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OZET
KUERSETIN’IN SIKLODEKSTRIN NANOPARTIKULLERININ
HAZIRLANMASI ve/N VITRO DEGERLENDIRILMESI
Kadri GULEC
Ileri Teknolojiler Anabilim Dali, Nanoteknoloji Bilim Dals,
Anadolu Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii,Haziran, 2016

Danmigman: Prof. Dr. Miizeyyen DEMIREL

Polifenolik bir flavonoid olan kuersetin (Qu), bitki orijinli antioksidanlarin en
etkililerinden biridir. Klinik denemelerde potansiyel kullanimi olmasma ragmen,
kararlilik problemleri, sudaki ¢oziiniirliigiiniin ve biyoyararlaniminin diisiik olmasi
uygulamalarini sinirlamaktadir. Bu tez ¢alismasinin amaci metil--siklodekstrin (M-p-
CD)’le komplekzasyonu ile Qu’nun sudaki ¢ozinirligiinin, ¢oziinme hizinin,
antioksidan ve antikanser aktivitesinin arttiritlmasidir. Kompleksler dondurarak kurutma
ve evaporasyon yontemleri ile hazirlanmistir. Formiilasyonlarin karakterizasyonu DSC,
XRD, 'H-NMR, FT-IR, SEM, enkapsiilasyon etkinligi, in vitro salim analizleri ile
degerlendirilmistir. Antioksidan aktivite c¢alismalart DPPH testleri ile yiiriitiilmiistiir.
Komplekslerin servikal adenokarsinoma hiicre hatti (HeLa) ve ovaryum karsinoma
hiicre hatt1 (SKOV-3) {izerindeki sitotoksisite analizleri ve HeLa hiicre hatt1 ile akis
sitometrisi ve Hoechst boyamasi analizleri yapilmistir. Analiz sonuglari komplekslerin
sudaki ¢oziliniirliigiiniin, in vitro salim hizinin ve antioksidan aktivitesinin saf Qu’ya
gore sirasiyla 254 kat, ~3 kat ve %10 oraninda arttifin1 gostermistir. Sitotoksik agidan,
hazirlanan formiilasyonlarin hiicre tipine gore farklilik gosterdigi belirlenmistir. L3
formiilasyonun HeLa hiicre hatti iizerindeki sitotoksik etkinin diger formiilasyonlara
gore daha diisiik konsantrasyonda yiiksek sitotoksik etki gostermesine karsin, SKOV-3
hiicre hattinda L4 formiilasyonunun daha sitotoksik oldugu tespit edilmistir. Yapilan
analizlerin istatistiki sonuclar1 elde edilmis, birbirlerine ve siireye gére anlamliliklar
bulunmustur. Formiilasyonlarin kararlilik c¢alismalarinda farkli saklama kosullarinda
(4£1°C, 25£1°C, 40£1°C) tig ay bekletme sonucunda L3 formiilasyonunun daha kararli

oldugu goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Kuersetin, Metil-B-Siklodekstrin, Antioksidan aktivite, Inkliizyon

kompleks, HeLa hiicre hatt1



ABSTRACT
PREPARATION andIN VITRO EVALUATION OF QUERCETIN
CYCLODEXTRIN NANOPARTICLES
Kadri GULEC
Department of Advanced Technologies, Program in Nanotechnology,
Anadolu University, Graduate School of Science,June, 2016

Supervisor: Prof. Dr. Miizeyyen DEMIREL

Quercetin (Qu), a polyphenolic flavonoid, is one of the most effective plant
originated antioxidants. Despite the potential use of Qu in clinical trials, low water
solubility, stability problems and the scarcity of cellular bioavailability limit its
applications. The purpose of thesis study was to enhance aqueous solubility, dissolution
rate, antioxidant and anticancer activity of Qu by complexation with Methyl-p-
cyclodextrin (M-B-CD). Complexeswere prepared by freeze-drying and evaporation
method.The characteristics of the complexes were evaluated by DSC, XRD, 'H-NMR,
FT-IR, SEM, encapsulation efficacy, in-vitro dissolution rate analyses. Antioxidant
activity studies on complexes carried out with DPPH tests.Cytotoxicity assay of the
complexes was performed by cervical adenocarcinoma cell line (HeLa) and ovary
carcinoma cell line (SKOV-3). Hoechst staining and flow cytometry analysis were
performed by HelLa cells line. Analyses results showed that the aqueous solubility,
dissolution rate and antioxidant activity of the complex were increased 254-fold, ~3-
fold and 10 % respectively compared to the pure Qu. Cytotoxic point of view, it was
determined to varythe prepared formulations according to the type of cell line.Although
the formulation of L3 showed high cytotoxic effects at low concentrations according to
other formulations by HelLa cell line, it was found to be cytotoxic L4 formulations by
SKOV-3 cell line.The results of the analysis obtainedwere analysed statistically and the
meaningfulness was found according to each other and duration. L3 formulationstability

was found to be stable at different storage conditions during the three months of storage.

Key Words:Quercetin, Methyl--Cyclodextrin, Antioxidant activity, Inclusion

complex, HelLa cells
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ETiK iLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢alisma oldugunu; ¢calismamin hazirlik, veri toplama
analiz ve bilgilerin sunumu olmak tizere tiim asamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara
uygun davrandigimi; bu c¢alisma kapsaminda elde edilemeyen tiim veri ve bilgiler i¢in
kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakcada yer verdigimi; bu c¢alismanin
Anadolu Universitesi tarafindan kullanilan bilimsel intihal tespit programiyla
tarandigin1 ve hicbir sekilde “intihal icermedigini” beyan ederim. Herhangi bir
zamanda, calismamla ilgili yaptiZim bu beyana aykirt bir durumun saptanmasi

durumunda, ortaya ¢ikacak tiim ahlaki ve hukuki sonuglara razi oldugumu bildiririm.

Kadri GULEC
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

Qu : Kuersetin
CD : Siklodekstrin
HPLC : Yiiksek Performansli Sivi Kromatografi

High Performance (Pressure) Liquid Chromatography

HelLa : Servikal Adenokarsinoma Hiicre Hatt1
SKOV-3 :Ovaryum Kanseri Hiicre Hatt1
ICH : Uluslararas1i Harmonizasyon Komitesi

International Conference on Harmonization
USP : Birlesik Devletler Farmakopesi
United States Pharmacopeia
BSS : Bagil Standart Sapma
DSC : Diferansiyel Taramal: Kalorimetri
Differential Scanning Calorimeter
X-RD : X-Ismi1 Kirinim
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1. GIRIS
1.1. Kanser

Kanser terimi, ilk defa tibbin babasi olarak anilan, Yunan hekim Hippocrates (MO
460-370) tarafindan “Carcinos” ve “Carcinoma” ile ifade edilmistir (http-1). Kanser ile
es anlamli sayilan neoplazma, normal viicut hiicrelerine gore, bir organ veya dokusunda
ortaya ¢ikan, hiicrelerin kontrolsiiz ve diizensiz bir sekilde bdliiniip ¢ogalmasi
durumudur. Kontrolsiiz ¢ogalan bu hiicreler bir araya gelerek tiimor adi verilen kitleleri
meydana getirirler. Normal viicut hiicreleri bir diizen iginde biiylir, boliinerek ¢ogalir ve
Oliirler. Yasamin erken donemlerinde, kisi gelismesini tamamlayana kadar, normal
hiicreler hizla béliinerek cogalirlar. Gelisme tamamlaninca normal hiicreler yalniz
yipranan veya Olen hiicrelerin yerini almak veya travmada tamir islemini
gerceklestirmek igin boliinilir ve ¢ogalirlar. Buna karsilik kanser hiicrelerinin ¢ogalmasi

stirekli oldugundan, tiimor kitleleri de devamli biiyiirler(Boyle ve Levin, 2008).

Koétii huylu olarak nitelendirilen neoplazmalar yiiksek derecede degisim
gosterirler. Kanser hiicreleri ¢evre dokular istila ederek buralari tahrip ederler. Ayrica
kana ve lenf sivisina katilarak, kan ve lenf yoluyla viicudun diger kisimlarina yayilir ve
yeni tiimor odaklarinin olusmasina yol agarlar. Baska doku ve organlarda olusan bu
timor odaklar1 “metastaz” olarak isimlendirilir. Buralarda da kanser hiicreleri
cogalmaya ve timor odaklari biiylimeye devam ederler.Metastaz, invaziv kanser
hiicrelerinin viicuttaki diger organlara yayilmasi olayidir ve kanser vakalarinin %
90’min 6liim ile sonuglanmasina neden olmaktadir. Kanser teshisi konan hastalarin %
50’sinin ise metastaza sahip oldugu gosterilmistir (Apaydin, 2016).

Sik goriilmesi ve oldiirtictiliigliniin yliksek olmasi nedeniyle kanser giiniimiiziin en
onemli saglik sorunudur. Tami olanaklarinin gelismesi ve saglik kuruluglarindan
yararlanma olanaklariin artmasi ile her yil daha ¢ok kanser vakasi teshis edilmektedir.
2012 yilinda diinya iizerinde 14.1 milyon yeni kanser vakas1 meydana gelirken, bunlarin
yaklasik olarak 8.2 milyonu o6liimle sonu¢lanmistir. Kanser sebebiyle gerceklesen
Olimlerin toplam 6lim vakalarinin %14.1°ini olusturdugu tespit edilmistir. Diinya
Saglik Orgiitii 2014 yil1 verilerine gore kanser diinya capinda 6nde gelen 6liim nedeni
olup Oniimiizdeki yirmi yilda sekiz milyondan fazla kanser tanisinin olacagi tahmin

edilmektedir (Oatley ve ark., 2015).
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Sekil 1.1.Kanser olusum semast

Kaynak: (http-4)

Ulkemizde 1970'li yillarda sebebi bilinen 6liimler arasinda 4. sirada yer alan
kanser, son yillarda kardiyovaskiiler sistem hastaliklarindan sonra 2. siraya
yiikselmistir. Erkeklerde en sik rastlanan kanserler nefes borusu, brons ve akciger
(%33), mide (%9), idrar torbasi (%9), kalin bagirsak ve rektum (%8), prostat (%6) ve
larinks kanserleridir. Kadinlarda en sik rastlanan kanserler meme (%24), kalin bagirsak
ve rektum (%9), mide (%7), yumurtalik (%6), nefes borusu, brons ve akciger (%6),
16semi (%)5) ile serviks (%5) ve korpus (%5) kanserleridir (Tuncer, 2009).

Cerrahi, radyoterapi, kemoterapi ve immiinoterapi diinyada kanser tedavisi i¢in
kullanilan dort ana yontemlerdir. Ancak yiiksek toksisite, diisiik biyoyararlanim, diisiik
¢oziiniirlik ve terapotik endeksler, spesifik olmayan biyodagilim gibi sorunlar
nedeniyle geleneksel kanser tedavileri gerekli tedavi siireci ve etkinligini
azaltmaktadir(Masood, 2015). Bu sebeple, tedavide kullanilan kemoterapétik ajanlardan
daha diisiik yan etkilere sahip yeni kemoterapédtiklerin aragtirmalart  kanser

¢aligmalarinin birincil konusudur (Poggi ve ark., 2001).

Kanser arastirmalari, biiyiik dlgiide sebeplerin tespit edilmesi, tiimor olusumunun
engellenmesi, teshisi ve tedavisi i¢in dogru stratejilerin gelistirilmesi yoniinde
ilerlemektedir. Son yillarda yapilan anti-kanser etkili madde calismalarinda
nanoteknolojik tasiyict sistemlerin siklikla kullanildigi goriilmektedir. Arastiricilarin,
tastyict sistemin toksik etki gostermemesi veya en aza indirgenmesi, etkin maddelerin

viicutta biyodagilima ugramasi, yiiksek doz gerektirmemesi, patolojik bolgelere



afinitelerinin diisiik olmasi, non-spesifiktasiyici sistemleri kullanmalarinin en 6nemli

sebepleri arasinda sayilabilir(Ogiing, 2015).

flag tasiyict nanopartikiiller, mikrondan daha kiiciik boyutlarda olup dogal,
sentetik polimerler, seramik ya da inorganik maddelerle hazirlanabilmektedir. Ilac,
nanopartikiil i¢inde ¢dziinmiis olabilecegi gibi nanopartikiiliin yiizeyine adsorbe edilmis
de olabilir. Ayrica yiizeyi modifiye edilerek kan dolasiminda daha uzun siire kalmasi
saglanabilir, aktif ya da pasif hedeflendirme i¢in uygun olarak hazirlanabilir(Singh ve
Lillard, 2009; Soppimath ve ark., 2001)

Nanopartikiiliin yiizeyi anyonik ya da katyonik materyallerle kaplanarak hedef
doku ya da hiicre ile etkilesime giren formiilasyonlar hazirlanabilmesinin faydasi yan
sira ¢ozlinme profili de kontrol edilebilir. Tiim bu 6zelliklerden dolay1 nanopartikiiler
ilag tasima sistemler konvansiyonel ila¢ tasiyict sistemlere gore daha etkin tedavi

saglamaktadir(Hans ve Lowman, 2002).
1.2. Apoptoz

Apoptoz genel olarak hiicrelerin kendi kendilerini yok ettikleri, genlerle
diizenlenen, programli, RNA, protein sentezi ve enerjiye gereksinim duyan,
organizmada homeostazi koruyan bir olaydir. Apoptoz terimi ilk kez 1972’de

Avusturalyali bir patolog olan J.F.K. Kerr tarafindan tanimlanmistir (Ayrim, 2016).

Apoptoz mekanizmasinda olusan herhangi bir bozukluk ya da diizensizlik
istenmeyen sonuglara yol agmaktadir. Insanlarda goriilen norodejeneratif ve otoimmiin
hastaliklarda ve kanser ya da AIDS gibi patolojik durumlarda apoptozun patogenetik
yolunda hatalar olugmaktadir. Apoptoz yoluyla hiicre Oliimiine kromatin
kondenzasyonu, membrantomurcuklarinolusumu, hiicre  yikimlar1 ve DNA
degradasyonu eslik etmektedir (Pinton ve ark., 2008). Apoptoz uyarist ile hiicre
bulundugu ortamdan uzaklasir, komsu hiicrelerle baglantisin1 koparir ve biiziistr,
kromatini yogunlasir, piknotik bir goriiniim alir. Ancak hiicre organelleri yapisal

biitiinliiklerini korur. (Bellamy ve ark., 1995).

Hiicre proliferasyonunda artis ve apoptozda azalmaya bagli olarak kanserin
gelistigi yapilan ¢alismalar sonucunda bilinmektedir. Hiicre 6liimiiniin baskilanmasinin
ardindan hasarli hiicreler birikmekte ve dokuda hasara neden olmaktadir.
Kemoterapotik tedavininardindan hiicreler apoptoza gitmektedir. Bir¢ok anti-kanser

ilag, timor hiicresinin DNA sentezine ve hiicre boliinmesine etki edip apoptozu



tetiklemektedir. Ilag tedavisinedeniyle tiimérlii hiicrenin apoptoza duyarliiginin
degismesinin, ila¢ direnci agisindan 6nemli bir faktér oldugu disiiniilmektedir. Bu
sebeple, kanserin mekanizmasinin aydinlatilmasinda ve kanser tedavisinde en 6nemli
hedeflerden  biri,  neoplastik  hiicrelerde  apoptozu  tetiklemek  oldugu
diistiniilmektedir(Kaya ve ark., 2012)

1.3. Servikal Kanser ve HeLa (insan Servikal Karsinoma) Hiicreleri

Servikal kanser, hem kadinlar arasinda goriilen en yaygin, hem de en yiiksek 6liim
oranina sahip kanser tiiriidiir. 2012 yilinda 528.000 servikal kanser vakasi meydana
gelirken bunlarin 266.000’i oliimle sonuglanmistir. Kanser sebebiyle gerceklesen

oliimlerin %8’ini ise servikal kanser olusturmaktadir (Stewart ve Wild, 2014).

Rahim agzinda hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmasiyla olusan serviks
kanseri viicudun diger kisimlarina yayilabilme 6zelligine sahip bir kanser tiiriidiir (http-
2). Serviks kanseri olusumunda en biiyiik faktériin Human Papilloma Viriis (HPV)
oldugu bilinmektedir. Yiiksek, orta ve diisiik risk kategorilerine ayrilan HPV tiplerinin
tamami1 serviks kanserine sebep olmamaktadir(Sen, 2015). Disiik risk faktori HPV
tipleri olan HPV6 ve 11 condyloma acuminatumadi verilen sigillere sebep olmaktadir
ve nadiren kansere sebep olmaktadir. Bunun aksine HPV 16, 18, 31, 33 ve 45 gibi
yiksek risk faktori HPV tipi olanlarin kanserle iligskisi yapilan caligmalarla
gosterilmistir  (http-5).HPV enfeksiyonu her zaman kanser olusumunda yeterli
olmayabilir. Kanserin olusabilmesi i¢in sigara kullanimi, cinsel yolla bulasan diger
ajanlar ve bazi genetik ve hormonal faktorler gibi bazi yan etkenlere ihtiya¢ vardir

(Caliskan ve ark., 2002).

Servikal kanser nedeniyle takip edilen bir hastanin kanser dokularinin laboratuvar
kiiltiirii ilk defa 1951 yilinda Amerika Birlesik Devletleri’'nde (ABD) basarilmistir.
Henrietta Lack adindaki hasta kanserin yayillmasi sonucu O6lmiis ancak oOliimsiiz
hiicrelerinin kiiltiirii adina atfen, HeLa adi ile diinya genelindeki laboratuvarlara talep
nedeniyle dagitilmistir.Kanser hiicrelerinin  oliimsiiz  olmast ve c¢ok kolay

tiretilebilmeleri ¢alismalarda hiicre kiiltiirii aragtirmalarina hiz kazandirmistir (Akgali,

2010).

HeLa hiicreleri dublikasyon siiresi yaklasik 23 saat olan, bulundugu kiiltiirdeki
diger hiicre hatlarim1 kolayca kontamine edebilen ve diger hiicre hatlarina oranla

oldukga hizli prolifere olabilen hiicrelerdir(Onder, 2013).



1.4. Ovaryum Kanseri ve SKOV-3 Hiicreleri

Epitel ovaryum kanserleri ovaryum malignant neoplazmalarin en genel bilinen
tirtidiir. Epitel ovaryum kanserleri fallopian kanalinin epitelyum tabakasindan ya da
ovaryum yiizey epitelyum tabakasindan orijin almistir(Koshiyama ve ark., 2014).
Bir¢ok epitel ovaryum kanser hastalar1 asemptomatik yollarla karakterize edilmesine
karsin teshis ileri evrede miimkiin olmaktadir. Ileri seviyede tiimor peritonel boslugu
dissemina olmaktadir. ileri-diizeydeki hastalarin ancak %20-30’una 5 yil yasam orani

rapor edilmistir(Braun ve ark., 2000).

[k defa 1973 yilinda 64 yasindaki bir hastadan alman SKOV-3 karsinoma hiicre
hatt1, epitel benzeri morfoloji olan insan yumurtalik kanseri hiicre hattidir. Bu hiicrelerin
difteri toksini, sisplatin ve adriamisin gibi sitotoksik ilaclara karsi direncli oldugu

yapilan ¢alismalarla tespit edilmistir(Fogh ve ark., 1977; Shaw ve ark., 2004).
1.5. Antioksidanlar

Antioksidan, oksit giderici her tiirli kimyasal maddeye verilen addir.
Antioksidanlar, canlilar1 nitrojen tiirii ve reaktif oksijen gibi serbest radikal molekiillerin

oksidatif zararlarina kars1 korur(Karadeniz ve ark., 2005).

Canlilarda, kimyasal siiregler, 0Ozellikle oksitlenme, serbest radikallerin
olusmasmma neden olur. Yiiksek derecede reaktif olan serbest radikaller, farkli
molekiiller ile kolayca reaksiyona girebilmekte ve gesitli kanser tiirleri, kalp-damar
hastaliklari, sinirsel hastaliklar(Alzheimer, Parkinson, Multiple Sclerosis, Down
Sendromu vs.), katarakt ve timor olusumu gibi dejeneratif rahatsizliklara direk veya
dolayli olarak neden olmaktadirlar. Antioksidanlar, canlilardaki serbest radikalleri
notralize ederek hiicrelerin serbest radikallerden etkilenmesini engelleyen veya
hiicrelerin yenilenmesini saglayan maddelerdir. Bu nedenle antioksidanlar serbest
radikallerin hiicrelere zarar vermelerini 6nleme agisindan biiyiilk 6nem tasimaktadir.

