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OZET

Daidzein-Yiiklii Nanopartikiiler Sistemlerin Hazirlanmasi ve In Vitro Olarak
Degerlendirilmesi

Amag¢: Bu calismanin amaci, malign beyin tliimorlerinin tedavisine yonelik
daidzein-yiiklii PLGA ve PLGA-Gelucire® 44/14 nanopartikiillerini hazirlamak ve in
vitro karakterizasyon caligmalarini (morfolojik inceleme, partikiil boyutu, ZP, % EE,
salim  caligmalari,  norotoksisitenin ~ ve  sitotoksisitenin  degerlendirilmesi)
gerceklestirmektir.

Materyal ve Metot: Klasik ve modifiye edilmis emiilsiyon olusturma-¢oziicii
difiizyonu yontemleri kullanilarak PLGA ve PLGA-Gelucire® 44/14 nanopartikiil
formiilasyonlar1 hazirlanmistir. UV-VIS spektrofotometrik yontemle daidzein miktar
tayini gerceklestirilmistir. Nanopartikiillerin yiizey morfolojisi, partikiil boyutu, ZP, %
EE ve in vitro salim 6zellikleri (PB, pH 7.4) incelenmistir. Ayrica, FT-IR ve DSC de bu
sistemleri karakterize etmek i¢in kullanilmistir. Uygun 6zelliklere sahip nanopartikiillerin
noronlar tizerindeki norotoksisiteleri ve U-87 MG hiicre hattina karsi sitotoksik etkileri
degerlendirilmistir.

Bulgular: Hazirlanan tiim nanopartikiillerin ortalama partikiil boyutu ve ZP
degerleri sirastyla 198.52+7.04-672.78+70.95 nm (p>0.05) ve -14.70+0.36--0.50+0.34
mV (p>0.05) araliginda saptanmistir. SEM goriintiilerinden nanopartikiillerin yaklasik
olarak kiiresel olduklart saptanmistir. Hazirlanan nanopartikiillerin % EE degerleri
sirastyla, % 35.79+3.43-84.85£2.20 (p=>0.05)’dir. Daidzein-yiiklii nanopartikiil
formiilasyonlar1 i¢in % 100 kiimiilatif daidzein salimi, salimlarin 19.-37. giinlerinde
gerceklesmistir. Hazirlanan nanopartikiiler sistemlerin daidzeinin norotoksik etkilerini
azalttig1 ve daidzeine benzer sitotoksik etki gosterdigi saptanmustir (p>0.05).

Sonug¢: Daidzeinin siirekli salimi, yiliksek dozlarda (200 uM ve 300 pM)
daidzeinin norotoksik etkilerinin azaltilmasi ve kanser hiicrelerine karsi da sitotoksik
etkisinin korunmasi agisindan hazirlanan nanopartikiillerin faydali sistemler oldugu
saptanmuigtir.

Anahtar Kelimeler: Daidzein, Gelucire® 44/14, norotoksisite, PLGA,

sitotoksisite, U-87 MG.
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ABSTRACT

Preparation and In Vitro Evaluation of Daidzein-Loaded Nanoparticulate Systems

Aim: The aim of this study was to prepare daidzein-loaded PLGA and PLGA-
Gelucire® 44/14 nanoparticles for treatment of malignant brain tumors and investigate
their in vitro characteristics (morphology, particle size, ZP, EE %, release studies, the
evaluation of neurotoxicity and cytotoxicity).

Material and Method: The PLGA and PLGA-Gelucire® 44/14 nanoparticles were
prepared by using non-modified and modified emulsion-solvent diffusion method. The
amount assay of daidzein was carried out using UV-VIS spectrophotometric method. The
surface morphology, particle size, ZP, EE % and in vitro release characteristics (in PB,
pH 7.4) of nanoparticles were investigated. Furthermore, FT-IR, DSC and SEM were
used to characterize these systems. The neurotoxicity on neurons and cytotoxicity against
U-87 MG cell line of the chosen nanoparticle formulations in terms of appropriate in vitro
characteristics were evaluated.

Results: The mean particle size and ZP values of all prepared nanoparticles were
range of 198.52+7.04-672.78+70.95 nm (p>0.05) and -14.70+0.36--0.50+0.34 mV
(p=0.05), respectively. SEM images of nanoparticles revealed their approximately
spherical shape. The EE % values of nanoparticles were range of % 35.79+3.43-
84.85+2.20 (p>0.05). The cumulative daidzein release from daidzein-loaded nanoparticle
formulations were up to about 100 % at 19-37 days of release. It was found that the
prepared nanoparticulate systems reduced the neurotoxic effects of daidzein and showed
similar cytotoxic effects to those of daidzein (p>0.05).

Conclusion: The prepared nanoparticles are useful systems for sustained release
of daidzein, reduction of the neurotoxic effects of daidzein at high doses (200 uM and

300 uM) and maintaining of its cytotoxic activity against cancer cells.

Key Words: Cytotoxicity, daidzein, Gelucire® 44/14, neurotoxicity, PLGA, U-87
MG.
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1. GIRIS

Daidzein baglica Leguminosae familyas:t bitkilerinden elde edilen, suda
¢Oziinmeyen, polifenolik yapida fitodstrojenik bir izoflavondur ve dstrojen reseptorlerine
baglanmaktadir. Bundan dolay1, hormon eksikligine bagli hastaliklar {izerindeki etkileri
acisindan gittikce 6nemi artan daidzeinin ayrica; antienflamatuar, antioksidan, enzim
inhibitori 6zellikleri de vardir ve diisiik dansiteli lipoprotein (LDL) diizeyinde ise diisiise
neden olmaktadir. Daidzeinle ilgili yapilan caligmalar, insan sagligi agisindan bu
maddenin cok c¢esitli faydalarinin oldugunu ortaya koymaktadir. Bunlar arasinda,
kardiyovaskiiler hastaliklarin ve kanserin 6nlenmesi/tedavisi, dstrojen takviyesi/tedavisi
icin bir alternatif olmasi, osteoporozun (menopoz sonrasi kemik kaybi olan kadinlarda)
Onlenmesi/tedavisi ve diyabetin onlenmesi sayilabilir. Prostat kanseri, rahim agzi kanseri,
beyin kanseri, meme kanseri ve kolon kanseri hiicreleri iizerinde daidzeinle ilgili
caligmalar yapilmis ve antikanserojen etkili oldugu gosterilmistir. Daidzein, hiicre
dongiisii ilerlemesini kontrol eden genlerin modiilasyonu yoluyla kanser hiicrelerinin
bliylimesini inhibe etmektedir. Daidzein, genellikle oral yolla kullanilmaktadir. Daidzein
slispansiyonunun si¢canlara oral olarak uygulanmasi sonrast mutlak biyoyararlaniminin %
6.1 oldugu saptanmistir. Daidzeninin diisiik ¢oziiniirliigii ve diistik partisyon katsayis1 gibi
fizikokimyasal Ozelliklerinin yanisira bagirsak ve karacigerde ugradigi yogun
metabolizasyon da diisiik oral biyoyararlanimina neden olmaktadir. Bu nedenle, daidzein
icin ilag¢ tasiyici sistemlerin gelistirilmesi amaciyla yogun bir sekilde caligsmalar
yapilmaktadir.

GLOBOCAN 2012 [Diinya Saglik Orgiitii (DSO) Uluslararas1 Kanser Arastirma
Ajansi (IARC) tarafindan yayinlanir] verilerine gore, beyin ve merkezi sinir sistemi
kanserlerine sahip 256000 (% 1.8) yeni vaka tespit edilmis ve 186000 (% 2.3) 6lim

vakasinin gerceklestigi saptanmistir. En yiiksek insidans ve mortalite hizlar1 gelismis



bolgelerde (Avustralya, Yeni Zelanda, Avrupa, Kuzey Amerika), en diisiik insidans ve
mortalite hizlar1 ise Afrika ve Pasifikte elde edilmistir. Klinikte, beyin tiimdrlerinin
tedavisine yonelik olarak cerrahi miidahale, radyoterapi ve kemoterapi uygulamalari
mevcut olmasina ragmen, beyin tiimorleri hizli gelisimi ve kotli prognozu nedeniyle hala
asilmasi gereken 6nemli bir saglik sorunu olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Glioma en sik
goriilen beyin tiimoriidiir (tim primer beyin ve merkezi sinir sistemi tiimorlerinin %
29’unu olusturur) ve bu durumda, tedavi olmayan hastalar 3 aydan daha az yasarken,
kombinasyon halinde tedavi alan hastalar i¢in ise ortalama yasam siiresi 20 aydan azdir.

Nanopartikiillerin partikiil boyutu ve ylizey 6zelliklerinin kontrol edilmesi (pasif
hedeflendirme) veya 0zel tasarimla hedeflendirilebilmesi (aktif hedeflendirme) ve/veya
etkin madde salim hizinin/yerinin kontrol edilmesi sonucu istenen bolgede terapdtik
olarak optimum dozda ve hizda etkinligin saglanmasi, etkin maddenin parcalanmaya
kars1 korunmasi, toksisite veya yan etkilerinin azaltilmasi gibi ¢ok sayidaki iistiinliikleri
bu tasiyict sistemleri kanser teshisinde/tedavisinde kullanilmak {izere popiiler sistemler
haline getirmistir.

Bu tez ¢alismasi kapsaminda, malign beyin tiimdrlerinin tedavisine yonelik olarak
daidzein-yiiklii PLGA ve PLGA-Gelucire® 44/14 nanopartikiiler ilag tasiyici sistemlerin
hazirlanmas1 ve in vitro karakterizasyon calismalarinin [ylizey morfolojisinin, partikiil
boyutunun, partikiil boyutu dagiliminin, % enkapsiilasyon etkinligi (EE)’nin, fosfat
tamponu (PB: phosphate buffer) pH 7.4 ortaminda in vitro salim 6zelliklerinin, néron
hiicre kiiltiiriinde norotoksisitesinin ve U-87 MG (Glioblastoma Multiforme; GBM) hiicre

hattinda ise sitotoksisitesinin incelenmesi] yapilmasi planlanarak gerceklestirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. ila¢ Tastyic1 Sistemler

Konvansiyonel ilag tedavisi, stabilitesinden, aktivitesinden ve
biyoyararlanimindan emin olunarak hazirlanmig bir terapdtik ajanin periyodik araliklarla
dozlanmasini igermektedir. Bir¢ok etkin madde i¢in konvansiyonel dozaj sekilleri
oldukga etkindir. Ancak, konvansiyonel dozaj sekillerinin kullaniminda etkin maddenin
plazma konsantrasyonunu terapotik pencere araliginda tutmak icin giin i¢inde birkag kez
dozlama yapilmasi gerekmektedir. Bu durum, istenmeyen yan etkilerin ortaya ¢ikmasina,
hasta uyuncunun azalmasia ve tedavi etkinliginin diismesine neden olabilmektedir.
Degistirilmis salim sistemleri aracilifiyla konvansiyonel ila¢ tedavisinde goriilen bu
sinirlamalarin tistesinden gelinebilmektedir. Bundan dolayi, 6zellikle biyoparcalanabilir
polimerik ilag tasiyici sistemlerin gelistirilmesi ve uygulanmasi, Farmasotik Teknoloji
alaninda bilimsel ve ekonomik yarar agisindan kabul goren alternatif yaklasimlar
olmustur.!

Ilag tasiyic1 sistemler, insanlar ve hayvanlar {izerinde terapotik etki olusturmak
amaciyla bir farmasotik bilesigin salim hizini/yerini kontrol etmek, etkinligini,
stabilitesini artirmak gibi birgok nedenle gelistirilen sistemlerdir. ilag tastyici sistemler,
1960’Ih yillarin ortalarinda bir grup arastirmacimnin tavsanlarin kan damarlarinda
kullandiklar1 bir silikon-kauguk arterio-vendz fistiil ile yaptiklar1 calisma nedeniyle
makrosistemler olarak ortaya ¢ikmistir. Bu makrosistemler, daha sonra Lupron Depot®
ismiyle ticarilesen mikropartikiillerle birlikte mikrosistemlere doniismiistiir.”> Yine
1960’lh1 yillarda lipozomlarm ve 1970’li yillarin sonuna dogru polimer-ilag
konjugatlarinin ve nanoteknoloji kavraminin ortaya ¢ikmasiyla nano-boyutlu ilag tastyici
sistemler gelistirilmistir (baslangicta as1 ve antikanserojen ajanlar igin).> 3

Nanotastyicilar, kii¢iik boyutlarindan dolay: etkin bir sekilde hiicre igerisine alinmalar1,*



hedeflemeye imkan vermeleri, yan etkileri azaltmalar1 ve daha uzun siire etkin madde
salimi saglamalar1 gibi iistiinliiklere sahiptirler.? 1997 yilinda Amerikan Ila¢ ve Gida
Dairesi (FDA) tarafindan onaylanan AmBisome®, ilk ticarilesen nano-boyutlu ilag
tastyici sistem olmus ve bu sistemlere olan ilgiyi artirmistir.?

Nanopartikiillerin ilag tasiyict sistemler olarak tasarlanmasindaki temel hedef,
partikiil boyutu ve ylizey 6zelliklerinin kontrol edilmesi (pasif hedeflendirme) veya 6zel
tasarimla hedeflendirilmesi (aktif hedeflendirme) ve/veya etkin madde salim hizinin
kontrol edilmesi sonucu istenen bolgede terapotik olarak optimum dozda ve hizda
etkinligin saglanmasidir.’ Etkin maddenin degradasyondan korunmasi, toksisite veya yan
etkilerinin azaltilmasi1 ve hedeflendirilmeye imkan saglamalar1 gibi {istiinliiklerinden
dolay1 lipozomlar potansiyel tasiyicilar olarak kullanilmalarina ragmen, diisiik % EE ve
saklama stabilitesi gibi problemler lipozomlarin etkin bir sekilde kullanimlarini
siirlandirmaktadir. Buna karsilik, polimerik nanopartikiiler sistemler ise faydali
kontrollii salim dzellikleri ve artmus stabilite (kuru halde) gibi iistiinliiklere sahiptirler.®”

Nanopartikiiller, boyutlart 10-1000 nm (genellikle 50-300 nm) arasinda degisen,
dogal/sentetik polimer veya kati yag kullanilarak hazirlanan, 6zgiin fizikokimyasal
ozelliklere sahip kati-kolloidal partikiillerdir.>> ® ° Etkin madde, nanopartikiiler sistem
icerisine hapsolabilir veya sistem yiizeyine tutunabilir. Nanopartikiiller kullanilarak
hidrofilik-hidrofobik etkin maddeler, asilar ve biyolojik makromolekiiller tasinabilir.® '°

Nanopartikiiler ilag tastyict sistemler, hazirlama yontemine bagl olarak
“nanokapsiil” veya ‘“nanokiire/nanopartikiil” seklinde hazirlanabilmektedir. Cekirdek
maddesinin ¢eper maddesi ile kaplanmasi sonucu olugsan nanokapsiil yapisinda,
genellikle, etkin madde sulu veya yagli c¢ekirdek icerisinde olacak sekilde
hazirlanmaktadir. Bu sistemler, rezervuar sistemler olarak da tanimlanmaktadir.

Nanopartikiillerde ise, etkin madde polimerik matriks i¢erisinde ¢ozlinmiis veya disperse



edilmis veya tasiyici sistem yiizeyine adsorbe haldedir.® ' > Ayrica, alternatif olarak

etkin madde yiizey iizerine kovalent olarak tutturulabilir.'?

2.2. Nanopartikiillerin Ustiinliikleri ve Sakincalar

Ustiinliikleri'4!®

1.

9.

Nanopartikiillerin kii¢lik partikiil boyutu, onlarin kiigiik kapilerlerden (viicutta
en kiiclik kapilerler 5-6 pum capindadir, nanopartikiiller agregat olusturmayip
emboliye sebep olmazlar) gecerek penetrasyonunu ve hiicrelere alinmasini
saglar, boylelikle hedef bolgede etkili ilag birikimininin saglanmasi,

Uygun formiilasyonla, giinler hatta haftalar boyunca siiren periyotlarda hedef
dokuda siirekli etkin madde salimina imkan saglamasi,

Tedavi etkinliginin artirtlmasi, istenmeyen yan etkilerin/toksisitenin
azaltilmasi,

Nanopartikiil halinde etkin madde stabilitesinin saglanmasi,

Etkin madde oral biyoyararlaniminin iyilestirilmesi/artirilmas,

Yiiksek tagima kapasitesine sahip olmasi ve uygun tasarimla alana 6zgiin
hedeflendirme yapilabilmesi,

Hidrofobik ve hidrofilik etkin maddelerin nanopartikiillere hapsedilebilmesi,
Kan-beyin bariyerinin (KBB) asilabilmesi i¢in uygun nanopartikiiler
sistemlerin hazirlanabilmesi,

Farkl1 yollarla (oral, pulmoner, parenteral, nazal vb.) uygulanabilmesi,

10. Nanopartikiillerin farkli yontemlerle sterilize edilebilmesi,

11. Uretim tekniklerinin genellikle basit ve kolay olmasidir.

Nanopartikiillerin yararlarinin yani sira, bazi sakincalari da bulunmaktadir.

Nanopartikiillerin, sahip olduklar1 oldukca kiigiik boyutlar1 ve genis yiizey alani

partikiiller aras1 agregasyona neden olabilmekte, bu da nanopartikiillerin dispersiyonlari



halinde saklanmasini zorlastirmaktadir. Ayrica, kii¢iik boyut ile genis yiizey alani, diistik

etkin madde yiliklenmesine ve etkin madde saliminda ani patlama etkisine “burst release,

ani salim, patlama etkisi” yol acabilmektedir.’

2.3. Nanopartikiil Hazirlamada Kullanilan Polimerler

Polimer biliminin gelismesi, modern ilag tasiyici sistemlerin hazirlanmasi ve

gelistirilmesinde ¢ok onemli bir basamaktir. Bu gelismeler polimerlere yeni ve faydali

ozellikler kazandirmaktadir, boylelikle gelistirilen polimerler, etkin maddelerin stirekli

salimi1 i¢in mekanik destek olarak, etkin maddelerin ¢oziiniirliigiinii artirict veya stabilize

edici olarak kullanilabilmektedirler.?’ Nanopartikiil hazirlamada kullanilacak olan ideal

bir polimerin asagidaki 6zellikleri tasimas1 beklenmektedir. Bunlar:?!

v

v

v

Sentezi ve karakterizasyonu kolay olmall,
Biyouyumlu olmali,

Biyopargalanabilir olmali,
Non-immiinojenik olmali,

Non-toksik olmal,

Ucuz olmalidir.

Polimerleri dogal ve sentetik veya biyopar¢alanamayan ve biyoparcalanabilen

polimerler seklinde smiflandirabiliriz (Tablo 2.1).2?



Tablo 2.1. Ilag tasyic1 sistemlerde kullanilan polimerler.??

Siniflandirma

Polimerler

Dogal Polimerler

Protein Kaynakli Polimerler

Polisakkaritler

Kolajen, albiimin, jelatin

Agar, aljinat, karragenan, hiyaluronik asit,

dekstran, kitosan (CS), siklodekstrin

Sentetik Polimerler
Biyoparcalanamayan Polimerler

Seliiloz Tiirevleri

Silikonlar

Akrilik Polimerler

Digerleri

Biyoparcalanabilen Polimerler

Poliesterler

Polianhidritler

Poliamitler

Fosfor Kaynakli Polimerler

Digerleri

Karboksimetil seliiloz, etil selilloz, seliiloz
asetat, seliiloz asetat propiyonat, hidroksipropil

metil seliiloz

Polidimetilsiloksanlar, kolloidal silika

Polimetakrilatlar, poli(metil metakrilat), poli
hidro(etil metakrilat)
Polivinil vinil

pirolidon,  etil asetat,

poloksamerler, poloksaminler

Poli(laktik asit) (PLA), poli(glikolik asit)
(PGA), poli(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA),
poli(hidroksi
poli(B-malik asit), poli(dioksanon)

biitirat),  poli(e-kaprolakton),

Poli(sebasik asit), poli(adipik asit), poli(terftalik

asit) ve cesitli kopolimerler

Poli(imino karbonat), poli(amino asit)

Polifosfatlar, polifosfonatlar, polifosfazenler

Poli(alkil-siyano akrilat), poliiiretanlar, poliorto

esterler, polidihidropiran, poliasetal




2.3.1. Biyoparcalanamayan Polimerler

Biyoparcalanamayan polimerler kullanilarak yapilan ilk calisma 1964 yilinda
gerceklesmistir.> Kullanim sekillerine gore rezervuar ve implant tipinde olmak iizere
ikiye ayrilabilirler. Rezervuar tipinde merkezde bir ilag ¢ekirdegi vardir. Bu ¢ekirdekten
ilag, ya yari-gecirgen polimerden yavasca salinabilir ya da distaki polimer {izerinde agilan
sabit bir delikten salmabilir.?>>* Implant tipinde ise biyoparcalanamayan tasiyici sistem,
viicuda enjekte veya implante edilebilir.?*

Biyopargalanamayan polimerlerin ilag salimi bittikten sonra viicuttan
uzaklagtirllmasi geregi, viicutta kronik reaksiyonlara ve toksik etkiye sebep olmasi ile
implantasyona ve cerrahiye bagli olarak yan etkilerin goriilmesi gibi sakincalar
mevcuttur.?+26

2.3.2. Biyoparcalanabilen Polimerler

In vivo ortamda enzimatik veya non-enzimatik yolla parcalanabilen, biyouyumlu
polimerlerdir. Toksisitelerinin olmamasi/diisiik olmasi ve etkin madde salimi1 bittikten
sonra uzaklastirma gerektirmemeleri diger istiinliikkleridir ve bu nedenle, siklikla
biyomedikal uygulamalarda tercih edilmektedirler. Bu polimerler normal metabolik
yolaklarla metabolize olur ve atilirlar.?% 2’

2.3.2.1. PLGA

PLGA, FDA ve Avrupa Ilag¢ Ajansi (EMA: European Medicine Agency)
tarafindan ¢esitli ilag¢ tastyici sistemleri hazirlamak ve insanlar iizerinde kullanilmak
lizere onaylanan bir polimerdir.'"> ?® Diisiik toksisiteye ve immunojenisiteye sahip
biyouyumlu ve giivenilir bir polimer olan PLGA, biyoparcalanabilen ilag tastyici
sistemlerin ve medikal aletlerin hazirlanmasinda siklikla kullanilmaktadir.?% 3°

PLGA kopolimeri, zincir agilma kopolimerizasyonu veya polikondenzasyon

yontemleri kullanilarak iki farkli monomerden (PLA ve PGA) hareketle sentezlenir.’!



Polimerizasyon siiresince monomerik birimler ester baglariyla baglanarak diiz, amorf
alifatik poliester yapisini olustururlar.’® PGA, PLA ve PLGA’ ’nin kimyasal yapis1 Sekil

2.1°de gosterilmistir.

PGA PLA

T

PLGA

oty

Sekil 2.1. PGA, PLA ve PLGA’nin kimyasal yapis1.*?

PLGA, yapisinda bulunan laktik asit (LA) ve glikolik asit (GA) oranlarina gore
farkli kristalinite derecelerine ve molekiil agirliklarina sahip olmaktadir. Kristal yapidaki
PGA, PLA ile polimerize edildiginde kristalinite derecesi azalir ve hidrasyon ile hidroliz
oranini artirtr. PLGA kopolimerinin par¢alanma zamani ve oranini, baglica kopolimer
sentezi sirasinda kullanilan monomerlerin orani, LA’nin stereoizomer kompozisyonu ve
kopolimerin molekiil agirhig: etkiler (birkac haftadan birkag yila kadar siirebilir).!! 24 23
Piyasada PLA:PGA oranm1 50:50, 65:35, 75:25 ve 85:15 olan PLGA c¢esitlerini bulmak

miimkiindiir (Tablo 2.2).%3



Tablo 2.2. Farkli PLA:PGA oranma gore elde edilen PLGAlarm fiziksel 6zellikleri.>?

Yaklasik
PLA:PGA  Viskozite Fiziksel Tg
Coziiniirliik Parcalanma
Oram (%) (dL/g) Hal °O)
Zamam (Ay)
ACE, THF, HFI,
50:50 0.55-0.75 Amorf  45-50 1-2
CF, EA, DCM
ACE, THF, HFI,
65:35 0.55-0.75 Amorf  45-50 3-4
CF, EA, DCM
ACE, THF, HFI,
75:25 0.55-0.75 Amorf  50-55 4-5
CF, EA, DCM
ACE, THF, HFI,
85:15 0.55-0.75 Amorf  50-55 5-6
CF, EA, DCM

Tg: Camsi gecis sicakligi, ACE: Aseton, THF: Tetrahidrofuran, HFI: Hekzafloroizopropanol, CF:
Kloroform, EA: Etil asetat, DCM: Diklorometan.

Genellikle GA orani ne kadar fazlaysa, pargalanma icin gereken siire o kadar
kisadir. Ancak PLA:PGA oran1 50:50 olan PLGA’da en hizl1 par¢alanma goriiliir (Tablo
2.2).11 242531 Diisiik molekiil agirhkli PLGA, genellikle daha hizli pargalanmaya
ugramakta ve daha hizli bir salim gostermektedir. PLGA nin ester veya serbest karboksil
grubuyla sonlanmas1 da kopolimerin parcalanmasi tizerinde etkilidir. Serbest karboksil
grubu iceren PLGA ile hazirlanan sistemler yiiksek bir ani salim gosterir. Serbest
karboksil grubu kopolimere daha hidrofilik bir 6zellik kazandirir ve boylece daha yiiksek
su absorpsiyonuna neden olur. Sonug olarak, ester grubuyla sonlanan PLGA’ya gore daha
hizl1 bir pargalanma goriiliir.>* PLGA’larin Tg degeri genellikle 37 °C’den fazladir; bu
ozellik, ilag tastyict sistemleri hazirlamak i¢in PLGA kopolimerlerine yeterli mekanik
dayanikliligr saglar. PLGA nin molekiil agirligi ve kopolimer yapisindaki LA orani
azaldik¢a, Tg degeri de azalir.>*

PLGA, viicut icerisinde ester baglariin hidrolize ugramasiyla LA ve GA’ya

parcalanir. LA, Krebs dongiisline ugrayarak metabolize olur ve viicuttan H20O ve CO2
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olarak atilir. GA ise ya degismeden bobrekler yoluyla ya da Krebs dongiisiine ugrayarak
viicuttan H2O ve COz halinde atilabilir. !> 24 3

2.4. Nanopartikiil Hazirlama Yo6ntemleri

Kullanilacak polimerin fizikokimyasal 0Ozelligine ve yiiklenecek olan etkin
maddeye bagli olarak polimerik nanopartikiil hazirlama yéntemi segilir.>

Nanopartikiiler ila¢ tasiyict sistemlerin hazirlanmasi i¢in ¢ok farkli hazirlama
yontemlerinden faydalanilmaktadir. Emiilsiyon olusturma-¢6ziici buharlastirma
yontemi, nanopresipitasyon yontemi ve emiilsiyon olusturma-¢oziicii difiizyonu (EO-
CD) yontemi yaygin olarak kullanilan hazirlama yontemleridir.

