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Bu tez ¢alismasi kapsaminda Ca — Aljinat kureler, Aljinat — Kitosan hibrit kireler ve
Resveratrol capraz bagl kitosan nanopartikiller sentezlenmigtir. Kitosan ve aljinat
biyopolimerleri kullanilarak biyokompozit kireler haline getirilmis, kitosan ve
aljinatin ozellikleri birlegstirilerek her iki bilesenden daha ustin 6zelliklere sahip ilag
tasiyici sistemler elde etmek hedeflenmigtir. Anyonik 6zellikteki aljinat ile katyonik
Ozellikteki kitosan birleserek polielektrolit kompleks olusturuimus ve “damlatma
teknigi” kullanilarak kompozit kireler sentezlenmistir. Yapilan ¢alismada resveratrol

ey

yuklu kitosan nanopartikulleri “capraz baglama teknigi” ile sentezlenmisgtir.

Sentezlenen Ca — Aljinat kureler ile Aljinat — Kitosan hibrit kurelere, kanser
tedavisinde kullanilan resveratrol ilaci yuklenmis ve salim profilleri incelenmistir.
Ayrica sentezlenen resveratrol ¢gapraz bagli kitosan nanopartikullerden resveratrol
salimi incelenmistir. S6z konusu partiklllerin enkapstlasyon verimlilikleri, yukleme
kapasiteleri ve kimdalatif salim belirlenmistir. En ylksek enkapsulasyon verimi % 96
ile 1:1 kutle oranindaki hibrit kirelerde elde edilmistir.

Resveratrol kanser tedavisinde onemli yeri bulunan stilbene ailesinden polifenolik
bir bilesiktir. Kapsulleme ile resveratrolin suda disperse hale getirilebilirliginin
arttinimasi, kimyasal kararlihgi, oral yolla alindiginda biyoyararlaniminin
arttinimasi, pH degigimlerine, UV etkisine karsi kararhliginin arttirimasi
amaclanmistir.



Serbest resveratrol konsantrasyonu ol¢gumleri, UV detektorl Thermo Scientific
Dionex Ultimate 3000 HPLC kullanilarak yapilmis, analiz i¢in gerekli absorbans
degeri 306 nm olarak bulunmustur. Partikullerden resveratrol salim degerlerinin
bulunabilmesi igin in-vivo ortam olusturmak amaciyla fosfat buffer ve hidroklorik asit
tamponlar kullaniimigtir. Resveratrolin salimi mide-bagirsak sisteminin pH
seviyeleri olan 1.2 — 5.5 — 6.8 — 7.4 tampon ¢oOzeltilerde incelenmistir.

Sentezlenen partikullerin karakterizasyon c¢alismalari Fourier Transform Infrared
Spectroscopy (FTIR) kullanilarak yapilmistir ve partikillerin 1sitma esnasinda
gegcirdigi fiziksel ve kimyasal degisimler thermogravimetrik analiz cihazi (TGA) ve
diferansiyel taramali kalorimetre (DSC) de incelenmigstir. Ca — Aljinat kurelerin ve
Aljinat — Kitosan hibrit kirelerin ylizey ve gobzenek yapilari BET analizi ile
belirlenmistir. Ayrica partikullerin morfolojilerinin belirlenmesinde taramali elektron
mikroskopu (SEM) kullaniimigtir. Ca — Aljinat kirelerin ve farkli kitle oranlarinda
hazirlanan Aljinat — Kitosan hibrit kirelerin farkli pH tamponlarindaki sisme
davraniglar belirlenmigtir.

Aljinat - Kitosan hibrit kirelerden resveratrol salimina kompozit kitle orani, ilag
miktari ve pH degeri etkisi incelenmistir. Yapilan galismalar sonucu en yuksek salim
verimi pH 5.5 seviyesinde 70 mg resveratrol yuklu 1:2 katle oranindaki Aljinat —
Kitosan hibrit kirelerde elde edilmistir. 1:2 kutle oranindaki Aljinat — Kitosan hibrit
kurelerde ila¢g salim mekanizmasinin belirlenmesi ve matematiksel olarak analiz
edilmesi amaciyla farkli pH degerlerindeki salim verilerinin Zero-order, First-order,
Higuchi, Korsmeyer — Peppas ve Baker — Lonsdale ilag salim kinetigi modellerine
uyumu incelenmistir. In-vitro ortamda elde edilen verilerin kinetik modellere
yerlestiriimesiyle R?, k ve n diflizyon Usteli degerleri hesaplanmistir. Elde edilen R?
degerlerine gore ila¢g saliminin Korsmeyer — Peppas salim kinetik modeline daha
uyum sagladigi belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Aljinat — Kitosan hibrit kireler, Resveratrol, Kanser, ilag
yukleme, Kontrolll salim, Karakterizasyon, Biyokompozitler
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Supervisor: Prof. Dr. Yesim SAG ACIKEL
June 2018, 105 pages

In this thesis, Ca - Alginate spheres, Alginate - Chitosan hybrid spheres and
resveratrol cross - linked chitosan nanoparticles were synthesized. By using
chitosan and alginate biopolymers, biocomposite spheres were synthesized and
chitosan and alginate properties were combined to obtain drug delivery systems
with superior properties of both components. The anionic alginate and the cationic
chitosan combine to form a polyelectrolyte complex and composite spheres are
synthesized using the "drip technique". In the study, resveratrol-loaded chitosan
nanoparticles were synthesized by "cross-linking technique”.

The synthesized Ca - Alginate spheres and Alginate - Chitosan hybrid spheres were
investigated release profiles and loaded with resveratrol drug which is using in the
therapy of cancer. In addition, resveratrol release from synthesized resveratrol
cross-linked chitosan nanoparticles was investigated. The encapsulation
efficiencies, loading capacities and cumulative release of the particles were
determined. The highest encapsulation was obtained in hybrid spheres with a mass
ratio of 1: 1 and was found to be 96%.

Resveratrol is a polyphenolic compound from the family of stilbene, which is of great
importance in the treatment of cancer. Encapsulation is intended to increase the
dispersibility of water in resveratrol, increase chemical stability, increase
bioavailability when taken orally, increase pH stability, and increase UV stability.

Free resveratrol concentration measurements were made using a UV detector
Thermo Scientific Dionex Ultimate 3000 HPLC, and the absorbance required for the
assay was found to be 306 nm. In order to establish the in vivo medium for



resveratrol release values from the particles phosphate buffer and hydrochloric acid
buffers were used. Resveratrol release was studied in 1.2 - 5.5 - 6.8 - 7.4 buffer
solutions with pH levels of the gastrointestinal tract.

Characterization studies of the synthesized particles were carried out using Fourier
Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) and the physical and chemical changes
during the heating of the particles were investigated in thermogravimetric analyzer
(TGA) and differential scanning calorimetry (DSC). Surface and pore structures of
Ca - Alginate spheres and Alginate - Chitosan hybrid spheres were determined by
BET analysis. Scanning electron microscopy (SEM) was also used to determine the
morphology of the particles. Swelling behavior of Ca - Alginate spheres and Alginate
- Chitosan hybrid spheres prepared at different mass ratios were determined at
different pH buffers.

Composite mass ratio, drug amount and pH value effect of resveratrol release from
alginate - chitosan hybrid spheres were investigated. The results of the studies were
obtained in Alginate - Chitosan hybrid spheres with a mass ratio of 1: 2 with 70 mg
resveratrol loaded at the highest release pH of 5.5. In the 1: 2 mass ratio Alginate -
Chitosan hybrid spheres, in order to determine the drug release mechanism and to
analyze mathematically; Zero-order, First-order, Higuchi, Korsmeyer - Peppas and
Baker-Lonsdale drug delivery kinetics models the compatibility of the release data
at different pH values has been investigated. The in-vitro data obtained were fitted
to kinetic models to calculate R?, k and n diffusing exponents. According to the
obtained R? values, it was determined that the drug release better conformed to the
Korsmeyer - Peppas release kinetic model.

Keywords: Alginate - Chitosan hybrid spheres, Resveratrol, Cancer, Drug loading,
Controlled release, Characterization, Biocomposites
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1. GIRIS

Son yillarda biyomateryal alanindaki ilerlemeler, alternatif biyo-uyumlu materyaller
Uzerinde c¢esitli arastirmalara ve bu malzemelerin Ozelliklerine, faydalarina,
sinirlamalarina ve alternatif kaynaklarin kullanimina odaklanarak gelistiriimesine
yonelmistir.  En c¢ok calisilan biyomateryaller arasinda bulunan hidrojeller
biyouyumluluk, biyo-bozunabilirlik, mekanik ézellikler gibi avantajlari nedeniyle éne

cikmaktadir.

Hidrojeller, suda veya biyolojik sivilarda sigsebilen Ug¢ boyutlu hidrofilik polimer
aglarindan olusan yumusak malzemelerdir. Hidrojellerin biyolojik kosullardaki sisme
kabiliyeti, biyolojik bilesiklerin ve ilaglarin difizyonuna izin vererek, bunlari dogal
dokulara ¢ok benzer kilar ve biyomedikal uygulamalarina olanak tanir. Hidrojeller
ayni zamanda uyarana duyarli 6zellikleri sayesinde akilli materyaller olarak da
adlandirilir ve ilacin salimi pH, 1s1k, manyetik alan, sicaklik ve benzerleri gibi harici

bir uyaran tarafindan kontrol edilebilir.

Ek olarak, bu materyaller kontrolli ilag salimi, kontakt lensler, iskeleler, hicre
bayUmesi, tarim ve rejeneratif tip dahil olmak Uzere oldukg¢a genis bir uygulama

alanina sahiptir.

llag taslyici sistemler aktif bir madde, tasiyici veya cihaza yiiklendikten sonra, belirli
bir yerde ve belirli bir hizda kontrolli ve surekli ilag salimi saglayarak, asiri dozaji
Onleyerek ve yan etkileri azaltarak, alternatif bir tedavi yontemi olarak ortaya
cikmistir. Gelecekte kanserin tedavisinde etkin kullanimi igin ginumuzde birgok

calismalar yapiimaktadir.

Geleneksel kemoterapi tedavisindeki ana dezavantaj, ilaglarin 6zgulligiduar. Bu
baglamda enjekte edilebilir pH duyarli hidrojeller, anti-kanser ilag dagitimi igin
oldukga ilgi odagidir. In-situ olarak hidrojeller olusturulduktan sonra tumor bolgesine
intratimoral enjeksiyonu ilacin biyoyararliligini arttirabilir ve ayni zamanda sistemik
toksisiteyi azaltabilir. TUmor terapisine uygun ilacin salimi ise in-vitro pH’ lara bagh

jel yikimi sayesinde gergeklesir [1].

Bu tez calismasinda sentezlenecek kanser tedavisinde kullanilan resveratrol ilaci
ile yuklenmis Aljinat — Kitosan bazl hibrit hidrojel kurelerin hedefi, ozellikle
antikanser ilaglarin yan etkilerini azaltan ilag tasiyici sistemler gelistirilerek



geleneksel tedaviyle ilgili problemlerin Ustesinden gelmek ve gelecekte daha

basarili biyomedikal uygulamalar elde etmektir.

2. KANSER

Kanser gunumuzde tim dunyada ¢ok énemli bir saglik problemi olarak kabul edilir.
Ozellikle gevresel karsinojenlerle maruz kalmanin artmig olmasi nedeniyle gelismis
ulkelerde karsilasilan hastaliklar arasinda birinci sirada yer almaktadir. Bununla
birlikte ilerleyen ginimuz teknolojisi ile tani imkanlarinin artmasinin yani sira kanser
tedavisinde de 6nemli ilerlemeler kaydedilmigtir. Hala erken taninin tedavi surecinde

¢ok buyuk dnemi bulunmaktadir.
2.1. Kanserin Tanimi ve Onemi

Kanser ¢ok karmasik bir biyolojik olusumdur ve en basit sekilde tanimlayacak
olursak hucrelerin kontrolsuz bir sekilde ¢ogalmalaridir. Kanserli hucrelerin ayirt
edici O0zelliklerinden biri, hizla ve kontrol digi olarak bolinmeleri ve ¢ogalmalaridir.
Vicudumuzu olusturan, organizmanin en kuglk birimi olan hucreler normal
durumda belirli bir hizda ve kontrolll olarak ¢ogalir ve de ayni zamanda yaslanan
hlcreler de yine ayni oranda yikilirlar. Kanserli bir yapida bu denge bozulmustur.
Hucreler bu sekilde kontrol disi gogalarak organ ve dokulari isgal eder, islevlerini
yerine getirmelerini engeller. Karsinogenez ¢ogalma evresi, yayillma evresi ve uzak

doku ve organlara metastaz evrelerinin hepsini kapsar [2].

Tumor donusumune mutasyonlar sebep olur. Bu mutasyonlar bazi genlerin
aktivasyonunu saglarken bazilarini da inaktive eder. Ornegin proto-onko genler
mutasyonla aktive edilirken timor baskilayici genler inaktive olur. Yine apoptozisin
inaktive edilmesi de bu mutasyonlar nedeni ile olabilir. Proto-onko genlerin aktive
olmasi buyume ve hucre ¢gogalmasini tetikleyen bir sonuca yol agar. Apoptozis ise
programlanmig hicre 6lumudur ve vicut ihtiyaci olmayan, yasli veya anormallesmis

bu hucreleri yok eder [3].

Her yil dunya genelinde 14 milyon kisinin kansere yakalandigi tahmin edilmektedir
ve 0lum nedenleri arasinda birinci siradadir. Bu nedenle dunyanin bir¢ok yerinde
onemli bir halk saghigi sorunudur. Erkeklerde prostat, akciger ve brons kanseri ve
kolorektal kanserler, tim vakalarin yaklasik yarisini olusturur. Bunun yani sira tek
basina prostat kanseri yeni tanilarin yaklasik dortte birini olusturmaktadir.
Kadinlarda ise en sik rastlanan 3 kanser, meme, akciger ve brons kanseridir.
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Sadece meme kanserinin kadinlarda tum yeni kanserlerin % 29'unu olusturdugu

dugunulmektedir [4].

Gunumuzde kanser hastalarini tedavi etmek icin kullanilan terapi tiru, birgok kiginin
hayatini kurtarmigtir. Kanser igin guncel tedavi kemoterapi, radyasyon, tumorlerin
cerrahi olarak ¢ikarilmasi olarak planlaniyor olsa da gogu zaman bu yontemlerin bir
kombinasyonunu igerir. Kemoterapi, tum hizli bélinen hucreleri yok etmeyi
amagclamaktadir. Bununla birlikte, geleneksel kemoterapiler, saglikli ve kanserli
hicreler arasinda ayrim yapmaz ve nonspesifik biyo-dagihm ile sonuglanir. Bu
nedenle, verilen ilacin sadece kuguk bir kismi kanser hucrelerine ulasir ve oldurur.
Bu tedavinin olumsuz tarafi, vicudun diger hizli gogalan hicrelerinin, érnegin sag
foliklleri ve bagirsak epitelyumunun da o&ldurtilmesidir ve hasta, yasamini
degistiren bu yan etkilerle de basa ¢ikmak zorunda kalir. Hastalara tedavinin etkili
olmasi igin ilacin ¢ok ylksek seviyelerde verilmesini gerektirir. Gerekli olan bu
yuksek dozlar ve 6zgullik eksikligi tipik olarak saglikli dokulara dnemli ve zayiflatici
yan etkilere yol acar. Bu doz sinirlayici toksisiteler, hastalarin tedaviler arasinda
iyilesmek icin uzun sureler beklemesini gerektirir. Bu sure zarfinda, ilaca maruz
kalmig, ancak oldurulemeyen kanserli hucreler de tedaviden kurtulma ve direng
gelistirme firsatina sahiptir. ilag tasiyici sistemler ile timér bolgesinde hedeflenen
ilagc uygulamasi, diger normal doku ve organlara karsi toksik etkilerden buyuk olglude

kaginmayi saglayabilir [5, 6].
2.2. Kanserin Nedenleri

Kanserin meydana gelme sebebi tam olarak bilinmemekle birlikte genetik faktorlerin
yaninda cgevresel faktorlerin de bu olusumda 6nemli oldugu bir gergektir. Bu
cevresel kanser yapici faktorler asagidaki sekilde siralanabilir.

X/

% lyonize radyasyon

s Hava kirliligi

% Kimyasal kanser yapicilar
¢ Ultraviyole isinlari

+ Beslenme aligkanliklar
% Sigara ve alkol kullanimi

« Bazi virtsler



Kanser tek bir nedene bagli olarak ortaya ¢ikmaz genetik faktorler de oldukga 6nem
tasir. Ancak bu nedenler ne kadar ¢ok agikliga kavusursa kanserle micadelede de

bir o kadar avantaj saglanmis olur [7].
2.3. Kanser Tedavisi

Kanser tedavisinde basaril bir sonuca ulasmada kanserin turt ve vicuda ne kadar
yayllmis olmasi ne kadar onemli ise duzenli bir tedavi de bir o kadar 6nem
tasimaktadir. Tedavi genellikle konusunda uzmanlasmis bir ekip tarafindan
yurutualur. Tedavide tek tip bir yontem kullanilmaz genellikle cerrahi, radyoterapi,
kemoterapi ve immunoterapi kanserin turine gore secilen ve birlikte uygulanan

baslica yontemlerdir.
2.3.1. Cerrahi Yontem

Gunumuzde hala ilk tedavi olarak basvurulan bir yontemdir. Cerrahi yontem farkh
amaclarla uygulanabilir. Tanisal cerrahi olarak anormallik gdsteren dokudan 6rnek
alinir ya da tim doku gikarilir. Onleyici cerrahi olarak gelecekte kansere donuisecedi
bilinen veya dontsme riski ¢cok ylksek olan dokulara uygulanir. Karatif cerrahi
olarak kanserli hlcrelerin yayillma riskinin fazla oldugu komsu dokular vicuttan
alinir. Genellikle erken tani konulan hastalarda uygulanir ve tedavinin basarih
sonuglanmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Son olarak palyatif cerrahi ise ¢ok
ilerlemis kanser vakalarinda uygulanan bir yontemdir ve hastanin yasam suresini
uzatmak amaciyla ve iglevini yerine getiremeyen doku ve organlarin iglevlerini

dizenlemek igin uygulanir [7].
2.3.2. Radyoterapi

Bu tedavide tumorleri yok etmek igin radyasyon dalgalari kullanilir. Genel bir terim
olarak radyasyon, I1slk ya da 1s1 gibi enerji dalgalari anlamina gelir. Kanser
tedavisinde kullanilan radyasyon formu, iyonlastirici radyasyon olarak bilinen
yuksek enerijili bir tiptir. Radyasyonun kanser tedavisi i¢in tam olarak nasil ¢alistigi
karmasiktir ancak basit bir seviyede, kanser hicrelerinin DNA'sini etkilemekte ve
bolinmelerini bozacak ve hatta onlari oOldurebilecek sekilde parcalara ayirir.
Radyasyon terapisi bazen kendi basina kullanilirken bazi durumlarda ise 6rnegin

kemoterapi gibi diger tedavi yontemleri ile birlikte uygulanabilir [8].



2.3.3. immiinoterapi

Immiinoterapide viicudun ba@isiklik sistemi i¢ ve dis uyaranlara karsi kullanilarak
kanserli hiicrelere karsi bir cevap olusturulur. Bu tedavide sitokinler, antikorlar ve
hiicreler gok sik kullanilir. immiin sistem uyarilarak viicudun kansere karsi bir saldiri

olusturmasi amaglanir [9].
2.3.4. Kemoterapi

Kemoterapi herhangi bir hastaligi tedavi etmek i¢in herhangi bir ilacin kullanimidir.
Ancak ¢cogu insan igcin kemoterapi kelimesi, kanser tedavisi i¢in kullanilan ilaglar
anlamina gelir. Cerrahi ve radyasyon tedauvisi belirli bir bdlgedeki kanser hicrelerini
kaldirir, 6ldurtr veya hasar verirken kemoterapi tum vicut boyunca g¢aligabilir. Bu
nedenle kemoterapi, orjinal (primer) timérden ¢ok uzaga vicudun boélimlerine
yayllan veya metastaz yapan kanser vakalarinda uygulanir. Kanser tedavisinde
kemoterapide U¢ ana hedef vardir. Bunlar; tedavi etme, kontrol altina alma ve
hafifletme yani palyatif bakimdir. Semptomlari azaltmak veya konforu artirmak igin
kullanilan tedavilere palyatif bakim denir. Ornegin, bulanti karsiti tedaviler veya agri
ilaclari palyatif olarak nitelendirilir ve tedavinin tim asamalarinda kullanilabilir.
Kemoterapi, palyatif tedavi olarak kullanildiginda kafa karistirici olabilir gunkl en

cok kanseri tedavi etmek veya kontrol etmek icin kullanihr [10].

