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OZET

Sinapik Asit Yiiklii Polimerik Nanopartikiillerin
Fibroblast ve Glioma Hiicre Soylar1 Uzerinde Sitotoksisite

ve Genotoksisitesinin incelenmesi

Fatma Sayan POYRAZ

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali

Yuksek Lisans Tezi

Danisman: Dog. Dr. Banu MANSUROGLU

Sunulan tez ¢alismasinda;farmakolojik 6zellikleri bilinen Sinapik Asit molekiiltiniin
ilac etken maddesi olarak Poli (laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) icine enkapsiile
edilmesi ile polimerik nanopartikiiler sistemlerin olusturulmasi ve karakterize
edilmesi sonucu optimize edilen partikiiler sistemin sitotoksik ve antigenotoksik

ozelliklerinin incelenmesi amac¢lanmistir.

Bir organ veya dokudaki hiicrelerin kontrolsiizce boliinlip ¢ogalmasi durumunda
olusan kanser, bulundugu dokuya veya organa gore olduke¢a farkl karakteristik
ozellikler gostermektedir. En sik goriilen merkezi santral sinir sistemi
timorlerinden biri olan glioblastomalar agresif, invazif ve tedavisi zor kanser

tarleri olarak tanimlanmaktadirlar.

Yiiksek toksisiteye sahip olmalar1 ve nonspesifik olarak hem normal hem kanserli
hiicrelerde birikmeleri, diisiik ¢6zilintrlik ve smirlandirilmis stabiliteden dolay:
biyouyumluluk saglayamamalari, kisa yar1 Omirleri ile viicuttan hizla

uzaklastirilmalar1 gibi smnirlayici pek ¢ok faktérden dolay1 giincel antikanser
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ajanlar kanser tedavisinde oOnemini yitirmektedir. Bu nedenle biyolojik
uygulamalarda yaygin olarak ila¢ tasiyici sistemler kullanilmaya baslanmistir.
Yapilan literatiir taramasinda nanopartikiiler sistemlerin ayni etken maddenin
serbest formuna kiyasla daha etkili oldugu go6zlenmis ancak sinapik asit
molekulinin partikiiler sistemlere ytiklendigi bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bu
kapsamda sinapik asit molekiilii PLGA polimeri igerisine enkapsiile edilerek
karakterizasyonu ve optimizasyonu saglanmistir. Sentezlenen nopartikiillerin
karakteristik 6zellikleri UV goriiniir bolge spektroskopisi, Fourier dontistimlii
kizilotesi spektroskopisi (FT-IR) ve Taramali elektron mikroskobu (SEM) ile

belirlenmistir.

Optimize partikiillere ait ortalama degerlere bakildiginda reaksiyon verimleri
%152,61, enkapsiilasyon etkinligi %54,58, ila¢ yiikleme kapasitesi %46,28, boyut
155,7 nm, ¢oklu dagihm indeksi 0,0080, zeta potansiyel degeri -22,5 mV olarak

bulunmustur.

Optimize edilen nanopartikiiler sistemlerin sitotoksisitesi serbest molekiil ile
karsilastirmali olarak In vitro kosullarda L929 Fibroblast ve C6 Glioma hiicre soyu
lizerinde 24. ve 48. saat muamelesi sonucu incelenmis, fibroblast hiicre hattinda 24
saat deneyleri icin IC50 degerleri sirasiyla ; 811,0 pg/ml serbest sinapik asit ve
960,0 ug/ml sinapik asit NP, 48. saat icin 567,4 pg/ml serbest sinapik asit ve 815,7
ug/ml sinapik asit NP seklinde belirlenmistir. Glioma hiicre hattinda ise 24 ve 48
saat deneyleri icin IC50 degerleri sirasiyla ; 348,2 ug/ml serbest sinapik asit ve
256,3 pg/ml sinapik asit NP, 48. saat icin 314,7 pg/ml serbest sinapik asit ve 130,3
pug/ml sinapik asit NP olarak belirlenmistir. Ayrica C6 Glioma hiicre soyunda
serbest sinapik asit ve sinapik asit yiiklii nanopartikiliin antigenotoksik etkisine
bakilmis; en uzun kuyruk yapis1 H20; ile DNA hasari olusturulan pozitif kontrol
grubunda gortilirken, DNA hasar oranlari; kuyruk uzunlugu, kuyruk yogunlugu ve
kuyruk momentine bakildiginda pozitif kontrol grubunu sirasi ile negatif kontrol,
serbest sinapik asit ve sinapik asit yikli nanopartikil grubu takip etmistir.
Hiicrelerin genel olarak 0. ve 1. Dereceden kuyruk yapisi olusturduguy,
nanopartikiiler sistemin DNA hasarin1 azaltmada serbest sinapik aside kiyasla

daha etken rol oynadigi belirlenmistir.
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Elde edilen bulgular dogrultusunda optimize formiilasyonun doku veya hedef
organi olumsuz etkileyen kemoterapotik ajanlara alternatif olarak beyin kanseri
tedavisinde kullanilacak yeni nesil ila¢ ve tedavi ajanlarinin gelistirilmesine katki
saglayacagl, meydana gelebilecek DNA hasar1 sonucunda olusacak cesitli
hastaliklar1  Onleyebilecegi diisliniilmektedir. Ayrica giicli antikanser ve
antigenotoksik etkisi olan hidrofobik molekiillerin ila¢ sistemine doniismesinde

faydali bir model olabilecegi diisiintilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Sinapik asit, polimerik nanopartikill, sitotoksisite,

genotoksisite.
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ABSTRACT

Investigation of Cytotoxicity and Genotoxicity of Sinapic
Acid Loaded Polymeric Nanoparticles on Fibroblast and

Glioma Cell Lines
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The aim of this study was to investigate the anticancer and antigenotoxic
properties of the particle system which is optimized by the formation and
characterization of polymeric nanoparticular systems by the encapsulation of the

known pharmocological properties of Sinapic Acid molecule into the PLGA.

In the event of cells uncontrolled division and proliferation of cells in an organ or
tissue, cancer occurs. It has a very different character according to the tissue or
organ. Glioblastomas, one of the most common central nervous system tumors, are
defined as aggressive, invasive and difficult to treat cancer types. Current
anticancer agents lose their importance in cancer treatment because of their high
toxicity and nonspecific accumulation in both normal and cancerous cells, low
solubility and limited stability, their inability to provide biocompatibility, short
half-lives and rapid removal from the body. Therefore, drug delivery systems have

been widely used in biological applications. In the literature search, it was
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observed that the nanoparticular systems were more effective than the free form
of the same active substance, but no study was found in which the sinapic acid
molecule was charged to the particulate systems. In this context, sinapic acid was
encapsulated into PLGA polymer and its characterization and optimization was
provided. The characteristic features of synthesized noparticles were determined
by UV visible spectroscopy, Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR) and

Scanning electron microscopy (SEM).

When the average values of the optimized particles were evaluated, the reaction
yields 52.61%, the encapsulation efficiency 54.58%, the drug loading capacity
46.28%, the size 155.7 nm, the multiple distribution index 0.0080 and the zeta

potential value -22.5 mV were found.

The cytotoxicity of the optimized nanoparticular systems as compared to free
molecules were investigated under in vitro conditions over the L929 Fibroblast
and C6 Glioma cell lines within were 24 hours and 48 hours timelines. On the
fibroblast cell line, IC 50 values were respectively as following: Concentration of
811,0 pg / ml free sinapic acid and 960,0 ug / ml sinapic acid NP was determined
for 24hours experiments and 567,4 pg / ml free sinapic acid and 815,7 pg / ml
sinapic acid NP for 48 hours experiments. On the glioma cell line, the IC 50 values
for 24- 48 hours experiments were respectively 348,2 ug / ml free sinapic acid and
256,3 ug / ml sinapic acid NP, followed by 484,7 ug / ml free sinapic acid and 130,3
ug / ml sinapic acid NP level at 48 hours.

In addition, the antigenotoxic effect of free sinapic acid and the nanoparticle
loaded with sinapic acid in the C6 Glioma cell line were investigated; the longest
tail structure was observed on DNA damage caused by H202 in the positive control
group and when the tail length, tail density and tail moment were examined, the
positive control group was respectively followed by negative control, free sinapic
acid and sinapic acid loaded nanoparticle group in DNA damage rates. It was
determined that cells generally form Ot and 1st level tail structures and the
nanoparticular system plays a more active role in reducing DNA damage than free

sinapic acid.

According to the findings, it is thought that the optimized formulation will

contribute to the development of new generation drugs and treatment agents that
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will be used in the treatment of brain cancer as an alternative to chemotherapeutic
agents affecting the tissue or target organ negatively and may prevent various
diseases resulting from DNA damage. In addition, it is thought that hydrophobic
molecules with strong anticancer and antigenotoxic effect may be a useful model

for transformation into the drug system.

Keywords: Sinapic acid, polymeric nanoparticles, cytotoxicity, genotoxicity.
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Giris

1.1 Literatiir Ozeti

Bitkilerde olduk¢a fazla bulunan fenolik bilesikler bitkinin c¢evresel stres
kosullarina karsi olusturdugu savunma mekanizmasi sonucu ortaya ¢ikan

sekonder metabolitler olup 6zellikle meyve ve sebzelerde bolca bulunurlar.

Kiigiik bir hidroksisinamik asit tiirevi olan sinapik asit (3,5-dimetoksi-4-
hidroksisinamik asit), bitkilerde yaygin olarak bulunan fenolik bir bilesik olup
fenilpropanaoid ailesinin bir iyesidir ve organizmalarda serbest ya da ester
formunda bulunabilir. insan diyetinde énemli bir yere sahip meyve, sebze, tahil,
baz1 baharatlar ve sifali otlarda bolca bulunan sinapik asitin organizmalar
lizerindeki farmakolojik 06zelliklerini belirlemek ve bu maddenin etki
mekanizmalarin1 aydinlatabilmek igin ¢esitli In vivo / In vitro c¢alismalar
yuritilmis ve bu ¢alismalar sonucunda genis spektrumlu farmakolojik 6zellikler
gosterdigi kanitlanmistir. Bu o6zellikler baslica; antiinflamatuar, antioksidan,
antimikrobiyal, ankisiyolitik, ndroprotektif, kardiyoprotektif, hepatoprotektif,

antihiperglisemik ve antikanser 6zelliklerdir[1-3].

Nanopartikiiller, mikron alt1 boyutlarda, cesitli fizikokimyasal 6zelliklere sahip
polimerler kullanilarak hazirlanan kati, kolloidal partikiillerdir. Nanopartikiiler
yapilara ¢esitli ilac etken maddeleri yiiklenerek tasiyici sistemler

olusturulabilir[4].

Polimerik nanopartikiiller diger kolloidal tasiyici sistemlerle kiyaslandiklarinda
biyolojik sivilarda yiiksek stabiliteye sahip yapilardir. Cesitli molekiillerin partikiil
icerisine yiiklendigi sistemler ile ila¢ etken maddeler lokalize veya sistemik olarak

tasinabilir[5].

Geleneksel dozaj formlarina kiyasla oldukga fazla avantaji olan kontrollii ilag sahim

sistemlerinde nanopartikiiller, etken maddenin polimerik yapi icerisinden diflize



bir sekilde salimini saglar. Polimerik membran icerisinde bulunan etken maddenin
polimerdeki ¢ozlinlrligi ve difiizyon hizi salim profilinde 6nemli bir etkiye
sahiptir. Partikiiler sistem olusturulurken yapiya eklenen yardimci kimyasallar ve

ylizeye adsorbe olabilen etken madde miktari da salimi etkiyen faktérlerdendir.

Diinya Saglik Orgiitii (WHO), beyin kanser ¢esitlerini kanserli hiicrelerin molekiiler
ve histolojik 6zelliklerini baz alarak doért prognostik dereceye ayirmis, IIl. ve IV.
dereceden timorleri malign gliomalar olarak belirtmistir. Malign gliomalar
histolojik olarak heterojen ve glialardan tiireyen invaziv tliimorler olup

glioblastoma olarak da adlandirilirlar.

Glioblastomalar en sik goriilen merkezi santral sinir sistemi tiimorleridir ve bu
hiicreler agresif, invazif ve tedavisi zor hiicreler olarak tanimlanmaktadirlar.
Glioblastomalar ayrica mikrovaskiiler proliferasyon ve/veya nekroza sebep

olabilmektedir[6].

Yiiksek toksisiteye sahip olmalar1 ve nonspesifik olarak hem normal hem kanserli
hiicrelerde birikmeleri, diisiik ¢oziiniirliik ve sinirlandirilmis stabiliteden dolay:
biyouyumluluk saglayamamalari, kisa yar1 Omiirleri ile vicuttan hizla
uzaklastirilmalarn gibi sinirlayici pek ¢ok faktérden dolayr giincel antikanser
ajanlar kanser tedavisinde Onemini yitirmektedir. Nanopartikiiller fonksiyonel
ozellikleri sebebiyle biyolojik uygulamalarda yaygin olarak kullanilan ilag tasiyici

sistemlerdir[7].

Biyobozunur bir polimer olan PLGA 6zellikle doku miihendisliginde ve ilag¢ tasiyici
sistemlerin hazirlanmasinda énemli bir potansiyele sahip olup Avrupa ila¢ Ajansi
(European Medicine Agency (EMA)) ve Amerikan Gida ve Ilag Kurumu (Food and

Drug Administration; FDA) tarafindan onayl bir tirtindiir[8].

Yapilan literatiir taramasinda polimerik nanopartikiilerin antikanser ve
antigenotoksik oOzellikleri ile ilgili ¢ok sayida calismaya rastlanmasina ragmen
Sinapik Asit molekiiliiniin etken madde olarak kullanildigi nanopartikiiler
sistemlere rastlanmamistir. Bu nedenle; sunulan bu tezde bir gesit fenolik bilesik
olan Sinapik Asit molekiilii PLGA kopolimeri kullanilarak tekli emiilsiyon yontemi

ile nanopartikiiler sisteme yiiklenmis, cesitli 6l¢iim yontemleri ile olusturulan



nanopartikiil formiilasyonun karakterizasyonu sonucu optimize edilen
naopartikiillerin ve in vitro salimi incelenerek sitotoksik ve genotoksik etkilerine

bakilmistir.
1.2 Tezin Amaci

Genis spektrumlu farmakolojik 6zelliklere sahip Sinapik Asit molekili yapilan
calismalarla etkisi kanmitlanmis, suda ¢oziinirligi diisik bir molekildir. Bu
nedenle suda c¢oziinlrligii az olan Sinapik Asit molekiiliiniin nanopartikiiler
sistemlere yiiklenmesi ile ¢oziiniirliigiiniin ve biyouyumlulugunun artirilmasi ve
daha dusiik dozlarda daha etkili nanopartikiiler formiilasyonlarin gelistirilmesi

amaglanmistur.

Tez kapsaminda hazirlanan Sinapik Asit ytklii nanopartikiillerin serbest Sinapik
Asit molekiilii ile karsilastirmali olarak C6 Glioma hiicre soyu tizerinde sitotoksik

ve genotoksik etkisi incelenmistir.

MTT analizi ile nanopartikiiler sistem ile serbest molekiiliin toksik etkisi
karsilastirilmis, comet assay yontemi ile yapilan genotoksisite testinde ise
nanopartikiiler sistem ile serbest molekiiliin DNA hasar buyiikligi lizerine etkisi

karsilastirmali olarak incelenmistir.
1.3 Hipotez

Bu calismada; Sinapik Asit molekiiliiniin nanopartikiiler sistemlere yiiklenmesi ile
biyouyumlulugunun artirilmasi ve maddenin kontrollii salim sistemi mekanizmasi
sayesinde dolasim sistemi icerisinde daha uzun siire bozunmadan kalarak
etkinligini siirdlirebilmesi amaglanmaktadir. Sinapik asit yiiklii nanopartikiiler
sistemin farkli parametrelerde sentezlenerek optimize formiilasyonuna ulasilmasi
ve optimize edilen biyouyumlulugu ytlksek partikiillerin sitotoksik ve
antigenotoksik etkinliginin artirilmasinin hedeflendigi ¢alismanin ila¢ tasiyici

sistemler icin referans olabilecegi diistiniilmektedir.



2

GENEL BiLGILER

2.1 Kanser

Kanser, bir organ veya dokudaki hiicrelerin kontrolsiizce bdliiniip ¢ogalmasina
verilen addir. Kanser tipleri oldukg¢a c¢esitli olmakla beraber temelde tamami
anormal hiicrelerin kontrol dis1 ¢ogalmasi ile baslamaktadir. Kanser (cancer)
terimi, Yunan fizik¢i Hippocrates’in carcinos ve carcinoma terimlerini ilser

olusturan ve tlser olusturmayan tiimorler seklinde kullanmasi ile ortaya ¢ikmistir.

Kas ve sinir hiicreleri gibi istisnalar disinda canli viicudunda bulunan tiim saglkh
hiicreler strekli olarak bdéliinebilme yetenegine sahiptir. Erken dénemlerde
hiicreler daha hizli béllniirken, eriskinlik ile beraber bu hiz yavaslamakta ve
hiicreler boliinme yeteneklerini zamanla kaybetmektedir. Her hiicrenin sahip
oldugu belli bir boélinebilme sayis1 vardir ve hiicreler boéliinme yetenegini

kaybettigi zaman apoptoz denilen kontrolli hiicre 6liimii ile yok edilirler.

Normal hiicrelerin maligniteye doniistiigii siire¢ genom hasarinin bir sonucu
olarak pespese mutasyonlarin biriktirilmesi ile ortaya c¢ikmaktadir. Cesitli
kimyasallar, virtisler, beslenme faktorleri, genetik faktorler, ultraviyole 1sinlar veya
radyasyon gibi nedenlerden dolay1 DNA hasar gorebilir ve bulundugu hiicrelerde
anomaliye sebep olabilir [9]. Kansere sebep olan hiicrelerin normal, saglikli
hiicreler ile farkina bakildiginda canli viicudunda bulunan trilyonlarca hiicreden
hemen hemen herhangi birinde baslayabilen kanser, hiicrelerin diizenli boliinme
stireclerini bozmakta ve hiicreler gittikce daha fazla anormal hale gelmektedir.
Kanser olusumunda, apoptoza ugramasi gereken eski veya hasarl hiicreler 6lmesi
gereken yerde hayatta kalarak yeni hiicreleri olusturur ve olusan yeni hasarl
hiicreler siirekli olarak boliinerek genellikle tiimoér adi verilen anormal, kati

formda dokulari olustururlar.

Kanser temel olarak alti biyolojik 6zellik ile karakterize edilmektedir. Bunlar;

cogalma sinyalinin silirduriilmesi, bliyyime baskilayicilarindan kag¢inma, hiicre



6limiine direnme, replikatif 6liimsiizligii saglama, anjiyogenez ve istila/metastaz

seklinde siralanabilir[10].

Kanser, sebebi tam olarak bilinemeyen bir hastalik olmakla beraber temelde
degistirilebilir ve degistirilemeyen iki grup risk faktériinden meydana gelmektedir.
Degistirilemeyen faktorler yas, cinsiyet ve aile 6ykisiidir. Degistirilebilir faktorler
ise cevresel kaynakli etkenler olup bunlar ; sigara ve alkol kullanimi, radyasyona
maruz kalma, viriisler, beslenme aliskanliklari, ultraviyole isinlara uzun siire

maruz kalma, ¢esitli kimyasallar ve hava kirliligi gibi siralanabilir[11].

Kanser cesitleri olustuklar1 doku veya organa gore kolorektal, lenfoma, sarkom,
serviks, melanom gibi 6zel isimlerle adlandirilmaktadir. Goriilme siklig1 agisindan
cinsiyet, cografi bolge, 1rk vb. ozellikler kanser tiirlerinde degiskenlik

gostermektedir[9].
2.1.1 Kanser Tiirleri ve Beyin Kanseri

Diinya Saghk Orgiitii (WHO), beyin kanser cesitlerini kanserli hiicrelerin molekiiler
ve histolojik 6zelliklerini baz alarak dort prognostik dereceye ayirmis, III. ve IV.
dereceden timorleri malign gliomalar olarak belirtmistir. Malign gliomalar
histolojik olarak heterojen ve glialardan tireyen invaziv timorler olup

glioblastoma olarak da adlandirilirlar.

Glioblastomalar en sik goriilen merkezi santral sinir sistemi tiimoérleridir ve bu
hiicreler agresif, invazif ve tedavisi zor hiicreler olarak tanimlanmaktadirlar.
Glioblastomalar ayrica mikrovaskiiler proliferasyon ve/veya nekroza sebep

olabilmektedir[6].

Biyolojik ve genetik farkliliklarina gore glioblastomalar iki alt gruba ayrilmaktadir.
Birincil glioblastomlar tipik olarak epidermal biiyiime faktér reseptorlerinin
(EGFR) amplifikasyonu ve mutasyonlar1 sonucunda, 10. Kromozomun uzun
kolunda meydana gelen heterozigotluk kaybindan dolayi, proliferasyon ve
migrasyon gibi bircok hiicresel fonksiyonu diizenleyen kromozomun 10q23
bolgesinde bulunan protein tirozin fosfotaz ve tensin homologu (PTEN) geninin
silinmesi gibi Ozelliklerle karakterize edilmektedirler ve genellikle 50 yasindan

biiylik hastalarda gortliirler [12].



ikincil glioblastomlar ise, diisiik dereceli veya anaplastik astrositomalar olarak
daha genc¢ hastalarda ortaya ¢ikan ve birkag¢ yil icinde glioblastomlara dontisen
kanser turleridir. Birincil glioblastomlardan ¢ok daha az yaygin olan bu timérler
genellikle p53 timoér baskilayici geninde meydana gelen mutasyonlarla

karakterizedir [12].

Sekonder glioblastomlar, DNA kopya sayisinda birincil glioblastomlardan belirgin

bir sekilde farkli olan transkripsiyonel paternlere ve sapmalara sahiptir [13].

Tiim bu genetik farkliliklarina ragmen, birincil ve ikincil glioblastomlar morfolojik
olarak ayirt edilememekte ve standart tedavilere verdikleri yanitlar benzer
ozellikler gostermektedir. Bu nedenle bu kanser tiirleri i¢in hedeflendirilmis

molekiiler tedaviler 6nerilmektedir[12-15].
2.2 Sinapik Asit

Kii¢iik bir hidroksisinamik asit tiirevi olan sinapik asit (Sekil 2.1) (3,5-dimetoksi-4-
hidroksisinamik asit), bitkilerde yaygin olarak bulunan fenolik bir bilesik olup
fenilpropanaoid ailesinin bir tlyesidir ve organizmalarda serbest ya da ester
formunda bulunabilir[1, 2]. Molekiil formiili C11H1205 ve molekiiler agirhg: 224,21
g/mol olan sinapik asit insan diyetinde 6nemli bir yere sahip olan meyvelerde,
sebzelerde, tahillarda, baz1 baharatlarda ve sifali otlarda bolca bulunmaktadir [1,

3].

O
H3CO Non
HO
OCHs

Sekil 2. 1Sinapik asit molekiliintin kimyasal yapis1 [16].

Sinapik asitin organizmalar tizerindeki farmakolojik 6zelliklerini belirlemek ve bu
maddenin etki mekanizmalarini aydinlatabilmek i¢in cesitli In vivo / In vitro
calismalar yiritilmiis ve bu ¢calismalar sonucunda genis spektrumlu farmakolojik

ozellikler gosterdigi kanitlanmistir. Bu 6zellikler baslica;antiinflamatuar,



antioksidan, antimikrobiyal, ankisiyolitik, noroprotektif, Kkardiyoprotektif,

hepatoprotektif, antihiperglisemik ve antikanser 6zelliklerdir.

2.1.1 Sinapik asitin Farmakolojik Ozellikleri
2.1.1.1 Antiinflamatuvar Etki

Sinapik asitin, kolit fare modelinde enflamatuar degisiklikler tizerindeki etkisini
degerlendirmek i¢in yapilan bir ¢alismada sinapik asit ve deksametazon Balb/c
disi farelere oral yoldan uygulanmis, sinapik asitin kolon yaralanmasi veya hasari
tizerindeki anti-enflamatuar etkisinin olduk¢a etkili oldugu goézlenmistir. Ayni
calismada myeloperoksidaz aktivitesi, malondialdehit ve tiim6r nekroz faktorii alfa
(TNF-a) kolonik doku seviyeleri de sinapik asitin uygulanmasi sonucu azalmistur.
Bu c¢alismanin bulgular: sinapik asitin bagirsak iltihabi lizerinde anti-enflamatuar
etkiler uyguladigini ve enflamatuar barsak hastaliginin tedavisinde yeni bir

terapotik aday olarak secilebilecegini gostermektedir[17].

Sinapik asit ve tiirevleri ile yapilan bir ¢alismada inflamasyonun patogenezinde
onemli bir rol oynayan transkripsiyon faktoriu NF-kB ve ilgili sitokinleri IL-6 ve IL-
8’in ekspresyonunu azaltmak i¢in bir dizi sinapik asit tiirevi sentezlenmis ve anti-
enflamatuar etkileri degerlendirilmistir. Sonug¢ olarak hazirlanan tiim bilesiklerin

giiclii antienflamatuar aktiviteler gosterdigi belirlenmistir[18].