2.4.1. Emiilsiyon Olusturma-Caoziicii Buharlastirma Yontemi

Emiilsiyon olusturma-¢6ziicli buharlastirma yontemi, 1979 yilinda Vanderhoff ve
arkadaslar1 tarafindan klasik yontem temel alinarak gelistirilmis ve patentlenmistir.>” Bu
yontemde segilen polimer, su ile karismayan DCM, CF gibi klorlu bir organik ¢6ziicii
icerisinde ¢oziindiiriilerek organik faz hazirlanir. Elde edilen organik faz ve yiizey aktif
madde iceren sulu faz kullanilarak emiilsiyon hazirlanir. Bu asamada, emiilsiyonun
damlacik boyutlar1 farkli yontemler (ultrasonikasyon, mekanik karigtirma veya yliksek
hizda homojenizasyon) kullanilarak kiiciiltiiliir. Daha sonra ise, organik ¢oziicii ortamdan
(vakum, sicaklik veya vakum+sicaklik uygulanmasiyla) uzaklastirilir”> 3 Olusan
nanopartikiiller, ultrasantrifiijle toplanir, ylizey aktif madde kalintilarinin/yiiklenmemis
etkin maddenin uzaklastirilmasi i¢in saf su ile yikanir ve ¢ogunlukla liyofilize edilerek
saklanir.*> %° Bu hazirlama yénteminde polisorbatlar, poloksamerler ve polivinil alkol
(PVA) siklikla kullanilan yiizey aktif maddelerdir.”> 3 Bu yéntemle hazirlanan
nanopartikiiler ilag tasiyict sistemlerin boyutu; karistirma hizi, stabilize edici ajanin tipi-
miktari, organik ve sulu fazin viskozitesi, sicaklik ayar1 gibi parametreler degistirilerek

kontrol altinda tutulabilir.>®

11



2.4.2. Nanopresipitasyon Yontemi

Nanopresipitasyon yonteminin ilk uygulamasi1 1987 yilinda Fessi ve arkadaslar
tarafindan gelistirilen bir patentle olmustur.>” Bu ydntemde secilen polimer, etkin madde
ve tercihe bagli olarak lipofilik bir stabilize edici ajan (6rn. fosfolipidler) su ile karigabilen
ACE ve alkol gibi bir ¢oziicii i¢erisinde ¢ozilindiiriiliir. Bu karigim, bir stabilize edici ajan
(6rn. PVA veya poloksamerler) iceren/icermeyen sulu bir faza manyetik karistirict
tizerinde eklenir ya da enjekte edilir. Coziiciinin dis faza hizli difiizyonu sonucu
nanopartikiiller aninda olusmaktadir. Coziiclii ise daha sonra algak basing altinda
uzaklagtirllmaktadir. Bu yontemde nanopartikiillerin olusma mekanizmasi, ¢oziiciiniin
yer degistirmesi sirasinda olusan yiizeylerarasi tiirbiilansla agiklanmaktadir. Bu basit
yontemin kisitlayici parametreleri, sadece suyla karigabilir ¢oziiclilerin kullanilmasi ve
hidrofilik etkin maddelerin enkapsiilasyonu i¢in uygun bir yontem olmamasidir. Ancak,
lipofilik etkin maddelerle yiiksek % EE degerleri elde edilmektedir.”- - 41

2.4.3. Emiilsiyon Olusturma-Coziicii Difiizyonu Yontemi

Emiilsiyon olusturma-¢6ziicii diflizyonu yontemi ilk defa 1995 yilinda Leroux ve
arkadaslar1 tarafindan gelistirilmistir.*® Bu yontem i¢in ihtiya¢ duyulan 3 adet siv1 faz s6z
konusudur. Bunlar: 1. Stabilize edici ajan (pluronik F68, PVA vb.) iceren sulu faz, 2.
Polimer ve/veya hidrofobik etkin maddeyi iceren organik faz ve 3. Diliisyon fazi. Organik
faz, su ile kismen karisan propilen karbonat, benzil alkol, EA gibi bir ¢oziiciide
coziindiiriiliir ve sulu faz igerisinde yiiksek hizda homojenizasyon uygulanarak
emiilsifiye edilir. Son olarak, organik ¢6ziicliniin dispers fazdan dis su fazina difiizyonunu
saglamak amaciyla uygun miktarda saf su eklenir ve nanopartikiiller elde edilir. Bu
yontemle yiliksek % EE degerlerinin (genellikle, % 70’in {izerinde) elde edilmesi ve
hidrofobik etkin maddeler igin uygun olmasi &nemli iistiinliikleridir.**** Ayrica

tekrarlanabilirliginin yiiksek olmasi, dlgek biiylitmeye uygun olmasi, basit bir yontem
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olmasi, yiiksek verim elde edilmesi ve partikiil boyutu dagilimmin diisiik olmasi
yontemin diger tstiinliikleridir. Yontemle ilgili en 6nemli sakinca ise, ¢oziicii diflizyonu
asamasinda suda ¢oziinebilen etkin maddelerin sulu dis faza kagmasidir. Bu nedenle, bu
ydntemin sdz konusu etkin maddeler i¢in kullanimi uygun olmamaktadir.3”-4!-43

Polimer orani/konsantrasyonu, ¢oziicii tipi, ylizey aktif maddenin molekiil agirligi,
organik fazin viskozitesi, faz oranlari, karistirma hizi, sicaklik ve suyun ilave edilme hizi
gibi faktdrler hazirlanan ilag tasiyici sistemlerin partikiil boyutuna etki etmektedir.**
Ancak, dis fazin viskozitesi ve pH’s1 ise partikiil boyutu lizerinde sinirl etkilere sahiptir.
Bu yontemle, genellikle 150 nm civarinda partikiil boyutuna sahip nanopartikiiler tastyici
sistemler hazirlanabilmektedir. Coziiciiniin dis su fazina diflizyonuna bagh olarak, ilk
elde edilen emiilsiyon damlacik boyutu zamanla kiigiiliir ve organik ¢oziiciiniin su ile
karigabilirlik derecesi ne kadar yiiksekse, elde edilen nanopartikiillerin partikiil boyutu da
o kadar kiiciik olur. Polimer konsantrasyonu artis1 ise partikiil boyutu artigina neden
olmaktadir.*?

2.5. Nanopartikiiler fla¢c Tasiyier Sistemler icin Kullanilan Sterilizasyon
Yontemleri

Nanopartikiiler ilag tasiyici sistemler bir ¢ok yontemle sterilize edilebilirler. Her
yontemin Ustlinliikleri ve sakincalari bulunmaktadir. Bu yontemler asagidaki gibi
siniflandirilabilir;!7> 43
v' Aseptik ortamda filtrasyon,
v' Tazyikli su buhar sterilizasyonu,
v Iyonize radyasyon ile sterilizasyon (y ve y 1sinlari),
v' UV 1smu ile sterilizasyon,

v’ Gaz sterilizasyonu (etilen oksit),

v Gaz plazma sterilizasyonu.
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2.6. Gelucire® 44/14

Gelucire® 44/14 inert, amfifilik 6zellikte, yar1 kati mumsu yapida olan bir
yardimc1 maddedir.*® 47 Gelucire® 44/14, Avrupa Farmakopesinde (EP: European
Pharmacopoeia) “Lauroyl Macrogolglycerides” ve Amerikan Farmakopesinde (USP: the
United States Pharmacopoeia) ise “Lauroyl Polyoxylglycerides” baslikli monografta
gegmektedir. Gelucire® 44/14, giivenilir (GRAS: Generally Recognized As Safe) bir
maddedir.*®

Gelucire® 44/14, poliglikolize gliserit [“Palm kernel oil” ve polietilen glikol
(PEG) 1500°den hareketle hazirlanmistir] yapisindadir. Bilesiminde mono-, di- ve tri-
gliseritler (% 20), PEG 1500°{in mono- ve di- yag asidi esterleri (% 72) ve serbest PEG
1500 (% 8) bulunmaktadir (Sekil 2.2).* Gelucire® 44/14 yapisindaki yag asitlerinin

dagilim Tablo 2.3’de verilmistir.* 4’

Mono-yag asidi esteri Di-yag asidi esteri
R R

>—o o >—o OH ©
OM 0

Mono-gliserit Di-gliserit

0

; 0
Q 0 9O HO "
o \—<_ >—R %

Q
PEG

Tri-gliserit
Sekil 2.2. Gelucire® 44/14’iin bilesimi.*
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Tablo 2.3. Gelucire® 44/14 yapisindaki yag asitlerinin dagilimi.*®

Yag Asidi %
Kaprilik Asit, C8 4-10
Kaprik Asit, C10 3-9
Laurik Asit, C12 40-50

Miristik Asit, C14 14-24
Palmitik Asit, C16 4-14
Stearik Asit, C18 5-15

Gelucire® 44/14’iin 6zgiin bilesimi [siirfaktan (PEG’in mono- ve di- yag asidi
esterleri), ko-siirfaktan (monogliseritler) ve yagh fazdan (di- ve trigliseritler) olusan] bu
maddeye ilging dzellikler kazandirmaktadir.*® ° Gelucire® 44/14, viicut sicaklifinda,
sulu ortamlarla temas ettiginde kiicik damlacik boyutuna sahip emiilsiyon
olusturabilmektedir. Sudaki ¢oziiniirliigii zayif olan etkin maddelerin ¢oziiniirliigiinii ve
sonug olarak da biyoyararlanimini artirmaktadir.*®: 51-3

Gelucire® 44/14’{in adinda gegen 44 degeri nominal erime derecesini, 14 ise
Hidrofilik-Lipofilik Denge degerini ifade etmektedir.> >* Farkli bilesimdeki
Gelucire®ler ozellikle lipid yapidaki nanopartikiillerin kolloidal stabilitesini ve
biyouyumlulugunu artirmak ve yiiksek enkapsiilasyon etkinligi elde etmek amaciyla
formiilasyona ilave edilmislerdir.> Bununla birlikte, P-glikoprotein (P-gp) inhibisyonu
ile etkin maddelerin biyoyararlanimini diizeltmek, membran permeabilitesini artirmak ve
amorf etkin maddeleri stabilize etmek gibi farkli amaglarla da calisilmistir.’® Bundan
dolay1, bircok formiilasyonda ve tasiyici sistemlerde emiilgatdr, 1slatici ve stabilize edici
ajan olarak kullanilabilmektedir.>> >
2.7. Flavonoidler

Bitkilerde bol miktarda bulunan flavonoidler, insan sagligi iizerinde olumlu

etkileri olan dogal fenolik bilesiklerdir. Bu bilesikler gili¢lii antitimor ajanlardir.
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Antioksidan (radikal siipliriicii etki) ve antiproliferatif fonksiyonlarmma bagli olarak
apoptozisi indiikleyici, hiicre farklilagsmasini ve hiicre dongiisiinii modiile edici etkileri
vardir.’®  Flavonoidlerin sitotoksik etkileri ile ilgili farkli mekanizmalar ileri
siiriilmektedir. Bunlar asagidaki gibi siralanabilir:®°

v’ Proteozom inhibisyonu,

v Yag asidi sentezinin inhibisyonu,

v Topoizomeraz inhibisyonu,

v" Fosfatidil-inositol-3-kinaz inhibisyonu,

v’ Hiicre dongiisti blokajininin indiiklenmesi,

v p53 birikimi,

v ¢c-myc ve c-fos gen ekspresyonlarinin artirilmasi.

Flavonoidler, kimyasal yapilarina gore flavonoller (6rn. kersetin, mirisetin),
flavonlar (6rn. apigenin, luteolin), flavanonlar (6rn. hesperidin, naringenin), katesinler
(0rn. katesin, epikatesin), antosiyanin ve antosiyanidinler (6rn. pelargonidin, siyanidin)
ve izoflavonlar (6rn. genistein, daidzein) gibi alt gruplara ayrilirlar.>® 6162

Soya fasiilyesi ve soya Triinlerinde yogun olarak bulunan izoflavonlar
fitoostrojenik etkiye sahip bilesiklerdir. Fitodstrojenler bitki kdkenli Ostrojenler veya
dstrojene benzer etkiye sahip olan bilesiklerdir.®> izoflavonlarm hidrofobik dogasi, bu
bilesiklerin farmasdtik amagla uygulanimlarmi kisitlamaktadir. izoflavonlar sudaki
diisiik coziiniirliiklerinden dolay1 diisiik oral biyoyararlanima sahiptirler ve ayrica,
karaciger ve ince bagirsakta hizla metabolizasyona ugramaktadirlar.®*

2.7.1. Daidzein

2.7.1.1. Daidzeinin Fizikokimyasal Ozellikleri

Antioksidan 6zelliklere sahip ve giiclii antikanserojen dogal polifenolik bilesikler

olan izoflavonlar, aglikon, glikozit, malonil glikozit veya asetil glikozit olmak tizere dort
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temel yapida bulunabilirler. Aglikon yapilar genistein (5, 7, 4’-trihidroksi izoflavon),
daidzein (7, 4’-dihidroksi izoflavon) ve glisitein (7, 4’-dihidroksi 6-metoksi izoflavon)
gibi konjuge olmamus yapilardir.®% 3

Daidzein (7, 4’-dihidroksi izoflavon; 7-hidroksi-3-(4-hidroksifenil)-4H-1-
benzopiran-4-on), Leguminosae familyasina ait, 6zellikle soya ve soya tiirevi gidalarda
yer alan suda ¢dziinmeyen bir izoflavondur (Sekil 2.3).5 Molekiil agirligi 254.2 g/mol ve
molekiiler formiilii CisH1004 olan beyaz-acik sar1 renkte bir tozdur.®” ?**D Daidzein
dimetil siilfoksit (DMSO), etanol ve dimetilformamid gibi ¢oziiclilerde ¢oziinmektedir
(swrastyla, 30-~33.3 mg/mL, 0.1 mg/ml ve 10 mg/mL). Daidzein sulu tamponlarda zor
¢Oziinliir ve maksimum ¢oziiniirlik i¢in daidzein ilk olarak DMSO igerisinde
¢Oziindiiriilmeli ve daha sonra sulu tampon ile diliie edilmelidir. Daidzeinin 1:10

DMSO:PBS (fosfatla tamponlanmis tuz ¢ozeltisi) (pH 7.2)’deki ¢oziiniirligi ~150

pg/mL>dir.®® % -20 °C’de saklanmaktadir.5®-7

HO O

o)
OH

Sekil 2.3. Daidzeinin kimyasal yapis1.®’

Yang ve ark.”! daidzeinin su, absolii etanol ve etanol:su (80:20) ortamlarindaki
¢Oziiniirligiinii farkli sicakliklarda tespit etmek lizere daidzein ¢ozeltilerini 2.5 saat
manyetik karistiricida karistirarak ve sonrasinda ise 2 saat daha karistirmadan bekleterek
hazirlamiglardir. S6z konusu siire sonunda, UV-spektrofotometrik yontem (256 nm)

kullanilarak daidzein igerigi saptanmistir. 25 °C’de su, absolii etanol ve etanol:su
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icerisindeki daidzein ¢oziniirliikleri sirastyla, 1.3 pg/mL, 1030 pg/mL, 1250 pg/mL
olarak, 35 °C’de ise 3 pg/mL, 1320 pg/mL ve 1500 pg/mL olarak saptanmustir.

Daidzeinin oral biyoyararlanimini artirmak tizere kendiliginden mikro-emiilsifiye
olabilen sistemler (SMEDDS)’in gelistirildigi bir calismada, oOncelikle ¢ozliniirliik
calismas1 (suda, farkli yaglarda, siirfaktan ve ko-siirfaktanlarda) gerceklestirilmis
(ultrasonik banyoda: 40 °C’de 20 dakika bekletme ve sonra 25 °C’de 48 saat karistirma
sonrasi siizme) ve metanol ile diliie edilmis siiziintiideki daidzein konsantrasyonu HPLC
[C18 kolonu (150x4.6 mm i.d., 5 um); hareketli faz: metanol:distile su (55:45, h/h); UV:
260 nm] kullanilarak saptanmistir. Buna gore, su, izopropil miristat, etil oleat, Tween 80,
etanol ve PEG 400 igerisindeki daidzein ¢Oziiniirlikkleri sirasiyla 8.215 pg/mL, 121
ug/mL, 2327 pg/mL, 5102 pg/mL, 4852 pg/mL ve 8.403 pg/mL olarak belirlenmistir.
Cozlinme testi de bu ¢alisma kapsaminda 900 mL PB (pH 6.8) ve HCI (0.1 mol/L)
ortamlarinda 37 °C’de gergeklestirilmistir. PB pH 6.8 ve HCI ortamlarinda 30 dakika
icerisinde mikroemiilsiyonlar i¢in elde edilen % kiimiilatif ¢6ziinen daidzein degerleri,
sirastyla % 81.2 ve % 80.3 tiir.”?

2.7.1.2. Daidzein icin Miktar Tayini Yontemleri

Daidzeinin miktar tayini i¢in birgok farkli yontem kullanilmistir. Bunlar arasinda

71, 73 74, 75

ultraviyole-goriiniir bolge (UV-VIS) spektrofotometresi, spektroflorometre,
yiiksek basingli sivi  kromatografisi (HPLC),”> 77 sivi  kromatografisi/kiitle
spektrometresi/kiitle spektrometresi (LC/MS/MS)’® 7 ve gaz kromatografisi/kiitle
spektrometresi (GC/MS)* #! bulunmaktadur.

2.7.1.3. Daidzeinin Farmakokinetik Ozellikleri

Flavonoidlerin biyoyararlanimlar1 ¢ok sayida faktorden etkilendigi i¢in genellikle
.61,82-84

diistiktiir. Bu faktorler agagidaki gibi 6zetlenebilir:

v" Flavonoidlerin kimyasal yapilar1 ve molekiil agirliklari,
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v' Su igerisindeki ¢oziiniirliiklerinin ve absorpsiyonlarinin nispeten diisiik

olmasi,

v Bagirsak ve karacigerde yogun metabolizasyona ugramalari,

v Alana 6zgii bir dagilimin olmamasi,

v Hizli eliminasyon olmasi,

v Diisiik partisyon katsayisina sahip olmalari.

Soya tiiketildiginde, glikozit yapilarmin yiiksek molekiil agirliklar1 ve sudaki
diisiik ¢oziintirliiklerinden dolay1 ince bagirsaktan emilimleri diisiiktiir. Ancak, hidroliz
sonucu aglikonlar acgiga ¢ikarsa bunlar pasif difiizyonla hizli bir emilime ugrarlar.
Glikozidaz aktivitesi, endojen orijinli enzimlerle veya proses sirasinda ilave edilebilme
sonucu veya kolon mikroflorasi tarafindan salgilanmasi sonucu gergeklesir. izoflavonlar,
emilim sonrast yogun bir sekilde ilk gecis etkisine ugrar ve bu nedenle diisiik oral
biyoyararlanima sahiptirler. Glikozitler, proksimal ince bagirsakta hidrolize olarak
biyolojik olarak aktif olan ve emilebilen aglikonlara doniisiirler, ve ince bagirsaktan
(¢cogunlukla jejenumdan) emilirler ve Faz II biyotransformasyonu sirasinda, yapilarindaki
-OH gruplar karacigerdeki siilfotransferaz ve glukronil transferaz enzimleri tarafindan
siilfasyon ve glukronidasyon konjugasyon tepkimeleri i¢in hedef alanlari olusturur.
Olusan bu konjugatlar dokulara sistemik dolasimla taginir ve sonug olarak bobrekler
yoluyla atilir veya safra araciligiyla ince bagirsaga doniip ayni enterohepatik dongiiye
yeniden katilirlar. Soya tiiketildikten sonra, daidzein ve genistein maksimum plazma
konsantrasyonuna genellikle 6-8 saat (tmaks) gibi bir siirede ulasir. Soya halinde
alindiginda, plazma eliminasyon yar1 dmiirleri daidzein i¢in 3-9 saat, genistein i¢in ise 8-
11 saat olarak saptanmistir. Ancak, saf halde daidzein ve genistein alindiginda ise bu
siireler sirasiyla 9 ve 7 saat olarak tespit edilmistir.>-8

Diger taraftan, daidzeinin 6zellesmis intestinal bakteriler tarafindan ileri bir
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metabolizasyona wugrayarak ekuol, 4-hidroksi ekuol, dihidrodaidzein veya O-
desmetilangolensine doniistiiriildiigii ve ekuoliin insan sagligi ile ilgili birgok biyolojik
aktiviteye (daidzeine gore daha yiiksek Ostrojenik ve antioksidan aktivite gostermesi,
meme kanseri riskini azaltmasi gibi) sahip oldugu raporlanmistir.8® 37> 8% Ekuoliin
biyoyararlanimi daidzeinden daha yiiksektir ve daidzeine gore plazmada daha uzun stire
kalir. Daidzeinin % 18.7’sine karsin ekuoliin % 50’si (baglanmamis serbest halde)
dolasimda bulunur ve viicutta daha fazla etki eder.3

Setchell ve ark.”® oral uygulama sonras1 daidzein ve genisteinin farmakokinetik
ozelliklerini menopoz Oncesi donemde bulunan kadinlarda degerlendirmislerdir.
Genistein serum konsantrasyonunun daidzein konsantrasyonundan daha yiiksek oldugu
saptanmistir. Bu bilesiklerin eliminasyonunda bobreklerin 6nemli bir rolii oldugu, feges
yoluyla atilimin ise oldukca diisiik oldugu belirtilmistir. Daidzein i¢in elde edilen dagilim
hacmi (biyoyararlanima normalize edilmis; Vd/F), klerens (arinma, Cl), egri altinda kalan
toplam alan (AUCo—x) ve yar1 omiir (t12) ortalama degerleri sirastyla 336.25 L, 30.09
L/saat, 5.02 umol.saat/L ve 7.75 saat ve ayni siralamayla genistein i¢in ise bu degerler
258.76 L, 21.85 L/saat, 6.01 umol.saat/L ve 7.77 saat olarak saptanmistir. Daidzein ve
genistein serum konsantrasyonlart maksimuma (Cmaks; sirastyla 0.36 umol/L ve 0.46
umol/L) sirasiyla 7.4 ve 5.5 saatte (tmaks) ulagmustir. Sonu¢ olarak, genistein
biyoyararlaniminin daidzeininkinden daha yiiksek oldugu vurgulanmistir.

Qui ve ark.’! daidzeinin ve onun ana metaboliti olan daidzein-7-O-glukronitin
farmakokinetik ozellikleri iizerine dozaj formlarinin (¢ozelti ve siispansiyon) etkisini
sicanlarda incelemiglerdir. Oral uygulama sonrasi daidzeinin 7-OH pozisyonunun
glukronidasyonu sonucu siganlarda ve insanlarda daidzeinin ana metaboliti olan daidzein-
7-O-glukronit olusur. Uygulama sonrast daidzein ¢dzeltisi ve slispansiyonu i¢in elde

edilen tmaks degerleri 0.46 saat ve 5 saat olarak saptanmistir. Cozelti ve siispansiyon
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uygulamasi sonrasi saptanan Cmaks degerleri, daidzein icin sirasiyla 601.1 pg/L ve 127.3
ng/L; daidzein-7-O-glukronit i¢in ise 3000 pg/L ve 192.6 ug/L’dir. Daidzein (serbest
halde) i¢in mutlak biyoyararlanim degerleri ise % 12.8 (¢6zelti) ve % 6.1 (slispansiyon);
toplam daidzein (serbest+konjuge halde) i¢in ise % 47 (¢ozelti) ve % 12.2 (siispansiyon)
olarak bulunmustur.

2.7.1.4. Daidzeinin Farmakodinamik Ozellikleri

Daidzein, fizyolojik ve farmakolojik fonksiyonlari agisindan genis bir spektruma
sahiptir. /n vitro ve in vivo olarak antioksidan 6zellige sahip oldugu gosterilen daidzein,
diisitk maliyet, yaygin bulunusu, klinik olarak giivenli olusu gibi nedenlerden bir¢ok
hastaligin tedavisi i¢in umut vadeden bir ajan olarak goriilmektedir.®* %2

izoflavonlar, fitodstrojenik etkiye sahip ve endojen &strojene benzer aktiviteler
gosterebilen bilesiklerdir. Farkli derecelerde ostrojenik etki gosteren fitodstrojenler,
viicutta bulunan Ostrojenlerle yarisarak ilgili reseptorlere baglanip dogrudan etki
gosterebilirler. Ayrica, strojen metabolizmasinda rol oynayan bazi enzimlerin etkinligini

degistirebilirler.®

Bununla birlikte, giiglii antitimor ajanlardir. Antioksidan ve
antiproliferatif fonksiyonlarina bagli olarak apoptozisi indiikleyici, hiicre farklilagsmasini
ve dongiisiinii modiile edici etkileri vardir. Sahip olduklari antioksidan aktivite, serbest
radikallerin veya kanserojen maddelerin sebep oldugu deoksiriboniikleik asit (DNA)
hasarmi1 onlemekte ve boylece kanserin baslangic asamasi bloke edilebilmektedir.f!
Ayrica, daidzeinin antienflamatuar ve enzim inhibitorii 6zellikleri de vardir ve LDL
diizeyini disiiriir. Ayrica, sitokinleri, hiicre adezyon proteinlerini ve platelet

% Daha Onceki

agregasyonunu inhibe eder ve nitrik oksit iiretimini ise indiikler.
calismalarda, daidzeinin kanser hiicrelerinin biiyiimesini inhibe ettigi, hiyaluronik asit

tiretimini uyardigi ve topikal uygulandiginda ise cildi oksidatif hasardan (UV

1isinlarindan) korudugu gésterilmistir.”**” Daidzein dzellikle postmenopozal bayanlarda
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yaslanmayi &nleyici olarak umut verici bir ajan olarak goriilmektedir.%® *7

Prostat, rahim agzi, beyin, meme, cilt ve kolon kanseri hiicrelerinde daidzeinle
ilgili caligmalar yapilmis ve antikanserojen 6zellikleri gosterilmistir.”®-102

Daidzeinin kanser hiicreleri iizerindeki inhibe edici etkisi hiicre tipine, daidzein
konsantrasyonuna ve maruz kalma siiresine gore degisebilmektedir. Daidzein kanser
hiicreleri iizerinde bifazik etki gosterebilir, yani, yiiksek konsantrasyonlarda inhibitor
etkiye, diisiik konsantrasyonlarda ise aktive edici fonksiyona sahip olabilir.!% 1% Bazen
de diisiik konsantrasyonlarda yiiksek konsantrasyonlara gore daha fazla apoptozisi
indiikleyici etki gosterebilmektedir.!%% 195

Guo ve ark.'® insan kolon kanseri hiicrelerinde (LoVo hiicreleri) daidzeinin hiicre
biiylimesi iizerindeki bifazik etkilerini incelemisler ve daidzeinin LoVo hiicrelerinin
bliylimesini diisiik konsantrasyonlarda (0.1 uM ve 1 uM) artirirken yiiksek
konsantrasyonlarda (10 uM, 50 uM ve 100 uM) ise inhibe etmislerdir. Daidzein ve
genistein tek baslarima veya kemoterapi, radyasyon terapisi ve/veya immiinoterapi ile
kombinasyon halinde, apoptozisi indiikleyerek, hiicre dongiisii ilerlemesini kontrol eden
genlerin modiilasyonu yoluyla kanser hiicrelerinin biiyiimesini inhibe ederek, survivin
(apoptozisi inhibe edici proteinlerdir) ekspresyonunu azaltarak veya insan telomeraz
katalitik mRNA alt {initesini azaltarak (“down” regiilasyonu) in vitro ve in vivo olarak
cesitli kanser hiicrelerinin biiyiimesini inhibe etmektedir.!% 1% 197 Daidzeinin reaktif
oksijen tiirlerini (ROS) (karsinogenez sirasinda olusmaktadir) siipiiriicii etkisi de
antikanserojen etkinligi agisindan énemlidir.!%: 1%

Lo ve ark.'” daidzeinin noroblastoma (¢ocuklarda siklikla goriilen periferik
sempatik sinir sistemi tiimorli) hiicrelerindeki antitimor etkilerini incelemisler ve

daidzeinin hiicre dongiisii ilerlemesini (G2/M fazina) 6nleyerek hiicre cogalmasini inhibe

ettigini saptamiglardir. Baska bir caligmada ise daidzeinin Bcl-2/Bax apoptotik yolak
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yoluyla apoptozisi indiikleyen D-galaktozu inhibe edebildigi ve ndrodejenerasyon
tedavilerinde kullanilmak iizere potansiyele sahip oldugu raporlanmustir.''® Siegelin ve
ark.!'! tarafindan ise daidzeinin glioblastoma hiicrelerinde apoptotik yolaklar1 inhibe
ettigi ve malign glioma hiicre Oliimiinde tiimor nekroz faktor-iligkili apoptozisi
indiikleyici ligand (TRAIL) ile birlikte kullanildiginda Bcl-2’nin anahtar faktor oldugu
ifade edilmistir.