Ayrica ilag salim sisteminin uygulanmasi, kimyasallari kanser hastalarina kontrollu
bir sekilde tasiyarak lezyonlarda ilag konsantrasyonunu arttirabilir ve normal
dokularda ila¢ yan etkilerini azaltabilir. Gunumuzde kanser tedavisinde kontrollu
salim giderek daha fazla ilgi gekmistir. Geleneksel bu yontemlere ek olarak akillica
tasarlanmis ek tedavi yollarinin bulunmasi kanserle mucadelede buyuk 6nem

tasimaktadir.



3. ILAG SALIM SISTEMLERI

Kontrolli ve hedefe yonelik bir ilag salim sisteminin gelistiriimesi, etkili bir
farmakolojik terapinin tanimlanmasi i¢in olduk¢a onemlidir. Kontrolli salim veya
kontrolll iletim sistemleri, spesifik terapdtik ihtiyaclari kargilamak igin ilaci veya ilaca
ait bilesigi viucut icerisinde spesifik olarak dnceden belirlenmis bir bdlgeye gegici
veya uzamsal bir bigimde saglamaktadir. Maksimum etkiyi elde etmek icin, segilen
ajan hem doz hem de serbest birakma periyodunu optimize ederek hedef dokuya

verilir ve boylece istenmeyen yan etkiler minimum seviyeye duasuralur.

Kontrolli salim sistemleri sayesinde tasiyici kisim olan polimerden ilacin
serbestlesme mekanizmasi ve hizi belli bir slre icinde kontrol edilir. Geleneksel
yonteme gore avantaji ilacin dozajini toksik duzeye c¢ikmadan istenilen sure
boyunca etkili dizeyde tutmasidir. Ayrica geleneksel ydntemlerde ilag
konsantrasyonu ve biyoyararlanimi kontrol etmek ve dolayisiyla beklenen terapdtik
sonucu sinirlamak mumkuan degildir. Bu baglamda, ilag salim sistemlerinin
geligtiriimesi alternatif klinik tedavileri destekler ve zaman iginde etkili bir salim

saglar [11].

Bununla birlikte, ilaci vermek igin bir tagiyici kullanildiginda bile, istenen kontrollu
salim oranini yakalamak zordur. Spesifik olarak, bir ilacin veriimesi genellikle
sorunludur ¢uinkl hedef alandaki serbest birakilan ilacin konsantrasyonu Sekil 3.1’
de goruldugu Uzere ya ¢ok dusuk ya da ¢ok yuksektir. Grafikte gri noktali gizgilerle
gosterilmistir ve ilag saliminin ¢ok kisa surede bittigini ve bazi durumlarda minimum
effektif seviyenin altinda ya da toksik seviyeden daha yuksek oldugunu ifade eder.
istenen kontrollii kinetik hiz ve arzu edilen kontrollii ilag salimi ise grafikte mavi gizgi

ile gosterilmistir ve kolayca elde edilemez [12].

Sonug olarak “akilli” polimerik tasiyicilar ilaglari vermek igin kullanilir. Bu tasiyicilar,
ilacin dogru zamanda ve konsantrasyonda verilmesini, ilacin sadece bir dig uyarana

cevap olarak serbest birakilmasini saglar [12].
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Sekil 3. 1 Kontrolli salimda zamana karsi ilag derisimi [12]

lla¢g salim sistemlerinde polimerlerin avantajlari bilinen bir gercektir. Polimerik
malzemelerde surekli iyilestirme ve hizlanmaya yonelik arastirma ve geligtirme,
¢ogu kontrolli salinim teknolojisinin gelisiminde hayati bir rol oynamistir. Son 25
yilda, sentetik ve ayni zamanda dogal olarak olusan polimerik materyaller kullanan
kontrolli ilag salim sistemleri alaninda yapilan calismalarin ve yayinlarin

sayisindaki artis bu teknolojiye olan ilgiyi agikgca gostermektedir [13].

Tekrarlanabilir ve dnceden ongorulebilen salim kinetigine sahip sistemler c¢oklu
uygulama gerektirmez. Bu amag¢ igin, mikro-kureler, &zellikle biyo-emilebilir
polimerlerden olustugunda, degerli bir segenek olarak kabul edilir. Kontrolli salim
sistemlerinde hem sentetik hem de dogal polimerler kullanilabilir ancak dogal olarak
turetilmis olanlar igsel bir biyolojik afinite 6zellikleri sayesinde daha 6n plana
cikmaktadir [11].

3.1. ilag Salim Sistemlerinde Kullanilan Mekanizmalar

ilacin kontrolli bir sekilde saliminin gerceklestigi bu sistemlerde kullanilan

serbestlesme mekanizmalari dort ana kategori altinda siniflandinlabilir:

A. Difuzyon Kontrolli Sistemler
< Rezervuar Sistemler

++ Matriks Sistemler



B. Codzucu ile Aktive Sistemler
< Ozmotik Kontrolli Sistemler

s Sisme Kontrolli Sistemler

C. Kimyasal Kontrollu Sistemler
« Zincire Takili Sistemler

+ Biyolojik Olarak Asinabilir Sistemler

D. Manyetik Kontrolli Sistemler [13].
Difiizyon Kontrollii Sistemler

DifGzyon kontrollG sistemler rezervuar ve matriks sistemler olmak tGzere iki alt grubu

kapsar.

Bir rezervuar sistem genellikle kiiresel, silindirik veya disk seklindedir. ilacin yavas
yavas yayildigi bir biyolojik olarak par¢alanamayan polimerik malzeme tabakasi,
cekirdekte bulunan ilaci cevreler. ilacin ve polimerin &zellikleri, ilacin kan
dolasimindaki yayilma hizini ve salim oranini etkiler. ilag dagitiminin tekdiizeligini
korumak icin, polimerin kalinh@i tutarli olmahdir. Rezervuar sistemi ile ilgili
problemlerden biri, polimerin saglam kalmasi nedeniyle ilag tikendikten sonra bu
tar bir sistemin vucuttan cikarilmasi gereklidir. Bir bagka potansiyel sorun ise,
rezervuar zarinin kazara yirtilmasi halinde, ¢ok miktarda ilacin ani olarak kan

dolasimina salinmasidir.

Diflzyon kontrol sisteminin matriks tipinde, ila¢ polimer matrisi boyunca homojen
olarak dagilir ve ilag partikulleri polimer agindan gikarken matriksten esit bir hizla
serbest birakilir. Bdyle bir sistemde, rezervuardan farkli olarak, zarin kazara
kopmasi durumunda ani ila¢ dokumu tehlikesi yoktur.

Coziicii ile Aktive Sistemler

Cozucu ile aktive olan sistemler ozmotik olarak kontrol edilen sistemler ve sisme

kontrollu sistemler olmak Uzere iki tiptir.

Ozmotik olarak kontrol edilen sistemde, ilag icermeyen veya ilacin dusuk bir
konsantrasyonunu igeren bir dis sivi, yari gegirgen bir zar boyunca, ilacin yuksek
konsantrasyonda oldugu, sistemin igine dogru hareket eder. Ozmotik basing,

membranin bir tarafi ile digeri arasindaki konsantrasyon farkini azaltma
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egilimindedir. Akiskanin ige dogru hareketi, ¢ozinmus ilaci kuguk bir acgikliktan

tasiyici sistemin digina itmektedir.

Sisme kontrolll sistemlerde, polimer ¢ézlilmeden buylk miktarda su tutar. Sistem
uc boyutlu bir ag yapisi gibi capraz badh hidrofilik makromolekullerden
olugsmaktadir. Bu tur sistemlerin 6zelligi, polimer sisirilirken kontrolll bir hizda, dusuk

molekul agirlikli ¢ézuculer igin gegirgenligidir. Bu sekilde ilag ¢ozullr ve dagitilir.
Kimyasal Kontrolli Sistemler

Kimyasal olarak kontrol edilen sistemler zincire takili sistemler ve biyolojik olarak

asinabilir sistemler olmak Uzere iki sinifi vardir.

Zincire takili sistemlerde, ila¢g molekulli polimerin omurgasina kimyasal olarak

baghdir. ila¢ dogrudan polimere veya bir “ara grup” ile baglanabilir.

llag viicutta, enzimlerin ve biyolojik sivilarin varhiginda, kimyasal hidroliz veya

enzimatik ayrilma ile kontrolll bir hizda eszamanli olarak salinir.

Biyolojik olarak asinabilir sistemlerde ise, ilacin kontrolli salinimi yavas yavas
ayrisan polimerler araciligi ile gerceklesir. ilag, polimer boyunca muntazam bir
sekilde dagilmistir ve polimer parcalandidi icin yavas yavas salinmaktadir. ilaglarin
tukenmesinden sonra polimerlerin vicuttan ¢ikariimasi ve ilacin suda ¢dzinebilir
olmasi gerekmediginden bu sistem uygulamada Onemli derecede avantaj

saglamaktadir.
Manyetik Kontrolli Sistemler

Manyetik olarak duyarli ila¢ tasiyici sistemler kanser kemoterapisinde kullaniimak
uzere gelistiriimigtir. Bu sistemde ajanlarin segici hedeflemesi toksik etkileri en aza
indirebilir. Manyetik 6zellikleri nedeniyle, bu mikrokareler teorik olarak bolgeye 6zgu
lokalizasyonu gugclendirir. Fakat salim igin gerekli olan manyetik alan uygulamasi
ilacin hizli bir sekilde vicuda salimini gergeklestirebilir bu da istenmeyen bir
durumdur [13].

3.2. ilag Salim Sistemleri ve Hidrojeller

Hidrojeller, ila¢g salimi igin akilli sistemlerin gelistirimesinde yaygin olarak
kullaniimaktadir. Dusuk molekuler agirhkl ilaglardan peptitler, buyime faktorleri ve

insulin gibi makromolekuler ilaglara kadar gesitli ilaglarin ¢alisiimasi i¢in uygundur.



Ayrica son yillarda yeni ila¢g dagitim sistemleri geligtirmek icin kapsaml ¢abalar sarf

edilmigtir.

Hidrojeller ilaci alabilir ve hidrasyon durumuna bagl olarak difiizyon veya erozyon
yoluyla yavas salinim igin etken maddeyi disman ortamlara kargi korur. Sicaklik,
pH, elektrik ve manyetik alanlar, solvent bilesimi, isik, iyonlar ve bunun gibi ¢cevresel
uyaranlara cevap olarak yapiyi degistirerek ila¢g verme hizini da kontrol edebilirler.
Sekil 3.2 tipik bir hidrojelin pH ve sicakliktaki degisimi ile basitlestirilmis bir ila¢ salimi

davranigi konseptini tasvir eder.

Hidrojel yapilarin diger onemli Ozelligi de pordzitedir. Hidrojellerin gozenekliligi,
matrislerine ila¢ yuklemesine izin verirken ayrica jel ag yapisindan kuguk veya
makromolekdillerin difizyon katsayisina bagli olarak belirli bir hizda kontrolli

salimini gergeklegtirmesine izin verir.

Qﬂn)‘ pH Degisimi
“ —
o

Hidrojel matriksi icinde dagilmis ilag

Sicakhik Degisimi

Blziigmis hidrojel
agindan yayilan ilag

Sekil 3. 2 Sicaklik ve pH degisimi ile hidrojellerden ilag salim mekanizmasi [14]
Hidrojel Yapilarda Kullanilan Polimerler

Hidrojellerin hazirlanmasinda dogal kaynakli veya sentetik polimerler kullanilir.
Polimerik biyomateryallerin sentezinde kullanilan dogal ve sentetik monomerler

Cizelge 3.1’ de gosterilmektedir [14].
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Cizelge 3. 1 Dogal Kaynakli ve Sentetik Polimerler

Sentetik Polimerler ve Kisaltmalari

Dogal Polimerler

Hydroxyethyl methacrylate (HEMA)
Hydroxyethoxyethyl methacrylate (HEEMA)

Hydroxydiethoxyethyl methacrylate
(HDEEMA)

Methoxyethyl methacrylate (MEMA)
Methoxyethoxyethyl methacrylate (MEEMA)

Methoxydiethoxyethyl methacrylate
(MDEEMA)

Ethylene glycol dimethacrylate (EGDMA)
N-vinyl-2-pyrrolidone (NVP)

N-isopropyl AAm (NIPAAM)

Vinyl acetate (VACc)

Acrylic acid (AA)

N-(2-hydroxypropyl) methacrylamide
(HPMA)

Ethylene glycol (EG)

Poly (ethylene glycol) (PEG)
PEG acrylate

PEG methacrylate

PEG diacrylate

PEG dimethacrylate

Methacrylic acid

Kitosan

Aljinat

Kollajen
Dekstran
Seluloz
Hyaluronik Asit
DNA

Kitin

Jelatin

Fibrin
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3.3. ilag Salim Sistemlerinde Kullanilan Biyomalzemeler

Dogal biyolojik makromolekul bazli malzemeler ila¢ dagitim sistemlerinde oldukca
ilgi ¢ekicidir. Biyolojik aktif bilesikleri spesifik dokulara ve hicrelere iletirken
minimum immun yanitl ve ayni zamanda bu bilesikleri salma yetenekleri, onlari
potansiyel tasiyici sistemleri haline getirmektedir. Dogal polimerler cesitli
fizikokimyasal Ozellikleri sayesinde, ilaglarin tutulmasini ve korunma surelerini
bununla birlikte de biyoyararlanimini arttirabilen, polimerik tasiyici sistemlerinin
uretilmesine olanak verirler. Diger bir avantaji ise ilaglarin dozaj sikligini ve yan

etkilerini de azaltmasidir.

Bu tez calismasinda, dogal kaynakl polimelerden aljinat ve kitosan, mikrokure bazl

bir terapotik stratejide kullaniimak Gzere secilmistir.

Kitosan kitinin deasetilasyonuyla elde edilen dogal kaynakl bir polimerdir ve en
dnemli biyolojik makromolekiillerden biridir. ilag endistrisi tarafindan, ucuz ve kolay
bulunabilirligi nedeniyle oldukca ¢ok tercih edilmistir. Ayrica katyonik dogasi, yliksek
biyo-¢dzinurligu, biyouyumlulugu, toksik olmamasi kitosanin énemli ayirt edici

Ozelliklerindendir [15].

Aljinat, mannuronik asit ve guluronik asit alt birimlerinden olusan dogrusal bir
kopolimerdir ve yaygin olarak alglerden ve bazi bakterilerden Uretilir. Aljinatlar, gida
endustrisinin yani sira ilag tasinimi, enzim kapsulleme, tanisal gortuntileme igin
kontrast madde gelisimi gibi biyomedikal amaglar icin ve ilag endustrisi gibi ¢esitli
alanlarda kullaniimaktadir. Aljinatlarin ayni zamanda su aritimi igin mukemmel
malzemeler oldugu da kanitlanmigtir. Cok fazla arastirma kalsiyum-aljinat jeli
boncuklarinin agir metalleri endustriyel atik sulardan uzaklastirabildigini
gOstermisti.[16].

3.3.1. Kitosan

Kitosan, biyomalzeme formulasyonunda ¢ok buylk dnem kazanmasi ve ilag dagitim
sistemlerinde kapsamli arastirmalarda olaganustu biyolojik 6zellikler sunmaktadir.
Kitosan mukemmel biyouyumluluk ve biyolojik bozunurluga sahiptir. Bunun yani
sira, hemostatik, bakteriyostatik, antikanserojen ve fungistatik 6zellikler de gosterir.

Bu nedenle tercih sebebidir.

Kitosan, tastyicinin islevi ve uygulamalarina bagl olarak c¢esitli sekillerde

kullanilabilir. Sekil 3.3 ilag salim sistemleri ve diger biyomedikal uygulamalarda
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kitosanin gesitli preparasyon yontemleri ile birlikte ¢esitli formulasyonlarini temsil

etmektedir.

Plskurtmeyle kurutma,
emdilsiyon, iyonik jelasyon,
coktlirme, solvent buharlasmasi

Matriks kaplama Mikrokiireler Kapsul kabugu
Tablet Kapsiiller
CH,OH
o_ o,
Koaservasyon faz o . . Capraz baglama
ayrimi, coktirme| Beadler oH Hidrojel meF;odu g
iyonik jelasyon

NH,

s Film Konjiigatlar | Schiffiin temel olusum
. o mekanizmasi,
yontemi Nanopartikiil elektrostatik etkilesim

Koaservasyon faz ayrimi,
¢oktlirme, nano-¢oktiirme,
emdilsiyon, ters misel metod

Sekil 3. 3 Kitosan bazli ilag salim sistemleri (oval sema) ve hazirlanmasi igin farkl

yontemler (dikdértgen sema) [17]

Kitosan molekulu, asetillenmis kisimlarin derecesine bagli olarak farkl derecelerde
mevcut olan N-acetyl-D-glucosamine ve D-glucosamine birimlerinden olusan bir
kopolimerdir. Kitosanin ¢ok yonlaligu, gesitli yeni grup ekleri igin aktif bdlge olarak
faaliyet gdsteren aktif amino gruplarindan kaynaklanir. Tekrarlayan glukozid
unitelerinde bir amino grubu ve iki hidroksil grubu igerir ve polikatyonik polimerdir.
Karbohidrat omurgasi , -1,4, baglantili d-glukozamin igeren seliloza ¢ok benzer
Ozellik gosterir ancak N-asetilasyon derecesi degiskendir. Ayrica asetilamino grubu
C2 pozisyonundaki hidroksil grubunun yerini almistir. Boylece B (1—4) bagh 2-
acetoamido-2-deoxy-B-D-glucopyranose ve 2-amino-2-deoxy-B-D-glucopyranose

biriminden olusan linear ikili kopolimerdir. Bu uzantilar KTN zinciri boyunca
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raslantisal olarak dagilmigtir. Kitosanin ortalama linear yik yogunlugu asetilasyon
derecesi ve aynl zamanda ¢ozeltinin pH’1 tarafindan belirlenir. Asetilasyon derecesi
yuk tasiyabilen amino gruplarinin yogunlugunu saptar ve pH amino gruplarinin

protonlagma derecesini belirler.

Kitosanin kaynagi, dogal olarak olusan dogada en fazla bulunan iki polisakkaritten
biri olan kitindir. Dogada en bol bulunan ise selulozdur. Kitin, kabuklular, bocekler
ve bazi mantarlarin dis iskeletinde bulunur. Kitin ana ticari kaynaklari, karides,
Istakoz ve yengeclerin kabuk atiklaridir. Dinyada her yil birka¢ milyon ton kitin hasat
edilmektedir ve bu nedenle bu biyopolimer ucuz ve kolayca bulunabilen bir kaynagi
temsil etmektedir. Kitosan, alkalinin varliginda kitinin termokimyasal deasetilasyonu
ile elde edilir ve dogal olarak sadece belirli Mucoraceae mantarlarinda olugur.
Kitinin, % 40-45 (w / v) NaOH c¢ozeltisi ile 4 - 5 saat boyunca 90-120 ° C'de
muameleye tabi tutulmasi, kitin N-deasetilasyonu ile sonuglanir. Deasetilasyon igin
kullanilan kosullar polimer molekuller agirligini ve deasetilasyon derecesini (DD)

belirler.

Sekil 3.4’ de goéruldugu gibi molekul Gzerinde aktif primer amino gruplari, reaksiyon
kosullarinda gesitli yan grup ekleri i¢in sahalar saglar. Dusuk pH' da (< 6) kitosanin
amin gruplari kitosan igin polikatyonik davranis sergiler ve daha yuksek pH' da (>

6.5), kitosanin aminleri deprontonlanmis ve reaktiftir [18].