Sinapik asitin anti-enflamatuar potansiyelini ve bunun altinda yatan mekanizmayi
arastirmak i¢in sinapik asitin pro-inflamatuar mediatérlerin liretimi tizerindeki
inhibitor etkisinin incelendigi bir In vivo ¢alismada sinapik asitin lipopolisakarit
(LPS) kaynakl nitrik oksidi (NO), prostaglandin E2’yi (PGE2), tiimor nekroz
faktori olan TNF-a'y1 ve interlokin (IL) -1 iiretimini doza bagh bir sekilde inhibe
ettigi kanmitlanmistir. Bu bulgular ile uyumlu olarak, sinapik asit protein
seviyelerinde LPS kaynakl uyarilabilir nitrik oksit sentaz (iNOS) ve siklooksijenaz
(COX) -2 ekspresyonlarini inhibe ettigi gozlenmis, sonu¢ olarak iNOS ve COX-2
indiiksiyonunun ve pro-enflamatuar sitokinlerin sinapik asit tarafindan
tretilmesinin baskilanmasinin, serotonin veya karragenan tarafindan siganlarda ve
farelerde pence 6dem olusumunun inhibe edilmesinde rol oynayan o6nemli

mekanizmalari temsil edebilecegi ortaya koyulmustur[19].



2.1.1.2 Antioksidan Etki
Oksidatif stres yaslanma, kanser, ateroskleroz, diyabet, nérodejeneratif, karaciger
ve bobrek hastaliklar1 gibi bir¢ok hastaligin patolojisinde rol oynamaktadir.
Oksidatif strese bagl hastaliklara karsi koruma saglayabilen diyet antioksidanlari
viicut hiicrelerini serbest radikallerden ve reaktif oksijen tiirlerinden (ROS)
kaynaklanan hasarlardan koruyabilen organik molekiiller olarak
tanimlanmaktadirlar[1]. Monofenolik bir yapiya sahip olan sinapik asit molekiilii
yapisinda bulunan hidroksil grubu sayesinde elektron alip verebilir ve
oksitleyici/redtikleyici etki gosterebilir. Bu 6zelligi dolayisiyla molektl antioksidan

etki gostermektedir[20].

Sinapik asit, antioksidan oOzelliklerinden dolayi, cesitli dejeneratif bozukluklar:
veya oksidatif hasara bagh hastaliklar1 6nlemede 6nemli bir rol oynamaktadir
Temel antioksidan aktivitelerine bagh olarak; gida, kozmetik ve ila¢ endiistrisinde

potansiyel kullanimi 6nerilmektedir[1].

Sinapik asit ve resveratrol tedavisinin antioksidan etkisi ve bagirsak mikrobiyata
dengesizliginde potansiyel iyilestirici olabilecegi varsayilan bir calismada bes
gruba ayrilan sicanlara resveratrol, sinapik asit ve her iki polifenoliin
kombinasyonu birlikte verilmis, sicanlarda aclik kan glikoz seviyeleri etkili bir
sekilde diiserken, reaktif oksijen tiirleri ve malondialdehit diizeyleri azalmis,
sinapik asit tiiketimi ile karacigerde toplam antioksidan kapasitesinin arttigl

gozlenmistir[21].

Hidroksisinamik asitlerin ONOO- stipiirme kabiliyetlerinin arastirildig1 baska bir
calismada sinapik asit, askorbik asit ve alfa-tokoferol ile karsilastirildiginda

oldukga giiclii bir antioksidan olarak gézlemlenmistir[22].

Pekkarinen ve ark. yaptig1 calismada farkli konsantrasyonlarda sinapik asit iceren
fenolik asitlerin homojen ve heterojen lipid sistemlerinde lipid oksidasyonunu
inhibe etme o6zelligi degerlendirilmis ve sinapik asit her iki sistemde de
hidroperoksit olusumunda ferulik asit ve alfa tokoferolden daha etkili

cikmistir[23].



Sinapik asitin 2,2-difenil-1-pikrilhidrazilin (DPPH) paramanyetik stabil radikaline
kars1 serbest radikal temizleme kabiliyeti gosterdigi yapilan cesitli ¢alismalar

sayesinde bilinmektedir[24]

Yiiksek oranda reaktif olan hidroksil radikalleri (-OH), yasam sistemlerinde
cevrelerine zarar verme potansiyeline sahiptir[24]. Askorbik asit ile
kiyaslandiginda sinapik asit, -OH radikali i¢cin daha diisiik dozlarda daha guigli bir

antioksidan olarak etki gostermistir[25].

Ferulik asit, klorojenik asit ve p-kumarik asit gibi hidroksisinamik asitler ile
kiyaslandiginda sinapik asitin ClO- ve (- NO) radikallerinde daha gii¢lii temizleme

potansiyeli oldugu belirlenmistir[24].

Peroksinitrit (ONOO-) potansiyel olarak apoptozu baslatabilen bir radikaldir.
Sinapik asitin, askorbik asit, penisilamin ve tokoferol gibi standart antioksidanlarla
karsilastirildigr bir calismada sigir serum albiimini icindeki 3-nitrotirosin
olusumunu inhibe ederek daha iyi ONOO- temizleme aktivitesi gerceklestirdigi ve
bu aktivitenin besiyerindeki Na;C03 varliginda daha da arttig1 belirlenmistir[26,
27].

Hidroperoksitlerin olusumunda a-tokoferol ve ferulik asit ile sinapik asitin
karsilastirildigt  bir calismada, sinapik asit metil linoleat icindeki lipit
oksidasyonunu o6nleyerek hidroperoksit olusumunu baskilamada daha etkili

olmustur[23, 28].

Sinapik asitin antioksidan etkinliginin esterifikasyona etkisini belirlemek icin
Gaspar ve ark. metil, etil, propil ve butil sinapatlarin antioksidan aktivitelerini
incelemis; sinapik asit ve alkil esterlerinin antioksidan aktivitesi, lipit model
sistemi olarak saf linoleik asitin diferansiyel taramali kalorimetri (DSC) analizi ile
degerlendirilmistir. DSC verilerine gore sinapik asit alkil ester tiirevleri,
oksidasyon indiiksiyon sicakligini arttirdiklar1 icin lipit oksidasyonunun

inhibisyonunda gii¢lii antioksidanlar olarak gorev almistir[29].

Diisiik yogunluklu lipoproteinlerin (LDL) oksidasyonu insan viicudunda
ateroskleroz ve diger hastaliklarin gelisiminde kritik rol oynamaktadir. Sinapik

asitin, 10 pM gibi dusiik seviyelerde dahi LDL oksidasyon hizin1 6nemli 6l¢lide



azalttigl, 20-40 uM seviyelerinde ise oksidasyonu tamamen engelledigi Andreasen

ve ark. tarafindan belirlenmistir[30].

Antioksidan 6zellikleri bilinen kafeik asit ve ferulik asit ile kiyaslandiginda sinapik
asitin etkinligi ferulik asitten olduk¢a yiliksek, kafeik aside gore ise giiclii bir

antioksidan olarak 6nerilmistir[20, 31].

2.1.1.3 Noroprotektif Etki
Sinapik asitin noroprotektif etkisine ait ¢calismalar son yillarda olduk¢a artmistir.
Karakida ve ark. yaptig1 calismada sinapik asit, potasyum siyanid (KCN) kaynakli
hipoksi ve skopolamin kaynakli hafiza bozuklugunu inhibe etmis; ek olarak,
farelerde dekompresyon (veya bilateral karotid arter ligasyonu) ile indiiklenen
hipoksi (veya mortalite) ve bazal 6n beyin lezyonu ile indiiklenen serebral

kolinerjik disfonksiyonunu inhibe etmistir[32].

Sinapik asitin farelerde kainik asit kaynakli hipokampal beyin hasari tizerindeki
noroprotektif etkilerini arastirmak icin oral uygulama yoluyla 10 mg/kg
dozverilmis ve sinapik asit kainik asit kaynakli nobet benzeri davranis lizerinde
antikonviilzan etki gdstermistir. Ayrica ayn1 dozda sinapik asit, kainik asitten 6
saat sonra gec¢ uygulandiginda CA1 ve CA3 hipokampal bélgelerinde kainik asit

kaynakli néronal hiicre 6liimiinii 6nemli 6l¢tide hafifletmistir[33].

Bir GABA (A) reseptoru agonistik ozelligine ve serbest radikal temizleme
aktivitesine sahip olan sinapik asit kullanilarak global serebral iskemi hayvan
modelinde potansiyel noroprotektif etkisine ve bilissel bozukluk tlizerine etkilerine
bakilmistir. Serebral iskemi hastalarinda damar tikanikligindan 6nce 14 giin
boyunca sinapik asit uygulanmis, bilissel bozulmay1 o6nleyip o6nlemedigini
belirlemek i¢cin ise Morris su labirenti kullanilmistir. Sonug olarak sinapik asitin
ozellikle iskemik hipokampal noéronlar i¢in 6nemli 6l¢iide noroprotekktif etki

gosterdigi belirlenmistir[34].

Sinapik asitin amiloid 3 (AB) (1-42) proteini kaynakli Alzheimer hastalig1 tizerine
etkilerini incelemek amaciyla hipokampusa iki tarafli Af (1-42) proteini enjekte
edilerek Alzheimer hastasi yapilan fareler ile ¢alismalar yapilmistir. Calismanin

sonucunda sinapik asit, hipokampal CA1 boélgesinde noronal hiicre oliimiini
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kurtarmis, AP (1-42) proteini tarafindan indiiklenen iNOS ekspresyonu, glial hiicre
aktivasyonlar1 ve nitrotirozin ekspresyonlarinin artisini hafifletmistir. Boylece
sinapik asitin AP (1-42) protein iliskili Alzheimer patolojisi icin etkili bir tedavi
olabilecegi kanitlanmistir[35].

Sinapik asitin antioksidan ve noroprotektif 6zellikleri baz alinarak siganda erken
model Parkinson hastaligl tlizerine yapilan ¢alismada molekil, dopaminerjik
noronlarin kaybin1 énlerken demir reaktivitesini, SOD, MDA ve nitrit seviyesini
diistirmistiir. Bu sonuglar, sinapik asitin, kismen oksidatif stresin zayiflamasindan
ve muhtemel nigral demir seviyesinin diismesinden kaynaklanan nérotoksisiteye

kars1 noroprotektif potansiyelini gostermektedir[36].

Sinapik asitin intraserebroventrikiiler streptozotosin (ICV-STZ) kaynakli néronal
kayip ve hafiza bozuklugu tzerindeki noroprotektif etkisini agiklayabilmek icin
sicanlar ile calisma yapilmis ve sinapik asitin Alzheimer hastasi si¢canlarda hafiza
kaybini o6nlemede etkili oldugu bulunmustur. Ayrica, hipokampustaki TNF-a
seviyesi sinapik asit ile belirgin sekilde azalmis, antioksidan enzimlerin seviyeleri
ve malondialdehit seviyesi diismiistiir. Histopatolojik inceleme sinapik asitin,
Alzheimer si¢anlarinda serebral korteks ve hipokampusta hiicre kaybini azalttigini
gozlenmistir. Bu calisma sinapik asitin hafiza kaybinin 6nlenmesinde ve oksidatif
stresin gelismesinde etkili oldugunu ve Alzheimer hastaliginin tedavisinde faydal

olabilecegini gostermektedir[37].

2.1.1.4 Ankisiyolitik Etki
Hidroksisinamik asitlerin ankisiyolitik etkisi ile ilgili calismalar ¢ok olmamakla
birlikte en 6nemli calismalardan biri Yoon ve ark. tarafindan ytikseltilmis bir arti-
labirent (EPM) ve delik-tahta testi kullanilarak sinapik asitin varsayilan
anksiyolitik benzeri 6zelliklerinin karakterize edildigi ¢alismadir. Bu ¢alismanin
sonucunda sinapik asit belirgin bir sekilde spesifik bir gama-aminobitirik asit
(GABA) reseptoriiniin (ligand kapili iyon kanali: GABA(A) agonisti gibi davranarak
tek kortikal néronlardaki GABA akimini doza bagh bir sekilde kuvvetlendirmistir.
Bu sonuglar, sinapik asitin belirgin bir anksiyolitik ajan oldugunu ve anksiyolitik
benzeri etkilerinin, GABA (A) reseptorleri ve kuvvetlendirici Cl- akimlar1 yoluyla

aracilik ettigini gostermistir[38].
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2.1.1.5 Kardiyoprotektif EtKi
Sinapik asitin kardiyoprotektif etkilerine bakildiginda Roy ve ark. izoproterenol ile
indiiklenen miyokard enfarktiislii siganlarda sinapik asitin lizozomal disfonksiyon
tzerindeki koruyucu etkilerini incelemistir. Sinapik asit ile tedavi, tim
biyokimyasal parametreleri normallestirmesinin yani sira hasta si¢anlarda

miyokard infarktiisiiniin boyutunu da diistirmiistiir[39].

Yine Roy ve ark. yapmis oldugu baska bir ¢alismada izoproterenol ile indiiklenen
miyokardiyal enfarktiisli sigcanlarda sinapik asitin, kardiyak hipertrofi,
dislipidaemi ve lipoproteinlerdeki ve elektrokardiyogramdaki degisiklikler
lizerindeki koruyucu etkilerine bakilmis ve sinapik asitin antilipidaemik etkisinden

dolay lipit ve lipoprotein seviyelerindeki degisiklikleri 6nledigi gozlenmistir[40].

Sinapik asitin yiiksek tansiyon ve kardiyovaskiiler yeniden sekillenme tizerindeki
etkisinin incelendigi bir ¢alismada hipertansiyonu olan sicanlarda dikkate deger
bir sekilde yiliksek tansiyon, miyokard, vaskiiler fonksiyon bozuklugu, kardiyak
fibroz, oksidatif stres ve ACE aktivitesi hafiflemistir. Calisma, sinapik asitin
antioksidan potansiyeli ile fibrozis ve oksidatif stresi hafifleterek, hipertansif kalp

hastaliginin tedavisinde yararl bir rolii olabilecegini gostermektedir[41].

Sinapik asitin iskemi /reperfiizyon (I / R) yaralanmasina karsi antioksidan ve
kardiyoprotektif potansiyelini degerlendirmek icin tasarlanan bir calismada
[/R'nin neden oldugu kardiyak fonksiyon bozuklugunun, yaralanmanin ve oksidatif
stresin sinapik asit tedavisi ile azaldig1 gosterilmistir. Ayrica, In vitro sonuglar
sinapik asitin H9c2 hiicrelerini oksidatif strese kars1 korudugunu ve mitokondriyal
membran gecirgenligi gecisini (MPT) modiile ettigini de gostermistir. Sonug olarak,
In vivo ve In vitro deneylerden elde edilen sonuclara gore antioksidan roli olan
sinapik asitin kardiyak hiicreleri ve fonksiyonlarim1 I/R kaynakli oksidatif strese

karsi korudugu dogrulanmistir[42].

Sinapik asitin osteoartrit tizerindeki etkisine bakildiginda sinapik asit uygulanmis
insan kondrositleri, In vitro olarak diisiik seviyelerde interlokin (IL) -1B ile
indiiklenmis IL-6, prostaglandin E2 (PGE2), nitrik oksit (NO) ve timor nekroz
faktori-a (TNF- o) gostermis, In vivo c¢alismalarda ise farelerde osteoartritin

ilerlemesini geciktirmistir[43].
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2.1.1.6 Antimikrobiyal Etki
Antimikrobiyal etkilerine bakildiginda sinapik asitin ¢esitli patojenlere karsi etkili

oldugu farkli calismalarla gosterilmistir.

Sar1 hardal tohum ekstraktindan izole edilen bilesiklerin analizi yapildiginda bu
bilesikler 4-hidroksi-3-nitrofenilasetik ve sinapik asit olarak tanimlanmis ve
sinapik asitin hidroksil grubunun Escherichia coli'ye karsi ; benzen halkasi
substitlientlerinin ise Salmonella enteritidis ve Staphylococcus aureus'a Kkarsi

antibakteriyel aktiviteye sahip oldugu gozlenmistir[44].

Xylella fastidiosa, bir¢ok mahsul tiirlinde hastaliklara neden olan ve 6nemli
ekonomik kayiplara neden olan patojenik bir bakteridir. Sinapik asit dahil olmak
lizere bircok fenolik bilesigin anti-Xylella aktivitesi degerlendirildiginde genel
olarak diisik minimum inhibe edici konsantrasyonlarla X. fastidiosa buliyiimesini

inhibe etmede etkili olduklar1 gézlenmistir[45].

Farkli oranlarda kitosan-kafeik asit, kitosan-ferulik asit ve kitosan-sinapik asit
konjugatlarinin antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteleri incelendiginde konjugat
yapilarin antioksidan aktiviteleri modifiye edilmemis kitosana kiyasla daha etkin
ozellik gostermis, cesitli patojenlere karsi giliclii antimikrobiyal aktivite

sergilemistir[46].

Corek otu tohumlarinin fitokimyasal bilesimini daha iyi anlamak i¢in fenolik asit ve
flavonoid igerigi acisindan analiz edildigi bir calismada ana bilesenler sinapik asit
ve kaempferol olarak belirlenmis, ekstraksiyon iiriinleri agar difiizyon yontemi
kullanilarak Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Salmonella enterica ve
Escherichia coli'ye karsi test edilmistir. Sonuc olarak test edilen mikrobiyal suslara

karsi ekstrakt yapisi onemli 6l¢lide inhibitor aktivite sergilemistir[47].

2.1.1.7 Hepatoprotektif Etki
Sinapik asitin sicanlarda arsenik kaynakli toksisiteye karsi koruyucu roliini
karakterize etmek icin yapilan ¢alismada Pari ve ark. sicanlara oral olarak arsenik
ve sinapik asidi 30 glin boyunca farkl dozlarda (10 mg/kg, 20 mg/kg, 40 mg/kg)
uygulamis, sinapik asit uygulamasinin hepatik dokuda arsenik kaynakl toksisiteyi

tersine cevirdigi gézlenmistir. 40 mg/kg giin dozundaki etki diger iki dozdan daha
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belirgin etki gosterirken tim bu degisiklikler, arsenik konsantrasyonunun

azalmasi ve karacigerin histopatolojik gozlemleri ile desteklenmistir[25].

Sinapik asitin wistar siganlarda normal ve streptozotosin (STZ) kaynakli diyabette
baz1 biyokimyasal belirtecler, karaciger ve bobrek histolojisi lizerindeki etkisi
arastirildiginda 35 giin boyunca oral olarak verilen sinapik asitin tiim
biyokimyasal parametreleri, karaciger ve bobrekte meydana gelen histopatolojik

degisiklikleri normale dondiirdiigi gézlenmistir [48].

Shin ve ark. sicanlarda karbon tetrakloriir (CCl4) kaynakh akut hepatik hasara
sinapik asitin etkisini arastirmis, oral yol ile sinapik asit tedavisi karaciger
histolojisinde, serum alanin transaminaz, aspartat transaminaz aktivitelerinde ve
karaciger malondialdehit seviyelerinde CCl4 kaynakli anormallikleri azaltmistir. Ek
olarak, sinapik asit tedavisi TNF-a ve IL-1 mRNA seviyeleri de dahil olmak tlizere
CCls kaynakli enflamatuar aracilarin tiretimini 6nemli 6l¢lide hafifletmis ve NF-«kB
p65 ifadesini arttirmistir. Sinapik asitin sican karacigerini CCls kaynakl iltihaptan
korumasi hepatik enflamasyonu baskilamak i¢in terapotik bir madde olarak

kullanilabilecegini gostermektedir [49].

Sinapik asitin dimetilnitrozamin (DMN) kaynakli kronik karaciger hasarl
sicanlarda hepatoprotektif ve antifibrotik etkileri arastirildifinda DMN'nin neden
oldugu viicut agirhig1 kaybini 6nemli 6lglide 6nledigi, karaciger hasarina karsi
hepatoprotektif ve antifibrotik etkiler gosterdigi, siroza karsi korunmada

potansiyel olarak faydali bir ajan olabilecegi belirtilmistir [50].

2.1.1.8 Antihiperglisemik Etki
Streptozotocin kaynakli diyabetik sicanlarda sinapik asitin fizyolojik ve
biyokimyasal parametreler tlizerindeki etkisini degerlendirmek icin tasarlanan
calismada Kanchana ve ark. normal, diyabetik ve sinapik asitle tedavi edilen
diyabetik sicanlar arasinda karsilastirma yapmis ve sinapik asit verilen siganlarda
biyokimyasal parametrelerin normal seyrettigi gozlenmistir. Boylece sinapik asitin
streptozotosin kaynakli diyabetik sicanlarda potansiyel bir antihiperglisemik

etkiye sahip oldugu ortaya koyulmustur [51].
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STZ uygulanarak olusturulan Tip-1 diyabetik si¢canlar ile fruktoz bakimindan
zengin beslenerek olusturulan Tip-2 diyabetik sicanlarin kullanildig1 ¢alismada
sinapik asit doza bagh olarak STZ-diyabetik si¢canlarin hiperglisemisini azaltmistir.
Ayrica sinapik asit, sigcanlarda plazma insiilin degerini degistirmeden
postprandiyal plazma glukozunu hafifletmis, tekrarlanan sinapik asit tedavisi STZ-
diyabetik sicanlarin soleus kasindaki GLUT4'lin gen ekspresyonunu arttirmistir.
Fruktoz bakimindan zengin siganlarda indirgenmis glikoz infiizyon hizi sinapik asit

tarafindan ytikseltilmistir [52].

Piroptoz, diyabetik ateroskleroz dahil olmak tizere bir¢cok enflamatuar hastalikla
iliskilendirilen bir programlanmis hiicre 6limi tiirtidiir. Diyabetik aterosklerozda
makrofajlarin piroptozisinde sinapik asitin etkisi incelenmis ve diisiik dozda (<50
mg / kg) kronik sinapik asit uygulamasinin kemik iligi kaynakli makrofajlarin

pirototik 6limini baskiladigini gérulmiistir[53].

2.1.1.9 Antikanser Etki
Sinapik asitin dahil oldugu fenolik bilesikler grubu, hiicrenin sinyal yolaklarini
modiile ederek, hiicre o6liim sinyallerini etkinlestirir ve prenoplastik veya
neoplastik hiicrelerde apoptosisi baslatir, boylece kanser gelisimini ve ilerlemesini

inhibe ederler [54].

iceriginde sinapik asit dahil olmak iizere sekiz farkh fenolik bilesik iceren ti¢ farkh
pirincin potansiyel kolon ve meme tiimor baskilayici 6zellikleri arastirildiginda
meme kanser hiicre hatlar1 olan MDA-MB-468 ve HBL-100 hiicrelerini ve SW-480

kolon kanseri hiicrelerini azalttigi gérulmistir [55].

MCF-7 insan meme kanseri hiicrelerindeki DNA metiltransferazlarin aktivitesi ve
gen ekspresyonunun incelendigi bir calismada farkh fenolik bilesiklerin MCF-7
hiicrelerine etkileri incelenmis ve sinapik asitin toksisitesinin diger fenolik

bilesiklere kiyasla ¢ok az oldugu gézlemlenmistir [56].

HeLa ve HT29 kanser hiicreleri ile yapilan arastirmalarda sinapik asitin énemli
Olciide bu hiicrelerin biiylimesini engelledigi ve apoptozu indiikledigi gézlenmistir

[57].
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Kafeik, ferulik, sinapik, kumarik ve sinamik asit gibi farkh fenolik asitlerle
gerceklestirilen lipokonjugat yapilarin MDA-MB-231, SKOV3, MCF7, DU 145 ve
HepG2 olmak tlizere bes farkli kanser hiicre hattina karsi sitotoksik aktiviteleri

incelendiginde antikanser 6zellik gosterdigi kanitlanmistir[58].

Sinapik asitin PC-3 ve LNCaP insan prostat kanseri hiicrelerinde antikanser etkileri
incelenmis ve IC50 degeri 1000 uM bulunmustur. Ayrica kaspaz-3 aktivitesini
onemli Ol¢lide artiran sinapik asitin prostat kanseri hiicreleri tizerinde antikanser

etkisinin oldugu diisiiniilmektedir[59].

2.1.1.10 Sinapik Asit Molekiiliiniin Toksik Etkileri
Sinapik asitin toksisitesi lizerine yapilan ¢alismalar genel olarak saglikli hiicreler

tizerinde toksik etki yaratmadigini gostermistir.

Secici fenolik bilesiklerin T47D insan go6giis kanseri hiicreleri tizerindeki anti-
proliferatif ve apoptotik etkileri incelendiginde sinapik asit igceren fenoliklerin
T47D hiicrelerine doz bagiml ve zaman bagiml antiproliferatif bir etki gosterdigi

bildirilmistir [60].

insan noéroblastoma hiicreleri (SH-SY5Y) iizerinde yapilan sinapik asit tedavisi
herhangi bir sitotoksik etki olusturmamis ve bu sonug, sinapik asitin gilivenle

kullanilabilecegini gostermistir[61].