Bundan dolayi, yapilan ¢aligmalarda daidzeinin insan sagligi agisindan ¢ok cesitli
faydalarinin oldugu raporlanmaktadir. Bunlar arasinda kardiyovaskiiler hastaliklar
(hipertansiyon, koroner kalp hastaligi, aterosklerotik kalp hastaligl) ve kanserin
Onlenmesi/tedavisi, Ostrojen takviyesi/tedavisi i¢in bir alternatif olmasi, serebral
trombozun Onlenmesi/tedavisi, postmenopozal donemde osteoblast hiicrelerinin
cogalmasini saglayarak osteoporozun Onlenmesi/tedavisi ve diyabetin Onlenmesi
sayilabilir.66 72 82:84,92,97, 112

2.7.1.5. Daidzein iceren Ila¢ Tasiyic1 Sistemler

Daidzeinin hastaliklarin Onlenmesi ve tedavisine yonelik uygulanabilmesi,
biyoyararlaniminin artirilmasi, siirekli saliminin saglanabilmesi amaciyla daidzein-yiiklii
modern ila¢ tastyict sistemlerin gelistirilmesi diisliniilmiis ve bununla ilgili ¢aligmalar
yapilmistir.®? Son yillarda nanoteknoloji alanindaki c¢alismalara ilgi ¢ok artmustir.
Nanotastyicilar flavonoidlerin diisiik ¢oziiniirliik, kisa yar1 dmiir ve diisiik biyoyararlanim
gibi problemlerinin iistesinden gelinmesi i¢in uygun sistemlerdir. Bu nanotasiyicilar
arasinda lipozomlar, kat1 lipid nanopartikiilleri (SLN: solid lipid nanoparticle), PEG-
SLN’ler, PEG-lipozomlar, PLGA ve CS nanopartikiilleri/mikropartikiilleri,
SMEDDS’ler ve nanoemiilsiyonlar yer almaktadir. Ancak, flavonoidlerle ilgili yapilan

bu galigmalar yeterli degildir.%! 64 6672, 82-84.95
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2.7.1.6. Daidzein iceren Ticari Uriinler

Daidzein igeren preparatlar ve gida destekleri insan sagligina olan etkilerinden
dolayi siklikla tiiketilmektedir (Tablo 2.4).

2.7.1.7. Daidzeinin Stabilitesi

Daidzeinin stabilitesi ile ilgili literatiirde az sayida calisma bulunmaktadir.
Rostagno ve ark.!" tarafindan soya fasulyesi ekstresindeki (etanol:su; 50:50)
izoflavonlarin ve standart ¢ozeltilerin kisa siireli stabilitelerini farkli sicakliklarda (10, 25
ve 40 °C), 151k altinda (% 0 ve % 100) 1-7 giin saklanarak incelenmistir (ters faz HPLC;
UV: 254 nm). Malonil izoflavonlarin saklama kosullarindan etkilendigi, glikozit
izoflavonlarin ~ ise  etkilenmedigi  raporlanmigtir.  Daidzein ve  glisitein
konsantrasyonlarinin 151k yoklugunda 25 °C’de saklama ile degismedigi ancak 151k
varliginda 6nemli derecede azaldigi saptanmustir. Sicakligin, izoflavonlarin stabilitesi
acisindan onemli oldugu, ekstrelerin ve standart ¢ozeltilerin saklama siiresini 6nemli
derecede etkiledigi, izoflavonlarin konsantrasyonlarinda 6nemli bir degisim (<% 5)
olmadan ekstre ve standart ¢ozeltilerin -20 °C’de 30 giin, 5-10 °C’de ise 7 giin
saklanabilecegi raporlanmistir. izoflavonlarin 10 °C’nin altindaki sicakliklarda ve 1s1ktan
korunarak saklanmalar1 gerektigi belirtilmistir. Bu kosullar altinda ekstrelerin bir haftaya
kadar 6nemli bir degredasyona (izoflavonlar agisindan) ugramadan saklanabilecegi ifade

edilmistir.
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Tablo 2.4. Daidzein iceren ticari preparatlar.

Ticari isim Uretim Yeri Firma Icerik Dozaj Sekli Kullamhs
Isoflavones ~ ABD Solgar Genistein+Daidzein Tablet Gida takviyesi (Menopoz)
Sojadiol Arjantin Rexim Leciflavon Tablet Menopoz
(Izoflavon+Fosfolipid)
Pausicaps Meksika Gelcaps De Mexico Soya izoflavon Kapsiil Gida takviyesi (Menopoz)
Soymen Gel Italya Irmed Soya izoflavon Vajinal Jel ~ Vajinada
Phyto-Care = Hong-Kong  Good Year Trading [zoflavon Kapsiil Gida takviyesi (Menopoz)
Marlyn Nutraceuticals Vajinal Jel
Phyto Soya  Fransa Arkopharma Izoflavon Kapsiil Gida takviyesi (Menopoz)
Inoclim Fransa Efarma Izoflavon Kapsiil Gida takviyesi (Menopoz)
Innotech Labor
Soyfemme  Brezilya Aché Laboratérios Farmacéuticos ~ Soya izoflavon Kapsiil Gida takviyesi (Menopoz)
Soy 50 Brezilya Nature Made Soya izoflavon Tablet Gida takviyesi (Menopoz)
Isoflavin Brezilya Herbarium Laboratorio Botanico Soya Izoflavon Kapsiil Gida takviyesi (Menopoz)
Tanvimil Brezilya Raymos Soya izoflavon Krem Gida takviyesi (Menopoz)
Isoflavonas Tablet
Promensil Indonezya Natrol Fitodstrojen Tablet Gida takviyesi (Menopoz),
Ates Basmasi, Kalp ve Gogiis
Saglig
Soy ABD Best Naturals Soya Izoflavon Kapsiil Gida takviyesi (Menopoz)
Isoflavones Nature’s Way
GNC
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Soya siitiinlin farkli sicakliklara (95, 121 ve 140 °C) ve belli siirelere maruz
birakilmast  sonrast  igerdigi  aglikonlarin  (daidzein, genistein,  glisitein)
konsantrasyonlarinin HPLC (ters faz; UV: 254 nm) ile tayin edildigi baska bir ¢alismada
ise daidzein ve glisiteine gore genisteinin yiiksek sicakliklarda daha dayanikli oldugu
saptanmis, sicaklik artisinin ilk asamasinda genistinin genisteine doniismesi sonucu
genistein konsantrasyonunun arttig1, daidzein ve glisitein igeriginin ise ilk asamada hizla
azaldig1, ancak islemin devaminda ise daidzein igerigindeki azalmanin yavasladig
saptanmustir. 95 °C’de 60 dakika bekletme sonrasi daidzein igerigi ~% 77 oraninda
(baslangic konsantrasyonuna gore daidzein igerigi % 23’lere diigmiis) azalmistir.
Uygulanan sicaklik derecesi ve maruz birakilan zaman pastdrizasyon, kutuda
sterilizasyon ve UHT deki kosullara gore 95 °C/0-60 dakika, 121 °C/0-10 dakika ve 140
°C’de/0-90 saniye’dir. Ancak, soya siitlerinin 121 °C’de 5 dakika tutulmasi durumunda
yaklasik daidzeinin % 87’sinin ve genisteinin ise % 17’sinin tahrip olacagini ifade
etmislerdir.''*

Griin ve ark.'!® ise tofu icerisindeki izoflavonlarin sicaklik (80, 90 ve 100 °C) ve
bu sicakliklarda tutulma siiresiyle [0 (kontrol), 10, 20, 30 ve 40 dakika] nasil degistigini
saptamislardir. Izoflavon icerigi ters faz-HPLC (ters faz kolon: C18 kolonu (25 cmx4.6
mm i.d., 5 pum); UV: 254 nm; hareketli faz: A: % 0.1 glasiyel asetik asit-su ve B: % 0.1
glasiyel asetik asit-asetonitril) tayin yontemiyle analiz edilmistir. 80 °C’de 40 dakika
bekletme sonrasinda daidzeinin ~% 80’inin hala korundugu, 100 °C’de aym siireyle
bekletildiginde ise daidzeinin % 47’sinin korundugu tespit edilmistir.

Ungar ve ark.!'® tarafindan da daidzein ve genisteinin termal stabilitesi
incelenmistir. Daidzeinin ve genisteinin iki farkli pH’ya (pH 7 ve 9) sahip ¢ozeltileri
hazirlanmis ve farkli sicakliklarda (70, 80, 90 ve 120 °C) stabilitesi degerlendirilmistir.

[zoflavonlar i¢in degredasyonun 1. derece kinetikle gerceklestigi, 90 °C’de daidzeinin pH
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7 ve 9 ortamlarindaki ¢ozeltileri i¢in bulunan Ea (aktivasyon enerjisi) degerlerinin
sirastyla 21.69 kcal/mol ve 8.38 kcal/mol oldugu saptanmistir. Daidzein ve genisteinin
yuksek sicakliklara maruz kaldiginda degredasyona ugradigi, alkali c¢ozeltilerde
daidzeininin genisteine (~% 60 azalma) gore termal uygulamadan (120 °C, 20 dakika)
daha az etkilendigi ve daidzein konsantrasyonunda % 15 gibi kiigiik bir azalmanin
gerceklestigi goriilmiistiir. Ancak, notral pH’da ise daidzeinin genisteine (% 22 azalma)
gore daha az stabil oldugu ve daidzein igeriginde % 40’a varan bir azalmanin ger¢eklestigi
belirtilmistir.

Bununla birlikte, Nemitz ve ark.’nin'!” yaptiklar1 bir ¢alismada ise izoflavon
iceren nanoemiilsiyon ve jel formiilasyonlarin1 hazirlamislar ve izoflavonlarin (daidzein,
glisitein, genistein) stabilitesinin  degerlendirilmesi amaciyla ultra-hizli siv1
kromatografisi (UFLC) yontemi gelistirilmis (% 0.1 trifloroasetik asit ¢ozeltisi ve
asetonitril hareketli faz olarak kullanilmis, 260 nm’de tayin gerceklestirilmis) ve valide
edilmistir. Hazirlanmis olan standart c¢ozeltilerin stabilitesi (asidik, alkali ve nétral
kosullarda, oksidasyon ve termal stres acisindan) degerlendirilmistir. 25 °C ve 60 °C’de
6 saatlik maruziyet sirasinda oksidatif, asidik ve notral kosullarda izoflavonlarda énemli
bir degisim olmadig1 saptanmistir. Ancak, alkali kosullarda 60 °C’de 6 saat bekletme
sonras1 daidzeinin % 50’den, genisteinin ise % 20’den fazla oranda degredasyona
ugradiklar1 saptanmistir.

Zhao ve ark.®* daidzeinin sudaki ¢oziiniirliigiiniin artirmak {izere daidzein ile
poliamido amin (G3 PAMAM) ve polipropilen imin (G4 PPI) dendrimerleri ile inkliizyon
komplekslerini hazirlamiglardir. Dendrimerlerin varliginda ve yoklugunda, 1 ay boyunca
daidzein stabilitesi takip edilmistir. Daidzein, 28.5 uM dendrimer igeren ve igermeyen
DMSO:distile su (8 mL; 55:45, h/h) karisimi igerisinde ¢oziindiiriilmiistiir. Daidzein

konsantrasyonu her 2 giinde bir olacak sekilde 30 giin boyunca HPLC kullanilarak [C18
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kolonu (150x4.6 mm i.d., 5 um); hareketli faz: metanol:su (50:50, h/h); akis hizi: 1
mL/dakika; UV: 254 nm] analiz edilmistir. Ancak, stabilite takibinin hangi sicaklikta
yapildigi ile ilgili bilgi verilmemistir. Bu ¢caligma sonucunda, 30 giin boyunca daidzeinin
dendrimer yoklugunda ortamda % 100 oraninda, G3 PAMAM ve G4 PPI dendrimerleri
varliginda ise % 94 ve % 84 oranlarinda korundugu saptanmistir. Dendrimer varliginda
daidzein i¢in goriilen azalmanin agregasyon, inkliizyon veya ¢okmelerden (dendrimerin
katyonik gruplar ile daidzeinin negatif ylkli gruplari arasindaki etkilesim sonucu
olusurlar) kaynaklandigi, G3 PAMAM-daidzein komplekslerinin G4 PPI-daidzein
komplekslerine (daha hidrofobik i¢ yiizey ve daha kiiciik boyut yiiziinden) gore daha iyi
bir stabiliteye sahip oldugu raporlanmugtir.

2.8. Glioblastoma Multiforme

Klinikte, beyin tiimdrlerinin tedavisine yonelik olarak cerrahi miidahale,
radyoterapi ve kemoterapi uygulamalari mevcut olmasina ragmen, hizli gelisimi ve kotii
prognozu nedeniyle beyin tiimorleri hala agilmasi gereken dnemli bir saglik sorunu olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. GLOBOCAN 2008’e gore, malign beyin tiimorlerinin diinya
capindaki insidanst 3.5/100000 ve giinde ~650 kisiye de malign beyin timorii teshisi
konmaktadir.!'® ' GLOBOCAN 2012’ye gére, beyin ve sinir sistemi tiimorlerinin diinya
capindaki insidans1 3.4/100000°dir.'>° Amerika Birlesik Devletleri'nde 2015 yilinda
beyin tiimorleri ve diger sinir sistemi tiimorlerine gore tahmini 22850 yeni vakanin ve
15320 &liimiin meydana gelecegi raporlanmistir.!?! Glioma en sik gériilen beyin
timoridir (tim primer beyin ve merkezi sinir sistemi tiimdrlerinin % 29’unu olusturur).
Tedavi olmayan hastalar i¢in ortalama yasam siiresi en fazla 3 ay iken, kombinasyon
halinde tedavi alan hastalar igin ise ortalama yasam siiresi 20 aydan azdir.''8 11
Beyin tiimorlerinin siniflandirilmasinda farkli yaklasimlar mevcuttur. Timoriin

kaynaklandig1r hiicre grubuna goére smiflandirmada, glial hiicreler, astrositler ve
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oligodendrositlerden kaynaklanan tiimérler gliomlar olarak adlandirilmaktadir.'??
Gliomlarin histolojik siniflandirmasi timor hiicrelerinin normal hiicrelerle morfolojik
benzerlikleri temel alinarak yapilmaktadir. Bundan dolayi, bir¢ok gliom oligodendroglial,
astrositik, oligo-astrositik veya ependimal tiimér olarak DSO tarafindan
siniflandirilmaktadir.  Astrositik tlimorler sik  goriilen tlimorlerdir.  Yetigkinlerde
oligodendroglial, astrositik ve oligoastrositik tiimorlerin beynin ¢evre dokularina
infiltrasyonu s6z konusudur (diffiiz gliomlar olarak da adlandirilirlar). Bunlar, DSO
tarafindan I-IV arasinda yer alacak sekilde derecelendirilmistir:!23 124

v" Derece I: Pilositik Astrositom

v" Derece II: Diffiiz Astrositom

v Derece III: Anaplastik Astrositom

v Derece IV: GBM

Derece III ve IV, yiiksek dereceli gliomlar ya da malign gliomlar olarak
degerlendirilirler.'”* GBM en yaygin goriilen, cok hizl1 seyir gsteren dliimciil bir primer
beyin tiimériidiir. Tiim gliomlarin % 51’inden fazlasini olusturmaktadir.'>>'27 GBM,
genel olarak intrakranial bolgede smirhidir. Ancak, seyrek de olsa hastaligin geg
evrelerinde metastaz yaptig1 (servikotorakalintrameduller, konus medullaris, spinal
leptomeningeal, kemik) goriilmiistiir.'?> 2% 2 Yogun terapdtik uygulamalara ve
destekleyici bakima ragmen, yeni teshis edilen GBM hastalarinin ortalama yasam siiresi
miidahele sonrasinda ~14 aydir ancak % 5’den daha az oranda 5 yil hayatta kalim siiresi
goriilmiistiir.'** 2> Birincil GBM nin erkeklerde goriilme siklig1 kadinlara gore 3 kat
fazladir. Birincil GBM, genclerde nadiren goriilmektedir ve goriilen tiim merkezi sinir
sistemi tiimdrlerinin sadece % 8.8’ini olusturmaktadir.'?’

Yiiksek dereceli gliomada cerrahi islem en 6nemli tedavi segenegidir ve hastanin

yasam siiresinde en etkili tedavi yoludur. Tam veya tama yakin rezeksiyon sonrasi
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radyoterapi ve kemoterapi bir arada kullanilmaktadir. Kemoterapotik ajanlarin tek veya
kombinasyon halinde kullanimlarindan higbiri yasam siiresinin uzatilmasinda (1 yildan
az) heniiz bir dstlinlik gdsterememistir. Bu nedenle, konvansiyonel kemoterapi
seceneklerinin yani sira tedavide yeni yaklasimlar denenmektedir.'3%-133
2.9. Hiicre Kiiltiirii
Hayvan deneylerinin giderek kisitlanmasi, hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinin
kullanimin1 artirmistir. Ozellikle, 1950°1i yallarin basinda hiicre kiiltiirii alaninda saglanan
gelismeler bilimsel alanda &nemli ilerlemelere neden olmustur.!** Hiicre kiiltiirii
calismalarinda, primer kiiltiirler (dogrudan dokulardan elde edilir), hiicre hatlar1 ve hiicre
suslar1 kullanilabilmektedir.!*> 3¢ Hiicre kiiltiirleri, ¢ok farkli amagclarla [6rn. viriis
tiretiminde/tanimlanmasinda, as1 {retiminde, yeni ilag arastirma ve gelistirme
calismalarinda (6zellikle kansere karsi) vb.] yogun bir sekilde kullanilmaktadir.
Hiicre kiiltiirli ¢aligmalarinin tistiinliiklerinin yani sira birtakim sakincalart da s6z
konusudur: 37 138
Ustiinliikleri
1. Hiicre kiiltiir ortaminda, pH, sicaklik, ozmotik basing, Oz ve COz2 kismi basing
gibi fizikokimyasal kosullarin daha iyi kontrol edilebilmesi,
2. Hormon ve besin konsantrasyonlarinin kontrol edilebilmesi,
3. Hiicre hatti homojenitesinin (hiicre klonlama, segici ortam kullanimiyla)
kontrol edilebilmesi,
4. Hiicre hatlarinin kolaylikla karakterize (sitoloji, DNA profilleme, immiin
boyama ile) edilebilmesi,
5. Hiicre kiiltiirii ¢aligmalar1 yapilarak hayvan deneylerinde karsilasilan yasal ve

etik problemlerin giderilmesi,

6. Orijinlerinin, safliklarinin ve elde edilme tarihlerinin dogrulanip kayit altinda
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tutulabilmesi,
7. Bilimsel aragtirmalar i¢in hayvan kullaniminin azaltilmasina imkan saglamas.
Sakincalari
1. Hiicre kiiltiirii g¢alismalarinin uzmanhik gerektirmesi (aseptik kosullarin
saglanmasi, kimyasal ve mikrobiyal kontaminasyonun oOnlenmesi, hatali
tanimlamanin 6nlenmesi),
2. Hiicre kiilttirtinde kullanilan materyallerin maliyetli olmasi (kullanilan ortam,
serum, tek kullanimlik sarf malzemeler),
3. Genetik dayaniksizhigin  (heterojenite, degiskenlik) ve fenotipik
dayaniksizligin (farklilagsma, adaptasyon, segici asir1 biiylime) goriilebilmesi,
4. Hiicre tanimlanmasi ile ilgili baz1 zorluklarla karsilagilabilmesi (¢apraz
kontaminasyon riski, hiicre karakterizasyonu i¢in stabil marker gerekliligi).
2.10. Sitotoksisite Calismasi1 ve MTT Tayini
Sitotoksisite terimi, ilag aragtirma ve gelistirme alaninda iyi tanimlanamamis genis
bir anlama sahiptir. /n vitro hiicre kiiltiirii sistemlerinde, bir bilesik ya da uygulama eger
hiicrelerin yiizeylere tutunmasini engellerse, hiicre morfolojisini degistirirse, hiicre
biliylimesini olumsuz etkilerse veya hiicre 6liimiine sebep olursa “sitotoksik™ olarak
degerlendirilmektedir.!*® %0 Canlilik ve sitotoksisite calismalarinda yasayan hiicre
sayisini tespit i¢in farkli yontemlerden (6rn. boyama, metabolik aktivite 6l¢iimiine dayali
testler vb.) faydalanilmaktadir. Ancak, bu yontemlerin ¢ogu yiiksek verimli tarama (high-
throughout screening; HTS) i¢in uygun olmayan, zaman alici, zahmetli ve hassasiyeti
diisiik yéntemlerdir.'*°
Tim Mossman,'*! hiicre canlilig1 tayini i¢in kolorimetrik bir yontem olan MTT [3-
(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difenil-2H-tetrazolyum bromiir] testini gelistirmistir. MTT,

yasayan hiicrelerin mitokondrilerinde (metabolik olarak aktif) bulunan dehidrojenazlar
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tarafindan mor renkli formazan (olusumu canli hiicre sayisi ile dogru orantili) bilesigine

dontstiiriiliir (Sekil 2.4). Daha sonra, formazan kristallerinin ¢oziinmesini takiben

standart plaka okuyucu kullanilarak kolorimetrik tayin gergeklestirilir.'*® Bu ydntem,

hiicre canliligini/sitotoksiteyi, hiicre aktivasyonunu ve proliferasyonunu da tayin etmek

i¢in kullanilmaktadir.'4% 143
N Mitokondriyal
~ N on .
/ dehidrojenaz ; H
N=N"*
)— N —>> N=N
—N
S y )_
NG
Tetrazolyum tuzu
Formazan

Sekil 2.4. MTT nin formazana doniisiimii.'**

2.11. U-87 MG (American Type Culture Collection; ATCC® HTB-14™)

Hiicre Hatti

Hiicrelerin % 48’inde karakteristik 44 kromozom goriilen hipodiploid hiicre hatt1

olan U-87 MG ye ait baz1 6zellikler asagida siralanmustir:'#

v

v

Organizma: Homo sapiens, Insan

Doku: Beyin

Hastalik: Glioblastoma; Astrositom; Derece IV
Morfoloji: Epitelyal

Kiiltiir Ozelligi: Adherent

Biogiivenlik: Seviye 1

Yas: 44
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v Cinsiyet: Erkek
v’ Irk: Kafkasyal
v Saklama Kosullar1: S1vi Azot

v Kiiltiir Kosullari: % 5 CO2, 37 °C
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Tablo 3.1. Calismada kullanilan kimyasal maddeler.

Kimyasal Maddeler Firma
Absolii Alkol Sigma-Aldrich®, ABD
Antibiyotik Sigma-Aldrich®, ABD

B-27" Supplement
Daidzein

DCM

DMEM

DMSO

DMSO

EA

FBS

Gelucire® 44/14
HBSS

HCI

KH2PO4

MTT

NaOH

NBM

PLGA 50:50
PLGA 75:25

Polivinilpirolidon-Iyot Kompleksi Iceren

Cozelti

PVA

RPMI 1940

Tripsin

Biyolojik Materyal

U-87 MG Glioblastoma Hiicre Hatt1

Gibco® by Life Technologies, ABD

LC Laboratories®, Massachusetts, ABD

Sigma-Aldrich®, ABD
Sigma-Aldrich®, ABD
Alfa Aesor®, Almanya
Merck®, Almanya
Merck®, Almanya
Sigma-Aldrich®, ABD
Gattefossé, Fransa
Sigma-Aldrich®, ABD
Riedel-de Haén, Almanya
Merck®, Almanya
Sigma-Aldrich®, ABD
Merck®, Almanya
Gibco® by Life Technologies, ABD
Sigma-Aldrich®, ABD
Sigma-Aldrich®, ABD

Poviiodeks, KIM-PA ilag, Tiirkiye
Sigma-Aldrich®, ABD
Sigma-Aldrich®, ABD
Sigma-Aldrich®, ABD

ATCC®, HTB 14™, ABD
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Tablo 3.2. Calismada kullanilan cihazlar.

Cihazlar

Firma

Cok Noktali Manyetik Karistirici

Distilasyon Cihazi

Distilasyon Cihazi

DSC

FT-IR Spektroskopisi
Hassas Terazi
Inkiibator

Invert Mikroskop
Laminar Kabin
Liyofilizator
Manyetik Karistirici
Mekanik Karistiric
Mikroplak Okuyucu
Mikrosantrifiij
Otoklav

pH Metre

Plak Calkalayici
Rotavapor

Santrifiij

SEM

Sogutmal1 Santrifiij
Ultra Saf Su Cihaz1
UV-VIS Spektrofotometre
Vorteks

Yatay Calkalamali Su Banyosu

Zetasizer

2mag, MIX 15 eco, Almanya

Gesselschaft fiir Labortechnik, GFL 2004,
Almanya
MH943SBS, Megahome Corporation,
Tayvan

Netzsch, STA 409 PC, Luxx®, Almanya
Perkin-Elmer, Spectrum One, ABD
Shimadzu, AUW220D, Japonya

NuAire, ABD

Leica, ebq 100-04, Isvigre

Class II, HEPA Filtreli, Tek Kisilik Kabin
Martin Christ, Alpha 1-2 LD Plus, Almanya
Wisd Lab Instruments, Almanya

TH-02, Omni International, ABD
pQuant™, BioTek® Ins., ABD

Hettich, Micro 200, Almanya

Lisa 300, W&H, Italya

Orion 3 Star™, ABD

Titramax 100, Heidolph, Almanya
Heidolph, 4001, Almanya

Beckman Coulter®, Allegra X-30R, ABD
LEO 440, ingiltere

Kubota, 3780, Japonya

Barnstead™, Thermo Scientific™, ABD
Beckman Coulter®, DU 730, ABD

IKA®, MS 3 Basic, Almanya

Memmert, Almanya

Malvern, 3000HS, Ingiltere
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3.2. Metot

3.2.1. Daidzeinin UV-VIS Spektrofotometre ile Miktar Tayini

DMSO:PB (pH 7.4, USP 30/NF 25), (1:1, h/h) karisimi igerisinde daidzeinin 100
ng/mL konsantrasyona sahip stok ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu ¢6zeltiden hareketle 1, 5,
10 ve 20 pg/mL konsantrasyonlarda hazirlanan seyreltik ¢ozeltilerin spektrumlar1 UV-
VIS spektrofotometre kullanilarak 200-400 nm dalga boyu araliginda alimmustir.
Maksimum absorbansin elde edildigi dalga boyu (Amaks) tespit edilmistir. Deneyler
stiresince karanlik ortamda ¢aligilmistir.

3.2.2. Daidzeine Ait Kalibrasyon Dogrusunun Elde Edilmesi

Daidzeinin DMSO:PB (1:1, h/h) karisimi i¢cinde 100 pg/mL konsantrasyona sahip
stok ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu ¢6zeltiden hareketle uygun seyreltmeler yapilarak 2-6.5
ng/mL konsantrasyon araliginda 6 farkli konsantrasyonda standart ¢ozeltiler hazirlanmig
ve tespit edilen Amaks’da absorbans degerleri elde edilmistir (n=6). Her bir konsantrasyon
ve bu konsantrasyonlara karsilik gelen absorbans degerleri grafige gegirilerek regresyon
analizi yardimiyla kalibrasyon dogrusu ve yapilan tiim analizlerde kullanilmak tizere
dogru denklemi elde edilmistir.