[ oH ] [ 2%
o Q0

g NH5 H NH»
DisikpH < viiksek pH
Cozdnar Coziinmez

U/

Sekil 3. 4 Kitosanin ¢ok yonluliginin sematik gizimi [18].
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3.3.2. Aljinat

Aljinat dogal bir anyonik polisakkarid olup kahverengi deniz alglerinden ekstrakte
edilir. Aljinat (1—4)-bagli B-D-mannuronic asid (M) ve a-L-guluronik asid
uzantilarindan olusan bir linear ikili kopolimerdir (Sekil 3.5). iki Gronik asit
monomerinin bagil miktari ve onlarin polimer zinciri boyunca ardisik dizenlenmesi,
aljinatin kaynagina bagli olarak énemli 6lgtide degisebilir. Uronik asit uzantilari
bloklarin bir kalibinda polimer zinciri boyunca dagiimistir. Bu blok kalibinda G
uzantilarinin (G-bloklari) homopolimerik bloklari, M uzantilarinin homopolimerik
bloklari (M bloklari) ve M ve G birimlerinin dedisen dizilimine sahip olan bloklar
birlikte bulunabilirler. Aljinatlar diger monomerik diziler ile tasarlanabilir ve
biyoteknolojik yontemler kullanilarak dretilebilir. Aljinatin en onemli 6zelligi pH' a
duyarl olmasidir. Midenin asidik pH' inda stabildir fakat bagirsak alkali pH' inda

siser ve ¢ozulur [19].

5
HO—C OH
A) 2 o
Ho o \-:°H o)
=S o - 0 L) or
(o) o
HO-C op HO™C on oH O=C
o . 0 4 OH
G G

B) MMMMGMGGGGGMGMGGGGGGGGMMGMGMGGM

—— N —

v y
M-block G-block G-block MG-block

Sekil 3. 5 Aljinatin yapisi ve tekrar eden uniteler [20].

Aljinat jeller, biyoyapigkanlk ve pH’a duyarllik 6zellikleri nedeni ile oral uygulamalar
icin uygundur. DUsuk pH’ da (mide kosullari) aljinat jellerin bluzulmesi ve bagirsak
kosullarinda aljinatin gozunmesi, bagirsakta hedeflenen yerde biyoaktif maddenin

salinmasina imkan tanir.

Tum bunlara ragmen, aljinat saf olarak kullanildiginda jellerin bliyuk gdzenek
boyutundan dolayi biyoaktif bilesenlerin kaybina neden olabilir. Bu probleme bir

¢6zUm olarak bu ¢alismada aljinat ve kitosan hibrit kireleri sentezlenmistir.
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3.3.3. Aljinat - Kitosan Kompoziti

En az iki birbirinden farkli materyallerden olusan kompozitler ilag salim sistemlerinde
tasiyici olarak kullanilabilirler. Kompozit olusturmadaki amag¢ tek basina
kullanildiklarinda dezavantajlari olan polimerlerin birlikte kullanildiginda birbirlerinin
iyi 6zellikleri ile dezavantajlarini en aza indirgeyerek daha gelismis materyaller elde

etmektir.

Bilinen bir anyonik polimer olan aljinat, fiziksel olarak genis élgtide arastiriimistir.
Aljinat hidrojeller hidrofilik c¢o6zicllerde kolayca islenebilir ve mikemmel
biyouyumluluk, kontrol edilebilir bozunma, kendi kendini iyilestirme oOzellikleri ve
toksik olmamasi avantajlarindandir. Ancak saf aljinat hidrojelleri zayif viskoelastik
Ozellik gosterir ve oldukga gecirgendir. Fizikokimyasal 6zelliklerini gelistirmek igin,

diger dogal / sentetik polimerlerle aljinatin kompozit hidrojelleri kullanilir.

Aljinat, kitosan gibi polikatyonlarla kolaylikla bir polielektrolit kompleks olusturur ve
iki polimerin kimyasal, reolojik (polimer akis 6zellikleri) ve mekanik ozelliklerde
sinerjizm gosterdigi bilinmektedir. Kitosan biyo-bozunur 6zellikte, fizyolojik pH' da
enzimatik ve kimyasal modifikasyona biyolojik olarak uyumludur ve farkl sekillerde
kolayca iglenebilir. Batin bu 6zellikler onu gugla bir biyomateryal yapar; fakat pozitif
yuklU bir polisakkarit olmasi nedeniyle hicrelere baglanma ve tutunma igin uygun
degildir. Ayni zamanda dusuk sulu ¢ozunurliga, formualasyonlarinin dnemli bir

dezavantajidir.

Kitosan / aljinat polielektrolit komplekslerine dayanan hidrojeller son yillarda oldukga
dikkat cekmistir. ilaglarin, oligonikleotidlerin, proteinlerin ve hatta hicrelerin
enkapsulasyonunda ve ila¢ salim sistemleri ¢calisiimis ve umit vaad eden sonuglar
alinmigtir. Bu tur kompozit hidrojeller biyolojik olarak uyumlu ve bozunabilir 6zellikte

olup, toksik olmayan potansiyel ilag tasiyici sistem olarak kullanilabilirler.
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Polianyon Polikatyon

Sekil 3. 6 Polielektrolit kompleksin (PEC) random olusumu

Sekil 3.6’ da goruldigu uzere polielektrolit-kompleksin (PEC) olugmasi sirasinda
kitosan bir proton transferi ile aljinat ile etkilesir ve olusan kompleksin stabilitesi pH,
yuk yogunlugu, nispi konsantrasyon, iyonik gui¢ ve sicakliga bagli olarak degiskenlik
gosterir. Aljinatin karboksil gruplarinin pKa degeri 3,5' dur, bu nedenle viskozitesi
pH'In artmasiyla azalir. Kitosanin amino gruplarinin ise pKa degeri 6.5’ dur. Bu
nedenle pH 4 ila 6 arasinda iken gug¢lu bir kompozit hidrojel olusumuyla sonuglanir
[21].

3.4. ilag Salim Sisteminde Kullanilan ilag: Resveratrol

Resveratrol (3,5,4’-Trihidroksistilben), stilben yapili bir dogal polifenoldir. Kimyasal
yapisi 1940' da Takaoka tarafindan Veratrum grandiflorum' un kdkinden izole
ederek karakterize edilmistir. Temel yapisi, 3,5,4-Trihidroksistilbeni olusturan bir ¢ift
stiren bagi ile birbirine baglanmig iki fenolik halkadan olugur. Bu c¢ift bag,
resveratrolin izometrik cis- ve trans formlarindan sorumludur (Sekil 3.7). Trans-
izomeri en kararh yapiya sahiptir. Resveratrolin kimyasal yapisi, emilimini etkileyen
disuk suda ¢ozunurlige (<0.05mg / mL) yol agar. CozUnurliguni arttirmak igin,
etanol (50mg / mL) veya organik ¢dzuculer kullanilabilir. Molekul agirhgr 228.25 g /

mol ‘dir. Kapali formili C;,H;,03 seklindedir.
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Sekil 3. 7 Trans-resveratrol ve cis- resveratrol’ Gn kimyasal yapisi [22].

Resveratrol bir fitoaleksindir. Bu kimyasallar, distik molekuler agirliklari ve belirli
enfeksiyonlarin ilerlemesini 6nleme yetenekleriyle karakterize edilir. Bu maddeler
bitkilerde parazit ve mantar enfeksiyonu, UV radyasyonu, kimyasal maddeler ve
genel olarak bitki icin stresli faktorler gibi diger olumsuz kosullara kargi bir direng
mekanizmasi ile Uretilir. Aslinda, resveratrol bu tur stresli durumlara yanit olarak 70
den fazla bitki tirG tarafindan Uretiimektedir. Resveratrol sentezi, Uzim
olgunlagsmasi surecinde duzenli olarak azalir ve bu da olgun meyvelerin Botrytis
cinerea tarafindan enfeksiyona karsi artan duyarlihdini acgiklar. Botrytis cinerea

kursuni kuf olarak bilinir.

Resveratrol, yaban mersini (Vaccinium spp.), bégurtlen (Morus spp.) ve yer fistigi
(Arachis hypogaea) gibi insan beslenmesinin bir pargasi olan bazi meyvelerde de
bulunur. Ancak Akdeniz diyetinin bir pargasi olan kirmizi sarap resveratrolin ana
kaynagi olarak bilinir. Kirmizi sarapta resveratrol icerigi UzUmlerden (Vitaceae) gelir.
Ozellikle, UzUmin resveratrolce en zengin kaynaklari deri, tohum, yaprak sapi ve
odunsu kisimlaridir. Cis- ve trans-izomerler bitkilerde ve sarapta bir arada
bulunurlar. Bununla birlikte, cis-resveratrol Uzim 6zinde hi¢ bulunmamigtir. Trans-
izomeri dogada daha baskin ve kararli formu olarak karsimiza c¢ikar. Trans
izomerinin gunese, 254 nm veya 366 nm dalga boyundaki suni 1g1ga veya ultraviyole

radyasyona maruz kaldiginda cis izomerine donustligu bilinmektedir.

Bilinen biyolojik Ozellikleri arasinda fitodstrojenik 6zelligi, antioksidan 6zelligi,

antitumor etkisi, kardiyovaskuler etkileri yer almaktadir.
3.4.1. Resveratroliin Saghk Uzerine Etkisi ve Kanserin Tedavisindeki Rolii

Resveratrolin ¢ok asamali karsinojenezi inhibe etmedeki kemopreventif etkilerini

gOsteren ilk olarak 1997’ de Meishiang Jang ve arkadaslari olmustur; bu polifenolik
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bilesigin, ¢ok ¢esitli preklinik hayvan ¢alismalarina yol agmis ¢ok gesitli insan tumor

hucrelerinin in vitro proliferasyonunu baskiladigr gosterilmigtir [23].

Daha sonra yapilan galigmalarda resveratrolun meme kanseri hicre hatlarina ait
MCF-7 hucrelerinde aVB3 integrin reseptort ile etkilesime girerek apoptosisi
indUkledigi gosterilmistir. Antitimor etkisi, timoér gelisiminde aktif rol oynayan
Siklooksijenaz 1 (COX-1) enzimini inhibe ederek hicre buyumesini durdurmasindan
kaynaklanmaktadir. Yine yapilan in-vivo ¢alismalar, in vitro ¢alismalarda goértlen
antitimor etkilerini destekleyen niteliktedir. Ornegin, haftada iki doz resveratrol
verilen bir deri kanseri hayvan modelinde kanserin baslatilmasi tGzerindeki 6nleyici

etkisi belirlenmigtir [22].

Ayni zamanda resveratrolin anti-inflamatuar ve anti-koagulant o6zellige sahip
oldugu da bilinmektedir. Arterioskleroz yani damar sertligine karsi ve kalp
hastaliklarina karsi yararli etkileri vardir. Bunu LDL (dUsuk yogunluklu lipoprotein)

oksidasyonunu ve trombosit agregasyonunu engelleyerek yapar [24].

Tum bu yararh etkilerine ragmen resveratrolin uygulamalarini kisitlayan faktorler su

sekilde siralanabilir:

+ Yukseltgenmeye kargi dugsuk kararhlik,

s Ylksek fotoduyarlilik,

s Suda ¢dzinmeme veya dusuk ¢ozunurlik,
% Kisa biyolojik yarilanma,

+« DuUsuk biyoyararlanim ve

*» Yetersiz sistemik taginimdir.

Buna ek olarak, resveratrol yuksek sicakliklarda, pH degisimlerinde, ultraviyole 15131
altinda ve belirli tipte enzimlerin varliginda kimyasal olarak da bozunmaya ugrar
[25].

3.5. Literatiir Ozeti

Resveratrolin ilag salim sistemlerinde etkin kullanimi i¢in ginumuze degin yapilan

calismalardan bazilari bu bélimde verilmistir.

Resveratrolun, vanillin ile gapraz baglanmis tek basina KTN partikullerde yapilimis
bir calismada ise KTN partikillerde kapsullenen RSVin, UV-igigina ve yuksek
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sicakliklara maruz kaldiktan sonra izomerizasyona kargi korundugu kayit edilmistir
[26].

Yapilan bir diger calismada KTN ve pektin gibi mikroklrelerde RSV’ {n
kapsullenmesi saklama esnasinda kimyasal kararlihdini arttirmistir.  Pektin
partikullerde tutuklanan RSV’ Un oda sicakliginda alti aydan daha ¢ok kararli kaldigi
kaydedilmistir [27].

RSV, mPEG-poly(e-caprolactone)’a yuklendiginde, serbest biyomolekulin esdeger
dozu ile karsilastiriidiginda, malignant (habis) glioma hucrelerine karsi 6nemli

Olcude daha yuksek sitotoksisite gostermistir [28].

Diger bir calismada ise RSV ile ylUklenmis kati-lipid nanopartiklller, hicre
¢ogalmasini azaltmada ilacin etkinligine katki sagladigi ve deri kanserinin

Oonlenmesi icin potansiyel yararlar gosterdigi kaydedilmistir [29], [30].

Aljinat — Kitosan hibrit yapidaki biyojel kurelere resveratrol ylklemesi ise bu
calismada yapilmis ve biyopolimer mikrokurelerden RSV’ Un salimi difuzyon, sisme
ve/lveya erozyon gibi mekanizmalara bagli oldugu dusinUlmektedir. Biyopolimer
matriksten salimin baslangigta hizli olacagi, sonrasinda ise bir platoya erisecegi

ongorilmektedir.

Literatlr incelemesine gore, yuksek kapsullenme verimi, iyi allkkonma kapasitesi,
biyopolimer mikrokUreler icerisinde RSV’ Un arttirilan kararliligi, ilag tasinim

sistemleri olarak iyi adaylar olabilecekleri diistinUlmektedir.

Cizelge 3.2’ de literatirde yapilan diger calismalarda elde edilen enkapsulasyon

verimlilikleri verilmigtir.
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Cizelge 3. 2 Literatirde yapilan diger calismalarda elde edilen enkapsulasyon

verimlilikleri verilmigtir.

Materyal Enkapsiilasyon Verimliligi Referans
RSV - solid lipid partikdl % 73 [31]
RSV — kitosan- % 66.4 [32]
biotin/avidin
RSV - karboksimetil- % 44.5 [33]

kitosan partikull

RSV- mikrokapsdl % 40 - %52 [34]
kitosan/PLGA ve
aljinat/PLGA

4. ILAG SALIM KIiNETIGiNIN MATEMATIKSEL TANIMLANMASI

Kontrolli salim dozaj formlarinin gelistiriimesi ile ilag salimi alaninda énemli tibbi
ilerlemeler kaydedilmistir. Kontrolll ila¢ salimina ayrilan ¢ok gesitli formulasyonlar
vardir ve ayrica bu formulasyonlardan ila¢ salimini etkileyen cesitli fiziksel 6zellikler

de vardir.

Kontrolli salim sistemlerinin amaci, kandaki veya hedef dokulardaki ilag
konsantrasyonunu mumkun oldugu kadar uzun bir sirede mevcut tutmaktir. Bagka
bir deyigle, ilag salim hizi ve suresi Uzerinde bir kontrol uygulanmaktadir. Bu amagla,
genellikle kontrolli salim sistemi, ilacin etkin terapotik konsantrasyonunu hizlica
elde etmek igin baslangigta dozun bir kismini serbest birakir. Daha sonra, ilag salim
kinetikleri, istenen ila¢g konsantrasyonunun elde edilmesini saglayan idame dozunu

saglamak igin iyi tanimlanmis bir davranisi takip eder.

Modele bagli ydontemler, ¢ézinme profilini agiklayan farkh matematiksel modellere

dayanir.
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4.1. Zero-order Model

llacin taglyici sistemden kolay ayriimadi§i ve yavas yavas ¢ézinmenin gergeklestigi

salimi temsil eder ve asagidaki esitlikle ifade edilir:
Q¢ = Qo + Kot
Burada, (;: t anindaki salinan ilag miktarini,
Qo: baslangicta ¢ozelti icerinde bulunan ilag miktarini (genellikle bu deger
0’ dir.) ve
K,: sifirinci derece salim kinetidi sabitini ifade etmektedir.

Serbest salim kinetiklerini incelemek igin, in vitro ila¢ salim g¢alismalarindan elde

edilen veriler, zamana kargi salinan kimdulatif ilag miktari olarak grafige gegcirilir.

Bu ideal uygulama, antibiyotikler, kalp ve kan basincini koruyucu ilaglar, agr
kontroll ve antidepresanlar gibi belirli ila¢ siniflarinda 6zellikle dGnemlidir. Bu model,
bazi transdermal sistemlerde oldugu gibi, kaplanmis formlarda, ozmotik sistemlerde
dusuk ¢oézlnebilir ilaglara sahip matris tabletlerde ve degisik tipte modifiye salimh

farmasotik dozaj formlarinin ilag salimini agiklamak igin kullanilabilir [35].
4.2. First-order Model

Bu mekanizmay! teorik bir temelde kavramsallastirmak zor olsa da, bazi ilaglarin

emilimini ve / veya eliminasyonunu tanimlamak icin kullaniimistir.

Birinci dereceden salim kinetigi asagidaki esitlikle ifade edilir:
logC = logCy, — Kt/2.303
Burada, C,: baslangigtaki ilag konsantrasyonunu,
K: birinci derece salim kinetigi sabitini ve

t: zamani ifade etmektedir.

in vitro salim c¢alismalarindan elde edilen veriler, zamana karsi kalan ilacin

logaritmik kimulatif yizdesi olarak grafige gegirilir.

Bu model, gbézenekli matrislerde suda ¢ozundr ilaglar iceren farmasoétik dozaj

formlarindan ilag salimini tanimlamak igin kullanilabilir [35].
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4.3. Higuchi Model

Matriks sisteminden ila¢ salinimini agiklamay1 amaglayan bir matematiksel modelin
ilk 6rnegidir ve 1961'de Higuchi tarafindan o6nerilmistir. Baglangicta dizlemsel
sistemler i¢in tasarlanmistir ancak daha sonra farkli geometrilere ve gézenekli poréz
sistemlere kadar genisletilmistir. Birgok kontrolli salim UrUnleri, ilacin gézenekli bir

matris igine yerlestiriimesi prensibi Uzerine tasarlanmigtir.

Bu modele goére, matristeki ilk ila¢g konsantrasyonu ila¢ ¢ézunurliginden ¢ok daha
yuksektir, ilag difizyonu sadece bir boyutta gerceklesir, polimer matrisin sismesi ve

¢ozunmesi ihmal edilebilir, ilacin difizyonu ve yayilimi sabittir.

Higuchi salim kinetigi asagidaki esitliklerle ifade edilir:

fo=Q=4JDQ2C - CHCst

DS
fi=Q= |— @C-8CocC

Burada, D: ¢ozucu igindeki ilag molekulunun difuzyon katsayisi,
&: matrisin gozenekliligi,
T: matrisin ¢carpikhgi
Q: birim alan A basina t zamaninda salinan ilag miktari,
C: ila¢ baslangi¢ konsantrasyonu,
Cs: matris ortamindaki ilag ¢6zunurlGga ve

D: diftizyon katsayisini ifade etmektedir.

Matrisin g¢arpikligi olarak tanimlanan t yapidaki gdozeneklerin ve kanallarin yarigap

ve dallanma boyutlarina karsilik gelir.

Genel olarak, Higuchi modeli basitlegtirilirse genellikle basitlestirilmis Higuchi modeli
olarak bilinir ve asagidaki gibi ifade edilir:

23



fi =Q =Ky x\t
Burada, Ky : Higuchi ¢dziinme sabitidir.

Elde edilen veriler, zamanin karekdktine karsi kimdulatif ylizde ila¢ salimi olarak
grafige cizilir.
Bu model bazi transdermal sistemler ve suda ¢ozunur ilaglar ile matris tabletler

seklindeki salim dozaj formlarindan, ilag salimini ve ¢gdézinmesini tanimlamak igin
kullanilabilir [35].

4.4. Korsmeyer- Peppas Model

Polimerik bir sistemden ilag salimini agiklayan bu matematiksel model Korsmeyer

ve arkadaslari tarafindan ilk olarak 1983’ de tanimlanmigtir [35].