Sinapik asitin Cu*? varliginda pBR322 plasmid DNA’sindaki etkinligi arastirilmis,
insan fariyelositik l6semi (HL-60) hiicre proliferasyonuna karsi diger fenolik
bilesiklere gore DNA hasarinda dikkate deger derecede daha etkili oldugu
bulunmustur. Ekzojen Cu*? iyonlarinin eklenmesi ve disik konsantrasyonda
sinapik asit miktarina bagh olarak hiicrenin proliferasyonu artmis, yiiksek

konsantrasyonda sinapik asit, hiicre proliferasyonunu engellemistir [62].

Gentamisin neden oldugu nefrotoksisiteyi degerlendirmek icin sinapik asitin
renoprotektif fonksiyonlar1 ve bu fonksiyona aracilik eden yollar incelendiginde
bobreklerde oksidatif / nitrozatif stres, iltihaplanma ve apoptozun asagi
regiilasyonu yoluyla bobrek yetmezligini ve yapisal yaralanmalar1 azalttig

gostlmistiir [63].
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Literatiirde cesitli fenolik bilesiklerin kullanildig1 nanopartikiiler sistemler oldukca
yaygin olup, bu calismalarin sonucunda molekiillere ait farmakolojik 6zelliklerin

partikiiler sistemler yardimi ile genellikle daha etkili oldugu gézlenmistir.

Dikmen ve ark. kafeik asit yiiklii kati lipid nanoparcaciklarin MCF-7 hiicreleri
tizerindeki etkilerini MTT testi ve Annexin V-PI analizi ile belirlemis, sonug¢ olarak
kafeik asit yiiklii nanoparcaciklarin serbest kafeik aside kiyasla MCF-7 hiicreleri

tizerindeki daha etkili oldugunu belirlemistir [64].

Ferulik asit yukli polimerik nanopartikiillerin hipoglisemi ve yara iyilesmesi
tizerindeki etkilerinin incelendigi bir ¢alismada nanopartikiiller oral ve topikal
olarak sicanlara uygulanmis, sonuclar ferulik asit yiiklii nanopartikiillerin

diyabetik sicanlarda yara iyilesmesini 6nemli dl¢iide arttirdigini géstermistir[65].

P. aeroginosa, E. coli, S. aureus ve metisiline direncli S. aureus iizerinde agar kuyu
difizyon metodu, disk diflizyon metodu ve broth mikrodiliisyon yontemleri ile
kafeik asit fenetil ester(CAPE)’in serbest ve PLGA i¢ine enkapsiile edilmis formlar:
karsilastirildiginda serbest CAPE'nin uygulanan yontemlerin hicbirinde
antimikrobiyal aktiviteye sahip olmadigi, CAPE ytiklii nanopartiktllerin ise 6énemli

antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugunu belirlenmistir [66].

Ersoz ve ark. hesperetin ve hesperetin ytikli PLGA nanopartikiillerinin anti-kanser
ozelliklerini degerlendirdigi calismada polimerik nanopartikiillerin, glioblastoma
hiicreleri lizerinde anti-kanser aktivite ve terapotik ajanlarin zayif ¢éziiniirligiini

arttirmada biiytlik avantajlara sahip oldugunu gostermistir [67].

Bu tez calismasinda suda c¢oziiniirligi diisiik olan sinapik asit molekiilliniin
biyolojik sistemlerde farmakolojik 6zelliklerini artirabilmek/iyilestirebilmek
amaciyla sinapik asit molekiilii nanopartikiiler sisteme ytliklenmis ve molekiiliin
nanopartikiiler sistemlere ytiklenmesi sonucu maddenin kontrollii salim sistemi
mekanizmasi sayesinde dolasim sistemi icerisinde daha uzun siire bozunmadan
kalarak etkinligini siirdiirebilmesi amacglanmistir.  Sinapik asit  ytukli
nanopartikiiler sistemin farkli parametrelerde sentezlenerek optimize

formiilasyonuna ulasilmasi ve optimize edilen biyouyumlulugu yiiksek
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partikiillerin antikanser ve antigenotoksik etkinliginin artirilmasinin hedeflendigi

calismanin ilag tasiyici sistemler icin referans olabilecegi diisiiniilmektedir.
2.3 Nanopartikiiller

Nanopartikiiller tizerine ilk ¢alismalar 1970’li yillarda as1 ve kanser ilaglar olarak
tasarlanmalari ile baslamistir. Kanser ilaglarinin tiimor hiicreleri tarafindan hiicre
icine alinma oranlarinin yiikseltilmesi i¢in c¢esitli ilag hedefleme yontemleri
gelistirilmis, bu yontemlerin ilk asamasi nanopartikiillerin retikuloendotelyal
hiicreleri (RES) tarafindan reddedilmemesini saglamak olmustur. Bu ¢alismalarin
ardindan nanopartikiillerin oral salim sistemlerinde ve oftalmolojik alanlarda

kullanimui i¢in ¢alismalar yapilmistir [68].

Nanopartiktller iiretim yontemlerine bagli olarak nanokiire veya nanokapsiil

seklinde elde edilebilen yapilardir (Sekil 2.2)[69].

membran matriks

R-‘-l":}_ ’- —‘//f '

Nanokiire Nanokapsiil

Sekil 2. 2 Nanokiire ve nanokapsiil yapilarinin sematik olarak gésterimi

Nanokiireler genellikle 100-200 nanometre arasinda partikil buyiikligiine sahip,
etken maddenin polimer matrikste ¢ozliinme, hapsetme, enkapsiilasyon veya
kimyasal baglanma yoluyla adsorbe edildigi kati, kolloidal partikillerdir [4].
Saklama sirasinda iyi bir stabilite ve uzun yarilanma 6émri sergilemeleri sayesinde

nanokiirelerin hedef organ veya dokulara yonelmeleri kolaylasmaktadir[70].

Nanokapsiiller yiizeyinde ya da polimerik bir membran igerisinde etken maddeyi
hapsederek tasiyan kolloidal yapida vezikiiler sistemlerdir. Sistem etken maddeyi
solid, likit ya da molekiiler dispersiyon halinde igerebilir. Nanokapsiiller, kullanilan

materyale ve hazirlama metoduna gore lipofilik ya da hidrofilik olabilirler [71].
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Diger kolloidal tasiyic1 sistemler ile karsilastirildiklarinda biyolojik sivilarda
oldukca ytiksek stabiliteye sahip olan polimerik nanopartikiiller molekil agirligi
distk ilaglar1 ve peptid, protein gibi makromolekiilleri lokalize veya sistemik
olarak tasiyabilmektedir[5]. Boylece etken maddenin tasinmasi esnasinda ortaya
cikabilecek tahribat, bozulma, metabolik hasar veya savunma sistemlerinin
olusturacag: tepkiler minimuma indirgenir. ila¢ sistemlerinde etken maddelerin
nanokapsiillere veya nanokiirelere yiiklenmesi, kontrollii ila¢g salinimini saglar. Bu
nanoyapilar belirli bir siire boyunca yavas enzimatik degradasyona ugrar ve
membranin dagilmasini takiben ilacin salinmasini baslatir. Genellikle, ilk patlama
salimi uygulamanin erken saatlerinde meydana gelir ve daha sonra ilag veya

madde zaman i¢inde yavas yavas salinarak kontrolli salim saglanir[72].

Partikiler sistemlerde; partikiliin boyutu ve boyut dagihmi en o6nemli ve
belirleyici 6zelliklerden birisidir ¢iinki sistemin biyolojik akibeti, toksisiteye etkisi
ve ilacin hedeflendirilmesi hakkinda 6n fikir vermekte; ila¢ yiiklemesini ve salimini

degistirebilmekte, nanopartikiil stabilitesi tizerinde etkili olabilmektedir[73].

Nanopartikiller yiizey-hacim oraninin daha yiliksek olmasi ve daha Kkiigiik
membran gozenegi bulundurmasi sebebiyle mikropartikiillerle (mikrokiireler veya
mikrokapsitiller) karsilastirildiginda daha avantajlidirlar. Bu o6zellikler, enzimatik
biyolojik bozunma stiresini ve ilacin membrandan difiizyonunu 6nemli 6l¢iide
etkilemekte, ek olarak nanopartikiiller kiiciik c¢aplar1 nedeniyle diger ilag
sistemlerinin ulasamadigi hiicre dis1 ve  hiicre i¢i alanlara niifuz
edebilmektedirler[72]. Desai ve ark. Caco-2 hiicreleri ile yaptiklar1 ¢alismada
boyutlar1 100 nm olan nanopartikiillerin 1 um boyutundaki mikropartikillere gore
iki bucuk kat, 10 um boyutundaki mikropartikiillere gore ise alt1 kat daha fazla

hiicre icerisine alindigin1 gostermistir[74].
2.3.1 Nanopartikiillerin Avantajlari ve Dezavantajlari

Nanopartikiillerin avantajli olmasinin en temel iki 6zelligi kiiciik boyutlu olmalari
ve hazirlanmalarinda biyomateryaller kullaniliyor olmasidir. Kiiciik boyutlar
sayesinde nanopartikiiller kapilerlerden gecerek kolayca hiicre icine alinir ve
hedef dokuda etkili olurlar. Biyobozunur maddeler de hedef dokudaki etkin madde

salinimini uzun silren periyotlarla saglamaktadir [75]. Bu temel iki 6zellige ek
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olarak ; en kiictik kilcal damarlardan dahi kolayca gegerek karaciger, dalak, akciger
gibi organlar1 hedef almak i¢in kullanilabilir, fagositozdan kaginarak kan
dolasiminda uzun siire kalabilir, sistemik toksisiteyi azaltabilir, oral, nazal veya
parenteral olarak uygulanabilir, ylizeylerine takilan ligandlar veya manyetik
yonlendiriciler ile doku ve organlara 6zel hedefleme yapabilir, kontrollii salim
yapabilme 6zellikleri sayesinde ilacin viicut disina atilimin ve organlara dagilimini

sinirlayarak terapotik etkinligini artirirlar.

Nanopartikiillerin dezavantajlarina bakildiginda ise yine kiigiik boyutlarindan
kaynakli olarak agregasyona meyilli olmalar1 ve yiiklenebilecek ila¢ miktarinin
sinirli olmasi gosterilebilir [69]. Ayrica nanopartikiillerin muhtemel toksik
etkilerinin de olabilecegi dustnilerek cesitli arastirmalar yapilmis; boyutu 100
nm’den Kkii¢iik nanopartikiillerin havada ve sivilar icerisinde daha fazla biriktikleri
icin hedef organlara istenen miktarlardan daha fazla gectikleri, biyiik boyutlu
nanopartikiillerin ise karaciger eliminasyonu sebebiyle hedef organlara

ulasamadigi belirlenmistir [76].

Baska bir ¢calismada Brown ve arkadaslar inhalasyonla akcigerlere alinan kiigiik
boyutlu (~64 nm) partikillerin akciger zarinda hasara yol actigin1 ve oksidatif
stresin neden oldugu inflamasyon ile nanopartikiil yiizey alani arasinda 6nemli bir

baglanti oldugunu bildirmislerdir [77].

2.3.2 Nanopartikiillerde Kontrollii ila¢ Salinim
Geleneksel dozaj formlarina kiyasla oldukga fazla avantaji olan kontrollii ilag salim
sistemlerinde nanopartikiiller, etken maddenin polimerik yapi icerisinden diftize
bir sekilde salimini saglar. Polimerik membran icerisinde bulunan etken maddenin
polimerdeki c¢oziiniirligli ve difiizyon hizi salim profilinde 6nemli bir etkiye
sahiptir. Partikiiler sistem olusturulurken yapiya eklenen yardimci kimyasallar ve

ylizeye adsorbe olabilen etken madde miktar1 da salimi etkiyen faktorlerdendir.

2.3.3 Polimerik Nanopartikiiller
Kullanilan materyale ve tiretim sekillerine gore nanopartikiiller kat1 lipit, metalik,
polimerik nanopartikiiller gibi farkli yapilarda olabilmektedirler. Polimerik
nanopartikiiller dogal veya sentetik polimerler ile hazirlanan partikiiler

sistemlerdir[78]. Polimerik nanopartikiillerin avantajlarina bakildiginda kolaylikla

20



sterilize edilebilmeleri, biyolojik sivilarda daha ytiksek stabiliteye sahip olmalari,
etken maddeyi parcalanmaktan koruduklari icin hedeflenen bdlgeye ulasma
olasiligini artirmalari, etkin maddenin hedeflendirilmesini, saliniminin kontroliinii
ve surdirilmesini saglamalari, hedeflenen bdlgede enjeksiyonlarini takiben,
glinler hatta haftalar stiren etkin madde salinimina olanak vermeleri ve etkin
maddenin hedef boélgede salinimini sagladiklar1 i¢in, diger organ ve dokular
uzerindeki  sistemik  toksisitelerini  azaltmalari,  fizyolojik  ortamda
parcalanabilmeleri ve parcalanma irinlerinin toksik olmamasi, ila¢ formlarinin
kat1 dozaj sekillerinde, uzun siire ve ilave saklama sartlarina gerek kalmaksizin

saklanabilmesi gosterilebilir[75].

Polimerik nanopartikiiler sistemler olusturulurken uygun polimer sec¢imi olduk¢a
onemlidir. Polimer seciminde polimerin biyouyumlulugu, polimere ait
biyobozunurluk ve toksisite derecesi, olusturulacak ilacin fiziksel 6zellikleri, dozu
ve salim siiresi, nasil kullanilacag, partikilden beklenen boyut ve ylzey

morfolojileri 6Gnemli rol oynar[78].

Poli(glikolik asit) (PGA), Poli( laktik asit) (PLA) ve Poli(laktid-ko-glikolid asit)

(PLGA) nanopartikiiler sistemlerde en ¢ok kullanilan sentetik polimerlerdir[78].

2.3.4 Poli (laktid-ko-glikolid asit)(PLGA)

PLGA, viicutta seker metabolizmasi sirasinda bir ara iiriin olarak bulunan laktik
aside dontstiigl icin zehirli etkisi olmayan ve ila¢ salim sistemlerinde oldukg¢a

yaygin olarak kullanilan ticari bir tirtindiir.

Biyobozunur bir polimer olan PLGA 6zellikle doku miihendisliginde ve ilag tasiyici
sistemlerin hazirlanmasinda énemli bir potansiyele sahip olup Avrupa ila¢ Ajansi
(European Medicine Agency (EMA)) ve Amerikan Gida ve ilag Kurumu (Food and
Drug Administration; FDA) tarafindan onayl bir irindiir. PLGA'nin temel
avantajlarina bakildiginda farklh yapidaki maddelerin tasiyici sistemlerinin
hazirlanmasinda kullanilabilmesi, uzun streli klinik deneyiminin kazanilmis

olmasi, biyouyumlu ve biyopargalanabilir olmasi gosterilebilir[8].

PLGA polimeri, laktik asit ve glikolik asit monomerlerinin uygun karisimlarinin

polimerizasyonu ile elde edilen bir kopolimerlerdir (Sekil 2.3). Yapisinda bulunan
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PLA ve PGA oranlari degistirilerek, farkli molekiil agirliklarina sahip, farkh fiziksel,
kimyasal ve fizikokimyasal 6zellikler tasiyan PLGA’lar elde edilebilmektedir. Ilag
tasiyic1 sistemlerde PLGA’larin yapisal ozelliklerine bagh olarak, ila¢ saliminin

uzatilmasi ve kontrolii gerceklestirilebilmektedir[75].

PLA ve PGA polimerlerinden olusan poliester yapidaki PLGA kopolimerinin laktid
yapisi asimetrik bir a-karbon icermekte ve D ve L olmak iizere iki optik izomeri
bulunmaktadir. Sonu¢ olarak PLA'nin optik¢e aktif olan L-laktid (PLLA) ve D-
laktid(PDLA) formu bulunmaktadir. PLGA genellikle D-laktid ve L-laktid
formlarinin esit oranda oldugu poli D, L-laktik-ko-glikolik asit olarak

kullanilmaktadir[8].

CH,
i |0
0-CH,-C 0-CH-C
n n
PGA PLA
CH
i 9
0-CHp-C 0-CH-C
n m

PLGA

Sekil 2. 3 Poli(Laktik asit) (PLA), Poli(Glikolik asit) (PGA) ve Poli(d,l-laktik-ko-
glikolik asit) (PLGA) polimerlerinin kimyasal yapilari[75].

Optik olarak aktif PDLA ve PLLA'nin fizikokimyasal o6zellikleri hemen hemen
aynidir. Genel olarak, PLA polimeri, diizensiz polimer zincirleri nedeniyle olduk¢a
kristal formda (PLLA) veya tamamen amorf (PDLA) yapida olabilmektedir[79].
Poli(L-laktid) yari-kristal yapida iken poli(DL-laktid) yapisindaki
diizensizliklerden dolay1 amorf yapidadir. PGA molekiilii ise PLA’ya kiyasla olduk¢a
kristal bir yap1 gostermektedir[80]. Yapisinda metil yan grubu iceren PLA,
hidrofobik 0Ozelliktedir ve metil grubunun olusturdugu sterik engelden dolay1
PGA’ya gore hidrolize daha dayaniklidir. Metil yan grubu icermeyen PGA ise % 45-
55 oraninda kristal yapi1 gostermekte ve bu yapisindan dolay1 bir¢ok organik
coziiciide ¢oziinmemektedir. PLGA, glikolid ile kopolimerizasyon yapmak tizere L-

laktid veya DL-laktid kullanilarak elde edilmektedir. Glikolid:laktid oranlari
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farklilastirilarak PLGA’nin kristalinite derecesi belirlenebilmektedir[79]. Ornegin
PLGA(25:75)(laktid:glikolid) amorf bir yapida iken PLGA(80:20) (laktid:glikolid)
ise yari-kristalin yapidadir. PLGA'nin kristalinite derecesi kopolimer zincirindeki
iki monomer bileseninin molar oranlarina baghdir. PLGA’da, % 70’den az
poli(glikolik asit) (PGA) igceren kopolimerler amorf 6zellikte olup klorlu solventler,
tetrahidofuran, aseton diklorometan ve etil asetat gibi organik c¢oziciilerde

kolaylikla ¢oziinebilirler[81].

Su varliginda ester baglar lizerinden hidrolize ugrarayarak monomerik asitlerine
parcalanan PLGA krebs dongiisii araciligl ile CO, ve su halinde viicuttan atilir.
Sudaki pargalanma orani molekiil agirligina ve laktid:glikolid oranina bagh olup,
yuksek glikolid icerigi ve diisiik molekiil agirligi, parcalanma oranini artirmaktadir.
Ayrica kristalinite derecesi ve cams1 gecis sicakhigt (Tg)’'da PLGA’nin
biyoparcalanmasi tizerinde etkilidir[8]. Sekil 2.4’te PLGA polimerinin hidrolizi

sematik olarak verilmistir.

CH, ) CH,
'l | =9 H,0 0 1 -9
O-CHy-C 0-CH-C ﬁ" HO-CH,- (- OH+HO-CH-C -0H
P m Glikolik asit Laktik asit

PLGA

Sekil 2. 4 PLGA polimerinin hidrolizi[75].

PLGA polimeri kullanilarak iretilen polimerik nanopartikiiller yigin (bulk)
erezyonu veya yuzey (surface) erezyonu sonucu bozunmaktadir (Sekil 2.5).
Bozunma; suyun partikiil icerisine difiizyonu ile baslar ve polimerin hidrolize
ugramasi sonucunda asidik u¢ gruplara sahip oligomerlerin polimer disina diflize
olmasini takip eden etkin madde salinmasi ile devam eder. Bu bozunma esnasinda
su molekiilleri olusan bosluklardan iceri difiize olduk¢a oligomerler polimer disina
daha fazla ¢ikmakta ve polimerik matriks yiiksek oranda gozenekli bir yapiya
donlismektedir. Dolayisi ile zamanla bozunma daha yavas ve homojen bir sekilde

ilerlemektedir (Sekil 2.6) [82].
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kiitle kayb Kiitle kaybi

© Su molekiili, ®@Asidik oligomerler, ® Etkin madde , O Oligomer difiizyonu sonucu clusan bosluklar

Sekil 2. 6 PLGA nanopartikiillerinin bozunma asamalar1[75].
2.3.5 Nanopartikiiller ile Surfaktanlarin Etkilesmesi
Surfaktan maddeler hidrofilik bir bas ve hidrofobik bir kuyruktan olusmakta ve
hava ile suyun birlestigi yerde yogunlasarak yiizey gerilimini azaltmaktadirlar.
Nanopartikiillerin beklenen farmakolojik 6zelliklerini gdsterebilmeleri icin boyutu
ve boyut dagilimi, etkin madde salimini yapabilecegi ylizey gerilimi gibi
fizikokimyasal yapilar1 olduk¢a 6nemlidir. Nanopartikiillerin sentezi esnasinda
kullanilan cesitli surfaktanlar bu fizikokimyasal 6zellikleri olusturmada etkin rol
oynarlar. Ayrica surfaktanlar polimeri iceren yag fazini, su fazindan ayirmakta,
emiilsiyonu stabil hale getirmekte, agregasyonu onlemekte ve enkapsiilasyon
verimi ile ila¢g salinimini1 artirmaktadir. Surfaktanlarin partikiilleri stabilize
edebilmeleri yapilarindaki amfifilik 6zelliklerden dolayidir. Hidrofilik bas kisimlari
emiilsiyonun su fazina g¢ekilirken, hidrofilik kuyruk yapilar1 yag fazina ¢ekilmekte

ve partikiiler yapida stabilizasyon saglanmaktadir[83].
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Polivinil alkol (PVA) hidrofilik yapida, toksisitesi diisiik, biyouyumlugu yiiksek bir
polimer olup, bu 6zelliklerinden dolay1 cesitli ila¢g sistemlerinde, yara orti
materyallerinde, yapay organ veya kontakt lens gibi biyomedikal uygulamalarda
oldukc¢a yaygin kullanilmaktadir. PVA'nin polimerik nanopartikiillerin iiretiminde
en ¢ok tercih edilen surfaktan olmasinin sebebi kolloidal bir stabilizan yapi

saglamasindandir[84].

2.3.6 Nanopartikiil Uretim Yoéntemleri
Nanopartikillerin  hazirlama yonteminin segilirken, kullanilan polimerin
fizikokimyasal yapisi ve etkin maddenin ¢oziiniirligli 6nemli rol oynamaktadir.
Polimerik nanopartikiillerin iiretiminde; emiilsifikasyon/¢oziici buharlastirma,
emiilsifikasyon/¢6ziicii diflizyon, tuzla ¢oktiirme (salting-out), nano c¢oktiirme
(nanopresipitasyon), siiperkritik siv1 teknolojisi ve diyaliz olmak tizere alt1 temel
yontem kullanilmaktadir[75].Sinapik asit yiiklii nanopartikiillerin hazirlanmasinda
emiilsifikasyon/¢6ziicli buharlastirma yoéntemi kullanilacagindan bu yodntem

detayli olarak anlatilacaktir.
2.3.6.1 Emiilsifikasyon/Coziicii Buharlastirma Yontemi

Emiilsifikasyon -¢6ziicii buharlastirma yontemi tekli emiilsiyon ve ikili emiilsiyon

olmak tuzere ikiye ayrilmaktadir.

Tekli emiilsiyon ¢6zilicii buharlastirma yontemi genellikle hidrofobik molekiillerin
etken madde olarak kullanildig1 partikiiler sistemleri olusturmada kullanilan bir
yontemdir. Yontem iki temel adimi igerir ; birincisi, suda ¢6ziinmeyen polimerin
ve etken maddenin ugucu bir organik ¢oziici icerisinde ¢oziinmesinden olusur.
ikinci adim ise polimer ve etken maddenin(yag fazi) surfaktan iceren sulu faz
icinde (su faz1) emilsifiye (o/w) edilmesine dayanmaktadir. Partikiiler sistemler
olusturulurken baslarda diklorometan ve kloroform siklikla kullanilmis, zamanla
toksisite kaygilar1 olustugu icin etil alkol, aseton gibi organik c¢oziiclilere
gecilmistir. Sistem su icinde yag fazini icerecek sekilde emiilsifiye edilirken (oil in
water-o/w) ultrasonikasyon uygulanir ve ardindan olusan emiilsiyon oda
sicakhi@inda silirekli olarak karistirllarak veya diisiik basing altinda

buharlastirilarak partikil olusumu saglanir (Sekil 2.7) [85].
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Sekil 2. 7 Tekli emiilsiyon solvent ugurma yontemi ile nanopartikiil
hazirlanmasina ait sematik gosterim[85].

Olusan partikiiller stabilizator ve serbest halde bulunan etken maddenin fazlaligini
gidermek i¢in saf su ile yikanarak birka¢ kez santrifiij edilir. Santrifiij sonrasi kalan
su liyofilize edilerek uzaklastirilir ve boylece kat1 nanopartikiiller elde edilir[85,

86].

