustir.

Bos piknometre agirligi 20,7378 g ol¢iilmiistiir (P0). Su dolu piknometre agirligi 70,5600 g
Olctilmistiir (P1). Aseton dolu piknometre agirlign 60,2102 g olgiilmistiir (P2). Kuru
Olciilebilen en az mikrokiire agirligi 0,0029 g olgiilmistiir (G). Piknometrede aseton iginde
mikrokiire agirligi 60,2000 g oOl¢lilmiistiir (P3). Bu olgiimler sonucunda mikrokiirenin

yogunlugu (d) Es. 3.4. uygulanarak 0,1754 bulunmugtur.

Denge sisme hacmi 6l¢timii i¢in Es. 3.7. kullanilmistir. Bu 6l¢tim i¢in kuru 6l¢iilebilen en
az mikrokiire agirhg 0,0029 g olgiilmustir (W0). Bir gece suda bekletildikten sonra
tartildiginda mikrokiire 0,0257 g dl¢tilmiistiir (Ws). Suyun hacmi 1 alinmistir (P1). P2 olarak
dkiire ifade edilen Es. 3.4. uygulanarak bulunmus olan 0,1754°diir. Sonu¢ olarak denge

sisme hacmi 0,0393 olarak hesaplanmustir.

Polimerin denge hacmi kesrinin hesaplanmasti i¢in kuru 6l¢iilebilen en az mikrokiire agirlig

0,0029 g oletilmustiir (WO0). Denge sisme hacmi 0,0393 olarak hesaplanmistir (Vegl). P2
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olarak ifade edilen dkiire Es. 3.4. uygulanarak bulunmus olan 0,1754°diir. Sonug olarak

polimerin denge hacmi kesri 0,4207 olarak hesaplanmuistir.

Molekiil agirliginin hesaplanmasinda polimerin denge hacmi kesri Es. 3.6. uygulanarak
bulunmus olan 0,4207°dir. Coziicti olarak kullanilan suyun hacmi 1 alinmistir (V1). P2
olarak dkiire ifade edilen Es. 3.4. uygulanarak bulunmus olan 0,1754’diir. x12 ifade edilen
etkilesim parametresi sabit olup sodyum aljinat i¢in 0,597 alinmistir [99]. Bu degerler

kullanilarak Es. 3.5.”e gére molekiil agirligi (Mc) 0,088 olarak hesaplanmustir.

Capraz bag yogunlugu olusturulan mikrokiireler i¢in mikrokiirenin yogunlugunun molekiil
agirhigina orani seklinde ifade edilen Es. 3.3.’e gore capraz bag yogunlugu 1,99 mol/cm’
olarak hesaplanmistir. D2 formiilasyonlu mikrokiirelerin ¢apraz bag yogunlugu hesabi

sonuclar1 Cizelge 4.4.’te gosterilmistir.

Cizelge 4.4. Capraz bag yogunlugu sonuglari

Es. 3.3.

Px=dkiire+Mc

Dkiire Mikrokiirenin yogunlugu 0,1754
Mc Molekiil agirhig 0,088
Px Capraz bag yogunlugu 1,99
Es. 3.4.

d=((P2-P0)+(P1-P0))/(G+P2-P3)xG

PO Bos piknometre agirlig 20,7378
P1 Piknometre+ dH2O 70,56
P2 Piknometre+ sivi (mikrokiirenin ¢6ziinmedigi, aseton) 60,2102
P3 Piknometre+sivi+mikrokiire 60,2

G Kuru mikrokiire agirligi 0,0029
Dkiire Mikrokiirenin yogunlugu 0,1754
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Cizelge 4.4. (devam) Capraz bag yogunlugu sonuglari

Es. 3.5.

Me=V 1xP2x([(V2m)N(1/3)-(V2m/2)])/(-In7o} [(1-V2m)+V2m+ 12 x [V2m] ~2 ] )

Vi Solventin hacmi (su) 1

P> dkiire 0,1754
V2m Polimerin denge hacmi kesri 0,4207
Xi2 Interaction parameter (NaAlg) 0,597
Mc Molekiil agirhig 0,088
Es. 3.6.