Sisme kontrolll ilag salim sisteminde, hidrofilik polimer matriksindeki su akisi ve
sistemin sismesi ilacin salinmasini kontrol eder. ilag baslangicta camsi polimer
matrisinde homojen olarak dagiimis sekilde bulunmaktadir. Camsi polimerden olasi
bir ila¢ difuzyonu gergeklesemez. Polimer su veya biyolojik sivilar ile temas
ettiginde, polimer matrisi sismeye bagslar ve sismis kauguksu bir hal alarak gevser.
Polimerin gevsemesiyle ilag molekilleri kauguksu fazdan vyayilip difizyona

ugrayabilirler.

Sekil 4.1’ de gosterilen sisme kontrolll sistemlerde camsi haldeki polimerin ¢ozucu
bir ortama maruz kalarak kauguksu hale gecmesi ile ilag, iki farkl mekanizmanin

ardindan serbest birakilabilir:

% Polimer zincirinde meydana gelen gevsemeler ve

% Difuzyon
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Camsi faz Gevgek faz

Goziinme ortami

Sekil 4. 1 Sisme kontrolll ilag dagitim sistemi. Camsi hidrojel su ile temas ettiginde,
polimer matrisi sismeye baslar ve kauguksu faz goriinir. ilagc molekiilleri kauguksu
fazda dagilir [36].

Ritger ve Peppas genel ilag salim sureci Uzerinde diflizyon ve makromolekiler
rahatlamanin nispi 6nemini belirlemek icin basit bir denklem onermiglerdir:

& = kt"

M,
Bu denklemde M,; ve M, sirasiyla t zamaninda ve dengede salinan ilag

miktarlaridir. k ise oranti sabiti ve n difuzyon katsayisidir.

Ritger ve Peppas, polimerik matrislerden ila¢ salim davranisini tanimlamak igin bu
ussel denklemi ortaya koymuslar ve Fickian ve nonFickian difiizyonel davranisin,
n'nin deg@eri ile iligkili olarak analizi gerceklestirmiglerdir. Buna gore n difuzyon Usteli
farkh yapilarda olabilen, dizlemsel, silindirik ve klresel ila¢g salim sistemleri igin

difizyon mekanizmasinin tlirind agiklamaktadir ve Cizelge 4.1’ de belirtiimistir [36].
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Cizelge 4. 1 Difuzyon usteli n ve farkli morfolojik yapidaki kontrolli salim

sistemlerinden ila¢ salim mekanizmasi [36]

Difuzyon usteli, n ilag Salim Mekanizmasi

ince Film Silindirik Yapi Kiresel Yapi

0.5 0.45 0.43 Fickian Difuzyonu

05<n<10| 045<n<1.0 0.43<n<1.0 Anomalous Taginim

(Non Fickian Diflizyon)

1.0 1.0 1.0 Case Il Taginimi

(Zero-order release)

in vitro salim calismalarindan elde edilen veriler, zamanin logaritmasina karst ilacin
logaritmik kumulatif yizdesi olarak grafige gecirilir. Grafigin egimi difizyon Usteli

olan n degerini verir.
4.5 Baker- Lonsdale Model

Bu model, Higuchi modelinden sonra Baker ve Lonsdale (1974) tarafindan

geligtiriimis ve kuresel matrislerden ilag salimini agiklamistir.

Baker- Lonsdale kinetigi asagidaki esitlikle ifade edilir:

2
t

3 M \3

[0 0]
Burada M; ve M, sirasiyla t zamaninda ve dengede salinan ilag miktarlaridir.
Serbest birakma hizi sabiti olan k; ise egime karsilik gelir [35].
Matematiksel modeller, ilag salim sistemlerinde en uygun geometriyi, formilasyon
yontemini ve buyuklugunu secgerek yeni sistemler tasarlamak icin kullanilabilir.
Matematiksel modelleme, uygun bir modelin ¢ézimdu ile bu sistemlerden ila¢g salma

oranlarini ve diflizyon davranisini tahmin etmede yardimci olmakta, boylece ihtiyag

duyulan deneylerin sayisini azaltmaktadir.
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KontrollG ila¢g uygulamasinin matematiksel modellemesi, ila¢ saliminin kontrolinde
yer alan kitle tasima mekanizmalarina iligkin bilimsel bir bilgi tabani olusturulmasina
yardimci olabilir. Bdylece, mevcut ve yeni farmasétik Grlnlerin gelistiriimesinin
optimizasyonunu 6nemli Olgcide kolaylastirabili. Ayni zamanda modellerin
sistematik kullanimi para ve zaman tasarrufu saglayabilir. Matematiksel
yaklasimlar, arastirmacilarin yuksek etkili ila¢ formulasyonlari ve daha dogru doz

rejimleri gelistirmelerine yardimci olabilir [37].
5. DENEYSEL YONTEMLER

Bu bolimde tez calismasi kapsaminda gercgeklestirilen deneysel calismalarda
kullanilan kimyasal maddeler, partikullerin hazirlanmasinda kullanillan deneysel
yontem ve metod, partikullere ilag yuklemesi, karakterizasyon calismalari ve in —

vitro salim galismalari ile ilgili ayrintilar yer almaktadir.

5.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Kitosan low molecular weight) %75-85 deasetilasyon derecesi Brookfield viskozitesi
20-300 cP (Sigma Aldrich), Sodyum Aljinat (Sigma Aldrich), Asetik Asit 100 %
puriss (glacial) C, H,0, M= 60.05 g/ mol (Sigma Aldrich), Formik Asit puriss 98.0 —
100 % CH,0, MW= 46.03 g/ mol (Sigma Aldrich), Asetonitrii CHROMASOLV
gradient grade for HPLC 299.9 % C,;H3N MW= 41.05 g/ mol (Sigma Aldrich),
Potassium Phosphate Monobasic puriss KH,P0, M= 136.09 g / mol (Sigma
Aldrich), Ethanol absolut puriss C,HgO M= 46.07 g/ mol (Sigma Aldrich),

Resveratrol (Trans-resveratrol) HPLC 299.9 % C;,H,,05; MW= 228.24 g/ mol
(Sigma Aldrich).

5.2. Ca — Aljinat Kurelerin Hazirlanmasi

2 g sodyum aljinat 100 mL saf su igerisinde manyetik karistirici altinda ve oda
sicakhginda igerisinde tamamen ¢oéziinene kadar karistirilir. Sodyum aljinat iyice
¢6zundukten sonra manyetik karistirici altindan alinir ve 100 mL saf suda 2 g
kalsiyum klorur iceren ¢ozeltiye bir enjeksiyon ignesi yardimiyla damla damla eklenir
ve Ca — Aljinat kureler sentezlenmis olur. Jel formundaki kureler 24 sa kalsiyum
klorur ¢Ozeltisinde bekletildikten sonra saf su ile yikama islemi yapilir ve yikama
isleminden sonra 24 saat boyunca liyofilizatorde kurutulur. Desikatorde saklanir.
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5.3. Aljinat — Kitosan Hibrit Kiuirelerin Hazirlanmasi

Aljinat — Kitosan hibrit kureler “ drop — wise” yani damlatma teknigi kullanilarak
sentezlenmistir. 2% (w/v) Sodyum aljinat ve kitosan iceren ¢ozelti farkl kitle
oranlarinda; (2:1), (1:1), (1:2), (4:1) olacak sekilde hazirlanmistir. Bunun igin ilk
olarak 2 g sodyum aljinat 100 mL saf su icerisinde manyetik karistirici altinda ve
oda sicakliginda igerisinde tamamen ¢ozinene kadar karistinlir. Sodyum aljinat
iyice ¢ozundukten sonra manyetik karistirici altindan mekanik karigtirici ortamina
alinan c¢ozeltiye hazirlanacak kutle oranina goére kitosan eklenir. Kitosanin
¢bzunmesini saglamak igin ¢ozeltiye 1 mL asetik asit eklenir ve ¢ozeltinin pH' 15’ e
ayarlanir. Iki biyopolimerin homojen bir karigim olusturmasi igin oda sicakhginda 60
dakika kadar karigtirilir. Boylece anyonik ozellikteki aljinat ile katyonik ozellikteki
kitosan polielektrolit bir kompleks olusturur. Daha sonra hazirlanan karisim bir
enjeksiyon ignesi ile 2% (w/v) kalsiyum klorur ¢ozeltisine damlatilarak aljinat —
kitosan biyojel kurelerin sentezlenmesi saglanir. Jel formundaki kireler 24 sa
kalsiyum klortr ¢ozeltisinde bekletildikten sonra saf su ile yikama islemi yapilir ve
yikama isleminden sonra 24 saat boyunca liyofilizatorde kurutulur. Desikatorde

saklanir.
5.4. Ca — Aljinat Kurelere Resveratrol Yuklenmesi

Bos Ca — Aljinat kureler Resveratrol ilacinin yiklenmesi icin 6ncelikle, ilacin glines
veya suni i1s1ga maruz kalmamasi icin kullanilan cam malzemeler aliminyum folyo
ile kaplanir ve karanlik ortam saglanir. 2 g sodyum aljinat 100 mL saf su igerisinde
manyetik karistirici altinda ve oda sicakliginda igerisinde tamamen ¢éztinene kadar
karistirithir. Sodyum aljinat iyice g¢ozindikten sonra 10 mL 30mM Resveratrol
¢Ozeltisi karisima eklenir ve mekanik karistirici altinda ve karanlik ortamda 60
dakika karigtirilir. 30mM Resveratrol ¢ozeltisi, 70 mg ilacin 10 mL Etanol igerisinde
¢6zunmesi ile hazirlanir. Daha sonra hazirlanan ilag yukli ¢ozelti 2% (w/v) kalsiyum
klorUr ¢gozeltisine bir enjeksiyon ignesi yardimiyla damlatilarak damla damla eklenir
ve boylelikle ila¢ yuklu Ca — Aljinat kurelerin sentezlenmesi saglanir. Jel formundaki
kireler 24 sa kalsiyum klorlr ¢ozeltisinde bekletildikten sonra saf su ile ylkama
islemi yapilir ve yilkama isleminden sonra 24 saat boyunca liyofilizatérde kurutulur.

Desikatorde saklanir.
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5.5. Aljinat — Kitosan Hibrit Kiuirelere Resveratrol Yiiklenmesi

Bos Aljinat — Kitosan hibrit kirelere Resveratrol ilacinin yuklenmesi i¢in dncelikle,
ilacin gunesg veya suni 1S1ga maruz kalmamasi igin kullanilan cam malzemeler
aliminyum folyo ile kaplanir ve karanlik ortam saglanir. Bunun igin ilk olarak 2 g
sodyum aljinat 100 mL saf su igerisinde manyetik karigtirici altinda ve oda
sicakhginda igerisinde tamamen ¢6zinene kadar karigtirilir. Sodyum aljinat iyice
¢ozundukten sonra manyetik karigtirici altindan mekanik karigtirici ortamina alinan
¢cOzeltiye hazirlanacak kutle oranina gore kitosan eklenir. Kitosanin ¢ézinmesini
saglamak icin ¢cozeltiye 1 mL asetik asit eklenir ve iki biyopolimerin homojen bir
karisim olusturmasi icin karistirihr. 20 dakika karistiktan sonra 10 mL 30mM
Resveratrol ¢ozeltisi karigima eklenir ve mekanik karistirici altinda ve karanlik
ortamda 60 dakika karistirilir. 30mM Resveratrol ¢ozeltisi yine ayni sekilde, 70 mg
ilacin 10 mL Etanol igerisinde ¢dzinmesi ile hazirlanir. Daha sonra hazirlanan
karigim bir enjeksiyon ignesi ile 2% (w/v) kalsiyum klorur ¢ozeltisine damlatilarak
ilag yUkli aljinat — kitosan kompozit biyojel kirelerin sentezlenmesi saglanir. Jel
formundaki kireler 24 sa kalsiyum klorlr ¢ozeltisinde bekletildikten sonra saf su ile
yikama iglemi yapilir ve yilkama isleminden sonra 24 saat boyunca liyofilizatorde

kurutulur. Desikatorde saklanir.

Farkli ktle oranlarinda hazirlanan; (2:1), (1:1) ve (1:2), 2% (w/v) Sodyum aljinat ve

kitosan iceren hibrit kiirelere ilag ylkleme islemi yapilmistir.
5.6. Resveratrol Capraz Bagh Kitosan Nanopartikillerin Hazirlanmasi

Tez galismasinda ayni zamanda kompozit kirelerle karsilastirma yapabilmek adina
tek basina kitosana da ila¢ yuklemesi yapilmigtir. Bunun igin resveratrol gapraz bagli
kitosan nanopartikilleri sentezlenmistir [38]. 2 g kitosan 1% (v/v) oraninda asetik
asit sulu ¢ozeltisi icerisinde manyetik karigtirici altinda oda sicakliginda yaklasgik 2
saat karistirilarak ¢oézular. Yine ayni sekilde kullanilan cam malzemeler karanlk
ortam saglamak amaciyla aliminyum folyo ile kaplanmigtir. Kitosan homojen bir
sekilde c¢ozundukten sonra 10 mL 30 mM Resveratrol ¢ozeltiye eklenir ve
ultrasonikatdrde 5 dakika sonike edilir. Ultrasonikasyon isleminden sonra +4°C’ de
24 saat su banyosunda bekletilir. Ertesi gun su banyosundan ¢ikarilan sollsyon

+4°C’ de 5000 rpm’ de 45 dakika santrifujlenir. SUpernatant kismi dokultp 3 kez saf
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suyla yikama iglemi yapilir. Yikama igleminden sonra 24 saat boyunca liyofilizatorde

kurutulur ve desikatorde saklanir.
5.7. Karakterizasyon Calismalari

5.7.1. Partikiillerin Taramah Elektron Mikroskobu Gortlintuleri (SEM) ve EDS
Analizi - Mapping

Hazirlanan Ca — Aljinat, Aljinat — Kitosan hibrit, Kitosan nanopartikullerinin morfolojik
yapilart ODTU Merkez Arastirma Laboratuvarinda QUANTA 400F Field Emission
model Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) ve Hacettepe Yer Bilimleri Uygulama
ve Arastirma Merkezi Elektron Mikroskopi Laboratuvarinda CARL ZEISS AG EVO
50 model SEM cihazi ile incelenmistir. SEM analizi i¢cin érneklerin kuru ve nemli
olmamasi gerektiginden hazirlanan partikuller dondurularak kurutulmus ve de analiz
oncesinde vakum altinda altinla kaplanmigtir. Ayrica partikullerin elementel
kompozisyonlarinin  belirlenmesi amaciyla EDS (Energy Dispersive Xray

Spectroscopy) analizi ve mapping(haritalama) yapiimistir.
5.7.2. FT-IR, TGA ve DSC Analizleri

Hazirlanan partikillerin FT-IR, TGA ve DSC analizleri Hacettepe Universitesi Kimya
Muhendisligi Merkez Laboratuvarinda yapilmistir. Ornekler dondurularak

kurutulduktan sonra analizi gergeklestirilmistir.
5.7.3. Yiuizey Karakterizasyonu i¢in BET Analizi

Kirelerin Yiizey alani ve gdzenek boyutu dagiimini belirlemek amaciyla ODTU
Merkez Aragtirma Laboratuvarinda Yuzey Karakterizasyon Cihazi | (AUTOSORB-
1C/MS) kullanilarak ¢ok noktali Brunauer-Emmett-Teller (BET) analizi yapilmigtir.

5.7.4. Sisme Caligmalari

Sisme calismalarinda hazirlanan Ca — Aljinat, Aljinat — Kitosan hibrit kireler
dondurulark kurutulmus olarak deneyler gergeklestirilmistir. Bunun igin 60 mg
partiktl 40 mL’ de 37°C’ de ilk iki saat mide pH’in1 temsilen (simulated gastric fluid,;
SGF) pH’ 1 1.2 olan 0.1 M HCL ¢ozeltisinde tutulmus ve daha sonra bagirsak pH’ ini
temsilen (simulated intestinal fluid; SIF) pH’ 1 6.8 olan 0.1 M PBS igerisine transfer
edilmistir. Belirli zaman araliklarinda partikiller sisme ortamindan c¢ikarilarak
tartimlari gergeklestirilmistir. Ayri olarak pH 7.4’ de 0.1 M PBS igerisinde de sisme

davraniglari incelenmistir.
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Klrelerin sisme oranlari asagidaki esitlige gore hesaplanmigtir:

Wi—Wo
Wo

S% = X100  [19]

Bu esitlikte S% sisme orani, W, kirelerin herhangi bir t anindaki agirigi ve W, ise

kUrelerin baglangigtaki kurutulmus agirligidir.
5.8. Resveratrol Salim Galigsmalari

Yapilan tez calismasinda Kitosan nanopartikillere, Ca — Aljinat kirelere ve Aljinat
— Kitosan hibrit kirelere resveratrol ilaci yiklemesi yapilmis ve salimi incelenmistir.
S6z konusu partikillerin enkapsulasyon verimlilikleri hesaplanmistir. Farkh katle
oranlarinda hazirlanan Aljinat — Kitosan hibrit kiirelerden salim verimleri incelenmis,
optimum olarak secilen orandan yuklenen ilag miktari azaltilip ve artirilarak verim
degerleri karsilastirlmigtir. Serbest resveratrol konsantrasyonu olgumleri, UV

dedektorlt Thermo Scientific Dionex Ultimate 3000 HPLC kullanilarak yapilmigtir.

Gerekli absorbans degerinin bulunmasi igin Spectrophotometer Genesys 10S UV-
Vis Spektrofotometre cihazi kullanilarak UV analizi yapilmis ve ayni zamanda

literatlr galismasi yapilarak dalga boyu 306 nm olarak bulunmustur (Sekil 5.1).
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Spectrum: Dalga boyu taramasi.dsp

Description:
Operator: USER-ECFATTCFS0N\acer
Created: 24.,01.2017 18:01:43
Epectrophotometer: GEMESYS 105 TW—Vis
Serial number: 2LO9R269203
Firmware: 4,005
Baseline: 24.01.2017 17:59:38
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Dalga boyy laramasi.dsp

Sekil 5. 1 Resveratrol dalga boyu taramasi

Salim deneyleri yapilirken ilag yUuklu partikullerin ve salim ortaminin giines veya suni
ISida maruz kalmamasi ic¢in kullanilan cam malzemeler aliminyum folyo ile
kaplanarak karanlik ortam saglanmistir. Salim ¢alismalari Edmund Buhler GmbH
marka Incubator Hood TH 30 model ¢alkalamali inktubatorde 37°C’ de ve 110 rpm
karigtirma hizinda 100 mL ¢o6zelti hacminde 0.1 g partikil eklenerek yapiimis ve
beliri zaman araliklarinda salim ortamindan ependorfa 1.5 mL’ lik 6rnekler
alinmistir. Ependorflara alinan érnekler 6000 rpm’ de 5 dakika olmak lGzere Hettich
marka HERMLE Z300 model mikro santrifij cihazinda santrifljlenmistir.
Santrifljlenen 6rnekler UV detektorli Thermo Scientific Dionex Ultimate 3000
HPLC’ de analiz edilmistir.

Salim deneyleri igin dort farkli pH degerlerinde ¢alisiimistir. Bunlar 1.2 - 5.5-6.8 —
7.4 pH seviyeleridir. Bu degerler mide-bagirsak sistemine ait pH seviyelerini temsil

etmektedirler. Sekil 5. 2’ de ayrintili olarak verilmigtir.1.2 pH seviyesi mide ortamini,
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5.5 pH seviyesi kalin bagirsagin yukselen ve algalan kolonlarini; daha ¢ok ince
bagirsaga yakin olan bolgesini ve son olarak 6.8 ile 7.4 pH seviyesi ince bagirsagin

ortamini temsil etmektedir.