(Gtilesci ve Aygiil, 2016; Koca ve Karadeniz, 2005).

Antioksidan 6zelligi kesfedilmis bir¢ok farkli madde vardir. Bu maddelerin bir
boliimii diyetle (6zellikle bitkilerden) alinirken, bir boliimiinii ise viicut kendisi, serbest
radikallere karsi bir savunma sistemi olarak iiretmektedir. Viicudun serbest radikallere
karst savunma olarak iirettigi antioksidanlar; katalaz, glutatyon peroksidaz, ve SOD
(stiperoksit dismutaz) gibi enzimlerdir. Bitkilerde bulunan bazi antioksidanlar asagida

yer almaktadir.



e Alfa tokoferoller (E Vitamini): E vitamini hiicrelerde bulunan ve yagda
¢Oziinen ana antioksidandir. Dogada birbirinden farkli a, B, y, ve 6-tokoferol ile a, 3, v,
ve O-tokotrienol isminde 8 tip vitamin E bulunmaktadir. Plazmada baskin olarak
bulunan ve en yliksek antioksidan aktiviteye sahip olani a- tokoferoldiir. Vitamin E,
insan viicudu i¢in esansiyel olan bir antioksidan bilesiktir ve bu nedenle disaridan
almmas1 gerekmektedir. Ozellikle piring, musir, bugday ve dar1 gibi tahillarda bol
miktarda bulunmaktadir. Bunlarin haricinde ceviz, yerfistigi, badem gibi kuru
yemiglerde, pamuk yagi, misirdzii yagi, aycicegi yagi ve yesil sebzelerde E vitamini
icermektedir(Caylak, 2011).

e Askorbik Asit (C Vitamini): C vitamini kan ve plazmada serbest radikallere
kars1 ilk savunmay1 saglayarak lipit peroksidasyonunu engeller. Ayrica vitamin E’nin
rejenerasyonunu saglayarakvitamin E’nin antioksidan etkinligini artirir. Prooksidan
ozelliklerinden bahsedilmekle birlikte heniiz kanitlanamamistir. Yiksek doz C
vitamininin (2gr) yan etkisi bulunmamakla beraber 6zel bir faydasi da saptanamamustir.
Insan derisinde ultraviyolenin olusturdugu oksidatif strese karsi onleyici olabilecegi
diistiniilmektedir. Yesil yaprakli sebzelerde (ispanak, brokoli vb.), domates,
turunggiller, patates ve meyvelerde C vitamini bulunmaktadir(Dervis, 2011).

e Beta-Karoten: En iyi incelenmis olan tipi gili¢lii bir antioksidan olan f3
karotendir. Karotenin kiigiik bir boliimiiniin A vitaminine déniismesi sayesinde plazma
dengesi saglanmakta ve A hipervitaminoz engellenmektedir.Kirmizi pigment olan f-
karoten ¢ok giiclii bir antioksidan olup, kansere yakalanma riskini azaltmaktadir. Seftali,
kayis1 gibi meyvelerde, 1spanak, brokoli ve havugta bol miktarda bulunmaktadir(Dervis,
2011).

e Koenzim Qio: Hemen hemen tiim dokularda bulunan yagda ¢oziinen, vitamin
benzeri bir maddedir. Hiicrede mitokondriyal elektron tasima zincirinin kofaktoriidiir,
ATP iiretimi i¢in gereklidir ve giiclii lipofilik bir antioksidandir. Pek ¢ok calisma ile
koenzim Quo’un saglik iizerine etkileri arastirilmig, Ozellikle kardiyovaskiiler ve
norodejeneratif hastaliklar1 Onledigi veya tedaviye yardimci oldugu saptanmistir.
Diyetle alinabildigi gibi viicut tarafindan da iretilmektedir. Kirmizi et, balik, soya
fasulyesi yagi, kanola yagi ve susam yagi gibi baz1 dogal yaglar ile brokoli ve
karnabaharda yiiksek oranda bulunmaklabirlikte takviye amagli ticari olarak koenzim
Qqo tabletleri ile de alinabilmektedir(Ercan ve El, 2010).



e Likopen: Yapilan klinik ve epidemiyolojik c¢alismalar ile likopen igeren
gidalarin tiiketiminin basta prostat olmak tizere pek cok kanser tiirii, kalp rahatsizligi,
yaslanma ve diger hastaliklara karsi korunmada Onemli rol oynadigi belirlenmistir.
Ozellikle domateste ¢ok biiyiik miktarlarda likopen bulunmaktadir. Prostat ve kalin
bagirsak kanserlerinin risklerini biiylik oranda diisiirdiigli laboratuvar calismalariyla

kanitlanmistir(Sabbag ve Siiriictioglu, 2011).
1.6. Fenolik Maddeler

Fenolik maddeleri kabaca basit fenolik maddeler ve polifenoller olmak iizere iki
gruba ayirmak miimkiindiir. Meyve ve sebzelerde yaygin olarak bulunan fenolik
maddeler hidroksibenzoik asitler, hidroksisinamik asitler ve flavonoidler olmak iizere
tic kisimda incelenebilirken, flavonoidlerin antosiyanidinler, flavonoller, flavonlar,
izoflavonoidler, flavanonlar, katesinler (flavanol), olmak {iizere alt1 alt grubu

bulunmaktadir (Y1ldiz ve Baysal, 2003).
1.7. Flavonoidler

Sari-beyaz bir pigment olan flavonoid birgok meyve ve sebzede yiiksek oranlarda
bulunmaktadir. Antioksidan &zelliklerinin  yaninda antienflamatuvar, antiviral,
antialerjik, antitrombotik ozellikleri de bulunmaktadir. Bitkilerin ¢ogunda C ve E
vitamininden ¢ok daha fazla miktarlarda bulunduklari i¢in meyve ve sebze agirlikli bir
diyet ile fazla miktarlarda alinabilmektedir. Flavonoid olusumu fenilalaninden hareketle
gerceklesmektedir (Sekil 1-2)(Kahraman ve ark., 2002).
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Sekil 1.2. Fenilalaninden flavonoid olusumu
Kaynak:(Naczk ve Shahidi, 2004, s. 96)



Flavonoidlerin ya da diger adiyla biyoflavonoidlerin biyolojik aktivitelerine
iliskin ilk calisma 1936 yilinda Rusznyak ve Szent.Gyorgyi tarafindan yaymlanmigtir
(Kim M.K. ve ark., 2009). Biyoflavonoidler, fenilalaninden tiirevlenmis fenolik
bilesikler igeren, bitkilerin meyve, tohum, c¢icek ve yapraklarinda bulunan renkli,
yiiksek antioksidan aktiviteye sahip, yapisindaki fenil halkalarina bagli olan hidroksil
gruplarina gore adlandirilan kompleks bilesikleridir (Ciftci ve Yiice, 2013;
Miilazimoglu ve Ozkan, 2008). Arastirmalara gore 4000' in iizerinde oldugu tahmin
edilen flavonoidler c¢ay, elma, sogan, baklagiller, domates ve kirmizi sarapta bol
miktarda bulunmaktadir. Sar1 renkli olmalar1 nedeniyle Latince “Sar1” anlamina gelen

“Flavus” sdzciigiinden tiireyen “Flavonoid” adini almislardir (Kahraman ve ark., 2002).

Flavonoidler, 2-fenil benzopiron (difenil propan) yapisinda (Ce-C3-Cs) 15 karbon
atomlu bilesiklerdir. Bu yapilar1 nedeniyle polifenolik bilesik olarak kabul edilirler.
Flavan c¢ekirdegi ile karakterize edilen flavonoidler iki benzen halkasinin (A ve
B),oksijen iceren bir piren halkasi (C) ile baglanmasi ile olugmaktadir (Capanoglu

Giiven ve ark., 2010). Basit bir flavan ¢ekirdegi yapist Sekil 1-3’de gosterilmistir.

Sekil 1.3.Basit flavonoid yapisi (Flavan ¢ekirdegi)
Kaynak: (Pietta, 2000, s. 1036)

A halkas1 glikoz metabolizmas1 sonucu olusan asetil koenzim A'dan olusan
malonil koenzim A'nin 3 molekiiliiniin kondenzasyonu, B ve C halkalar1 ise yine glikoz
metabolizmast sonucu olusan sikimik asit lizerinden sinnamik asit gibi fenil propanoid
bilesiklerinden olusmustur (Kahraman ve ark., 2002). Flavonoidlerin iskelet yapilari
Sekil 1.4.’te goriilmektedir.

Temel kaynaklari, meyve triinleri (narenciye meyveleri, kusburnu, kayisi, visne,
tizlimler, elma, kus {iiziimli, yaban mersini), sebzeler (sogan, yesilbiber, brokoli,

domates, 1spanak), icecekler (kirmizi sarap, kahve, ¢ay), kahve ¢ekirdegi, soya iiriinleri



ve baharatlardir (Capanoglu Giiven ve ark., 2010). Kaynaklarina gére flavonoidlerin ana

gruplar1 ve bulundurdugu bilesikler Tablo 1.1.’de gosterilmistir.
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Sekil 1.4. Flavonoidlerin iskelet yapilar:
Kaynak: (Lakhanpal ve Rai, 2007, s. 23)

Tablo 1.1.Flavonoidlerin ana gruplari, bilesikleri ve besin kaynagi

GRUP BILESIK KAYNAGI
Sar1 sogan, Kivircik lahana,
Quercetin, Kaempferol, Pirasa, Kiraz, Domates,
Flavonoller Myricetin, Isorhamnetin, Brokoli, Elma, Yesil ve Siyah
Kuerctagetin cay, Siyah Uziim,

Yabanmersini

Naringenin, Eriodictyol,
o ) Portakal Suyu,Greyfurt Suyu,
Flavanonlar Hesperetin, Dihydroquercetin, ]
) o ) o Limon Suyu
Dihydrofisetin, Dihydrobinetin

Tangeretin, Chrysin,

Tricetin,Heptamethoxyflavone, ]
o _ ) Maydanoz, Kereviz,
Flavonlar Nobiletin, Sinensetin,Luteolin,
] ] ] Kirmizibiber
Quercetogetin, Disometin,

Apegenin,




Tablo 1.1. (Devam)Flavonoidlerin Ana Gruplari, Bilesikleri ve Besin Kaynagi

GRUP BILESIK KAYNAGI
Silibinin, Silymarin, Kakao, Kakaolu i¢ecekler,
Flavanoller o ) '
Taxifolin, Pinobanksin Cikolata
. Daidzein, Genistein, Soya peyniri, Soya unu,
Izoflavonoidler o )
Glycitein Soya fasulyesi
(+) Catechin, Gallocatechin, | Cikolata, Fasulye, Kayisi,
(-) Epicatechin, Kiraz, Uziim, Seftali,
Katesinler Epigallocatechin, Kirmizi sarap, Elma sarabi,

Antosiyanidinler

Epicatechin 3-gallate,
Epigallocatechin 3-gallate

Yesil cay,
Siyah c¢ay, Bogiirtlen

Cyanidin, Delphinidin,
Malvidin, Pelargonidin,
Peonidin, Petunidin

Yabanmersini, Frenk
Uziimii, Siyah Uziim,
Kiraz, Erik, Cilek, Kirmizi

sarap,

Kirmizi lahana

Kaynak: (Lakhanpal ve Rai, 2007)

Flavonoidlerin elde edilmesi ¢alismalarinda siklikla ¢oziicii ekstraksiyonu, tayin
caligmalarinda ise kromatografik yontemler kullanilmaktadir. Kullanilacak kaynaga
gore coziicller degismekle birlikte, gelistirilen membran teknolojileri ile de fenolik
maddelerin elde edilmesi miimkiin olmaktadir. Flavonoidlerin elde edilmesi yontemleri

Tablo 1.2.’de 6zetlenmistir(Y1ldiz ve Baysal, 2003).

Dogal iirtinler olan flavonoidlerin saglik {izerinde olumlu etkileri oldugu uzun
zaman Once bulunmustur (Lakhanpal ve Rai, 2007). Flavonoidlerin antioksidatif,
antienflamatuvar, antimikrobiyal, antikarsinojenik, antimutajenik, antidiyabetik ve
hepatoprotektif, kardiyovaskiiler sistemde damar genisletici, spazmolitik, Ostrajenik etki
gibi bircok farmakolojik ve biyokimyasal aktivitelere sahip olduklar1 yapilan
caligmalarla aciklanmistir. Bu nedenle kullanim alanlar1 son yillarda hizla artmaktadir

(Yagcr ve ark., 2008).
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Tablo 1.2.Flavonoid elde etme yontemleri

YONTEM UYGULAMA cozucu KULLANIM ALANI
Metanol,
Coziici
) Aseton, )
Ekstraksiyonu Kekik,
Hekzan, Eter, .
Buhar ) lavanta,Kusyemi,
o Etil asetat, .
) Distilasyonu ) Zeytin ve yapraklari,
Ekstraksiyon Diklorometan, o
Vakum Sarimsak, biberiye,
o Benzen, Tuz )
Distilasyonu o adagay1r Mandarin,
Cozeltisi, Etil
Molekiiler Patates kabugu, ¢cay
o alkol,
Distilasyon
Kloroform, Su
Kolon
) kromatografisi Elma posasi, Aygigegi
Kromatografi )
Stvi kiispesi
kromatografisi
Membran Elma suyu

Kaynak: (Yildiz ve Baysal, 2003)

Flavonoidler en 6nemli antioksidan ve serbest radikal tutucu ve zincir kiricilar
olarak bilinmektedirler (Onyeneho ve Hettiarachchy, 1993; Sotillo ve ark., 1994).
Flavonoidlerin antioksidan 6zellik gosterme kapasiteleri, sulu ortamda serbest radikal
halinde bulunabilme Ozellikleriyle degerlendirilir(Pietta, 2000). Antioksidan
aktivitelerine aromatik -OH gruplarinin baglanma yerleri ve sayilart etki
etmektedir(Elik ve ark., 2007; Miilazimoglu ve Ozkan, 2008).

1.8. Kuersetin

Flavonoid tiirevi olan kuersetin(Qu) flavonoidlerin yapitasi olup serbest radikal
temizleme acisindan potansiyel bir antioksidandir(Cift¢i ve Yiice, 2013). Qu’nun B
halkas1 orto-dihidroksi (katekol grubu), 3,5 ve 7 pozisyonundaki hidroksil ve 4-okso
fonksiyonuyla C2-C3 ¢ift bagdaki biitiin yapisal elemanlar1 antioksidan/antiradikal
ozelliklere sahiptir (Bose ve Michniak-Kohn, 2013). Qu molekiiliiniin yapis1 ve

antioksidan kisimlar1 Sekil 1.5.’te gosterilmistir.
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(A) (B)

Sekil 1.5. Kuersetin molekiil yapist (A) ve antioksidan kistmlar: (B)
Kaynak:(Kroon ve ark., 2004, s. 16, Dajas, 2012, s. 388)

Antioksidatif calismalarin sulu ortamda uygulanmasinin daha dogru olmasina
karsin Quile organik ¢oziiciiler ortaminda da ¢alisilabilmektedir(Miilazimoglu ve
Ozkan, 2008). Calismalar Qu molekiiliiniin hidrofobik kisimlarma bagli fenil halkalar:
ve hidroksil gruplarinin polar pozisyonlar1 nedeniyle amfipatik bir davranig gosterdigini

ortaya koymustur(Srinivas ve ark., 2010).

1.8.1. Kuersetinbilesigine ait fiziksel 6zellikler
IUPAC Adi :3,3',4',5,6-Pentahidroksiflavon

Formiilii :C15H1007

Molekiil Agirhgr  :302.24 g/mol

Yogunlugu :1.799 g/cm?®

Goriiniimii :Sar kristal toz

Erime Noktasi :316 °C (601 °F, 589 °K)

Saklama Kosu :Glines 15181ndan koruyarak oda sicakliginda

Coziiniirliik :Suda hemen hemen hi¢ ¢oziinmez. Alkali ¢oOzeltilerde

¢oziiniir.(http-3).

Narenciye, elma, sogan, maydanoz, adagayi, siyah ¢ay, kirmiz1 sarap, zeytinyagi,
liziim, kiraz, karadut, dereotu, kisnis, rezene yapraklari, brokoli 6nde gelen Qu
kaynaklaridir.
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Qu’nun diisiik ¢oziiniirligii ve buna bagl olarak diisitk emilime sahip olmasi in
vivo olarak farmasétik ve terapotik acidan etkin  bir sekilde kullanilmasini
engellemektedir. Sudaki ¢oztntrligi 7.7 pg/mL, simiile edilmis mide sivisinda 5.5
png/mL, simiile edilmis intestinal sivi igerisinde ise 28.9 pg/mL c¢oziiniirliige sahiptir
(Guo ve ark., 2012). Ayrica yapilan ¢alismalar sonucu Qu’nun biyoyararlaniminin da
olduk¢a diisiik olmasi (ratlarda %17’den, insanlarda %1’den az) nedeniyle in vitro
kosullarin in vivo ortamlara dogrudan uygulamasini zorlastirmaktadir (Gao ve ark.,
2011).

Qu, trozin kinaz inhibisyonu dahil olmak {iizere bir¢ok biyolojik aktivitede
etkindir (Kim M.K. ve ark., 2009). Yapilan son c¢alismalar Qu’nun antioksidan
aktiviteden bagka ¢ok daha fazla etkinlige sahip oldugunu gostermistir. Qu’nun kendi
basina ve bagka molekiiller ile kombinasyonunun malign hiicrelerinin apoptozunu
gerceklestirdigi goriilmiistiir (Chien ve ark., 2009; Yagc1 ve ark., 2008). Bunun yaninda,
Qu’'nun saglikli hiicreleri koruyup kanserli hiicreleri apoptoza gétiirmesi konusunda
hem antioksidan hem de prooksidan etki gosterdigi bulunmustur(Ciftci ve Yiice, 2013;
Miilazimoglu ve Ozkan, 2008). Qu’nun antikanser ajan olarak ¢oklu ilag direncine ters
etkisi oldugu yapilan galismalar sayesinde giiclenmistir(Elik ve ark., 2007). Qu’nun in

vitro farmakolojik etkileri ile ilgili sematik gosterim Sekil 1.6.’da gériilmektedir.

Norodejenerasyon

l Antioksidan }<: Kuersetin >[ Oksidasyon ]

Iskemi ’ ‘ Kanser ‘

v v % A
| |Bnzim Kinaz Inhibisyonu
ROS, | Aktivitesinin [ o J o = o
Selatlama Modiilasyonu ¥ ROS retimi
(Fe**, Ca*) |XO.SOD, [ MAPK. PISK (Kinonlar)
> | |NOS, GPx, vb) > >
[ | l ERK RSK,K vd
= - - : Diizenleyici
Hiucresel S__lnyal Transkn!:.:s:yon A petotin
Redoks Modiilasyonu Faktora Proteinler
Homeostazi | = Modulasyonu | | (Bcl-2, BAD, vb)

Gen Indiiksiyon
Antioksidan N

v
Enzimler, Sag
Kalim Proteinleri| | Apoptoz J
¥ v

[Antiinﬂamasyonr—»i: Sag Kalim ‘ [ Hicre Oliimii ]

Kuersetin
Konsantrasyonu

in vitro S0
25 e
(N = — 3 —

Sekil 1.6.Kuersetin’in in vitro farmakolojik etkileri semasi
Kaynak: (Dajas, 2012, s. 393)

100
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Qu molekiiliiniin, gliyoma(Braganhol ve ark., 2006), osteosarkom(Xie ve ark.,
2011), serviks kanseri(Vidya Priyadarsini ve ark., 2010), prostat kanseri(Hsieh ve Wu,
2009), meme kanseri(Choi ve ark., 2008), kolorektal ksenogrefleri(Priego ve ark.,
2008), miyeloid 16semi(Duraj ve ark., 2005), agiz boslugu kanseri(Kang ve ark., 2010)

ile ilgili literatiirde in vitroantikanser etki ¢calismalari bulunmaktadir.