3.2.3. Daidzein i¢in Gelistirilen Analitik Yontemin Validasyonu

Analitik yontem validasyonu, gelistirilen miktar tayini yonteminin performans
karakteristiginin uygunlugunu ve giivenilirligini ortaya koyan/garanti eden temel bir
islemdir.'* Analitik yontem validasyonu, verilerin kabul edilebilirligini saglar ve analizi
yapilacak olan analit i¢in secilen yontemin belirlenen kosullarda 6zgiin, dogru,
tekrarlanabilir oldugunun gosterir.'46 147

Miktar tayini yOnteminin validasyonu i¢in incelenmesi Ongoriilen analitik
parametreler sunlardir:'*3

v Dogrusallik
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v" Dogruluk
v Kesinlik
» Tekrarlanabilirlik
» Tekrar Elde Edilebilirlik
v’ Saptama Sinir1 (Limit of Detection, LOD)
v Miktar Tayini Siir1 (Limit of Quantification, LOQ)
v Ozgiinliik
Dogrusalhik
Analitik bir yontemin dogrusalligi, verilen bir aralikta test sonuglarinin 6rnek
icindeki analiz edilen madde konsantrasyonu ile dogrudan orantili olmasidir.'*
Dogrusalligin tespiti i¢in etkin maddenin stok c¢ozeltisinden hareketle 6 farkl
konsantrasyonda ve her bir konsantrasyondan 6’sar adet olacak sekilde standart ¢ozeltiler
hazirlanmis ve absorbanslar1 6l¢iilmistiir (259 nm). Dogrusallik bulunurken, her bir
konsantrasyon ve bu konsantrasyonlara karsilik gelen absorbans degerleri grafige
gecirilerek kalibrasyon dogrusu ve dogru denklemi (regresyon analizi kullanilarak) elde
edilmigtir. Elde edilen veriler dogrusalliktan ayrilis 6nem kontrolii yapilarak
degerlendirilmistir.
Dogruluk
Analitik bir yontemin dogrulugu, elde edilen test sonuglarinin gercek degerlere
yakimlik derecesininin bir gostergesidir.!>* Dogruluk, analitik ydntemin hatasizligmnin bir
Olciisiidiir. Giin i¢i (intra-assay) dogruluk tespiti i¢in 3 farkli konsantrasyondaki
(kalibrasyon dogrusu araliginda bulunan) etkin madde ¢dozeltileri hazirlanarak
(n=6/konsantrasyon) absorbanslar1 ayn1 giin igerisinde ol¢lilmiistiir. Ayn1 sekilde, giinler
arasi (inter-assay) dogruluk tespiti i¢in de 3 farkli konsantrasyondaki standart ¢ozeltiler

(n=6/konsantrasyon) hazirlanmis birbirini takip eden 3 giin boyunca absorbanslari
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Olclilmiistiir (259 nm). Baslangicta hazirlanan konsantrasyon (a; pg/mL) ve deney sonucu
tespit edilen ortalama konsantrasyon (b; pg/mL) degerleri kullanilarak % bagil hata (%
BH) hesaplanmis ve yontemin giin i¢i ve giinler aras1 dogrulugu degerlendirilmistir (Sekil

3.1,(16).151’ 152

b—a

% BH = x 100

Sekil 3.1. % BH hesaplanmasinda kullanilan esitlik.!>! 152

Kesinlik

Analitik bir yontemin kesinligi, normal deney kosullar1 altinda yontemin
tekrarlanabilirliginin, tekrar elde edilebilirliginin bir Ol¢iisiidiir ve birbirini izleyen
Ol¢timler arasindaki yakinligin derecesini ifade eden bir parametredir. Kesinlik, genellikle
olgiimlerin bagil standart sapmasi1 (BSS) ve varyasyon katsayis1 (VK) ile ifade edilir.'*?
Giin i¢i kesinlik (tekrarlanabilirlik) tespiti i¢in 3 farkli konsantrasyon secilerek standart
cozeltileri hazirlanmig (n=6/konsantrasyon) ve absorbanslari Ol¢iilmiistiir (259 nm).
Ginler arasi kesinlik (tekrar elde edilebilirlik) tespiti i¢in ayni sekilde standart ¢ozeltiler
hazirlanmis (n=6/konsantrasyon) ve birbirini takip eden 3 giin boyunca absorbanslari

Olciilmiistiir. VK Sekil 3.2°de verilen esitlik kullanilarak hesaplanmustir.

Standart Sapma (SS)
K= X

100
Ortalama

Sekil 3.2. Varyasyon katsayisinin hesaplanmasinda kullanilan esitlik.

LOD

LOD, var olan deneysel kosullar altinda 6rnekteki maddenin saptanabilecek en
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kiiciik miktaridir."** LOD, Sekil 3.3’de verilen esitlik kullanilarak hesaplanmistir (n=6).

Regresyon Dogrularinin Ayni Konsantrasyon Noktasinda Elde Edilen
y — Kesisim Degerlerinin Standart Sapmasi

LOD =
Kalibrasyon Dogrusunun Egimi

x 3.3

Sekil 3.3. LOD hesaplanmasinda kullanilan esitlik.

LOQ
LOQ, var olan deneysel kosullar altinda 6rnekteki maddenin kabul edilebilir
kesinlik ve dogrulukla tayin edilebildigi en kiigiik miktaridir.!>* LOQ, Sekil 3.4’de verilen

esitlik kullanilarak hesaplanmistir (n=6).

Regresyon Dogrularinin Ayni Konsantrasyon Noktasinda Elde Edilen
y — Kesisim Degerlerinin Standart Sapmasi

LOQ = x 10

Kalibrasyon Dogrusunun Egimi

Sekil 3.4. LOQ hesaplanmasinda kullanilan esitlik

Ozgiinliik

Ozgiinliik, bir analitik yéntemin sadece amaglanan etkin maddeyi tayin edebilme
yetenegini gosterir.!>> Hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlarinda kullanilan maddelerin
(PLGA, Gelucire® 44/14, PVA) ve ortamlarin icerdigi diger yardimc1 maddelerin ilgili
dalga boyunda daidzeinin absorbansini etkileyip etkilemedigini ve analitik yontemin
etkin maddeye oOzglin olup olmadigim1 gostermek {izere daidzein igermeyen
nanopartikiiler ila¢ tasiyici sistemler uygun ortamlarda ¢oziindiiriilerek siipernatantlari
elde edilmistir. Siipernatantlarin UV spektrumlari alinarak incelenmistir.

3.2.4. Nanopartikiiler Sistemlerin Hazirlanmasi

Calismamizda nanopartikiillerin hazirlanmasi i¢in 2 farkli PLGA kopolimeri
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kullamilmistir. Bunlardan ilki PLGA Resomer® RG 756 S (D, L, PLA:PGA; 75:25) dir.
Amorf yapida, Tg’si 49-55 °C ve ortalama molekiil agirligi 76000-115000 Da araliginda
olan ester sonlu bu kopolimerin, % 0.1’lik (a/h) CF igerisindeki ¢6zeltisinin viskozitesi
0.71-1.0 dL/g (Ubbelohde kilcal viskozimetresi, 25 °C) olarak bildirilmistir.!>¢ 157

Calismamizda kullanilan diger PLGA olan Resomer® RG 502 (D, L, PLA:PGA;
50:50) de amorf yapida, Tg’si 42-46 °C ve ortalama molekiil agirligit 7000-17000 Da
araliginda olan ester sonlu bir kopolimerdir. Bu polimerin % 0.1°1ik (a/h) CF igerisindeki
cozeltisinin viskozitesi ise 0.16-0.24 dL/g olarak raporlanmigtir (Ubbelohde kilcal
viskozimetresi, 25 °C).!3% 159

Bu tez ¢alismasinda nanopartikiiler ilag tasiyici sistemler, modifiye edilmis EO-
CD (M-EO-CD) yéntemi'®® 16! ve EO-CD yontemi'®% !9 kullanilarak hazirlanmistir.

3.2.4.1. PLGA (75:25) Nanopartikiiler ila¢ Tasiyic1 Sistemlerin M-EO-CD
Yontemi Kullanilarak Hazirlanmasi

Bos PLGA (75:25) nanopartikiillerinin hazirlanmasi i¢in; 50 mg PLGA’ ’nin, 2.5
mL DCM:EA (1.5:1, h/h) igerisindeki ¢ozeltisi cok noktali manyetik karigtirici iizerinde
750 rpm’de, 1 saat karistirilmis ve daha sonra bu karigima 300 u. DMSO eklenerek
organik faz hazirlanmigtir. Hazirlanan bu organik faz, ¢ok noktali manyetik karistirici
tizerinde % 1’lik (a’/h) PVA’nin PB (pH 7.4) icerisindeki ¢ozeltisine (5 mL) 26-Gauge
(G) enjektor kullanilarak damlatilmis (1000 rpm) ve nanopartikiillerin olusmast igin 3
saat karistirilmigtir (1000 rpm). Daha sonra hazirlanan bu dispersiyon, yiiksek hizli
mekanik karistirici kullanilarak 15000 rpm’de, 10 dakika boyunca homojenize edilmistir.
Homojenizasyon sonrasinda elde edilen siispansiyon iizerine 5 mL ultra saf su ilave
edilmig ve 1000 rpm’de, 10 dakika karistirildiktan sonra sulu faza kismi diflizyonu
saglanan DCM:EA, rotavapor kullanilarak ortamdan uzaklagtirilmigtir (40 °C, 5 dakika).

Elde edilen nanopartikiil slispansiyonuna 6n santrifiij uygulanmis (15 °C, 500 rpm, 5
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dakika) ve daha sonra hazirlanan nanopartikiilleri toplamak iizere siipernatant alinarak 15
°C’de, 12500 rpm’de, 40 dakika santrifiij edilmistir. Ultra saf su icerisinde siispande
edilip -20 °C’de dondurulan nanopartikiiller 0.021 mbar basing altinda ve -55 °C’de 24
saat liyofilize edilerek kurutulmustur (F1-B, Tablo 3.3).

Daidzein-yiiklii PLGA (75:25) nanopartikiilleri i¢in ise, sadece 5 mg daidzein,
oncelikle 300 uL. DMSO igerisinde ¢dziindiiriilmiis ve daha sonra organik faza ilave
edilmigtir (Sekil 3.5). Her bir formiilasyon en az 3 kez hazirlanmistir (F2-D, Tablo 3.3).

3.2.4.2. PLGA (75:25)-Gelucire® 44/14 Nanopartikiiler fla¢ Tasiyic1
Sistemlerin M-EO-CD Yontemi Kullanmilarak Hazirlanmasi

Bos PLGA (75:25)-Gelucire® 44/14 nanopartikiillerinin hazirlanmasinda
yukaridaki protokoliin aynisi uygulanmistir. Sadece 50 mg PLGA (75:25) ve 50 mg
Gelucire® 44/14, 5 mL DCM:EA (1.5:1) icerisinde ¢dziindiiriilmiis ve % 1’lik PVA
cozeltisinin miktar1 da 10 mL olarak degistirilmistir. Her bir formiilasyon en az 3 kez
hazirlanmistir (F3-BG, Tablo 3.3).

Daidzein-yiiklii PLGA (75:25)-Gelucire® 44/14 nanopartikiilleri igin ise, sadece 5
mg daidzein oncelikle 300 nL. DMSO igerisinde ¢oziindiiriilmiis ve sonrasinda organik
faza ilave edilmistir. Her bir formiilasyon en az 3 kez hazirlanmistir (Sekil 3.5, F4-DG,
Tablo 3.3).

3.2.43. PLGA (75:25) ve PLGA (50:50) Nanopartikiiler Ila¢ Tasiyica
Sistemlerin EO-CD Yontemi Kullanilarak Hazirlanmasi

Bos PLGA (75:25) (F5-B) veya bos PLGA (50:50) (F9-B) nanopartikiillerinin
hazirlanmasi i¢in; 50 mg PLGA (75:25) veya PLGA (50:50) 5 mL EA igerisinde
¢Oziindiiriilmiis (750 rpm, 30 dakika) ve daha sonra bu ¢ozeltiye 300 uL DMSO eklenerek
karistirtlmigtir (750 rpm). Hazirlanan bu organik faz, yiiksek hizli mekanik karistiric

kullanilarak 15000 rpm’de karistirilan % 3’likk (a/h) PVA’nin PB (pH 7.4) icerisindeki
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¢ozeltisine (10 mL) 26-G enjektor kullanilarak damlatilmis ve homojenizasyonu (15
dakika) saglanmistir. Daha sonra, hazirlanan nanopartikiil slispansiyonu alinarak cok
noktali manyetik karigtirici tizerinde 1000 rpm’de karisir durumda olan 100 mL ultra saf
su iizerine yavasca ilave edilmis ve 30 dakika karistirildiktan sonra hiz 750 rpm’e
diisiiriilerek karistirma islemi devam ettirilmistir (5 saat). Bu siirenin sonunda, EA
kalintis1 rotavapor kullanilarak (35 °C, 10 dakika) uzaklastirilmis ve 6n santrifiije (15 °C,
1000 rpm, 5 dakika) tabi tutulmustur. Daha sonra silipernatant alinarak santrifiij edilmis
(15 °C, 12500 rpm, 40 dakika) ve ¢oken nanopartikiiller ultra saf su icerisinde siispande
edilip -20 °C’de dondurulduktan sonra liyofilize (0.021 mbar, -55 °C, 24 saat) edilmistir
(Tablo 3.3).

Daidzein-yiiklii PLGA (75:25) (F6-D) ve PLGA (50:50) (F10-D) nanopartikiilleri
icin ise, sadece 5 mg daidzein, Oncelikle 300 pL. DMSO igerisinde ¢Oziinmesi
saglandiktan sonra organik faza eklenmistir (Sekil 3.6). Her bir formiilasyon en az 3 kez
hazirlanmistir (Tablo 3.3).

3.2.4.4. PLGA (75:25)-Gelucire® 44/14 ve PLGA (50:50)-Gelucire® 44/14
Nanopartikiiler Tlac¢ Tasiyicr  Sistemlerin  EO-CD  Yontemi Kullamlarak
Hazirlanmasi

Bos PLGA (75:25)-Gelucire® 44/14 (F7-BG) ve PLGA (50:50)-Gelucire® 44/14
(F11-BG) nanopartikiillerinin  hazirlanmasinda  yukaridaki  protokoliin  aynisi
uygulanmistir. Sadece 25 mg Gelucire® 44/14 organik faza eklenmistir. Her bir
formiilasyon en az 3 kez hazirlanmistir (Tablo 3.3).

Daidzein-yiiklii PLGA (75:25)-Gelucire® 44/14 (F8-DG) ve PLGA (50:50)-
Gelucire® 44/14 (F12-DG) nanopartikiilleri i¢in ise, sadece 5 mg daidzein, dncelikle 300
uL. DMSO igerisinde ¢oziinmesi saglandiktan sonra organik faza eklenmistir. Her bir

formiilasyon en az 3 kez hazirlanmistir. (Sekil 3.6, Tablo 3.3).
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Tablo 3.3. Hazirlanan PLGA ve PLGA-Gelucire® 44/14 nanopartikiil formiilasyonlari.

Formiilasyon Kodu PLGA Organik Coziicii Hacmi  Gelucire® 44/14 Daidzein Sulu Faz Organik
(mL) Miktari (mg) Miktari (mg) Hacmi (mL) Faz/Su Faz
DCM:EA (1.5:1, h/h) % 1 PVA
F1-B 75:25 2.5 - - 5 172
F2-D 75:25 2.5 - 5 5 12
F3-BG 75:25 5 50 - 10 1/2
F4-DG 75:25 5 50 5 10 1/2
EA % 3 PVA
F5-B 75:25 5 - - 10 1/2
F6-D 75:25 5 - 5 10 12
F7-BG 75:25 5 25 - 10 12
F8-DG 75:25 5 25 5 10 1/2
F9-B 50:50 5 - - 10 1/2
F10-D 50:50 5 - 5 10 172
F11-BG 50:50 5 25 - 10 172
F12-DG 50:50 5 25 5 10 1/2
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@ 50 mg PLGA + DCM:EA (1.5:1) @ 5 mg daidzein + 300 uL DMSO

750 rpm, 1 saat

15000 rpm, 10 dakika

I

% 1’lik (a/h) PVA

1000 rpm, 3 saat
5 mL ultra saf su
Q 5
A g2
@ OO @ Vakum (@9
0 l o>

40 °C, 5 dakika
Nanopartikiil Siispansiyonu

1000 rpm, 10 dakika

15 °C, 500 rpm, 5 dakika, 6n santrifiij
-55 °C, 24 saat, liyofilizasyon
15 °C, 12500 rpm, 40 dakika, santrifiij

Sekil 3.5. Nanopartikiillerin M-EO-CD y&ntemi ile hazirlanmasinin sematik gosterimi.
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@ 50 mg PLGA + EA @ 5 mg daidzein + 300 uL DMSO

750 rpm, 1 saat

Nanopartikiil

@ Siispansiyonu @
OO
100 mL ultra saf su : EOCE -I]

A
S

| % 3°liik (a/h) PVA
=

1000 rpm, 30 dakika + 750 rpm, 5 saat 15000 rpm, 15 dakika

15 °C, 1000 rpm, 5 dakika, 6n santrifiij

(KZ—E) @&3 15 °C, 12500 rpm, 40 dakika, santrifiij
l A, L
Z

35°C, 5 dakika

-55 °C, 24 saat, liyofilizasyon

Sekil 3.6. Nanopartikiillerin EO-CD ydntemi ile hazirlanmasinin sematik gdsterimi.



3.2.5. Hazirlanan Nanopartikiiler Sistemlerin Karakterizasyonu

3.2.5.1. Yiizey Ozelliklerinin Incelenmesi

Hazirlanan daidzein-yiiklii PLGA ve PLGA-Gelucire® 44/14 nanopartikiillerin
ylzey oOzellikleri taramali elektron mikroskobu (SEM) kullanilarak tespit edilmistir.
Nanopartikiiller, iki tarafi yapigkan bant araciligi ile metal levhalar iizerine sabitlenmis
ve kaplama cihazi kullanilarak 100 A kalmlikta altin ile kaplannustir. Daha sonra
nanopartikiillerin goriintiileri alinmistir.

3.2.5.2. Partikiil Boyutu ve Zeta Potansiyel (ZP) Ol¢iimii

Taze hazirlanmis bos ve daidzein-yiikli PLGA ve PLGA-Gelucire® 44/14
nanopartikiillerin partikiil boyutu ve ZP 6l¢limii, Zetasizer 3000 HS cihazi kullanilarak
yapilmistir. Olgiimler, formiilasyonlarin ultra saf su ile seyreltilmeleri (% 25 oraninda)
sonrasi 25 °C’de gerceklestirilmistir.

3.2.5.3. Hazirlama Verimi

Bu c¢aligma, nanopartikiil hazirlama yontemlerinin etkinligini degerlendirmek
amaciyla gerceklestirilmistir. Daidzein-yiiklii nanopartikiil formiilasyonlarina ait
hazirlama verimleri Sekil 3.7°de verilen esitlikler kullanilarak hesaplanmigtir (n=3). Bos
nanopartikiillerin hazirlama verimi degerleri ise hazirlanan bos nanopartikiil
miktarlarinin sadece PLGA ve PLGA-Gelucire® 44/14 toplam miktara oranlanmasiyla

hesaplanmistir (Sekil 3.7, n=3).

% Verim = Elde Edilen Nanopartikiil Miktar1 (mg) 100
o verm = PLGA + Daidzein Miktar1 (mg) *

) Elde Edilen Nanopartikiil Miktar1 (mg)
% Verim = - —— x 100
PLGA + Gelucire® 44/14 + Daidzein Miktar1 (mg)

Sekil 3.7. Hazirlama veriminin hesaplanmasinda kullanilan esitlikler.
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3.2.5.4. Enkapsiilasyon Etkinligi ve Yiikleme Kapasitesinin (YK) Saptanmasi

Nanopartikiillere yiliklenen daidzein miktarini tayin etmek i¢in liyofilize bos ve
daidzein-yiiklii PLGA ve PLGA-Gelucire® 44/14 nanopartikiil formiilasyonlarinin her
birinden 10’ar mg tartilmistir (n=3). Her bir 6rnege 5 mL EA ilave edilerek 2 dakika
vortekslenmistir. Ardindan ¢ok noktali manyetik karistirici tizerinde 750 rpm’de, 1 saat
karistirilmistir. Daha sonra, bu karigim lizerine 10 mL DMSO:PB (1:1, h/h) karigimi ilave
edilmis, 1 dakika vortekslenmis ve coklu manyetik karistiriciya alinarak karistirilmasinin
ardindan rotavapor kullanilarak EA ortamdan uzaklastirilmistir (45 °C’de, 4 dakika).
Daha sonra, ornekler 12500 rpm’de, 10 dakika santrifiijlenmis ve UV-VIS
spektrofotometre (259 nm) kullanilarak elde edilen siipernatantlardaki daidzein miktari
tayin edilmistir. Kor olarak aym sekilde hazirlanmis bos PLGA ve PLGA-Gelucire®
44/14 nanopartikiiler sistemlerin siipernatantlart  kullanilmistir. Daidzein-yiiklii
formiilasyonlar i¢in % EE ve % YK degerleri hesaplanmistir.

3.2.5.5. In Vitro Sahm Calismasi

Salim ¢alismasini yapmak iizere liyolize bos ve daidzein-yiiklii PLGA ve PLGA-
Gelucire® 44/14 nanopartikiil formiilasyonlarinin her birinden 10’ar mg tartilmistir (n=3).
Renkli sigelerde bulunan her bir 6rnege 20’ser mL PB (pH 7.4) (37 °C) ilave edilmis ve
yatay ¢alkalayicili su banyosuna yerlestirilmistir (37+0.5 °C; 50 rpm). Belirlenen zaman
araliklarinda (0.5, 1, 2, 4, 8, 12, 24, 48, 72. saat ve devam eden saatlerde olmak {izere)
3’er mL 6rnek alinmig ve yerine esit hacimde taze salim ortami (37 °C) ilave edilmistir.
Alinan 6rnekler, 12500 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmis ve siipernatantlar1 alinarak
UV-VIS spektrofotometre (259 nm) kullanilarak analiz edilmistir. Kor olarak bog PLGA
ve PLGA-Gelucire® 44/14 nanopartikiiler sistemlerin salim drnekleri kullanilmgtir. %

Kiimiilatif salim degerleri hesaplanmis ve veriler grafikler halinde sunulmustur.
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3.2.5.6. Diferansiyel Taramah Kalorimetre (DSC) Analizi

DSC yontemi maddelerin termal 6zelliklerinin ve stabilitelerinin incelenmesi
amaciyla siklikla kullanilmaktadir.'®* Genellikle saf haldeki etkin maddenin basta
polimer olmak tizere formiilasyonda bulunan ¢esitli yardimc1 maddelerle olan etkilesimi
hakkinda bilgi edinilebilmesi amaciyla kullanilmasinin yani sira 6zellikle etkin maddenin
nanopartikiil formiilasyonundan 6nceki ve sonraki durumunun termal o6zelliklerini
belirlemek amaciyla yararlanilmaktadir.'®> 9 Tez c¢alismasi kapsaminda saf etkin
maddeye, PLGA (75:25)’ye, PLGA (50:50)’ye, Gelucire® 44/14’e, kopolimer-etkin
madde/kopolimer-Gelucire® 44/14-etkin madde fiziksel karisimlaria ve hazirlanan tiim
nanopartikiil formiilasyonlarina ait DSC analizleri yapilmustir.

Kullanilan DSC analiz sartlar1 asagida verilmistir:

Atmosfer: Azot (60 mL/dakika).

e Sicaklik araligi: 20-400 °C.

e Sicaklik ytikseltme hizi: 10 °C/dakika.

e Referans: Alumina

e Standart (In, Sn, Pb, Al, Pd, Ni, Au, Zn)

3.2.5.7. Fourier Doniisiimlii-Kizilotesi (FT-IR) Spektroskopisi Analizi

FT-IR spektroskopisi, yapidaki kimyasal bilesimi ve bag diizenlemelerini
aydimlatmak i¢in kullanilan 6nemli tekniktir. Yapida var olan ¢esitli baglarin titresim
frekanslar1 bu teknikle dlgiiliir ve yapidaki fonksiyonel gruplar hakkinda bilgi edinilir.'¢
Tez ¢alismasi kapsaminda saf etkin maddenin, PLGA (75:25)’nin, PLGA (50:50)’nin,
Gelucire® 44/14iin, kopolimer-etkin madde/kopolimer-Gelucire® 44/14-etkin madde
fiziksel karigimlariin ve hazirlanan tiim nanopartikiil formiilasyonlarinin KBr diskleri

hazirlanmis ve FT-IR kullanilarak IR spektrumlar1 4000-400 cm™! aralifinda alimmustr.
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3.2.6. Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

Tez calismas1 kapsaminda hiicre kiiltiirii ¢calismalar1 Atatiirk Universitesi, Tip
Fakiiltesi, Farmakoloji AD’nda gergeklestirilmistir.

3.2.6.1. Norotoksisite Testi

Noron hiicreleri {izerinde yapilan ndrotoksisite testi i¢in, oncelikle yeni dogmus
(birkag saatlik) 9 adet Sprague-Dawley cinsi sican kullanilmustir.'%® 1° Sicanlar 6ncelikle
polivinilpirolidon-iyot kompleksi i¢eren ¢ozelti (% 10, a/h) ile yikandiktan sonra steril
laminar kabin igerisinde dekapite edilmistir. Kafa kisminin derisi ve kafatasi ¢ikarildiktan
sonra beyin korteksi dikkatli bir sekilde ayrilmistir. Ayrilan korteksler dnce ndrobazal
ortama (NBM: Neurobasal Medium) konmustur. Tiim cerrahi islemler bittikten sonra
NBM’den arindirilmis korteksler bir petri kabina konarak makro parcalama yapilmistir.
Parcalanan kortekslerin mikro pargalanmasini saglamak icin 1/3 oraninda tripsin
eklenmis ve 37 °C ile % 5 COz sartlarini saglayan inkiibatorde 15 dakika bekletilmistir.
Ardindan, 1200 rpm’de 5 dakika santrifiij yapildiktan sonra siipernatant atilmis ve {izerine
Hanks’ Balanced Salt Solution (HBSS) eklenmistir. Tekrar santrifiij edildikten sonra
stipernatant atilip kiiltiir ortamu [fetal sigir serumu (FBS; 1/10, h/h), antibiyotik (10000
IU Penisilin/mL, 10 mg Streptomisin/mL, 25 pg Amfoterisin B/mL; 1/1000, h/h) ve B-
27 katkili NBM (1/50, h/h)] hiicrelerin iizerine eklenmistir (Sekil 3.8). Hazirlanan ve
hemositometre ile sayilan ndron hiicreleri 1x10° hiicre/kuyucuk (300 ul) olacak sekilde
dibinde polilizin olan 48 kuyucuklu plaklara ilave edilmis ve inkiibatore yerlestirilmigtir
(37 °C, % 5 COz2). 3 giinde bir olmak lizere 3 kez kuyucuklardaki kiiltiir ortami, 2/3
oraninda taze yasam ortamiyla degistirilmigtir. 10. giin sonrasinda kuyucuklardaki
noronlar kuyucuklarin tabanini kaplayacak kadar yeterli sayida uzantilara sahip oldugu
zaman, kiiltir ortami igerisinde hazirlanan farkli konsantrasyonlardaki saf daidzein

¢ozeltisi, EO-CD yontemi ile hazirlanan bos ve daidzein-yiikli PLGA ve PLGA-
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Gelucire® 44/14 nanopartikiil siispansiyonlart (Tablo 3.4) 50 pL olacak sekilde
kuyucuklara ilave edilmistir (n=7). Plaklar 48 saat inkiibe (37 °C, % 5 COz) edildikten
sonra her bir kuyucuktan 260 pL ortam alinmis, kuyucuklara 10’ar pL MTT ¢dozeltisi
eklenmis ve 4 saat inkiibe (37 °C, % 5 CO2) edildikten sonra 100 pL DMSO eklenmistir.
20 dakika sonra ise 570 nm’de standart plak okuyucuda absorbanslari Sl¢iilmiistiir.

Uygulama yapilmayan kontrol grubu hiicreleri kor olarak kullanilmistir. % Hiicre

canliligi, Sekil 3.9°da verilen esitlik kullanilarak hesaplanmustir.

: {/ - “Q i A 22 "71-”.— kg SN

Sekil 3.8. Noron hiicrelerine ait mikroskobik goriintii.