Oesophagus
pH ~7.0

Stomach

pH 2 pH 1-2.5 (up to 5 when fed)

Proximal small intestine

H5 i
p Ascending colon pH 6.15-7.35

pH 5.26-6.72

pH7 Descending colon

pH 5.20-7.02

Distal small intenstine
pH 6.80-7.88

Sekil 5. 2 Mide — Bagirsak sistemi pH seviyeleri  [39]
5.8.1. Resverratroliin HPLC Saptama Yontemi

Resveratrolin UV detektdrli Thermo Scientific Dionex Ultimate 3000 HPLC’ de en
uygun analiz yontemi igin literatlr arastirmasi yapilmig ve tez ¢alismasinda Trans-
resveratrol’ Un tayini i¢in kullanilan HPLC analiz yontemi asagida Cizelge 5.1’ de

gosterilmigtir [31].
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Cizelge 5. 1 Trans-resveratrol’ Un tayini igin kullanilan HPLC analiz yontemi [40]

Tasiyici Faz

A: Asetonitril — B: 0.2% Formikasit iceren su
(25:75, viv)

Ornek Miktari 10 uL

Akis Hizi 0.8 ml/min

Kolon Thermo Scientific Hypersil GOLD C18 kolonu
(particle size:5 ym, Dim: 250 x 4.6 mm )

Dalga Boyu 306nm

Dedektor UV dedektori

Sicakhk 25°C

Program suresi / Resveratrol

icin pik verdigi dakika

15 dakika / 14.-14.30. dakikalari arasi
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6. SONUGLAR VE DEGERLENDIRME

6.1. Karakterizasyon Caligsmalari

6.1.1. Partiklillerin Taramali Elektron Mikroskobu Gortlintuleri (SEM) ve EDS
Analizi — Mapping

Sekil 6.1, Sekil 6.2, Sekil 6.3, Sekil 6.4, Sekil 6.5 ve Sekil 6.6’ da Ca — Aljinat ve

Aljinat — Kitosan Hibrit kiirelerin taramali elektron mikroskobu ile ¢ekilen fotograflari

gorulmektedir.

Mag = 44 X EHT =15.00kV Signal A=SE1 X EHT =15.00kV Signal A= SE1
=

Sekil 6. 1 SEM goruntuleri (A) Ca — Aljinat kure, (B) Ca — Aljinat kurelerin yuzey

gorunimu

Sekil 6. 2 SEM goruntileri (A) Ca — Aljinat kurelerin yluzey gorunumu, (B) Ca —

Aljinat kure kesit
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20 pm*

Mag = 500 X EHT =15.00kV Signal A= SE1

EHT =15.00kV Signal A= SE1

*
200 X EHT =15.00kV Signal A = SE1 Mag = 41 X EHT =15.00kV Signal A= SE1

Sekil 6. 3 SEM goruntleri (A) Aljinat — Kitosan hibrit kire (2:1), (B) ve (C) Aljinat —
Kitosan hibrit kiire (2:1) yuzey gérunum, (D) Aljinat — Kitosan hibrit kure (2:1) kesit
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4/17/2018 d;t HV 1mm 8 | det HV mag |[spot| WD

0 pm
11:02:04 AM |ETD|10.00 kV|100 x| 3.0 | 8.9 mm METU CENTRAL LAB AM ETD|10.00 kV| 1000 x| 3.0 |9.0 mm METU CENTRAL LAB

ag | spot| WD 8
00x 3.0 |9.0mm METU CENTRAL LAB AM |ETD |10.00 kV

Sekil 6. 4 SEM goruntuleri (A) Aljinat — Kitosan hibrit kure (1:1), (B) ve (C) Aljinat —
Kitosan hibrit kiire (1:1) ylzey gérinim, (D) Aljinat — Kitosan hibrit kiire (1:1) kesit
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& det HV mag |spot| WD | 1 mm—— 17 3 det' AHV rm;g 'spoi 0 pm
\M | ETD [ 20.00 kV 100 x| 3.0 | 9.7 mm METU CENTRAL LAB M ETD|10.00 kV|500 x| METU CENTRAL LAB

8 ‘ det | sp WD | ] | 8 p 1 mm
\M |ETD | 10.00 0 |83 mm \ \L LAB M ETD|10.00 kV/100 x| 3.0 |10.5 mm METU CENTRAL LAB

Sekil 6. 5 SEM goruntuleri (A) Aljinat — Kitosan hibrit kure (1:2), (B) ve (C) Aljinat —
Kitosan hibrit kiire (1:2) ylzey gérinum, (D) Aljinat — Kitosan hibrit kiire (1:2) kesit
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det 2\ mag |spot| WD 1 mm 4/11/2017 | det HV mag |spot| WD 500 ym
A |ETD [20.00 kV[100 x| 3.0 [9.3 mm METU CENTRAL LAB 10:26:44 AM |[ETD |20.00 kV|200 x| 3.0 | 9.0 mm METU CENTRAL LAB

4/11/2017 | det HV mag | spot| WD 1mm
10:23:29 AM |ETD|20.00 kV /100 x. 3.0 [10.7 mm METU CENTRAL LAB

Sekil 6. 6 SEM goruntuleri (A) Aljinat — Kitosan hibrit kure (4:1), (B) Aljinat — Kitosan
hibrit kure (4:1) ylzey gorunumda, (C) Aljinat — Kitosan hibrit kire (4:1) kesit

SEM analizlerinde saf aljinat kureleri olan Ca — Aljinat kirelerin daha homojen ve
duzenli bir sekle sahip oldugu, nispeten purtuzsuz bir ylUzeye sahip oldugu
goOrulmektedir. Kitosan ile yapinin guglendiriimesi sonucu, Aljinat — Kitosan hibrit
kiUrelerde bir doku modifikasyonu ortaya ¢ikardigi gorulmektedir. Aljinat — Kitosan
hibrit kUreler heterojen bir yuzey, ¢atlaklar ile daha dizensiz bir sekil gostermektedir.
Plruzsiz olan yuzey morfolojisi kitosanin yapiya girmesiyle dalgalanmalar
olusturmustur. Bu morfolojik degisiklikler, kitosanin, aljinat ile iyi etkilesime girdigini
ve yuzey morfolojilerinin fizikokimyasal etkilesimlerle modifiye edildigini gdstermistir.
Farkli kGtle oranlarinda hazirlanan kurelerde kitosanin kutle orani arttikga morfolojik

duzensizliklerin ve heterojenligin de arttigi gozlemlenmisgtir.
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Aljinat — Kitosan hibrit kurelerin hazirlanmasi asamasinda ¢ozeltinin pH' inin 5' e
ayarlanmasi, aljinatin karboksil gruplari ile kitosanin amin gruplari arasindaki
etkilesimi arttirmigtir. Aljinat — Kitosan hibrit kdrelerin olusan bu yeni dokusu

elektrostatik etkilesimlerin bir sonucudur.

200 nm*
L

Mag = 51.97 KX EHT=15.00kV Signal A= SE1

Sekil 6. 7 SEM goruntuleri (A) Resveratrol gapraz bagh kitosan nanopartikulleri
genel gérinum, (B) ve (C) Resveratrol capraz bagl kitosan nanopartikuli tek basina

Kurutulmus olarak SEM goruntuleri cekilen nanopartiklller gridlere yayilarak
hazirlanmistir ve Sekil 6.7 A’ da gorulmektedir. Kitosan nanopartikullerin kiiresel bir
yaplya sahip oldugu gozlemlenmistir. Sekil 6.7 C’' de yine kitosan resveratrol ile
capraz baglandiginda olugsan partikil boyutlari 213 nm ile 91.4 nm olarak

saptanmigtir.
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Ayrica Sekil 6.8 de Aljinat — Kitosan hibrit kurelerin ve Ca — Aljinat kurelerin EDS
analizi ve $ekil 6.9’ da Mapping (SEM haritalama) goruntuleri gorulmektedir. EDS
analizlerinde yapiya kitosanin girdigi hibrit kirelerde bulunan Azot (N) elementinden

anlasiimaktadir.

cps/eV.

251 Spectrum: OT 583
Element Net wunn. € Oxide Oxid. C Error
[wt.-%] [wt.-%] [%]
] Carbon 26497 51.@4 C 80.11 16.5
Calcium 6334 $.85 Cal 19.89 8.9
Oxygen 5935 39.99 O 56.95 14.2
15 Total 100.00
Te = Ca
e s : _
3 4 5 6 7 8 g9 10
kev
cps/eV
= Spectrum: OT 584
Element Net wunn. C Oxide Oxid. C Error
[wt.-%] [wt.-%] [%]
L
Carbon 34689 39.78 C 6l.65 12.9
Nitrogen 661 8.40 N20 20.48 11.8
Calcium 7511 8.22 Ca0 17.87 0.8
Oxygen 11242 43.67 O 55.27 14.7
Total: 1e9.00
5 6 7 é g9 10

Sekil 6. 8 Yukaridan asagiya; Ca — Aljinat kurelerin EDS analizi ve Aljinat — Kitosan

hibrit kiirelerin EDS analizi
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MV-6-map- 4
AG: 356 x HV:15.0kV_ WD: 9.4 mm

Sekil 6. 9 Mapping (SEM haritalama) gértntdleri; (A) Ca — Aljinat kurelerin ve (B)

Aljinat — Kitosan hibrit kirelerin

SEM calismalarinda ayrica haritalama da yapilmistir. Sekil 6.9 A’ da goérulen Ca —
Aljinat kurelerin Sem goruntusu Uzerinde yapilan haritalamada kirmizi bolgeler
karbon (C) iceren kisimlari, yesil bdlgeler oksijen (O) igeren kisimlari ve mavi
bolgeler ise kalsiyum iceren kisimlari gostermektdir. Yine ayni sekilde Sekil 6.9 B’
de gorulen Aljinat — Kitosan hibrit kurelerin SEM goéruntlisu Uzerinde yapilan
haritalamada kirmizi bolgeler karbon (C) iceren kisimlari, agik mavi bolgeler oksijen
(O) iceren kisimlari, mor bdlgeler kalsiyum igceren kisimlari ve koyu yesil bolgeler

ise azot (N) icern kisimlari gostermektdir.
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6.1.2. FT-IR, TGA ve DSC Analizleri

s FT - IR Gahigmalari
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Sekil 6. 10 Aljinat — Kitosan hibrit kure (1:2), saf sodyum aljinat ve saf kitosana ait
FT-IR spektrumlari (Yukaridan agsagiya)

Sekil 6.10’ da Saf sodyum aljinat, saf kitosan ile Aljinat — Kitosan kompozitinin FT-
IR spektrumlari yer almaktadir. Saf aljinat spektrumunda goriilen 3245,72 cm™1’ de
gorulen pik degeri hidroksil gruplarinin titresimlerine denk gelmektedir. 1594,31
cm™! ve 1405,09 cm™'’ de gorilen pik degerleri aljinatin karakteristik karboksil
gruplarini temsil eder. Bunlardan 1594,31 ¢cm~Y'deki pik simetrik — COO gerilimi
titresimlerinden, 1405,09 cm~1'deki pik ise asimetrik — COO gerilimi titregimlerinden
kaynaklanmaktadir. 1085,37cm™! ve 1023,88cm™! pik degerleri aljinatin G ve M
bloklarinin — C — O gerilimi titresimlerine karsilik gelmektedir. Kitosanin ana
karakteristik pik degerleri; 2869,26 ¢cm™! (C — H gerilimi), 1653,44 cm (N — H
gerilimi), 1374,39 ¢cm™(C — N gerilimi), 1149,79cm™(képri — O — gerilimi) ve
1060,23cm™~1(C — O gerilimi) seklindedir. Aljinat — Kitosan hibrit kiirelere ait olan
spektrumda 2926,68 cm~'’de kitosanin CH2 grubunun gerilme titresimlerine bagl

olarak, yapiya girmesiyle yeni bir pik gézlemlenmistir. Amino, karboksil ve amid
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gruplarinin absorpsiyon bantlarindaki artig, aljinatin karbonil grubu ve kitosanin

amino grubu arasindaki iyonik etkilesime atfedilebilir.

100«

8
RO -
3284.3
2978.4

1589.53
1411.99

80 =
70-'g\m/§/f/—/—/—\\/\f
1] ™ .
] < <
. ™ s2)
60= S %

1594.45
1413.99
817.13

1085.0:

%Transmittance
" l8 l8

Wavenumbers (cm-1)

Sekil 6. 11 Ca — Aljinat kiire, Aljinat — Kitosan hibrit kure (1:1), Aljinat — Kitosan hibrit
kire (1:2) ve Aljinat — Kitosan hibrit kirelere (2:1) ait FT-IR spektrumlari (Yukaridan
asagdiya)

Sekil 6.11" de Ca — Aljinat kureler ile Aljinat — Kitosan hibrit kirelerin farkli kitle
oranlarinda hazirlanmig spektrumlari gortilmektedir. Kompozit kirelerde aljinat ve
kitosanin elektrostatik etkilesimleriyle aljinat kirelere gore piklerin nispeten
genigledigi gorulmektedir.

44



60=

1607.
1512.40

20- (

1500. 54—

%Transmittance

Wavenumbers (cm-1)

Sekil 6. 12 Resveratrol, Resveratrol yuklu Aljinat — Kitosan hibrit kiire (1:2) ve Bos
Aljinat — Kitosan hibrit kurelere (1:2), ait FT-IR spektrumlari (Yukaridan asagiya)

Sekil 6.12’ de gorulen Resveratrol ilacinin spektrumunda 3217,29cm™? pik degeri
resveratroliin fenolik hidroksil grublarinin absorpsiyon pik degeridir. 1607,34cm™1!
ve 1512,40 cm™Y de gorllen pikler ise benzen halkasinin karakteristik pikleridir.
Kompozit kirelere ilag yiklemesiyle 3200 cm™! civari gorilen fenolik hidroksil
gruplarinin pikinin genisledigi ve 1528,23 ¢cm~''de bulunan pik degerinin 1500,54
cm™ Y ye kaydi§i gézlenmistir. Ayrica ilacin yapiya girmesiyle de resveratrole ait pik

degerlerinin de baskilandigi goérilmektedir.

45



% Transmittance

601

50+

o~
w0
o

4000 380 30 2800 2000 1800 1000
Wavenumbers (cm-1)

Sekil 6. 13 Resveratrol, Resveratrol ¢capraz bagl kitosan nanopartiktline ait FT-IR

spektrumlari (Yukaridan asagiya)

Sekil 6.13’ de ilag yUklU kitosan nanopartikilleri ile ilaca ait pik degerleri verilmigtir.
Burada da yine ayni sekilde resveratrol kitosana ¢apraz baglandiktan sonra pik
degerlerinin baskilandigi gorilmektedir. Kitosanin karakteristik piki olan 2870cm ™1

yakinlarindaki pik degerinin ise belirginlestigi gorulmektedir.
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Sekil 6. 14 Saf sodyum aljinat, Ca — Aljinat kiire, ve Resveratrol yukli Ca — Aljinat
kurelere ait FT-IR spektrumlari (Yukaridan agsagiya)
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Ca — Aljinat kureler ile ilag yukli Ca — Aljinat kurelerin FT-IR spektrumlarinin
karsilagtinimasi Sekil 6.14’ de gorulmektedir. Resveratrolin yapiya girmesiyle
3248,68cm™1, 1591,13cm™, 1412,89cm™! ve 1026,61cm™! pik degerlerinin

genigledigi gozlenmektedir.

Farkl kutle oranlariyla hazirlanmig Aljinat — Kitosan hibrit kirelere ait spektrumlar
ile Saf aljinat ve aljinat kurelerin spektrumlarinin hepsini bir arada gérmek igin FT-

IR spektrumlari Sekil 6.15’ de birlestiriimistir.

%Transmittance
5 8 o
§

Wavenumbers (cm-1)

Sekil 6. 15 Saf sodyum aljinat, Saf kitosan, Ca — Aljinat kire ve Aljinat — Kitosan
hibrit kurelere ait FT-IR spektrumlari sirasiyla; (1:1), (1:2), (2:1), (4:1) (Yukarndan
asagiya)

s TGA Analizleri

S6z konusu partikillerin sicakligin giderek arttirllmasina bagli olarak yapida olusan
kitle kaybi ve/veya kazanimlarinin belirlenmesi igin Termogravimetrik analizleri
calisiimistir. Analiz esanasinda kutle degisimi sicakhdin arttirimasiyla olgullp
kaydedilir. Partiktllerin kitlesinin sicaklida karsi cgizilen grafigi olan TG edrileri,
bozunmanin gercgeklestigi sicaklik ve materyalin ne kadarinin bozundugu bilgileri

asagidaki grafiklerde verilmistir.

Sekil 6.16° da Aljinat — Kitosan hibrit kiire (1:2 kutle oraninda), Ca — Aljinat kire ve

saf kitosana ait TG egrileri gorulmektedir. Grafikler incelendiginde, Ca — Aljinat
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kureleri igin elde edilen sicakliga bagli yluzde kutle degisim egrilerinde iki asamada
gerceklesen bozunmanin ilk agsamasinda 69.51°C’ de %14.3’ luk bir kayip meydana
geldigi gérulmektedir. ikinci asamasinda ise 212.99°C’ de % 44.76’lik bir kayip
meydana gelmistir. Toplam katle kaybi ise %59.06 olarak hesaplanmistir. Saf
kitosana ait TG egrileri incelendiginde ilk asamada 43.41°C’ de % 9.43’ lUk ve ikinci
asamada 295.64°C’ de % 54.29’'luk bir bozunma goérilmektedir. Toplamda yapida
% 64°’lUk bir bozunma olusmustur. 1:2 oranindaki Aljinat — Kitosan hibrit kireler
incelendiginde 24.96 °C’ de %18.9luk bir kaylp meydana gelmistir. DUsuk
sicakliklarda gerceklesen bu erken bozunmalar partiktlllerin yapisindaki suyun
buharlasmasindan kaynaklanmaktadir. Kitosanin yapiya girmesiyle kompozit
kirelerde aljinattaki 212.99°C’ de meydana gelen bozunma 230.62 °C’ de %
33.62’lik bir kutle kaybiyla kayma gostermigtir ve termal kararlihgi arttirmistir. 200 -
300°C’ de meydana gelen bu bozunmalarin nedeninin aljinatin yapisinda bulunan
hidroksil gruplarinin yapidan ayrilmasi oldugu dustnulmektedir. Ayni zamanda bu
sicaklikta gerceklesen bozunmada aljinat ve kitosana gore kaybedilen kutle
yuzdece azalmistir. Toplam kutle kaybi ise %52.5 olarak hesaplanmis ve buradan

Ca —Aljinata kurelere kiyasla termal kararhliginin daha iyi oldugu yorumu yapilabilir.
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Sekil 6. 16 TGA analizleri: 1) Aljinat — Kitosan Hibrit Kure (1:2), 2) Ca — Aljinat Kure

ve 3) Saf kitosan
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Sekil 6.17' de 2:1 kutle oranindaki Aljinat — Kitosan hibrit kirelere ait TG egrileri
gorulmektedir. Grafik incelendiginde, 2:1 kitle oranindaki Aljinat — Kitosan hibrit
kureleri icin elde edilen sicakliga bagl yuzde kutle degisim egrilerinde U¢ agsamada
bozunma meydana geldigi gorilmektedir. Bozunmanin ilk agsamasinda 134.24°C’ de
% 17.86° ik bir kayip, ikinci agsamasinda ise 249.49°C’ de % 32.18 ’lik bir kayip
meydana gelmigtir. Bozunmanin son asamasinda ise 403.9°C’ de %7.81’lik bir kitle
kaybi hesaplanmistir. Bu kompozit kirelerde toplam kutle kaybi ise % 57.85 olarak
hesaplanmigtir. 1:2 kutle oraninda hazirlanan Aljinat — Kitosan hibrit klrelere kiyasla
bu kurelerde kitosan oraninin azalmasi ve aljinatin artmasi ile kitle kaybinin arttigi

gOrulmektedir.