1.9. Siklodekstrin

1891 yilinda Fransiz bilim adami A. Villiers nisastadan elde ettigi maddelerin
deneysel ¢alismalart sonucunda bunlarin dekstrin olduklarini belirtmis ve "cellulosine"
olarak isimlendirmistir (Brewster ve Loftsson, 2007). Daha sonra Avusturyali
mikrobiyolog Franz Schardinger patates nisastasindan izole ettigi o-dekstrin ve -
dekstrin kristal bilesiklerini tanimlamistir (Loftsson ve Duchéne, 2007). Simdilerde bu
bilesikler ¢ogunlukla siklodekstrinler (CD’ler) (a-siklodekstrin (a-CD), B-siklodekstrin
(B-CD) ve y-siklodekstrin (y-CD)) olarak daha az yaygin olarak siklomaltodekstrin
(yani siklomaltohekzos, siklomaltoheptoz, siklomaltooktoz) ya da sikloamilozlar (yani
sikloheksa amiloz, siklohepta amiloz ve siklooktaamiloz) olarak isimlendirilmektedir
(Tiwari ve ark., 2010).

CD'ler, kimyasal ve fiziksel olarak nisastanin enzimatik modifikasyonu ile
olusturulan molekiillerdir. Lipofilik i¢ boslugu ve hidrofilik dis yiizeyi ile 1,4-a-
glikozidik baglarla baglanmis ve sirasiyla alfa(a), beta(f) ve gama(y) olarak
adlandirilan alti, yedi veya sekiz glikoz birimleri olan siklik glikoz oligomerlerdir. Bu
0zel konfigilirasyonlar1 sayesinde, pek ¢ok lipofilik molekiil ile inkliizyon kompleksleri
olusturabilmektedirler. Dokuz glikoz birimli CD’ler 8-CD olarak adlandirilir ancak
zay1f kompleks olusturma yetenegine sahiptir(Challa ve ark., 2005). a-CD, B-CD ve v-
CD yapilar Sekil 1.7.’de goriilmektedir.

CD’lerin hidrofobik bosluklar1 hem polar hem de polar olmayan kiigiik misafir
molekiil ve polimerler i¢in (guest), konak (host) molekiil olarak uygun bir yapidadir.
Konak molekiilii, misafir molekiilleriyle inkliizyon kompleksi olustururken aralarinda
olusan kuvvetli baglar (Van der Waals, Hidrojen, Hidrofobik vs.) ile misafir molekiiliin

kararliligi artmaktadir (Prabhu ve ark., 2015).
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| 1,69 nm

Sekil 1.7.a, f ve y-CD’ler
Kaynak: (Voncina ve Vivod, 2013)

1970'lerin ortasinda, dogal CD’lerin yapisal ve kimyasal Ozellikleri karakterize
edilmis ve bircok komplekslerle birlikte ¢caligmalart yapilmistir(Szejtli, 1998). CD’lerin
bazi fizikokimyasal 6zellikleri Sekil 1.8.’de goriilmektedir.

Halen, CD’ler endiistriyel ve farmakolojik uygulamalar i¢in kapsamli bir sekilde
calisilmaktadir. CD’ler ilaglarin g6z, mide, bagirsak tahrisini 6nlemek veya azaltmak,
hos olmayan koku ve tatlarin1 ortadan kaldirmak, ilag-ila¢ ya da ila¢ katki maddesi
etkilesimleri 6nlemek igin siklikla kullanilmaktadir (Brewster ve Loftsson, 2007;
Szejtli, 1988).

G )

< B = Ikincil
Hidrofobik iG Hidroksil
Bosluk - o Gruplar

27

Y
Birincil Hidroksil
Gruplar

: . Glikoz _ Boyut(mm) Molekil Cdziiniirlik
Siklodekstrin ¢ o " T ST Agrhgn (g/ 100 mL)

a-Siklodekstrin 6 0.78 137 057 972 14.5
B-Siklodekstrin 7 0.78 1.53 0.78 1135 1.82
v-Siklodekstrin 8 078 1.69 095 1297 23.2

Sekil 1.8. CD ’lerin fizikokimyasal ozellikleri
Kaynak: (Challa ve ark., 2005)
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llagc molekiilleri ve CD’ler ile yapilan inkliizyon kompleksleri, ilaglarmn
¢cOzlinirlik, c¢ozinme hizi, biyoyararlanim, kararlililk ve biyouyumluluk gibi
fizikokimyasal o6zelliklerini olumlu yonde degistirmektedir. CD’ler ayrica sivi
maddelerin toz halde elde edilmesinde, maddelerin mikroorganizmalar tarafindan
parcalanmaya karst korunmasinda ve pigmentler ile maddelerin renginin
maskelenmesinde kullanilirlar. Son zamanlarda, CD’ler kanser hiicrelerinde istenilen
ilag salim davranisi elde etmek ve ilaglarin terapdtik etkinligini artirmak igin biyolojik
uyaranlara yanit veren nanotasiyict amagli fonksiyonel bilesen olarak da

kullanilmaktadir (Del Valle, 2004; Duchéne ve Wouessidjewe, 1990).

Literatiirde CD’ler ile ilgili ¢ok sayida calisma, patent bagvurusu ve konferans
Ozetleri bulunmaktadir. CD’ler, polarizasyonu, boyutu ve biyolojik aktivitelerine gore
siiflandirilabilmektedir. Cogunlukla B-CD ve bunlarin hidroksipropillenmis tiirevi,
asetillenmis y-CD ve bazi 6zel durumlarda a-CD ilag tasiyici olarak kullanilmaktadir.
Sadece hidroksipropillenmis B-CD, siilfobiitillenmis B-CD ve temel y-CD kabul
edilebilir seviyede toksikolojik degerleri nedeniyle parenteral olarak kullanimi soz
konusudur.Genel olarak CD tiirevleri, metil CD, hidroksipropil CD, siilfoalkillenmis
CD ve siilfatli CD sayilabilir. Ticari olarak satilan 100’{in iizerinde siklodekstrin
mevcuttur(Loftsson ve Brewster, 1996; Szente ve Szejtli, 1999).Sekil 1.9. ve Tablo
1.3.’te CD’lerin halkalarinda bulunan -OH gruplarinin konumuna gore elde edilen bazi

CD tiirevleri goriilmektedir.

lisasta
Ca-CD>._ [ cGraz |

(B-CD>— Siklodekstrin

| o
Kimyasal veya

O CD Y Enzimatik Modifikasyo
\.{_(Q/ ;\7\-{_7 nzimati pcdilikasyon
[T Modifiye |
1 _Siklodekstrin |
@®RAMEB> _— / ~_  E&pc-cD>
=8 \ \'\,\
apPBCD> L N CTRIMEBD
— CmEescp> (DIMEB>

= RAMEB - Tesadufi metillenmis B-CD

* HPBCD - Hidroksipropil g-CD

« HEBCD - Hidroksieul -CD

« DIMEB - Heptakis (2,6-dimetil) - -CD

« TRIMEB - Heptakis (2,3, 6-tmimetil) - B-CD

« EPC-CD - Epiklorohidrin ile ¢apraz baglannmg CD

Sekil 1.9.Ana CD ’ler ve tiirevlerinin sentez yollari
Kaynak:(Singh ve ark., 2002)
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B-CD’lerin bosluk caplarinin misafir molekiiller i¢in uygun oldugu yapilan
calismalarla bulunmustur. Bu nedenle B-CD’ler ilag uygulamalarinda biyouyumluluk
acisindan en sik kullanilan CD’ler olmustur. Ancak B-CD’ler ikincil hidroksil gruplari
arasinda molekiiller arasi giiglii hidrojen baglar1 nedeniyle sudaki ¢oziiniirlik ve
inkliizyon kompleksi olusumunda sinirl bir etkiye sahiptir (Ahmed ve ark., 2015).

Tablo 1.3.CD tiirevieri

Siklodekstrin Tirevieri

a B Y
Alkillenmis
_ Metil )

Metil ) Metil
Etil

Biitil Biitil Biitil
Hidroksialkillenmig

Hidroksietil ] o
] ] ) ] ] ] Hidroksietil
2-Hidroksipropil 2-Hidroksipropil ] ] ]
2-Hidroksipropil
2-Hidroksibiitil

Kaynak:(Loftsson ve Brewster, 1996)

1.10. Inkliizyon Komplekslerinin Hazirlanma Yéntemleri
1.10.1. Birlikte ¢oktiirme yontemi

Yaygin olarak kullanilan bu metottaCD sulu ¢ozeltisi karigtirilirken misafir
molekiil veya ¢ozeltisi ilave edilir. Yapilan galismalarda misafir molekiiliin sicaklik
toleransina baglh olarak B-CDkonsantrasyonu %20’ye kadar arttigi goriilmustiir. Cokelti
olugmasint engellemek i¢in CD ve misafir molekiil iceren c¢ozeltisi karistirilarak
sogutulmas1 gerekmektedir. Cokelek, kaptan kaba aktarma, santrifiij veya filtrasyon
yapilarak aliabilir. Bunun haricinde az miktar su, etil alkol, metanol, asetat gibi diger
suyla karigabilen c¢oziiciiler ile yikanabilir. CD’nin belirli miktar suda ¢oziiniirligii
sebebiyle biiylik 6lgekte hazirlama bu yontemin sakincasidir(Del Valle, 2004).

Bu yontemde sadece CD ya da sadece misafir molekiiliin ¢okeltisi olusabilir. Saf
CD ¢o6kmesini engellemek {izere suda ¢Oziiniirliigii olan organik c¢oziiciilerin

kullanilmasi tercih edilebilir(Duchéne ve Wouessidjewe, 1990).
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1.10.2. Piiskiirterek kurutma / dondurarak kurutma (Liyofilizasyon) yontemi

AL tipinde bir faz-¢6ziiniirlik diyagrami olan kompleksler igin piiskiirterek veya
dondurarak kurutma yontemleri ile kurutma yapilabilir(Denli, 2003).Piiskiirterek
kurutma yonteminde sicakligin, akis hizinin, basincin kontrol edilebilmesi giigliigii ve
sicaklik  karsisinda kararli olmayan maddeler igin liyofilizasyon uygun bir
yontemdir(Fukuda ve ark., 1986). Ayrica liyofilizasyon ugucu bilesiklerin kaybini en
aza indirir. Ozellikle 1siya duyarli misafir molekiiller ve hidroksi propil CD
kompleksleri gibi ¢oziiniir kompleksler i¢in kullanigl bir yontemdir (Del Valle, 2004).

Bu yontemlerin daha fazla miktarda iirlin elde edilmesi, ¢oziiniir etkin maddeler
icin uygun olmasi, biiyiik olcekte liretim yapilabilmesi gibi iistiinliikleri vardir. Ancak,
pahali ve zaman alict bir yontem olmasi, elde edilen {irliniin inkliizyon kompleksi
yaninda serbest CD ile serbest etkin maddeyi de igerebilmesi gibi sakincalari da

vardir(Denli, 2003).
1.10.3. Nétralizasyon yontemi

Asidik veya alkali ortamda CD igeren c¢ozelti igerisinde misafir molekiil
¢Oziindiiriiliir ve daha sonra ¢ozelti notralize edilir. Kuvvetli asidik ¢ozeltiler igerisinde

CD’ler lineer oligosakkaritlere hidrolize olabilir (Denli, 2003).
1.10.4. Cimento (Slurry) yontemi

Cimento yonteminde CD’nintamamiyla ¢dziinmesine gerek duyulmadan kati
maddenin %50-60 kadar1 su eklenip karistirilir. Bu sekilde sulu faz ¢ozelti CD agisindan
doygunluga ulasacak ve misafir molekiilleri ¢ozelti igerisinde CD ile kompleks
olusturacaktir. CD kompleksi sulu fazi doyuracagi i¢in sulu fazin disina kristalleserek
cokelek olusturacaktir. CD kristalleri tekrar ¢oziinecek ve sulu fazi tekrar doygunluga
ulagtiracaktir.  Kompleks  birlikte  ¢oktirme  yonteminde  oldugu  gibi
toplanabilmektedir(Del Valle, 2004).

Metodun en biiylik avantaji organik ¢oziicii kullanilmadan yiiksek verim,
reaktoriin biiylik 6lgekte kullanilabilmesi ve harcanan su miktarinda saglanan azalmadir.

Ancak birlikte ¢oktiirme yontemine gore daha az saf olmasi yontemin sakincasidir.
1.10.5. Pasta yontemi

Cimento yOnteminin varyasyonu olarak uygulanabilen pasta metodunda, az

miktarda su ile diisiik olgeklerde havan ve havaneli, biiyiikk lgeklerde ise yogurma
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makinesi kullanilarak misafir molekiil CD ile karigtirilir. Olusan kompleks dogrudan
kurutulur(Del Valle, 2004).

1.10.6. Nemli karistirma ve 1sitma yontemi

Suyun ¢ok az kullandig1 ya da hi¢ kullanilmadigibu yontemdeCD ve misafir
molekiiliindeki su miktart kuru kiitle iizerinde en fazla % 20-25’i kadardir. Misafir
molekiil ile CD birlikte karistirilir,kapali kap icerisinde 100°C’ye kadar 1sitilirve
¢ikarilip kurutulur. Her misafir molekiil i¢in eklenilen su miktari, karistirma derecesi ve

1sitma siiresi uygun hale getirilmelidir (Ak¢akoca ve Atav, 2006).
1.10.7. Ekstriizyon yontemi

Nemli karistirma ve 1sitma yonteminin tiirevi olan bu yontemde CD, misafir
molekiilii ve su 6nceden ya da ekstriidere eklenirken karistirilabilir. Karistirma derecesi,
1sitma miktar1 ve siiresi kontrol edilmelidir. Su miktarina bagl olarak, ekstriide edilen
kompleks kendi kendine kuruyabildigi gibi kurutma i¢in firinda kullanilabilir. Stirekli
bir islem olmas1 ve ¢ok az su kullanilmasi bu yontemin iistiinliikleri arasindadir. Isiya
dayaniksiz olan misafir molekiiller bu yontem ile dekompoze olmasi nedeniyle

kullanilmamaktadir(Del Valle, 2004).
1.10.8. Ogiitme yontemi

Bu yontemde su ve organik ¢oziicii kullanilmadan misafir molekiil ve CD birlikte
ogitiilerek dinamik ve termodinamik etkilesimleri sonucu inkliizyon kompleksler
olugmaktadir. Basit ve hizli bir yontemdir. Coziicii gerektirmemesi, bliylik Olcege
uyabilen bir yontem olmasinin getirdigi Ustilinliiklerin yani sira, biitiin etkin maddelere
Uygulanamamasi, az miktarda inkliizyon kompleksin olusmasi, hatta olusan tozun
fiziksel karisim olabilme riskinin olmasi, nemli ortamlarda inkliizyon kompleksinin

parcalanmasi gibi sakincalart vardir (Denli, 2003).
1.11. inkliizyon Komplekslerinin Analiz Yontemleri

CD’ler ¢ok sayida misafir molekiiller ile inkliizyon kompleksi olusturmasi, kati
veya ¢oOzelti halinde kompleks elde edilebilmesi nedeniyle bir¢ok alanda ve
aragtirmalarda tercih edilmektedir. Misafir molekiillerin CD ile baglanmasi kalici
degildir. Kompleks olusmast sirasinda kullanilan su, kimyasal madde ve CD
konsantrasyonu ve miktarina bagl bir denge s6z konusudur(Basaran, 2008).

Kat1 durumda misafir molekiil uygun kosullar altinda CD’nin bosluguna yerlesir.

Bu durum misafir molekiiliin fizikokimyasal &zelliklerinde degisime neden olur. Bu
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degisimlerin incelenebilmesi i¢in ¢esitli analiz yontemleri s6z konusudur. Bu yontemler

inklizyon kompleksinin kat1 veya c¢ozelti halinde olmast durumuna gore farklilik

gostermektedir(Bekers ve ark., 1991).

1.11.1.

Kati durumda inkliizyon komplekslesmesinin saptanmasinda kullanilan

yontemler
X- Isint Kirinimi Y 6ntemi
Termoanalitik Yontemler
o Termogravimetri ve diferansiyel termogravimetri
o Diferansiyel taramali kalorimetri
o Diferansiyel termal analiz
o Cikan gaz analizi
o Termoanalitik sistem
Ince Tabaka ve Kagit Kromatografisi
Infrared (IR) Spektroskopisi
Taramal1 Elektron Mikroskobu (SEM)
Islanabilirlik ve Coziiniirliik Testleri
Cozelti halinde inkliizyon komplekslesmesinin saptanmasinda kullanilan
yontemler
Spektroskopik Yontemler
o UV/goriiniir Spektroskopisi

o

Floresan Spektroskopisi
o Dairesel Dikroizm Spektroskopisi
o NMR Spektroskopisi
o Elektron Spin Rezonans
pH-potansiyometrik Titrasyon
Elektrokimyasal Yontemler
Mikrokalorimetri
Coziiniirliik Yontemi

Yiizey Gerilimi Teknigi (Singh ve Bharti, 2010)
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2. MATERYAL
2.1. Cahismada Kullanilan Maddeler

Asetik Asit: Riedel-de Haén, (Seelze, Almanya), Metil-Beta-Siklodekstrin (M-B-CD):
Sigma-Aldrich, (Steinheim,Germany),Qu: Sigma-Aldrich, (Steinheim,
Germany),Etanol: Sigma-Aldrich, (ABD),Metanol: Merck, (Darmstadt, Almanya),Fetal
Bovine Serum (FBS): Biochrom, (Germany),Penisilin streptomisin soliisyon: Gibco,
(ABD),MEM non EAA: Gibco, (ABD), Sodyum hidroksit (NaOH): Merck,(Almanya),
Tripsin: Biochrom,(Almanya),Anneksin V-Floresanizosiyanat(FITC)/Propidyum Iyodiir
(PI) apoptoz kiti: BD, (ABD),Dimetilsiilfoksit (DMSO): Applichem, (Almanya),[3-
(4,5-dimethylthiazol-2)-2,5-diphenyl  tetrazolium  bromid)]  (MTT):Applichem,
(Almanya),2,2-diphenyl-1- picrylhydrazyl (DPPH): Fluka, (Steinheim, Germany)

2.2. Calismada Kullanilan Cihazlar

Buzdolab1: Argelik No Frost, (Tiirkiye),Diferansiyel Taramali Kalorimetri: Shimadzu
DSC-60, (Japonya),Doner Buharlastirici: Buchi, (Japonya),Erime Derecesi Tayin
Cihazi:Electrothermal 9300, (ABD),Liyofilizator: Leybold-Heraeus Lyovac GT-2,
(Almanya)Etiiv: ~ Niive  FN500,  (Tiirkiye),Fouriyer ~ Déniisimlii  Infrared
Spektrofotometresi: PerkinElmer Spektrum 2000, (ingiltere),Zeta Potansiyel Analiz
Cihazi: Nano Zetasizer ZSMalvern Instruments, (Ingiltere), UV-Vis spektrometre:
Shimadzu UV-160A, (Japan), Hassas Terazi: Ohaus, (Isvigre),Inkiibatdr: Niive EN120,
(Turkiye),Manyetik Karistirici:Heidolph MR 3001 K, (Almanya),Niikleer Manyetik
Rezonans  Spektrofotometresi: ~ UltraShield CP  MAS NMR, (Brucker,
Almanya),Taramali Elektron Mikroskobu: FESEMSUPRATM 50 VP ZEISS,
(Almanya)pH metre: WTW Profi Lab pH 597, (Almanya),Saf Su Cihazi: Millipore,
(Fransa),Ultrasonik Banyo: Elma T470/H, (Singen, Almanya),X-Isin1 Kirinim Cihazt:
XRD-Rikagu  D/Max-3C, (Japonya),Yatay Calkalayici:WiseShake = SHR-1D,
(Korea),Yiiksek  Performansli  Sivi  Kromatografisi(HPLC):Shimadzu  20-A,
(Japonya),Azot Tanki: Taylor, Wharton (Almanya),Karbondioksitli(CO2’li) etiiv: Hera
Cell 240 Thermo Scientific, (Almanya),Derin dondurucu (-20°C):Argelik No Frost,
(Turkiye),Floresan mikroskop:Leica, (Almanya),Laminar kabin (Steril Kabin): Heal
Force, (Cin),Enzim Baglilmmunosorbent Yontem (ELISA) reader: BioTek ELx800,
(US),Su banyosu: Niive BM302, (Tiirkiye)
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2.3. Hiicre Hatt1
HeLa (A3, CRL-2570, ATCC, ABD)(Servikal Adenokarsinoma) hiicre hatti

Anadolu Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii'nden temin edilmistir. SKOV-3
(Insan OvaryumAdenokarsinoma) hiicre hatti izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii
Biyoteknoloji ve Biyomiihendislik Anabilim Dali Baskani Saym Prof. Dr. Volga

Durmus’un laboratuvarindan temin edilmistir.
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3. YONTEM
3.1. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisinde Validasyon Calismalari

Yiiksek basingli sivi kromatografisinde (HPLC) wvalidasyon c¢alismalarinin
yapilmasi, sonraki analizler ig¢in biiyilk 6nem tasimaktadir. Validasyon ile analitik
calismalardan dogru, gilivenilir ve tekrar edilebilir veriler elde edilmesini saglanir.
Uluslararast Harmonizasyon Komitesi’nin (ICH) analitik islem validasyon yonergeleri
kullanilarak dogrusallik, kesinlik, dogruluk, 06zgiinlik, duyarlilik gibi analitik
parametreler analiz edilip, istatistiksel olarak degerlendirilmistir (ICH, 2005).
Analizlerde kullanilan ¢alisma kosullariTablo 3.1.’deverilmistir(Gao ve ark., 2011;
Zhao ve ark., 2011).