V2m=W0/(VeglxP2)

Wo Mikrokiire agirhig 0,0029
Vegl Denge sisme hacmi 0,0393
Pr=dkiire | Mikrokiirenin yogunlugu 0,1754
Vom Polimerin denge hacmi kesri 0,4207
Es. 3.7.

Vegl=WO0/P2+(Ws-WO0)/P1

Wo Mikrokiire agirhig 0,0029
Ws Sismis mikrokiire (suda 1 giin bekletildi) 0,0257
Py Solventin (suyun) hacmi 1

P=dkiire | Mikrokiirenin yogunlugu 0,1754
Vegl Denge sisme hacmi 0,0393

Kondolot Solak ve Sanli 2010 yilinda yayinladiklar1 ¢aligmalarinda NaAlg ve poli vinil
prolidon (PVP) kullanarak su ve aseton karigimini ayirmak i¢in bir membran gelistirmistir.
Bu calismalarinda NaAlg/PVP oranm1 75/25 olarak kullandiklarinda elde ettikleri

membrandan ¢apraz bag yogunlugunu Flory Rehner esitligine gére 1,01x10 mol/cm?olarak
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hesaplamiglardir [100].

4.7. Mikrokiirelerin DSC Termogramlari

Mikrokiirelerin termal 6zelliklerinin analizi amaci ile GA’nin ve elde edilen mikrokiirelerin
DSC analizleri yapilmistir. GA’nin  DSC termogrami Sekil 4.4.°te verilmistir. Bu
termogramda GA’nin 266,47°C’de eridigi keskin endotermik bir pik ile goriilmektedir [74].

E2 formiilasyonlu mikrokiirelerin (30 dk. CaCl; ile capraz baglanmis GA icermeyen NaAlg
mikrokiireler) (a) ve D2 formiilasyonlu mikrokiirelerin (1/8 GA/NaAlg ve 30 dk. CaCl ile
capraz baglanmis mikrokiireler) (b) DSC termogramlar1 Sekil 4.5°da verilmistir.
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(Wig)
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Sekil 4.4. Gallik asit DSC termogrami
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Sekil 4.5. Mikrokiirelerin DSC termogramlari, (a) E2 formiilasyonlu mikrokiireler, (b) D2
formiilasyonlu mikrokiireler.
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D2 formiilasyonlu mikrokiirenin termogrami incelendiginde GA’nin termograminda
266,47°C’de goriilen endotermik pikin kayboldugu goriilmektedir. Ek olarak E2
formiilasyonlu mikrokiirede (30 dk. CaCl, ile ¢apraz baglanmis GA igermeyen NaAlg
mikrokiireler) Tg degeri yaklasik 110,94°C olarak, D2 formiilasyonlu mikrokiirede (1/8
GA/NaAlg ve 30 dk. CaCl: ile capraz baglanmis mikrokiireler) ise yaklasik 112,75°C olarak
hesaplanmigtir [83, 101]. Bu artistn D2 formiilasyonlu mikrokiire i¢inde GA’nin

hapsedilmesinden kaynaklandig1 degerlendirilmektedir.

4.8. Mikrokiirelerin FTIR Spektrumlar:

Her fonksiyonel grup kendine 6zgii FTIR spektrumuna sahiptir ve buna dayanarak
molekiillerin kimyasal yapist hakkinda bilgi sahibi olunabilmektedir. Mikrokiirelerin
kimyasal yapist hakkinda bilgi sahibi olmak i¢in yapilan FTIR spektrumlar1 Sekil 4.6.’de

verilmistir.
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Sekil 4.6. Mikrokiirelerin FTIR spektrumlari (% Gegirgenlik/Dalga boyu cm-1). (a) GA, (b)
NaAlg, (c) E2 formiilasyonlu mikrokiireler, (d) D2 formiilasyonlu mikrokiirelerin
FTIR spektrumlari.