Sekil 6.18" de 1:1 kutle oranindaki Aljinat — Kitosan hibrit kirelere ait TG egrileri
goOrulmektedir. Grafik incelendiginde, 1:1 kltle oranindaki Aljinat — Kitosan hibrit
kureleri icin elde edilen sicakliga bagli yuzde kutle degisim egrilerinde iki asamada
bozunma meydana geldigi gérilmektedir. Bozunmanin ilk asamasinda 95.59°C’ de
% 5.97’ lik bir kayip, ikinci asamasinda ise 243.94°C’ de % 49.37 ’lik bir kayip
meydana gelmistir. Bu kompozit kirelerde toplam kitle kaybi ise % 55.34 olarak
hesaplanmigtir. 1:2 kitle oraninda hazirlanan Aljinat — Kitosan hibrit kiirelere kiyasla

bu klrelerde kitosan oraninin azalmasi ile kutle kaybinin arttigr gérulmektedir.
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Sekil 6. 17 Aljinat — Kitosan Hibrit Kure (2:1) TGA analizi
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Sekil 6. 18 Aljinat — Kitosan Hibrit Kire (1:1) TGA analizi
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Sekil 6. 19 Aljinat — Kitosan Hibrit Kure (1:2) TGA analizi

Sekil 6.19’ da 1:2 kitle oranindaki Aljinat — Kitosan hibrit kurelere ait TG egrileri tek
basina gorulmektedir.
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Sekil 6. 20 Resveratrol yuklu Aljinat — Kitosan Hibrit Kure (1:2) TGA analizi

Sekil 6.20° de Resveratrol yukll 1:2 kitle oranindaki Aljinat — Kitosan hibrit kiirelere
ait TG egrileri gorulmektedir. Grafik incelendiginde, ilag yukli 1:2 kitle oranindaki
Aljinat — Kitosan hibrit kureleri icin elde edilen sicakliga bagh yuzde kutle degisim
egrilerinde bos kurelerden farkh olarak U¢ asamada bozunma meydana geldigi
gorulmektedir. Bozunmanin ilk asamasinda 141.47°C’ de % 7.33’ IUk bir kayip, ikinci
asamasinda ise 220.97°C’ de % 17.07 ’lik bir kayip meydana gelmistir. Bozunmanin
son agsamasinda ise 284.17°C’ de %17’lik bir kutle kaybi hesaplanmistir. Bu ilag

yukli kompozit kurelerde toplam kitle kaybi ise % 41.4 olarak hesaplanmistir.
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Sekil 6. 21 Resveratrol capraz bagh kitosan nanopartikillerinin TGA analizi

Sekil 6.21’ de Resveratrol ¢apraz bagli kitosan nanopartikillere ait TG egrileri
gorulmektedir. Grafik incelendiginde, nanopartikullerde sicakhda bagh yuzde kuitle
degisim egrilerinde U¢ asamada bozunma meydana geldigi gorulmektedir.
Bozunmanin ilk asamasinda 68.35°C’ de % 0.446° hk c¢ok dusuk bir kayip
g6zlemlenmistir bu bozunmanin nedeni su ve ortamdaki nemin kaybedilmesidir.
ikinci asamasinda ise 168.04°C’ de % 1.44l0k bir kayip meydana gelirken
bozunmanin son asamasinda ise 286.92°C’ de %47.35’ lik bir kutle kaybedilmistir.
Bu ilag yUklU partikillerde toplam kitle kaybi ise % 49.23 olarak hesaplanmistir.

<+ DSC Analizleri

Bu teknikte, referans ile 6rnekten gelen ya da uzaklasan isi farki sicakliga veya
zamana bagl olarak grafige aktarilir. Diferansiyel taramali kalorimetre analizinde
ornek isitilirken, sogutulurken veya sabit bir sicaklikta tutulurken sogurulan ya da

saliverilen enerji miktarini 6lgmektedir.
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Sekil 6. 22 Yukaridan asagiya; Aljinat — Kitosan Hibrit Kire (1:2), Saf kitosan ve Ca
— Aljinat Kurelerin DSC Analizleri

Sekil 6.22 DSC calismalarindan elde edilen, 1:2 kitle oraninda Aljinat — Kitosan
hibrit klrelere, saf kitosana ve Ca - Aljinat kurelere ait verileri gostermektedir. Saf
kitosanda 100°C’ de endotermik pik ve 275°C’ de bir ekzotermik pik gorulmektedir.
Ca — Aljinat kurede ise 79°C, 244°C’ endotermik ve 416°C’ de ekzotermik pik
goOrulmektedir. Kompozit kirelerde ise bu degerler 110°C - 245°C ve 441°C
seklindedir.

Endotermik pikler, hidrofilik polimer gruplarina bagl su kaybi ile iligkilidir. Ekzotermik
pikler, dehidrasyon ve depolimerizasyon reaksiyonlarina bagh polielektrolitlerin
par¢calanmasindan kaynaklanirken, buyuk olasilikla protonlanmig karboksilik
gruplarin  kismi  dekarboksilasyonuna ve  polielektrolitlerin  oksidasyon

reaksiyonlarina neden olmustur.

Farkli kitle oranlariyla hazirlanan hibrit kirelerin DSC analizi sonucu elde edilen
veriler Sekil 6.23" de verilmigtir. Kompozit kireler birbirleriyle uyumlu olarak 250 -
300°C araliklarinda pik gosterirlerken, 1:1 oranindaki kurelerde pik 238°C’ ye
kaymistir. Resveratrol ¢apraz bagli kitosan nanopartikillerinin DSC analizinde ise
bu pikler 117°C, 261°C ve 348 °C’ de yer almaktadir ve Sekil 6.24° de verilmigtir.
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Sekil 6. 23 Aljinat — Kitosan Hibrit Kurelerin farkli kutle oranlarinin DSC Analizleri,
Yukaridan asagiya; (1:2), (2:1) ve (1:1)
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Sekil 6. 24 Resveratrol ¢capraz bagl kitosan nanopartikullerinin DSC analizi

54



1027
100

a0

@
=}

-
=

@
=}

Heat FlowEndo Up (miv)
o
3

=
=

30

20

)

3018 50

AlT

Pt e ot o L b A A o s i S e — — —]

‘ Peak = 268.53 °C

‘ Area = 1472.026 mJ
Delta H = 408.8961 J/g

100 150 200 250

300 350 400 450

Temperature (°C1

Sekil 6. 25 Resveratrol DSC analizi
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Resveratrole ait DSC analizi egrisi Sekil 6.25’ de verilmistir; resveratrolin kristal

yapisinin erimesine karsilik gelen 268°C’ de keskin bir endotermik pik vermistir.

6.1.3. BET Analizi

Deney oncesinde ornekler saflastirma ve sudan aritma islemi igin vakumlu isitma

altinda kurutulmus ve analiz edilmistir. Bunun icin kurutulmus partikullere analiz

oncesinde 80°C’ de azot gaziyla 6 saat sure ile On isitma iglemi yapiimistir. Saf Ca

- Aljinat kureler ile Aljinat — Kitosan Hibrit kurelerin analizi yapiimis yapiya kitosanin

girmesi ile yuzeyde gerceklesen degisiklikler incelenmistir. Cizelge 6.1 s6z konusu

partiktllerin yuzey alani, gozenek ¢api ve gozenek hacmi igin BET dlgumunun bir

Ozetini gostermektedir.

Ca — Aljinat kurelerin BET spesifik yuzey alaninin degeri Aljinat — Kitosan kompozit

kdreninkine gore daha yuksek bulunmustur. Kitosanin aljinatla etkilesimi sonucu

meydana gelen hibrit yapida kitosanin yapiya girmesi gozenek c¢api ve toplam

gOzenek hacminin de kugulmesine yol agmistir.
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Cizelge 6. 1 BET analizi sonucu elde edilen verilerin gosterimi

Partikiil BET Ylizey Gozenek Capi Toplam Go6zenek
Alani (m2/g) (nm) Hacmi (cm3/g)
Aljinat kire 51.50 0.4424 0.1252
Aljinat — Kitosan 22.02 0.2808 0.05147
Kompozit Kiire (1:2)

6.1.4. Sisme Calismalari

Partikiller sisme davranislari incelenmek tGzere mide ortamini temsilen pH’1 1.2 olan
HCL tamponunda ilk iki saat birakilimis, 2. saatten sonra bagirsak sistemi ortamini
temsilen 6.8 pH’li PBS tampon ¢ozeltisinde bekletiimis, 24 saat sonunda deney
sonlandiriimistir ve sisme dereceleri $ekil 6.26° da gosterilmektedir. Sisme orani ilk
6 saat boyunca artis gostermis ve 24 saatin sounda kurelerin asamali olarak
ayrismasi, yani kompozit yapilarindaki amino gruplari ve hidroksil gruplari
arasindaki baglantilarin ayrismasi baslamistir. Bu ayrisma Ca — Aljinat kurelerde
daha hizli gergeklesmis ve 3. saatin sonunda kureler erimeye baslamis ve tartim
gercgeklestirilememistir. Aljinatin mide ortami kosullarinda yani dusuk ph’larda daha
stabil oldugu,alkali pH’larda ¢o6zinmeye bagladigi bilinmektedir ve burada da bu
sonug gozlemlenmistir. Kompozit kirelerde ise kitosan igeriginin artmasiyla sisme
dereceleri azalmisg, kurelerin yapisi gli¢lenmis ve bdylece bagirsak alkali pH’ inda
stabiliteleri artmigtir. 24 saatin sonunda sisme oranlari kompozit kurelerden 2:1, 1:1,
1:2 kitle oranlarina gore sirasiyla, % 635, % 526 ve % 448 olarak hesaplanmistir.

Asidik ortamda, kitosanin amino gruplarinin % 95’ i pozitif yukl NH3(+) olarak
bulunur ve aljinatin karboksil gruplari negatif yukli olarak COO(-) olarak bulunur.
Saf aljinat kurelerde zincirler boyunca bu negatif yikli karboksil (COO-) gruplari
itme kuvveti uygular ve agi genigleterek polimerin yapisini gevsetir. Bu nedenle
daha fazla su emebilir. Ayrica matriks igindeki iyon konsantrasyonundaki artis,
termodinamik itme kuvvetleri nedeniyle suyun yapiya yayilimasini kolaylastirir, bu

da asidik solusyonda daha yuksek bir sisme oranina yol agar.
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Sekil 6.27' de ise pH 7.4 tampon ¢ozeltisinde ki sisme oranlarinin zamana karsi
degisimleri gorulmektedir. Burada da kitosan ve aljinatin etkilesmesi sonucu iyonik
etkilesimlerin de artmasiyla sisme oraninin azalmasi gozlemlenmigtir. Aljinatin
kitosanla iyonik etkilesimi sonucu olusan kitosanla meydana gelen ¢apraz bagdlar
kurelerin yapisinda daha kati bir ag olusturdugu ve igeri su aliminin daha gug
gerceklesmesine neden oldugu dusunidlmektedir.
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Sekil 6. 26 Ca — Aljinat kirelerin ve farkl kitle oranlarinda Aljinat — Kitosan hibrit
kUrelerin sisme dereceleri
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Sekil 6. 27 Farkll kitle oranlarinda Aljinat — Kitosan hibrit kirelerin pH 7.4’ de

gOstermis olduklari sisme davranislari
6.2. Resveratrol Salim Caligmalari

Bu tez calismasinda Ca — Aljinat kurelere, Aljinat — Kitosan kompozit kirelere ve tek
basina kitosana kanser tedavisinde gelecek vaad eden resveratrol ilaci yuklenmis
belirli zaman araliklarinda ve salimi incelenmistir. Resveratrol salimina pH, ilac
miktar1 ve aljinat — kitosan kutle oranlarinin etkisi arastirilmigtir. Ayrica her bir

hazirlanan partikdl icin enkapsulasyon verimlilikleri hesaplanmistir.
6.2.1. Resveratrol Kalibrasyon Egrilerinin Cikarilmasi

Oncelikle, salim galismalarinda resveratroliin tayini igin gerekli kalibrasyon egrileri
UV dedektorli Thermo Scientific Dionex Ultimate 3000 HPLC kullanilarak 306 nm’
de ilacin bilinen farkl derisimleri dlgllerek elde edilmistir. Bunun igin ilacin ¢oztcU
ortami olan etanolde, mide ortamini temsilen 0.1 M HCL tamponunda ve 0.1 M PBS
tamponunda ilacin bilinen farkli derisimlerdeki kalibrasyon egrileri ¢ikariimistir,
asagida Sekil 6.28, Sekil 6.29 ve Sekil 6.30’ da grafikler verilmistir.
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Sekil 6. 28 Etanol ¢ozeltisi ortaminda Resveratroliin kalibrasyon grafigi
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Sekil 6. 29 0.1 M HCL tamponunda Resveratrolin kalibrasyon grafigi
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Sekil 6. 30 0.1 M PBS tamponunda Resveratrolin kalibrasyon grafigi

6.2.2. Enkapsiilasyon Verimliliklerinin ve Yukleme Kapasitelerinin

Hesaplanmasi

Resveratrol terapotik etkilerine ragmen, suda disuk ¢ozunurlik ve dusik
biyouyumlulugu ile klinik uygulamalarda sinirlidir. Tez galismasinda kapsulleme ile
resveratrolin suda disperse hale getirilebilirliginin arttiriimasi, kimyasal kararlihginin
arttinimasi, oral yolla alindiginda biyoyararlaniminin arttiriimasi, pH degisimlerine,

UV 1sik etkisine kargi kararlihginin arttirlmasi amacglanmistir.

Bu amac¢ dogrultusunda her bir partikll i¢cin kapsulleme verimliligini 6lgmek ve
yukleme kapasitelerini belirlemek igin, partikuller ilacin ¢ozuclsu olan etanol
icerisine atilmis ve kanistinimistir. Cozeltiden alinan supernatant, 6000 rpm' de 10
dakika santrifljlenmis ve 306 nm’ de HPLC ile analiz edilmis ve bdylece ¢dzeltideki

serbest resveratrol miktari bulunmustur.

Parikillerin “Enkapsulasyon verimliligi (EE)” asagidaki denklemle hesaplanmistir:

Baslangigtaki RSV miktari—Serbest RSV
Baslangictaki RSV miktart

x 100

Enkapsulasyon verimliligi (EE)% =

[38, 41]
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Partiktllerin “YUkleme Kapasitesi” agagidaki denklemle hesaplanmigtir:

Baslangictaki RSV miktart — Serbest RSV

X1

Yikleme Kapasitesi % =

Asagida, ila¢ yuklemesi yapilan Ca —Aljinat kurelerin, Aljinat — Kitosan hibrit

kurelerin farkli katle oranlarinin ve tek basina kitosan nanopartikillerinin

Toplam partikil miktart

enkapstulasyon verimlilikleri Cizelge 6.2’ de verilmigtir.

Cizelge 6. 2 Enkapsulasyon Verimlilikleri

Partikul EE (%) Yukleme Kapasitesi (%)
Ca —Aljinat Kure % 69 3.22
Aljinat — Kitosan Hibrit Kire 2:1 % 53.3 2.41
Aljinat — Kitosan Hibrit Kire 1:1 % 96 2.86
Aljinat — Kitosan Hibrit Kire 1:2 % 74 1.24
Kitosan Nanopartikuli % 63 315

Ayrica salim profillerine goére optimum olarak segilen 1:2 kitle oranindaki Aljinat —
Kitosan hibrit kurelere yuklenen resveratrol miktari azaltilip ve arttirilarak da salim

deneyleri gergeklestiriimis ve enkapsulasyon verimlilikleri ile yukleme kapasiteleri

hesaplanmigtir. Asagida Cizelge 6.3’ de gdsteriimektedir.
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Cizelge 6. 3 Farkli miktarlarda ilag¢ yuklu 1:2 kitle oranindaki Aljinat — Kitosan

hibrit kurelerin enkapsulasyon verimlilikleri ve yikleme kapasiteleri

Yuklenen ilag miktari EE (%) Yiukleme Kapasitesi (%)
100 mg % 72 3.20
70 mg % 74 1.24
35mg % 84.2 1.23

6.2.3. Ca — Aljinat Kiirelerden Resveratrol Saliminin incelenmesi

Liyofilizatérde kurutulmus kirelerden 100 mL c¢o6zelti hacminde, 37°C vicut
sicakhginda farkh pH’ larda (1.2 HCL, 5.5 PBS, 6.8 PBS ve 7.4 PBS) resveratrol
salimi incelenmigtir. Bunun i¢in Ca — Aljinat kireler 100 mg hassas terazide tartiimig
ve 100 mL tampon ¢ozeltiye atiimistir ve belirli zaman araliklarinda (t= 2, 5, 10, 15,
30, 60, 120, 180, 240, 1440 ve 2880. dakikalar) alinan ornekler santriflijlendikten
sonra 306 nm’ de HPLC ile yapilan dlgimler ile ilagmiktar tayin edilmis ve alinan

veriler grafige gecirilmistir.

Resveratrolun kumulatif salimi, agsagidaki denklemden turetilen standart bir egriden

hesaplanmigtir:

Salinan RSV miktart

Kimiilatif Salim % = : X 100 [41]
Toplam RSV miktart

Buradaki esitlikte belirtilen “toplam resveratrol miktari” enkapsulasyon verilerine

go6re 100 mg partikll igerisinde bulunan toplam resveratrol miktaridir.

70 mg RSV yuklemesi yapilan Ca — Aljinat kirelerin farkh pH’ lardaki salim profilleri
her bir farkli pH ortaminda 48 saat boyunca incelenmistir ve salim profilleri Sekil
6.31 ve Sekil 6.32’ de gosterilmektedir.
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Sekil 6. 32 Ca — Aljinat kirelerden farkli pH’ lardaki zamana karg! in-vitro resveratrol

salim profilleri; ilk 4 saat

Ayrica partikuller ilk olarak 2 saat mide sivisina karsilik gelen pH 1.2 ye atilmig (1.
ve 2. saat) daha sonra farkli tamponlara transferi saglanmigtir. Bagirsak sistemi pH’
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lari olan 6.8’ de 3 saat (3. — 4. ve 5. saat) ve en son 7.4’ de de 3 saat tutularak (6. —

7. ve 8. saat) salim profilleri gikariimistir. Sekil 6. 33’ de gosterilmektedir.
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Sekil 6. 33 Ca — Aljinat kurelerin farkli tamponlardaki zamana karsi resveratrol salim

profili

(@: pH=1.2, 9: pH=6.8 ve B :pH=7.4)

Genel olarak tum tamponlarda hizla gerceklesen aljinat kurelerden gozlenen
kimdalatif salimda, pH 6.8 tamponunda 30. dakikada ilacin % 95’ inin saliminin
tamamlanmis olmasi goze carpmaktadir. Ca — Aljinat kurelerin ilk 3 saat icerisinde
7.4,5.5 ve 6.8 pH deg@erlerinde daha hizli ger¢eklesen salimi %98 degerlerinde iken

pH 1.2’ de biraz daha yavas olarak 4. saatinde bu degere ulasmistir.

Sekil 6.33’ de ise farkl tamponlara partikullerin transferiyle elde edilen grafikte 2.
saatten sonra salim ortaminin pH’ inin degigimi ile bir patlama etkisi yaganmigtir.
Bu Ca — Aljinat kirelerin asidik ortamda daha kararli olmalarindan ve aljinatin

yuksek pH degerlerinde ¢ézinmesinden kaynaklanmaktadir.
6.2.4. Aljinat - Kitosan Hibrit Kiirelerden Resveratrol Saliminin incelenmesi

Farkli kutle oranlarindaki Aljinat — Kitosan kompozit kurelerin 100 mL ¢ozelti
hacminde, 37°C vucut sicakliginda farkh pH’ larda (1.2 HCL, 5.5 PBS, 6.8 PBS ve

7.4 PBS) resveratrol salimi incelenmigtir. Bunun igin kiireler 100 mg hassas terazide
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tartilmis ve 100 mL tampon ¢ozeltiye atilmistir ve belirli zaman araliklarinda (t= 2,
5, 10, 15, 30, 60, 120, 180, 240, 1440 ve 2880. dakikalar) alinan ornekler
santrifijlendikten sonra 306 nm’ de HPLC ile yapilan dlgimler ile ila¢g miktar tayin

edilmis ve alinan veriler grafige gegirilmistir.

70 mg RSV yuklemesi yapilan farkl kitle oranlarindaki Aljinat — Kitosan kompozit
karelerin (2:1, 1:1 ve 1:2) farkh pH’ lardaki salim profilleri her bir farkh pH ortaminda
48 saat boyunca incelenmigtir.

Ayrica her bir farkh kiitle oranindaki kompozit kireler ilk olarak 2 saat mide sivisina
karsilik gelen pH 1.2 ye atilmig (1. ve 2. saat) daha sonra farkli tamponlara transferi
saglanmistir. Bagirsak sistemi pH’ lari olan 6.8’ de 3 saat (3. — 4. ve 5. saat) ve en

son 7.4’ de de 3 saat tutularak (6. — 7. ve 8. saat) salim profilleri ¢cikariimistir.