Tablo 3.1.HPLCc¢alisma kosullar:

Cihaz Shimadzu LC-20 AT

Kolon Agilent, 4.6 x 150 mm, 5 um C18

Firin Sicaklig 40°C

Hareketli Faz Metanol: Su: Asetik Asit (%5°1ik) (65:33:2)
Detektor Diode Array

Calisilan Dalga Boyu 373 nm
Akis Hizi 1 mL. dk*!
Enjeksiyon Hacmi 25 ulL

3.1.1.Dogrusallik (Linearity)

Dogrusallik, yapilan analitik caligmalarin tim c¢alisma boyunca dogrusal bir
iligkisi olup olmadiginin test edilmesidir. Dogrusallik ¢alismasinda, belirlenen aralikta
analizi yapilacak maddenin farkli konsantrasyonlarda ornek icermesi durumunda
kromotagramda olgiilen pik alani ile dogru orantili olmasi beklenmektedir. Farkli
konsantrasyonlarda elde edilen pik alanlari1 sayesinde tiim ¢alisma boyunca kullanilacak
standart egrinin (dogru denklemi) belirlenmesini saglanir. Boylece daha sonraki
caligmalarda tespit edilen herhangi bir pik alanmin dogru denklemi yardimiyla

konsantrasyonunun belirlenmesi miimkiindiir(ICH, 2005).
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Dogrusallik ¢alismasi i¢in Qu’nun hareketli faz ile 100 pg/mL konsantrasyonunda
hazirlanan stok ¢ozeltisinden seyreltmeler yapilarak 1-12.5-25-37.5-50-62.5-75 pg/mL
konsantrasyonlarda ¢ozeltiler elde edilmistir. Her bir konsantrasyondaki ¢6zelti HPLC

ile analiz edilmis ve calismalar ticer kez tekrarlanmastir.

3.1.2. Dogruluk (Accuracy)

Dogruluk, kullanilan analitik yontem ile elde edilen deney sonuglarinin gergek
degerlere olan yakinhigidir ve % geri kazanim olarak ifade edilir(ICH, 2005).
Dogrulugun belirlenebilmesi igin, 3 farkli konsantrasyonda (25-37.5-50ug/mL) 6rnekler
hazirlanmis, HPLC ile analiz edilmisve her bir konsantrasyon i¢in 6 tekrar yapilmistir.
Dogru denklemi ile hesaplanan miktarlar, ger¢ek miktarlarla karsilastirilmis; sonuglar,

% geri kazanim, standart hata (SH) ve standart sapma (SS) olarak verilmistir.

3.1.3. Kesinlik (Precision)

ICH validasyon yonergesine gore kesinlik, giin i¢i, giinler aras1 tekrarlanabilirlik
ve tekrar elde edilebilirlik olarak yapilir. Giin i¢i tekrar edilebilirlik ayni islem
kosullarinda ve kisa zaman araliginda ayni stok ¢ozeltinin en az 6 tekrar veya farkli 3
konsantrasyonun 3 tekrar1 sonucunda kesinligini, gilinler arasi tekrar edilebilirlik
birbirinden bagimsiz analizlerin, farkli gilinlerde, baska analistler, kullanilan farkl
malzeme ve araglar gibi degiskenlerle dahi kesinligini ifade eder. Tekrar elde
edilebilirlik validasyon igin zorunlu bir parametre degildir. Farkli laboratuvarlarda
analizin tekrar edilmesi sonucunda iki analizin kesinliginin bir gostergesidir(ICH,

2005).

Giin i¢i tekrar edilebilirlik i¢in drnekler 3 farkli konsantrasyon (1-37.5-75pg/mL)
ve her biri 6 tekrarli olacak sekilde analiz edilmistir. Giinler aras1 tekrar edilebilirlik i¢in
de ayn1 kosullarda farkli giinlerde analizler yapilmistir. Elde edilen veriler SH, SS ve %

95 giiven araliginda (CI) verilmistir.

3.1.4.Secicilik (Specificity)

Secicilik karisim igerisindeki tek bir maddenin, formiilasyonda ya da ortamda
bulunan diger maddelerin varliginda, derisiminin tam ve dogru olarak
belirlenebilecegini gosteren en dnemli analitik parametrelerden biridir. Tek bir bilegsen
icin yapilan Ol¢lim, ortamda bulunabilecek diger bilesenlerden (yardimecir maddeler,

biyolojik 6rnekteki endojen bilesikler, etkin maddenin bilinen metabolitleri, safsizliklar,
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bilinen veya bilinmeyen bozunma driinleri) kaynaklanabilecek girisimden
etkilenmemelidir(ICH, 2005).

Yontemin segiciligini belirlemek amaciyla; Qu’nun hareketli fazdaki ¢ozeltisi, Qu
icermeyen B-CD/sulu ¢ozeltisi ve Qu igeren B-CD/sulu ¢ozeltisi HPLC cihazi ile analiz

edilmistir.

3.1.5. Duyarhlik (Sensitivity)

Kullanilan analitik yontemin diisik konsantrasyonlari dedekte edebilme
yetenegine duyarlilik denir. Duyarlilik, saptama ve miktar tayini sinir1 olmak iizere iki
cesittir. Saptama sinir1 (Limit of detection=LOD), standart madde sinyalinin geri plan
giiriiltiisiinden ayrilabilmesi i¢in gerekli olan en diisik madde miktaridir. LOD’yi

belirlemek i¢in birgok yontem vardir.

e (Gorsel degerlendirme

e Sinyal-Giiriiltii (Signal-Noise)

e Elde edilen cevabin ve egimin standart sapmast
o Bos orneklerin standart sapmasi

o Kalibrasyon egrisinin kullanilmasi

Duyarlilik ¢aligmalarinda, sistemin kantitatif sinirlar icerisine girmeyen en diisiik
derisimi olan saptama smir1 (LOD) degeri asagidaki Esitlik3.1 yardimiyla

hesaplanmustir.

3.3 x BSS
LOD = ——— (3.1)
m
Burada, BSS: y ekseni kesim degerlerinin standart sapmasi, m: korelasyon

denkleminin egimidir (ICH, 2005).

Miktar tayini sinir1 (Limit of Quantitation=LOQ), standart maddenin giivenilir
sekilde dogru Sl¢limiiniin yapilabilmesi i¢in gerekli olan en diisiik madde miktardir.
LOD’nin belirlenmesi i¢in kullanilan yontemler, LOQ icin de gegerlidir ve asagidaki

Esitlik3.2 ile hesaplanmustir.

LOQ _ 10 x BSS (32)

m
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LOD ve LOQ degerlerinin hesaplanmasi i¢in, regresyon dogrusunun egimi ve y-

kesisim degerlerinin standart sapmas1 kullanilmstir.

ICH’nin bildirisine gore, validasyon ¢alismalarinda saglamlik/tutarlilik, sistem
uygunluk testi, pik morfolojisi, teorik tabaka sayisi (N), kuyruklanma (T) ve asimetri
faktorii (As), kapasite faktorii (k°), secicilik faktorii (a), ayrim giicti (Rs), pik yiiksekligi
veya alanin % bagil standart sapmasi gibi parametreler de test edilebilmektedir. Ancak
calismada yeni bir yontem gelistirilmedigi ve halihazirda literatiir taramasi ile tespit
edilen metod modifiye edilerekkullanildigi igin, calismada bu parametreler test

edilmemistir.

3.2. Coziiniirliik Calismalar:
3.2.1.Qu’nun saf su ortamindaki ¢oziiniirliik tayini

Saf Qu’nun saf sudaki ¢6ziiniirliik tayini igin, 5 mg Qu, 5 mL saf su bulunan
behere konularak ultrasonik banyoda, oda sicakliginda 30 dakika galkalanmistir. Cozelti

0.2 um poliamid filtre ile siiziilerek analiz yapilmistir. Deney ii¢ defa tekrar edilmistir.

3.2.2.Qu’nun 1:4 etanol: su ortamindaki ¢oziiniirliik tayini

Saf Qu’nun 1:4 etanol: su karisimindaki ¢oziiniirliik tayini i¢in, 5 mg Qu, 5 mL
1:4 etanol: su bulunan behere konularak ultrasonik banyoda, oda sicakliginda 30 dakika
bekletilmistir. Cozelti 0.2 pm poliamid filtre ile siiziilerek analiz yapilmistir. Deney li¢

defa tekrar edilmistir.

3.2.3.Qu/M-B-CD’nin faz ¢coziiniirliik tayini

Faz ¢oziinlirlik ¢alismalari Higuchi-Connors yontemine gore gergeklestirilmistir
(Higuchi ve Connors, 1965). On calismalarda, denge siiresinin tespiti igin 24, 48 ve 72
saat calkalama sonrasi¢coziinen Qu miktar1 sonuclar1 arasinda anlamli bir farklilik
olmadig1 gozlendiginden denge siiresi 24 saat olarak secilmistir. 2-18 mM artan
konsantrasyon araliginda M-B-CD igeren 1:4 etanol:su (h/h) igerisine, asir1 miktarda(5
mg) Qu ilave edilmistir. Siispansiyonlar oda sicakliginda 300 rpm’de24 saat yatay
olarak ¢alkalanmistir. Fotokimyasal bozunmanin dnlenmesi igin, siseler islem sirasinda
aliminyum folyo ile sarilmistir. 24 saat sonunda denge elde edildikten sonra, numuneler
toplanmis ve ¢oziinmemis kati maddelerin ayrilmasi i¢in 0.2 um poliamid filtreden
gecirilmistir. Orneklerin yeterli seyreltmeleri yapilarak HPLC ile analiz edilmistir. Her

deney ti¢ defa gergeklestirilmistir.
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3.3. Inkliizyon Komplekslerinin Hazirlanmasi

Inkliizyon kompleksleri hazirlanirken iki farkli yontem kullanilmistir. Qu/M-p-
CD faz c¢oziiniirlik tayininden elde edilen 1:1 molar orani kullanilarak modifiye
liyofilizasyon ve evaporasyon yontemleri kullanilarak inklizyon kompleksleri

hazirlanmustir.

3.3.1. Modifiye liyofilizasyon yontemi
48 mL etanol icerisinde 0.453 g Qu ve 48 mL ultra saf su icerisinde 1.965 g M-p-

CDgoziindiiriilerek ¢ozeltiler karistirtlmis ve sonra oda sicakliginda yatay calkayicida
1siktan korunarak 300 rpm’de 24 saat ¢alkalanmustir. 24 saatlik denge siiresini takiben
0.2 um poliamid filtre ile filtre edildikten sonra doner buharlastiricida 50 °C su
banyosunda 100 mbar basing altinda etanoliin buharlagmasi saglanmistir. Daha sonra
filtrat bir gece -20 °C’de bekletilmis, liyofilize edilmisve elde edilenformiil L1 olarak
kodlanmistir(Bilensoy ve ark., 2007).

Farkli parametreleri denemek amaciyla, asagidaki calismalar ile yontemde degisik
uygulamalar kullanilmustir. Tlk olarak benzer sekilde 1:1 molar oranda hazirlanan ¢ozelti
karisiminin, yatay calkalayicida denge siiresince c¢alkalanmasindan sonra kisa bir siire
stv1 azot tankinda bekletilmis ve liyofilize edilmistir. Elde edilen liyofilize 6rnek L2
olarak kodlanmistir. Diger bir uygulamada, denge siiresince ¢alkalama sonrasi alinan
¢ozelti bir gece -80 °C’de dondurulmus ve daha sonra liyofilize edilmistir. Elde edilen
liyofilize 6rnek L3 olarak kodlanmistir. Bir baska formiilasyonda ise 1:1 molar oraninda
etanol ve su yerine sadece su ile ¢ozelti hazirlanmis, denge siiresince calkalama
sonrasinda da -80 °C’de dondurularak liyofilize edilmistir. Elde edilen formiilasyon SS

olarak kodlanmistir. (Corciova ve ark., 2015).

3.3.2. Evaporasyonyontemi

48 mL etanol igerisinde 0.453 g Qu ve 48 mL ultra saf su icerisinde 1.965 g M-B-
CD ¢oziindiiriilmesi ile hazirlanan ¢o6zeltilerin  karisimi, denge siiresince yatay
calkalayicida calkalandiktan sonra50 °C sicak su banyosunda 100 mbar basing altinda
doner buharlastiric1 ile kurutulmustur.Daha sonrakalan nemi uzaklastirmak igin 40

9C°de bir gece bekletilmistir. Formiil L4 olarak kodlanmustir(Sri ve ark., 2007).
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3.3.3.Plasebo formiil

48 mL ultra saf su igerisinde 1.965 g M-B-CD ¢oziindiiriildiikten sonra 48 mL
etanol ile karistinnlmistir. Karisim oda sicakliginda yatay calkayicida 1siktan korunarak
300 rpm’de 24 saat calkalanmis, bir gece -80 °C’de bekletildikten sonra liyofilize
edilmistir. Hazirlanan tiim kompleksler kullanima kadar nem ¢ekmemesi igin

desikatorde tutulmustur.

3.4. Yiikleme Verimliligi

Hazirlanan komplekslerde yiiklenen ilag miktarinin (Y.1.) tespit edilmesi igin 1
mL mobil faz igerisinde 1 mg formiil ¢oziindiiriilmiis, elde edilen ¢ozelti 1: 10 oraninda
mobil faz ile seyreltilerek HPLC caligsma kosullarinda analiz edilmistir. Yiiklenen ilag
miktart yiizdesi igin Esitlik3.3’den faydalanilmigtir(Das ve ark., 2010; Gupta ve ark.,
2010).

Kompleksteki 6lgiilen Qu miktart

%Y.I.= x 100 (3.3)

Kullanilan Qu miktart

3.5. Zeta Potansiyeli

Notral ylikteki dispers faz ile nanopartikiillerin ¢esitli iyonlar igeren yiizeyi
arasindaki elektriksel potansiyel farki zeta potansiyeli olarak adlandirilmaktadir(Zidan
ve ark., 2007). Zeta potansiyeliille  nanopartikiil  kararliligi  oldukga
iliskilidir.Nanosiispansiyonlarda yiiksek yiizey potansiyeli partikiiller arasindaki
kohezyonu azaltir dolayisiyla yiiksek kararlilikla sonuglanir(Singh ve Lillard, 2009).

Hazirlanan Qu/M-B-CD formiilasyonlarinin zeta potansiyel analizleri, pH 7.4
fosfat tamponundaki dispersiyonlarinin Malvern Zetasizer Nano-ZS cihazi ile analiz
edilmesi sonucunda elde edilmistir. Olgiimler tek kullanimlik zeta hiicrelerinde, 25
C’de oda sicakliginda yapilmistir. Analizler ii¢ tekrarli olarak yapimistir. Elde edilen

verilerin istatistik analizleri Anova Two-Way yontemi ile yapilmistir.
3.6. Fizikokimyasal Karakterizasyon

Fizikokimyasal karakterizasyonu  i¢in  pargactk  biyiikliigi,parcacik
biiyiiklikdagilimi (PDI = Polydispersity Index), termal analiz (DSC = Differential
Scanning Calorimeter), X-1s1n1 kirinimi (X-RD = X-ray Diffraction), Fourier doniisiimlii
kizilotesi spektroskopisi (FT-IR = Fourier Transform Infrared Spectroscopy), proton

niikleer manyetik rezonans (*H-NMR = Proton Nuclear Magnetic Resonance) ve alan
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emisyon taramali elektron mikroskobu (FESEM = Field Emission Scanning Electron

Microscope) analizleri gergeklestirilmistir.

3.6.1. Parcacik bityiikliigii ve PDI (Polidisperslik indisi)

Ilag tastyici sistemlerin parcacik biiyiikliigii cok onemlidir. Partikiil biiyiikliigiine
gore ilag tasiyici sistemler farkli doku ve organlarda birikmektedir(Gaumet ve ark.,
2008). lIyi bir ilag tastyici sistemin parcacik biiyiikliigii kan damarindansizmayacak
kadarbiiyiik, mononiiklear fagositik sistem tarafindan dafark edilmeyecek kadar kiigiik

olmalidir(Singh ve Lillard, 2009).

Formiilasyonlarin karakterizasyonunda ila¢ yiikleme, ila¢ salim ve stabilitesini
etkiledigi i¢in parcacik biylkligi ve dagilimi Onemlidir.Hazirlanan Qu/M-p-
CDkomplekslerinin parcacik biiyiikliikleri pH 7.4 fosfat tamponundaki dispersiyonlari
kullanilarak lazer difraksiyon teknigi ile Malvern Zetasizer Nano-ZS cihazindatespit
edilmistir. Ol¢iimler 25 °C’de oda sicakliginda ii¢ tekrarli olarak yapilmustir. Elde edilen

verilerin istatistiksel analizleri Anova Two-Way yontemi ile yapilmustir.

3.6.2.DSC (Diferansiyel taramah kalorimetri)

Qu, M-B-CD, fiziksel karisim (PM) ve inkliizyon komplekslerin termal analizi,
DSC kullanilarak belirlenmistir. 10 duyarhlikla tartilan yaklasik 5 mg agirhigindaki
ornekler, aliiminyum 6rnek kabinda basingla sikica kapatilarak50 mL.dk* azot akis hizi,
10 °C.dk* sicaklik artisi ile 30-350°C araliginda bos aliiminyum referansa kars1 analiz

edilmis ve orneklerin termogramlar: elde edilmistir.

3.6.3. XRD (X-151m1 kirmimi)

X-1sim1 kirinim  analizleri, 2-40 °C araliginda, 40 kV voltaj, 20 mA akim
siddetinde ve 2 °C.dk? ilerleme hizinda Rikagu jeneratdr kullanilarak yapilmis ve

karakteristik X-1gin1 kirmim pikleri incelenmistir.

3.6.4.FT-IR (Fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopisi)

FT-IR analizlerinde 400-4000 cm™ arasinda spektrumlar alinmistir.

3.6.5.'H-NMR (Proton niikleer manyetik rezonans)
'H-NMR spektrumlari, Bruker NMR cihaz1 (500 MHz) (ABD) kullanilarak elde

edilmistir. Bu ¢alismada, Qu’nun sudaki ¢oziintirligiiniingok diisiik olasi nedeniyle
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uygun ¢Ozliniirligi elde etmek igindrnekler dotoro dimetilsiilfoksit kullanilarak

hazirlanmistir.

3.6.6.FESEM (Alan emisyon taramah elektron mikroskobu)

3-4 kV voltaj altinda 5.00 K X ve 2.00 K X biiyiitme ile alan emisyon taramali

elektron mikroskobu kullanilarak numunelerin fotomikrograflari alinmistir.

3.7. In Vitro Sahm Calismasi

Salim caligsmalar1 50 mL pH 1.2 ortaminda 1 mg saf Qu ve esdeger miktarda Qu
iceren kompleksler ile yapilmistir. Calisma 37 °C’de, 100 rpm karistirma hizinda
manyetik karistirict ile gergeklestirilmistir. Onceden belirlenen zaman araliklarinda (5-
10-20-30-60-90-120 dakika) 1 mL 6rnekler alinmis Ve ortama ayni1 hacimde taze ortam
stvist ilave edilmistir. Ornekler 0.2 pm poliamid filtreden siiziilerek HPLC ile analiz

edilmistir. Deney ti¢ tekrarli olarak yapilmistir(Wu ve ark., 2008).