Sovan ve ark. emiilsiyon olusumunda ve sonrasinda partikiiler sistemi etkileyen
faktorleri etken maddenin yapisi ve ¢Ozlnirligi, polimer konsantrasyonu,
molekiiler agirlik ve tip, etken madde /polimer orani, kullanilan organik ¢éziict,
kullanilan stabilizator konsantrasyonu ve tiirt, emiilsiyonlastirma isleminin hizi ve
sicakhigl, dagimik ve strekli fazlarin hacmi ve viskoziteleri seklinde

belirtmislerdir[87].

ikili emiilsiyon ¢éziicii ugurma yéntemi hidrofilik molekiiller olan peptid, protein
veya benzer makromolekiilleri enkapsiile etmek icin kullanilan bir yontemdir.
Yontem iki adimdan olusmaktadir. Birinci adimda suda ¢6ziinebilir yapida olan
etken madde suda c¢oziinlir (wi) ve organik solvent icerisinde ¢6ziilmiis olan
polimere (o) eklenerek birincil emiilsiyonu (w1/0) olusturmak lizere homojenize
edilir . Daha sonra, birincil emiilsiyon, ¢ift emiilsiyon (wi/0/ wz) olusturmak icin
uygun stabilizatér iceren sulu faz ile emiilsiyon haline getirilir. Ikili emiilsiyon
olusumunu takiben emiilsiyon oda sicakliginda siirekli olarak karistirilarak veya

diisiik basing altinda buharlastirilarak partikiil olusumu saglanir (Sekil 2.8) [88].

26



Birinci emiilsiyon (w /o)
ikinci
homejenizasyon sulu faza aktarim {E:f'ﬂ:“-""
+ e

yag faz su faz
t ) homojenizasyon
liyafilizasyon — |
R DCM DCM

b [4s

-

goziclnin ugurulmas:

nanopartikiller

Sekil 2. 8 ikili emiilsiyon solvent ugurma yéntemi ile nanopartikiil hazirlanmasina
ait sematik gosterim[89].

Olusan partikiiller stabilizator ve serbest halde bulunan etken maddenin fazlaligini
gidermek i¢in saf su ile yikanarak birka¢ kez santrifiij edilir. Santrifiij sonrasi kalan

su liyofilize edilerek uzaklastirilir ve boylece kati nanopartikiiller elde edilir.

Her iki yontemde de emiilsifikasyon prosesi, mekanik karistirma, sonikasyon ya da

yuksek basin¢li homojenizasyonla gerceklestirilebilmektedir[90].
2.3.7 Nanopartikiiler Yapilarin Hiicre ile Etkilesimi

Nanopartikiller fonksiyonel 6zellikleri sebebiyle biyolojik uygulamalarda yaygin
olarak kullamilmaktadir[7]. Nanopartikiiller ila¢ dagitimi, hiicre ve doku
mithendisligi, medikal goriintiileme gibi asamalarda teshis ve tedavi amacl olarak
kullaniliyor olsa da bu tiir uygulamalar icin 6zgtl, etkin ve spesifik olarak
hedeflenmis, hiicrelerin hizla icine alabilecegi nanopartikiillere ihtiyag
duyulmaktadir. Hiicre icine ila¢ alimi1 esnasinda nanopartikiillerin ¢okmesi, kan
sirkiilasyonunda yar1 Omdiirlerinin kisa olmasi, disiik verimlilik, nonspesifik
hedefleme gibi bazi sinirlayici faktérler bulunmaktadir[91]. Yiiksek toksisiteye
sahip olmalar1 ve nonspesifik olarak hem normal hem kanserli hiicrelerde

birikmeleri, disiik ¢ozilintrlik ve smirlandirilmis  stabiliteden  dolay:
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biyouyumluluk saglayamamalari, kisa yar1 omirleri ile viicuttan hizla
uzaklastirilmalar1 gibi sinirlayict pek cok faktérden dolayr giincel antikanser
ajanlar kanser tedavisinde Onemini yitirmektedir[92]. Hedef hiicrelere
ulasabilmeleri i¢in ¢esitli maddeler ile modifiye edilen nanopartikiiller kontrolli
salim yapabilmeleri, biyobozunur olmalar1 ve ¢ok kii¢iik boyutlu olmalar1 sebebiyle
kan akis1 esnasinda makrofajlar tarafindan yok edilmeden hedef doku veya

organlara ulasabilmektedirler [93].

2.4  Nanopartikiil Karakterizasyonunda Kullanilan Cihazlar
Nanopartikillerin karakterizasyonu ila¢ o6zelliklerinin tam anlasilmasi ve
gelistirilebilmesi icin olduk¢a oOnemlidir. Nanopartikiillere ait enkapstlasyon
etkinligi, ila¢ ylikleme verimi, partikul buytukligi, biiytikliik dagilimi ve morfolojisi
gibi karakteristik 6zellikler;UV spektroskopisi, zeta potansiyel, fourier dontistimlii
kizilotesi(FT-IR) spektroskopisi ve taramali elektron mikroskobu (SEM) ile

belirlenmistir.

2.4.1 UV-Vis Spektrofotometre

Ultraviyole(mor o6tesi) goriiniir spektroskopisi (UV-Vis), ultraviyole ve goriiniir
spektral bolgelerin bir kisminda absorpsiyon spektroskopisi veya yansitma
spektroskopisi anlamina gelir. Elektromanyetik spektrumun bu bélgesinde 6rnegin
yapisinda bulunan cesitli atomlar ve molekiiller elektronik gecislere ugrarlar. 100-
700 nm aralig elektronik spektrum, 100-200 nm araligi vakum UV, 200-400 nm
aralig1 UV ve 400-700 nm aralig1 ise gorunir bolge olarak adlandirilir ve goriintr
bolgede absorbsiyon yapan bilesik absorbladigi rengin tamamlayici renginde

gorinur[94].

UV-Vis spektrofotometrelerinde cam veya kuvars prizmalar bulunur ve cihaz
kullanilirken 15181n herhangi bir frekansta UV veya goriniir bolgesi secilerek 6l¢iim
alinir. Isik 6rnekten veya 6rnek maddeyi igceren ¢ozeltiden gecerek absorbsiyon
veya gecirgenlik hakkinda bilgi verir. UV-Vis spektrofotometre cihazlarinda 1sik
kaynagi olarak doéteryum (Dz), tungsten (W), hidrojen (Hz), ksenon (Xe), civa
buhar lambasi gibi siirekli 151k kaynaklari kullanilir. Bunlardan en uygun olani

hidrojen ve tungsten lambalardir.
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Spektrofotometreler tek ve cift 1s1k yollu olarak ikiye ayrilirlar. Tek 1sik yollu
spektrofotometrelerde, bilesenlerin tiimii aym 1s1k yoluna yerlestirilmis iken cift
151k yollu spektrofotometrelerde(Sekil 2.9) monokromatérden c¢ikan 1sik, esit
siddette iki demete boliiniir ve biri 6rnege digeri ise sadece ¢6ziiciinlin bulundugu
kaba gonderilir. ikiye ayrilan 1sik, iki farkli dedektér tarafindan algilanir ve
dedektorlerde olusan sinyallerin orani olgiilerek 6rnekteki gecirgenlik degeri

stirekli olarak ¢oziictintinki ile karsilastiriimis olur.

Monokromator

Dalgaboyu
Ayinci

Giris e

|‘§l|’. .

Isik Kaynadi Shiti Bolucu Q

Numune

P

Dedektor

Sekil 2. 9 Nanopartikiil karaterizasyonunda kullanilan ¢ift 151k yollu UV-
spektrofotometrenin sematik gésterimi

Spektrofotometrik cihazlarin ¢ogu 6l¢iim esnasinda 15181 sadece hedef molekiillerle
degil aym1 zamanda c¢ozelti ile de etkilesime sokar. Dolayisiyla cihaz hedef
molekiliin absorpsiyon spektrumunu degil, ¢6zeltinin spektrumunu verir. Bu

nedenle hedef molekiil tiiriiniin absorpsiyonunu 6grenmek icin kor (blank) alinir.

Biyolojik molekiillerin konsantrasyon ve saflik tayininde UV absorplama
ozelliklerinden yararlanilir. Bu absorpsiyon daha ¢ok molekiillerdeki bag
elektronlarinin uyarilmasindan kaynaklanmakta ve bunun sonucu olarak UV-Vis

Spektroskopisi bir molekiildeki fonksiyonel gruplarin tanimlanmasinda ve ayni
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zamanda fonksiyonel gruplar1 tasiyan  bilesiklerin  nicel tayininde

kullanilabilmektedir[90, 95].

Beer-Lambert yasasi, bir ¢ozeltiden gecen 151k miktarinin, ¢ozelti icinde kat ettigi
mesafe ve ¢ozeltinin konsantrasyonu ile ters orantili, emilen 151k miktar ile dogru
orantili oldugunu belirtir. Nicel analiz yapabilmek i¢in standart ¢ozeltilerin bilinen
derisimlerine karsi absorbans degerlerinin grafige gecirilmesi ile elde edilen
dogruya kalibrasyon dogrusu denir. Nicel analiz, kalibrasyon dogrusunun dogrusal
oldugu bolgede yapilir. Derisimi bilinmeyen 6rnegin absorbans degeri 6l¢iilir ve

kalibrasyon dogrusunda bu degere karsilik gelen derisim saptanir[96].

2.4.2 Zeta Sizer (Parcacik Boyutu ve Zeta Potansiyel Olc¢iim Cihazi)

Zeta potansiyel, nanopartikiillerde kolloidal dispersiyonlarin dayaniklilig
hakkinda bilgi veren ve partikiillerin ytlizey yiiklerinin olusturdugu potansiyelin
dolayll olarak oOl¢iimiinii saglayan bir karakterizasyon yontemidir. Cift iyon
tabakas1 teorisine gore oOlcimi yapilan zeta potansiyelde negatif yukli
partikillerin etrafinda iki ayr1 bélge bulunur, bunlardan birincisi Stern Tabakasi
olarak bilinir ve partikiil yiizeyine ¢ok yakin bir sekilde sinirlanmis yiiksek
derisimde zit (pozitif) iyonlardan olusur(Sekil 2.10). Stern tabaka ve dagiliml
tabaka arasindaki iyon dagilimi ortamda potansiyel farkin olusmasina neden olur.
+30 mV ile #10 mV arasindaki zeta potansiyel degerleri, agregasyonu o6nleyen,
partikiiller arasindaki yiiksek itis giicii nedeni ile daha dayanikli nanopartikiil
dispersiyonlarin1 gostermektedir. Kolloidlerin kararliligi ile partikiiller arasindaki
itme ¢cekme kuvvetini belirleyen zeta potansiyeli arasinda giiclii bir korelasyon
vardir. Zeta Sizer cihazi, belirli bir potansiyel altinda hareketi saglayan tanelerin

hizini belirleyerek zeta potansiyelini hesaplamaktadir[73, 90, 97].
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Sekil 2. 10 Zeta potansiyel sematik gosterimi

Zeta potansiyel ol¢ciimii disinda nanopartikiillerin boyut analizi de Zeta Sizer cihazi
ile gerceklestirilmektedir. Nanopartikiil boyutu sadece etken madde salimi ve
bozunma 0Ozelliklerinin belirlenmesinde degil; ayni zamanda, etken maddenin

doku ile etkilesimi ve hiicre icerisine alimi agisindan da 6nemli rol oynamaktadir

2.4.3 FT-IR

FT-IR spektroskopisi matematiksel Fourier doniisim yontemi ile 15181n infrared
yogunluguna karsi dalga sayisim1 olcen bir kimyasal analitik yontemdir. FT-IR
spektroskopisi; infrared 1sik kaynagi, 1sin béliici ve dedektorden olusmaktadir.
Isik kaynagindan ¢ikan 1sin, 151n boliicti ve sabit ve hareketli aynalardan olusan
interferometreden gecerek ikiye ayrilmakta, aynalar yardimiyla tekrar 1sin
boliiciiye gelen 1simnin bir kismi numuneden gecerek absorplanmaktadir.
Absorplanma sonrasi numuneden ¢ikip dedektore ulasan 1sin, numune tarafindan
absorplanan kisminin belirlenmesi amaciyla referans olarak kullanilan bir lazer
isiniyla karsilastirilir ve sonug olarak elde edilen interferograma bilgisayar
araciligiyla Fourier donlisimii uygulanarak numuneye ait FT-IR spektrumu elde

edilir (Sekil 2.11) [90].
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Sekil 2. 11 FTIR sematik gosterimi

Elektromanyetik 151k dizisinin kizil 6tesi bolgesi 14000 cm! ile 10 cm™! arasinda
olup yakin dalga boylu kizil 6tesi (NIR; 4000~14000 cm-1), orta dalga boylu kizil
otesi (MIR; 400~4000 cm) ve uzak dalga boylu kizil 6tesi (FIR; 4~400 cm1)
olmak tlzere li¢ ana bolgeden olusmaktadir. Kizilotesi bolgede kimyasal olarak
belirgin ve tekrarlanabilir biyokimyasal parmak izlerini olusturan organik
bilesenlerin tanimlanmasini saglayan MIR bdlgesinde 3600-1200 cm! araligina,
‘fonksiyonel gruplar bolgesi’, 1200-700 cm aralifina ise ‘parmak izi bolgesi’
denilmektedir. Dolayisiyla bu bolgedeki bantlar ile protein, niikleik asit gibi

makromolekiiller ve hiicre duvarina ait bilesenler belirlenebilir [98, 99].

1200-700 cm! arahigindaki parmak izi bolgesi molekiillere ait kii¢lik yapilar1 ve
yapida meydana gelen degisikliklerin incelenmesinde kullanilmaktadir. Yapida
meydana gelen kiigliik degisiklikler, bu bolgede goriilen absorpsiyon piklerinin
biiylik oranda yer degistirmesine sebep oldugu i¢in bu bélgede iki 151k dizisinin
cakismasi, bu iki 151k dizisinin ayn1 maddeye ait oldugunu gosterir. Tekli organik
baglarin biiytik bir kismi bu bélgede absorpsiyon bantlar1 vermektedir. Bélgenin
oldukca dar olmasi ve enerjilerinin birbirine ¢ok yakin olmasindan o6tiiric bu
bolgedeki titresim frekanslar1  birbirini fazlasiyla etkilemektedir. Bu

etkilesimlerden dolayr maddelerin 1s1k dizilerinde goriilen absorpsiyon bantlari
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kompozit bantlar olup sadece tek bir bag frekansindan kaynaklanan saf bir
absorpsiyon bandi degildir. Isik dizisinin en karmasik kismi olmasina ragmen FT-
IR analizinde maddeye ait karakteristik bilgi yine bu bdlgeden elde
edilebilmektedir. MIR bolgesi ile birlikte infrared bdlgenin tamamina bakilarak FT-
[R’da detayl bir okuma yapilabilmekte, ayrica madde miktarlariyla orantili olarak
kizil otesi 151k dizisindeki bantlarin yogunlugu degistigi icin kantitatif analiz de

yapilabilmektedir[100].

2.4.4 Taramali Elektron Mikroskobu (SEM)

Taramali elektron mikroskobu (SEM); yiizeyi, odaklanmis bir elektron 1sin ile
tarayarak numunenin goriintiilerini Ureten bir elektron mikroskobu tiirtidiir.
Elektronlar ile numune atomlar1 etkilesime girer ve olusan cesitli etkilesimler
uygun alicilarda toplanarak sinyal giiclendiricilerden gegcirilir. Daha sonra sinyal
gliclendiriciden gecen 1sinlar katot isinlar1 tipiiniin ekranina aktarilarak yiizey
topografyasi ve numunenin bilesimi hakkinda bilgi iceren gorintiler elde
edilir(Sekil 2.12). Taramali elektron mikroskobu ile incelenen cisim 300.000 kat

biiyttebilir, atomik boyutlara kadar gértntu alinabilir.

Serl yanswyan
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Sekil 2. 12 Taramali elektron mikroskobu sematik gosterimi[101].
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SEM’in ¢alisma prensibinde incelenecek oOrnek elektron mikroskobuna
yerlestirildikten sonra ortamin vakuma alinmasi s6z konusudur. Burada vakumun
amaci elektronlarin herhangi bir yere sagilmadan dogrudan hedefe yani 6rnege
ilerlemesini saglamaktir. Manyetik mercekler elektronlarin odaklanmasini

saglarken, diyafram ag¢iklig1 odak uzunlugunu ayarlar[101].

Elektron 1sin1 raster tarama dilizeninde taranir ve 1sinin konumu, bir gorinti
tretmek icin algilanan sinyalin yogunlugu ile birlestirilir. En yaygin SEM modunda,
elektron 1s1n1 tarafindan uyarilan atomlarin yaydig: ikincil elektronlar, Everhart-
Thornley dedektori kullanilarak tespit edilir. Tespit edilebilecek ikincil
elektronlarin sayisi ve dolayisiyla sinyal yogunlugu, diger seylerin yani sira, 6rnek

topografyasina baghdir[102].

2.5  Hiicre Kiiltiirii
Belirli bir hiicrenin bir organ veya dokudan izole edilerek In vitro ortamda, uygun
sartlara adapte edilmesine hiicre kiiltiirii denilmektedir. Cesitli canlilarin gesitli
dokularindan elde edilen dokular pargalanarak hiicreler agiga ¢ikarilir ve
icerisinde temel aminoasitler, mineraller, proteinler bulunan 6zel besiyerlerinde,
steril sartlarda, 37 9C’de yapikan yiizeylere tutunarak liremesi saglanir. Hiicre
kiltiru calismalarinda amag, izole edilen hiicrelerde canlilik devamini saglayarak

hiicreleri cogaltmak ve ¢esitli arastirmalarda kullanabilmektir[103].

Hiicre kiiltiiriinde kullanilan hiicre hatlar1 primer, sekonder ve devamli hiicre
hatlar1 olmak iizere tice ayrilmaktadir. Primer hiicre hatlari, doku ya da organdan
izole edilen ilk hiicrelerin kiiltiire alinmasi olup bu hatlar enzimatik ya da mekanik
yollarla elde edilebilirler. Elde edilen hiicreler igerisinde besiyeri bulunan siselere
inokiile edilir ve sise yiizeyine yapisarak hiicreler cogalmaya baslar. Bu hiicrelerde
metabolik aktivite oldukca yavastir ve maksimum 8-9 pasaj kadar hiicre liretimi
olabilir. Ayrica taze dokudan alindiklar1 i¢in kontaminasyon riskinin en ytiksek

oldugu hiicre tipleridir.

Sekonder hiicre hatlari, primer hiicre kiiltiirtinden elde edilip 50-100 pasaj kadar
cogaltilabilen ancak belli bir zaman sonra lireme yetenegini kaybeden hiicre

hatlaridir. Bu hiicre hatlar1 genellikle fibroblastoid hiicre tiplerinden olusmaktadir.
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Devamli hiicre hatlari ise béliinme yetenegini kaybetmeyen, sonsuz boliinebilme
ozelligine sahip hiicrelerin olusturdugu hatlardir. Genellikle timér dokusundan
veya kimyasal olarak transformasyona ugramis hiicrelerden alinarak Kkiiltiire
edilirler ve bu nedenle normal hiicrelere ait genotip ve fenotip o6zelliklerini
gostermezler. Normal hiicre kiltiiriiniin en az elli alt kiltlirii yapildiktan sonra
devaml hiicre kiltirid hatlarn olusturulabilir. Sekil2.13’te primer, sekonder ve

devamli hiicre hatlarinin sematik olarak gosterimi verilmistir[103].

Hiicrelerin uygun
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Sekil 2. 13 Hiicre hatlarinin sematik gosterimi[103].
2.5.1 L929 Fibroblast Hiicre Hatti

Ana L susu, 1948 yilinda 100 giinliik erkek C3H fare areolar ve yag dokusundan
tiiretilen L929 fare fibroblast hiicre hatti, ana susun 95. alt kiiltiir iretiminden
olusturulmustur. Yumusak doku Kkiiltiirii olan bu hiicreler, fibroblast olarak

glinlimiizde In vitro ¢alismalarda en ¢ok kullanilan hiicre hatti modelidir[104].

2.5.2 C6 Glioma Hiicre Hatt1

ilk kez 1968 yilinda Benda ve ark. tarafindan N, N'-nitrozometiliire’ye maruz
birakilarak yetistirilmis Wistar-Furth sicanlarindan elde edilen ve yeni dogan sican
beynine enjekte edildiklerinde morfolojik olarak glioblastoma multiforme'ye
(GBM) benzer 6zellikler gosteren C6 hiicre hatti1 terapotik girisimlere direngli en
agresif gliomadir ve bu nedenle glioblastom tedavisinde ila¢ etkilesim

calismalarinda oldukga yaygin olarak kullanilmaktadirlar[105].
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2.5.3 MTT Testi

[3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5diphentyltetrazoliumbromide] (MTT) testi 1980
yilinda Mosmann tarafindan gelistirilmis, hiicre canliigi ve ¢ogalmasinin
saptanmasinda altin standart haline gelen bir sitotoksisite analiz yontemidir.
Yapisinda bulunan tetrazolyum bilesiginin canli hiicrelerin mitokondrilerinde
meydana gelen dehidrogenazlar tarafindan suda ¢6zliinmeyen formazan
kristallerine enzimatik doniisiimii sonucu indirgeyici aktivite acisindan hiicre
canliligr o6l¢iilmektedir[106]. Sitotoksisitenin degerlendirilmesinde olduk¢a yaygin
olarak kullanilan enzimatik yontemlerden biri olan MTT testinin prensibi MTT’yi
mavi, ¢ozlinmeyen formazan bilesigine donistiirebilen dehidrogenaz enzim
aktivitesine baglidir. Reaksiyon mitokondriyal stiksinil dehidrogenaz tarafindan
katalize edilmekte ve hiicrelere uygulanan maddenin toksik etkisi nedeniyle
dehidrogenaz aktivitesinin etkilendigi kosullarda mavi renkli formazan
olusmamaktadir. Formazan olusumu, yalnizca aktif mitokondrinin bulundugu canh

hiicrelerde goriilmekte ve optik yogunlugun olciilmesi ile belirlenmektedir[107,

108].

Baslangicta, yikama basamagl icermeyen protokole zamanla formazan
kristallerinin sulu ortam iginde ¢ozdiiriilebilmesi icin sirayla dimetilformamid
(DMF) ilavesi, hafif aspirasyon ile fazla boya atilmasi, PBS ile yikama gibi
basamaklar eklenmis, ardindan DMSO'da formazan kristallerinin ¢ézdiiriilmesi bu

testin basitligini ve hassasiyetini artirmistir[106].

Canli hiicre mitokondrisinde bulunan oksidatif enzimlerin tetrazolyum halkasini
parcalamasi sonucu sar1 renkli MTT boyasi mor fomazan kristallerine donlismekte,

boylece 6li ve canli hiicreler spektrofotometrik olarak belirlenebilmektedir.

2.5.4 Genotoksisite

DNA, genetik bilginin nesilden nesile aktarilmasini saglayan kalitsal bilgidir. DNA
bazlar lizerinde bulunan polar gruplar arasinda spesifik olarak olusan hidrojen
baglar ile ¢ift sarmal yapili DNA olusmaktadir ve DNA'nin fonksiyonu bu gruplara
baghdir. Cesitli reaktif molekiillerin hedefi olan DNA, hasara duyarlilig1 yiiksek, ¢cok
kolay zarar gorebilen bir molekiildiir[109, 110]. DNA hasar1 normal DNA
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metabolizmasi sirasinda kendiliginden veya cevresel faktorlerin etkisiyle
olusabilmektedir. DNA hasarinin en énemli nedeni bazlarin kimyasal yapisinda
kendiliginden meydana gelen degisimlerdir[111]. DNA bazlarinda bulunan polar
gruplar arasinda olusan kimyasal degisiklikler replikasyon sirasinda yanlis
eslesmeye ve mutasyona neden olur. Deoksiriboz fosfat iskeletinde olusan
kopmalar ise replikasyonu bloke etmenin yani sira asir1 miktarlarda olustugunda
hiicre 6limiine yol agabilmektedir. Her bir insan hiicresinin DNA’sinda giinde
yaklasik olarak 104 adet kodlanmayan veya yanlis kodlamaya neden olan hasar
meydana gelmektedir[109, 111]. DNA hasarina yol a¢an ¢evresel faktorler, fiziksel
veya kimyasal ajanlar olabilmektedir. Fiziksel ajanlarin basinda gelen iyonizan
radyasyon ve UV 1sinlari gelirken, kimyasal ajanlarin basinda alkilleyici maddeler,
nitroz asid, platinyum tiirevleri gibi capraz baglayicilar ve sitokrom P450 sistemi
ile metabolize edilen ksenobiyotikler gelmektedir. Bu ajanlar, DNA hasarini bazlar
alkilleyerek, oksitleyerek, aralarinda ¢apraz baglanmalar olusturarak veya zincir
kiriklarina neden olarak olustururlar. Ayrica DNA iizerinde yaklasik 23 adet
oksidatif baz hasar1 bulunmaktadir. Oksidatif DNA hasar1 metabolizma esnasinda
gerceklesen bazi tepkimelerde oksijen radikalleri tarafindan endojen olarak veya
radyasyon ve ¢esitli kimyasallar ile eksojen gerceklesebilir ve DNA zincir kiriklari
olusturabilirler[109]. DNA’da olusan hasar diisiik seviyede ise DNA onarim
mekanizmalar1 tarafindan onarilabilirken, orta dereceli hasarlar c¢ogunlukla
mutasyonla sonuglanir. Agir hasarlar ise hiicre 6liimiine sebep olan apoptotik
mekanizmalar1 uyarirlar[112]. DNA hasarinin doku fonksiyonlarinin bozulmasi ile
ortaya cikan hastaliklarin etyolojisinde 6nemli rol oynadig ileri stiriilmektedir.
DNA hasarn giiniimtzde cesitli dejeneratif hastaliklarin izlenmesinde, kemoterapi
ve radyoterapi ilaclarin takibinde, radyasyon aracili genotoksisitenin
belirlenmesinde biyoloji belirte¢ olarak kullanilabilmesi nedeniyle DNA hasarinin
hassas bir sekilde olciilmesini saglayan teknikler gliniimiizde biiyiik 6nem

kazanmistir.