% Hiicre Canliliz1 = Her Bir Gruba Ait Optik Dansite (OD)Degeri 100
o Hucre Laniigl = Kontrol Grubuna Ait OD Degeri x

Sekil 3.9. % Hiicre canliliginin hesaplanmasinda kullanilan esitlik.
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Tablo 3.4. Hiicre kiiltiirii caligmalarinda kullanilan gruplar.

Kodlar Aciklamalar:

K Kontrol; Uygulama yapilmamis
D-200 200 uM Daidzein
D-300 300 uM Daidzein
B-200 Bos PLGA NP?

B-300 Bos PLGA NP

BG-200 Bos PLGA-Gelucire® 44/14 NP?

BG-300 Bos PLGA-Gelucire® 44/14 NP®
F6-D-200 Daidzein-yiiklii PLGA (75:25) NP°¢
F6-D-300 Daidzein-yiiklii PLGA (75:25) NP¢

F8-DG-200 Daidzein-yiiklii PLGA (75:25)-Gelucire® 44/14 NP*
F8-DG-300 Daidzein-yiiklii PLGA (75:25)-Gelucire® 44/14 NP¢
F10-D-200 Daidzein-yiiklii PLGA (50:50) NP°
F10-D-300 Daidzein-yiiklii PLGA (50:50) NP¢
F12-DG-200 Daidzein-yiiklii PLGA (50:50)-Gelucire® 44/14 NP°
F12-DG-300 Daidzein-yiiklii PLGA (50:50)-Gelucire® 44/14 NP¢

NP: Nanopartikiil; a: 200 uM igin kullanilan dolu NP’e esdeger miktarda; b: 300 uM igin kullanilan dolu
NP’e esdeger miktarda; c: 200 uM saf daidzeine esdeger miktarda; d: 300 uM saf daidzeine esdeger

miktarda.

3.2.6.2. Sitotoksisite Testi

Kanser hiicreleri (U-87 MG GBM, ATCC®, ABD), sitotoksisite ¢calismas1 igin s1v1
nitrojen tankindan alinarak hava akimli kiiltiir kabini i¢erisinde kiiltiir ortam1 [FBS (1/10,
h/h), L-glutamat (1/100, h/h), antibiyotik (10000 IU Penisilin/mL, 10 mg
Streptomisin/mL, 25 pg Amfoterisin B/mL; 1/100, h/h) ve RPMI (Roswell Park
Memorial Institute) 1640 ortami] bulunan 25 cm®’lik flasklara alinmis ve sonrasinda
inkiibatore (37 °C, % 5 CO») yerlestirilerek ¢ogaltilmislardir (her 3 giinde bir kiiltiir
ortami degistirilmistir). % 70 doygunluga ulasan hiicrelere pasaj islemleri (pasaj sayis1 7)
yapilmistir. Daha sonra, kiiltlir ortam1 i¢inde siispande edilen tiimor hiicreleri (Sekil 3.10)

48 kuyucuklu plaklarm her bir kuyucuguna hemositometre ile sayilmus hiicrelerden 2x10°
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hiicre/kuyu (300 pL) olacak sekilde ilave edilmis, inkiibatore (37 °C, % 5 COz2) alinmis
ve 3. giinde kuyucuklardaki ortam taze kiiltiir ortamiyla degistirilerek ¢ogalmalari
saglanmistir. 5. Gilin sonrasinda tiimor hiicreleri lizerine kiiltiir ortami igerisinde
hazirlanan farkli konsantrasyonlardaki saf daidzein ¢o6zeltisi, EO-CD yontemi ile
hazirlanan bos ve daidzein-yiikli PLGA ve PLGA-Gelucire® 44/14 nanopartikiil
siispansiyonlar1 (Tablo 3.4; n=7) 50 pL olacak sekilde uygulanmistir. Plaklar 48 saat
inkiibe (37 °C, % 5 CO») edildikten sonra MTT uygulamas1 ve sonrasindaki islemler
Boliim 3.2.6.1°de anlatildigr sekilde gergeklestirilmistir. Uygulama yapilmayan kontrol

grubu hiicreleri kor olarak kullanilmistir. % Hiicre canliligi, Sekil 3.9°da verilen esitlik

kullanilarak hesaplanmustir.

o, e

Sekil 3.10. U-87 MG hiicre hattina ait mikroskobik goriintii.
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3.2.7. istatistiksel Analiz

Elde edilen verilerin istatistiksel analizi SPSS Statistics 20.0 (SPSS Inc., Chicago,
Illinois, ABD) paket programi ile yapilmistir. One-Way ANOVA testi kullanilarak hiicre
kiltlirii ¢alismalarina ait veriler degerlendirilirken, Mann-Whitney U testi kullanilarak da
nanopartikiil karakterizasyonuna ait veriler arasinda farkliligin anlamli olup olmadigi

saptanmistir (p<0.05 oldugunda fark anlamli kabul edilmistir).
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4. BULGULAR

4.1. Daidzeinin UV-VIS Spektrofotometre ile Miktar Tayini

Bolim 3.2.1°de anlatildig1 sekilde daidzeinin DMSO:PB (1:1, h/h) karigimi
icerisinde hazirlanan ¢ozeltilerinin UV spektrumlar1 (200-400 nm dalga boyu araliginda)
alinmis ve Amaks 259 nm olarak tespit edilmistir.

4.2. Daidzeine Ait Kalibrasyon Dogrusunun Elde Edilmesi

Daidzeine ait kalibrasyon dogrusu, Bolim 3.2.2°de anlatildig1r sekilde elde
edilmistir. Calisma 6 seri iizerinden gerceklestirilmistir. Olciilen absorbans degerleri ilgili
konsantrasyon degerlerine kars1 grafige gecirilerek kalibrasyon dogrular1 ve lineer
regresyon ile dogru denklemleri elde edilmistir. Her seri i¢in elde edilen kalibrasyon
dogrusuna ait egimler karsilastirilmis, VK degeri <% 1 olarak bulunmustur. Daidzeine ait

kalibrasyon dogrusu ve dogru denklemi Sekil 4.1°de verilmistir.

0,800 -
0,700 -+

0,600 - 1

Absorbans
o
(5]
o
o
1

0,400 -
e y=0.1191x + 0.0033
0300 1 .7 R2=1
0,200 . ; . .
2 3 4 5 6
Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 4.1. Daidzeine ait kalibrasyon dogrusu ve dogru denklemi.
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4.3. Daidzein Icin Gelistirilen Analitik Yontemin Validasyonu

Bolim 3.2.3’te anlatildig1 sekilde analitik yontem igin gilin i¢i ve giinler arasi
dogruluk ve kesinlik degerlerini tespit etmek iizere kalibrasyon dogrusu araliginda yer
alan 2.5, 4.5 ve 5.5 pg/mL konsantrasyonlari segilerek standart ¢ozeltileri hazirlanmis
(n=6/konsantrasyon) ve ayni giin i¢cinde arka arkaya oOl¢timleri gerceklestirilerek giin igi
degerler saptanmistir. Daha sonra, ayni1 konsantrasyonlarda yine ¢ozeltiler hazirlanarak
(n=6/konsantrasyon) birbirini takip eden 3 giin icinde absorbanslar1 dl¢iilmiis ve giinler
arast dogruluk ve kesinlik degerleri saptanmistir. Giin i¢i ve gilinler aras1 dogruluk ve

kesinlik degerleri Tablo 4.1°de verilmistir.

Tablo 4.1. Analitik yonteme ait giin i¢i ve giinler aras1 dogruluk ve kesinlik degerleri.

Hazirlanan Saptanan
Dogruluk Kesinlik
Konsantrasyon Konsantrasyon
% BH VK
(ng/mL) (ng/mL)°
2.5 2.529+0.030 1.159 1.202
Giin I¢i® 4.5 4.501+0.017 0.016 0.367
5.5 5.540+0.022 0.735 0.400
2.5 2.496+0.016 -0.166 0.651
Giinler
4.5 4.441+0.026 -1.322 0.593
Arasi®
5.5 5.471+£0.026 -0.528 0.467

a: Her bir konsantrasyon i¢in n=6; b: Her bir konsantrasyon i¢in n=6/giin; c: Ortalama+SS.

Analitik yontem i¢in duyarlilik ¢alismasi, Boliim 3.2.3’te anlatildigi sekilde SS ve
egime gore degerlendirilerek saptama sinir1 0.104 ug/mL ve miktar tayini sinir1 ise 0.316
nug/mL olarak tespit edilmistir.

Analitik yOntemin 06zgiinliigli ise hazirlanan formiilasyonlarda ve c¢alisma
ortamlarinda bulunan maddelerin etkin madde ile ayni sartlarda absorbans verip

vermediginin belirlenmesi amaciyla UV spektrumlari alinmis ve daidzeinin maksimum
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absorbans verdigi dalga boyunda ortam bilesenleri ve formiilasyona giren yardimci
maddelerin absorbans vermedikleri saptanarak degerlendirilmistir.

4.4. Hazirlanan Nanopartikiiler Sistemlerin Karakterizasyonu

4.4.1. Yiizey Ozelliklerinin Incelenmesi

M-EO-CD ve EO-CD yontemleri kullanilarak hazirlanan daidzein-yiiklii PLGA
ve PLGA-Gelucire® 44/14 nanopartikiillerinin yiizey 6zeliklerinin incelenmesi Boliim
3.2.5.1°de anlatildig1 sekilde SEM kullanilarak gergeklestirilmistir. Ilgili SEM
goriintiileri Sekil 4.2-Sekil 4.7°de verilmis ve nano-boyutlu, yaklasik kiiresel yapili ve M-
EO-CD yonteminden farkli olarak EO-CD yontemi ile agregasyona ugramis

nanopartikiillerin elde edildigi goriilmiistiir.

Sekil 4.2. F2-D kodlu nanopartikiillere ait SEM goriintiisii.
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Mag = 20.00 K X Detector = SE1
EHT = 20.00 kV

Sekil 4.3. F4-DG kodlu nanopartikiillere ait SEM goriintiisti.

Sekil 4.4. F6-D kodlu nanopartikiillere ait SEM goriintiisti.
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EHT

Sekil 4.5. F8-DG kodlu nanopartikiillere ait SEM goriintiisti.

Sekil 4.6. F10-D kodlu nanopartikiillere ait SEM goriintiisii.
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Sekil 4.7. F12-DG kodlu nanopartikiillere ait SEM gdriintiisii.

4.4.2. Partikiil Boyutu ve Zeta Potansiyel Ol¢iimii
Taze hazirlannms PLGA ve PLGA-Gelucire® 44/14  nanopartikiil
formiilasyonlarina ait partikiil boyutu ve ZP verileri, Boliim 3.2.5.2°de anlatildig1 sekilde

tespit edilmistir (Tablo 4.2).
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Tablo 4.2. Hazirlanan PLGA ve PLGA-Gelucire® 44/14 nanopartikiillerine ait partikiil

boyutu ve ZP verileri (ortalama+SS).

Kodlar Partikiil Boyutu (nm)? ZP (mV)®
F1-B 398.57+55.98 -0.55+0.61
F2-D 672.78+70.95 -3.83+0.28

F3-BG 228.13+14.72 -3.22+0.88

F4-DG 409.12+51.69 -14.70+0.36
F5-B 291.42+49.04 -0.50+0.34
F6-D 306.65+5.67 -1.92+0.13

F7-BG 198.524+7.04 -4.92+0.53

F8-DG 220.65+3.43 -5.21+0.49
F9-B 259.90+7.44 -0.88+0.32

F10-D 270.40+10.11 -14.57+1.91

F11-BG 234.85+8.16 -0.56+0.34
F12-DG 276.37+13.72 -12.13+1.53
a: n=06; b: n=3.

4.4.3. Hazirlama Verimi, Enkapsiilasyon Etkinligi ve Yiikleme Kapasitesinin
Saptanmasi

Hazirlanan tiim PLGA ve PLGA-Gelucire® 44/14 nanopartikiil formiilasyonlarina
ait % hazirlama verimi bulgular1 B6liim 3.2.5.3’te anlatildig1 sekilde saptanmistir (Tablo
4.3).

Daidzein-yiikli ~ PLGA  ve  PLGA-Gelucire®  44/14  nanopartikiil
formiilasyonlarinin % EE ve % YK verileri ise Boliim 3.2.5.4’te anlatildig: sekilde elde

edilmigtir (Tablo 4.3).
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Tablo 4.3. Hazirlanan PLGA ve PLGA-Gelucire® 44/14 nanopartikiil formiilasyonlarma

ait % hazirlama verimi, % EE ve % YK verileri (n=3; ortalama+SS).

Kodlar % Verim % EE % YK
F1-B 95.92+4.41 - -
F2-D 96.79+0.19 45.00+0.19 4.234+0.01

F3-BG 95.05+3.17 - -

F4-DG 96.21+2.19 84.85+2.20 4.20+0.12
F5-B 95.11+2.90 - -
F6-D 97.48+1.02 41.94+0.88 3.91+0.11

F7-BG 63.52+2.14 - -

F8-DG 65.79+£2.25 35.79+£3.43 3.41+0.41
F9-B 96.54+1.70 - -

F10-D 87.11+0.48 44.01£1.92 4.59+0.19

F11-BG 69.69+2.93 - -

F12-DG 62.78+4.55 40.00+2.38 4.00+0.46

4.4.4. In Vitro Salim Calismasi

In vitro salim calismalar;, Boliim 3.2.5.5’te anlatildig1 sekilde PB (pH 7.4)
icerisinde gergeklestirilmis, PLGA, PLGA-Gelucire® 44/14 nanopartikiillerine ve tiim
formiilasyonlara ait salim grafikleri sirastyla, Sekil 4.8, Sekil 4.9 ve Sekil 4.10’da
verilmistir. Ilk 1 saatte F2-D, F6-D ve F10-D formiilasyonlarindan sirasiyla %
10.92+2.70, % 17.35£0.99 ve % 17.70+0.56, F4-DG, F8-DG ve FI12-DG
formiilasyonlarindan ise % 8.19+1.14, % 12.50+0.61 ve % 17.33+0.89 daidzein salimi
gerceklesmistir. Tiim formiilasyonlardan ~% 90 daidzein salimi ise salimin 15. (F2-D),
9. (F6-D), 10. (F10-D), 25. (F4-DG), 10. (F8-DG) ve 9. (F12-DG) giinlerinde elde

edilmistir.
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Sekil 4.8. Daidzein-yiiklii PLGA nanopartikiillerine ait salim grafikleri (n=3;

ortalama+SS).
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Sekil 4.9. Daidzein-yiiklii PLGA-Gelucire® 44/14 nanopartikiillerine ait salim grafikleri
(n=3; ortalama=£SS).

62



100

80
g
S
2
“— 60
ks
5
£ 40
=
N
X 4
20 §
----F12-DG
0 T T T T T 1
0 4 8 12 16 20

Zaman (Giin)

Sekil 4.10. Daidzein-yiiklii PLGA ve PLGA-Gelucire® 44/14 nanopartikiillerine ait
salim grafikleri (n=3; ortalama+SS).

4.3.5. DSC Analizi

Daidzeine, kopolimerlere, Gelucire® 44/14’e, kopolimer-daidzein/kopolimer-
Gelucire® 44/14-daidzein fiziksel karisimlarina ve tiim nanopartikiil formiilasyonlarma
ait DSC termogramlari, Bolim 3.2.5.6’da anlatildigi sekilde elde edilmistir.

Termogramlar Sekil 4.11-Sekil 4.33’te verilmistir.
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et

Peak: 3188 °C
05
0
05 4
104
Peak: 342.1 *C
50 100 150 20 20 300 350 @0 0
Temperaum T
ELL 314T-2015 1250
Instrument : NETZSCH STA409 PC/PG Sample: Ecz-Mehem, 15.066 mg Mode/Type of Meas.: DSC-TG / Sample + Comection
File: 2015-04-14-400 C-10 ... Reference: bop,34.550 mg Segments: 1
Project: Matenial: ilag Crucible: DSCATG pan AZ0G
Identity: 1" Comection File: 2015-03-29-400 C-10 K-N2-A pan bsv Amaosphens: H0 L N2fes fonfons
Diate/Time: 14.04.2015 15:45:35 Temp.Cal./Sens. Files: Tealzero tox § Senszero axx TG Cor.M.Range: 020730000 mg
Laboratony: Atk Univ, Range: 25010 000K/ min ¥450 DSC Com.M.Range: S20/5000 pV
Operator: Sample Car/TC: DSCUTGIHIGH RG 2 /S Remark:
. . . .
Sekil 4.11. Daidzeine ait DSC termogrami.
D5 C futdmg)
I exo ]
15
Peak: 3093 °C
10 4
059
o
054
Peak: 375.0 °C

360

50 1o 150 200 250 200 400 450
Temperatume
ELL 314T-2015 1406
Instrument : HETZSCH STA409 PC/PG Sample: Ecz-Meltern, 6882 mg Mode/Type of Meas.: DOSC-TG / Sample + Comection
File: 2015-04-14-400 C-10 ... Reference: bop, 34550 mg Segments: 11
Project: Materal: ilag Crucible: DSCATG pan A203
Ideritity : 12 Comection File: 2015-03-29-400 C-10 K-NZ-A pan.bsw Amosphere: 30 mL M2 f onieee
DiateTime: 14.04.2015 17:14:30 Termp.Cal.Sens. Files: Tealzero tox § Senszero.exx TG Com.hi.Range: 020430000 mg
Laboratory : Aatiirk Univ. Range: 25/10.00(Kmin 450 OS5C Comr.Mil.Range: 82045000 pi
Opergtor: Sample CarsTC: DSCOTGIHIGHRG 2/ & Remar:

Sekil 4.12. PLGA (75:25) kopolimerine ait DSC termogramu.
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05 dubdmg)
I exa

Peak: 4073 °C
350
200
Peak: 2421 °C
250 A
200
150 A
100 4 Peak: 379.9 °C
Peak: 46.1 °C
050
Peak: 157.9 °C
o4 Peak: §6.2 °C
1l 100 150 e li] 250 300 350 400 450
Temperaure A
ELL 31-F-2015 1408
Instrument : HETZSCH STA409 PCIPG Sample: Ecz-Meettern, 5.118 mg hbode/Type of heas.: DEC-TG / Sample + Comection
File: 2015-04-15-400 C-10 ... Reference: biop,34.550 mg Segments: "
Project: histerial: ilag Crucible: DSCITG pan A203
Ideritity: 12 Comrection File: 2015-02-29-400 C-10 K-MZ2-A pan.bsy Aamosphere: 30 mbL H2f- f eneee
DigteTime: 15.04.2015 09:58:18 Temp.Cal.f5ens. Files: Toalzero tox § Senszero.exs TG Corr./Mi.Range: 020730000 mg
Laboratory : Aeatiirk Univ . Range: 2501 0.000Kiminu450 O5C Com.M.Range: S2005000 ph
Operator: Sample Car/TC: DSCOUTGIHIGH RG 2/ 6 Remark::
. . . .
Sekil 4.13. PLGA (50:50) kopolimerine ait DSC termogramu.
D5C Audmg)
T e
05
o4
1
05
=
-10 4
47 465
454
T T T T T T T T 1
il 1w 150 200 50 200 350 40 40
ELL Z8E-2015 1443
Instrumert: NETZSCH 5TA409 PC/PG Sample: Ecz-Meltern, 14.816 mg MhodeType of Meas . OSC-TG / Sample + Comection
File: 2015-02-22-400 C-10 ... Refercnce: bop,24.550 mg Segments: 11
Project: hiaterial: ilag Crucible: O5C/TG pan A203
Ideritity : 14 tekrar Correction File: 2015-03-28-400 C-10 E-H2-A pan bswv Amosphere: 30 mL N2&e e
DatesTime: 28.02.2015 12:48:57 Temp.Cal.fSens. Files: Tealzero tox / Senszero.exx TG Comr.Md.Range: 020520000 mg
Laboratony : Aatiink Univ. Range: 2510000 K min 450 O5C Comr.M.Range: 020M5000 Pt
Opergtar: Sample Car/TC: DECOTGYHIGH RG 2/ S Rernark:

Sekil 4.14. Gelucire® 44/14’e ait DSC termogrami.
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Peak: 363.965 Peak: 377 691
50 100 150 00 250 30 350 40 4
ELL 25-E-2015 | £50
Instrument : HETZSCH STA409 PCIPG Sample: Ecz-Mettern, £.700 mg hbode/Type of heas.: DEC-TG / Sample + Comection
File: 2015-08-28-400 C-10 ... Reference: biop,34.550 mg Segments: "
Project: histerial: ilag Crucible: DSC/TG pan AZ03
|deritity: 15 tekrar Comection File: 2015-03-29-400 C-10 K-MZ-A pan.bsv Amosphere: 30 mL M2/~
Digte Time: 28082015 1004853 Temp.Cal.f5ens. Files: Tealzero tox § Senszero.exs TG Corr.Mi.Range: 020730000 mg
Labaratory : Aeatiirke Univ . Range: 254 0.000Kiminy450 D3iC Cor.Mi.Range: S20/5000 ph
Opergtor: Sample Car./TC: OSCOTGE) HIGH RG 2/ S5 Remark:
. . . . .
Sekil 4.15. PLGA (75:25)-daidzein fiziksel karigimina ait DSC termograma.
D5C fubdmg)
1 e
08 4 Peak: 4159 °C
1
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Peak: 310.4 °C

Peak: 380 .4 °C

T
150

T
200

T
350

<1} 100 250 30 400 460
Temperature 0
ELL 31T-2015 1x13
Instrument: NETZSCH 5TA409 PC/PG Sample: Ecz-hettern, 9.102 mg ModeType of Meas.: OSC-TG / Sample + Comection
File: 2015-D4-15-400 C-10 ... Reference: bop 24,550 mg Segments: 11
Project: igterial: ilag Crucible: DOS5CITG pan A203
Ideritity: 16 Cormection File: 2015-03-29-400 C-10 K-N2-A pan.bsw Amosphene: 30 mL H2f- f e
Date/Time: 15.04.2015 15:26:08 Temp.Cal./Sens. Files: Tealzero tox £ Senszero exx TG Corrathd.Range: 020/20000 mg
Laboratory FAatiirk Univ. Range: 25010000 Kimin W50 O5C Com.Mi.Range: 82045000 pi
Opergtor: Sample Car/TC: DECLTGIHIGH RG 278 Remark::

Sekil 4.16. PLGA (50:50)-daidzein fiziksel karigimina ait DSC termograma.
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-D.EOD
Peak: 340.4 °C
-0.700 T T T T T T T T T
50 100 150 200 250 eili] 250 400 450
Temperaure 2
ELL 31432015 118
Instrument : METZSCH S5TA409 PCIPG Sample: Ecz-hdeltem, 7.090 mg hodeType of hieas.: DSC-TG # Sample + Comection
File: 2015-04-15-4000 C-10 ... Reference: bop 24,850 mg Segments: 1
Project : hoaterial: ilag Crucible: DSC/TG pan A203
Idenitity: 17 Comection Fila: 2015-03-29-400 C-10 K-NZ-A pan.bsv Amosphere: 30 mL H2fes e
Date/Time: 15.04.2015 12:07:13 Temp.Cal.fSens. Files: Tealzero tox f Senszenn. e TG Comr.Mi.Range: 020430000 mg
Laboratory: Aeatiirk Univ. Range: 2510 000Kmin 460 D5%C Cor.Mi.Range: S205000 it
Opergtor: Sample Car/TC: DSCOTGIHIGH RG24 5 Remark:

Sekil 4.17. PLGA (75:25)-Gelucire® 44/14-daidzein fiziksel karisimina ait DSC

termogrami.

DSE fufmg)

05 4
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0z -
04
05

05

Peak: 291.0 °C

Peak: 333.5 °C

Peak: 305.2 °C

Peak: 380.0 °C

Peak: 374.3 °C

Peak: 348.3 °C

Peak: 3208 °C

1] 100 150 ap 280 00 250 00 40
Termperaure A2
ELL 314F-2015 1420
Instrumernit: METZSCH STA409 PC/PG Sample: Ecz-Mieltemn, 8332 mg ModeType of Meas.: DEC-TG / Sample + Comection
File: 2015-04-16-400 C-10 ... Reference: bop,24.550 mg Segments: 1
Project: haterial: ilag Crucible: DSCITG pan A202
Idenitity: 12 Cormection Fila: 2015-03-29-400 C-10 K-N2-A pan.bsv Amosphers: 30 mL M2 e
Date/Time: 16.04. 2015 10:44:43 Temp.Cal.fSens. Files: Tealzaro tox § Senszenn. exx TG Corr. M. Range: 02030000 mg
Laboratary : Atatiirk Uniw. Range: 2540 .00CK min450 D5C Cor..Range: 205000 P
Operator: Sample Car/TC: DSCLTGIHIGHRG2 /S Remaric:

Sekil 4.18. PLGA (50:50)-Gelucire® 44/14-daidzein fiziksel karisimina ait DSC

termogrami.
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05 fuhdmg)
I exo Peak: 1246 °C 1
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o Peak: 319.4 °C
Peak: 234.0 °C
-0z
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=104
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Peak: 283.7 °C
&0 100 150 200 250 200 250 400 450
Temperaur AT
ELL_ 31-F-2015 11:31
Inztrumenit : HETZSCH STA4D PCIPG Sample: Evz-Mkeltem, 3,212 mg hodeType of Meas . DEC-TG £ Sample + Commection
File: 2015-03-30-400 C-10 ... Reference: biop 34550 mg Segments: 11
Project: hateral: ilag Crucible: DSCATG pan A203
Ideritity: 1 Correction File: 2015-02-28-400 C-10 K-M2-A pan.bsy Amosphere: 30 mL H2fee e fee
Diate/Time: 30.03.2015 10:15:55 Temp.Cal./Sens. Files: Teoalzero tox £ Senszero e TG Cormr.Mi.Range: 02030000 mg
Laboratony: Aatirk Uniw. Ranga: 25010.000kImin w450 O%C Com.M.Range: S20/5000 P
Operator: Sample Car/TC: DSCOTGI HIGH RG2 /% Rernark:
. . .
Sekil 4.19. F1-B formiilasyonuna ait DSC termogramu.
DSC ()
&0 . n
0 Peal: 165.9 °C
0z +
o
02
RIER
05 -
03
Peal: 270.4 °C
T T T T T T T T T
50 100 130 a0 250 300 3450 400 60
Tempearaure
ELL 3T-2015 1138
Instrurmerit: HETZSCH 5TA409 PC/PG Sampla: Ecz-hiettemn, 7.704 mg hodeType of hdzas.: DO%C-TG / Sample + Comaction
File: 2015-03-20-400 C-10 ... Referance: bop 24,550 mg Segments: 11
Project: higterial: ilag Crucible: OSC/TG pan AZ03
Ideritityy : 2 Comection File: 2015-03-29-400 C-10 K-N2-A pan.bsw Amozphare: 30 mL M2 f e
Date/Time: 30.03.2015 12:06:55 Temp.Cal.#%ens. Files: Tealzero tox § Senszero exx TG Corr./hd.Range: 020430000 mg
Laboratony: Aatirk Univ., Range: 25010000 KA miny450 DsC Cor.M.Range: 22005000 pW
Operator: Sample CarJTC: DSCOTGIHIGH RG24 8 Remark:

Sekil 4.20. F2-D formiilasyonuna ait DSC termogrami.
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a0 100 150 200 250 300 350 <00 40
Tempearaur G
ELL 3 HT-2015 1331
Instrurment: NETZSCH 5TA409 PCIPG Sample: Bcz-hettem, 3.480 mg hbodeType of Meas.: O%C-TG / Sample + Comection
File: 2015-03-30-400 C-10 ... Reference: bop 34.550 mg Segments: 11
Project: higterial: ilag Crucible: DSCITG pan A203
Ideritity: 3 Comection File: 2015-D3-29-400 C-10 K-M2-A pan.bsv Amosphene: 30 mbL M2f- femieee
DateTime: 30.03.2015 16:05:05 Temp.Cal.fSenz. Files: Tealzero tox f Senszero e TG Corr.ahd.Range: 020430000 myg
Laboratony: Aatiirk Univ. Ranga: 25010000 Kimin W50 O5C Cor.Mi.Range: 82005000 pi
Dperator: Sample Car/TC: DESCLTEIHIGHRG 2/ 8 Remark:
. . .
Sekil 4.21. F3-BG formiilasyonuna ait DSC termograma.
DS C £unimg)
I exo Peak: 392.5 °C
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Peak: 235.2 °C
o -
Peak: 291.7 °C
054
T T T T T T T T T
0 100 150 an 250 0 3490 400 60
Temperatume C
ELL 3H4T-2015 1%35
Instrument : METZSCH STA40D PCAPG Sample: Ecz-hettemn, 9.424 mg MbodeType of Meas.: DSC-TG 4 Sample + Comection
File: 2015-03-31-400 C-10 ... Refercnce: bop, 34560 mg Segmernts: "
Project: hiaterial: ilag Crucible : DSC/TG pan M203
Idenitity : 4 Comeaction File: 2015-03-29-400 C-10 K-MZ-A pan.bsy Amosphers: 30 mL M2 foeeieme
Date/Time: A.03.2015 09:33:47 Temp.Cal fSens. Files: Tealzero tox £ Senszero.exx TG Corr.h.Range: 020/30000 mg
Labaratary: PAaatiirk Univ. Range: 2510 .00CKmin w450 DSC Com.Md.Range: B20/5000 P
Operatar: Sample Car/TC: DECLTGIHIGH RG 27 ¢ Remar:

Sekil 4.22. F4-DG formiilasyonuna ait DSC termograma.
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D5 iuhfmg ) Temperaturs /T
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0
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eak: 266,23 °C
50 100 150 200 260 30 350 400 450
Temperature /C
ELL 314F 2015 1340
Instrument: NETZSCH STA409 PCIPG Sample: Ecz-hietterm, 1.582 mg hodeType of Meas . DOSC-TG / Sample + Camection
File: 2015-03-31-400 C-10 ... Referance: bop,34.550 mg Segments: i1
Project: higterial: ilag Crucible: OSCITG pan A203
|deritity: 5 Comection File: 2015-03-29-400 C-10 K-MI-A pan.bsy Amosphere: 30 mb M2 e
DigteTime: 31032015 12:00:57 Temp.Cal.f5ens. Files: Toalzero tox / Senszero.exn TG Corr.tl.Range: 020730000 mg
Labaratary: Aatiirk Univ. Range: 25/10.00CK min w4460 O%C Comr. M. Range: S20/5000 phs
Opergtor: Sample Car/TC: DECUTEI HIGH RG2S Remark:
. . .
Sekil 4.23. F5-B formiilasyonuna ait DSC termogramu.
D5 CAutAmg) Termperature /T
() 111
504
Fo.4
40 -
Fo.z
30
ro
Peak: 301.2 °C
20 Peak: 2323 °C
F-0.2
10 Peak: 189.% °C
P04
Peak: 277.2 °C
o
a0 100 150 L} 50 300 360 <00 450
Temperature /°C
BL 31T -I015 1344
Instrument: METZSCH STA409 PCIPG Sample: Bez-hehtem, 2.296 mg hode Type of hieasz.: DSC-TG # Sample + Comection
File: 2015-04-12-400 C-10 ... Reference: biop 24,550 mg Segments: "
Project Material: ilag Crucible: DSC/TG pan A203
Ideritity : [ Comection File: 2015-03-29-400 C-10 K-N2-A pan bswv Amosphere: 30 mL N2 f -t
Date/Time: 12.04.2015 11:20:25 Temp.Cal./Sens. Files: Tealzaro tex f Senszarn.ex TG Comr.M.Range: 020420000 mg
Laboratory: Aatiink Uni Range: 250100000 Kiminw460 D5C Comr.M.Range: B2045000 pvs
Opergtor: Sample CarTC: DSCOTGIHIGHRG 2 /S Remark:

Sekil 4.24. F6-D formiilasyonuna ait DSC termogrami.
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Temperaum /T
ELL 314F-2015 1354
Instrument: HETZSCH 5TA409 PC/PG Sample: BEcz-Mettern, 2.776 mg hodeType of Meas.: DSC-TG / Sample + Cormection
i 2015-04-13-400 C-10 ... Reference: bop ,34.4550 mg Segments: 11
higteral: ilag Crucible: DEC/TG pan A203
T Comection File: 2015-03-22-400 C-10 K-NZ-A pan.bsw Atmosphere: 30 mbL W2k f et
12.04.2015 14:20:07 Temp.Cal./Sens. Files: Tealzero tox f Senszere.exx TG Comr.ah.Range: 020:20000 mg
Labaratany: Aeatiirk Univ. Ranga: 25010 000 Kiminy450 O%C Corr.ad.Range: S2005000 b
Operator: Sample Car/TC: DECLTGIHIGHRG 2/ 8 Remark:
. . .
Sekil 4.25. F7-BG formiilasyonuna ait DSC termograma.
DS5C futdmg)
1" exo ]
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o4 Paale: 263.6 °C
@ 00 150 00 250 300 350 o0 450
Temperatur MG

ELL 31T-2015 1355
Instrument: NETZSCH 5TA 409 PCIPG Sample: Ecz-hieltern, 1693 mg hdode/Type of hieas.: DEC-TG # Sample + Comection
File: 2015-04-13-400 C-10 ... Reference: bop, 34550 mg Seqrments 11
Project: futaterial: ilag Crucible: DEC/TG pan AZ03
Ideritity : g Cormmaction Fila: 2015-03-29-400 C-10 K-M2-A pan.bsw Amosphers: 30 mL H2fee foeeteen
Date/Time: 13.04. 2015 16:23:42 Temp.Cal.fSens. Files: Tealzero tox # Senszen e TG Cor.Md.Range: 020420000 mg
Labworatary: Aatiirk Univ. Range: 25010 000K min w450 DO3C Cor.hi.Range: 2045000 P
Operator: Sample Car/TC: DECCUTGIHIGH RG 272 Remark::

Sekil 4.26. F8-DG formiilasyonuna ait DSC termograma.

71



DSE fudmg)
I axn

049

024

02 A

04

[

Peak: 332.9 °C

Peal: 152.2 °C

1983 °C

Peak: 282.0 °C

Peak: 2859 °C

Peak: 154.6 °C

30 50 00 460
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Temperature /T
ELL 31F-2015 1422
Instrurmenit: METZSCH STA 409 PCIPG Sample: Ecz-hielttem, 5.240 mg ModeType of heas.: DSC-TG ¢ Sample + Comection
File: 2015-05-08-400 C-10 ... Referance: bop 34,550 mg Seqrments: "
Project: Matenal: ilag Crucible: DSCiTG pan AZO3
Ideriity: 149 Comrection File: 2015-03-20-400 C-10 K-MZ2-A pan.bsv Amosphere: 30 mib M2fee foendeen
Date/Time: 02052015 10:42:26 Temp.Cal./Sens. Files: Tealzere tox f Senszere.exx TG Com.M.Range: 020/20000 myg
Laboratony: Aatirk Univ. Range: 25010000 K min W50 D3C Com.M.Range: S20/5000 pi
Operatar: Sample Car/TC: DECOTGIHIGHRG 2/ & Remark:
. . .
Sekil 4.27. F9-B formiilasyonuna ait DSC termogramu.
D5 Aundimg)
I exa [31
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Paal: 286.7 °C
Peal: 2336 °C
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. [
10 Pealc: 250.4 °C
0 T T T T T T T T d
50 100 150 200 250 200 350 400 450
Temperature AT

ELL_314F-2015 1401
Instrument: METZSCH STA 400 PC/PG Sample: Ecz-hieltern, 2450 mg Mo de/Type of hieas.: DESC-TG / Sample + Comection
File: 2015-04-14-400 C-10 ... Reference: bop, 34550 mg Segments: 11
Project: histerial: ilag Crucible: DOSCITG pan A2Z03
Ideritity : 9 Comection File: 2015-03-29-400 C-10 K-N2-A pan bsw Amosphene: 30 mbL H2f- f e
Date Time: 14.04. 2015 08:35:14 Temp.Cal.fSens. Files: Tealzero tox J Senszero exx TG Corr.shd.Range: 020430000 mg
Laboratory: Aeatiirk Univ. Range: 25,1000 K min Y450 DSC Corr.Mi.Range: 820/5000 pi
Operator: Sample Car/TC: DSCHTGIHIGH RG 2/ 8 Remark:

Sekil 4.28. F10-D formiilasyonuna ait DSC termogramiu.
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Temperatume A0
ELL 3{-F-2015 1424
Instrurment: METZSCH STA40D PCIPG Sample: Ecz-Meltern, 1.210 mg hbodeType of Meas . DESC-TG F Sample + Comection
File: 2015-05-08-400 C-100 ... Reference: bop, 34550 mg Segments: "M
Project: hiaterial: ilag Cruzible: DECITG pan A203
|deritity: 20 Comection File: 2015-03-29-400 C-10 K-HZ-Al pan.bsv Amosphere: 30 mbL N2&-- J e
Date/Time: 02.05.2015 15:46:41 Temp.Cal.fSens. Files: Tealzero tox / Senszero exs TG Comr.tl.Range: 020420000 mg
Labaratary: FAatiirk Univ. Range: 25/10.00CK minw4450 O5C Comr.Mil.Range: 82045000 ph
Opergtor: Sample Car/TC: DECUTEI HIGH RG2S S Remar:
. . .
Sekil 4.29. F11-BG formiilasyonuna ait DSC termogramu.
DS fubdmg)
I exin 1
25
20 A
154
Peak: 309.8 °C
104
Peak: 231.0 °C
05+
Pealc $1.4 °C Peak: 267.0 °C
o
a0 100 150 i) 250 300 380 400 450
Termperature T
ELL 3HE-2015 1357
Instrument: NETZSCH STA 409 PCIPG Sample: Ecz-hettamn, 4.398 mg hModeType of heas.: OSC-TG J Sample + Comection
File: 20150414400 C-10 ... Reference: bop 34550 mg Segments: 11
Project: haterial: ilag Cruzible: DSCATG pan A203
|deritity: 10 Cormrection File: 2015-03-29-400 C-10 K-MI-A pan.bsy Amosphere: 30 mbL M25-- e
DiateTime: 14.04. 2015 12:06:39 Temp.Cal.fSens. Files: Tealzero toex § Senszero ex TG Comr.Mi.Range: 020530000 mg
Laboratory: Aatirk Univ, Range: Z5/10.00(Kminw4450 D Com.M.Range: 2005000 P
Opergtor: Sample CarTC: DECOTGIHIGH RG24 8 Remark:

Sekil 4.30. F12-DG formiilasyonuna ait DSC termogramiu.
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Temperature /°C

ELL 31-F-2015 1447

Sekil 4.31. Daidzeine (11), PLGA (75:25) kopolimerine (12), Gelucire® 44/14’e (14),
PLGA (75:25)-daidzein fiziksel karisimina (15), PLGA (75:25)-Gelucire® 44/14-
daidzein fiziksel karistmina (17), F1-B (1), F2-D (2), F3-BG (3) ve F4-DG (4)

formiilasyonlarina ait DSC termogramlari.

DSC uimg)
axd [1 1
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40
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204

50 100 150 200 250 300 350 400 450
Temparaturs /4

ELL 3I-E-2015 1509

Sekil 4.32. Daidzeine (11), PLGA (75:25) kopolimerine (12), Gelucire® 44/14°e (14),
PLGA (75:25)-daidzein fiziksel karisimina (15), PLGA (75:25)-Gelucire® 44/14-
daidzein fiziksel karisimina (17), F5-B (5), F6-D (6), F7-BG (7) ve F8-DG (8)

formiilasyonlarma ait DSC termogramlari.
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Sekil 4.33. PLGA (50:50) kopolimerine (13), Gelucire® 44/14’¢ (14), PLGA (50:50)-
daidzein fiziksel karisimina (16), PLGA (50:50)-Gelucire® 44/14-daidzein fiziksel
karisimina (18), F9-B (19), F10-D (9), F11-BG (20) ve F12-DG (10) formiilasyonlarina

ait DSC termogramlari.

4.3.6. FT-IR Analizi

Daidzeine, kopolimerlere, Gelucire® 44/14’e, kopolimer-daidzein/kopolimer-
Gelucire® 44/14-daidzein fiziksel karisimlarina ve tiim nanopartikiil formiilasyonlarma
ait FT-IR spektrumlari, Boliim 3.2.5.7°de anlatildig1 sekilde elde edilmigtir. FT-IR

spektrumlar Sekil 4.34-Sekil 4.53’te verilmistir.
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Sekil 4.35. PLGA (75:25) kopolimerine ait FT-IR spektrumu.
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Sekil 4.36. PLGA (50:50) kopolimerine ait FT-IR spektrumu.
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Sekil 4.38. PLGA (75:25)-daidzein fiziksel karigimina ait FT-IR spektrumu.
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Sekil 4.39. PLGA (50:50)-daidzein fiziksel karigimina ait FT-IR spektrumu.
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Sekil 4.40. PLGA (75:25)-Gelucire® 44/14-daidzein fiziksel karisimina ait FT-IR

1322

T

130

125

120

115

110

1035

100

95

90

5]

a0

75

7a

[i¥]

60

543

spektrumu.

7881 2237.84 721,92

1465,56

469,04

45331

1738,73

1240,65

2856,70

4000,0 3600 3200 2200 2400 2000 1200 L1E00 1400 1200 1000 200 600 400,0

o1

Sekil 4.41. PLGA (50:50)-Gelucire® 44/14-daidzein fiziksel karisimina ait FT-IR
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Sekil 4.42. F1-B formiilasyonuna ait FT-IR spektrumu.
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Sekil 4.43. F2-D formiilasyonuna ait FT-IR spektrumu.
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Sekil 4.44. F3-BG formiilasyonuna ait FT-IR spektrumu.
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Sekil 4.46. F5-B formiilasyonuna ait FT-IR spektrumu.
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Sekil 4.47. F6-D formiilasyonuna ait FT-IR spektrumu.
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Sekil 4.48. F7-BG formiilasyonuna ait FT-IR spektrumu.
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Sekil 4.49. F8-DG formiilasyonuna ait FT-IR spektrumu.
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Sekil 4.50. F9-B formiilasyonuna ait FT-IR spektrumu.
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Sekil 4.51. F10-D formiilasyonuna ait FT-IR spektrumu.
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Sekil 4.52. F11-BG formiilasyonuna ait FT-IR spektrumu.
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Sekil 4.53. F12-DG formiilasyonuna ait FT-IR spektrumu.
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4.4. Hiicre Kiiltiirii Calismalar

4.4.1. Noron Hiicreleri Kullanmilarak Gergeklestirilen MTT Test Sonuglari

Daidzein, EO-CD yontemi ile hazirlanmis bos ve daidzein-yiiklii PLGA ve PLGA-
Gelucire® 44/14 nanopartikiil formiilasyonlarmin ndron hiicreleri kullanilarak
gerceklestirilen MTT testi, Bolim 3.2.6.1°de anlatildig1 sekilde gerceklestirilmis ve
deney sonucunda tespit edilen % hiicre canlilig1 verileri Sekil 4.54 ve Sekil 4.55’te ve

tiim verilere ait grafik ise Sekil 4.58’de verilmistir.
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Kontrol D F5-B F7-BG F6-D F8-DG Kontrol D F5-B F7-BG F6-D F8-DG
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Sekil 4.54. Daidzein, PLGA (75:25) ve PLGA (75:25)-Gelucire® 44/14 nanopartikiil

formiilasyonlarinin néron hiicreleri tizerindeki norotoksik etkileri.
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Sekil 4.55. Daidzein, PLGA (50:50) ve PLGA (50:50)-Gelucire® 44/14 nanopartikiil

formiilasyonlarinin néron hiicreleri tizerindeki norotoksik etkileri.

4.4.2. U-87 MG Hiicreleri Kullanilarak Gergeklestirilen MTT Test Sonuglari
Daidzein, EO-CD yontemi ile hazirlanmis bos ve daidzein-yiiklii PLGA ve PLGA-
Gelucire® 44/14 nanopartikiil formiilasyonlarmin U-87 MG hiicreleri kullanilarak
gerceklestirilen MTT testi, Bolim 3.2.6.2°de anlatildig1 sekilde gerceklestirilmis ve
deney sonucunda tespit edilen % hiicre canlilig1 verileri Sekil 4.56 ve Sekil 4.57°de, tiim

verilere ait grafik ise Sekil 4.58°de verilmistir.

87



100 A

80 A

% Hiicre Canlihgi
(o))
o

iy
o

20 A

Kontrol D F5-B F7-BG F6-D F8-DG Kontrol D F5-B F7-BG F6-D F8-DG

200 uM 300 uM

Sekil 4.56. Daidzein, PLGA (75:25) ve PLGA (75:25)-Gelucire® 44/14 nanopartikiil

formiilasyonlarinin U-87 MG hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkileri.
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Sekil 4.57. Daidzein, PLGA (50:50) ve PLGA (50:50)-Gelucire® 44/14 nanopartikiil

formiilasyonlarmin U-87 MG hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkileri.
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Sekil 4.58. Noron ve U-87 MG hiicreleri iizerindeki norotoksisite ve sitotoksisite testine

ait tim veriler.
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5. TARTISMA

Saglikli viicut ve organlarda anormal veya hastalikli hiicrelerin olusumu ile gelisen
belli hastaliklara yonelik ilag ve diger terapotik ajanlarin kullanimi modern tibbin esas
stratejisini olusturmaktadir. ilaglarin hastalikli/anormal olan bu organlara/hiicrelere etki
edebilmesi i¢in dncelikle fizyolojik bariyerleri asmasi ve hedef dokuya/hiicreye ulagmasi
gerekmektedir. Ancak, tiim ilaglar potansiyel bir toksisiteye sahiptir ve bu durum ilaglarin
giivenli kullanim dozunu ve bundan dolay1 da terapétik etkinligini sinirlandirir.!”°

Konvansiyonel ilag tedavisinde etkin madde plazma diizeyini terapotik pencere
araliginda tutmak i¢in periyodik dozlama (giin i¢inde birka¢ kez etkin madde dozunun
tekrar1) gerekmektedir. Birgok etkin madde i¢in konvansiyonel dozaj sekilleri olduk¢a
etkindir. Ancak, bazi durumlarda, terapdtik plazma konsantrasyonunun devam
ettirilebilmesi i¢cin devamli ila¢ kullanim gerekliligi, plazma konsantrasyon-zaman
grafiginde dalgalanmalarin olusmasi, istenmeyen yan etkilerin goriilmesi, hasta
uyuncunun diismesi ve terapotik etkinligin azalmasi gibi konvansiyonel dozaj sekilleri ile
ilgili baz1 sakincalar ortaya c¢ikmaktadir. Konvansiyonel dozaj sekillerinin bu
sakincalarimi ortadan kaldirmak/azaltmak iizere degistirilmis salim sistemleri
gelistirilmistir."> 7! Dolayisiyla, bu sistemler, etkin madde ¢dziiniirliigiiniin artirilmasi,
etkin madde dozunun diisiiriilmesi, etkin madde salim hizinin/yerinin kontrol edilmesi,
etkin madde biyoyararlanimmin artirilmasi, yan/istenmeyen etkilerin azaltilmasi,
dozlama sikliginin disiiriilmesi, hasta uyuncunun ve terapotik etkinligin artirilmasi
olarak siralayabilecegimiz pek ¢ok iistiinliige sahiptirler.!”% 7!

Beyin tiimorleri hizli gelisimi ve kotii prognozu nedeniyle hala asilmasi gereken
onemli bir saglik sorunudur. Glioma en sik goriilen beyin tiimoriidiir (tlim primer beyin
ve merkezi sinir sistemi tiimorlerinin % 29’unu olusturur) ve tedavi olmayan hastalar 3

aydan daha az yasarken, kombinasyon halinde (cerrahi miidahale, radyoterapi ve
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kemoterapi) tedavi alan hastalar igin ise ortalama yasam siiresi 20 aydan azdir.''® '"?

Nanoterapotik yaklasimlar kanser teshis ve tedavisi i¢in muazzam bir potansiyele
sahiptir. Ornegin, nanotasiyicilar kanser direncinin asilmasinda, antikansorejenlerin
toksik ve istenmeyen etkilerinin engellenmesinde/azaltilmasinda, tedavi etkinliginin
diizeltilmesinde, KBB’nin asilmasinda (hedeflendirilmis/modifiye nanopartikiiler
sistemlerle veya lokal olarak dogrudan beyin i¢ine uygulanan nanopartikiillerle) ve hasta
yasam siiresinin/kalitesinin artirilmasinda dnemli faydalar saglayabilmektedir. KBB ve
beyin dokusunun zayif penetrasyonu giincel ilag uygulama yontemlerini
siirlandirmaktadir. Lokal kemoterapiyle (6zellikle biyopargalanabilir polimerik
nanopartikiiler sistemler) KBB asilmakta, beyin dokularina dagilim iyilestirilmekte,
sistemik toksisite ve dozlama siklig1 azaltilirken, tiimor bolgesinde siirekli etkin madde
salimi ve daha yiiksek etkin madde konsantrasyonu saglanmaktadir.!!s 132 172
Nanopartikiiler sistemler ile ilgili ¢ok sayida ¢aligma yapilmistir ve yapilmaya da devam
edilmektedir. Polimerik partikiiller, ¢cok farkli yollarla (intravaskiiler, oral, pulmoner,
subkiitan vb.) ¢ok yonlii kullanima imké&n saglayan, her uygulama yolu i¢in farkli
tasarimlar gerektiren sistemlerdir.!”® Nanopartikiiler tasiyici sistemlerde, etkin maddeler
hapsedilmis ve/veya yiizeye adsorbe olmus halde bulunurlar.!7#176

Giliniimiizde biyopargalanabilir sentetik polimerler yaygin bir sekilde ilag tastyici
sistemlerin hazirlanmasi amaciyla kullanilmaktadir. Sentetik bir polimer olan PLGA
ozellikle nanopartikiiler sistemlerin hazirlanmasinda ve doku miihendisligi alaninda ¢ok
basarili bir sekilde kullanilmaktadir. FDA ve EMA tarafindan onayli olmasi, ¢ok farkli
yapilara sahip etkin maddeleri iceren ila¢ tasiyici sistemlerin hazirlanmasinda
kullanilabilmesi, uzun siireli klinik deneyimin kazanilmis olmasi, degradasyon

ozelliklerinin stirekli salim sistemlerinin hazirlanmasi i¢in uygun olmasi, biyouyumlu ve

biyopar¢alanabilir olmast PLGA’nin  &nemli iistiinliiklerindendir.'> %> PLGA
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nanopartikiillerinin hazirlanmasi amaciyla, emiilsiyon olusturma-¢dziicli buharlastirma
yontemi, nanopresipitasyon yontemi ve EO-CD yontemi yogun bir sekilde
kullanilmaktadur.!7*

Daidzein antienflamatuar, antioksidan ve enzim inhibitérii 6zelliklerine sahiptir.
Ayrica, LDL diizeyini disiiriir, sitokinleri, hiicre adezyon proteinlerini ve platelet
agregasyonunu inhibe eder ve nitrik oksit tiretimini ise indiikler. Bundan dolay1, yapilan
calismalarda daidzeinin insan saglhigi acisindan ¢ok g¢esitli faydalarinin oldugu
raporlanmistir. Bunlar arasinda; kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisi, kanserin
onlenmesi/tedavisi, Ostrojen takviyesi i¢in bir alternatif olmasi, osteoporozun (menopoz
sonrast kemik kaybi olan kadinlarda) Onlenmesi/tedavisi ve diyabetin Onlenmesi
sayilabilir. Bazi1 ¢aligmalarda, daidzeinin kanser hiicrelerinin biiyiimesini inhibe ettigi ve
osteoblast hiicrelerinin ¢ogalmasini sagladig belirtilmistir. Daidzeinin hiyaluronik asit
tiretimini uyardig1 ve topikal uygulandiginda ise cildi oksidatif hasarlardan (UV
isinlarindan) korudugu gosterilmistir. Daidzein 6zellikle postmenopozal bayanlarda
yaslanmay1 6nlemek {izere umut verici bir ajan olarak goériilmektedir.32-84 929597, 112,177
Prostat, meme, rahim agzi ve kolon kanseri hiicrelerinde daidzeinle ilgili ¢aligmalar
yapilmis ve antikanserojen Ozellikleri gosterilmigtir. Daidzeinin hiicre dongiisii
ilerlemesini kontrol eden genlerin modiilasyonu yoluyla kanser hiicrelerinin biiylimesini
inhibe ettigi raporlanmugtir.”®

Lo ve ark.'” daidzeinin noroblastoma (¢ocuklarda siklikla goriilen periferik
sempatik sinir sistemi tiimorii) hiicrelerindeki antitiimor etkilerini incelemisler ve
daidzeinin hiicre dongiisii ilerlemesini (G2/M fazina) 6nleyerek hiicre cogalmasini inhibe
ettigini saptamiglardir. Bagka bir calismada ise, daidzeinin Bcl-2/Bax apoptotik yolak
yoluyla apoptozisi indiikkleyen D-galaktozu inhibe edebildigi ve ndrodejenerasyon

tedavilerinde kullanilmak iizere potansiyeli oldugu raporlanmistir.''® Siegelin ve ark.'!!
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tarafindan ise daidzeinin glioblastoma hiicrelerinde apoptotik yolaklari inhibe ettigi ve
malign glioma hiicre 6liimiinde TRAIL ile birlikte kullanildiginda ise Bcl-2’nin anahtar
faktor oldugu ifade edilmistir.