% 2:1 Oranindaki Aljinat — Kitosan Kompozit Kurelerin Salim Profilleri
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Sekil 6. 34 2:1 Oranindaki Aljinat — Kitosan hibrit kurelerin farkli pH’ lardaki zamana
karg! in-vitro resveratrol salim profilleri
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2:1 kutle oranindaki Aljinat — Kitosan hibrit kirelerin salim davranislar Sekil 6.34,
Sekil 6.35 ve Sekil 6.36° da verilmistir. pH’ 1 5.5 ve 6.8 olan tampon ¢ozeltisinde
diger ortamlara gore en yuksek salim verimi gozlenirken mide ortamini temsil eden
pH 1.2’ de ise % 76’ lik bir deger ile en dusuk verim elde edilmistir. Saf Ca — aljinat

kurelere kiyasla yapiya kitosanin girmesiyle kontol altina alinan daha yavas bir
salim profili gozlemlenmistir.

Ayrica Sekil 6.36° da farkli tamponlara transferi ile resveratrol saliminin incelendigi
grafikte mide ortamini temsil eden 1.2 pH de@erinde 2 saatin sonunda % 44’ lik
salim verimi gozlemlenirken, bagirsak sistemi ortamini temsil eden 6.8 ve 7.4 pH

degerlerinde ise % 32’ lik salim gerceklesmistir. 8 saatin sonunda partikul ilacin %
76’ sin1 salmistir.
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Sekil 6. 35 2:1 Oranindaki Aljinat — Kitosan hibrit kirelerin farkli pH’ lardaki zamana

kars! in-vitro resveratrol salim profilleri; ilk 4 saat
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Sekil 6. 36 2:1 Oranindaki Aljinat — Kitosan hibrit kurelerin farkli tamponlardaki

zamana karsgi resveratrol salim profili
(@: pH=1.2, 9: pH=6.8 ve B :pH=7.4)
1:1 Oranindaki Aljinat — Kitosan Kompozit Kiirelerin Salim Profilleri
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Sekil 6. 37 1:1 Oranindaki Aljinat — Kitosan hibrit kirelerin farkli pH’ lardaki zamana
karg! in-vitro resveratrol salim profilleri
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Sekil 6. 38 1:1 Oranindaki Aljinat — Kitosan hibrit kirelerin farkli pH’ lardaki zamana

karsi in-vitro resveratrol salim profilleri; ilk 4 saat
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Sekil 6. 39 1:1 Oranindaki Aljinat — Kitosan hibrit kurelerin farkh tamponlardaki

zamana karsgi resveratrol salim profili

(@: pH=1.2, @: pH=6.8 ve B :pH=7.4)
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Enkapsulasyon verimi %96 olan 1:1 kutle oranina sahip bu kompozit kireler en
yuksek kapsulleme 6zelligi gostermesine ragmen salim verimi dusuktur. Sekil 6.37
ve Sekil 6.38" de goruldugu Gzere pH’ 1 5.5 olan tampon ¢dzeltisinde en ylksek
salim verimi gbézlenirken mide ortamini temsil eden pH 1.2’ de ise en duslk verim
elde edilmigtir. Buradaki ila¢ salim veriminin diguk olmasi 1:1 kltle oranina sahip
bu partikullerin sisme dereceleri ile dogru orantilidir. Aljinat ve kitosanin ayni
orandaki etkilesimi sonucu olusan 3 boyutlu ¢apraz baglar igerisine ilag fiziksel
olarak daha c¢ok hapsolmus ancak sisme oraninin da azhg! ile ilag ortama

salinamamistir.

Ayrica Sekil 6.39" da farkli tamponlara transferi ile resveratrol saliminin incelendigi
grafikte 8 saatin sonunda partikul ilacin % 60’ in1 salmistir. Alkali pH’da daha ¢ok su
cekerek sisen kurelerin bu ortamdaki ilagc salimi mide ortami pH’ Ina gore

yukselmisgtir.

% 1:2 Oranindaki Aljinat — Kitosan Kompozit Kiirelerin Salim Profilleri

1:2 kltle oranindaki Aljinat — Kitosan hibrit kirelerin salim davraniglari Sekil 6.40,
Sekil 6.41 ve Sekil 6.42° de verilmigtir. pH 1 5.5 ve 6.8 olan tampon ¢ozeltisinde en
yuksek salim verimi gézlenirken kalin bagirsak ortamini temsil eden pH 7.4’ de ve

mide pH’ inda ise en dusuk verim elde edilmigtir.

Ayrica Sekil 6. 42’ de farkli tamponlara transferi ile resveratrol saliminin incelendigi
grafikte mide ortamini temsil eden 1.2 pH degerinde 2 saatin sonunda % 64’ luk
salim verimi gézlemlenirken, bagirsak sistemi ortamini temsil eden 6.8 ve 7.4 pH
degerlerinde ise % 23’ lUk salim gerceklesmistir. 8 saatin sonunda partikdl ilacin %
87’ sini salmigtir. En yuksek salim verimi bu partikilde gézlemlenmistir.
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karsi in-vitro resveratrol salim profilleri; ilk 4 saat
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Sekil 6. 42 1:2 Oranindaki Aljinat — Kitosan hibrit kirelerin farkh tamponlardaki

zamana karsi resveratrol salim profili

(@: pH=1.2, @: pH=6.8 ve M :pH=7.4)

Aljinat — Kitosan hibrit kirelerde kitosan oraninin kutlece artirilmasi resveratrol
salimi veriminin de artmasina neden olmustur. 1:1 oranindaki kureler ilaci daha ¢ok
yuklemesine ragmen farkli tampon c¢ozeltilerinde yapilan salim deneylerinin
sonuglarina gore tutukladigi ilaci ortama verememektedir. Enkapsulleme dnemli bir
parametredir ancak ilacin kapsullenmesi kadar ortama salimi da buyuk dnem tasir.
2:1 oranindaki kdrelerin ise 1:2 oranindaki kurelere gore enkapsulasyonu daha
dusuktr. Salim verimliligi de daha dusuk goézlemlenmistir. Bu nedenle 1:2
oranindaki Aljinat — Kitosan kireler secilmis, ve ila¢ miktarinin salima etkisi bu

partiktllerde gahigiimigtir.
6.2.5. Yiiklenen Resveratrol Miktarinin Degistiriimesi ve Salima Etkisi

Enkapsulasyon ve kumdulatif salim verilerine gore 1:2 kutle oranindaki Aljinat —
Kitosan hibrit kireler diger partiktllere gére daha diuzgun bir salim profili gdstermis
ve bu kompozit kureler optimum partiktller olarak secilmistir. Buna goére her
partikile sabit olarak yuklenen 70 mg ilag miktari bu kurelerde degistirilerek

enkapsulasyonu hesaplanmis ve kiimulatif salim davranigina ila¢g miktarinin etkisi
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incelenmigtir. Bu amagla 1:2 kutle oranindaki Aljinat — Kitosan hibrit kurelere ilag
miktari azaltilarak 35 mg ve ila¢ miktari artinlarak 100 mg resveratrol ylklemesi

yapiimigtir.

% 1:2 Kiitle Oranindaki Aljinat — Kitosan Hibrit Kiirelere ilag Miktarinin

Azaltilmasi

1:2 kltle oranindaki Aljinat — Kitosan hibrit kiirelere ilag miktari azaltilarak 35 mg
ilac yuklemesi yapilmig, bu kurelerin enkapsulasyon verimliligi ve yukleme
kapasiteleri hesaplanmistir. 35 mg RSV yuklemesi yapilan kompozit kirelerin farkh

pH’ lardaki salim profilleri her bir farkl pH ortaminda 48 saat boyunca incelenmistir.

Ayrica 35 mg RSV yuKIU bu kireler, ilk olarak 2 saat mide sivisina karsilik gelen pH
1.2 ye atilmis (1. ve 2. saat) daha sonra farkh tamponlara transferi saglanmistir.
Bagirsak sistemi pH’ lari olan 6.8’ de 3 saat (3. — 4. ve 5. saat) ve en son 7.4’ de de

3 saat tutularak (6. — 7. ve 8. saat) salim profilleri ¢ikariimigtir.

35 mg RSV yuklemesi yapilan 1:2 kitle oranindaki Aljinat — Kitosan hibrit kiirelerin
salim davranislari Sekil 6.43, Sekil 6.44 ve Sekil 6.45’ de verilmigtir.

llag miktarinin 35 mg’ a disirilmesi sonucu 1:2 kiitle oranindaki Aljinat — Kitosan
kompozit kurelerin enkapsulasyon verimi % 84.2 olarak hesaplanmistir. Bununla

birlikte yukleme kapasitesi de % 1.23 degerinde bulunmustur.
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Sekil 6. 43 35 mg RSV yukli 1:2 Oranindaki Aljinat — Kitosan hibrit kurelerin farkl

pH’ lardaki zamana karsi in-vitro resveratrol salim profilleri
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Sekil 6. 44 35 mg RSV yuklu 1:2 Oranindaki Aljinat — Kitosan hibrit kurelerin farkl

pH’ lardaki zamana karsi in-vitro resveratrol salim profilleri; ilk 4 saat

73



llag miktarinin diistik oldugu bu kirelerin salim grafikleri incelendiginde 48. Saatin
sonunda en yuksek salim verimi pH’ 1 5.5 olan tampon ¢ozeltisinde % 80.75 olarak
bulunmus bunu pH degeri 6.8 olan tampon ¢ozeltisi %73.46 ile takip etmigstir. En
dusuk verim mide ortamini temsil eden 1.2 pH degerine sahip HCL tampon
¢cOzeltisinde % 59.43 olarak hesaplanmistir. pH degeri 7.4 olan tampon
cozeltisindeki elde edilen salim verimi ise % 70.98° dir. ilk 4 saatlik veriler
deg@erlendirildiginde ise pH 6.8 seviyesinde salimda duzenli olarak bir artis soz
konusudur. Ancak 48. saatin sonunda 5.5 pH seviyesindeki tamponda gerceklesen
sallm 6.8 pH c¢ozeltisindeki salimdan daha iyi bir seviyeye c¢ikarak verim
yukselmisgtir.

Sekil 6.45 incelendiginde ise mide ortaminda 2 saat slre ile salim baslatiimis ve 2.
Saatin sonunda mide ortamindan kurelerin pH seviyesi 6.8 olan tampon ¢ozeltisine
aktariimasiyla ilacin ortama salimi da farkedilecek seviyede artmistir. Kompozit
kirelerde aljinatin asidik mide ortaminda kitosan ve ilacin stabilitesini korudugu

dusunulmektedir.
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Sekil 6. 45 35 mg RSV yuklu 1:2 Oranindaki Aljinat — Kitosan hibrit karelerin farkl

tamponlardaki zamana kargi resveratrol salim profili

(@: pH=1.2, 9: pH=6.8 ve Bl :pH=7.4)
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% 1:2 Kiitle Oranindaki Aljinat — Kitosan Hibrit Kiirelere ilag Miktarinin
Arttinlmasi

1:2 kutle oranindaki Aljinat — Kitosan hibrit kiirelere ila¢g miktari arttirilarak 100 mg
ilag yuklemesi yapilmig, bu kurelerin enkapsulasyon verimliligi ve yukleme
kapasiteleri hesaplanmistir. 100 mg RSV yuklemesi yapilan kompozit kurelerin farkli

pH’ lardaki salim profilleri her bir farkh pH ortaminda 48 saat boyunca incelenmistir.

Ayrica 100 mg RSV yuklu bu kireler, ilk olarak 2 saat mide sivisina karsilik gelen
pH 1.2 ye atiimig (1. ve 2. saat) daha sonra farkli tamponlara transferi saglanmigtir.
Bagirsak sistemi pH’ lari olan 6.8’ de 3 saat (3. — 4. ve 5. saat) ve en son 7.4’ de de

3 saat tutularak (6. — 7. ve 8. saat) salim profilleri ¢ikariimistir.

100 mg RSV yuklemesi yapilan 1:2 kitle oranindaki Aljinat — Kitosan hibrit kirelerin
salim davraniglari Sekil 6.46, Sekil 6.47 ve Sekil 6.48’ de verilmistir.
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Sekil 6. 46 100 mg RSV yukld 1:2 Oranindaki Aljinat — Kitosan hibrit kirelerin farkli

pH’ lardaki zamana karsi in-vitro resveratrol salim profilleri

1:2 kutle oranindaki yuklenen ila¢ miktarinin 100 mg’ a cikarilarak hazirlanan
kompozit kurelerde ilag miktarinin artmasi ile enkapsulasyon verimliligi % 72 ve
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yukleme kapasitesi % 3.20 olarak hesaplanmistir. Kirelere yuklenen ilag miktarinin

artmasi ile elde edilen enkapsulasyon verimleri dusmustur.
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Sekil 6. 47 100 mg RSV yuklu 1:2 Oranindaki Aljinat — Kitosan hibrit kurelerin farkl

pH’ lardaki zamana karsi in-vitro resveratrol salim profilleri; ilk 4 saat
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Sekil 6. 48 100 mg RSV yuklu 1:2 Oranindaki Aljinat — Kitosan hibrit kurelerin farkl
tamponlardaki zamana karsi resveratrol salim profili
(@: pH=1.2, @: pH=6.8 ve W :pH=7.4)
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Sekil 6.49, Sekil 6.50, Sekil 6.51 ve Sekil 6.52' de baglangigta partikillere yuklenen
ilag  miktarinin  farkh tampon c¢oOzeltilerindeki resveratrol salimina etkisi
gosterilmektedir. Grafiklerde de goéruldigu tUzere 70 mg ilag ylklemesi yapilan
kireler tim farkli pH tamponlarinda salim verimi en yuksektir. 70 mg ilag yukli
kurelerin salim verimleri pH seviyeleri 7.4, 6.8, 5.5 ve 1.2’ olan ¢ozeltilerde sirasiyla
% 72, % 97, %97.42 ve % 80 olarak gozlemlenmigtir.

pH seviyesi 7.4 olan tampon ¢ozeltide gergeklesen ilag saliminda, salim verimlilikleri
48 saatin sonunda 100 mg ila¢ yuklu kirelerde, 70 mg ilag yukla kirelerde ve 35 mg

ilag yuklu kurelerde sirasiyla %71, %72 ve % 70 olarak bulunmusgtur.
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Sekil 6. 49 Resveratrol yikleme miktarinin pH 7.4 tampon ¢ézeltisinde resveratrol

salimina resveratrol salimina etkisi

pH seviyesi 6.8 olan tampon ¢dzeltide gergeklesen ilag saliminda, salim verimlilikleri
48 saatin sonunda 100 mg ilag yuklu kurelerde, 70 mg ila¢ yuklu kurelerde ve 35 mg

ilag yUklU kurelerde sirasiyla % 88, % 97 ve % 73 olarak bulunmustur.

pH seviyesi 5.5 olan tampon ¢ozeltide gergeklesen ilag saliminda, salim verimlilikleri
48 saatin sonunda 100 mg ilag yUklu kirelerde, 70 mg ilag yukli kirelerde ve 35 mg
ilag yUklU kurelerde sirasiyla % 84, % 97 ve % 80 olarak bulunmustur. pH seviyesi

1.2 olan mide ortamini temsil eden tampon ¢ozeltide gergeklesen ilag saliminda,
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salim verimlilikleri 48 saatin sonunda 100 mg ila¢ yuklu kurelerde, 70 mg ila¢ yuklu

kurelerde ve 35 mg ilag yuklu kurelerde sirasiyla % 75, %80 ve % 59 olarak
bulunmustur.
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Sekil 6. 50 Resveratrol yukleme miktarinin pH 6.8 tampon ¢dzeltisinde resveratrol
salimina resveratrol salimina etkisi

78



100

__’
+

80
X
£

© 60
7]
[T
-
L

5 40
£
=}
X

20

0

0 400 800 1200 1600 2000 2400 2800

Zaman (dakika)

—&—35mgRSV ——70mgRSV —@—100 mg RSV

Sekil 6. 51 Resveratrol yiukleme miktarinin pH 5.5 tampon ¢dzeltisinde resveratrol
salimina resveratrol salimina etkisi
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Sekil 6. 52 Resveratrol yukleme miktarinin pH 1.2 tampon ¢ozeltisinde resveratrol
salimina resveratrol salimina etkisi
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6.2.5. Resveratrol Capraz Bagh Kitosan Nanopartikullerden Resveratrol

Saliminin incelenmesi

Resveratrol capraz bagli kitosan nanopartikillerinden 1mg / 1mL ¢dzelti oraninda,
37°C vucut sicakhginda farkh pH’ larda (1.2 HCL, 5.5 PBS, 6.8 PBS ve 7.4 PBS)

resveratrol salimi incelenmistir.

70 mg RSV yuklemesi yapilan partikillerden farkli pH’ lardaki salim profilleri her bir
farkh pH ortaminda 48 saat boyunca incelenmistir ve salim profilleri Sekil 6.53 ve
Sekil 6.54° de gosterilmektedir.

Ayrica partikuller ilk olarak 2 saat mide sivisina karsilik gelen pH 1.2 ye atilmig (1.
ve 2. saat) daha sonra farkli tamponlara transferi saglanmistir. Bagirsak sistemi pH’
lari olan 6.8’ de 3 saat (3. — 4. ve 5. saat) ve en son 7.4’ de de 3 saat tutularak (6. —

7. ve 8. saat) salim profilleri gikariimistir. Sekil 6.55’ de gosterilmektedir.

Tek basina kitosana ila¢g yuUklemesi gerceklestirildiginde bu partikullerdeki
enkapsulasyon verimi % 63 ve yukleme kapasitesi ise % 31.5 olarak bulunmustur.
Burada yukleme kapasitesinin yuzdesinin diger partikullere oranla yuksek olmasinin

sebebi farkli bir yontemin kullanilarak nano boyutta partikil elde edilmesinin

sonucudur.

100

80
X
=

© 60
(7))
L5
-

= 40
|

£ E 3
20
0
0 400 800 1200 1600 2000 2400 2800

Zaman (dakika)

—&—pH 7.4 —4=pH6.8 =—@=pH5.5 =—f=—pH1.2

Sekil 6. 53 Kitosan nanopartikullerin farkh pH’ lardaki zamana kargi in-vitro

resveratrol salim profilleri

80



100

80

60

40

Kiumilatif Salim %

ad

20

0 30 60 90 120 150 180 210 240
Zaman (dakika)

—tk—pH 7.4 ——=—pH68 —@=pHS55 =—f=—pH1l.2

Sekil 6. 54 Kitosan nanopartikullerin farkh pH’ lardaki zamana kargi in-vitro

resveratrol salim profilleri; ilk 4 saat

Tek basina kitosandan resveratrol salimi profillerini iceren grafikler incelendiginde
48 saatlik salim sonucunda en yuksek salim verimi % 37 ile pH seviyesi 5.5 olan
tampon ¢ozeltisinde gerceklesmistir. Bunu % 33.53 ile pH seviyesi 6.8 olan tampon
¢Ozeltisi takip etmistir. En distk salim verimi 7.4 pH seviyesinde % 27 ve 1.2 pH

seviyesinde ise % 28.74 ile bu ¢dzeltilerde elde edilmigtir.
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Sekil 6. 55 RSV c¢apraz bagli kitosan nanopartikullerin farkli tamponlardaki zamana

karsi resveratrol salim profili

(@: pH=1.2, 9: pH=6.8 ve B :pH=7.4)

Kompozit kurelerin salim verimliliklerini kargilastirmak amaci ile tek bagina kitosana
ilag yuklemesi yapilmistir. Capraz baglama yontemi ile yiklenen resveratroliin salim
verileri Ca —Aljinat kurelere ve Aljinat — Kitosan kompozit kirelere gore oldukga

dusuk salim degerleri vermisgtir.

Farkh tamponlara transferi ile salimi incelenen nanopartikiller Sekil 6.54° de
goruldiugu gibi 8 saatin sonunda tasidigi ilacin % 32’ lik kismini ortama vermistir.
Mide ortamindan bagirsak ortami pH seviyelerine transfer edildikten sonra ilacin

salimi neredeyse 3. saatin sonunda dengeye ulasmistir.