3.8. Coziinme Profillerinin Benzerliginin Arastiriimasi

Istatistiksel agidan ¢dziinme profillerinin “yeterince yakin” olup olmadigmin
degerlendirilmesine yonelik olarak, resmi otoritelerce de kabul edilen, f1 (fark etkeni)
ve f2 (benzerlik etkeni) olarak isimlendirilmis iki yontemgelistirilmistir(Agabeyoglu,
2007).

Cozinme hiz1 profillerinin  fark etkeni ve benzerlik etkeni degerlerinin

hesaplanmasinda Esitlik 3.4 ve Esitlik 3.5’ten faydalanilmaktadir.

£ = {—2?:;'Rf‘Tt'}x 100 (3.4)
t=1 Rt
-1
f> = 50log <\/1 + %Z?ﬂ(Rt — Tt)2> x 100 (3.5)

3.9. Antioksidan Aktivite Testi

DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil), organik c¢oziiciiler i¢inde serbest radikal
tireten siddetli renk veren nitrojen radikalidir. Antioksidan tarafindan DPPH serbest
radikaline proton transferi reaksiyonu, 517 nm’ deDPPH ’tan kaynaklanan mor rengin
absorbansinin azalmasina neden olur. Bu silire¢ goriiniir alanda spektrofotometre ile

absorbans sabitlenene kadar takip edilir. DPPH konsantrasyonunu yariya diisiiren
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numune miktar1 pg/mL cinsinden belirlenmekte ve 1Cso degeri olarak ifade

edilmektedir(Carmona-Jiménez ve ark., 2014).

Indirgenme reaksiyonu renksiz bir ¢dzelti olusturularak elde edilen Qu varliginda
meydana gelir. Aktif maddelerin antioksidan &zelliklerini belirlemek adina DPPH
kullanimi hizli ve kolay bir yol saglamaktadir(AnandamveSelvamuthukumar, 2014;
Coneac ve ark., 2009).

Bu nedenle saf Qu ve komplekslerinin antioksidan aktivitesi DPPH ile in vitro
olarak degerlendirilmistir. Calismada DPPH etanol ¢ozeltisi 0.2 mM’lik bir
konsantrasyonda hazirlanmistir. 1 mL igerisinde 1 pg ve 5 pg Qu iceren etanol bazli saf
Qu ve kompleksleri 1 mL DPPH stok cozeltisine eklenmistir. Karistmin reaksiyonu
tiretmesi i¢in 30 dakika boyunca oda sicakliginda ve karanlik bir ortamda inkiibasyona
birakilmigtir. Absorbans 517 nm’ de UV-Vis spektrofotometre ile 6lgtilmiistiir(Kumari
ve ark., 2010).Orneklerin serbest radikal yiizdeleri asagidaki Esitlik3.6 ile
hesaplanmustir(Wu ve ark., 2008).

Kontrol Abs(517)—0rnek Abs(517)

0 | =
Yo Etki Kontrol Abs(517)

x 100 (3.6)

3.10. Kararhhk Cahsmalari

Qu saf maddesi, PM, secilen formiilasyonlar (L1, L3 ve L4), 3 aylik bir depolama
siiresi boyunca farkli sicakliklarda (4+1°C, 25+1 °C, 40+1 °C)ve 1siktan etkilenmeyecek
sekilde saklanmustir. Bu siire zarfinda ve sonunda bozunmadan kalan % Qu miktarlari,
parcacik Dbiiyiikliikleri, parcacik biyiiklik dagilimlari ve zeta potansiyelleri analiz

edilmistir.
3.11. Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

Servikal adenokarsinoma hiicreleri (HeLa), % 20 fetal bovine serum (FBS), % 1
penisilin-streptomisin ve % 4 sodyum bikarbonat igeren Eagle's Minimum Essential
Medium (EMEM) besi yeri igerisinde, % 5 COz i¢ atmosfere sahip inkiibatérde 37 °C de
kiiltiirde tutulmustur. Her 3 giinde bir hiicreler tripsin/EDTA soliisyonu ile muamele

edilerek 1:3 oraninda alt kiiltiirlere ayrilarak pasajlanmistir.

SKOV-3 hiicreleri % 10 FBS, % 1 penisilin-streptomisin, % 1 L-glutamin i¢eren
DMEM besi yerinde, % 5 CO2’li etiivde 37°C’de kiiltiir ortaminda tutulmustur.
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Hiicreler 1 X tripsin-EDTA soliisyonu ile her 3 giinde bir 1:3 ile 1:6 oranlar1 arasinda alt

kiiltiirlere ayrilarak pasajlanmislardir.

3.11.1. MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum bromid)

Bu tez calismasi kapsaminda sitotoksisite testi olarak MTT yoOntemi tercih
edilmistir. MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromiir) suda
¢oOziinebilen sar1 bir tetrazolyum tuzudur. MTT’nin formazan kristaline dontisii Sekil
3.1.’de gosterilmistir.  MTT yontemi suda ¢Oziinebilir tetrazolyum tuzlarinin
mitokondriyal siiksinat dehidrogenez enzimi tarafindan suda ¢6ziinmeyen koyu
mavi/mor renkli formazan kristallerine donistiiriilmesi prensibine dayanmaktadir. Canli
hiicre sayis1 olusan MTT formazan miktar1 ile dogru orantilidir ve kolorimetrik olarak

olgtilmektedir(Stockert ve ark., 2012).

Qu ve Qu ile hazirlanmis formiilasyonlarin (L1, L3, L4, SS) ve plasebo formiiliin
hiicre canlilif: iizerine etkilerinin arastirilmasi igin 8 x 10° hiicre/mL de olacak sekilde
hazirlanan HeLa ve SKOV-3 hiicre siispansiyonlarindan, 100 pL alinarak 96 kuyucuklu
hiicre kiiltiirii tabakalarina aktarilmistir. Daha sonra hiicrelere 50, 100, 200, 300, 500,
1000 ve 1500 pg/mL konsantrasyonlarinda Qu ve diger formiilasyonlar eklenerek Hela
hiicre hatt1 i¢in 37°C’de 24 ve 48 saat siire ile SKOV-3 hiicre hatt1 i¢in 37°C’de 24 saat
inkiibe edilmislerdir. Bu siirelerin sonunda iki kere fosfat tamponu ¢ozeltisi (PBS) ile
yikama yapilmis ve her kuyucuga 20 pL MTT boyas: (stok konsantrasyonu 5 mg/mL)
ilave edilerek hiicreler 37°C’de 2 saat daha inkiibe edilmislerdir. Bu siire sonunda
hiicrelerden MTT boyasi1 uzaklastirilmis ve her bir kuyuya 200 uL. DMSO eklenerek 10
dakika karistiricida bekletilmistir. Renk degisimi, ELx800 Bio-Tek plaka okuyucusunda
540 nm dalga boyu ile 6l¢iilmiistiir.

CH5
CHs3
/S/ S)YCH:’
X \ = FN
)§N

Hs
N*'il Z :N._.H
< >—<\ —> < >—<\
N—N +2H N—N/
S)
Br @ HBr
MTT MTT formazan

Sekil 3.1.MTT bilesiginin formazan kristallerine déniigiimii
Kaynak:(Stockert ve ark., 2012)
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Maddeler ile muamele edilmeyen kontrol hiicre canliligt % 100 olarak kabul
edilerek, deney hiicrelerinin canlilik oranlar1 % olarak ifade edilmistir. Deney sonuglari
pozitif kontrole goére degerlendirilmistir. Deneyler her seferinde dort bagimsiz
kuyucukta gergeklestirilmekle birlikte iki kez tekrarlanmistir.Elde edilen verilerin

istatistiksel analizleri Anova Two-Way yontemi ile yapilmistir.

3.11.2. Anneksin V-FITC/PI yontemi ile apoptoz belirleme

Hiicreler, 24 saat siire ile Qu ve Qu formiilasyonlari ile 37°C’de, %5 COz iceren
etiivde inkiibe edilmislerdir. Inkiibasyon sonrasinda hiicreler soguk PBS ile iki kez
yikanmis ve sonra 1x 10%hiicre/mL olacak sekilde baglanma soliisyonu ile diliie
edilmiglerdir. Hiicrelere 5 uL. Anneksin V-FITC ve 5 pLpropodyum iyodiir (PI) ilave
edilerek oda sicakliginda karanlik bir ortamda 15 dakika inkiibasyona tabi tutulmustur.
400 pLAnneksin-V baglanma ¢o6zeltisi ilave edilmis hiicre ¢ozeltisi akim sitometri
tiiplerine aktarildiktan sonra bir saat igerisinde analiz edilmistir. Erken ve ge¢ apoptotik

hiicre miktar1 pozitif kontrole gore hesaplanmistir.

Anneksin V-FITC kompleksinin hiicre yiizeyindeki fosfotidil serine baglanma
orani akis sitometri ile kantitatif olarak belirlenebilmektedir. Canli hiicreler; FITC (-),
Pl (-); erken apoptotik hiicreler FITC (+), PI (-); ve ge¢ apoptotik veya nekrotik
hiicrelerFITC (+), PI (+) seklinde boyanmaktadir(Kockx ve ark., 1998; Overbeeke ve
ark., 1998; Tesarik ve ark., 1998). Bolgeler ve anlamlar1 Sekil 3.2.’de gosterilmistir.

ERKEN GEC APOPT./
CANLI APOPTOTIK NEKROTIK 1ot 4217 5.91
X - X, X
- - -

. * ¥ % ¥ 3

. A

. B

=1

* e Kk 4 * F
@ Plazma Membram: ® Fosfotidil Serin

*'_ Anneksin V-FITC ® Propodyum fyodiir o 10¢ 10 ) 10°
Anneksin V-FITC

Sekil 3.2.4Apoptozun akim sitometrisi ile analizi

Kaynak: (http-6)
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3.11.3. Hoechst boyama

Apoptozun floresan mikroskop ile gosterilmesi i¢in Hoechst 33342 (Bisbenzimit)
ile isaretleme yapilmustir. 24 kuyucuklu plakalara 1x10° hiicre/mLolacak sekilde ekilen
hiicreler madde ilavesi sonras1 24 saat %5 CO2 37 °C’de etiivde inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonras1 % 1 soguk PBS ile 2 defa yikanan hiicreler %4 liik paraformaldehit
ile tespit edildikten sonra %1 PBS icindeki 1 pg/mL konsantrasyonundaki Hoechst
33342 (Bisbenzimit) ile 15 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan %]1°’lik
PBS ile yikamasi yapilan 6rnekler, Leica floresan arastirma mikroskobunun A filtresi

ile incelenerek DFC295 kamera ile fotograflanmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Bu béliimde, analitik yontem validasyonuna ait sonuglar, formiilasyon bilesenleri
ve formiilasyonlarin fizikokimyasal 6zelliklerine ait bulgular ve formiilasyonlarm in

vitro galisma verileri sunularak sonuglari tartisilmistir.

4.1. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisinde Validasyon Calismalar:

HPLC 6n ¢alismalarinda hareketli faz olarak, uygun pik morfolojisi ve alikonma
zamanmin elde edildigi Metanol: Su: Asetik Asit (%5°lik) (65:33:2) hareketli fazi ile
calisilmasina karar verilmistir.Pik sekli ve alikonma zamani i¢in kolonun 6zelliklerine
uygun olarak 1.0 mL/dk akis hizinda ¢alisilmistir.Enjeksiyon hacmi, kolon kosullarina
uygun olarak validasyon galismalarinda ve analizlerde 25 pL olarak uygulanmistir. Tim
HPLC caligmalar1 40 °C kolon sicakliginda yapilmistir.Yapilan literatiir taramalarindan
yola ¢ikarak 4.6 x 150 mm, 5 um C18 kolon tercih edilmis ve tiim ¢alisma bu kolon ile
yapilmistir (Gao ve ark., 2011; Zhao ve ark., 2011).

4.1.1.Dogrusallik (Linearity)

Qu’nun hareketli faz icindeki ¢o6zeltileri hazirlanarak HPLC ile analizleri
yapilmistir. Calismada Qu’nun 1-12.5-25-37.5-50-62.5-75 pg/mL konsantrasyonlari
kullanilmistir. Her bir konsantrasyonda elde edilen kromatogramlardaki pik alanlari
(mAU) yardimiyladogrusallik grafigi ¢izilmis ve dogrusallik denklemi ile regresyon
karesi hesaplanmistir. Saf Qu’ya ait kromatogram Sekil 4-1’de, yapilan analizlerin

konsantrasyona bagli mAU degerleri Tablo 4.1.’de gosterilmistir.

mal
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Sekil 4.1.Saf Qu’ ya ait kromatogram
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Tablo 4.1.SafQu ’nun HPLC analizi ile elde edilen mAU degerleri

Qu Kon. PIK ALANLARI (mAU)
(ng/ mL) 1.Seri 2.Seri 3.Seri Ortalama + SH*
1 85419 98951 96748 93706 + 3422.77
125 1262002 1266478 1401401 1309960 + 37345.40
25 2345443 2765161 2752217 2620940 + 112512.69
37.5 3673665 3992332 3906073 3857357 + 77699.03
50 5009996 5209487 5115369 5111617 + 47045.42
62.5 6211674 6468050 6375023 6351582 + 61181.45
75 7354668 7775891 7833055 7654538 + 123160.64

*SH: Standart Hata
Yapilan calisma sonucunda dogru denklemi;y = 101594.13 x + 32806.86ve

regresyon karesi;R? = 0.9999olarak hesaplanmistir. Dogrusallik grafigi Sekil 4.2.’de

gosterilmistir.
8,E+06
6,E+06
=)
T 4,E+06
Pz
<
-
< 2 E+06 y = 101594.13x + 32806.86
R? = 0,9999
0,E+00
0 10 20 30 40 50 60 70 80

KONSANTRASYON (ung/mL)
Sekil 4.2. Saf Qu’ya ait dogru grafigi

4.1.2.Dogruluk (Accuracy)

25-37.5-50 pg/mL konsantrasyonlarina ait HPLC ile gergeklestirilen 6’sar
analizin  sonuglar1  dogru  denklemi yardimiyla geri kazamim  yOniinden

degerlendirilmistir. % 100 + 2 araliinda elde edilen geri kazanim sonuglarina gore
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yontemin dogrulugunun kabul edilebilir oldugu tespit edilmistir (Tablo 4.2.)(ICH,

2005).

Tablo 4.2.Saf Qu 'nun HPLC ile elde edilen % geri kazanimlar:

Qu (ng/mL) Geri Kazanim (ng/mL) % Geri Kazanim
25 25.4752 +£9.3972 £ 5.4255 101.9009
37,5 37.6454 +£4.3264 + 2.4978 100.3877
50 49.9912 + 1.9646 + 1.1343 99.9824

n=6, Ort + SS + SH, SS:standart sapma

4.1.3. Kesinlik (Precision)

Analitik yontemin kesinligi ile ilgili tekrarlanabilirlik ve tekrar elde edilebilirlik

olgiitlerinin degerlendirildigi farkli konsantrasyonlarda yapilan dlgiimlerde, % varyans

katsayilart % 2’nin altinda ise kullanilan yontemin kesinligi kanitlanmis denebilir(ICH,

2005). Literatiir ayrica tekrarlanabilirlik igin maksimum % 3, tekrar elde edilebilirlik

icin maksimum % 5 degerini vermektedir(Shabir, 2003).Kesinlik ¢aligmasina ait

analizler farkli ii¢ giinde, tigkonsantrasyonda (12.5-37.5-75 pg/mL) yapilmigs ve RSD

degerleri sirasiyla 3 ve 5’den kiiciik bulunmustur.

Tablo 4.3.Saf Qu 'nunl ug/mLkesinlik icin elde edilen mAU degerleri

Giin ici n=6 Giinler Arasi
1 ug/mL
1. Giin 2. Giin 3. Giin n=18
Ortalama 98337.00 99071.00 94384.00 97264.00
Standart 764,40 3020,52 1305,00 1696,64
Sapma
Standart Hata 312,07 1233,12 532,76 692.65
RSD 1,2778 5.0963 2,3216 2,8986
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Tablo 4.4.Saf Qu’'nun 37.5 ug/mL kesinlik i¢in elde edilen mAU degerleri

37.5 pg/mL Giin ici n=6 Giinler Arasi
1. Giin 2. Giin 3. Giin n=18
Ortalama 3701351.00 3803808.00 3913388.00 3806182.00
Standart Sapma 17102,88 24679,15 20285,41 20689,15
Standart Hata 6982,22 10075,22 8281,48 8446,31
RSD 0,5107 0,7169 0,5726 0,6001

Tablo 4.5.Saf Qu’'nun 75 ug/mL kesinlik i¢in elde edilen mAU degerleri

75 pg/mL Giin ici n=6 Giinler Arasi
1. Giin 2. Giin 3. Giin n=18
Ortalama 7448690.00 7655808.00 7820020.00 7641506.00
Standart Sapma 9257.43 34970.70 28260.30 24329.49
Standart Hata 3779.32 14276.73 11741.34 9932.46
RSD 0,1367 0,5025 0,4046 0,3480

4.1.4.Secicilik (Specificity)

Secicilik ¢aligmasi i¢in hareketli faz, hareketli faz ile hazirlanan Qu ve M-B-CD
¢ozeltisine ait analizler HPLC ile yapilmistir. Hareketli faz ve M-B-CD ¢ozeltisine ait
kromatogramlarda Qu’nun alikonma zamaninda (Retention Time=Rt = 2.585 dakika)
pik goriilmedigi i¢in yontemin se¢ici olduguna karar verilmistir. Secicilik ile ilgili

kromatogramlar Sekil 4.3.’te gosterilmistir.

4.1.5. Duyarhhlik (Sensitivity)

Kullanilan analitik yontemin diisiik konsantrasyonlar1 saptayabilme yetenegi olan
duyarliligin tespitinde LOD ig¢in esitlik 3.1, LOQ igin esitlik 3.2 ile hesaplanan LOD ve
LOQ degerleri sirastyla 1.61 ug/mL ve 4.89 pg/mL’dir. Bu degerlerin validasyonu
gerceklestirilen calisma araligina gore yliksek olmasi nedeniyle LOD ve LOQ degerleri
deneysel olarak yeniden belirlenmis ve sirastyla 1x 10* pg/mL ve 1 pg/mL olarak tespit

edilmistir.
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Sekil 4.3. Secicilik ile ilgili kromatogramlar

4.2. Coziiniirliik Calismalar

Yapilan ¢alismalara gore Qu’nun saf su ortamindaki ¢oziiniirlikk oran1 0.3330 +
0.333 ug/mL (Ortalama + SH), 1:4 etanol : su ortamindaki ¢oziiniirliik oran1 ise 0.092 +
0.092 pg/mL olarak bulunmustur. Her bir ¢alisma iicer defa tekrarlanmistir.

4.3. Faz Coziiniirlik Calismalar:

Faz c¢oziiniirlik caligmalar1 ile elde edilen faz ¢oziiniirlikk diyagrami, ¢ozelti
icindeki CD konsantrasyonu ile ¢oziinen Qu miktar1 arasinda dogrusal bir iligki
oldugunu gostermistir. Bu dogrusal iliski ile hesaplanan regresyon Kkaresi;R? =
0.99290larak bulunmustur. Cozelti igindeki CD konsantrasyonuna karsilik ¢oziinen Qu
miktarlarinin  grafige gecirilmesi ile elde edilen diyagram Sekil 4.4.te
goriilmektedir.Higuchi ve Connors’a gore ¢oziiniirliik diyagrammin Actipi oldugu
bulunmus, Qu ve M-B-CD’nin 1:1 molar oranlarda inkliizyon kompleksi
olusturabilecekleri tespit edilmistir(HiguchiveConnors, 1965).

Artan M-B-CD konsantrasyonuna bagli olarak ¢izilen ¢oziiniirliik faz diyagrami
ve Esitlik 4.1 kullanilarak hesaplanan stabilite sabiti (Ks) 3078 M olarak bulunmus ve

molekiiller aras1 giiglii bir baglanma oldugu sonucuna varilmistir.