Guntimiizde ilaglar, gida katki maddeleri, gesitli tarim ilaglar gibi kimyasal madde
kullanimi her alanda hizla artmaktadir. Bu nedenle bu maddelerin insan
genomunda olumsuz etkileri olup olmadiginin tespit edilmesi son derece 6nem
kazanmistir[113]. Hiicre DNA’sinda hasara veya genetik mutasyonlara neden olan
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mutajenik veya kanserojenik ajanlar genotoksik etmenler olarak bilinir[114]. Bu
ajanlar bireyin kendisini ve sonraki jenerasyonlar: etkileyebilecek anormallikler
ortaya c¢ikarabilirr Bu nedenle cesitli ajanlarin genotoksik etkilerinin
arastirilmasinda farkl canl gruplarini1 kapsayan test metotlar1 gelistirilmistir. Bu
metotlar, bir kimyasalin potansiyel mutajen veya kanserojen olup olmadiginin
belirlenmesinde kullanilmakta ve c¢esitli maddelerin mutasyonlara, kromozom
anormalliklerine =~ veya ~ DNA  hasarlarina  sebep olup  olmadigim

belirlemektedir[115].

Genotoksisitenin belirlenmesinde farkli canli gruplarini kapsayan c¢esitli in vivo ve
in vitro test sistemleri kullanilmaktadir. Bu testler kromozomlarda meydana gelen
degisimler, gen mutasyonlar1 ve DNA hasarlarn gibi parametreler kullanilarak
uygulanmaktadir. Bu parametrelere bagl olarak genotoksisite calismalarinda
siklikla ; Bakteriyel Geri Mutasyon Testi (AMES), Hipoksantin Guanin Fosforibozil
Transferaz Ileri Mutasyon Tesi (HPRT), Kromozom Anormalligi (KA) Testi,
Mikroniikleus (MN) Testi, Kardes Kromatid Degisimi (KKD) Testi, Somatik
Mutasyon ve Rekombinasyon Testi (SMART) ve Comet Testi kullanilmaktadir
[113].

2.5.5 Comet Assay Testi

DNA hasarini hiicre diizeyinde saptamak ve miktarini belirlemek icin uygulanan
non-invaziv, hizli, hassas, floresan mikroskobik bir yontem olan “Comet Assay”
teknigi tek hiicreli jel elektroforezi olarak da bilinmektedir[109, 110]. ilk kez 1978
yilinda Rydberg ve Johanson tarafindan spesifik bir hiicredeki DNA hasari
belirlenmistir[116]. Sonraki yillarda hasar tespitinin hassasiyetini artirmak icin
mikro jel elektroforez teknigi gelistirilmis ancak noétral kosullarda uygulanan
elektroforez cift sarmal kiriklarini tespit edebilirken, tek sarmal kiriklarini tespit
edememistir. DNA'da hasar olusturan ¢ogu ajan, DNA c¢ift sarmalindan ¢ok, DNA
tek sarmalinda hasar meydana getirdigi icin Singh ve ark. elektroforezi alkali
ortamda uygulayarak bu sorunu ¢ézmiislerdir[117, 118]. Giintimiizde Singh ve
ark. tarafindan gelistirilen, tek ve cift zincir kiriklarini tanimlayabilen metot Comet

Assay olarak uygulanmaktadir[109, 118]. Bu metotta kullanlan giiglii lizis kosullar:
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proteinlerin %95’inden fazlasin1 yok edilebilmekte, bdylece hiicrelerin hemen

hemen hepsinde DNA hasar biiytkligi direkt olarak tespit edilebilmektedir[110].

Teknikte temel amag, tek tek hiicrelerin ntukleuslarini inceleyerek genotoksik ve
sitotoksik ajanlarin canli hiicreler iizerindeki etkilerini tespit etmektir. Genel
olarak, canl bir dokudan izole edilen nukleuslu DNA, ince bir agaroz jel igine
sabitlenip, =zarlarin parcalanip ¢ekirdekte bulunan siiperkoil DNA’nin
serbestlesmesi i¢in lizis islemine tabi tutulur(lizis isleminde serbestlesen DNA
1518a karsi duyarlidir. Bu basamaktan sonra ilave kiriklar olusmamasi i¢in islemler
karanlik odada, gece lambasi 15181inda yirttilmelidir). Alkali ortamda stiperkoil
yapinin gevseyerek acilmasi ve kiriklarin ortaya c¢ikmasi saglandiktan sonra
uygulanan elektroforetik ortamda ytrutiilir. Genotoksik ajanlardan dolay1 DNA’da
tek veya cift zincir kiriklar olusabilir ve buna bagh olarak farkh agirlik ve elektrik
yukiine sahip DNA molekiilleri elektroforetik ortamda farkh hizlarda goc¢ ederler.
Elektroforez sonunda etidyum bromiir gibi DNA’ ya 6zgi boyalar kullanilir ve
hasarin derecesine gore dairesel formdan kuyruklu yildiza benzer forma kadar
degisen, farkli derecelerde ortaya ¢ikan DNA goriintileri floresan mikroskop
altinda incelenir. Etidyum bromiir oldukca kanserojen bir boya oldugu icin
giinimiizde daha saglikli bir boya olan SyberGreen kullanilmaya baslamistir[114,
119, 120].

Gorlntiileme sonucunda, hasarlanan hiicre DNA’lari($ekil 2.14) hasarin derecesine
gore bes kategoride degerlendirilmektedir. Buna gére hi¢ hasarlanmamis DNA lar
“0”, cok az hasarlanmis DNA lar “I”, az hasarli DNA lar “II”, hasarli DNA lar “III” ve
cok hasarli DNA lar “IV.” derece hasar olarak degerlendirilir(Sekil 2.15) [121].

Sekil 2. 14 DNA hasarininin floresan mikroskop altindaki genel goriintiisii [121].
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Sekil 2. 15 Elektroforez ortaminda negatif kutuptan pozitif kutuba (soldan saga)
dogru go¢ eden farkli seviyelerde hasara ugramis DNA goriintiileri. 0- Hasarsiz
DNA; I-Cok az hasarlanmis DNA; [I-Az hasarlanmis DNA; III-hasarlanmis DNA; IV-
tiimiyle hasarlanmis DNA [121].

Genotoksisite ¢alismalar1 disinda, Comet Assay Yontemi ile farkl tiplerde DNA
hasar calismalan yapilabilmektedir. Ornegin Gedik ve ark. hasara spesifik DNA
onarim enzimleri kullanarak cgesitli baz modifikasyonlarinin sikligin1 belirlemeyi
basarmiglardir [122]. Apoptotik ve nekrotik hiicreler notral veya alkali ortamda
uygulanacak elektroforez ile belirlenebilir. Bazi arastiricilar yaptiklar1 goriinti
analizleri sonucunda bir takim karakteristik goriintiilere dayanarak apoptotik
hiicrelerin nekrotik hiicrelerden comet assay ile kolayca ayrilabildigi sonucuna
ulasmiglardir. Apoptotik hiicrelerin kiiciik basi ve yelpaze seklinde kuyrugu
olusurken, nekrotik hiicrelerin ise genis bas ve degisik uzunluklarda dar bir
kuyruga sahip oldugu belirtilmistir[123-125]. Kolay, ucuz, hizli ve non-invaziv bir
yontem oldugu ve c¢ok diisik miktarlardaki kan Orneklerinde dahi
uygulanabildiginden Comet Assay yontemi 0Ozellikle cesitli biyolojik siireclerin
izlenmesinde, c¢evresel degisikliklerin, sperm kalitesi, ozon ve kemoterapi gibi

ilaglarin canli sistemlere etkisinin belirlenmesinde kullanilmaktadir[109].

40



3

MATERYAL - METOD

3.1 Deneysel Calismalarda Kullanilan Cihazlar

Hassas Terazi - Shimadzu

Saf Su Cihazi1 - Sartorius

Manyetik Karistiric1 - Variomag Mono

Vorteks - Velp Scientifica

pH Metre - Hanna

Ultrasonik Su Banyosu - Bandelin Sonorex
Peristaltik Pompa - Masterflex Core Palmer
Sonikator - Bandelin Sonoplus

Coklu Manyetik Karistirici - IKA

Santrifiij Cihazi - Beckman Coulter Allegra X-30 R
UV-Vis Spektrofotometre - Shimadzu UV-1800
Zeta Sizer - Malvern ZEN 3600 Nano ZS

FT-IR - Thermo Scientific Nicolet iS10
Liyafilizator - Telstar Cryodos

Invert Mikroskop - Olympus

CO; Iinkiibator - Biosan, ES20

Biyogiivenlik Kabini - Hedlab XPROII

Mini Santriftij Cihaz1 - Hermle Z 206 A

Floresan Mikroskop - ZEISS AxioVert01

Elisa Reader - BioTek PowerWave XS2
Elektroforez Tanki - Cleaver Scientific nanoPAC-300P
Taramali Elektron Mikroskobu - ZEISS EVO LS10

Calkalayic1 - Biosan Environmental Shaker ES20
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3.2 Deneysel Calismalarda Kullanilan Kimyasallar

Sinapik Asit- Sigma 85429

Poli(laktik-ko-glikolik asit) PLGA - Sigma 719870

Polivinil Alkol -Sigma Aldrich 363138

Etil Alkol - Merck

Diklorometan - Merck

Monosodyum Fosfat (NaH2PO4) - Sigma Aldrich 04270

Disodyum Fosfat Dihhidrat (NazHPO4.2H20) - Sigma Aldrich 04272
Sodyum Kloriir (NaCl) - Sigma Aldrich 13423

Hidroklorik Asit (HCI) - Sigma Aldrich 30721

Sodyum Hidroksit (NaOH) - Sigma Aldrich 71690

Dulbecco’s Medified Eagle Medium / F-12 Nutrient Mixture (Ham)
(DMEM/F-12 / 1:1 / 1X) - Gibco 1906042

L-glutamine 200mM (100X) - Gibco1881732
Penisilin-Streptomisin(PEST) - Sigma P4333

Fetal Sig1ir Serumu - Gibco 08G5259K

Tripsin EDTA - Multicell 325043156

Dimetil Siilfoksit (DMSO) - ChemCruz sc358801 / Carlo Erba 508001
Tripan Mavisi - Sigma T8154

Thiazoyl Blue Tetrazolium Bromide %98 (MTT) - Sigma M5655
Agaroz (HMA) - Sigma A9539

Low Melting Agarose (LMA) - Sigma A9539
Etilendiamintetraasetik Asit Disodyum Salt - Sigma E5134

Trizma Baz - Sigma T1503

Triton X - Sigma T8787

Trizma Hidroklorid - Sigma T5941

Syber Green - invitrogen $33102
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3.3 Deneysel Calismalarda Kullanilan Cozeltiler

3.3.1 Nanopartikiil Hazirlamada Kullanilan Cézeltiler
3.3.1.1 Farkh Konsantrasyonlarda Sinapik Asit Cozeltisi Hazirlanmasi

1 mg Sinapik Asit 10 ml etil alkolde ¢6ziilerek 0,1 mg/ml oraninda ¢ozelti elde
edildi ve bu ¢ozelti seyreltilerek 0,02 mg/ml - 0,0001 mg/ml konsantrasyonlari
arasinda ¢ozeltiler hazirlandi. Cozeltiye ait Amax degeri UV-Vis spektroskopisinde
belirlendikten sonra farkli konsantrasyonlardaki cozeltilerin UV siddetlerinden

kalibrasyon egrisi ¢ikartildi.

Suda ¢o6zlnirligi cok diisiik olan sinapik asit molekiiliine ait suya karsi
kalibrasyon egrisi degerlerini belirleyebilmek icin 2,5 mg Sinapik Asit 250 ml suda
cozulerek 0,01 mg/ml oraninda ¢ozelti elde edildi ve bu ¢ozelti seyreltilerek 0,01
mg/ml - 0,000125 mg/ml konsantrasyonlar1 arasinda c¢o6zeltiler hazirlandi.
Cozeltiye ait Amax degeri UV-Vis spektroskopisinde belirlendikten sonra farkli

konsantrasyonlardaki ¢ozeltilerin UV siddetlerinden kalibrasyon egrisi ¢ikartildi.
3.3.1.2 Polivinilalkol (PVA) Cozeltisi Hazirlanmasi

%3’liik polivinilalkol ¢ozeltisi elde etmek icin; 3 g polivinilalkol tartildi ve tizerine
100 ml saf su eklenerek manyetik karistiricida 65-75 °C’de homojen ¢ozelti elde

edilene kadar karistirildi ve filtre kagidi ile siiziildi.

%1,5'luk polivinilalkol ¢ozeltisi elde etmek i¢gin; 1,5 g polivinilalkol tartildi ve
tizerine 100 ml saf su eklenerek manyetik karistiricida 65-75 °C’de homojen ¢ozelti

elde edilene kadar karistirildi ve filtre kagidi ile siiziildi.

%0,1'lik polivinilalkol ¢ozeltisi elde etmek icin; 0,1 g polivinilalkol tartildi ve
tizerine 100 ml saf su eklenerek manyetik karistiricida 65-75 °C’de homojen ¢ozelti

elde edilene kadar karistirildi ve filtre kagidi ile stzildii.
3.3.1.3 0,01 mol/L’lik Fosfat Tamponu (PBS) Hazirlanmasi (pH=7,4)

1,1998 g NaH2PO04, 1,7799 g Na2ZHPO4 ve 5,85 g NaCl tartilarak iizerine 1 L saf su
eklendi ve manyetik karistiricida homojen bir c¢ozelti elde edilene kadar

karistirildi. Cozeltinin pH'1 7,4’e ayarlandi.
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3.3.2 Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Cézeltiler
3.3.2.1 DMEM/F12 Tamamlanmis Besiyeri Hazirlanmasi

Ticari olarak alinan besiyeri icerisine hacminin %1’i kadar 200 mM Penisilin-
Streptomisin ve L-Glutamin eklendi. C6 Glioma hiicreleri i¢in %5, L929 Fibroblast
hiicreleri icin %10 FBS (Fetal Sigir Serumu) eklendi. Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda

tamamlanmis besiyeri kullanildi.
3.3.2.2 Hiicre Dondurma Soliisyonu Hazirlanmasi

Hiicre dondurma soliisyonu stok olarak %90 tamamlanmis besiyeri ve %10
Dimetil Siilfoksit (DMSO) icerecek sekilde hazirland1 ve kiigiik hacimlere
bolistiriilerek -20°C’de sakland.

3.3.2.3 MTT Soliisyonu Hazirlanmasi

MTT solisyonu 0,6 mg/ml MTT olacak sekilde hazirlandi. 6 mg MTT molekiili 10
ml PBS’te coziilerek filtreden gecirildi. Hazirlanan soliisyon +49C’de karanlik

ortamda bekletildi.
3.3.3 Genotoksisite Calismalarinda Kullanilan Cozeltiler
3.3.3.1 Agaroz Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Genotoksisite deneylerinde kullanilmak tizere diisik (LMA) ve yiiksek (HMA)

erime sicakligina sahip iki farkl agaroz ¢ozeltisi kullanildi.

Yiiksek erime sicakligina sahip agaroz (HMA) ¢ozeltisi %0,65’lik olarak hazirlandi.
0,65 g HMA’ya 100 ml saf su eklenerek mikrodalgada 1sitild1 ve ¢6ziilmesi saglandi.

Hazirlanan ¢6zelti lamlarin kaplanmasinda kullanildi.

Diisiik erime sicakligina sahip agaroz (LMA) ¢ozeltisi %0,65’lik olarak hazirlandi.
0,65 g LMA’ya 100 ml PBS eklenerek mikrodalgada 1sitild1 ve ¢oziilmesi saglandu.
Hazirlanan ¢6zelti kullanilana kadar 379C’de bekletildi.

3.3.3.2 Lizis Cozeltisi Hazirlanmasi

Stok ¢ozelti i¢in; 2,5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Trizma Baz kullanilarak saf su
ile homojen ¢o6zelti hazirlandi ve pH'1 10’a ayarlandiktan sonra hacmi 890 ml’ye

tamamlanip +49C’de saklandi.
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Calisma ¢ozeltisi hazirlanirken; Stok soliisyona 100 ml DMSO ve 10 ml Triton-X
eklendi.

3.3.3.3 Elektroforez Cozeltisi Hazirlanmasi
Stok ¢ozeltiler igin;

40 g NaOH tartildi ve tlizerine 100 ml saf su eklenerek 10 N NaOH co6zeltisi

hazirlandi.

14,89 g EDTA tartilarak tizerine 200 ml saf su eklendi ve 200 mM’lik ¢ozelti

hazirlandi.

Calisma ¢ozeltisi;

Stok c¢ozeltilerden 30 ml NaOH ve 5 ml EDTA ¢ozeltisi alinarak igerik 1 L'ye
tamamlandi ve pH’1 13’lin lizerine ¢ikartilacak sekilde ayarlandi.

3.3.3.4 Notralizasyon Cozeltisi

63,04 g Tris-HCI tartild1 ve 1 L saf su ile manyetik karistirictda homojen ¢ozelti
olana kadar karistirildi. Cozelti pH’1 7,5 olacak sekilde ayarlandi.

3.3.3.5 Boyama Cozeltisi

10.000X konsantre halde satin alinan Sybr Green boyasi DMSO ile 1X'e
seyreltildikten sonra 1:5 oraninda saf su ile seyreltildi ve boyama isleminde

kullanild:.

3.4 Deneysel Metodlar

3.4.1 Sinapik Asit Molekiiliiniin Kalibrasyon Egrileri

1 mg Sinapik Asit 10 ml etil alkolde ¢oziilerek 0,1 mg/ml oraninda ¢ozelti elde
edildi ve bu c¢ozelti seyreltilerek 0,02 mg/ml -0,0001 mg/ml konsantrasyonlari
arasinda ¢ozeltiler hazirlandi. Cozeltiye ait Amax degeri UV-Vis spektroskopisinde
323 nm olarak belirlendikten sonra bu dalga boyunda farkli konsantrasyonlardaki

cozeltilerin UV siddetlerinden kalibrasyon egrisi cikartildi.

Suda ¢o6zlnirligi cok diisiik olan sinapik asit molekiiliine ait suya karsi
kalibrasyon egrisi degerlerini belirleyebilmek icin 2,5 mg Sinapik Asit 250 ml suda
cozulerek 0,01 mg/ml oraninda ¢ozelti elde edildi ve bu ¢ozelti seyreltilerek 0,01
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mg/ml - 0,000125 mg/ml konsantrasyonlar1 arasinda c¢ozeltiler hazirlandi.
Cozeltiye ait Amax degeri UV-Vis spektroskopisinde 306 olarak belirlendikten sonra
bu dalga boyunda farkli konsantrasyonlardaki c¢ozeltilerin UV siddetlerinden

kalibrasyon egrisi ¢ikartildi.

Maksimum enkapsiilasyon etkinligi ve ila¢ ylikleme kapasitesini belirleyebilmek
icin sinapik asit molekdlt farkl oranlarda ve farkl parametreler ile nanopartikiiler
sistemlere ytiklendi, elde edilen veriler dogrultusunda calisilan molekiile uygun
optimize formilasyon dizayn edildi. Yapilan g¢alismalar sonucunda reaksiyon
verimi, enkapsiilasyon etkinligi, ila¢ yiikleme kapasitesi, boyut ve zeta potansiyel
degerlerinin en ideal oldugu kosullar secilerek hiicre kiiltiirti ¢alismalar1 ve
genotoksisite deneylerinde kullanilmak iizere optimize nanopartikiller

sentezlendi.

3.4.2 Sinapik Asit Yiiklii Nanopartikiil Sentezi

Sinapik Asit molekiilii tartildi ve 1 ml diklorometan (DCM) + 0,5 ml etil alkolde
¢oziildi. PLGA molekiilii 0,5 ml DCM icerisinde ¢oziildii. Olusan ¢ozeltiler birbirine
karistirilarak vortekslendi ve organik fazi1 hazirlamak amaciyla 5 ml %1,5 polivinil
alkol (PVA) ¢ozeltisi lizerine peristaltik pompa ile 5 ml/dk akis hizinda, %80 gilicte,
90 saniye sonike edilerek eklendi. Olusan emiilsiyon dis fazi olusturmak iizere 35
ml %0,1’lik PVA lizerine peristaltik pompa ile 2 ml/dk akis hizinda eklenerek
manyetik karistiricitda 800 rpm’de 2 saat karistirildi. 2 saatin sonunda ¢6zeltiden
kat1 nanopartikiil elde edebilmek ve PVA'y1 uzaklastirmak icin ¢oktiirme ve yikama
islemi yapildi. Coktiirme islemi 10000 rpm’de 40 dk +4 9C’de santrifiij yapilarak
gerceklestirildi. Coktiirme islemi sonrasi yikama i¢in pellet lizerine 35 ml saf su
eklenerek 10000 rpm’de 30 dk +4 9C’de santrifiij yapildi ve bu islem 4 kez tekrar
edildi. Yikama sonrasi elde edilen nanopartikiiller 10 ml saf su icinde homojen

cozelti haline getirildi ve liyafilizatorde kurutulmak tizere -20 °C’de donduruldu.

3.4.3 Sinapik Asit Yiiklii Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

Hazirlanan nanopartikiillerin  karakterizasyonu i¢cin UV  spektrioskopisi
kullanilarak indirekt yontemle enkapsiilasyon etkinligi ve ila¢ yiikleme kapasiteleri

hesaplandi, Zeta Sizer ile boyut, dagihm ve zeta potansiyel analizi, Taramali
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Elektron Mikroskobu (SEM) ile boyut analizi, Fourier Doniisimlii Kizilotesi
Spektroskopisi (FT-IR) ile kimyasal bag analizi yapildi, optimize nanopartikiile ait

In vitro salim ¢alismasi 30 giin boyunca takip edildi.

3.4.3.1 Enkapsiilasyon Etkinliginin Hesaplanmasi

Nanopartikil igerisine yiiklenen etken madde miktarini belirlemek i¢in iist fazdan
indirekt tayin metodu kullanildi. Coktiirme ve yikama islemi sonrasi elde edilen tist
fazlar toplanarak UV spektroskopisinde 6l¢iim alindi. Ol¢iim sonucunda iist fazda
bulunan ve suya karsi 306 nm’de absorbans piki verdigi bilinen sinapik asit
miktar1 hesaplanarak nanopartikiil icerisine yiiklenmemis olan madde miktar:
hesaplandi. Belirlenen miktar baslangi¢c miktarindan ¢ikarildi ve enkapsiile edilen

madde miktar belirlendi.

Enkapsiilasyon Etkinligi (%EE) asagidaki denklem kullanilarak hesaplandi[67] ;

Nanopartikil icinde bulunan etken madde miktar: (mg)

%EE = x 100 (3.1)

Kullanilan toplam etken madde miktar: (mg)

3.4.3.2 Reaksiyon Veriminin Hesaplanmasi

Liyafilizatérde kurutularak elde edilen kati nanopartikill miktarinin sentezde
kullanilan toplam kati madde miktarina oranlanmasi ile reaksiyon verimi elde

edildi.
Reaksiyon Verimi (%RY) asagidaki denklem kullanilarak hesaplandi[67] ;

Uretilen nanoapartikil miktar: (mg)

%RY =

x 100 (3.2)

Polimer+Etken madde miktar: (mg)

3.4.3.3 Ila¢ Yiikleme Kapasitesinin Hesaplanmasi

Ust fazlarin toplanmasi sonucunda UV-spektroskopisi ile indirekt olarak
hesaplanan enkapsiile madde miktarinin liyafilizatérden alinan kat1 nanopartikiil
miktarina oranlanmasi ile ilag yiikleme kapasitesi hesaplandi.

ilag Yiikleme Kapasitesi (%DL) asagidaki denklem kullanilarak hesaplandi[67] ;

Enkapsiile edilen etken madde miktari(mg)

%DL = X 100 (3.3)

Elde edilen kati nanopartiil miktar: (mg)
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3.4.3.4 Zeta Sizer Analizi

Nanopartikillere ait ortalama pargacik boyutu (Z-Ave), zeta potansiyel ve
polidispersite indeksi (PDI) degerleri Dinamik Isik sagilmasi yontemi ile belirlendi.
Analizler 4,0 mV He-Ne lazer lamba (633 nm) ile donatilmis Zetasizer Nano ZS
(Malvern Insruments, UK) cihazinda 0.8872 cP viskozite ve 1.330 kirilma indeksi

degerleri kullanilarak £0,1 °C hassasiyeti ile 25 °C’de 3 tekrarda gergeklestirildi.
3.4.3.5 SEM Analizi

Yildiz Teknik Universitesi Merkez Laboratuvari’'nda, Carl-Zeiss EVO LS10 taramali
elektron mikroskobu kullanilarak gergeklestirilen SEM analizi nanopartikiillere ait
ylizey morfolojisi ve sekilleri belirlemek amaci ile yapildi. Yiiksek vakum altinda
altin tabaka ile kaplanan nanopartikiiller 5 kV’de 60.000X biiyiitme ile analiz
edildi.