Bu spektrumlarda 3000-3500 cm™’de gériilen bantlarm O-H grubuna ait gerilme bantlaridir
[76, 83].
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GA’nin FTIR spektrumunda yaklasik 3489-3263 cm’de goriilen spektrumlar O-H
gerilmeleri ve hidrojen baglar1 nedeniyle goriilmektedir [83]. 1604 cm™*de goriilen bant
C=0 bandina ait oldugu; 1421 cm™’de goriilen pikin aromatik zincire ait oldugu, 1261 cm
Pde goriilen pikin O-C-C grubuna ait oldugu, 1020 cm™’de gériilen pikin C-O gruplarina
aittir. Ek olarak 1026 cm™"de gériilen bant C-O bandina aittir. [76].

NaAlg’m FTIR spektrumlarinda goriilen 2924 cm™’de goriilen bant CHz grubuna aittir.
1593-1400 cm™de goriilen bantlar O-C-O grubuna aittir [101].

Mikrokiirelerde 3000-3300 cm™!*de goriilen bant O-H grubunu ifade etmekle birlikte yiiksek
miktardaki su miktarindan dolayr NaAlg’in spektrumundan oldukg¢a genis goriilmektedir
[83]. Mikrokiirelerin spektrumlarinda ise GA’nin 1604 cm™'’te bulunan karbonil grubu, D2
formiilasyonlu mikrokiirelerde 1587 cm™’de goriilmektedir. Bu bant E2 formiilasyonlu
mikrokiirelerde 1585 cm™’te bulunmaktadir [74, 76, 83, 101, 102]. Bu degisime ek olarak
GA’nin karakteristik piklerinden 1020 cm™', GA yiiklii mikrokiirelerde goriilen 1024 cm™
pikinin siddetinin artmasina neden olmustur. Bu degisimlerin GA’nin enkapsiilasyonundan

kaynaklandig1 degerlendirilmektedir.

4.9. Mikrokiirelerin XRD Egrileri

Hazirlanan E2 (30 dk. CaCl; ile ¢apraz baglanmis GA igermeyen NaAlg mikrokiireler) ve
D2 (1/8 GA/NaAlg ve 30 dk. CaCl; ile ¢apraz baglanmis mikrokiireler) formiilasyonlu
mikrokiirelerin ve GA’nin X-1sinim1 kirinimlar1 Sekil 4.7.°de verilmistir. GA’nin XRD
egrisinde goriilen yogun X-1s1n1 kirtnimlari kristal yapi pikleri gériilmektedir. Bu materyalin
kristalimsi bir yapida oldugunu ifade eder [74]. Sekil 4.8.’da ise D2 formiilasyonlu

mikrokiire ve E2 formiilasyonlu mikrokiirelerin XRD egrileri verilmistir.
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Sekil 4.8. Mikrokiirelerin XRD egrisi. (a) E2 formiilasyonlu mikrokiirelerin XRD egrisi,
(b) D2 formiilasyonlu mikrokiirelerin XRD egrisi.

E2 formiilasyonlu mikrokiirelerin XRD egrisinde polimerin homojen dagilmasina bagh
olarak belirgin bir pik gortilmemistir. GA’nin enkapsiilasyonunu gosteren D2
formiilasyonundaki mikrokiirelerin XRD pikleri 28°-40° arasindaki pikler oldugu
goriilmektedir [74, 101].

4.10. Mikrokiirelerin SEM Goriintiileri

D2 formiilasyonlu (1/8 GA/NaAlg ve 30 dk. CaCl; ile ¢apraz baglanmis) bir mikrokiirenin
1000 kat biiytitiilmiis SEM goriintiisti Resim 4.2.”de verilmistir. Bu gériintiide mikrokiirenin
capt yaklasik 117,24 um olarak hesaplanmistir. E2 formiilasyonlu (30 dk. CaCl: ile capraz
baglanmis GA igermeyen NaAlg mikrokiireler) bir mikrokiirenin 1000 kat biiytitiilmiis SEM

goriintlisti Resim 4.1.’de verilmistir. Bu goriintiide mikrokiirenin ¢ap1 yaklasik 100 pm
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olarak hesaplanmuistir.