__ Egim

K. =
N So

x(1 — Egim) 4.1)
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Sekil 4.4.Faz ¢oziiniirliik diyagrami (n=3)

Optimum  stabilite  sabitlerinin ~ 100-1000  Maraliginda  oldugu
bilinmektedir(Corciova ve ark., 2015). Bulunan stabilite sabiti, diger Qu ¢alismalarinda,
Sri ve ark.(Sri ve ark., 2007), Borghetti ve ark.(Borghetti ve ark., 2009), Carlotti ve
ark. nin(Carlotti ve ark., 2011)HP-B-CD icin 272 M, B-CD i¢in 230 M ve M-B-CD
icin 434 M olarak raporladiklar: stabilite sabiti degerlerdendaha yiiksektir. Bununla
birlikte Kim ve ark.’nin(Kim ve ark., 2009) Heptakis (2,6-di-O-methyl) f-CD (DM-p-
CD) icin bildirdikleri 7024 M degerinden ise énemli dlgiide kiigiiktiir.

Calismadan elde edilen bulgular ile Qu'nun baglanmasindaki artis ile ¢oziintirliik
artisinin ortaya ¢iktig1 sonucuna ulasilmistir. DM-B-CD ve M-B-CD molekiil olarak, -
CD’den daha derin bosluklara sahiptir. Bu nedenle, bu sekilde modifiye edilmis
CD’lerin ¢oziindiirme verimliligi, f-CD’den daha yiiksektir (Kim ve ark., 2009).
Ayrica, DM-B-CD’de (M.S:=2), M--CD’den (M.S.=057) daha fazla metil gruplarinin
varligi nedeniyle DM-B-CD’de ¢6ziiniirliik artis1 saglayan yer degistirme derecesi M-3-
CD’den daha biiyiiktiir(Carlotti ve ark., 2011).

4.4. Inkliizyon Kompleksleri

Formiilasyonlara ait verim degerleri elde edilen kuru komplekslerin kiitlesi ile
baslangicta kullanilan Qu/M-B-CD’nin toplam kiitleleri iizerinden hesaplanmis ve L1,
L2, L3 ve L4 formiilasyonlari i¢in sirasiyla % 74.79, 62.63, 63.61 ve 88.44 olarak
bulunmustur. Kompleksler iizerinde yapilan sudaki ¢6ziiniirliik orami tespitine yonelik
analizler sonucunda Qu’nun 25 °C’de sudaki ¢dziiniirliigiiniin komplekslesme ile arttig:

gbzlenmistir. Komplekslerdeki yiikleme etkinligi ise %52.53 ile %109.01 oranlar
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arasinda degismektedir. L4 formiilasyonun % 88.44 verimi ve L1 formiilasyonun 83.97
+ 0.88 pg/mL c¢ozinirligifarklt calismalardaki inkliizyon kompleks hazirlama
yontemlerinin sonuglarini destekler niteliktedir(Corciova ve ark., 2015). Tablo 4.4.’te

komplekslere ait yiikleme etkinlikleri ve sudaki ¢6ziiniirliik artiglar1 gériilmektedir.

Tablo 4.6.Saf Qu ilekomplekslerdeki Qu 'nun sudaki ¢oziintirliigii ve yiikleme etkinligi

Qu’nun Sudaki Coziiniirligii Yiikleme Etkinligi
(ng/mL) (%)
Qu 0.33+0.33 -
L1 83.97 +0.88 52.33 +0.64
L2 * 96.22 +0.83
L3 * 109.01 £ 1.72
L4 7.89 +£1.97 90.99 +5.07

* Tespit edilmemistir, n=3, Ortalama + SH, SH=Standart Hata

4.5. Zeta Potansiyel

Zeta potansiyeli nanopartikiillerin yilizeyinin yiik 6zelligini karakterize etmek igin
kullanilmaktadir. Zeta potansiyeli ayrica nanopartikiiliin i¢inde veya yiizeyinde aktif
maddenin enkapsiile olup olmadigi konusunda da fikir vermektedir. Literatiirdeki
caligmalar, £ 30 mV araliginda bir zeta potansiyeline sahip nanopartikiillerin

slispansiyon i¢inde kararli oldugunu gostermistir (Singh ve Lillard, 2009).

Zeta potansiyeli analizi sonucunda farkli saklama kosullar1 altinda farkli yiizey
yiikleri oldugu tespit edilmistir. Birinci ay itibariyle 4 °C’de saklama kosulunda L1, L3
ve L4 formiilasyonlariin ylizey yiikleri sirastyla, -15.733 + 0.072 mV, -18.067 + 0.354
mV, -17.200 £ 0.535 mV olarak bulunmustur. Ugiincii ay sonunda yine sirasiyla, -9.153
+0.314 mV, -18.100 £ 0.141 mV ve -17.267 + 0.098 mV olarak ol¢iilmiistiir.

Oda kosulunda (25 °C) saklanan formiilasyonlarin birinci ay itibariyle yiizey
yiikleri sirasiyla, -18.167 = 0.401 mV, -18.900 £ 0.245 mV ve -16.400 = 0.141 mV
olarak analiz edilmistir. Ugiincii ay sonunda ise, -8.110 £ 0.016 mV, -17.600 + 0.170
mV ve -13.533 £ 0.178 mV olarak bulunmustur. Diger saklama kosulu olan 40 °C’de, -
10.733 + 0.357 mV, -9.963 + 0.106 mV, -13.567 + 0.196 mV olarak analiz edilmistir.
Uciincii ay sonunda, -8.453 + 0.181 mV, -14.100 + 0.047 mV ve -16.367 + 0.054 mV

Ol¢iilmiistiir. Yapilan literatiir taramalarinda da, Bose ve Michniak-Kohn tarafindan
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hazirlanan nanopartikiillerin zeta potansiyellerinin stabilite siiresince ciddi farklilik
gostermedigi  gozlenmistir (Bose ve Michniak-Kohn, 2013). Farkli saklama
kosullarindaki formiilasyonlara ait zeta potansiyel sonuglariSekil 4.5.’te gosterilmistir.

Elde edilen veriler sonucunda 4 °C ve 25 °C ortaminda bekletilen L3 ve 4 °C ve
40 °C’de bekletilen L4 formiilasyonlarin yiizey yiiklerinde kiigiik miktarlarda degisim
gozlenmistir. Her bir formiilasyona ait istatiksel analizler Anova Two-Way yontemiyle
hesaplanmis ve birbirlerine gore anlamhiliklart yildiz (*) ile Sekil 4.6., Sekil 4.7. ve
Sekil 4.8.”de gosterilmistir.
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FORMULASYONLAR

Sekil 4.5.Komplekslerin farkll kosullardaki zeta potansiyeli degerleri
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Sekil 4.6.L1 formiilasyonunun zeta potansiyeli verilerinin istatistiksel analizi
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Sekil 4.7.L3 formiilasyonunun zeta potansiyeli verilerinin istatistiksel analizi
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Sekil 4.8.L4 formiilasyonunun zeta potansiyeli verilerinin istatistiksel analizi

4.6. Fizikokimyasal Karakterizasyon

4.6.1. Parcacikbiiyiikliigii ve PDI (Polidisperslik indisi)

Hazirlanan Qu/M-B-CD formiilasyonlarmin (L1, L3, L[4) farkli saklama
kosullarinda (4 °C, 25 °C, 40 °C) pargacik biiyiikliigii analiz edilmistir.
Formiilasyonlarin ilk analizleri, birinCi ve ti¢lincii ay sonunda farkli saklama kosullari
altindaki ortalama parcacik biiylikligi ve standart hatalar1 Tablo 4.5., Tablo 4.6. ve
Tablo 4.7.’de gosterilmistir.
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Tablo 4.7.4 °C saklama kosulu altinda L1, L3 ve L4 formiilasyonlarinin partikiil biiyiikliigii (nm)

Sifirinci Ay Birinci Ay Uciincii Ay
L1 255.433 +20.645 351.100 + 14.169 713.533 + 3.576
L3 293.267 + 36.074 296.900 + 10.312 677.100 = 2.205
L4 468.067 + 45.277 496.867 + 20.094 749.867 + 5.972

n=3, Ortalama + SH

Tablo 4.8.25°C saklama kosulu altinda L1, L3 ve L4 formiilasyonlarinin partikiil biiyiikliigii (nm)

Sifiriner Ay Birinci Ay Uciincii Ay
L1
286.067 + 31.005 330.433 +9.004 486.033 £ 24.916
L3
293.267 + 36.074 316.800 + 1.666 715.233 £ 0.768
L4
293.267 + 36.074 331.167 +11.949 477.367 £11.193

n=3, Ortalama + SH

Tablo 4.9.40°C saklama kosulu altinda L1, L3 ve L4 formiilasyonlarimn partikiil biiyiikliigii (nm)

Sifirinci Ay Birinci Ay Uciincii Ay
L1 243.833 £9.829 258.933 +47.732 647.433 +£5.233
L3 243.833 +9.829 236.333 + 5.044 807.233 + 3.305
L4 255.433 +20.645 253.300 + 10.085 708.667 + 2.232

n=3, Ortalama + SH

Elde edilen verilerden ilk analize gore 4 °C ve 25 °C saklama ortamlarinda birinci
ayda L1 ve L4 formiilasyonlarmin ortalama parcacik biiyilikligli degerleri yaklasik

olarak ayn1 kalmis degisim gézlenmemistir. Buna karsin 40 °C’de her ii¢ formiilasyonun

partikiil biiyiikliigii birinci ayda, baglangictaki degerler ile ayn1 kalmistir.
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[Ik analiz sonuglar1 baz alindiginda her iic ortamda da {i¢iincii ay sonunda

ortalama pargacik biiyiikliigliniin ciddi oranda arttig: tespit edilmistir. Elde edilen veriler

sonucunda L1, L3 ve L4 formiilasyonlarinin ortalama pargacik biiyiikligiinii Sekil

4.9.°da gosterilmistir.
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Sekil 4.9.L1, L3, L4 formiilasyonlarinin 4 °C, 25 °C ve 40 °C ortamlarindaki partikiil biiyiikliigii

Her bir formiilasyona ait 4 °C, 25 °C ve 40 °C ortamlarindaki partikiil

biiytikligiiniin istatiksel
birbirlerine gore anlamliliklart yildiz (*) ile Sekil 4.10., Sekil 4.11. ve Sekil 4.12.°de

gosterilmistir.
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Sekil 4.10.L1 formiilasyonunun partikiil biiyiikligii verilerinin istatistiksel analizi
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Sekil 4.11.L3 formiilasyonunun partikiil biiyiikliigii verilerinin istatistiksel analizi

Partikiil Biiytikliigii (nm)

1000+

=~ =) ®
[=] =] =]
[=) =] =]
1 1 1

200+

0=

I FhFkx I I F*hx*k I
Fehkk

il
W = O
TZ&

4 oC 25 oC 40 °C

L4

Sekil 4.12.14 formiilasyonunun partikiil biiyiikliigii verilerinin istatistiksel analizi

4.6.2.DSC (Diferansiyel taramali kalorimetri)

Siv1 kristallerde, ilag endiistrisinde, genel kimyasal analizlerde, polimerlerde ve
gida sektoriinde kullanilan DSC ile kiitle degisimi, dekompozisyon, termal kararlilik,
oksidasyon, doniisiim entalpisi, Spesifik 1s1 (Cp), faz gegis sicakliklari, camsi gegis

sicakliklari, Kristalizasyon davranislari gibi analizler yapilabilmektedir (http-7).

DSC sadece karisim igindeki ilacin fiziksel durumu hakkinda degil, polimerin
yapis1 hakkinda da bilgi verir(Li ve ark., 2013). DSC analizi, elde edilen kat1 iiriiniin
fiziksel karisim ya da gercek inkliizyon kompleksleri olup olmadigini tespit etmek
amaciyla gerceklestirilmistir.Saf bilesik, fiziksel karistm (Qu + M-B-CD = PM) ve
Qu/M-B-CD inkliizyon kompleksleri DCS ile analiz edilerek termogram egrileri elde
edilmistir. Qu, PM, ve Qu/M-B-CD inkliizyon komplekslerine ait termogramlar1 Sekil
4.13.’de gortilmektedir.
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Qu’nun DSC analizinde daha 6nce rapor edilen, Qu’nun erime noktasina karsilik
gelen keskin endotermik pik 322 °C’de saptanmistir (AnandamveSelvamuthukumar,
2014). Diger endotermik pikin ise su kaybi sonucu ayrisma siireciyle iligkili oldugu
sOylenebilir (Borghetti ve ark., 2009; Scalia ve ark., 2013).

M-B-CD ise, 212 °C’de dar ve yaklasik 275 °C’de genis iki endotermik pik
vermistir. Qu’nun karakteristik erime noktasina karsilik gelen pik fiziksel karigimin
termograminda da gézlemlenmistir. L1 ve L2 formiilasyonlarinda saf Qu’ ya gore erime
entalpisi daha az olurken L4 formiilasyonunda degisim olmamistir. Modifiye
liyofilizasyon metoduyla hazirlanan L1 ve L2 formiilasyonlarinin i¢erdigi Qu kristal
dereceleri erime entalpisiyle orantili olarak azalirken L3 formiilasyonunda endotermik
pik yok olmustur. L3 formiilasyonu inkliizyon kompleksi bilesenleri arasinda
etkilesimin oldugunun gostergesi olarak kabul edilebilir, ayn1 zamanda amorf formda
ve/veya inkllizyon kompleksinin olustugunun bir kanitt olarak gosterilebilir

(PralhadveRajendrakumar, 2004).

+ Endotermik

100.00 200.00 300.00
Sicaklik (°C)

Sekil 4.13.Qu, PM ve QU/M-$-CD inkliizyon komplekslerinin DSC termogramlart
Yapilan DSC calismas1 sonucu elde edilen termogramlarin, Carlotti ve ark.’nin
Qu/M-B-CD inkliizyon kompleksinin termogramindan elde ettigi veriler ile Ortiistiigi

goriilmektedir(Carlotti ve ark., 2011). Saf Qu ve M-B-CD termograminda gézlemlenen
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karakteristik pikin liyofilizasyon yontemi ile hazirlanan inkliizyon kompleks olusmasi
sonucunda kayboldugu raporlanmistir. Bununla birlikte evaporasyon yonteminde
liyofilizasyon yoOnteminden farkli olarak, saf maddelerde gozlemlenen karakteristik
pikin inkliizyon kompleks olusturulmasinin ardindan daha disiik sicakliktaki bir
noktada gozlemlenmesi iki yontemin sonucunda olusan inkliizyon komplekslerinin
farklt oldugu sonucunu vermektedir. Kakran ve ark.’nin evaporasyon yontemi ile
hazirladiklar1 kompleksin, saf Qu ve M-B-CD karakteristik pikine gore daha diisiik
sicaklikta goriilmesi raporlanan bu bulguyu desteklemektedir (Kakran ve ark., 2011).
Kompleksin kat1 halde olusturuldugu durumda DSC termogrami, fiziksel karigima
kiyasla farkli olmalidir. Sekil 4.13.”de goriilen termogramlar sayesinde CD boslugunun
Qu’yu igsellestirmesi sunucu Qu’nun erime pikinin kayboldugu yorumu

yapilabilir(Alvarez-Parrilla ve ark., 2005).

4.6.3. XRD (X-151m1 Kirmimi)

X-151m1 difraktometresi CD kompleks olusumunun saptanmasi icin degerli bir
yontemdir. Kristal veya amorf haldeki kristallerin kirinim desenlerinin  pik
yiikseklikleri, referans materyallerinin kirinim desenleri ile karsilagtirarak yorum
yapilmast miimkiindiir(Sri ve ark., 2007).

Sekil 4.14.°de gosterildigi lizere Orneklerin difraktogramlart XRD yardimiyla
yaptlmistir. Qu’nun 2 teta (20) kirmim agisinda daha once yapilan ¢alismalarda da
bildirildigi gibi, 4.46°, 10.72°% 12.01° 12.94° 13.64° 16.60° 24.700, 25.88° 28.00°
dereceli karakteristik kristal pikleri ile benzer sonuglara ulasilmistir (Kakran ve ark.,
2011; Wu ve ark., 2008).

M-B-CD difraktogram1 maddenin amorf durumda oldugunu gostermistir (Duarte
ve ark., 2015). Fiziksel karisimda ise, Qu karakteristik tepe noktalarinin CD’nin amorf
karakterinin bir sonucu olarak azaldigi goriilmekle birlikte maddenin kristal yapisinin
hala mevcut oldugu belirlenmistir. Bu, difraktogramda oklarla gosterilmistir. Buna
karsilik, liyofilizasyon ve evaporasyon ile hazirlanmis komplekslerde karakteristik
kirmmim desenlerinin pikleri kaybolmustur. Bu durum, partikiillerin amorf veya
monomolekiiler yapida oldugu sonucunu gosterir. Benzer sonu¢ daha Once yapilan
calismalarda da goriilmektedir (PralhadveRajendrakumar, 2004; Wu ve ark., 2008). Bu

sonuglar DSC analizi sonuglariyla da desteklenmektedir.
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4.6.4.FT-IR (Fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopisi)

Kompleks olusumu FT-IR spektrumlar1 analizinde de aktif molekiil olan Qu’nun
karakteristik piklerinin inkliizyon komplekslerinde goriilmemesi ve hem saf M-B-CD
hem de Qu’ da daha Once goriilmeyen orijinal piklerin ortaya c¢ikmasiyla teyit
edilmistir(Celik ve ark., 2007). Asagidaki Sekil 4.15.’de Qu, M-B-CD, fiziksel karisim

ve inkliizyon komplekslerinin FT-IR spektrumlari goriilmektedir.
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Sekil 4.15.Qu, PM ve QU/M-B-CD inkliizyon komplekslerinin FT-IR spektrumlar
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Qui kristallerinin 3369 cm™*de serbest -OH bant, 1651 cm™’de C=0 grup bandinin
aromatik ketonik karbonil gerilme, 1512 cm™’de aromatik grup, 1307 cm™’de ve 1155
cm’de C-O-C ve son olarak 997 cm™’de C-H aromatik grup bandinin egilme titresimi
gozlenmistir(Kakran ve ark., 2011).

Saf M-B-CD’de, 3394 cm™’de O-H gerilme, 2927 cm™’de C-H gerilme, 1082 ve
1008 cm?¥'de C-H ve C-O gerilme titresimleri goriilmektedir(Chao ve ark.,
2014).Fiziksel karisimda sadece Qu ve M-B-CD’nin toplam spektrumu goériilmektedir.
Bu veri Qu ve M-B-CD’nin etkilesimde olmayip sadece fiziksel karisim oldugunu
gostermektedir.

L1, L2 ve L3’lin FT-IR spektrumlarinda 1008 cm¥de, 2927 cm™*’de ve 3394 cm™
M-B-CD’nin karakteristik bantlar1 gézlenmistir. Daha 6nce 1651 cm™’de gdzlenenQu
’ya ait C=0 grup bandinin aromatik ketonik karbonil gerilme titresimlerinin kompleks
haline geldikten sonra L2 ve L3 formiilasyonlari i¢in yogunlugu azalarak sirasi ile 1657
cm? ve 1659 cm™’ye kaydigi belirlenmistir. Buna ek olarak Qu’nun spektrumunda
gozlenen O-H gerilmesi, C-O-C ve C-H titresimlerinin tamami ile kayboldugu
gdriilmiistiir. Ancak L2 ve L3 formiilasyonlarinda 1037 cm™’de daha énce gériilmeyen
bir pik ortaya ¢ikmustir.

Bu sonuglar, liyofilizasyon ile kompleks olusurkenmolekiiller arasi hidrojen
bagimin ortaya ¢iktigi ve etkin madde olan Qu’nun M-B-CD’nin bosluguna girerek

kompleks olusturdugu seklinde yorumlanabilir.