Daidzein, genellikle oral yolla kullanilmaktadir. Daidzein siispansiyonunun
sicanlara oral olarak uygulanmasi sonrast mutlak biyoyararlaniminin % 6.1 oldugu
saptanmustir.’? °! Daidzenin, diisiik ¢oziiniirliigii ve diisiik partisyon katsayisi gibi
fizikokimyasal oOzelliklerinin yanisira bagirsak ve karacigerde ugradigi yogun
metabolizasyondan dolay1 diisiik oral biyoyararlanima sahiptir. Bu nedenle, parenteral
preparatlarinin gelistirilmesi yoniinde calismalar yapilmaktadir.’®  Bununla birlikte,
daidzeinin  hastaliklarin ~ Onlenmesine/tedavisine ~ yonelik  uygulanabilmesi,
biyoyararlaniminin artirilmasi ve siirekli salimimin saglanabilmesi amaciyla daidzein-
yikli modern ilag tasiyict sistemlerin gelistirilmesi diisliniilmiis ve bununla ilgili
calismalar yapilmustir.®% 82 112 177. 178 Nanotasiyicilar, flavonoidlerin diisiik ¢oziiniirliik,
kisa yar1 omiir ve diisiik biyoyararlanim gibi problemlerinin iistesinden gelinmesi igin
uygun sistemlerdir. Bu nanotasiyicilar arasinda lipozomlar, SLN’ler, PEG-SLN’ler,
PEG-lipozomlar, PLGA ve CS nanopartikiiller/mikropartikiiller, SMEDDS’ler ve
nanoemiilsiyonlar yer almaktadir 6! 6672, 82-84.95, 112, 177, 178

Daidzein-yiikli PLGA nanopartikiilleri ile ilgili yapilmig 3 c¢alisma
bulunmustur.®? 77 7% Aymi grup tarafindan gerceklestirilen bu calismalardan ilki,
sicanlara enjekte edilen daidzein-yiiklii nanopartikiillerin farmakokinetik 6zelliklerinin
incelenmesini kapsamaktadir. Bu amagla, sicanlara daidzein iceren PLGA nanopartikiil
ve saf daidzein siispansiyonlart i.v. olarak uygulanmis ve elde edilen plazmalarda
daidzein tayini i¢in HPLC yontemi gelistirilmis ve farmakokinetik parametreler agisindan
nanopartikiillerle saf daidzein arasinda 6nemli farklar oldugu saptanmstir.!”® Ikinci

caligmada ise, sican plazmasinda daidzein tayini i¢cin UPLC/Q-TOF-MS (ultra
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performans sivi kromatografisi/kuadropol-zaman-yol bagimli kiitle spektroskopisi)
kullanilarak analitik bir yontem gelistirilmis ve valide edilmistir. Saf daidzein, daidzein-
yukli PLGA nanopartikiilleri ve sodyum kaprat (absorpsiyon artirici)-daidzein-yiiklii
nanopartikiil siispansiyonlar1 sicanlara oral olarak uygulanmistir. Sodyum kapratin
kullanilmasiyla daidzeinin oral absorpsiyonunda onemli bir artisin saglandigi ifade
edilmistir.!”” Son calismada ise, daidzeinin oral biyoyararlanimini artirmak iizere,
daidzein-fosfolipid kompleksi-yiikli PLGA nanopartikiilleri (DF-PLGA-NP) ve
daidzein-siklodekstrin inkliizyon kompleksi-yiikliit PLGA nanopartikiileri (DS-PLGA-
NP) sirasiyla emiilsiyon olusturma (Y/S)-¢0ziicii buharlasgtirma yontemi ve ¢oklu
emiilsiyon yontemi kullanilarak hazirlanmistir. Organik ¢oziicii olarak DCM ve sulu faz
olarak ise PVA’nin sulu ¢ozeltisi (% 1, a/h) kullanilmistir. PLGA konsantrasyonunun ve
molekiil agirliginin, hazirlanan nanopartikiillerin boyutu ve % EE degerleri iizerinde
onemli bir etkiye sahip oldugu, PLGA molekiil agirliginin 5000 Da’dan 15000 Da’a
cikarilmasi sonucu, partikiil boyutu ve % EE degerlerinde 6nemli bir artis oldugu
saptanmustir. Ayni sekilde, polimer konsantrasyonunun 30 mg/mL’den 40 mg/mL’ye
cikarilmasiyla partikiil boyutunda anlamli bir artig saglanirken, % EE acisindan ise
anlamli bir fark tespit edilememistir. Dolayisiyla, polimer molekiil agirligir 15000 Da ve
polimer ¢dzeltisi konsantrasyonu ise 30 mg/mL olarak secilmistir. PVA’nin stabilize
edici ajan olarak secilerek diger ylizey aktif maddelerle karsilastirilmasi sonucu ise
PVA’ni partikiil ylizeyinde ince bir film olusturarak partikiil boyutunu kontrol altinda
tuttugu, daidzein kagisini dnledigi ve sonug olarak da daha yiiksek % EE degerine sahip
kiigiik partikiillerin hazirlanabildigi bildirilmistir. Karakterizasyon ¢alismalar1 sonucu
elde edilen % EE, % YK, partikiil boyutu ve ZP degerleri sirasiyla ~% 83, % 1.75, 309
nm ile -18.7 mV (DS-PLGA-NP i¢in) ve ~% 82, % 1.27, 323 nm ile -32 mV (DF-PLGA-

NP i¢in) olarak tespit edilmistir. PB (pH 7.4) ortaminda gergeklestirilen in vitro salim
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caligmalarinda saf daidzein, DF-PLGA-NP ve DS-PLGA-NP formiilasyonlarindan 72.
saatteki kiimiilatif salim %’leri, sirasiyla ~% 27, % 80.9 ve % 90 olarak saptanmustir.
Hazirlanan bu formiilasyonlar sicanlara oral olarak (10 mg/kg daidzeine esdeger)
uygulanmis ve farmakokinetik parametreler saptanmustir. Daidzein siispansiyonu ile
karsilagtirildiginda ~ DF-PLGA-NP  ve  DS-PLGA-NP’nin, daidzeinin  bagil
biyoyararlanimini sirasiyla 5.57 ve 8.85 kat artirdig1 raporlanmistir.3* Bu tez ¢alismasi
kapsaminda, daidzein-yiiklii PLGA ve PLGA-Gelucire® 44/14 nanopartikiilleri EO-CD
ve M-EO-CD yontemleri kullanilarak hazirlanmis ve in vitro olarak karakterize
edilmistir. EO-CD yontemi ile hazirlanmis nanopartikiillerin sitotoksik etkileri U-87 MG
GBM hiicreleri kullanilarak test edilmistir. Ayn1 zamanda, s6z konusu nanopartikiillerin
norotoksik etkileri de noron hiicreleri lizerinde incelenmistir.

Bu ¢aligmada, nanopartikiillerin hazirlanmasi i¢in, polimer olarak PLGA (75:25)
ve PLGA (50:50) ve stabilize edici ajan olarak ise PVA [damlacik yiizeyine adsorbe
olarak damlaciklarin birbirine yapismasini engelledigi ve partikiil stabilitesini artirdigi
(tekrarlayan yikamalar sonrasi bile ara yiizeyde kalip yiizeyde polimer ile baglantili bir
ag yapist olusturur) igin] secilerek kullamlmustir.!” Ayrica, amfifilik ozellikte bir
yardimc1 madde olan Gelucire® 44/14 de etkin maddelerin sudaki ¢oziiniirliigiinii artirict
ozelligi ve stabilize edici ajan olarak da kullanilabilmesi dolayisiyla secilmis ve daha
kiiglik boyutlara sahip daidzein-yiiklii PLGA nanopartikiillerinin hazirlanmasi1 amaciyla
bu tez ¢alismasinda kullanilmistir.

Emiilsiyon olusturma temeline dayanan farkli nanoenkapsiilasyon teknikleri
mevcuttur (6rn: tekli/coklu emiilsiyon olusturma-¢oziicii buharlastirma/ekstraksiyon
yontemleri, nanopresipitasyon, membran emiilsifikasyon yontemi gibi). Her bir teknigin
kendine ait ustiinliikleri ve sakincalar1 mevcuttur. Konvansiyonel emiilsifikasyon

tekniklerinde polimer igeren organik faz, sulu faz (organik fazdan daha fazla miktarda
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olan) igerisinde disperse edilir. Bu islem, homojen emiilsiyon damlaciklarinin
hazirlanmasini ve PLGA ¢6kme hizinin kontroliinii giiglestirir. Sonug olarak, partikiil
boyutu dagilim araliginin genislemesi, seriler arasi tekrarlanabilirligin ve % EE’nin
diismesi gibi aksakliklar ortaya ¢ikabilmektedir.'®> Klasik Y/S emiilsiyon olusturma-
¢Oziicii buharlagtirma yonteminde polimer ¢dzeltisi (organik faz) stabilize edici ajan
iceren sulu faz icerisinde homojenize edilir ve daha sonra organik ¢dziicii ortamdan ya
oda sicakliginda devamli karistirilarak ya da algak basing/sicaklik/vakum uygulanarak
(daha hizli bir sekilde) uzaklastirilir. Ozellikle, hidrofobik etkin maddelerin
enkapsiilasyonu i¢in uygun olan bu yontemde ¢ogunlukla kullanilan DCM, diisiik
kaynama noktasina sahip (39.8-40 °C), su ile karismayan ve yogunlugu 1.320-1.332 g/mL
olan bir ¢dziiciidiir.5” 22D 180 EO-CD yénteminde ise su ile kismen karigan, yogunlugu
0.898-0.902 g/mL ve kaynama noktas1 76.5-77.5 °C olan EA ¢ogunlukla tercih edilerek
kullanilmaktadir.6” 2023 181 By yéntemde yeterli miktarda su, Y/S emiilsiyonuna ilave
edilerek ve oda sicakliginda karistirilarak organik c¢oziiciiniin sulu faza difiizyonu
gerceklestirilir. Farmasotik alanda diisiik toksisite potansiyeline sahip (Siif 3) organik
coziicliler (0rn: EA, ACE) tercih edilerek kullanilmaktadir. Bundan dolayi, EA tercih
edilen bir organik ¢oziiciidiir, ancak, emiilsiyon olusumu, ¢oziicliniin uzaklastirilmasi ve
hazirlama verimi agisindan EA’nin kismen su ile karisabilirligi ve diisiik ucuculuk
ozellikleri gibi sinirlamalar s6z konusudur.!®> PLGA nanopartikiillerinin hazirlanmasi
icin tek tek c¢oziictilerle ilgili sinirlamalar1 asmak tizere organik ¢oziicii karigimlart (6rn:
DCM:EA, DCM:ACE gibi) da siklikla kullanilmaktadir, '6% 182

Bu bilgiler 15181 altinda, M-EO-CD ve EO-CD yontemleri kullanilarak hazirlanan
daidzein-yiiklii nanopartikiillerin boyutu; nanopartikiillerin stabilitesini, hiicresel alimin,
biyodagilimini ve etkin madde salimin1 etkileyen 6nemli bir parametre olarak karsimiza

cikmaktadir.'®® PLGA ve PLGA-Gelucire® 44/14 nanopartikiillerinin yiizey 6zelikleri
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SEM gorintiileri (Sekil 4.2-Sekil 4.7) alinarak incelenmis ve nano-boyutlu, yaklagik
kiiresel yapilar elde edildigi gorilmiistir. M-EO-CD yontemi ile hazirlanan
nanopartikiillerde herhangi bir agregasyon goriilmezken, EO-CD yontemi ile hazirlanan
nanopartikiilerin agregasyona ugradigir goriilmiistiir. Partikiil boyutu diisiisiine bagl
olarak gelisen termodinamik stabilite problemi, bu agregasyonun nedeni olarak
gosterilebilir. De ve Robinson'®® tarafindan yapilan bir ¢calismada, emiilsiyon olusturma-
¢oziicii buharlagtirma yontemi kullanilarak PLGA (50:50) nanopartikiilleri hazirlanmis
ve partikiil boyutu artis1 ile nanopartikiil agregasyonunun azaldigi, saklama sicakligi
artistyla (4 °Cden 50 °C’ye) ise artt11 saptanmustir. Cooper ve Harirforoosh!®* tarafindan
yapilan bir calismada da % 1 (a/h) PVA ¢ozeltisi kullanilarak hazirlanan PLGA
nanopartikiilleri 8800 rpm ve 12000 rpm’de santrifiij edilmis ve siipernatantlar
kullanilmistir. Partikiil boyutu ve ZP degerleri (8800 rpm ve 12000 rpm) sirasiyla ~130
nm, ~121 nm, -4.2 mV ve -11 mV olarak tespit edilmistir. Saptanan diisiik ZP ve partikiil
boyutu degerleri sonucu, nanopartikiiller arasinda agregasyonun gorildigi
raporlanmuistir.

PLGA ve PLGA-Gelucire® 44/14 nanopartikiil formiilasyonlarina ait partikiil
boyutu verileri degerlendirildiginde, bos ve daidzein-yiiklii nanopartikiil gruplar1 kendi
aralarinda degerlendirildiginde, istatistiksel bir fark olmadigi (p>0.05), yani yiiklenen
daidzeinin partikiil boyutu iizerinde etkisi olmadig1 saptanmistir (Tablo 4.2). Bununla
birlikte, M-EO-CD ydntemi ile hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlari (F1-B, F2-D, F3-
BG, F4-DG) degerlendirildiginde, Gelucire® 44/14 ilavesi sonrasi daha kiiciik
partikiillerin hazirlandig1 goriilmiis, ancak gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml1 bir
fark bulunamamistir (p=0.05; Tablo 4.2). M-EO-CD (F1-B, F2-D, F3-BG, F4-DG) ve
EO-CD (F5-B, F6-D, F7-BG, F8-DG, F9-B, F10-D, F11-BG, F12-DG) yontemleri ile

hazirlanan formiilasyonlar degerlendirildiginde ise EO-CD yoOntemi ile hazirlanan
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nanopartikiillerin partikiil boyutunun daha kii¢iik oldugu saptanmustir. Istatistiksel
degerlendirme yapildiginda ise p>0.05 olarak saptanmis ve anlamli bir fark tespit
edilememistir. Polimer tipinin de partikiil boyutu iizerinde anlamli bir fark yaratmadigi
saptanmistir  (p>0.05; Tablo 4.2). EO-CD yonteminde kullanilan polimerin
konsantrasyonu/molekiil agirligi, ¢oziicli 6zellikleri, stabilize edici ajanin tipi, fazlarin
viskozitesi, organik faz:sulu faz oranlari, sicaklik ve suyun ilave edilme hizi, hazirlanan
nanopartikiillerin 6zelliklerini belirleyen énemli faktorlerdir.'®> Polimer konsantrasyon
artis1 partikiil boyutunun artmasina neden olurken, karigtirma hizi ve stabilize edici ajan
konsantrasyonu artig1 ise tam tersi etki yaparak daha kiiclik partikiiller elde edilmesini
saglamaktadir. Diger taraftan, viskozite, dis fazin pH’si, organik faz:sulu faz hacim
oranlarmin degistirilmesi bu yontemde partikiil boyutu iizerinde siirl etkilere sahiptir.*?

Sahana ve ark.'® estradiol maddesini model ila¢ olarak kullanarak hidrofobik
ilaglarin oral tagsinmasina yonelik PLGA (50:50) nanopartikiillerini hazirlamiglar ve
kullanilan organik ¢dziiciiniin  nanopartikiil olusumu {izerine olan etkilerini
incelemiglerdir. Nanopartikiilleri hazirlamak i¢in emiilsiyon olusturma-¢oziicii
buharlastirma yontemini kullanmiglardir. Hazirlama asamasinda EA, DCM, ACE ve CF
organik ¢oOziicli olarak kullanilmis ve iki farkli stabilize edici ajan [PVA ve
didodesildimetil amonyum bromiir (DMAB)] secilerek etkinlikleri incelenmistir.
Organik ¢oziiciiniin fiziksel 6zelliklerinin, etkin madde ve polimeri ¢6zme kabiliyetinin
dogrudan partikiil boyutu ve % EE’ni etkiledigini ifade etmiglerdir. EA tek
kullanildiginda, diisiik ara-yiizey geriliminden dolayr % 1 (a/h) DMAB veya PVA
kullanildiginda bile primer emiilsiyon stabilitesinin saglandigt ve daha kiiciik
partikiillerin elde edildigi vurgulanmistir. Bununla birlikte, DCM veya CF tek
kullanildiginda ise daha yiiksek yiizey gerilimi ve yiiksek viskoziteden dolay1 primer

emiilsiyon stabilitesinin saglanamadigi ifade edilmistir. Stabilize edici ajan olarak
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PV A’nin sulu ¢ozeltisi (% 1, a/h) ve organik ¢oziicii olarak da DCM:EA karisimi (50:50
ve 60:40 oranlarinda) kullanildiginda ise EA’1n tek kullanildig1 duruma gore daha biiytik
partikiiller hazirlanmigtir. Elde edilen partikiil boyutlar sirasiyla ~414 nm (DCM:EA,
50:50; bos NP), ~493 nm (DCM:EA, 50:50; etkin madde yiiklii NP), ~452 nm (DCM:EA,
60:40; bos NP), ~583 nm (DCM:EA, 60:40; etkin madde ytikli NP) ve ~257 nm (EA;
bos NP), ~279 nm (EA; etkin madde yiikli NP) olarak tespit edilmistir. Coziicii
kombinasyonunda DCM miktarinin artmasiyla viskozite ve ara-yiizey geriliminin arttig1
ve primer emiilsiyon stabilitesinin saglanmasinin zorlastig1 ve partikiil boyutu artisi ile
sonlandig1 bildirilmistir. Bu sonuglar, bizim calismamizda elde ettigimiz sonuglarla
ortiismektedir (Tablo 4.2). Ayrica, Gelucire® 44/14 ilavesiyle ara-yiizey geriliminin
diistiigii ve partikiil boyutlarinda diisiisiin saglandig1 ¢calismamizda tespit edilmis, ancak
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir (p>0.05; Tablo 4.2). Literatiir
taramasinda PLGA-Gelucire® 44/14 nanopartikiilleri ile ilgili yapilmis bir galisma
bulunamamustir.

Zeta potansiyel, nanosistemlerin farmakokinetik 6zelliklerini veya bu sistemlerin
fagositoza ugramasm etkileyebilir.'® Sifira yakin ZP degerlerine sahip nanopartikiiller
yukli nanopartikiillerle karsilastirildiginda azalmis fagositik alima ugrarlar.
Nanopartikiiller pH’s1 9 olan PVA c¢ozeltisi ile hazirlandiginda, karboksil gruplari
(PLGA’dan) ve hidroksil gruplar1 (PVA’dan) nanopartikiil yiizeyine yakin yerlesir ve
yiiksek ZP degeri (-24.97 mV) olgiiliir. Ancak, PVA ¢ozeltisinin pH degeri diistiik¢e (pH
7 civarinda) ZP degeri de diiserek sifira yaklasir.'®” Bizim ¢alismamizda, hazirlanan
PLGA nanopartikiil formiilasyonlarinin ZP degerleri sifira yakin (-14.7040.36--
0.50+0.34) olarak belirlenmistir (Tablo 4.2). Gelucire® 44/14 ilavesiyle zeta potansiyelde
hafif bir artis saglanmistir. Yapilan istatistiksel degerlendirmede ise tiim

formiilasyonlarin ZP degerleri acisindan aralarinda anlamli bir fark olmadig1 saptanmigtir
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(p=>0.05; Tablo 4.2). ZP iizerinde hazirlama yonteminin etkili olmadig1 saptanmistir
(p=0.05). Bizim c¢alismamizda elde edilen ZP degerleri literatiirle uyumlu sonuglar

gOstermistir, 160 184 188

Sahana ve ark.'®?

stabilize edici ajan olarak PVA’nin sulu ¢ozeltisi (% 1, a/h) ve
organik ¢oziicili olarak da DCM:EA karigimi (50:50 ve 60:40 oranlarinda) ve sadece EA
kullanarak hazirladiklar1 PLGA nanopartikiilleri i¢in saptadiklar1 ZP degerlerinin -2.1
mV ile -7.2 mV araliginda oldugunu bildirmislerdir.

Chitkara ve ark.'®® tarafindan yapilan bir galismada, EA ve % 1 (a/h) PVA
kullanilarak M-EO-CD yontemi ile PLGA (75:25) nanopartikiilleri hazirlanmistir.
Hazirlanan nanopartikiillerin ZP degerleri -6 mV civarinda saptanmis, % EE
degerlerindeki degisimin ZP {izerinde 6nemli bir etkiye sahip olmadigi, nanopartikiil
siispansiyonlarinin stabilitesi acisindan bu durumun sakincali oldugu (agregasyon
olusumu acgisindan), bdyle durumlarda, hazirlanan nanopartikiillerin liyofilize halde
saklanmasinin stabilite agisindan en dogru yol olacagi vurgulanmistir.

Tiim formiilasyonlar i¢in hazirlama verimi degerleri % 60’1 iizerinde elde
edilmistir. M-EO-CD yo6ntemi ile hazirlanmig tiim formiilasyonlarin hazirlama verimi
degerleri % 95.05+3.17-% 96.79+0.19 araliginda saptanmis ve Gelucire® 44/14 ilavesinin
hazirlama verimi iizerinde anlamli bir degisiklige neden olmadig1 goriilmiistiir (p>0.05;
Tablo 4.3). EO-CD yo6ntemi ile hazirlanan PLGA nanopartikiilleri i¢in hazirlama verimi
degerleri % 87.1140.48-% 97.48+1.02 (p>0.05; Tablo 4.3) iken PLGA-Gelucire® 44/14
nanopartikiil formiilasyonlar1 igin ise Gelucire® 44/14 ilavesi sonucu hazirlama verimi
diiserek % 62.78+4.55-% 69.69+2.93 (p=0.05; Tablo 4.3) araliginda elde edilmistir.
Ancak, PLGA ve PLGA-Gelucire® 44/14 nanopartikiil formiilasyonlarmin hazirlama

verimi degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilememistir

(p>0.05). McCall ve Sirianni,'® hidrofobik ve hidrofilik etkin maddeleri iceren PLGA
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nanopartikiillerini hazirlamak iizere tekli ve ¢oklu emiilsiyon olusturma-¢6ziici (DCM)
buharlagtirma ve ¢6ziicli (EA) diflizyonu yontemlerini kullanmiglardir. Hazirlama verimi
degerlerinin % 74-% 98 araliginda elde edildigini, santrifiij sirasinda tam olarak
toplanamayan daha kiigiik boyutlu nanopartikiiller (<150 nm) i¢in daha diisiik hazirlama
verimi degerlerinin elde edildigi bildirilmistir. EA  kullanilarak hazirlanan
nanopartikiillerin DCM kullanilarak hazirlanan nanopartikiillere gore daha kii¢iik ve daha
homojen boyutlara sahip oldugu da vurgulanmistir. Benzer sonuglar Xin-yu ve ark.'”
tarafindan da raporlanmustir.

Nanopartikiiler tastyici sistemlere yiiklenen etkin madde miktarinin tayin edilmesi
amactyla UV-VIS spektrofotometre kullanilarak miktar tayini yontemi gelistirilmis ve
valide edilmistir. Dogrusallik calismalarinda, DMSO:PB (pH 7.4; 1:1, h/h) ortam1 i¢in 2-
6.5 pg/mL araliginda ¢aligilmistir (n=6) (Sekil 4.1). Her seri icin elde edilen kalibrasyon
dogrusuna ait egimler karsilastirilmis ve karsilastirma sonucunda genel kurala uygun
olarak VK degeri <% 1 olarak saptanmistir.'*’

Analitik yontemin giin i¢i dogruluk ve kesinligini tespit etmek iizere kalibrasyon
dogrusu araliginda yer alan 3 farkli konsantrasyonda (2.5, 4.5 ve 5.5 pg/mL;
n=6/konsantrasyon) standart ¢ozeltiler hazirlanmis ve ayni giin i¢cinde arka arkaya
Olgtimleri gerceklestirilmistir. Giinler aras1 dogruluk ve kesinligin tespiti i¢in de ayni
konsantrasyonlar segilerek hazirlanmig standart c¢ozeltilerin  (n=6/konsantrasyon)
absorbanslar1 birbirini takip eden 3 giin i¢inde Ol¢iilmiistiir. Giin i¢i ve glinler arasi
dogruluk i¢in % BH degerleri hesaplanmis ve sirasiyla, 0.016-1.159 ve -1.322--0.166
araliklarinda olduklart saptanmistir (Tablo 4.1). Giin i¢i ve giinler aras1 kesinlik i¢in VK
degerleri hesaplanmis ve sirasiyla, 0.367-1.202 ve 0.467-0.651 olarak hesaplanmigtir
(Tablo 4.1). Hesaplanan degerler % 2’nin altinda oldugu igin sistemin kesinligi ve

dogrulugu kanitlanmistir. Analitik yontem i¢in LOD (0.104 pg/mL) ve LOQ (0.316
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png/mL) degerleri hesaplanmis ve ayrica yontemin 6zgiinliigii de degerlendirilerek
daidzeinin maksimum absorbans verdigi dalga boyunda formiilasyona giren yardimci
maddelerin ve ortam bilesenlerinin absorbans vermedigi belirlenmistir. Sonug¢ olarak,
etkin madde miktar tayini i¢in analitik yontem gelistirilmis ve valide edilmistir.
M-EO-CD yéntemiyle hazirlanan PLGA ve PLGA-Gelucire® 44/14 nanopartikiil
formiilasyonlar1 i¢in elde edilen % EE degerleri sirastyla % 45.00+£0.19 ve % 84.85+2.20
olarak bulunmustur (Tablo 4.3). Gelucire® 44/14 ilavesi ile % EE degerinde bir artisin
saglandig1 tespit edilmistir (p=0.05). DCM’ye bagh viskozite artis1 Gelucire® 44/14
ilavesi ile daha da artmig ve bu durumda % EE degerinde degisime neden olmus
olabilir.'®® EO-CD yo6ntemi ile hazirlanan PLGA nanopartikiil formiilasyonlar1 igin elde
edilen % EE degerleri ise % 35.79+3.43-% 44.01+1.92 araliginda bulunmustur (p>0.05;
Tablo 4.3). EO-CD yontemiyle hazirlanan nanopartikiiller i¢in kullanilan polimerin
(PLA:PGA oranmnin) ve formiilasyona Gelucire® 44/14 ilavesinin (hafif bir diisiis
olmasia ragmen) % EE iizerinde onemli/istatistiksel olarak anlamli bir etkiye sahip
olmadig1 saptanmugtir. Tiim formiilasyonlar i¢in % 3.41+£0.41-% 4.59+0.19 araliginda %
YK degerleri elde edilmistir (p>0.05). Sahana ve ark.' tarafindan M-EO-CD ve EO-CD
yontemleri ve % 1 (a/h) PVA ¢ozeltisi kullanilarak estradiol-yiklii PLGA
nanopartikiillerinin hazirlandig1 ¢calismada % EE degerleri sirastyla ~% 90 (DCM:EA,
50:50 kullanildiginda), ~% 96 (DCM:EA, 60:40 kullanildiginda) ve ~% 49 (sadece EA
kullanildiginda) olarak saptanmuistir. Basarili bir enkapsiilasyon etkinligi agisindan su
fazinda etkin maddenin diisiik ¢oziiniirliige sahip olmasi ve polimerin hizli bir sekilde
cokmesi/katilasmast gibi faktorlerin ve Ozellikle kullanilan ¢dziiciilerin  fiziksel
ozelliklerinin ¢ok 6nemli oldugu belirtilmistir. EA kismen su ile karigabilir olmasina
ragmen, diisiik buhar basinci nedeniyle yavas bir polimer ¢okmesi ve daha diisiik oranda

bir etkin madde enkapsiilasyonu ger¢eklesmistir. DCM:EA karigimlart ise DCM orani
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arttikca daha yiiksek % EE degerlerine sahip nanopartikiillerin hazirlanmasin
saglamistir. Su ile karismayan DCM’nin ise daha yiiksek buhar basinci nedeniyle su
fazina hizli difiizyonu ve polimer ¢6kmesinin daha hizli ger¢eklesmesi sonucu yiiksek %
EE degerlerinin elde edildigi vurgulanmustir.

Daidzein-yiiklii PLGA ve PLGA-Gelucire® 44/14 nanopartikiilleri i¢in salim
calismalar1 PB (pH 7.4) ortaminda gerceklestirilmis, F2-D, F6-D ve F10-D kodlu
formiilasyonlardan % 50 daidzein saliminin sirasiyla salimin 3. giliniinde ve diger iki
formiilasyon i¢in de salimin ~12. saatinde gerceklestigi saptanmigtir. Ayni
formiilasyonlar i¢in % 100 daidzein salimi sirasiyla salimin 25., 19. ve 21. giinlerinde
gerceklesmistir. Gelucire® 44/14 kullanilarak hazirlanan F4-DG, F8-DG ve F12-DG
kodlu formiilasyonlardan ise % 50 daidzein salimi sirasiyla salimin 7., 1. giinlerinde ve
12. saatinde; % 100 daidzein salimi ise sirastyla salimin 37., 21. ve 20. giinlerinde
gergeklesmistir. Caligmamizda elde ettigimiz salim verilerinin literatiirlerle uyumlu
oldugu goriilmiis, polimer molekiil agirliginin, PLA:PGA oraninin ve nanopartikiil
boyutunun etkin madde salimi iizerinde etkili oldugu saptanmistir. PLA:PGA orani
hazirlanan tasiyici sistemin hidrofilik 6zelligini, degradasyonunu etkiler ve sonug olarak
salim hizinda degisime neden olur. Polimer yapisinda PGA orani artik¢a polimer daha
hidrofilik 6zellik kazanir, daha fazla su absorpsiyonu gergeklesir ve sonug olarak daha
hizli bir degradasyon gerceklesir [degradasyon hizi: PLGA (50:50)>PLGA (75:25)].>>
191. 192 Bununla birlikte, PLGA molekiil agirhigmin artmasiyla polimer zincir uzunlugu
artmakta ve zincir uzunlugundan dolay1 degradasyon daha yavas gerceklesmektedir.
Ayrica, hazirlanan nanopartikiillerin boyutu, etkin madde tipi ve konsantrasyonu,
polimer-etkin madde matriksinin fiziksel 6zellikleri, salim ortaminin pH’s1 gibi faktorler
de tastyic sistemden etkin maddenin salimi iizerinde etkilidir.> Nanopartikiillerin sekli

ve partikiil boyutu acisindan bakildiginda ise salim ortaminda, daha kiigiik boyuttaki
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nanopartikiiler sistemlerin (artan yiizey alanindan dolay1) igerisine daha yiiksek hizda su
girisi sonucu hizli bir etkin madde difiizyonu ve daha hizli bir etkin madde salimi
gerceklesir.  Dolayisiyla, yiizey alani/hacim  oran1  yiiksek olan PLGA
nanopartikiillerinden etkin madde salim1 daha hizli gerceklesir.’> '°> PLGA polimerinin
degradasyon hizi iizerinde ortam pH’s1 da etkilidir. Hafif asidik veya notral ortamlarda
daha yavas bir degradasyon gerceklesirken, alkali ve giiglii asidik ortamlarda
degradasyon hiz1 ise artar.*®

Mittal ve ark.!? estradiol-yiiklii PLGA nanopartikiillerini hazirlayarak polimer
molekill agirliginin ve PLA:PGA oranlarinin in vitro salim iizerindeki etkilerini
incelemiglerdir. Farkli molekiil agirligina ve bilesimine sahip PLGA (50:50, MA: 85000
Da; 65:35, MA: 97000 Da ve 85:15, MA: 87000 Da) polimerleri nanopartikiillerin
hazirlanmasinda kullanilmistir. PLA orami artigtyla salim hizi diismiis, PLGA (50:50);
(65:35), ve (85:15) kullanilarak hazirlanan nanopartikiillerden total etkin madde salimi
sirastyla ~% 55, % 37 ve % 30 oranlarinda salimin 27., 21. ve 18. giinlerinde
gerceklesmistir. Ayrica, farkli molekiil agirligina sahip PLGA (50:50) kopolimerleri ile
hazirlanan nanopartikiillerden ise molekiil agirlig1 artis1 ve matriks yap1 icinde etkin
madde difiizyon hizinin yavaslamasi nedeniyle etkin madde salim hizinin azaldigi ve
stirekli bir salim elde edildigi raporlanmustir.