Sekil 6.56, Sekil 6.57, Sekil 6.58, Sekil 6.59 ve Sekil 6.60° da s6z konusu partikillerin
Resveratrol saliminin farkh pH seviyelerindeki karsilastiriimasi gdsteriimektedir.
Grafikler incelendiginde 1:2 oranindaki Aljinat — Kitosan kompozit kurelerin salim
veriminin tum pH degerlerinde yuksek oldugu goértulmektedir. Farkli pH
degerlerindeki verimler karsilastirildiginda ise partiktllerin en ytksek verime ¢iktigi
pH seviyesi 5.5 olmustur. Ek olarak pH 5.5 seiyesindeki partikullerin ilk 4 saatteki
ilag salim profili de asagida verilmigtir.
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Sekil 6. 56 Resveratrol saliminin partiktllere gore karsilastiriimasi (pH=5.5, T=37°C,
RSV= 70 mg)
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Sekil 6. 57 Resveratrol saliminin partikillere gore karsilagtiriimasi; ilk 4 saat
(pH=5.5, T=37°C, RSV= 70 mgQ)
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Sekil 6. 58 Resveratrol saliminin partiklllere gore karsilastiriimasi (pH=1.2, T=37°C,
RSV= 70 mg)
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Sekil 6. 59 Resveratrol saliminin partiktllere gore kargilastiriimasi (pH=6.8, T=37°C,
RSV= 70 mg)
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Sekil 6. 60 Resveratrol saliminin partikillere gore karsilastiriimasi (pH=7.4, T=37°C,
RSV= 70 mg)

6.3. Resveratrol Saliminin Matematiksel Modellere Uygulanmasi ve Analizi

70 mg RSV yuklu 1:2 Aljinat — Kitosan hibrit kirelerden resveratrol salimi kinetik
matematiksel modellere uyumu incelenmistir. Farkli pH tamponlarinda gergeklesen
in-vitro salim ¢alismalarindan elde edilen veriler Zero- order, First- order, Higuchi,
Korsmeyer- Peppas ve Baker- Lonsdale salim modellerine yerlestirilmistir. Her bir
model igin k sabiti ve R? degeri, Korsmeyer Peppas modeli igin n difiizyon (steli

hesaplanmigtir.

Kontrollii ilag salim sistemleri karmasiktir. ilacin saliminin tek bir matematiksel
modelleme ile agiklanabilmesi beklenemez. Bu nedenle bu ¢alismada diflizyonla ve
pH duyarli sigsebilen sistemlerden ilag salimini agiklayabilen matematiksel modellere

uyum incelenmigtir.

Sekil 6.61 de 70 mg RSV yukli 1:2 kompozit kirelerin 37 °C’ de farkli pH
ortamlarinda gergeklesen in-vitro salim g¢alismalarindan elde edilen veriler zero-
order kinetik modeline yerlestiriimistir ve Cizelge 6. 4’ de pH seviyelerine karsilik

gelen kyve R? degerleri verilmistir.
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Sekil 6. 61 Resveratrolun 1:2 oranindaki Aljinat — Kitosan hibrit kirelerden saliminin
Zero - order kinetik modele uyumu (T= 37°C, RSV= 70 mg)

Cizelge 6. 4 Farkli pH tamponlarindaki Zero - order kinetik modeli k, ve R?

degerleri
pH ko R?
1.2 0.2474 0.7643
5.5 0.3004 0.8436
6.8 0.3337 0.8765
7.4 0.2541 0.7627
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First-order
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Sekil 6. 62 Resveratrolin 1:2 oranindaki Aljinat — Kitosan hibrit kiirelerden saliminin

First - order kinetik modele uyumu (T= 37°C, RSV= 70 mg)

Cizelge 6. 5 Farkli pH tamponlarindaki First - order kinetik modeli
k, ve R? degerleri

pH kq R?
1.2 -0.0055 0.87
5.5 -0.0094 0.9776
6.8 -0.0076 0.979
7.4 -0.0048 0.8734

Sekil 6.62" de 70 mg RSV yuklu 1:2 kompozit karelerin 37 °C’ de farkh pH

ortamlarinda gergeklesen in-vitro salim c¢alismalarindan elde edilen veriler first-
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order kinetik modeline yerlestirilmistir ve Cizelge 6. 5° de pH seviyelerine karsilik

gelen k,ve R? deerleri verilmistir.

Higuchi
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Sekil 6. 63 Resveratrolun 1:2 oranindaki Aljinat — Kitosan hibrit kirelerden saliminin

Higuchi kinetik modele uyumu (T= 37°C, RSV= 70 mg, t= 240 dk)

Cizelge 6. 6 Farkhh pH tamponlarindaki Higuchi kinetik  modeli
ky ve R? degerleri

pH ky R?

1.2 4.5897 0.9126
55 6.0262 0.972
6.8 5.96 0.9701
7.4 4.6994 0.9055
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Sekil 6.63" de 70 mg RSV yuklu 1:2 kompozit karelerin 37 °C’ de farkh pH
ortamlarinda gergeklesen in-vitro salim ¢alismalarindan elde edilen veriler Higuchi
kinetik modeline yerlestirilmistir ve Cizelge 6. 6’ da pH seviyelerine karsilik gelen
kyve R? degerleri verilmistir.

Sekil 6.64 de 70 mg RSV yukli 1:2 kompozit karelerin 37 °C’ de farkh pH
ortamlarinda gergeklesen in-vitro salim c¢alismalarindan elde edilen veriler
Korsmeyer — Peppas kinetik modeline yerlestiriimistir ve Cizelge 6. 7° de pH

seviyelerine karsilik gelen n, k ve R? degerleri verilmistir.

Korsmeyer-Peppas

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6 1,8 2
logt

WpH12 @pH55 ApH6.8 @pH7.4

Sekil 6. 64 Resveratrolin 1:2 oranindaki Aljinat — Kitosan hibrit kiirelerden saliminin
Korsmeyer — Peppas kinetik modele uyumu (T= 37°C, RSV= 70 mg, ilk % 60 ilag

salimi verileri)
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Cizelge 6. 7 Farkl pH tamponlarindaki Korsmeyer — Peppas kinetik modeli k, n, R?

degerleri ve ilag salim mekanizmalari

pH K R? n ilag Salim

Mekanizmasi

1.2 2.6190 0.9964 0.4767 Anomalous Tasinim

(Non Fickian Diflizyon)

5.5 2.9259 0.998 0.4468 Anomalous Taginim

(Non Fickian Diflzyon)

6.8 1.4508 0.9784 0.7645 Anomalous Taginim

(Non Fickian Diflizyon)

7.4 1.6428 0.9513 0.7385 Anomalous Taginim

(Non Fickian Diflzyon)

Korsmeyer — Peppas esitligine  yerlestirilen veriler ~ sonucu K,
R? ve n degerleri hesaplanmistir. n difiizyon Usteline gore her bir pH seviyesinde
gerceklesen salimin ilag salim mekanizmasi belirlenmistir. Cizelge 6.7° de de
goruldugu Uzere farkh pH seviyelerindeki tampon c¢ozeltilerindeki ilag salimi
mekanizmasi n difuzyon usteli incelendiginde “Anomalus tasinim” a uygun
gerceklestigi bulunmustur. Bu modele gore kiresel bir geometriye sahip kompozit
kurelerde n de@eri 0.43’ Un altinda ise salim Fickian tasinim, 0.43 ila 1 arasinda bir
deger aliyorsa Anomalous Tasinim ve 1 degerini aliyorsa Case |l taginimi ile
gerceklesiyor anlami tasimaktadir. Bu kirelerde n degerleri 0.43 ila 1 arasinda
hesaplanmigtir. Anomalus tasinimda ortamda hem Fickian tasinima uygun olarak
yani diflizyonla ilacin sistemden ortama salimi hem de Case Il taginimi yani sisme
kontrollli bir salim s6z konusudur. Korsmeyer — Peppas modeline gore R? degerleri
incelendiginde farklh pH seviyelerinin her birinde 1° e yakin degerler verdigi
gorulmektedir. Bu nedenle ilag salim mekanizmasinin bu modelle daha iyi uyum

sagladigi ve bu mekanizma ile ilacin saliminin kontrol edildigi soylenebilir. Ayrica
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dusuk pH seviyelerinde hesaplanan n degerleri 0.43’ e daha yakin bulunurken 6.8

ve 7.4 Alkali pH seviyelerinde 1’ e daha yakin degerler hesaplanmistir.

Baker-Lonsdale
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Sekil 6. 65 Resveratrolun 1:2 oranindaki Aljinat — Kitosan hibrit kirelerden saliminin
Baker - Lonsdale kinetik modele uyumu (T= 37°C, RSV= 70 mg, t= 240 dk)

Cizelge 6. 8 Farkli pH tamponlarindaki Baker - Lonsdale kinetik modeli

k ve R? degerleri

pH k R?

1.2 0.0049 0.7738
55 0.005 0.8541
6.8 0.0053 0.8993
7.4 0.0055 0.782
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Sekil 6.65 de 70 mg RSV yuklu 1:2 kompozit karelerin 37 °C’ de farkh pH
ortamlarinda gergeklesen in-vitro salim galismalarindan elde edilen veriler Baker —
Lonsdale kinetik modeline yerlestiriimistir ve Cizelge 6. 8’ de pH seviyelerine karsilik

gelen k ve R? degerleri verilmistir.

7. DEGERLENDIRME VE ONERILER

Sunulan tez cgaligmasinda aljinat ve kitosan biyopolimerleri kullanilarak hibrit

kompozit kureler sentezlenmistir.

Kanser tedavisinde onemli bir noktada olan resveratrol ilaci kompozit kurelere
yuklenmis ve ilag tasiyici sistem olarak kompozit kurelerden salim profilleri

cikariimigtir.

Aljinat ve kitosanin iyonik etkilesimleri sonucu polielektrolit kompleks yapisi
olusturulmus ve damlatma teknigi kullanilarak hibrit kirelerin  sentezi
gerceklestiriimistir. Aljinat ve kitosanin bu iyonik etkilesimleri FT-IR analizlerinde

acgiklanmigtir.

Amag kitosanin ve aljinatin tek basina oldugundan daha guglu ve stabil yapida
kompozit ilag tasiyici sistem elde etmek oldugundan kompozitle karsilastirma
yapabilmek adina RSV yukli Ca - Aljinat ve RSV c¢apraz bagl kitosan

nanopartikuller sentezlenmis, salim profilleri gikariimistir.

Kontrollu ilag salimina pH, kompozit kutle orani ve ila¢g miktarinin etkisi incelenmis
tum bu parametreler degistirilerek enkapsulasyon, yikleme kapasitesi ve kiimulatif

olarak ilacin salim yuzde verimlilikleri hesaplanmistir.

Cizelge 7.1 de vyuklenen ilag miktarina gore calishlan tum partikdllerin

enkapsulasyon ve yukleme kapasiteleri verilmigtir.
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Cizelge 7. 1 Partikullerin yuklenen ilag miktarina goére enkapstlasyon ve ylukleme
kapasiteleri

Partikiil Yuklenen RSV Enkapsiilasyon Yukleme
miktar1 (mg) (%) Kapasitesi (%)

Ca — Aljinat Kure 70 mg 69 3.22

1:1 ALJ - KTN 70 mg 96 2.86
Kare

1:2 ALJ — KTN 70 mg 74 1.24
Kare

2:1 ALJ — KTN 70 mg 53.3 2.41
Kare

1:2 ALJ — KTN 100 mg 72 3.20
Kare

1:2 ALJ — KTN 35 mg 84.2 1.23
Klre

RSV - KTN 70 mg 63 315

1:1 ALJ — KTN Kdrelerde en ylksek enkapsulasyon yuzdesi elde edilmistir.
Enkapsulasyon; kirelerin yapisindaki kitosanin mevcudiyeti ile desteklenen yluksek
capraz baglanma yogunlugu ile olusan polielektrolit komplekste resveratrolln
fiziksel olarak sikismasi ile arttiriimigtir.

SEM géruntulerindeki morfolojik yapidaki degisikliklerle dogru orantili olarak elde
edilen BET analizlerindeki gézenek ¢apinin, yuzey alaninin ve gdézenek hacminin
aljinat klrelere kitosanin eklenmesi ile azaldigi sonucu elde edilmigtir. Salim

calismalarindan da bu sonug dogrulanmigtir.

Ca — Aljinat kireler gézeneklerinin blyuk olmasi nedeniyle yukledigi ilag miktarini
kompozit kurelere kiyasla daha erken ortama birakmistir. Kitosanla etkilesen

aljinatin olugturdugu hibrit yapinin daha kuguk morfolojisi ilacin salim ortamina
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difuizyonunu kontrol altina alarak yavaglatmis daha uzun surelerde illacin ortamda

kalmasini saglamigtir.

Ayrica bu galismada kurelerin sisme davraniglari da incelenmistir. Kurelerin sisme
orani ilk 6 saat boyunca artig gostermis ve 24 saatin sounda kurelerin agamali
olarak ayrigmasi, yani kompozit yapilarindaki amino gruplari ve hidroksil gruplari
arasindaki baglantilarin ayrismasi baglamigtir. Bu ayrisma Ca — Aljinat kurelerde

daha hizli gerceklesmisgtir.

Kompozit kurelerde ise kitosan igeriginin artmasiyla sisme dereceleri azalmis,
kUrelerin yapisi guglenmis ve boylece bagirsak alkali pH’ inda stabiliteleri artmigtir.
24 saatin sonunda sisme oranlari kompozit kirelerden 2:1, 1:1, 1:2 kutle oranlarina
gore sirasiyla, % 635, % 526 ve % 448 olarak hesaplanmigtir. Aljinatin kitosanla
iyonik etkilesimi sonucu olugan kitosanla meydana gelen ¢apraz bagdlarin, kurelerin
yapisinda daha kati bir ag olusturdugu ve igeri su alhminin daha gug

gerceklesmesine neden oldugu dusunidlmektedir.

llacin salim calismalari in-vitro ortamda gerceklestirilmistir, ancak oral yolla alinan
bir ilacin maruz kaldigi mide-bagirsak yolunun pH seviyeleri dikkate alinarak mide-
bagirsak sisteminin pH seviyeleri segilmistir. Vicut sicakhgl dikkate alinarak tim

salim galismalari 37 °C’ de gercgeklestiriimigtir.

Cizelge 7.2° de calisilan tim pH seviyelerinde yuklenen ilag miktarina goére

partikillerin 48 saatin sonunda elde edilen kimdulatif ilag salim ylzdeleri verilmistir.
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Cizelge 7. 2 Partikullerin farkh pH tamponlarinda elde edilen kiimulatif salim

yuzdeleri
Partikiil Yuklenen pH=1.2 pH=5.5 pH=6.8 pH=7.4
RSV HCL PBS PBS PBS
miktan | o ilatif | Kimiilatif | Kiimiilatif | Kiimiilatif
(MY) | sam (%) | Salim (%) | Saim (%) | Salim (%)
Ca- Aljinat | 70 mg 99.83 99.74 99.73 97.23
Klre
1:1 ALJ — 70 mg 50.47 69.87 59.55 52.42
KTN Kure
1:2 ALJ — 70 mg 80.64 97.42 97.13 72.96
KTN Kire
2:1 ALJ — 70 mg 76.81 87.88 87.46 85.63
KTN Kure
12ALJ— | 100mg 75.52 84.01 88.75 71.06
KTN Kire
1:2 ALJ — 35 mg 59.43 80.74 73.45 70.97
KTN Kire
RSV-KTN | 70mg 28.74 37.03 33.52 27.29

70 mg ilag yuklemesi yapilan partikuller arasinda en dugsitk verim RSV ¢apraz bagl
kitosan nanopartiklllerinde 7.4 pH seviyesindeki PBS tamponu igerisinde % 27.29

olarak bulunmustur.

Kompozit kureler igerisinde en yluksek verim ise 1:2 kiutle oranindaki kurelerde ve

pH 5.5 seviyesindeki PBS tamponu igerisinde % 97.42 olarak bulunmustur.

Cizelge incelendiginde Ca — Aljinat kurelerin tim pH tamponlarindaki yuksek verimi
gOze garpmaktadir ancak bu kureler tasidigi ila¢g miktarini adeta bir patlama etkisi
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gOstererek ¢ok kisa bir sure igerisinde ortama birakmigtir. Kontrolli salimda bu
durum istenen bir durum degildir. Kompozit kudrelerin eldesiyle bu duruma
mudahelede bulunulmus ve ilacin ortama salimi zamana yayilmistir. Bunun nedeni
ise kitosanin aljinatla U¢ boyutlu gapraz baglar meydana getirerek polielektrolit bir

kompleks olusturmasi, boylece gézenek boyutunu kugultmesidir.

Kompozit kurelerde en dusik verim ise 1:1 kutle oranina sahip kirelerde pH 1.2
seviyesindeki HCL tampon c¢dzeltisinde elde edilmis ve % 50.47 olarak

hesaplanmigtir.

Calismada oncelikle partikullere 70 mg ilag yuklemesi yapiimis ve enkapsulasyon
ile yukleme kapasiteleri belirlenmistir. Daha sonra salim deneylerinden elde edilen
salim verimlilikleri degerlendirilerek kompozit kirelerde hem enkapsulasyonu
yuksek olan hem de salimi yuksek olan 1:2 kutle oranindaki hibrit kireler optimum

olarak segilmistir.

Optimum olarak segcilen bu hibrit kiirelerden salima ilag miktarinin etkisi yine farkh
dort pH seviyelerindeki tampon ¢ozeltilerde incelenmistir. Buna gore ilag miktarinin
35 mg a dusurilmesi enkapsulasyonu arttirrken 100 mg a cikariimasi
enkapsulasyonu dugsurmastir. Ancak 100 mg ilag yuklu partikillerde partiktl basina

yuklenen ilag miktari artarak 3.20 olarak hesaplanmistir.

llag miktarinin  degistiriimesi tasiyici  sistemlerden ortama salinan ilag
konstanrasyonunu da etkilemistir. Cizelge 7.3° de pH 5.5 seviyesindeki PBS
tamponu igerisinde farkli miktarlarda ilag yukla 1:2 katle oranindaki hibrit kirelerin
48. saatin sonunda ortama saldiklari ilag konsantrasyonlari ppm olarak verilmistir.

Baslangicta yuklenen ila¢ miktari arttikga ortamda olgulen ilag miktari da artmigtir.
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Cizelge 7. 3 farkh miktarlarda ilag yukla 1:2 kitle oranindaki hibrit kirelerin 48.
saatin sonunda ortama saldiklari ila¢ konsantrasyonlari (pH= 5.5, T= 37°C, t=
2880.dk)

Partikul ilag miktar1 (mg) Ortama salinan ilag

konsantrasyonu (ppm)

1:2 ALJ — KTN Kdre 35 mg 9.93 ppm
1:2 ALJ — KTN Kure 70 mg 12.04 ppm
1:2 ALJ — KTN Kure 100 mg 26.89 ppm

llag miktari degistirilen kompozit kiirelerde en yiiksek salim verimi 70 mg RSV yiiklii
kurelerde elde edildiginden ilag saliminin matematiksel analizi bu kurelerde
yapilmistir. Bunun icin elde edilen veriler Zero- order, First- order, Higuchi,
Korsmeyer- Peppas ve Baker- Lonsdale salim modellerine yerlestirilmistir. Cizelge

7.4’ de uygulanan bu kinetik modellerin R? degerleri verilmistir.

Cizelge 7. 4 farkli pH tamponlarindaki ilag salimi kinetik modellerinin R? degerleri

pH Zero- order | First- order | Higuchi | Korsmeyer- Baker-
Peppas Lonsdale
RZ RZ RZ RZ RZ
1.2 0.7643 0.87 0.9126 0.9964 0.7738
5.5 0.8436 0.9776 0.972 0.998 0.8541
6.8 0.8765 0.979 0.9701 0.9784 0.8993
7.4 0.7627 0.8734 0.9055 0.9513 0.782

R? degerleri incelendiginde ilag saliminin Korsmeyer — Peppas kinetik modeline
diger kinetik modellere gore daha iyi uyum saglamistir. 1:2 kutle oranindaki RSV

yukllu bu kurelerde gerceklesen salim mekanizmasinin uygulandigi Zero — order,
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First — order, Higuchi ve Baker — Lonsdale kinetik modellerinden elde edilen R?
degerlerine gore kendi iclerinde tutarliligi ve 1’ e yakinh@i disik oldugundan salim

bu kinetik modellere uyum saglamamistir ve bu mekanizmalarla agiklanamaz.
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