4.6.5.'H-NMR (Proton niikleer manyetik rezonans)

'H-NMR calismalar1 inkliizyon ile diger etkilesimli prosesleri ayirt etmemize
olanak saglamaktadir. CD ile kompleks olusturan serbest misafir molekiiliin kimyasal
kaymalarininkarsilastirilmas: ~ sayesinde ¢ozelti igerisindeki CD’nin  hidrofobik
boslugundaki misafir molekiiliin tespit edilmesinde NMR analizleri oldukca gii¢lii bir
yontemdir(Folch-Cano ve ark., 2013; Liu ve ark., 2013; Tsao ve ark., 2011). Bu nedenle
karbon NMR spektroskopisinden daha hassas olan proton NMR spektroskopisi CD’leri
iceren inkliizyon kompleksleri karakterize etmede daha ¢ok kullanilmaktadir(Zheng ve
ark., 2005). Misafir molekiil ve i¢ ylizeydeki hidrojenler ile inkliizyon kompleks mevcut
ise; elde edilen bulgulardan fiziksel veya kimyasal ortamin etkilendigi

sOylenebilmektedir(Tsao ve ark., 2011).
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Sekil 4.16.°daQu’nun inkliizyon kompleks ©Oncesi ve sonrast H-NMR
spektroskopisi  goriilmektedir. Literatliirdeki c¢alismalara gére Qu’nun aromatik
grubunun proton rezonansinin 6 ile 8 ppm araliginda oldugu bildirilmistir(Wu ve ark.,
2008). Qu ve Qu kompleksleri karsilastirilmis ve Llve L2 kompleksi i¢in Qu
molekiiliiniin A-halkasinin hidrojen sinyalinde sirasiyla [H-6 (36.20), H-8 (6.41)], [H-8
(66.41)] azalma oldugu goriilmiistiir.

Buna ek olarak CD varliginda dahi Qu’nun spektral profilinde L1, L3 ve L4 i¢in
Qu’nun A-halkasindaki protonlarin (H-8, H-6) pik kaymalarinda herhangi bir degisiklik
olmamistir. H-6 ve H-8 ile karsilagtinldiginda Qu’nun H-2°, H-5" ve H-6’
komplekslesme ile uyarilmis kimyasal pik kaymalar1 daha kii¢liktiir. Bu durum protonu
tagtyan Qu pargasinin M-B-CD’nin bosluguna dahil edilmedigini diislindiirebilmektedir
(Zheng ve ark., 2005).

Tablo 4.8. Qu’'nun H kimyasal kaymalarindaki (AS8) degisikliklerin detaylarini
gostermektedir. Veriler Esitlik 4-2 kullanilarak hesaplanmistir (Liu ve ark., 2013).

AS = §(Kompleks) — §(Misafir) 4.2)
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Sekil 4.16.Qu ve QU/M-B-CD inkliizyon komplekslerinin *H-NMR spektrumlart
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Tablo 4.10.Qu 'nun aromatik protonlaruun kimyasal kaymalar:

Pozisyon L1 L2 L3 L4
H6 0.0036 0.0029 0.0037 0.0042
H8 0.0036 0.0010 0.0040 0.0038

HS5’ 0.0021 0.0015 0.0016 0.0016
He¢’ 0.0014 0.0007 0.0014 0.0007
H2’ 0.0025 0.0016 0.0022 0.0022

Qu’nun aromatik protonlarinin kimyasal kaymalarindan elde edilen veriler, Qu
molekiiliiniin M-B-CD’nin boslugunda oldugunu ve bunun sonucu olarak da Qu/M-f3-
CD inkliizyon kompleksinin olustugu sonucunu gostermektedir. Kompleks molekiiliin
olugmas1 siirecinin hizli bir proses olmasi nedeniyle misafir molekiil serbest formdan
kompleks forma gegmesi sirasinda yeni bir pik meydana gelmemistir(Zheng ve ark.,
2005).M-B-CD’nin kompleks olusturmadan énce ve sonraki *H-NMR spektroskopisi ise
asagidaki Sekil 4.17.’de gosterilmistir.

H3
CcD

L1

L3

5.0 4.0 3.0 ppm

Sekil 4.17.CD ve Qu/M-B-CD inkliizyon komplekslerinin *H-NMR spektrumlar

CD komplekslerinde aromatik molekiillerin varliginda CD boslugundaki H-3 ve
H-5 protonlarinda kimyasal kaymalar gozlenmektedir. Protonlardan 6zellikle H-5
protonunda yukar1 yondeki kimyasal kaymalardaki yiiksek degisimler inkliizyon
kompleksini kanitlar niteliktedir(Dupuy ve ark., 2005). Tablo 4.9., M-B-CD’nin tim
kimyasal kaymalarini (Ad) 6zetlemektedir. Veriler Esitlik 4.3 ile hesaplanmistir(Pessine
ve ark., 2012).
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AS = §(Kompleks) — §(Serbest)

(4.3)

Tablo 4.11.M-$-CD ’'nin inkliizyon kompleks sonrasit H3 ve H5 protonlarimn kimyasal kaymalar

POZiSYON L1 L2 L3 L4
H3 -0.0021 -0.0022 0.0010 -0.0003
H5 0.0003 0.0004 0.0099 0.0000

L3 kompleksinin *H-NMR spektrumlarinda M-B-CD’nin i¢ bosluk protonu H-5’in
(0.0099 ppm), ve H-3"iin (0.0010 ppm)asagi1 yonde kaymasi inkliizyon kompleksinin bir
gostergesidir. AGH3>A8HS5 oldugu zaman boslugun iginde kismi inkliizyon kompleks,
ASH3<A6HS5 oldugu zaman tam inkliizyon kompleks oldugu sonucuna
vartlmistir(Pessine ve ark., 2012). Bu nedenle L1, L2, L4’tin kismi kompleks, L3’lin

tam inkliizyon kompleks oldugu bulunmustur.

4.6.6.FESEM (Alan emisyon taramal elektron mikroskobu)

Orneklerin FESEM ile elde edilen fotomikrograflart Sekil 4.18.’de gdsterilmistir.
Qu morfolojik yapisi igne benzeri kristal agregatlar seklinde goriiniirken, M-B-CD

kiiciik kiiresel pargaciklart gibi goriinmektedir.

Sekil 4.18.Qu,PM ve QU/M-B-CD inkliizyon komplekslerinin FESEM goriintiileri

53



Fiziksel karisima ait fotomikrografda Qu kristallerinin M-B-CD’nin ylizeyini
timiiyle kapatmasina karsin, Qu/M-B-CD inkliizyon komplekslerinde diizensiz
partikiiller olarak goriilmektedir. Komplekslerde hem Qu’nun hem de M-B-CD’nin
orijinal morfolojisi kaybolmus, boyut ve sekillerinde degisiklikler olugsmustur. Bu

sonuglar Qu/M-B-CD inkliizyon kompleksinin olustugunun kaniti olarak gosterilebilir.

4.7. In Vitro Salim Calismalari
CD ile kompleks olusturulmasi ilacin kristallik derecesini azaltarak, ilag

¢oziunirligli ve ¢éziinme hizina 6nemli 6l¢iide katkida bulunmaktadir(Vyas ve ark.,

2008).

Sekil 4-19°da saf Qu’nun, 1:1 molar oranda Qu/M-B-CD fiziksel karigiminin ve
1:1 molar oranda Qu/M-B-CD inkliizyon komplekslerinin asidik ortamda (pH=1.2) in
vitro salimprofili goriilmektedir. Saf Qu ve Qu/M-B-CD fiziksel karisiminin 120 dakika
boyunca sirastyla %36 ve %30 orani ile disiik ¢6ziinme gosterdigi belirlenmistir. Buna
karsin L1 ve L4 inkliizyon komplekslerinin 5 dakika igerisinde sirasiyla %72 ve %70
oraninda ¢oziindiigii bulunmustur. Saf Qu ve komplekslerin ¢oziinme davraniglarinin
karsilastirilmasi sonucunda Qu/M-B-CD inkliizyon komplekslerining6ziinme oranlarinin

saf Qu’ ya gore yaklasik olarak ti¢ kat arttigi sonucuna ulagilmstir.

90,00
80,00

ktari

0 20 40 60 80 100 120
Zaman (dakika)

Qu PM L] e 4

Sekil 4.19.Qu, PM ve inkliizyon komplekslerinin pH 1.2 ortamindaki ¢oziinme profilleri
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Komplekslerden Qu’nun hizli bir sekilde ¢dziinmesi; CD’nin, boslugunda yer alan
etkin maddeyi daha hizli 1slatarak ¢oziinmesine neden olmasi ile agiklanabilir. Buna ek
olarak, DSC ve XRD c¢alismalariyla de desteklenenilacin amorf formda
olusunun,inkliizyon komplekslerindeki¢éziinmeye katkida bulundugu

sOylenebilir(Kakran ve ark., 2011; Yurtdas ve ark., 2011).

4.8. Coziinme Profillerinin Benzerliginin Arastirilmasi

Secilen formiilasyonlar (L1 ve L4), Qu ve PM’nin pH 1.2 ortamindagdziinme
profilleri analizi yapilmistir. Fark faktorii (fi1) her noktada iki egri arasindaki yiizdesel
farki gosterir ve iki egri arasinda bagil hatanin bir Ol¢iisiidiir. Hata yilizdesi sifir
oldugunda test ilac1 ve referans profillerinin ayni oldugunu gostermektedir. Benzerlik
faktorii (f2) iki egri arasinda yiizde (%) ¢oziinme benzerliginin bir olgiisiidiir.iki
formiilasyon arasinda benzerlikten bahsedebilmek igin fidegerinin 0’a yakin olmasi,
fdegerinin de 100°e yakinolmasi gerekmektedir. Genellikle f1’in 15°e kadar (0-15) ve
f2’nin de 50’den biiyiikk (50-100) olmasi yeterli goriilmektedir(Agabeyoglu, 2007
Singireddy ve Subramanian, 2013). Pratikte ise, fi degerinden ziyade f> degeri

kullanilmaktadir.

Coziinme  hizi  profillerinin  kargilastirilmasi  sonucu  elde  edilen
benzerlik (f2) etkeni degerleriPM igin 74.0450, L1 igin 21.4724, L4 i¢in 20.8075 olarak
hesaplanmistir. Calisma sonucunda segilen inkliizyon komplekslerinin ¢oziinme hizi
profillerinin saf Qu’nun ¢6ziinme profiline benzemedigi (f2<50), buna karsin PM’nin

beklendigi gibi saf Qu ile benzer ¢dzliinme profili oldugu (f2>50), gbézlemlenmistir.

4.9. Antioksidan Aktivite Testi

Fenolik bilesiklerin antioksidan aktivitesi, hidroksillenme derecesine, konumuna
ve dogal radikallerin halka yapisina baglidir(Chao ve ark., 2011). Qu’nun antioksidan
etkisi, serbest radikalleri stabilize etmesinden ve oksitlenmeyi 6nleyici hidrojen verme
yeteneginden kaynaklanmaktadir(AnandamveSelvamuthukumar, 2014; Wu ve ark.,
2008).

Qu ve Qu/M-B-CD komplekslerinin antioksidan aktivite testine ait sonuglarSekil
4.20.°de gosterilmistir.Grafikte de goriildiigii iizere artan Qu konsantrasyonuna bagl
olarak antioksidan etki artmaktadir. En yiiksek antioksidan aktivite %62.65 ile 1 ug Qu
konsantrasyonunda L3 inkliizyon kompleksinde, %80.74 ile 5 pg Qu konsantrasyonu ile
L2 kompleksinde gézlenmistir.
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Bu antioksidan aktivitedeki artisin, Qu molekiillerindeki -OH pozisyonlarinin,
CD’nin ikincil -OH grubunun hidrojen baglarina yeteri kadar yakin olmasi ile ilgili
oldugu diisiiniilebilir. Inkliizyon kompleksinde molekiiller aras1 hidrojen bag1 olusumu
miimkiindiir ve bunun sonucu olarak antioksidan kapasitede bir artis beklenmektedir
(Chao ve ark., 2011). Bunun aksine Carlotti ve arkadaslari Qu’nun sulu ortamda 1:2
oraninda M-B-CD ile kompleksinin hazirlanmasi sonucu anti radikal aktivitesinin az

miktarda diistiigiinii bildirmistir (Carlotti ve ark., 2011).
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Sekil 4.20.Qu ve QU/M-B-CD inkliizyon komplekslerinin antioksidan aktiviteleri

4.10. Kararhhk Cahsmalar:

Ug ay boyunca 1siktan korunacak sekilde eppendorf tiipleri icerisinde ve ii¢ farkli
ortamda (4+1°C, 25+1°C, 40+1°C) bekletilen Qu, PM ve L1, L3 ve L4
formiilasyonlarinda bozunmadan kalan saf % Qu miktarlarinin analizleri yapilmistir.
Baslangi¢ % Qu miktar1 %100 kabul edilerek ii¢ ay sonunda her bir ortamdaki % Qu
miktarlar1 Tablo 4.11°de gosterilmistir.

Ucg ay sonundaki% Qu miktarlaridaki azalma nedeniyle, L4 formiilasyonunun
tiim ortamlarda en ¢ok bozunan formiilasyon oldugu goriilmiistiir. L3 ile 4 °C’de,
baslangi¢c % Qu miktarina en yakin deger tespit edilmis ve %12’lik bir azalma olmustur.
L3 formiilasyonunun diger ortamlardaki % Qu miktarlarinin da yaklasik olarak ayni
kalmas1 nedeniyle, 4 °C’de, 25 °C’de ve 40 °C’de saklama ortamlarinda kararlilig1 en
uygun formiilasyon olarak goriilmektedir. Sekil 4.21.” de saf Qu, PM ve L1, L3, L4

formiilasyonlarinin bozunmadan kalan % Qu analiz sonuglar1 goriilmektedir.
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Tablo 4.12.Farkli ortamlardaki Qu, PM, L1, L3, L4 i¢in 3 ay sonunda bozunmadan kalan % Qu

miktarlar
4c+t1?T B%+1 T 0 Ct1 T
Qu 98,5737 + 3,6560 86,3123 + 2,3465 79,2135 + 0,8185
PM 96,0927 + 6,8880 84,8080 + 9,9920 73,7227 + 1,2000
L1 82,9253 + 3,7720 74,1416 10,9769 69,8609 + 4,5354
L3 88,8438 + 6,2178 83,4253 + 1,9123 80,3642 + 4,3871
L4 73,4121 + 0,6658 69,6161 + 10,0890 57,4654 + 2,3959

n=3, Ortalama + SH

120

100

[0}
o

= mQu
£
= 60 mPM
= mLl
o
x40 mL3
mL4
20
0
4°C+1°C 25°C+1°C 40°C+1°C
Sicaklik (°C)

Sekil 4.21.4 °C, 25 °C, 40 °C saklama ortamlarinda saf Qu, PM ve L1, L3, L4’de bozunmadan

kalan % Qu miktarlar1

4.11. Hiicre Kiiltiirii Calismalar:
4.11.1. 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-Y1)-2,5-Difeniltetrazolyum Bromid (MTT)

Qu ile yapilan daha 6nceki ¢alismalarda, ¢esitli kanser hiicre hatlarinda Qu’nun
hiicre ¢ogalmas1 ve apoptoz ile iligkili sinyal transdiiksiyon yolaklarint modiile ederek

sitotoksik ve hiicre gogalmasini baskiladigi yonde etki gosterdigi bulunmustur(Seufi ve
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ark., 2009). Curcio ve ark’nin yaptigi caligmalarda Qu’nun artan konsantrasyonuna
bagli olarak hiicre canliliginin azalmasi Qu’nun sitotoksik etkisini ortaya
koymustur(Curcio ve ark., 2012). Calismamizda komplekslerin hiicre canliligina
etkilerinin arastirilmasi i¢in,50-1500 pg/mL araliginda degisen konsantrasyonlarda Qu
igeren Qu ve QU/M-B-CD inkliizyon kompleksleri ve Qu igermeyen plasebo formiilii
HeLa hiicrelerine uygulandiktan sonra 24 saat ve 48 saat, SKOV-3 hiicrelerine

uygulandiktan sonra 24 saat inkiibasyonutakiben etkileri incelenmistir.

Elde edilen veriler sonucunda, 24 saatlik inkiibasyon sonrasi L1, L3, L4, SS i¢in
strast ile ICso degerleri, 475, 400, 1400, 950 pg/mL bulunmustur. Plasebo formiiliiniin%
hiicre canliligina etkisi sonucunda ise 1Cso degeri tespit edilememistir. Ayn1 siirenin
sonunda L1, L3, L4, SS i¢in toksik olmayan konsantrasyon degerleri sirasiyla 170, 110,
160, 75 pg/mL bulunmustur. Plasebo formiilii igin toksik olmayan konsantrasyon degeri
200 pg/mL olarak tespit edilmistir. HeLa hiicrelerinin 24 saatlik inkiibasyona ait yiizde
hiicre canlilig1 Sekil 4.22.’de gosterilmistir.
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100,00
=
8 T
o i
S 1
= 50,00 " =
) \—-—_j\ ;
3 —
\
_\
\\
0,00
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600

Konsantrasyon pg/mL

Sekil 4.22.Qu, Qu/M-S-CD inkliizyon kompleksleri ve plasebo formiiliiniin 24 saat sonrasi HeLa hiicresi

ile % hiicre canlilig

Ayni konsantrasyonlarla Qu ve Qu/M-B-CD inkliizyon komplekslerinin 48 saat

inkiibasyon sonrasi etkileri incelendiginde, L1, L3, L4, SS icin elde edilen ICso
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degerleri 24 saat inkiibasyon sonrasi sonuglarina gore daha diisiikk konsantrasyonlarda
saptanmistir. Elde edilen verilere gore 48 saat sonras1 ICso degerleri sirastyla 360, 195,
440, 350 pg/mL bulunmustur. Zamana bagli olarak formiilasyonlarin sitotoksik
etkilerinin arttig1 goriilmistiir. 24 saat inkiibasyon ile benzer sekilde 48 saat i¢in de
plasebo formiiliin ICso degeri tespit edilememistir. Inkliizyon komplekslerinintoksik
olmayan degerleri sirasiyla 125, 100, 130, 240 pg/mL, plasebo formiiliiniin toksik
olmayan degeri 160 pug/mL olarak bulunmustur. 48 saatlik inkiibasyona ait yiizde hiicre

canlilig Sekil 4.23.’da gosterilmistir.
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Sekil 4.23.Qu, QU/M-f-CD inkliizyon kompleksleri ve plasebo formiiliiniind8 saat sonrasi HeLa hiicreleri

ile % hiicre canlihigi

Her iki inkiibasyon siiresinde de kompleksler igerisinde L3 formiiliiniin en diisiik
ICs0 degerlerine sahip olmasi nedeniyle, en etkili kompleks oldugu diisiiniilmiistiir. Elde
edilen veriler sonucunda 24 saat ve 48 saat sonunda saf Qu ve Plasebo, L1, L3, L4 ve
SS formiillerine ait konsantrasyonlarina bagli % hiicre canliliginin istatistiksel analizleri
Anova Two-Way yontemiyle hesaplanmis ve birbirlerine gére anlamliliklart yildiz (*)

ile gosterilmistir.
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Kontrol
0,05 mg/ml
0,1 mg/ml
0,2 mg/ml
0,3 mg/ml

% Canlil1k

0,5 mg/ml
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1,5 mg/ml

24h 48h

Sekil 4.24.Saf Qu’nun 24 ve 48 saat sonrasi Hela hiicreleri ile % hiicre canliligr istatistiksel analizi
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Sekil 4.25.L1 formiiliiniin 24 ve 48 saat sonrast Hela hiicreleri ile % hiicre canliligi istatistiksel analizi
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Sekil 4.26.L3 formiiliiniin 24 ve 48 saat sonrasi Hela hiicreleri ile % hiicre canliligy istatistiksel analizi
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Sekil 4.27.L4 formiiliiniin 24 ve 48 saat sonrasit HelLa hiicreleri ile % hiicre canliligi istatistiksel analizi
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Sekil 4.28.Plasebo formiiliiniin 24 ve 48 saat sonrasi Hela hiicreleri ile % hiicre canliigy istatistiksel

analizi
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Sekil 4.29.SS formiiliiniin 24 ve 48 saat sonrasi Hela hiicreleri ile % hiicre canliligi istatistiksel analizi
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Epitelyal over kanseri, diinya genelinde en o6liimciil jinekolojik kanserlerden
biridir. Erken donem cerrahi ve kemoterapi tedavilerine ragmen, hastalar i¢in 5 yillik
sagkalim orani %13 oldugu tespit edilmistir (Mohammadi Ghalaei ve ark., 2014). Qu ile
muamele edilen SKOV-3 hiicrelerinin proliferasyonunun, inkiibasyon siiresine ve
madde konsantrasyonuna bagli bir sekilde inhibe oldugu gosterilmistir (Ren ve ark.,
2015). SKOV-3 hiicreleri ile yapilan c¢aligmalarda, Qu, QU/M-B-CD inkliizyon
kompleksleri ve Qu i¢cermeyen plasebo formiiliin (M-B-CD) hiicre canlilifina etkisinin
aragtirtlmas1  i¢in  50-1500 pg/mL arahiginda degisen konsantrasyonlardaki
formiilasyonlar, SKOV-3 hiicreleri ile muamele edilerek 24 saat inkiibasyon sonrasi

etkilerine bakilmistir.