DSC, etkin madde-polimer etkilesimlerinin incelenmesinde ve polimer
analizlerinde yaygin bir sekilde kullaniimaktadir.'**'% Dubernet'®” polimerik matriks ve
etkin madde arasindaki olas1 etkilesimleri ve bu etkilesimlerin mikrokiirelerin termal
ozellikleri iizerindeki etkilerini incelemis ve takip eden hususlar1 vurgulamistir. Bunlar,
a. Mikrokiire hazirlanmasi sirasinda, eger etkin madde baslangigta ortam i¢inde dagitilir
ve islem sirasinda da bu sekilde devam ettirilirse, o zaman etkin madde polimer matriksi

icerisinde fiziksel olarak siispande olur. Bundan dolay1 polimere ait Tg ve etkin maddenin
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Tm (erime derecesi) degerleri termogramda yer alir. b. Eger etkin madde ilk olarak
¢cOziindiiriiliirse, bu durumda, kat1 ¢ozelti, metastabil molekiiler dispersiyon ve kristal
yapida dispersiyon olmak {iizere 3 olasiliktan bahsedilebilir. Kati1 ¢ozelti durumunda
polimer Tg degerinde diiglis goriiliirken, etkin maddeye ait Tm ise termogramda
goriilmez. Metastabil molekiiler dispersiyon durumunda polimer Tg degeri aynen
korunurken, etkin maddeye ait Tm ise termogramda goriilmez. Kristal yapida
dispersiyonda ise hem polimer Tg degeri hem de etkin madde Tm degeri korunur.
Kopolimer bilesimi, Tg degerini ve kristaliniteyi etkilemektedir. Polimerin
molekiil agirlig ve bilesimindeki PLA oram azaldik¢a polimerin Tg degeri diiser.!>® 198
Tg, sert ve camsi polimerin yumusak ve kaugugumsu durumdaki haliyle dengede oldugu
sicakliga denir.'” Sekil 4.12°de yer alan PLGA (75:25) kopolimerine ait termogram
incelendiginde, Tg degerinin ~55-60 °C civarinda oldugu goriilmiistiir. PLGA (75:25)
i¢in Tg degeri 49-55 °C araliginda degismektedir.'>® 290202 Termogramda gériilen ikinci
pik ise polimerin termal bozunma sicakligi ile ilgili olan keskin endotermik piktir
(Tpik=375.9 °C). Yapilan ¢alismalarda, PLGA (75:25) kopolimerinin 360-371 °C’de
termal bozunmasinin gergeklestigi rapor edilmistir.?! PLGA (50:50) kopolimerine ait
termogramda ise (Sekil 4.13), ~45-55 °C civarinda Tg degerine ait pik ve ~380 °C
(Tpik=379.9 °C) bozunma sicakligi ile ilgili endotermik pik goriilmiistiir. PLGA (50:50)
i¢in Tg degeri 42-50 °C araliginda degismektedir.?*2% PLGA (50:50) kopolimerinin 250
°C’ye kadar termal stabilitesini korudugu, ~355 °C’de ise termal bozunmanin
gergeklestigi rapor edilmistir.?® Baska bir calismada ise, kopolimerin termal bozunmasi
ile ilgili olarak 303 °C ve 360 °C’de olmak iizere 2 pik elde edildigi bildirilmistir.?"’
Daidzeine ait DSC termogrami incelendiginde ise erime derecesi ile ilgili olan
endotermik pik (Tpik=342.1 °C) goriilmiistiir (Sekil 4.11). Daidzein i¢in belirtilen erime

derecesi aralig1 330-340 °C’dir 58 82208
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Sekil 4.14°de yer alan termogramda ise Gelucire® 44/14’iin erime derecesi ile ilgili
olarak ~50 °C civarinda bir pik elde edilmistir. Bu sonug literatiir sonuglari ile uyumlu
bulunmustur.?’> 2!% Karatas ve Bekmezci,’! Gelucire® 44/14’iin DSC analizini
gerceklestirdiklerinde erime derecesi ile ilgili olan piki 50 °C civarinda (Tpik=48.21 °C)
tespit etmislerdir. PLGA (75:25)-daidzein fiziksel karisimina, PLGA (50:50)-daidzein
fiziksel karisimma, PLGA (75:25)-Gelucire® 44/14-daidzein fiziksel karisimina ve
PLGA (50:50)-Gelucire® 44/14-daidzein fiziksel karisimma ait termogramlarda
polimerlere ait Tg ve bozunma sicakliklari, etkin maddenin ve Gelucire® 44/14’iin erime
dereceleri ile ilgili pikler hafif kayma ve ¢akigsmalarla birlikte tespit edilmistir (Sekil 4.15-
Sekil 4.18).

Bos nanopartikiil formiilasyonlar1 (Sekil 4.19, Sekil 4.21, Sekil 4.23, Sekil 4.25,
Sekil 4.27 ve Sekil 4.29), ilgili etkin madde yiiklii nanopartikiil formiilasyonlar1 (Sekil
4.20, Sekil 4.22, Sekil 4.24, Sekil 4.26, Sekil 4.28 ve Sekil 4.30) ile karsilagtirildiginda
PLGA kopolimerlerine ve Gelucire® 44/14’e ait pikler goriiliirken, etkin maddenin erime
derecesine ait pik goriillememistir. Bu durumun, daidzeinin polimerik matriks igerisinde
molekiiler diizeyde dagilmasiin sonucu oldugu séylenebilir.!*’

FT-IR analizi ile yapida var olan ¢esitli baglarin titresim frekanslar1 6lgiilerek
yapidaki fonksiyonel gruplar hakkinda bilgi edinilebilir.'®” Daidzeine ait spesifik bantlar
-OH, -C=0, -C=C, -C-0, -C-H gruplarindan kaynaklanmaktadir.?!!*!* -OH gerilme
titresimleri ile ilgili karakteristik pikler 3600-3200 cm™! (intermolekiiler -OH) ve 3700-
3500 cm! (serbest -OH) araliginda gériilmektedir. -C=0 gerilme titresimleri 1820-1670
cm’!, -C=C gerilme titresimleri 1400-1600 cm™!, aromatik -C-H titresimleri 3010-3100
cm! ve 690-900 cm!' araliklarinda gozlenir. Daidzeine ait FT-IR spektrumu
incelendiginde (Sekil 4.34), -OH grubuna ait gerilme titresimleri 3787.1 cm™! (serbest -

OH) ve 3154.44 cm (intermolekiiler -OH)’de, -C=O grubuna ait gerilme titresimi
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1629.62 cm™’de, aromatik -C=C grubuna ait gerilme titresimleri 1595.51-1459.87 cm’!
araliginda, -C-O grubuna ait gerilme titresimleri 1278.99-1096.74 cm’' araliginda,
aromatik -C-H egilme titresimleri 842.47 cm™’de goriilmiistiir. Bu veriler, literatiir
sonuglariyla uyumlu bulunmusgtur.?!!-213

PLGA kopolimerlerinin FT-IR spektrumlarinda karbonil gruplarina (LA ve GA
yapilarinda yer alan) ait gerilme titresimleri ile ilgili bantlar 1770-1750 cm™! araliginda,
asimetrik ve simetrik -C-C(=0)-O gerilmeleri ile ilgili orta siddette bantlar 1300-1150

cm’!

araliginda (bantlar ester yapilarinin karakterizasyonu agisindan 6nemli) goriiliir.
3500-3450 cm™! araliginda -OH grubuna ait gerilme titresimleri, 3010-2885 cm™! ve 1186-
1089 cm™ araliklarinda sirastyla -C-H ve -C-O gerilme titresimleri, 1450-850 c¢m’!
araliginda -C-H egilme titresimleri gozlenmektedir.!%% 200 201. 214216 pT GA (75:25)
kopolimerine ait IR spektrumunda (Sekil 4.35), -C=0 grubuna ait gerilme titresimi
1750.37 cm™’de, asimetrik ve simetrik -C-C(=0)-C grubuna ait gerilme titresimleri
1320.22-1177.23 cm! araliginda, -C-H grubuna ait gerilme titresimleri 2994.23-2857.14
cm! araliginda, -C-O grubuna ait gerilme titresimleri 1103.03-1083.20 cm™ araliginda, -
C-H egilme titresimleri 1419.91-863.82 cm™! araliginda saptanmustir.

PLGA (50:50)’ye ait spektrum incelendiginde (Sekil 4.36) ise, -C=0O gerilme
titresimi 1751.47 cm™’de, asimetrik ve simetrik -C-C(=0)-C gerilme titresimleri
1381.81-1171.77 cm araliginda, -C-H gerilme titresimleri 2938.83-2862.74 cm’!
araliginda, -C-O gerilme titresimleri 1130.95-1094.98 cm™! araliginda, -C-H grubuna ait
egilme titresimleri 1381.81-841.95 cm™ araliginda tespit edilmistir.

Sekil 4.37°de verilen Gelucire® 44/14¢ ait spektrum incelendiginde, karakteristik
pikler goriilmiistiir. -C=0O grubuna (ester) ait gerilme titresimi 1738.30 cm™’de, -C-H

1

grubuna ait gerilme titresimleri 2923.16-2856.39 cm™ araliginda, -C-O grubuna ait

gerilme titresimleri ise 1146.75-1061.06 cm™ araliginda saptanmigtir, > 20% 210
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Fiziksel karisimlara ait FT-IR spektrumlar1 incelendiginde ise etkin maddeye,
PLGA kopolimerlerine ve Gelucire® 44/14’¢ ait karakteristik piklerin genel olarak
(sadece 1629.62 cm™’deki etkin maddeye ait karakteristik pik PLGA (50:50)-Gelucire®
44/14-daidzein fiziksel karisimi i¢in saptanamamistir) korundugu gorilmiistiir (Sekil
4.38-Sekil 4.41).

F1-B ve F2-D formiilasyonlarina ait spektrumlar incelendiginde (Sekil 4.42 ve
Sekil 4.43), bos nanopartikiil formiilasyonuna (F1-B) ait spektrumdan farkli olarak F2-
D’ye ait spektrumda daidzeinle ilgili oldugu diisiiniilen 3781.51 cm™ ve 479.48 cm™"deki
titresimlerde artig oldugu goriilmiistiir. Sekil 4.44 ve Sekil 4.45°te verilen F3-BG ve F4-
DG formiilasyonlarina ait spektrumlar incelendiginde, F3-BG spektrumundan farkli
olarak F4-DG spektrumunda daidzein varligindan dolay1 -OH gerilme titresimlerine ait
pik 3339.27 cm™’de goriilmiistiir. Ayrica, yine etkin madde varhigindan dolay1, bos
formiilasyona ait spektruma gore F4-DG spektrumundaki piklerin (1454.27 cm™de,
962.99-745.51 cm™ aralifinda gériilen) siddetinde artis oldugu saptanmustir. F5-B ve F6-
D formiilasyonlarina ait spektrumlar (Sekil 4.46 ve Sekil 4.47) karsilastirildiginda ise F6-
D’ye ait spektrumda 1600-1500 cm™ ve 550-400 cm' arahiginda daidzeinden
kaynaklandig1 diisliniilen pikler gorilmistiir. F7-BG ve F8-DG’ye ait spektrumlar
arasindaki farklilik ise F8-DG spektrumunda daidzeinle ilgili oldugu diisiiniilen 3781.51
cm! (-OH gerilme titresimleri) ve 749.85 cm™’deki piklerin siddetinde artisin
goriilmesidir (Sekil 4.48 ve Sekil 4.49). F10-D spekrumunda ise F9-B FT-IR
spektrumundan farkl1 olarak daidzeinle ilgili olarak 2379.54 cm™ ve 2273.22 cm’!, 841.25
cm’de pikler oldugu saptanmustir (Sekil 4.50 ve Sekil 4.51). F11-B ve F12-D
formiilasyonlarina ait spektrumlari karsilastirildiginda ise F12-D spektrumunda 2375.35
cm’l, 1267.77 cm!, 956.64 cm™ ve 842.75 cm™’de daidzeinle ilgili pikler goriilmiistiir

(Sekil 4.52 ve Sekil 4.53). Sonug¢ olarak, hazirlanan nanopartikiiler sistemlere etkin

108



maddenin yiiklendigi sonucuna varilmstir.

Calismamizda hiicre canliligimi degerlendirmek amaciyla MTT ydntemi
kullanilmistir. Noron ve U-87 MG hiicreleri kullanilarak etkin madde ¢ozeltileri (200 uM
ve 300 uM) ile nanopartikiil stispansiyonlarinin (200 uM ve 300 uM daidzeine esdeger
dozda) norotoksik ve sitotoksik etkileri incelenmistir.

Norotoksik etkinin incelendigi calismada, kontrol grubu ile karsilastirildiginda saf
daidzeinin (200 uM ve 300 uM) ve F12-DG formiilasyonunun (200 uM ve 300 uM)
istatistiksel olarak onemli oranda norotoksik etki gosterdikleri saptanmistir (p<0.05).
Diger, nanopartikiil formiilasyonlari (bos ve etkin madde ytiklii) ise kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli bir norotoksik etki gostermemiglerdir (p>0.05). Saf daidzein
dozlarinin (200 uM ve 300 uM) norotoksik etkileri istatistiksel olarak karsilastirildiginda
da aralarinda anlamli bir fark olmadig1 goriilmiistiir (p>0.05) (Sekil 4.54, Sekil 4.55).

Literatiirde daidzeinin ndron hiicreleri iizerindeki etkisini inceleyen az sayida
calisma bulunmaktadir.?'”??° By ¢alismalarin ¢ogunlugunda diisiik dozlarda daidzeinin
ndroprotektif etkili oldugu ifade edilmistir. Ostrojen- veya flavonoid-aracili ndroprotektif
etkide Ostrojen reseptorlerinin de etkili oldugu, ancak daidzeinin noroprotektif etki
mekanizmasmin tam olarak anlasilamadigi raporlanmistir.?!”> 2! Choi ve ark.?!”
tarafindan daidzein (50 uM dozda) ve baicalein (10 uM dozda)’in birlikte kullaniminin
PC12 noronal hiicreler iizerinde ndroprotektif etki sagladigi gosterilmistir. Kajta ve
ark.?!® tarafindan daidzeinin glutamat-aracili toksisite iizerindeki etkileri incelenmis ve
daidzeinin diislik dozlarda (0.1-10 pM) glutamat-aracili nérotoksisiteyi onledigi tespit
edilmistir. Hurtado ve ark.?!® tarafindan yapilan bir ¢alismada ise, daidzeinin (0.05-5 pM)
noron hiicre kiiltiiriinde peroksizom proliferator-aktive reseptor-y (PPAR-y)’y1 aktive
ederek noroprotektif etki sagladigi raporlanmistir.

Linford ve ark.??° daidzeinin 50 uM ve 100 uM dozlarinda nérotoksik etki
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gostermedigini ancak, daidzeinin yapisal analogu olan genisteinin 50 uM dozda dahi
norotoksik etki gosterdigini raporlamiglardir.

Jin ve ark.??! ise primer sican noron kiiltiirlerinde yiiksek konsantrasyonlarda
genistein ve daidzein kullaniminin etkilerini incelemisler ve hiicre hasarini tayin etmek
icinde laktat dehidrojenaz (LDH) testini kullanmislardir. 50 uM dozda daidzein ve
genistein kullanildiginda 24 saatte LDH saliminda (sirasiyla % 90 ve % 67) artis oldugu
ve dnemli oranda hiicre hasar1 meydana geldigi saptanmistir. Ayn1 sekilde, 100 uM doz
icin de ¢aligma yapilmis ve LDH saliminin 30 dakika igerisinde 2.6 (genistein i¢in) ve 3
(daidzein igin) kat arttigi belirtilmistir. Daidzeinin GABAA (y-aminobutirik asit A)
reseptorlerini inhibe ederek glutamat uyariminda artisa ve hiicresel hasara yol acabilecegi
de vurgulanmistir

Daidzeinin lipit peroksidasyonu ve glutatyon konsantrasyonu iizerindeki etkileri
sigan beyninde incelenmis, yiiksek dozlarda kronik daidzein kullaniminin beyin tizerinde
zararli etkilerinin olabilecegi, glutatyon konsantrasyonunda onemli oranda azalmanin
goriildiigii, daidzeinin sadece antioksidan olarak degil ayn1 zamanda pro-oksidan olarak
da etki edebilecegi belirtilmistir.?*

Kanser tedavisinde saglikli hiicrelerin korunarak hastalikli hiicrelerin ortadan
kaldirilmas1 en 6nemli gereksinimlerden birisidir. Konvansiyonel dozaj sekillerine gore
etkin maddelerin yan etkilerinin/toksisitelerinin ortadan kaldirilabilmesi/azaltilabilmesi
nanopartikiiler sistemlerin 6nemli bir istiinliigiidiir. Calismamizda elde edilen verilere
gore daidzein-yiiklii PLGA (75:25) ve PLGA (50:50) nanopartikiil formiilasyonlarinin
(F12-DG-200 ve F12-DG-300 hari¢) ndron hiicrelerini saf daidzeininin toksik etkilerine
kars1 koruduklar1 saptanmistir. Deney sonuglarina gore, PLGA (75:25) ve PLGA (50:50)
nanopartikiilleri norotoksik etki acisindan kendi aralarinda degerlendirildiginde ise

PLGA (50:50) nanopartikiillerinin PLGA (75:25) nanopartikiillerine gore daha
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norotoksik etkili oldugu goriilmekle birlikte formiilasyonlar arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir fark tespit edilememistir (p>0.05; Sekil 4.54 ve Sekil 4.55). Bu durum,
kopolimer bilesiminden ve etkin madde salim hizindaki farkliliklardan kaynaklaniyor
olabilir. Kobayashi ve ark.?*® tavsan korneasinda PLA ve PGA’nin toksisitesini
degerlendirmisler, sonug¢ olarak da PLA’nin PGA’ya gore daha giivenli oldugunu ve
PGA’nin PLA’ya gore daha toksik etki gosterdigini raporlamislardir. PGA’nin hidrolitik
olarak PLA’ya gore daha hizli parcalandigi, bdylece daha hizli GA olustugu, olusan
GA’nin ise uygulama bdlgesinde fiziksel stres olusturdugu vurgulanmistir. Ayrica
GA’nin, LA’ya gore daha fazla asidik etki gostererek kornea bolgesinde inflamasyona
sebep oldugu da ifade edilmistir. Ayrica, doz agisindan da etkin madde yiikli
nanopartikiil formiilasyonlar1 (200 uM ve 300 uM daidzeine esdeger) istatistiksel olarak
karsilastirildiginda da sitotoksik etki agisindan anlamli bir fark bulunamamistir (p>0.05;
Sekil 4.54 ve Sekil 4.55).

Nanopartikiil formiilasyonlarina (bos ve etkin madde yiikli) Gelucire® 44/14
ilavesinin norotoksik etkiyi artirdigi goriilmiis ancak istatistiksel degerlendirme
yapildiginda Gelucire®’li ve Gelucire®’siz formiilasyonlar arasindaki bu farkin anlamli
olmadig saptanmistir (p>0.05). Sadece, F12-DG (200 uM ve 300 uM daidzeine esdeger)
formiilasyonu kontrol grubuna gore anlamli bir norotoksisiteye neden olmustur (p<0.05).

F12-DG formiilasyonunda, PLGA (50:50) ve Gelucire® 44/14’{in bir arada olmasi

norotoksik etkiye katki saglamis olabilir. Yapilan literatiir aragtirmasinda Gelucire®

44/14’1in noronlar tizerindeki toksik etkisiyle ilgili bir ¢aligma saptanamamuistir. Sethia ve
ark.??* tarafindan yapilan bir ¢alismada, Gelucire® 44/14iin farkli konsantrasyonlarinin
(% 0.001, 0.0025, 0.005, 0.1, a/h) Caco-2 hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkisi incelemis,
konsantrasyon artisiyla sitotoksik etkinin arttig1 saptanmaistir.

U-87 MG hiicreleri kullanilarak gergeklestirilen sitotoksisite test sonuglari ise
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Sekil 4.56 ve Sekil 4.57°de verilmistir. Daidzeinin (200 uM ve 300 uM) ve daidzein-
yuklii-tiim nanopartikiil formiilasyonlarinin (200 uM ve 300 uM daidzeine esdeger
dozda) kontrol grubuna gore anlamli bir sekilde sitotoksik etki olusturduklari saptanmistir
(p<0.05). Her iki doz bakimindan da saf daidzein tiim daidzein-yiiklii nanopartikiil
formiilasyonlarindan biraz daha yiiksek sitotoksik etki gostermis, ancak istatistiksel
analizde anlamli fark saptanamamistir (p>0.05). Saf etkin madde ile etkin madde yiiklii
nanopartikiil formiilasyonlar1 arasinda hiicreye alim mekanizmalarinin farkli olmasi,
etkin madde ¢Ozlnilrligini artirict  faktdrler ve etkin maddenin Oncelikle
nanopartikiillerden saliminin gergeklesmesi gerekliligi gibi faktorlerden dolay etkinlik
agisindan farkliliklar olusabilmektedir.??>-*?® Bos nanopartikiil formiilasyonlar1 kontrol
grubu ile karsilastirildiginda aralarinda anlamli bir fark olmadigi goriilmistiir (p>0.05).
Daidzeinin farkli dozlar1 agisindan gerek saf madde gerekse nanopartikiil formiilasyonlari
arasinda sitotoksik etkide anlamli bir fark olmadigi saptanmistir (p>0.05). Polimer
yapisnin [PLGA (50:50) oldugunda] ve Gelucire® 44/14 ilavesinin sitotoksik etki
tizerinde pozitif yonde hafif bir etki yaptig1 goriilmiis, ancak istatistiksel karsilastirma
yapildiginda bu iki faktoriin sitotoksisite agisindan anlamli bir fark olusturmadigi tespit
edilmistir (p>0.05; Sekil 4.56 ve Sekil 4.57).

Yapilan arastirmada, U-87 MG hiicreleri kullanilarak daidzeinin sitotoksik
etkilerinin incelendigi bir ¢aligmaya rastlanmamustir. Daidzeinin farkli glioblastoma
hiicre hatlarinda sitotoksik etkinliginin incelendigi bir ¢alisma tespit edilmistir.!!!

Siegelin ve ark.!!'! tarafindan yapilan bir ¢alismada, daidzeinin (50, 100 ve 200
uM) insan glioblastoma hiicre hatlar1 (human glioblastoma cell line; LN229 ve human
short-term glioblastoma cell line; NCH89) tizerindeki sitotoksik etkileri incelenmis, 50
ve 100 uM daidzein dozlarinin LN229 ve NCH89 hiicrelerinde apoptozisi anlamli bir

sekilde artirmadigi (ancak, 100 uM daidzeinin sitotoksik etkisi TRAIL ile birlikte
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kullanildiginda yiikseldigi) bildirilmistir. Bununla birlikte, sadece 200 uM dozda
daidzein uygulandiginda her iki hiicre hattinda da hiicre 6liimiiniin (~% 30) anlaml1 bir
sekilde yiikseldigi raporlanmig ve daidzeinin glioblastoma hiicrelerinde apoptotik
yolaklar1 inhibe ettigi ve TRAIL ile birlikte kullaniminda ise malign glioma hiicre 6liimii
acisindan Bcl-2’nin anahtar faktor oldugu ifade edilmistir.

Daidzeinin yapisal analogu olan genisteinin (4 uM) karmustin (0-50 pM) ile
birlikte kullanilmas1 sonucu glioma hiicrelerinin biiyiimesi iizerindeki inhibitor etkisi U-
87 MG glioblastoma hiicre hatt1 kullanilarak incelenmis, genistein varliginda karmustinin
sitotoksik etkinliginin énemli derecede artt1§1 saptannugtir.2%’

Lo ve ark.!”! daidzeinin noroblastoma (¢ocuklarda siklikla gériilen periferik
sempatik sinir sistemi tiimorli) hiicrelerindeki antitiimor etkilerini incelemisler ve
daidzeinin hiicre dongiisii ilerlemesini (G2/M fazina) dnleyerek hiicre ¢ogalmasini inhibe
ettigini saptamiglardir.

Daidzein i¢in siirekli bir salim elde edilmesi ve yiiksek dozlarda (200 uM ve 300
uM) daidzeinin norotoksik etkilerinin 6nlenmesi ancak kanser hiicrelerine karsi ise

sitotoksik etkisinin korunmasi acisindan PLGA ve PLGA-Gelucire® 44/14

nanopartikiillerinin faydali olabilecegi saptanmustir.
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6. SONUC VE ONERILER

S6z konusu ¢alismada; daidzein-yiiklii nanopartikiiler sistemler, PLGA ve PLGA-
Gelucire® 44/14 kullanilarak basariyla hazirlanmis ve in  vitro olarak
karakterizasyon caligmalar1 gerceklestirilmistir.

Daidzein miktar tayini i¢in UV-spektrofotometrik yontem gelistirilmis ve analitik
yontem validasyonu gercgeklestirilmistir.

Nano-boyutlu, yaklasik kiiresel sekilli, uygun salim 6zelliklerine sahip tasiyici
sistemler elde edilmistir.

Hazirlanan tiim nanopartikiillerin ortalama partikiill boyutu ve ZP degerleri
sirastyla 198.52+7.04-672.78+70.95 nm (p>0.05) ve -14.70+0.36--0.50+0.34 mV
(p>0.05) araliginda saptanmistir.

Hazirlanan nanopartikiillerin % EE degerleri sirasiyla, % 35.79+3.43-84.85+2.20
(p=0.05) dir.

FT-IR, DSC analizleri kullanilarak etkin maddenin nanopartikiiler sistemlere
yliklendigi saptanmustir.

Hazirlanan nanopartikiiler sistemlerin daidzeinin norotoksik etkilerini azalttig1 ve
daidzeine benzer sitotoksik etki gosterdigi saptanmistir (p>0.05).

Devam ¢alismalarinda, hazirlanan nanopartikiiler sistemlerin in vivo etkinliginin

saptanmasi planlanabilir.
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