3.4.3.6 FT-IR Analizi

Serbest sinapik asit molekiilii, PLGA polimeri ve sinapik asit yiklii polimerik
nanopartikiillere ait fonksiyonel gruplarin tayini yapilirken Thermo Scientific
Nicolet iS10 cihaz1 kullanildi, numuneler dogrudan ATR (Attenuated Total

Reflectance) atagmani kullanilarak 3 tekrarl olarak analiz edildi.
3.4.3.7 Invitro Salimin Hesaplanmasi

Uretilen optimize nanopartikiillerin In vitro salinimin inceleyebilmek icin kati
nanopartikiiller PBS tamponunda (pH=7,4) siispanse edilerek 37 °C’ de, 200
rpm’de yatay olarak calkalamaya birakildi. Ornekler belirli siirelerde 10000
rpm’de, 20 dk, +4 °Cde santrifiij edilerek {ist fazlar1 toplandi ve UV-
spektrofotometrede 306 nm’de Olglim alindi. Absorbans degerlerinden salinan

sinapik asit miktar1 hesaplandi ve bu islem 45 giin tekrar edildi.

3.4.4 Hiicre Kiiltiirii Calismalari

Hiicre kiltiri ¢alismalarinda ATCC’den temin edilen ve sivi azotta dondurularak
saklanan C6 Glioma(ATCC-CCL-107) ve L929 Fibroblast (ATCC-CCI-01) hiicre
hatlar1 (Sekil 3.5) kullanildi. Oncelikle dondurulmus olan hiicreler sivi azot

tankindan c¢ikarilarak su banyosunda ¢6ziindi ve 15 ml tamamlanmis besiyeri
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iceren falkon tiip igerisine alindi. Besiyerindeki hiicreler 1000 rpm’de 5 dk
santrifiij edildi ve slipernatant kisim atildi. Pellet {izerine tamamlanmis besiyeri
eklenerek pipetaj yapildi ve hiicrelerin homojen bir sekilde dagilmasi saglandi.
Flask icerisine 5 ml tamamlanmis besiyeri koyularak {izerine 10> hiicre/ml hiicre
siispansiyonu eklendi. Flask, 37 °C’de, %5 CO: iceren inkiibatérde inkiibasyona

birakildi.

Isik mikroskobunda incelenen hiicrelerin flask ytlizeyini yeterli oranda kapladig:
asamada pasaj1 yapildi. Pasaj yapilirken 6ncelikle flaskta bulunan besiyeri atild1 ve
flask PBS tamponu ile yikandi. Yikanan flaska hiicreleri yapiskan yiizeyden
kaldirabilmek igin tripsin eklendi ve yilizeyden ayrilan hiicreler tamamlanmis
besiyeri ile bir falkon tiipe aktarilarak 1000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Santrifiij
sonrasi siipernatant uzaklastirildi, pellet olusturan hiicreler iizerine yeniden
tamamlanmis besiyeri eklenerek hiicrelerin homojen dagilimi saglandiktan sonra
esit miktarda yeni flasklara aktarildi. Flasklar 37 °C’de, %5 CO; igeren inkiibatérde

kiiltiire devam etti.
3.4.4.1 Hiicre Sayimi

Pasaj esnasinda hiicre pelletinin sayimi yapildi. Hiicre sayiminda ; Eppendorf tiip
icerisine besiyeri ile karistirilmis olan stispanse hiicreden 20 pl alinip tizerine 20 pl
tripan mavisi boyasi eklenerek (1:1 karisim) hafifce pipetaj yapildi, boya ve hiicre
karisimi Thoma laminda bulunan sayim alanlarina aktarildi. Isik mikroskobu
altinda hiicre sayimi yapildi; canhi hiicreler renksiz, 6lii hiicreler mavi olarak
gozlemlendi. Ilgili alanlardaki canl hiicre sayisi belirlendikten sonra hiicreler yeni
flasklara 105 hiicre/ml seklinde eklendi. Sitotoksisite ve genotoksisite testleri i¢in
gerekli hiicre sayis1 yine bu yontemle belirlendi. Thoma Lami'nda hiicre sayimi

yapilirken ;

Hiicre Sayisi = A x DF x 104

esitligi kullanilarak 1 ml’de bulunan hiicre sayis1 hesaplandi. Bu esitlikte ;
A :Thoma laminin her bir karesinde sayilan ortalama canli hiicre sayisini,

DF:Thoma lamina koymadan o6nce tripan mavisi ile karistirilan hiicre

stispansiyonunun “diliisyon faktoriinii” temsil etmektedir.
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3.4.4.2 MTT Yontemi ile Sitotoksisite Analizi

MTT sitotoksisite analizi farkli konsantrasyonlardaki serbest sinapik asit ve NP ile
C6 Glioma ve L929 Fibroblast hiicre hatlarinda 24 ve 48 saatlik inkiibasyon sonrasi
uygulandi. Calismada her bir hiicre hatti icin 2 adet 96 kuyucuklu steril pleyt
kullanildi, 104 hiicre/ml olacak sekilde tiim kuyulara hiicreler ekildi. Prolifere
olmasi i¢in 24 saat inkiibatérde birakilan hiicreler morfolojik olarak incelendi ve
sitotoksik analizlerini yapmak tlizere serbest sinapik asit molekili ve optimize
sinapik asit ytkli nanopartikiiller fibroblast hiicre hatti igin 50-100-200-300-400-
500-600-700-800-900-1000 ug/ml konsantrasyon araliginda, glioma hiicre hatti
icin ise 50-100-150-200-250-300-350-400-450-500 pg/ml Kkonsantrasyon
araliginda hiicrelere uygulandi. Kontrol grubu hiicrelere herhangi bir etken madde
uygulanmadi. 24. ve 48. saatlerde ilgili pleyt icerisindeki tim kuyucuklardan
besiyeri ¢ekildi, 50 pl MTT soliisyonu eklenerek 3 saat inkiibe edildi. inkiibasyon
sonrast MTT soliisyonu cekilerek yerine 100 pl DMSO eklendi, Elisa okuyucu
cihazinda 570 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak absorbans o6l¢iimii

yapildi. Deney 3 tekrarli olarak gergeklestirildi.

Alinan o6l¢iimlerin her biri icin % olarak canhlik orani hesaplandi. Hiicrelerdeki
canlilik oraninin %50’den diisiik olmasi maddenin hiicreler igin toksik olmasi

anlamina gelmektedir. Hesaplama yapilirken ;

% Canlilik = (ODs70e/0Ds70b) x 100 [esitligi kullanildi.

ODs70e: 570 nm'’de 6rneklerin verdigi absorbans degeridir.
ODs70p: 570 nm’de kontrol grubunun verdigi absorbans degeridir.
3.4.4.3 Comet Assay Yontemi ile Genotoksisite Analizi

Comet Assay calismasi C6 Glioma hiicre hatti tizerinde MTT testi ile belirlenen IC50
degeri sonucu etkili dozlarda 24 ve 48 saat inkiibasyon sonucunda ger¢eklestirildi.
Calismada 6 kuyucuklu steril pleyt kullanildi, 106 hiicre/ml tiim kuyulara ekilerek
24 saat inkiibatorde birakilan hiicrelere genotoksik analizlerini yapmak tizere
serbest sinapik asit molekiili ve optimize sinapik asit yiikli nanopartikiiller
uygulandi. 24. ve 48. saatlerde ilgili pleyt icerisindeki tiim kuyucuklardan besiyeri

cekildi, kuyucuklar PBS tamponu ile yikandiktan sonra seyreltik tripsin ile hiicreler
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kaldirihip 1 ml diisiik erime sicakligina sahip agaroz ile karistirilarak yiiksek erime
sicakligina sahip agaroz ile kaplanmis lamlara yayilarak lamlar lamel ile kapatildi.
10-15 dk +4 °C’'de, karanlikta bekletilen lamlar lizis soliisyonuna koyularak yine
+4 °C’'de ve karanlikta 1 saat bekletildi. Lizis isleminden sonra lamlar soguk
elektroforez tamponu ile dolu elektroforez tankina (Cleaver Scientific nanoPAC-
300P) yerlestirilerek 24 V, 300 mA’de, 20 dk yiiriitilldi. Elektroforezin ardindan
lamlar nétralizasyon tamponu icerisinde 15 dk bekletildi, lameller kurutulduktan
sonra ornek ile ayn1 hizada 75 pl SyberGreen eklenerek boyandi ve floresan

mikroskopta (ZEISS AxioVert01) goriintiileme yapildi.

Gorlntiileme esnasinda her lamdan rastgele secilen en az 50 hiicre sayilarak
kuyruk yogunlugu (tail intensity ; TI), kuyruk uzunlugu (tail length ; TL) ve kuyruk
momenti (tail moment ; TM) belirlendi, DNA hasarinin varligi ve orani Image-]

programi yardimi ile incelendi. Deneyler 3 tekrarh olarak gerceklestirildi.
3.4.5 Istatistiksel Analizler

Tim sonuclar Graphad Prism 8.0.2 programi ile analiz edildi. Sonuglar Mann-
Whitney testi ile degerlendirilerek p < 0,05 degeri istatistiksel olarak anlamh
kabul edildi. MTT ve Comet Assay testi sonuc¢lari Mann-Whitney testi ile

istatistiksel olarak degerlendirildi.
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A

SONUC VE ONERILER

4.1 Sinapik Asit Molekiiliine Ait UV-Vis Spektrumlari ve Kalibrasyon Egrileri

1 mg Sinapik Asit molekiilii 10 ml etil alkolde ¢6ziilerek 0,1 mg/ml oraninda ¢ozelti
elde edildi ve bu ¢ozelti seyreltilerek 0,02 mg/ml-0,0001 mg/ml konsantrasyonlari
arasinda seri ¢ozeltiler hazirlandl. Cozeltiye ait Amax degeri UV-Vis
spektroskopisinde 323 nm olarak belirlendikten sonra bu dalga boyunda farkl
konsantrasyonlardaki ¢ozeltilerin UV siddetlerinden kalibrasyon egrisi ¢ikartildi.
Sekil 4.1’de Sinapik asitin etil alkole kars1 323 nm’de UV spektrumu, Sekil 4.2’de ise
323 nm’ye karsi alinan seri ¢oOzeltilerden olusturulmus kalibrasyon egrisi

verilmistir.

Sekil 4. 1 Sinapik asit molekiiliiniin etanole kars1 UV spektrumu
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Sekil 4. 2 Sinapik asitin etil alkole kars1 hazirlanmis kalibrasyon egrisi
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Suda ¢ozunirligi cok disik olan sinapik asit molekiilline ait suya karsi
kalibrasyon egrisi degerlerini belirleyebilmek icin 2,5 mg Sinapik Asit 250 ml suda
cozulerek 0,01 mg/ml oraninda ¢ozelti elde edildi ve bu ¢ozelti seyreltilerek 0,01
mg/ml-0,000125 mg/ml konsantrasyonlar1  arasinda ¢ozeltiler hazirlandi.
Cozeltiye ait Amax degeri UV-Vis spektroskopisinde 306 olarak belirlendikten sonra
bu dalga boyunda farkli konsantrasyonlardaki ¢ozeltilerin UV siddetlerinden
kalibrasyon egrisi ¢ikartildi. Sekil 4.3’de Sinapik asitin suya karsi 306 nm’de UV
spektrumu, Sekil 4.4’de ise 306 nm'’ye kars1 alinan seri ¢ozeltilerden olusturulmus

kalibrasyon egrisi verilmistir.

uuuuuuuuuu

Sekil 4. 3 Sinapik asit molekiiliiniin suya kars1 UV spektrumu
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Sekil 4. 4 Sinapik asitin suya kars1 hazirlanmis kalibrasyon egrisi
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4.2 Nanopartikiil Sentezinde Kullanilan Parametreler ve Sonuclar

Kalibrasyon egrileri olusturulduktan sonra nanopartikiil sentezlerine baslanmis,

Tablo 4.1’de verilen parametrelerde 22 farkl sentez yapilmistir.

Tez kapsaminda sentezlenen ve deneysel ¢alismalarda kullanilan sinapik asit ytkli
polimerik nanopartikiiller tekli emiilsiyon (w/o) ¢oziici ugurma yontemi ile

sentezlenmistir. Nanopartikiillere ait sonuglar Tablo 4.1’de verildigi gibidir.

Farkli parametrelerin denenmesinde ama¢ minimum boyutta maksimum ilag
verimine ve enkapstlasyon etkinligine sahip optimize partikiillere ulasmak

olmustur.

Kullanilan sinapik asit ve polimer miktari, surfaktan orani ve miktari, organik
cozucllerin hacmi, sonikasyon siiresi ve gilicii belirli oranlarda degistirilerek

optimize partikiiller elde edilmistir.

Tablo 4. 1 Nanopartikiil optimizasyonunda kullanilan parametreler

Bilesenler PVA Coziicii .
Sonikasyon
. Siiresi ve

NP No r ’ Etil

Sinapik | PLGA . Sonikasyon
. I¢ faz %-ml D1s faz %-ml Alkol | DCM(ml)
Asit (mg) | (mg) Giicii

(ml)
1 10 100 4 ml PVA(%3) | 35ml PVA(%0,1) | 1ml 1,5ml 90 sn 80 W
2 30 100 4 ml PVA(%3) | 35ml PVA(%0,1) | 1ml 1,5ml 90 sn 80 W
3 40 100 4 ml PVA(%3) | 35ml PVA(%0,1) | 1ml 1,5ml 90 sn 80 W
4 50 100 4 ml PVA(%3) | 35ml PVA(%0,1) | 1ml 1,5ml 90 sn 80 W
5 60 100 4 ml PVA(%3) | 35mlPVA(%0,1) | 1ml 1,5ml 90 sn 80 W
6 70 100 4 ml PVA(%3) | 35mlPVA(%0,1) | 1ml 1,5ml 90 sn 80 W
7 90 100 4 ml PVA(%3) | 35ml PVA(%0,1) | 1ml 1,5ml 90 sn 80 W
8 60 100 4 ml PVA(%3) | 35ml PVA(%0,1) | 1ml 1ml 90 sn 80 W
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Tablo 4. 2 Nanopartikiil optimizasyonunda kullanilan parametreler(devami)

Bilesenler PVA Coziicii Sonikasyon
Siiresi ve
Etil ;
Sinapik | PLGA | . Sonikasyon
I¢ faz %-ml D1s faz %-ml Alkol | DCM(ml) Giicii
NP No | Asit (mg) | (mg)
(ml)

9 60 100 5ml PVA(%3) | 35ml PVA(%0,1) | 1ml 1 ml 90 sn 80 W
10 60 100 5ml PVA(%3) | 35ml PVA(%0,1) | 1ml 1 ml 90sn 80 W
11 60 100 5ml PVA(%3) | 35ml PVA(%0,1) | 1ml 1 ml 90sn 80 W
12 60 75 5 ml PVA(%1,5) | 35ml PVA(%0,1) | 0,5 ml 1,5 ml 90 sn 80 W
13 60 100 5 ml PVA(%1,5) | 35ml PVA(%0,1) | 0,5 ml 1,5 ml 90 sn 80 W
14 60 125 5 ml PVA(%1,5) | 35ml PVA(%0,1) | 0,5 ml 1,5 ml 90 sn 80 W
15 60 75 5 ml PVA(%3) | 35ml PVA(%0,1) | 0,5 ml 1,5 ml 90 sn 80 W
16 60 100 5 ml PVA(%1,5) | 35ml PVA(%0,1) | 0,5 ml 1,5 ml 90 sn 80 W
17 80 100 5 ml PVA(%1,5) | 35ml PVA(%0,1) | 0,5 ml 1,5 ml 90 sn 80 W
18 90 100 5 ml PVA(%1,5) | 35ml PVA(%0,1) | 0,5 ml 1,5 ml 90 sn 80 W
19 100 100 5 ml PVA(%1,5) | 35ml PVA(%0,1) | 0,5 ml 1,5 ml 90 sn 80 W
20 80 75 5 ml PVA(%1,5) | 35ml PVA(%0,1) | 0,5 ml 1,5 ml 90 sn 80 W
21 80 100 5 ml PVA(%1,5) | 35ml PVA(%0,1) | 0,5 ml 1,5 ml 90 sn 80 W
22 80 125 5 ml PVA(%1,5) | 35ml PVA(%0,1) | 0,5 ml 1,5 ml 90 sn 80 W

Tablo 4.1 incelendiginde ; ilk 6nce artan sinapik asit miktarlar1 baz alinarak 7 farkh

nanopartikiil sentezlenmistir. NP1-NP7 partikillerinee ait enkapstilasyon etkinligi,

ilac yiikleme kapasitesi ve reaksiyon verimleri incelendiginde en iyi degerleri

saglayan madde miktar1 60 mg olarak belirlenmistir. 70 mg ve 90 mg etken madde

iceren partikiillerin enkapstilasyon etkinligi ve ila¢ ylikleme kapasiteleri 60 mg’dan

fazla olmasina ragmen 90 mg etken madde iceren partikiil hem boyut olarak hem

de zeta potansiyeli bakimindan uygunluk géstermemektedir. 70 mg etken madde

iceren partikiiliin ise boyut olarak kiiciik olmasina ragmen zeta potansiyeli olduk¢a
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yuksektir. Zeta potansiye yiiksekligi ylizeyde adsorbe olan serbest molekil olma
ihtimalini disindirmis, partikiillere ait FT-IR spektrumlarn cekildiginde ylizeye

adsorbe molekiiller oldukga net bir sekilde gozlenmistir.

8 numarali sentez i¢in; 60 mg etken madde igceren partikiillerin enkapsiilasyon
etkinligi ve ila¢ yiikleme kapasiteleri istenen degerlerde olmasina ragmen boyutlar
yuksek oldugu i¢in w/o oram artirilmistir. Baslangi¢ta 4 ml PVA (w -yag fazi-) ve
2,5 ml organik solvent (o -su fazi-) iceren oranda DCM miktar1 1,5 ml’den 1 ml’ye

indirilerek artan w/o ile boyutun kiigiilmesi amaglanmistir.

NP 8, NP5 ile kiyaslandiginda enkapstilasyon etkinligi ve ilag¢ ylikleme kapasitesi
neredeyse sabit kalirken boyut 571 nm’den 411 nm’ye kadar inerek istenilen etki

gozlemlenmisgtir.

Emiilsiyondaki w/o oraninin artirilmasi ile boyutun kii¢iilmesi sonucunda yeniden
60 mg etken madde iceren partikiiller sentezlenmis ve 411 nm olan boyutun daha
da diisiiriilmesi hedeflenmistir. Bu amagla, deney 9-10-11 kurulmus ve w/o orani
tekrar artirllmistir. Bu asamada polimer ile etken maddenin ¢oziintrligi baz
alinarak orgnik solvent yerine PVA miktarinin artirilmasina karar verilmis ve PVA
mitar1 4 ml'den 5 ml'ye c¢ikartilmistir. Yapilan sentezlere ait degerler

hesaplandiginda boyut ve PDI degerlerinin istenilen diizeyde oldugu gézlenmistir.

Tekrarl sentezler ile yapilan analizler sonucunda istenilen boyutlara ulasilmis
ancak cekilen FT-IR spektrumlarinda yilizeye cok az miktarda da olsa serbest
maddenin adsorbe oldugu ve bunun sinapik asit-polimer karisiminin %100
cozlinememesinden kaynaklandigi diisiiniilmiistiir. Bu nedenle w/o orani sabit
tutulmus ancak yag fazinda bulunan etil alkol ve DCM miktarlar1 degistirilmistir.
Total hacim 2 ml olacak sekilde etil alkol miktar1 1 ml’den 0,5 ml’ye indirilirken
DCM miktar1 1 ml'den 1,5 ml'ye ¢cikarilmis ve ¢oziinirligiin artmasi saglanmistir.
Emiilsiyon icerigindeki w/o orani1 sabit tutuldugundan boyuta etkisinin
degismeyecegi distiniilerek NP12-NP16 sentezlerinde PLGA miktarinin verime ve
genel karakterizasyona olan etkisine bakilmak istenmis bu nedenle 100 mg
standart disinda 75 mg ve 125 mg PLGA kullanilarak 5 sentez yapilmistir. 75 mg
PLGA kullanilan sentezlerde ise PVA etkisini karsilatirabilmek i¢in PVA orani1 %1,5

ve %3 olacak sekilde ayarlanmistir. NP12-NP16 serisinde boyutlar ve PDI
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degerleri beklenildigi gibi disiuk c¢ikmis, %3’lik PVA iceren partikiilin ilag
yukleme kapasitesi ve enkapsiilasyon etkinligi %1,5’luk PVA iceren partikiillere
kiyasla daha diisiik ¢ikmistir. Reaksiyon verimi ve genel olarak karakterizasyon
degerlerine bakildiginda ise PLGA miktarinin ciddi bir etki gostermedigi, ortalama
olarak eski sentezlere yakin oldugu gézlenmis ve sonraki sentez asamalari i¢cin 100
mg ideal polimer miktar1 olarak belirlenmistir. Ayrica bu sentez serisinde
nanopartikiillere ait FT-IR spektrumlar1 alinmis ve ylizeye adsorbsiyon olmadigi

gozlenmistir.

PLGA miktar1 ve PVA konsantrasyonu degistirildikten ve sinapik asit ile polimerin
¢oziniirlik problemi ortadan kaldirildiktan sonra belirlenen yeni organik solvent
miktarlar ile daha fazla madde coziilebilecegi ve ila¢ yilikleme kapasitesinin
artirilabilecegi diisiiniilerek etken madde miktar1 artirilmak istenmis ve tiim
degerler sabit tutulup 80-90 ve 100 mg sinapik asit kullanilarak 3 yeni sentez
yapilmistir. NP17-NP19 serisinde artan sinapik asit degerleri ile birlikte
beklenildigi iizere enkapsiilasyon etkinligi ve ila¢ ylkleme kapasitesi artmis,
boyutlar 6nceki sentezlerde standardize edildigi gibi beklenilen diisiik degerlerde
cikmistir. Ancak burada da yine partikiillerin FT-IR spektrumlari ¢ekilmis ve 90 mg
ile 100 mg etken madde iceren partikiillerde ylizey adsorbsiyonu gozlenmistir.
Dolayisi ile kullanilabilecek etken madde miktarinin maksimum degeri 80 mg
olarak kabul edilmis ve optimize sentezlerde bu miktarin kullanilmasina karar

verilmistir.

Optimize nanopartikiilleri sentezlemeden o6nce son kez PLGA miktarindaki
degisimin partikiil karakterizasyonuna etkisine bakilmak istenmis ve tiim
parametreler sabit tutulup yalnmizca PLGA miktarlarn degistirilerek NP20-NP22
serisi sentezlenmistir. Sirasiyla 75 mg, 100 mg ve 125 mg PLGA kullanilan bu
sentezlerde 75 mg PLGA iceren partikiliin enkapsiilasyon etkinligi ve reaksiyon
verimi diger partikiillerden diisiik ¢cikarken 125 mg PLGA igeren partikiillerde ise

ila¢ yiikleme kapasitesi belirgin bir sekilde azalmistir.

Bu nedenle optimize formiilasyon icin 80 mg sinapik asit ile birlikte 100 mg PLGA

kullanilmasina karar verilmistir.
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Tablo 4. 3 Sentezlenen partikiillere ait sonuclar

NP | Reaksiyon Verimi Enkapsiilasyon flag Yiikleme Boyut Coklu Zeta
No Etkinligi % Kapasitesi % Z-Ave Dagilim Potansiyel
(EE) (DL) (nm) Inteksi (mV)
Miktar | Verim (PDI)
mg %
1 74,4 67,64 56,64 7,61 336,7 0,353 -21,5
2 67,8 52,15 63,11 27,92 410,8 0,343 -20,3
3 68,58 48,99 63,11 37,10 868,3 0,570 -24,9
4 82 54,67 66,45 40,52 1050 0,677 -16,1
5 75,03 46,89 69,20 55,34 571,9 0,424 -21,6
6 92,1 54,18 74,47 56,60 334,6 0,262 -12,6
7 111 58,42 80,41 65,20 749 0,444 -18,4
8 71,5 44,69 69,36 58,2 411,8 0,351 -19,8
9 64 40 74,06 69,43 185,5 0,113 -23,7
10 60,3 37,69 73,91 73,54 178,1 0,096 -20,7
11 61,7 38,56 72,60 70,60 180,3 0,12 -21,9
12 50,8 37,63 42,52 50,22 149 0,169 -12,9
13 73,6 46 36,75 29,96 154,1 0,147 -15
14 100,5 54,32 46,37 27,68 157,8 0,138 -13,8
15 46 34,07 25,38 31,80 146,4 0,144 -12,5
16 65 40,63 36,18 33,4 148,8 0,134 -18,1
17 85,7 47,61 53 49,47 164,1 0,090 -22,4
18 106 55,79 66,88 56,79 161,3 0,117 -20,4
19 85,8 42,9 69,87 81,43 153,2 0,112 -20,5
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Tablo 4. 4 Sentezlenen partikiillere ait sonuclar (devami)

NP Reaksiyon Verimi Enkapsiilasyon flag Yiikleme Boyut Coklu Zeta
No Etkinligi % Kapasitesi % Z-Ave Dagilim Potansiyel

Inteksi \'

(EE) (DL) (nm) nteksi (mV)

Miktar Verim (PDI)
mg %

20 66,9 43,16 47,59 56,91 142,6 0,106 -16

21 92,3 51,28 56,36 52,02 146,2 0,089 -19

22 112,7 54,98 55,88 39,66 152,2 0,078 -18,3

Tablo 4.1 degerlendirildiginde nanopartikiil sentezinde etken madde ve polimer
miktari, organik solvent, surfaktan konsantrasyonu ve miktarinin olduk¢a énemli

parametreler oldugu gézlenmistir.