™,

12/21/2017 det’ HV ’mag spotl WD 100 pm

9:35:58 AM |ETD |20.00 kV|1 000 x| 4.5 [11.4 mm METU CENTRAL LAB

Resim 4.1. E2 formiilasyonlu bir mikrokiirenin SEM gériintiisii
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12/21/2017 | det HV 100 pm
9:40:02 AM |ETD | 20.00 kV |1 000 x METU CENTRAL LAB

Resim 4.2. D2 formiilasyonlu bir mikrokiirenin SEM goriintiisii

Babu arkadaglarinin 2007°de yayinladiklar1 ¢aligmalarinda NaAlg ve metil seliiloz ile su-
yag emiilsiyon yontemi kullanilarak blend mikrokiireler hazirlanmistir. Caligmalarinda elde

ettikleri mikrokiirelerin boyutlar1 312-418 um arasinda degismektedir [98].

Li ve arkadaslarinin 2016°da yayinladiklar1 ¢alismalarinda aljinat polimeri ile elektrosprey
metodu kullanilarak GA igeren kiireler olusturulmustur. Olusturulan kiirelerin boyutlari
1slak iken 209-1393 um; kuru iken 156-1094 um arasinda degismektedir [83].

4.11. Mikrokiirelerin Antioksidan Aktivite Calismalari

Mikroenkapsiilasyon uygulamasinin GA antioksidan aktivitesine etkisinin belirlenmesi

amaciyla yapilan c¢alismalarin sonuglari Sekil 4.9°de verilmistir. DPPH %inhibisyon
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sonuclar1 Sekil 4.2.°deki gosterilmistir.
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Sekil 4.9. DPPH % inhibisyon sonuglar1

Standart GA, olusturulan E2 ve D2 formiilasyonlu mikrokiirelerin antioksidan kapasiteleri
DPPH radikali siiptirme aktivitesi kapasiteleri o6l¢tilmiis olup sonuglar Sekil 4.9.°da
verilmigtir. D2 formiilasyonlu mikrokiireler (0,1 g mikrokiire, ~5 mg GA) %60 radikal
stiptirme aktivitesi (RSA) gostermistir. E2 formiilasyonlu mikrokiireler (0,1 g mikrokiire GA
icermeyen) %45 radikal stiptirme aktivitesi gostermistir. 5 mg GA iceren D2 formiilasyonlu
mikrokiireler 5 mg GA’dan daha az radikal stiptirdiigii goriilmektedir. Bunun nedeni
mikrokiireler i¢inde GA’nin enkapsiile halde kalip yetersiz salimdan kaynaklandigi

degerlendirilmektedir.

Mikrokiireler i¢cine enkapsiile edilmis biyoaktif maddelerin ¢evredeki 1s1, 151k, oksijen vb.

faktorlerden korundugu igin antioksidan 6zelligini korumaktadir [76, 77, 80].

4.12. Mikrokiirelerin Sitotoksisite Calismalari

GA’nin enkapsiilasyonunun antikanser 6zelligi tizerindeki etkisinin arastirilmasi igin

yapilan MTT analizi sonuglar1 Sekil 4.10 ve Sekil 4.11°de gosterilmistir.
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Sekil 4.10. D2 formiilasyonlu mikrokiirelerin 24 saatlik MTT analizi sonuglar
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Sekil 4.11. D2 formiilasyonlu mikrokiirelerin 48 saatlik MTT analizi sonuglar

0,1 mg D2 formiilasyonlu mikrokiireler (5,2 pg/mL GA) kontrolden belirgin bir farkla
ayrilan sitotoksik etki gostermemistir. 0,5 mg D2 formiilasyonlu mikrokiireler (26,02 pg/mL

GA) zayif bir sitotoksik aktivite gdstermis olup 24 saat ve 48 saat arasinda belirgin bir fark
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mevcut degildir. 1 mg D2 formiilasyonlu mikrokiireler (52 pg/mL GA) kontrole gére 6nemli
bir sitotoksik aktivite gostermistir (%45).