Elde edilen veriler sonucu 24 saatlik inkiibasyon sonrasi1 L1, L3, SS i¢in sirasi ile
ICs0 degerleri tespit edilememis olup, L4 i¢in ICso degeri ise 235 pg/mL bulunmustur.
Bu siire sonunda yine L4 i¢in toksik olmayan konsantrasyon degerleri 75 pg/mL
bulunmustur. 24 saatlik inkiibasyona ait ylizde hiicre canlii@ Sekil 4.30.’da

gosterilmistir.
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Sekil 4.30.Qu, Qu/M--CD inkliizyon kompleksleri ve plasebo formiiliiniin 24 saat sonrasi SKOV-3

hiicreleri ile % hiicre canliligi

SKOV-3 hiicre hatt1 iizerinde yapilan MTT calismasinin 24 saat sonunda, saf Qu

ve Plasebo, L1, L3, L4 ve SS formiillerine ait konsantrasyonlarina bagli % hiicre
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canliliginin istatistiksel analizleri Anova Two-Way yontemiyle hesaplanmis ve

birbirlerine gore anlamliliklart yildiz (*) ile gosterilmistir.
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Sekil 4.31.Saf Qu’nun 24 saat sonrast SKOV-3 hiicreleri ile % hiicre canlilign istatistiksel analizi
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Sekil 4.32.L1 formiiliiniin 24 saat sonrast SKOV-3 hiicreleri ile % hiicre canliligi istatistiksel analizi
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Sekil 4.33.L3 formiiliiniin 24 saat sonrasi SKOV-3 hiicreleri ile % hiicre canlilig istatistiksel analizi
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Sekil 4.34.L4 formiiliintin 24 saat sonrasi SKOV-3 hiicreleri ile % hiicre canliligi istatistiksel analizi
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Sekil 4.36.SS formiiliiniin 24 saat sonrast SKOV-3 hiicreleri ile % hiicre canliligi istatistiksel analizi
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4.11.2. Anneksin V-FITC/PI yontemi ile apoptozun belirlemesi

Normal hiicrelerde hiicre zarinin sitoplazmik yiizeyinde bulunan fosfatidilserinler
(PS) hiicre apoptoza gittiginde hiicre zariin dis yiizeyine transloke olurlar. Plazma zari
biitinliigii ve gegirgenlik farkliliklart yoluyla hiicrelerin apoptotik ya da nekrotik olup
olmadigini belirlemek i¢in yaygin olarak, Pl ve Anneksin V baglantili olarak kullanilir.
Ekstraselliiler membran ylizeyine transloke olmus PS molekiiliiniin, floresan isaretli
Anneksin-V ile kompleks olugturmasi erken apoptotik hiicrelerin, hiicre gegirgenliginin
tamamen kaybolmasi sonrasinda Pl ile hiicre ¢ekirdeginin boyanmasi ise ge¢ apoptotik
hiicrelerin kantitatif olarak akim sitometrisinde 6l¢iimiine olanak saglamaktadir (Rieger

ve ark., 2011).

Canli hiicrelerde PS lokalizasyonu i¢ membranda lokalize olurken, erken
apoptotik siiregte PS molekiilii dig membrana dogru yer degistirmekte ve boylelikle
Ca*? bagimli fosfolipit baglanma proteini olan Anneksin-V ile kompleks
olusturabilmektedir. Ayrica membran biitiinliigli bozulan ge¢ apoptotik hiicrelerin
genetik materyalinin Pl ile boyanmasi miimkiin olmaktadir(Overbeeke ve ark., 1998;
Tesarik ve ark., 1998).

HeLa hiicrelerinin Qu, Qu/M-B-CD inkliizyon kompleksleri ve plasebo ile 24 saat
inkiibasyonu sonunda apoptoz etkisine bakilmistir. Her bir deney diizeneginde {i¢ tekrar
kullanilmig olup, her bir deney ii¢ kez bagimsiz olarak gergeklestirilmistir. Elde edilen
veriler sonucunda kontrol hiicre canliligina gore L3 formiilasyonunun ICso degeri igin
kullanilan konsantrasyonda (400pg/mL) diger formiilasyonlarin ayni bolgelerine gore
sirastyla, Q3 bolgesi canli hiicre yiizdesi % 46.90 ile en diisilk, Q2 bolgesi gec
apoptotik/nekrotik hiicre yiizdesi % 20.50 ile en yliksek deger elde edilmistir. Benzer
sekilde L3 formiilasyonunun sitotoksik olmayan konsantrasyonu i¢in kullanilan
konsantrasyonda (110ug/mL) ise Q3 bdlgesi canli hiicre yiizdesi % 51.05, Q2 bolgesi
gec apoptotik/nekrotik hiicre yiizdesi % 21.00 olarak bulunmustur. Sekil 4.37.’de

deneyden elde edilen verilerin ortalamasi gosterilmistir.
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Kontrol L1-50 L1-20 L3-50 L3-20 Q-50 Q-20 L4-20 SS-20 P-20

Sekil 4.37.Qu ve QU/M-B-CD inkliizyon kompleksleri ve plasebo formiiliiniin 24 saat sonrast akim
sitometrisi

4.11.3. Hoechst boyama

Apoptotik hiicrelerin tespitinde bircok yontemin kullanilmasi miimkiindiir. Hiicre
canlilifi kaybi, DNA parcalanmasi ve DNA yogunlagsmasi (niikleer DNA Hoechst
boyama ile tespit edilir) gibi baz1 Ozellikler apoptozun goriintiilenmesinde
kullanilmaktadir. Tipik DNA fragmentasyonu apoptoza giden hiicrelerde goriilen en
onemli bulgudur. Hoechst 33342 (2'-[4-etoksifenil]-5-[4-metil-1-piperazinil]-2,5'-bi-1H-
benzimidazol trihidroklorid trihidrat), DNA ultraviyole 151k ile uyarildigi zaman 460 ila
490 nm’ de mavi floresan yayar. Zardan gegebilen bir boya olan Hoechst 33342,
hiicrelerin kolaylikla boyanmasinada avantaj saglar. DNA'nin Adenin-Timin (AT)
bakimindan zengin bolgelerine tercihen baglanir ve DNA’da floresan yogunlugunu

biiyiik dl¢iide artirir (Chazotte, 2011; Zhang ve ark., 1997).

Calismamizda, HeLa hiicrelerinde Qu, QuU/M-B-CD inkliizyon kompleksleri ve
plasebo formiiliiniin 24 saat inkiibasyonu sonrasindaniikleuslarinda apoptoza bagli
olarak meydana gelen morfolojik degisimler Hoechst boyasi kullanilarak floresan
mikroskopta 40x’lik objektifle incelenmistir. Kontrol grubu, toksik olmayan ve
ICsokonsantrasyonlarina bagl sonuglar Sekil 4.38’de gosterilmistir. Kontrol grubuna ve

plasebo formiiliiniintoksik olmayan konsantrasyonlara ait goriintiilerde hiicrelerin
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niikleer yapisini korudugu gozlenmistir. Buna bagli olarak diger formiilasyonlar
karsilastirildiginda L3‘lin toksik olmayan ve ICsokonsantrasyonlarinda yogun olarak
kromatin kondenzasyonu (ok ile gosterilen) goriilmdstiir. L3l takiben sirasiyla L1, Qu,
L4 ve SS gruplarindaki apoptotik etkiler kondenzasyon varligina bagli olarak

gosterilmigtir.

Yapilan bir ¢alismada (Xiang ve ark., 2014), 24 saat boyunca 25 pmol/L Qu ile
inkiibe edilen HeLa hiicrelerindeki apoptotik etkiye bagli morfolojik degisimler Hoechst

boyamasi yapilarak gosterilmistir.

Kontrol

Plasebo

L1

L3

Sekil 4.38.Qu, Qu/M-S-CD inkliizyon kompleksleri Hoechst boyamasi goriintiileri
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Sitotoksik olmayan Konst. 1Cs0

L4

SS

Qu

Sekil 4.38. (devam)Qu, Qu/M-f-CD inkliizyon kompleksleri Hoechst boyamasi goriintiileri

68



5. SONUC VE ONERILER

Qu/M-B-CD komplekslerinin karakterizasyonu flavonoid molekiiliiniin her iki
yontemle de M-B-CD matrisi igerisinde tamamen veya kismi olarak yerlesmis oldugunu
gostermektedir. Kompleksin, yiiksek enerjili amorf halde olmasi ve molekiiller arasi
hidrojen baglar1 sayesinde Qu’nun sudaki ¢ozinirligiinde artis elde edilmesi
saglanmistir. Inkliizyon komplekslerinin hazirlanma metotlaria gore formiilasyonlarin
birbirlerine gore stlnliikleri tespit edilmistir.Coziiniirlik acgisinda modifiye
liyofilizasyon yonteminde Qu’'nun 83.97 pg/mL ¢oziiniirliigi ile 254 kat artis saglanmis
oldugu sonucuna ulagilmistir. Buna ek olarak, Qu’nun artan antioksidan aktivitelerinin
fizikokimyasal karakterizasyonunun olumlu gelismeleriyle iligkili oldugu bulunmustur.
Kararlilik calismalarinda da modifiye liyofilizasyon metodunun evaporasyon metoduna

gore daha olumlu sonuglar verdigi tespit edilmistir.

Elde edilen bulgular literatiirdeki ¢aligmalar1 desteklemekle birlikte umut verici
analizler gz Oniine alindiginda komplekslerin verimliligi biyolojik sistemlerde

degerlendirilecek durumda oldugundan bahsedilebilir.

Hiicre kiiltiirii calismalarinin sonucunda, sitotoksik etki acisindan, modifiye
liyofilizasyon metodu ile hazirlanan formiilasyonlarin ve evaporasyon metodu ile
hazirlanan formiilasyonun hiicre tipine gore farkli sonuglar verdigi gézlemlenmistir.
HeLa hiicrelerinde 6zellikle zamana bagli, modifiye liyofilizasyon metodu ile
hazirlanan L3 formiilasyonunun diger modifiye liyofilizasyon formiilasyonlarina ve
evaporasyon metoduyla hazirlanan formiilasyona gore diisiik konsantrasyonda (ICso:

195 pg/mL) sitotoksik etki gosterdigi belirtilmistir.

Bunun aksine SKOV-3 hiicrelerinde ise evaporasyon metodu ile hazirlanan L4
formiilasyonu ile 24 saat inkiibasyon sonrasinda ICsp degeri olarak 235 mg/mL
belirlenmis olup diger formiilasyonlara karsi bu hiicrelerin direncli oldugu tespit

edilmistir.

Formiilasyonlarin servikal kanser hiicresi {izerine olasi apoptotik etkilerinin
incelemesi sonrasinda ise, hem erken apoptozun uyarilmasinda hem de DNA

fragmentasyonunun belirlenmesinde L3 formiilasyonunun etkili oldugu goriilmiistiir.

Tez calismasininhiicre kiiltiirii kisminda L3 ve L4 formiilasyonlarinin her iki

hiicre tipi {lizerine gosterdikleri sitotoksik etki yiiksek dozda gozlenmistir.
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Kemoterapdtik aday bir ilacin kanser hiicrelerine karsi etkinligini artirmak ve ayni
zamanda normal hiicrelere kars1 sitotoksik etkisinin minimum diizeyde tutabilmek i¢in,
o ilaca ait sitotoksik etkiye diisiik dozlarda ulasmak gerekmektedir. Bu nedenle, tez
calismasinin devami olarak formiilasyonlarin sitotoksik etkisinin diisiik dozda elde
edilmesine yonelik deneysel ¢aligsmalarin planlanmasi ve bunun devami olarak da bu
formiilasyonlarin apoptotik mekanizma iizerine olasi etkilerinin daha detayli olarak

incelenmesi diistiniilmektedir.
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Alsstract: Qucecetin (), & polyphenolic evaread, is cac of the most cfective plist orginalad st
widants, Dl the potealial i of Qu in clinical ials, low water solubdity, stability prbloss asd
ilahility limil its spplications. The purpose of this sudy wes 1o cohnce
e alabibty, Sssolalion e ind anboridast activity of Qu by conpleation with Meshyhi-

he of cellukar i

Characterization and Antioxidant Activity of
Quercetin/Methyl-f-Cvclodextrin Complexes
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1L IS TRODUC TION

Flavenaids are very common in mabere and can be ex-
iracied from different types of plinis essily. Due w same
vahashle bealth-benefiiing properiies, flavonoids are widely
siudied in temms of their chemisiry s well a5 considering
their bialogical activiey. Many reseaschers in phamaceusical
and medicing chemisory focesed on flvonoids considering
their anti-oxidast, ant-samor, ant-inflammatice, blaod lipid
degreasement, coranary antery dilstation, sti-plaiele aggre-
gatian, anti-anemic action, anti-anaphylaxis and mvibacterial
activities [1, 2]. The snbexidant capacities of these com-
pounds are hased on their efficiency & radical scavengers,
which cam black the formation of reactive cuygen species
and also radical chaim reactions [3).

{uercetin (), 2 nasaral pestabydronyflavene, is widely
disiribaied in the medicinal planis, flowers, fruits, keaves and
varniety of bevernges ns their imporim constimest. b plays
s important role | science of nutrition and needical applica-
fion. Qu has many biologiesl activities such & sssiumor
genic and antiallergy activity and (Ju act as an effective radi-
cal-scavenger against oxidative cell damage [4, 9). Inlpl:nf
beimg o effective ® & wide range, its use in pharmaceutical
field is limiied by its low squeous sadubility. In recent years,
eyclodexirin (T complexation bas been secoessfally used
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o improve solwbility, chemical swhility and bioavailshility
of such polyphenolic flavoneids (Fig 1) &, 7]

Cyclodextrins (CDs) are the cyclic aligomers of glicese
which bas o |miice-like super molecular sirucere with lipo-
philic Emer cavity and bydrophilic evienior sarfsces. CDs
can form inclusion complexes eaxily with mamy of the dnag
milecules, Inclusion with CDs protect the dnsg from physi-
cal, chemical and moymanic e mmd also inoresse
the membrase permeability and bicavailability of active
midecule [H:10] Thess changes may incresse the potental
therapeutic use of the drugs. Amoag the chemically modifisd
(s, metiylased CDs deserve special mitenon due o it
higher waser solability and greater solubilizing and com-
plexation ahility [11].

The antexidami acivity of phenolic compounds can be
madified in the presence of CDs. Natve CDs; o-CD, fCT,
and pCD, are c_l.u']n:uhgu-:d::uhmlhm,mﬂ.md
eight glucopymanose units, respectively. These compounds
have a hydrophilic exiemal pari and a relazively hydrophobic
aavity in which active molerales can be escapsulated by
inclusion complex fomuation [3]

Smdies have shown that the association of Qu with CDs
io form isclusion complexes improves the aqueous salubil-
ity, dissohnice raie and antioxidant activity of the favonoid
[12-13] There are rwo siudies showt e compleuation of (ha
with M-f<CD in lierabere. [n these smdies, inclusion com-
plexes were formed m iris-HC buffer sobation ipH 740 and
water media [15, 16]. Ivis the first time that properties of he
inclusion complexes have mvestigaied & ethanolwater [ 1:1,
viv) med i in cear study. Adso i former studies, complexes
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Freeze-Dried QuercetinMethyl-g-Cyelodextrin Complex
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Cuercetin (Qu), a polyphenclic Mavonoikl. s
ane of the most effective plant orkginated
antioxidants. Despite the potential usage of Qu
in cancer treatment. low water solability,
stability problems and the scarcity of cellular
hioavailability limit its applications. In this
scope, inclusion complex of Qu with Methyi-p-

eyclodextrin  (Me-B-CI) was prepared by
freepe-d rying method.

INTRODLUCTHON

CD inclusion complexes lawve been shown to
improve the stabiliy, solubility, dissolution rane,
and bioavailability of te drugs.

MATERIALS AND METHODS
Phase sedubility siudies and preparation complex:
Phase solubility stwdies were performed acconding
to the method of Higuchi and Commsoes [1]. A
validated HPLC method was wsed for the
determination of Qu. Qude-f-CD complex
prepared by freere-diving method with 121 molar
ratios determined by the phase solubility diageam
shudies {Fig. 1

1

£ &8

F

s e i Cne, ()

5 i 15
Ale-B-00 Come. (mh ]

Fig. 1. Phase Sobebility Magram of Quwe-f=CT Sysiem in
Ethanol'Weier i 1:4] a1 255 {m=3, SE}

Chearacterization: Aquesas solubility ests carried
out at 3% *C. The amtioxidant properies were
evaloated by determination of the scavenging
activity towards DPPH radical [2]. The complex
wias charscterized by FT-IR, DSC, XRDy, NME.

88

RESULTS AND DISCUSSION

The phase solubility diagram showed a linearity
between increases solubility of Qu aind Me-f=CD
ir=0.992) {Fig. 1. The curve obtained can be
clagsified as type Ag [1]. Complexation strongly
icreases the water solubility of Qu from 0.3
pgfml o B39 pgfml, at 25 °C (n=3). la addition,
the antioxidant activity of the complex was more
effective than pure Qu on DPPH scavenging (Fig.

il

Ducreetin Concenlration (@1 O f—

Fig. 2. Amtinxidant Activity of Pure Qu and QuiMe-f-CTr
Camplex (=i, SE)

The formation of inclusion complex with Me-fi-

CDy in the solid-state were confirmed by DSC,

XRD, NMB and FT-IR.

i e s ol By e
tooe s

=

-

COMNCLUSIONS

As a conclusion, the overall of Quide-f-CT
inclusion complex designed w0 be developed
alowed that incrzasing the aqueous solubility and
antipxidant activity.
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Cuercetin (Cu) has many biological sctivities such as antitumor activity, cardiovascular protection,
anti-Hinflammatory, estrogenic and antiallergy activity and Qu act as an effective redical-scavenger
against oxidative cell damage [1]. In spite of being so effective in & wide range, its use in
pharmaceutical field is limited by its low agueous solubility. The purpose of this sbudy was to enhance
aqueous solubllity, disscdution rate and antioxidant activity of Gu by complexstion with meathd-fi-

in (M-f-CO). The inclusion compounds were prepared by modified codyophilisation
{L1), lyophilization (L2) and evaporation (L4) methods, wsing & molar ratio Cwb-p-C0, 121, The
quantity of Ou was determined by HFLC method. The characterstics of the complexes wera
evaluated by DSC, XRD, "H-MMR, FT-IR. SEM, encapsulation efficacy, fr-wtro dissolution rate
analyses. Dissolution experiments studied in 50 ml pH 12 by adding pure Qu (1 mg), physical
mixture or the complexes containing an equivalent amownt of CGu. Antioddant activity of the purs
Cu and complaxzes were evaluated in wiro by DPPH assay [2]. The drug-entrapment efficiency
were found 52.33 %, 96.22 % and 90,98 % for L1, L2 and L4 formudation respectively. Analyses
resulis demonstrated that formation of complexation strongly increases the aqueows solubility
of Gu at 25%C. The results of characterization studies suggest that the Ou moleculs was located
inside the M-f-C0 cavity and, consequently a Ouf M-f-CO inclusion complexes was formed. The
pure Cu and physical mixiure showed 8 kow dissolution rate with 36 % and 30 % drug dissolwed
within 120 min respectively. On the other hend, 72 % and 70 % of drug was released within 5 min
for L1 and L4 complexes respactively. According to results of OFPH studies, scavenging effect of
Cu increased with an Increased Ou concentration. it was noted that the anBoxidant activity of QOu
was influenced by M-p-C0. The highest anticddant activity were observed in L2 complex (62.11
% for 1 mg Ou concentration and B0 % for 5 mg COu concaniration)).
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