Tablo 4.2'ye gore sonuclar1 degerlendirecek olursak; NP1-NP7 serisinde artan
etken madde miktari ile birlikte enkapsiilasyon etkinligi genel olarak, ila¢ yiikleme
kapasitesi ise belirgin bir sekilde artmistir. Reaksiyon verimi, boyut dagilimi ve
coklu dagilim indeksleri ve zeta potansiyel degerlerine bakildiginda dengesizlikler
mevcut olup bu degerlerin etkilenmesinde ylizeye adsorbe olan molekiillerin ve
w/o oraninin etkisi oldugu belirlenmistir. Ik sentez serisinde reaksiyon verimleri
minimum %46,89 iken maksimum %67,64 olarak belirlenmistir. Enkapstilasyon
etkinligi degerleri %56,64 ile %80,41 arasinda, ila¢ yiikleme kapasiteleri ise %7,61
ile %65,20 arasinda artan madde miktarina paralel olarak artmistir. En kiiciik
boyutun 334,6 nm olarak 6l¢lildiigli sentez serisinde boyutlar oldukga biiyiik olup
1050 nm’ye kadar ¢ikmistir. Boyutlara paralel olarak ¢oklu dagilim indekleri de
degiskenlik gostermis, partikiller homojen bir boyut dagilimi sergileyememistir.
Ozellikle yiizeye adsorbe olan molekiillerin yiizey yiikiinii etkilemesi sonucunda
diizensiz bir zeta potansiyel grafigi gozlenmis, -12,6 mV ile 24,9 mV arasinda
oldukca genis bir skalada o6l¢timler alinmistir. Sentezlenen ilk nanopartikil serisi
sonuglar1 incelendiginde en diizgiin sonuclarin 60 mg etken madde igeren NP5
ornegine ait oldugu belirlenmis ve 60 mg etken madde kullanilarak
karakterizasyon Oncelikle hiicre kiiltiiriinde

calismalarina  baslanmistir.
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kullanilmast mimkiin olamayacagindan biliyik boyutlarin dustrilmesi

hedeflenmis, DCM miktar1 azaltilarak w/o orani artirilmis ve NP8 sentezlenmistir.

NP8 ornegine ait sonuglar incelendiginde reaksiyon verimi, enkapsiilasyon
etkinligi ve ila¢ ylikleme kapasitelerinin NP5 ile hemen hemen ayni oldugu ancak
artan w/o orani ile birlikte 571,9 nm olan partikiill boyutunun 411,8 nm’ye
distiigu ve boyut ile iliskili olarak ¢oklu dagilim indeksinin 0,424’ten 0,351’e indigi

gozlenmistir.

NP5 ve NP8 karsilatirildiginda emiilsiyon igerigindeki yag-su fazinin degistirilmesi
partikiil boyutunda oldukga efektif bir etki gdstermis, bu nedenle w/o miktari daha
da artirilarak NP9-NP11 serisi sentezlenmistir. Artan PVA miktarinin etkisi ile
partikiil boyutlar1 178,8 nm, 180,3 nm, ve 185,5 nm olarak 6l¢iilmiis, hiicre kiiltiirt
deneylerinde kullanilabilecek uygun boyutlara ulasilmistir. Degistirilen tek
parametrenin PVA miktar1 oldugu NP9-NP11 serisinde rekasiyon verimi ve
enkapsulasyon etkinligi NP8 ile benzer oranlarda c¢ikarken ila¢ yiikleme
kapasitesinde belirgin bir artis gézlenmistir. Coklu dagilim indekslerinin 0,096-
0,113 arasinda olgiilmesi partikiillerin olduk¢a homojen bir dagilim gosterdigini
belirtirken zeta potansiyel 6lciimleri ise beklenen ylizey yiik dagilimini vermistir.
Ancak partikiillere ait FT-IR spektrumlari ¢ekildiginde yiizeye adsorbe az miktarda
serbest sinapik asit molekilii oldugu gozlenmis, etken madde ve polimerin tam
olarak c¢oziillemedigi diisiinlilerek w/o orami degistirilmeden etil akol ve DCM

miktarlar: degistirilerek NP12-NP16 serisi sentezlenmistir.

Cozlinirliglin artirilmasi ile sentezlenen NP12-NP16 serisinde 75 mg PLGA ile
kullanilarak sentezlenen NP12 ve NP15 birbiri ile kiyaslandiginda reaksiyon
verimi, boyut ve zeta potansiyel yaklasik olarak ayni degerlerde ¢ikarken yiiksek
konsantrasyonlu PVA enkapsiilasyon etkinligini ve ila¢ yiikleme kapasitesini
distirmistiir. 100 mg PLGA ile iki tekrarli olarak sentezlenen NP13 ve NP16 birbiri
ile kiyaslandiginda sonuclarin tekrarlanabilir oldugu, ancak 75 mg PLGA iceren
partikiillerle karsilastirildiginda rekasiyon verimi yiliksek olsa da enkapsiilasyon
etkinligi ve ila¢ ylikleme kapasitesi bakimindan degerlerin diistiigii gozlenmistir.
125 mg PLGA iceren NP14 o6rneginde ise reaksiyon verimi ve enkapsiilasyon

etkinligi artmis olsa da belirgin bir artis mevcut degildir. Ayrica ilag ylikleme
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kapasitesi NP13 ve NP16 ile neredeyse aynmidir. Dolayisi ile genel olarak
bakildiginda PLGA miktarinin ciddi bir etki gostermedigi gozlenmis ve sonraki

sentez agamalari i¢in 100 mg ideal polimer miktari olarak belirlenmistir.

Tablo 4.1’e ait yorumlarda da belirtildigi iizere yeni organik solvent miktarlari ile
daha fazla madde c¢oziilebilecegi ve ilag ylkleme kapasitesinin artirilabilecegi
distintlerek etken madde miktar1 artirilarak 80, 90 ve 100 mg sinapik asit
kullanilarak NP17-NP19 serisi sentezlenmistir. Bu sentezlerde boyutlar 164,1 nm,
161,3 nm ve 153,2 nm seklinde olup beklenildigi gibi diisiik ¢ikmistir. 0,090-0,117
arasinda degisen coklu dagilim indeksleri ve ortalama -21,1 mV zeta potansiyel
degerleri ile partikiillerin homojen bir dagilim gosterdigi belirlenmistir. Ayrica
artan madde miktarina paralel olarak enkapsiilasyon etkinligi sirasiyla %53,
%66,88 ve %69,87 seklinde; ila¢g yiikleme kapasitesi ise %49,47, %56,79 ve
%381,43 seklinde artis gostermistir. Ancak NP17-NP19 serisine ait partikiillerin FT-
IR spektrumlan cekildiginde 90 mg ile 100 mg etken madde iceren partikiillerde
yluzey adsorbsiyonu gozlenmistir. Bu nedenle kullanilabilecek etken madde
miktarinin maksimum degeri 80 mg olarak kabul edilmis ve madde miktar ile
diger parametreler sabit tutularak artan PLGA miktarlarina bagh degisimin

partikiil karakterizasyonuna etkisine bakilmis NP20-NP22 serisi sentezlenmistir.

NP20-NP22 serisinde sirasiyla 75 mg, 100 mg ve 125 mg PLGA kullanilmis, artan
polimer miktarina bagh olarak reaksiyon verimi sirasiyla %43,16, %51,28 ve
%54,98 seklinde artmistir. Enkapsiilasyon etkinliklerine bakildiginda NP20’nin
NP21 ve NP22’ye kiyasla daha diisiik oldugu, bu nedenle 75 mg polimer
kullaniminin faydali bir model olusturmayacag diisiiniilmiistiir. ila¢ yiikleme
kapasitelerine bakildiginda ise artan polimer miktar1 oranina ters bir sekilde
azalma oldugu gozlenmistir. NP20 %56,91 ve NP21 %52,02 seklinde olup belirgin
bir azalma gozlenmezken NP22 %39,66 ila¢ yiikleme kapasitesine sahiptir ve
oldukga distktiir. Dolayisi ile 125 mg polimer kullaniminin faydali bir model
olusturmayacagi diisiintilmiistiir. Boyut, ¢coklu dagilim indeksleri ve zeta potansiyel
degerleri Ug¢ partikiil icin de benzer sonuclar gostermis, bu nedenle optimize
patikiillerde tiim kosullar icin ideal degerleri saglayan 100 mg polimer

kullanilmasina karar verilmistir.
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4.3 Optimize Nanopartikiiller

Enkapsiilasyon etkinligi, ila¢ yiikleme kapasitesi ve boyut bakimindan optimize
edilen partikillerin sentezi NP21 parametrelerinde 80 mg etken madde ve 100 mg
polimer kullanilarak NP23-NP27 numarali deneyler ile 5 tekrarl olarak yapilmis
olup; salim, sitotoksisite ve genotoksisite deneylerine bu optimize partikiillerin
homojen karisimi ile devam edilmistir. Homojenizaasyon ic¢in; Optimize
nanopartikiiller birlestirilerek havanda nazik¢e doviilmiistiir. Tablo 4.3’te optimize

partikiillere ait sonuglar ve ortalama degerleri verilmistir.

Tablo 4. 5 Hiicre deneylerinde kullanilan optimize nanopartikiiller

NP | Reaksiyon Verimi | Enkapsiilasyon flag Yiikleme Boyut Coklu Zeta

No Etkinligi % Kapasitesi % Z-Ave Dagilim | Potansiyel
Inteksi V

(EE) (OL) (nm) nteksi (mV)
(PDI)
Miktar | Verim
mg %

23 95,6 53,11 54,74 45,81 149,9 0,070 -24

24 91,9 51,06 51,36 44,71 152,3 0,081 -22,5

25 92,2 51,22 60,79 52,74 158,9 0,087 -21,1

26 105,7 58,72 53,81 40,73 158 0,090 -22,9

27 88,1 48,94 52,19 47,39 159,3 0,074 -22

Ort 94,7 52,61 54,58 46,28 155,7 0,080 -22,5

NP 23- NP27 serisinde reaksiyon verimi, enkapsiilasyon etkinligi, ila¢ yiikleme
kapasitesi, boyut ve zeta potansiyellerine bakildiginda tiim partikiller icin dar bir
skalada benzer sonuglar alinmistir. Reaksiyon verimleri %48,94 ile %58,72
arasinda degisen partikiillerin enkapsiilasyon etkinligi %51,36-%60,79 araliginda,
ila¢ ytlikleme kapasitesi %40,73-%52,74 araliginda, boyutlar1 149,9 nm - 159,3 nm
arasinda, ¢oklu dagilim indeksleri 0,070 ile 0,090 arasinda, zeta potansiyel

degerleri ise -24 ile -21,1 arasindadir.
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Elde edilen kati nanopartikiil miktarinin sentezde kullanilan toplam kati madde
miktarina oranlanmasi sonucu optimize nanopartikiiller icin ortalama reaksiyon

verimi %52,61 olarak hesaplanmistir.

Sentezlenen optimize partikiillerin enkapsiilasyon etkinligi indirekt tayin yontemi

ile ist fazdan UV 6l¢iimii yapilarak hesaplanmis ve %54,58 olarak bulunmustur.

Optimize nanopartikiller i¢in ilag yiikleme verimi hesaplandiginda ortalama deger
%46,28 olarak bulunmus, In vitro salim deneylerinde, sitotoksisite ve
genototoksisite deneylerinde bu deger lizerinden hesaplamalar yapilarak ila¢g dozu

belirlenmistir.

Tekli emiilsiyon (w/o0) ¢oziicii ucurma yontemi ile sentezlenen naopartikiillerin
boyut analizi zeta sizer cihazi ile yapilmis, optimize partikiillere ait boyut degerleri
ortalama 155,7 nm olarak belirlenmistir. Boyut dagilimini belirleyen ¢oklu dagilim
indeksleri 0,080 olarak ol¢iilmiistiir. Optimize partikiillere ait boyut dagilim analiz

grafikleri Tablo 4.4’te verilmistir.
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Tablo 4. 6 Optimize nanopartikiillere ait boyut dagilim analiz grafikleri
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Nanopartikiillere ait yiizey 06zelliklerini belirlemeye yarayan zeta potansiyel

degerleri zeta sizer cihazi ile belirlenmistir. Optimize partikillere ait zeta

potansiyel

degerleri ortalama

-22,5 mV olarak belirlenmistir.

Optimize

partikiillere ait zeta potansiyel dagilim analiz grafikleri Tablo 4.5’te verilmistir.

Tablo 4. 7 Optimize nanopartikiillere ait zeta potansiyel dagilim analiz grafikleri
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4.4 Taramal Elektron Mikroskobu (SEM) Analizi

Optimize edilmis nanopartikiillere ait boyut analizi, sekil ve ylizey morfolojisi
incelenirken Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) kullanilmistir. Gortintii analizi
oncesi iletkenligi bulunmayan nanopartikiillere altin ile kaplama islemi yapilarak
iletkenligi saglanmistir. Kaplamada altin kullanilmasinin amaci altin elementinin
yuksek iletkenliginin olmasi ve oksitlenmemesidir. Nanopartikiillere ait goriintiiler
60.000X biiylitme orani ile Carl-Zeiss EVO LS10 taramali elektron mikroskobunda
alinmistir (Sekil 4.5).

Sinapik asit yiikli optimize partikiillere ait SEM goruntiileri incelendiginde

boyutlarin ortalama 90 nm ile 170 nm arasinda oldugu, ylizeyde herhangi bir

etken madde goriilmedigi, partikiillerin kiiresel sekilde ve homojen olarak

dagildig1 gozlenmistir.

Sekil 4. 5 Optimize nanopartikiillere ait 60.000X biiyiitme orani ile ¢ekilmis SEM
goruntusu.
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4.5 Fourier Doniuisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FT-IR) Analizi

Etken madde-polimer etkilesimlerinin belirlenebilmesi ve iiretilen optimize
nanopartikiillerin icinde/ylizeyinde yer alan etken maddenin tespit edilebilmesi
amaciyla serbest sinapik asit molekilii, PLGA ve sinapik asit yiiklii optimize

nanopartikiillerin FT-IR spektrumlari ¢ekilmistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4. 6 Serbest sinapik asit, PLGA polimeri ve sinapik asit ytiklii nanopartikiilere
ait FT-IR spektrum grafigi

Elde edilen FT-IR spektrum analiz sonug¢larina gére optimize nanopartikiillerin

PLGA karakteristiginde oldugu ve dolayisi ile sinapik asitin nanopartikiiler sistem

icerisine etkin bir sekilde hapsedildigi gozlenmistir.
4.6 Optimize Nanopartikiillere Ait In Vitro Salim Degerlerinin incelenmesi

PBS tamponu igerisinde (pH : 7,4 ) stiispanse edilerek 37 °C’ de, 200 rpm’de yatay
olarak calkalamaya birakilan optimize nanopartikiillerin salim deneyleri 45 giin
siirmiistiir. Ornekler belirli siirelerde 10000 rpm’de, 20 dk, +4 °C’de santrifij
edilerek iist fazlar1 toplanmis ve UV-spektrofotometrede 306 nm’de oOl¢iim
alinmistir. Sekil 4.7’de saatlere gore ve Sekil 4.8’de giinlere gore verilen
nanopartikiillerin salim grafigi incelendiginde salimin kontrollii bir sekilde artarak

gerceklestigi, 45 giin sonunda madde miktarinin %68’inin salindig1 gértlmistir.
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Sekil 4. 7 Saatlere gore In vitro salim degerlerine ait sonuglar

Nanopartikiiler sistem saat bazinda birinci giin ilk 3 saat ve bunlari takip eden ilk
dort glin boyunca 24, 48, 72 ve 96. saatler seklinde diizenli olarak takip edilmistir.
ilk 3 saat icerisinde partikiiliin yaklasik %10’unu saldig, 24. saatte bu degerin
%12’'ye ve 48. saatte %14’e ciktig1 gozlenmistir. Hiicre kiltiirii deneylerinde
kullanilacak miktarlar 24. ve 48. saatlerdeki salim degerlerine karsilik gelen
serbest sinapik asit miktar1 bulunarak hesaplanmis, partikiiler sistemde ilag
yikleme kapasitesi de baz alinarak serbest maddeye denk miktarda nanopartikiil

24.saaticin 12,75 mg, 48. saaticin 14,71 mg olarak hesaplanmistir.
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Sekil 4. 8 Glinlere gore In vitro salim degerlerine ait sonuglar

Glnlere gore salimin takibi 96. saatin ardindan tiger giin arayla 7., 10., 13. ve 16.
glin seklinde degerlere bakilmasi1 ve daha sonra 6l¢iim periyodunun artirilarak

toplamda 45. giine kadar takip edilmesi seklinde olmustur. 3. giinde %21 olan
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salim, 4. giinde %32’ye ¢cikmis takip eden gilinlerde diizenli bir artis gostererek 20.
giinde ortalama %62 seviyesine c¢ikmistir. 20. giinden sonraki siireclerde ise
partikiile ait salim yavaslamis ve ila¢ daha az miktarlarda salinmaya baslanmistir.
20. giin ile 45. giin arasinda gegen siiregte partikiill salinimi %62’den %68’lere
kadar ¢ikabilmistir. Bu da ila¢ sistemi olarak kullanilacak partikiiliin ortalama 20
gin diizenli olarak etki ettigini, daha sonra dozajin yenilenmesi gerektigini

gostermektedir.
4.7 In vitro Hiicre Kiiltiirii Calismalar

C6 glioma hiicre hatt1 (sekil 4.9-A) Benda ve ark. tarafindan N-nitrozometiliire ile
indiiklenmis sicanlarda olusan tiimoérlerden klonlanmis ve altkultiiriinden elde
edilen bir dizi pasajin ardindan glioblastoma calismalarinda kullanilmak tzere

model olusturulmustur [126].

Ana L susu, 1948 yilinda 100 giinliik erkek C3H fare areolar ve yag dokusundan
tiiretilen L929 fare fibroblast hiicre hatti (Sekil 4.9-B), ana susun 95. alt kiiltiir
tiretiminden olusturulmustur. Yumusak doku kiiltiirii olan bu hiicreler, fibroblast
olarak gilinimiizde In vitro c¢alismalarda en ¢ok kullanilan hiicre hatti

modelidir[104].

A B

Sekil 4. 9 C6 Glioma ve L929 Fibroblast hiicrelerinin faz kontrast mikroskobunda
5X objektif altinda morfolojik goriintiileri.

A: C6 Glioma hiicre hatti (kiltiire ait ikinci giin), B: L929 Fibroblast hiicre
hatti(kiiltiire ait birinci giin)
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4.8 Sitotoksisite Calismalari

4.8.1 L929 Fibroblast Hiicre Hattinda Sitotoksisite Analizi

Sinapik asit yiiklii optimize nanopartikiillerin L929 Fibroblast (Sekil 4.10) hiicre
soylar tUzerindeki sitotoksisite analizleri MTT testi ile yapilmistir. Canli hiicre
mitokondrisinde bulunan oksidatif enzimlerin tetrazolyum halkasini parcalamasi
sonucu sar1 renkli MTT boyasinin mor fomazan Kkristallerine dontistiigii bu

yontemde 6lii ve canli hiicreler spektrofotometrik olarak belirlendi.

C D

Sekil 4. 10 L929 fibroblast hiicrelerinde MTT sonucu olusan formazan yapilari
(24.saat-500pg/ml). A: Serbest sinapik asit uygulanan hiicre B: Serbest sinapik asit
uygulanan hiicrenin MTT goriintiist C: Sinapik asit yiiklii nanopartikiil uygulanan

hiicre D: Sinapik asit ytikli nanopartikiil uygulanan hiicrenin MTT goriintiisii.
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MTT deneyi icin salim grafiklerine gore nanopartikiiler sistemin 24. ve 48. saat
degerlerine denk gelen salim miktarlar1 baz alinarak serbest sinapik asit molekiilii
ve optimize sinapik asit yikli nanopartikiller 50-1000 pg/ml konsantrasyon
araliginda hiicrelere uygulandi. Sekil 4.11 ve Sekil 4.12’de bulunan grafiklerde
serbest sinapik asit molekili ve sinapik asit yiikli optimize nanopartikiile ait
farkl konsantrasyonlara denk gelen hiicre canlilik oranlar gosterildi. Elde edilen
grafikler dogrultusunda hiicre hatlarina etki eden serbest sinapik asit ve sinapik

asit NP’ye ait IC50 degeri belirlendi.

24 h
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Sekil 4. 11 L929 Fibroblast hiicre hattina ait %canlilik (24 saat)

Sekil 4.11’e gore serbest sinapik asit ve sinapik asit NP’nin genel olarak artan
dozlarda hiicrelerde canlilik yiizdesini azalttig1 belirlendi. 24 saatlik inkiibasyon
sonrasl uygulanan MTT sonucunda serbest sinapik aside ait IC50 degeri 811,0
ug/ml bulunurken, sinapik asit ytiklii nanopartikiil i¢cin IC50 degeri 960,0 ug/ml
olarak belirlendi. L929 hiicre hatt1 icin 24. saatte toksik etki ancak ¢ok yiiksek
dozlarda goriilmekte olup nanopartikiiler sistem serbest maddeye kiyasla daha

yuksek dozlarda etkili olmustur.
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Sekil 4. 12 L929 Fibroblast hiicre hattina ait %canlilik (48 saat)

Sekil 4.122ye gore 48. saatte MTT sonucunda serbest sinapik aside ait IC50 degeri
567,4 ng/ml bulunurken sinapik asit ytikli nanopartikiil icin deger 815,7 pg/ml
olarak belirlendi. L929 hiicre hattinda 48. saat i¢in serbest sinapik aside ait toksik
sinir 24. saate kiyasla biraz daha diismiis olmasina ragmen serbest sinapik asit
L929 hiicre hatt1 lizerinde diisiik dozlarda toksik degildir. Nanopartikiiler sistemin
ise ancak oldukga yiiksek dozlarda toksik etki gostermesi serbest sinapik aside

kiyasla daha avantajli oldugunu géstermektedir.

L929 Fibroblast hiicre hatti i¢in serbest sinapik asit ve nanopatikiiler sistem ancak
yuksek dozlarda sitotoksik etki gosterirken, ikili olarak kiyaslandiklarinda 24. ve
48. saatlerin her biri i¢in partikiiler sistemin serbest maddeye oranla daha az

sitotoksik oldugu belirlendi.

4.8.2 (6 Glioma Hiicre Hattinda Sitotoksisite Analizi

Sinapik asit yukli optimize nanopartikiillerin L929 Fibroblast hiicre soylari
uizerindeki sitotoksisite analizleri yapildiktan sonra C6 glioma hiicre soyu tizerinde

MTT testi ile (Sekil 4.13) sitotoksisitesine bakildi.
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C D

Sekil 4. 13 C6 Glioma hiicrelerinde MTT sonucu olusan formazan yapilari
(24. saat-300 pg/ml). A: Serbest sinapik asit uygulanan hiicre B: Serbest sinapik
asit uygulanan hiicrenin MTT goriintiisii C: Sinapik asit ytiklii nanopartikiil
uygulanan hiicre D: Sinapik asit yiiklii nanopartikiil uygulanan hiicrenin MTT
goruntusu.

MTT deneyi i¢cin salim grafiklerine gére nanopartikiiler sistemin 24. ve 48. saat
degerlerine denk gelen salim miktarlar1 baz alinarak serbest sinapik asit molekiilii
ve optimize sinapik asit yiikli nanopartikiiller 50-500 pg/pl konsantrasyon
araliginda C6 Glioma hiicrelerine uygulandi. Sekil 4.14 ve Sekil 4.15’de bulunan
grafikle serbest sinapik asit molekiilii ve sinapik asit ytiklii optimize nanopartikiile
ait farkli konsantrasyonlara denk gelen hiicre canliik oranlar1 gosterildi. Elde
edilen grafikler dogrultusunda hiicre hatlarina etki eden serbest sinapik asit ve

sinapik asit nanopartikiil IC50 degerleri belirlendi.
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Sekil 4. 14 C6 Glioma hiicre hattina ait %canlilik (24 saat)

Sekil 4.14’e gore antikanser aktivitesi bilinen serbest sinapik asitin C6 Glioma
hiicrelerinde artan dozlarda etkili oldugu belirlendi. Partikiiler sistem ise etken
maddeye kiyasla ¢cok daha etkili bir sekilde hiicre canliligini azaltti. 24. saatte
uygulanan MTT sonucunda serbest sinapik aside ait IC50 degeri 348,2 pg/ml
bulunurken sinapik asit yiiklii nanopartikiil i¢in deger 256,3 pg/ml’dir.
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Sekil 4. 15 C6 Glioma hiicre hattina ait %canlilik (48 saat)
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48. saatte serbest sinapik asit molekili IC50 degeri 314,7 pg/ml iken optimize
nanopartikil 130,3 pg/pl degerinde etki gosterdi(Sekil 4.15). Sinapik asit
nanopartikiiliin serbest maddeye oranla daha diisiik dozda daha ytlksek etki

gosterdigi 48. saat deneylerinde de belirgin bir sekilde belirlendi.