Elde edilen veriler degerlendirilerek GA yiiklii mikrokiirelerin Caco-2 hiicreleri {izerindeki
sitotoksik etkilerinin ICso degeri 24 ve 48 saat i¢in sirasiyla 1,18 mg/ml ve 1,02 mg/ml dir.
GA’nin sitotoksik etkilerinin ICso degeri 24 ve 48 saat icin sirasiyla ~61,417 pg/mL GA ve
53,089 pg/mL dir.

Rosman ve arkadaslarinin 2018°de yayinlanan ¢aligsmalarinda GA igeren nanokompozitler
hazirlanmis, %35 GA yiiklii bu nanokompozitlerin kolon (HT-29), meme (MCF-7) ve
akciger (A549) hiicreleri tlizerindeki sitotoksik etkileri 24, 48 ve 72 saat siireyle
incelenmistir. GA nin ICso degeri HT-29 hiicre hatti i¢in 14,5240,94 pg/mL, MCF-7 hiicre
hatt1 i¢in 21,35 +4,14 pg/mL, A549 hiicre hatt1 igin 56.49 + 4.31 ug/mL olarak ifade edilmis
[84].

Subramanian ve arkadaslarinin 2016°da bir kolon kanseri hiicre hatt1 olan HCT-15 iizerinde
GA’nin apoptotik etkisini inceledikleri ¢caligsmalarinda yaklagik 740 pmol/L ICso degerinde

o6nemli bir inhibisyon saglanmistir [103].

Forester ve arkadaslarinin 2010°da yaptiklar1 ¢alismalarinda GA’nin de i¢cinde bulundugu
baz1 molekiillerin 72 sa inkiibasyon ile Caco-2 hiicreleri tizerindeki antiproliferatif etkisi
incelenmistir. Bu inceleme sonucu Caco-2 hiicreleri tizerinde GA 68,7 umol ile ICso degerine

ulagmustir [16].

Calisma sonuglar1 degerlendirildiginde GA yiiklii mikrokiirelerin Caco-2 hiicreleri tizerinde
sitotoksik etkilerinin doza ve zamana bagli olarak arttigi goriilmektedir. Benzer sekilde
Subramania (2016) tarafindan HCT-15 kolon kanser hiicreleri {izerinde yapilmis olan
calismada GA’nin doza ve silireye bagl oldugu ifade edilmektedir [103]. GA yukli
mikrokiireler 48 saatte 24 saatten daha fazla sitotoksik etki gostermistir. Digerlerine gére en
iyi sitotoksik etki 1 mg/mL konsantrasyonunda saglanmistir. Kontrole yakin hiicre
canliliginin nedeni ticari sodyum aljinat {irtinlerinin sahip oldugu mitojenik kontaminantlar

olabilir [52].
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5. SONUC VE ONERILER

Insan saglhig1 icin yararl birgok etkisi bulunan GA giiclii bir antioksidandir ve cesitli kanser
tiirleri tizerinde antikanser aktiviteye sahip oldugu kanitlanmistir [9-20]. Bu 6zelliginin yani
sira antienflamatuar, antidiyabetik, antianjiojenik, antibakteriyel, antiviral, antifungal gibi
bir¢ok biyoaktif 6zellige de sahiptir [9-20]. Tiim bunlarin yaninda GA’nin da iginde
bulundugu polifenol gruplart 1s1, 151k ve oksijen varligi gibi ¢evresel faktorlerden
etkilenerek aktivite kayiplarina ugramaktadir [55]. Bu nedenle GA ve benzeri biyoaktif
molekiillerin, kontrollii salim sistemleri vasitasiyla hedef bolgelere ulastirilmalart oldukga
onemlidir. Bu arastirmada dogal ve biyobozunur bir polimer olan NaAlg ile polimerin
capraz baglayicisi olarak CaCl, kullanilarak su-yag-su emiilsiyon yontemi ile GA tasiyan

mikrokiire olusturulmustur.

GA/NaAlg oran1 1/1, 1/2, 1/4 ve 1/8 olmak tizere 4 farkli oranda hazirlanmis ve en uygun
GA tasiyan sistemin GA/NaAlg etken madde/polimer oraninin 1/8 olarak belirlenmistir.
Mikrokiirelerin polimer oraninin artmasina bagli olarak mikrokiire verimlerinin arttig1
gosterilmistir. Farkli oranlarda hazirlanmis mikrokiirelerin CaCl, ile ¢apraz baglanma
stireleri 15, 30 ve 45 olmak tizere 3 farkli siirede denenmis ve en uygun ¢apraz baglayici
stiresinin 30 dk. oldugu belirlenmistir. Elde edilen mikrokiire verimleri %15 ile %80
arasinda degismistir. Bu mikrokiirelerin tutuklama verimleri %11 ile %72 arasinda
degismistir. Bu veriler sonucunda en iyi kiire ve tutuklama verimleri yliksek olan D1 ve D2
formiilasyonlu mikrokiirelerin pH 7.4 ortaminda salim profilleri incelenmis ve denge su
icerikleri tayin edilmistir. Mikrokiirelerin salim sonuglari neticesinde GA’nin tamamint
salim stireleri D1 formiilasyonlu mikrokiirelerin 60dk, D2 formiilasyonlu mikrokiirelerin
90 dk. olarak belirlenmistir. Mikrokiirelerin % denge su igerikleri D1 formiilasyonlu
mikrokiirelerin %133, D2 formiilasyonlu mikrokiirelerin %878 olarak belirlenmistir.
Mikrokiirelerin ¢apraz baglanma siiresi arttik¢a sisme oranit diismiis ve GA’nin daha uzun

stire salinmasini saglamistir.

Mikrokiirelerin kontrollii salim verileri incelendiginde D2 formiilasyonlu mikrokiirelerin

daha kontrollii bir salim performansi sergiledigi goriilmiistiir.

D2 formiilasyonlu mikrokiilerin ¢apraz bag yogunlugu 1,99 mol/cm? olarak belirlenmistir.
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Mikrokiirelerin karakterizasyon caligmalarinda FTIR, DSC, SEM ve XRD analizleri
kullanilmistir. Bu analizler neticesinde mikrokiireler icerisine GA’nin homojen bir sekilde
tutuklandig1 gosterilmis ve mikrokiirelerin yilizey morfolojileri incelenerek kiiresel bir

formda oldugu goriilmiistiir.

Mikroenkapstilasyonun GA’nin antioksidan aktivitesi tizerine etkisi DPPH radikali
stiptirme kapasitesi Ol¢iilerek arastirilmistir ve mikrokiireler i¢indeki GA’nin antioksidan

aktivitesini korudugu (%59,83) gosterilmistir.

Antikanser aktivite kolon epidermal adenokarsinom hiicrelerinden Caco-2 hiicre serisi
tizerinde MTT analizi ile gerceklestirilmistir. Analiz sonucunda antikanser aktivitenin doza

ve zamana bagli olarak korundugu goriilmiistiir.

Sonug olarak GA su-yag-su emiilsiyon yontemiyle NaAlg polimeri ile basarili bir sekilde
enkapsiile  edilmis  ve  karakterizasyon  calismalar1  ile  desteklenmistir.
Mikroenkapsiilasyonun GA’nin antioksidan ve antikanser aktivitelerini korudugu

gosterilmistir.

Bu ¢alisma kapsaminda elde edilen GA yiiklii NaAlg mikrokiirelerin potansiyel ila¢ olarak
degerlendirilebilmesi i¢in gerekli diger deneysel ¢alismalarin yapilmasi, benzer yontemler
kullanilarak farkli etken maddeler igeren ila¢ tasiyict sistemlerin gelistirilmesi
onerilmektedir. Bu aragtirmadan elde edilen veriler 1s1ginda tilkemiz ekonomisine katki

saglayacak onemli potansiyel ilaglarin gelistirilebilecegi 6ngoriilmektedir.
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