Sonug olarak anti kanser 6zelligi bilinen sinapik asit molekdlt ile kiyaslandiginda
suda ¢oOziinebilir ve biyobozunur bir ila¢ olarak tasarlanan sinapik asit yiukli
optimize nanopartikiillerin C6 Glioma hiicrelerini serbest sinapik asitten daha

etkin bir sekilde inhibe ettigi belirlendi.

Sitotoksisite deneyleri sonucunda elde edilen etkin dozlar dogrultusunda C6

Glioma hiicre hatt1 iizerinde genotoksisite testleri yapildi.
4.9 Genotoksisite Calismalar:

Sinapik asit yiiklii optimize nanopartikiillerin C6 Glioma hiicre soylar: tizerindeki
genotoksisite analizleri Comet Assay testi ile yapildi. Okaryotik hiicrelerde DNA
hasar1 belirlenmesini saglayan Comet Assay testi serbest sinapik asit ve sinapik
asit NP ile C6 Glioma hiicre hatti ilizerinde 24. ve 48. saat inkiibasyonlarda

gerceklestirildi.

Deneyde pozitif kontrol olarak H202 kullanildi. Hicreler yaklasik 5 dk %0,5’lik

H2027ye maruz birakildi, ardindan normal besiyeri ile biiytitiilmeye devam edildi.

Belirli dozlarda uygulanan serbest sinapik asit ve sinapik asit NP ile birlikte pozitif
ve negatif kontrollere ait preparatlar SYBR Green ile boyanarak floresan
mikroskopta incelendi ve goriintiileme esnasinda her lamdan rastgele secilen en az
50 hiicre sayilarak kuyruk yogunlugu (tail intensity ; TI), kuyruk uzunlugu (tail
length ; TL) ve kuyruk momenti (tail moment ; TM) belirlenmis, DNA hasarinin

varlig1 ve orani Image-] programi yardimi ile incelendi.

Sekil 4.16’da serbest sinapik asit molekiili ve sinapik asit yiikli optimize
nanopartikiile ait Comet Assay goriintiileri, Tablo 4.6’da ise analiz sonuclari

verilmistir.
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Sekil 4. 16 Genotoksik ajana maruz birakilmis hiicrelerin floresan mikroskop
goriintiisii. A1-A2 : Pozitif kontrol grubu(24-48 saat), B1-B2 : Negatif kontrol
grubu(24-48 saat), C1-C2 : Serbest sinapik asit molekiilii verilen hiicre grubu(24-
48 saat), D1-D2 : Sinapik Asit Yukli NP verilen hiicre grubu(24-48 saat)
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C6 Glioma hiicre hattinda 24. saatte negatif kontrol grubuna ait kuyruk yogunlugu
(TD), 13,48 * 3,876 ; kuyruk uzunlugu (TL), 49,013,661 ; kuyruk momenti (TM),
20,07+5,153 olarak; pozitif kontrol grubuna ait kuyruk yogunlugu (TI), 19,464 +
10,027 ; kuyruk uzunlugu (TL), 81,0 * 4,160 ve kuyruk momenti (TM),
23,219+12,195 olarak belirlendi. Serbest sinapik asit molekiiliinde etkin doz olan
3482 pg/ml'nin olusturdugu kuyruk yogunlugu (TI), 9,52 + 3,37 ; kuyruk uzunlugu
(TL), 42,711,567 ; kuyruk momenti (TM), 8,46%2,27 olarak bulunurken, optimize
nanopartikiil i¢in ise etkin doz olan 2563 pg/ml’nin olusturdugu kuyruk yogunlugu
(TD), 5,95+2,430; kuyruk uzunlugu (TL), 18,467+5,841 ; kuyruk momenti (TM),
7,623+2,5 olarak belirlendi.

48. saatte negatif kontrol grubuna ait kuyruk yogunlugu (TI), 13,163%£4,028 ;
kuyruk uzunlugu (TL), 61,0+ 9,41 ; kuyruk momenti (TM), 18,602+4,95 olarak;
pozitif kontrol grubuna ait kuyruk yogunlugu (TI), 28,117+ 7,184; kuyruk
uzunlugu (TL), 88,023,648 ve kuyruk momenti (TM), 24,130+6,92 olarak
belirlendi. Serbest sinapik asit molekiiliinde etkin doz olan 3147 pg/ml’'nin
olusturdugu kuyruk yogunlugu (TI), 9,40+3,52 ; kuyruk uzunlugu (TL), 55,0 *
13,37; kuyruk momenti (TM),8,54+1,718 olarak bulunurken, optimize
nanopartikiil icin ise etkin doz olan 1303 pg/ml’nin olusturdugu kuyruk yogunlugu
(TD), 5,21+2,530; kuyruk uzunlugu (TL), 20,520%4,25; kuyruk momenti (TM),

7,167+3,763 olarak belirlendi.

Tablo 4. 8 Comet Assay analiz sonuglari

24. saat 48.saat
TI TL ™ TI TL ™
Pozitif 19,464+10,027 81,0 £4,160 23,219+12,195 28,117+7,184 88,023,648 24,130+6,92
Kontrol
Negatif 13,48+3,876 49,0+13,661 20,075,153 13,163+4,028 61,0+ 9,41 18,602+4,95
Kontrol
Serbest 9,52+3,37 42,7+11,567 8,46+2,27 9,40+3,52 55,0 + 13,37 8,54+1,718
Sinapik Asit
Sinapik Asit 5,95+2,430 18,467+5,841 7,623+2,5 5,21+2,530 20,520+4,25 7,167+3,763
Yiiklii NP
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Comet Assay sonuclari incelendiginde en uzun kuyruk yapis1 H202 ile DNA hasari
olusturulan pozitif kontrol grubunda goriilldi. DNA hasar oranlarikuyruk
uzunlugu, kuyruk yogunlugu ve kuyruk momentine bakildiginda pozitif kontrol
grubunu sirasi ile negatif kontrol, serbest sinapik asit ve sinapik asit yiikli
nanopartikiil grubu takip etmektedir. Hiicrelerin genel olarak 0. ve 1. Dereceden
kuyruk yapisi olusturdugu, nanopartikiiler sistemin DNA hasarini azaltmada

serbest sinapik aside kiyasla daha etken rol oynadig: belirlend.i.
4.10 Tartisma ve Oneriler

Yapilan arastirmalarda c¢esitli fenolik bilesiklerin kullanildig1 nanopartikiiler
sistemlerin oldukc¢a yaygin oldugu; bu calismalarin sonucunda molekiillere ait
farmakolojik 6zelliklerin partikiiler sistemler yardimi ile genellikle daha etkili

oldugu gozlenmistir.

MCF-7 hiicreleri iizerinde kafeik asit ytiklii kat1 lipid nanopargaciklarin etkileri
MTT testi ve Annexin V-PI analizi ile belirlemis, sonug¢ olarak kafeik asit ytikli
nanoparc¢aciklarin serbest kafeik aside kiyasla MCF-7 hiicreleri lizerinde daha

etkili oldugunu belirlemistir [64].

Hipoglisemi ve yara iyilesmesi TUzerinde ferulik asit yiikli polimerik
nanopartikiillerin etkilerinin incelendigi bir calismada nanopartikiiller oral ve
topikal olarak sigcanlara uygulanmis, sonuclar ferulik asit ytiklii nanopartikiillerin

diyabetik sicanlarda yara iyilesmesini 6nemli dl¢lide arttirdigini gostermistir[65].

P. aeroginosa, E. coli, S. aureus ve metisiline direncli S. aureus lizerinde agar kuyu
difizyon metodu, disk difiizyon metodu ve broth mikrodiliisyon yontemleri ile
kafeik asit fenetil ester(CAPE)’in serbest ve PLGA i¢ine enkapsiile edilmis formlari
karsilastirildiginda serbest CAPE'nin uygulanan yontemlerin higbirinde
antimikrobiyal aktiviteye sahip olmadigi, CAPE yiiklii nanopartikiillerin ise 6nemli

antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugunu belirlenmistir [66].

Hesperetin ve hesperetin yiikli PLGA nanopartikiillerinin anti-kanser
ozelliklerinin  degerlendirdigi bir c¢alismada polimerik nanopartikiillerin,
glioblastoma hiicreleri tlzerinde anti-kanser aktivite ve terapotik ajanlarin zayif

¢ozunurligini arttirmada biiyiik avantajlara sahip oldugunu gosterilmistir [67].
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Literatiirde partikiiler sistemlere yliklenmis olarak ¢alisilmamis olan sinapik asit
molekiiliinlin genis spektrumda farmakolojik 6zellikler gosterdigi belirlenmis ve
toksisitesi lzerine yapilan ¢alismalarda genel olarak molekiiliin herhangi bir

toksik etki yaratmadig1 gézlenmistir.

T47D insan gogis kanseri hiicreleri tizerinde segici fenolik bilesiklerin anti-
proliferatif ve apoptotik etkileri incelendiginde sinapik asit igeren fenoliklerin
T47D hiicrelerine doz bagiml ve zaman bagimli antiproliferatif bir etki gosterdigi

bildirilmistir [60].

Sinapik asitin Cu*? varliginda pBR322 plasmid DNA’sindaki etkinligi arastirilmis,
insan fariyelositik 16semi (HL-60) hiicre proliferasyonuna karsi diger fenolik
bilesiklere gore DNA hasarinda dikkate deger derecede daha etkili oldugu
bulunmustur [62].

Gentamisinin neden oldugu nefrotoksisiteyi degerlendirmek icin sinapik asitin
renoprotektif fonksiyonlar: ve bu fonksiyona aracilik eden yollar incelendiginde
bobreklerde oksidatif / nitrozatif stres, iltihaplanma ve apoptozun asagi
regiilasyonu yoluyla bobrek yetmezligini ve yapisal yaralanmalar1 azalttig

gosulmustir [63].

Hameed ve ark. hamster akciger fibroblast hiicresi V79 ve insan serviks kanser
hiicresi HeLa tlzerinde sinapik asitin sitotoksik ozelliklerini incelediginde IC50
degerlerini sirasiyla V79 ve HeLa hiicreleri i¢cin 1860 pM ve 7248 puM olarak
bulmustur[127].

Eroglu ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada sinapik asit molekiiliintin PC-3 ve
LNCaP insan prostat kanser hiicreleri ilizerindeki antikanser mekanizmalari
incelenmis, yapilan XTT analizinde 72. saat IC50 degeri her iki hiicre hatti icin de
1000 uM olarak bulunmustur[59].

Sinapik asit molekiliiniin antigenotoksik etkisi ile ilgli literatiirde ¢ok fazla calisma
olmamakla birlikte Lee-Manion ve ark. HT-29 insan kolon kanseri hcreleri
tizerinde uyguladiklar1 Comet Assay yonteminde sinapik asit molekiiliiniin 3.7+3.1

umol/L EC50 degeri ile antigenotoksik etki gosterdigini kanitlamistir[128].
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Bu tez calismasinda genis spektrumlu farmakolojik o6zelliklere sahip, suda
cozunurligu disik bir molekiil olan Sinapik Asit molekiliiniin nanopartiktler
sistemlere yiiklenmesi ile ¢6zinirliginin ve biyouyumlulugunun artirilmasi ve
daha dusiik dozlarda daha etkili nanopartikiiler formiilasyonlarin gelistirilmesi

amaglanmistur.

Nanopartikiiler sistemlerin hazirlanmasi tekli emiilsiyon (o/w) ¢oziicii ugurma
yontemi ile gerceklestirilmis olup karakterizasyon reaksiyon verimi (RY),
enkapsiilasyon etkinligi (EE), etken ytliklenme verimi (DL), boyut (Z-Ave), ¢oklu
dagilim indeksi (PDI) ve zeta potansiyel (mV) analizleri incelenmis, ayrica FT-IR ve

SEM analizleri yapilmistir.

Optimize nanopartikiilii elde edebilmek icin farkli miktarlarda PLGA, sinapik asit,
PVA, organik solvent kullanilmis, boylece minimum boyutta, maksimum
enkapstlasyon etkinligi ve ila¢ ylikleme kapasitesine sahip partikiillerin tiretilmesi

hedeflenmistir.

NP1-NP7 serisinde artan etken madde miktari ile birlikte enkapsiilasyon etkinligi
genel olarak, ila¢ ylikleme kapasitesi ise belirgin bir sekilde artmistir. Reaksiyon
verimleri minimum %46,89 iken maksimum %67,64 olarak belirlenmis,
enkapstlasyon etkinligi degerleri %56,64 ile %80,41 arasinda, ilag yiikleme
kapasiteleri ise %7,61 ile %65,20 arasinda artan madde miktarina paralel olarak
artmistir. En kiiciik boyutun 334,6 nm olarak 6l¢iildiigii sentez serisinde boyutlar
oldukcga biiyiik olup 1050 nm’ye kadar ¢ikmistir. Boyutlara paralel olarak c¢oklu
dagilim indekleri de degiskenlik gostermis, partikiiller homojen bir boyut dagilimi
sergileyememistir. Ozellikle yiizeye adsorbe olan molekiillerin yiizey yiikiinii
etkilemesi sonucunda diizensiz bir zeta potansiyel grafigi gozlenmis, -12,6 mV ile

24,9 mV arasinda oldukga genis bir skalada 6l¢gtimler alinmstir.

NP8 icin reaksiyon verimi %44,69, enkapsiilasyon etkinligi %69,36, ila¢ yiikleme
kapasitesi %58,2 olarak hesaplanmis, boyut 411,8 nm olarak 6lg¢iiliirken PDI degeri
0,358, zeta potansiyeli ise -19,8 mV olarak 6l¢ctilmiistiir.

NP9-NP11 serisinde reaksiyon verimleri %37,69 ile %40 arasinda, enkapsiilasyon

etkinligi %72,60-%74,06 arasinda, ila¢ yilikleme Kkapasitesi %69,43-%73,54
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arasinda degisirken boyutlar 178 nm ile 185 nm arasinda dagihm gostermistir.
Coklu dagilim indeksi ve zeta potansiyel acisindan sonuglar benzer olup PDI degeri
0,096-0,113 arasinda iken zeta potansiyelleri -20,7 mV ile - 23,7 mV arasinda
cikmistir.

NP12-NP16 serisinde %34,07- %54,32 araliinda RY, %25,38-%46,37 araliginda
EE, %27,68-%50,22 araliginda DL degerleri bulunmus olup minimum boyutta
NP15 146,4 maks,mum boyutta NP14 157,8 olarak ol¢lilmiistiir. 0,134-0,169
arasinda degisen ¢oklu dagilim indeksleri ile partikiiler sistemler homojen bir yap1

gostermis, zeta potanisyeli -12,5 mV /-18,1 mV araligindadir.

Yeni organik solvent miktarlari ile daha fazla madde ¢oziilebilecegi ve ilag ylikleme
kapasitesinin artirilabilecegi dusiiniilerek etken madde miktar: artirilarak 80, 90
ve 100 mg sinapik asit kullanilarak NP17-NP19 serisi sentezlenmistir. Bu
sentezlerde boyutlar 164,1 nm, 161,3 nm ve 153,2 nm seklinde olup beklenildigi
gibi diisiik cikmistir. 0,090-0,117 arasinda degisen ¢oklu dagilim indeksleri ve
ortalama -21,1 mV zeta potansiyel degerleri ile partikiillerin homojen bir dagilim
gosterdigi belirlenmistir. Ayrica artan madde miktarina paralel olarak
enkapsiilasyon etkinligi sirasiyla %53, %66,88 ve %69,87 seklinde; ila¢ yukleme
kapasitesi ise %49,47, %56,79 ve %81,43 seklinde artis gostermistir.

NP20-NP22 serisinde artan polimer miktarina bagh olarak reaksiyon verimi
sirasiyla  %43,16, %51,28 ve %54,98 seklinde artmistir. Enkapsilasyon
etkinliklerine bakildiginda NP20'nin NP21 ve NP22’ye kiyasla daha diisiik oldugu,
bu nedenle 75 mg polimer kullaniminin faydali bir model olusturmayacagi
diistiniilmiistiir. ilag yiikleme kapasitelerine bakildiginda ise artan polimer miktari
oranina ters bir sekilde azalma oldugu gozlenmistir. NP20 %56,91 ve NP21
%52,02 seklinde olup belirgin bir azalma gozlenmezken, NP22 %39,66 ilag
ylukleme kapasitesine sahiptir ve oldukca diistiiktiir. Dolayis1 ile 125 mg polimer
kullaniminin faydali bir model olusturmayacag1 disiintlmiistiir. Boyut, coklu
dagilim indeksleri ve zeta potansiyel degerleri sirasiyla 142,6-152,2; 0,078-0,106 ;
-16 mV / - 19mV'dir.

Optimize nanopartikiiller 5 tekrarli olarak NP23-NP27 serisinde sentezlenmis,

reaksiyon verimi, enkapsiilasyon etkinligi, ila¢ ylikleme kapasitesi, boyut ve zeta
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potansiyellerine bakildiginda dar bir skalada benzer sonuclar alinmistir. Reaksiyon
verimleri %48,94 ile %58,72 arasinda degisen partikillerin enkapsiilasyon
etkinligi %51,36-%60,79 araliginda, ila¢ yiikleme kapasitesi %40,73-%52,74
araliginda, boyutlar1 149,9 nm - 159,3 nm arasinda, ¢oklu dagilim indeksleri 0,070

ile 0,090 arasinda, zeta potansiyel degerleri ise -24 ile -21,1 arasindadir.

Karakterizasyon calismalarinin ardindan iiretilen nanopartikiillerin in vitro
salimina bakilmistir. Stispanse edilmis nanopartikiiller inkiibatére konulduktan
sonra salimin yavas bir sekilde oldugu gozlemlenmistir. Bu salim, PLGA iginde
bulunan molekiilin diflizyonundan ve molekilin hidrofobik 6zelliginden
kaynaklanmaktadir. Belirli araliklarla santrifiij edilerek tst fazlari toplanan ve UV-
spektrofotometrede Ol¢iimii alinan 6rnekler 45 giin takip edilerek salim ¢alismasi
yapilmis, nanopartikiillerin salim grafigi incelendiginde salimin kontrollii bir
sekilde artarak gercklestigi, 45 giin sonunda madde miktarinin %68’inin salindig1

gorulmustir.

Sinapik asit ytiiklii nanopartikiiler sistemin optimize formiilasyonuna ulasilmasi
sonrasinda biyouyumlulugu ytiksek olan partikiller hiicre kiiltiirti calismalarinda
sitotoksik ve antigenotoksik etki bakimindan incelenmis, serbest maddeye kiyasla

partikiiler sistemin ¢ok daha etkili oldugu gézlenmistir.

Tez kapsaminda hazirlanan nanopartikiillerin toksisitesine L929 hiicre hattinda
bakilmis, MTT yontemi ile yapilan sitotoksisite testinde nanopartikiiler sistemin
24. ve 48. saat degerlerine denk gelen salim miktarlar1 baz alinarak serbest sinapik
asit molekiili ve optimize sinapik asit yiikli nanopartikiiller 50-1000 pg/ml
konsantrasyon araliginda uygulanmistir. 24. saatte uygulanan MTT sonucunda
serbest sinapik aside ait IC50 degeri 811,0 ug/ml bulunurken sinapik asit ytikli
nanopartikiil icin deger 960,0 pg/ml’'dir. 48. saatte uygulanan MTT sonucunda
serbest sinapik aside ait IC50 degeri 567,4 ug/ml bulunurken sinapik asit yiikli
nanopartikil icin deger 815,7 pg/ml olarak bulunmustur.

L929 Fibroblast hiicre hatti i¢in serbest sinapik asit ve nanopatikiiler sistem ancak
yliksek dozlarda sitotoksik etki gosterirken ikili olarak kiyaslandiklarinda 24. ve
48. saatlerin her biri icin partikiiler sistemin serbest maddeye oranla daha az

sitotoksik oldugu gozlenmistir.
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Tez kapsaminda hazirlanan nanopartikillerin C6 Glioma hiicre hattinda
sitotoksisitesine bakilmis, MTT yontemi ile yapilan testte nanopartikiiler sistemin
24. ve 48. saat degerlerine denk gelen salim miktarlar baz alinarak serbest sinapik
asit molekiilii ve optimize sinapik asit yiiklii nanopartikiiller 50-500 pg/ml
konsantrasyon araliginda uygulanmistir. 24. saatte uygulanan MTT sonucunda
serbest sinapik aside ait IC50 degeri 348,2 ug/ml bulunurken sinapik asit yiikli
nanopartikiil icin deger 256,3 pg/ml’dir. 48. saat deneylerinde ise serbest sinapik
asit molekiilii IC50 degeri 314,7 pg/ml iken, optimize nanopartikiil 130,3 pg/ml
degerinde etki gostermistir. Sonug¢ olarak anti kanser 6zelligi bilinen sinapik asit
molekilu ile kiyaslandiginda suda ¢oziinebilir ve biyobozunur bir ilag olarak
tasarlanan sinapik asit yiiklii optimize nanopartikiillerin C6 Glioma hiicrelerini

serbest sinapik asitten daha etkin bir sekilde inhibe ettigi belirlenmistir.

Sitotoksisite deneyleri sonucunda elde edilen IC50 degerlerinde(belirlenen etkin
doz) serbest sinapik asit ve sinapik asit NP uygulamasi yapilan C6 Glioma hiicre
hatt1 tizerinde genotoksisite testleri yapilmis, deneyde pozitif kontrol olarak H20:
kullanilmistir. 24. saat i¢in negatif kontrol grubuna ait kuyruk yogunlugu (TI),
13,48 + 3,876 ; kuyruk uzunlugu (TL), 49,013,661 ; kuyruk momenti (TM),
20,07+£5,153 olarak; pozitif kontrol grubuna ait kuyruk yogunlugu (TI), 19,464 *
10,027 ; kuyruk uzunlugu (TL), 81,0 * 4,160 ve kuyruk momenti (TM),
23,219+12,195 bulunmustur. Serbest sinapik asit molekiiliinde etkin dozun
olusturdugu kuyruk yogunlugu (TI), 9,52 + 3,37 ; kuyruk uzunlugu (TL),
42,7£11,567 ; kuyruk momenti (TM), 8,46+2,27 olarak bulunurken optimize
nanopartikiil icin ise etkin doz degerinde kuyruk yogunlugu (TI), 5,95+2,430;
kuyruk uzunlugu (TL), 18,467+5,841 ; kuyruk momenti (TM), 7,623+2,5 olarak
bulunmustur. 48. saat icin ise negatif kontrol grubuna ait kuyruk yogunlugu (TI),
13,163+4,028 ; kuyruk uzunlugu (TL), 61,0+ 9,41 ; kuyruk momenti (TM),
18,602+4,95 olarak; pozitif kontrol grubuna ait kuyruk yogunlugu (TI), 28,117+
7,184; kuyruk uzunlugu (TL), 88,023,648 ve kuyruk momenti (TM), 24,130+6,92
bulunmustur. Serbest sinapik asit molekiiliinde etkin dozun olusturdugu kuyruk
yogunlugu (TI), 9,40+3,52 ; kuyruk uzunlugu (TL), 55,0 * 13,37; kuyruk momenti
(TM),8,54+1,718 olarak bulunurken optimize nanopartikil icin ise etkin doz
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degerinde kuyruk yogunlugu (TI), 5,21+2,530; kuyruk uzunlugu (TL),
20,520%4,25; kuyruk momenti (TM), 7,167%3,763 olarak bulunmustur.

DNA hasar oranlar,kuyruk uzunlugu, kuyruk yogunlugu ve kuyruk momentine
bakildiginda pozitif kontrol grubu en ¢ok hasara ugrayan grup olup, sirasi ile
negatif kontrol, serbest sinapik asit ve sinapik asit yiiklii nanopartiktl grubu takip
etmektedir. Genel olarak 0. ve 1. dereceden kuyruk yapisi olusturan hasarl
hiicrelerde nanopartikiiler sistem, serbest sinapik aside kiyasla DNA hasarini ve

kuyruk olusumunu 6énlemede daha etken rol oynamistir.

Elde edilen bulgular dogrultusunda sentezlenen optimize formilasyonun doku
veya hedef organi olumsuz etkileyen kemoterapotik ajanlara alternatif olarak
beyin kanseri tedavisinde kullanilacak yeni nesil ilag ve tedavi ajanlarinin
gelistirilmesine katki saglayacagi, cesitli fiziksel ve kimyasal etkiler sonucu
meydana gelebilecek DNA hasar1 sonucunda olusacak c¢esitli hastaliklar
onleyebilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica glicli antikanser ve antigenotoksik etkisi
olan hidrofobik molekiillerin ila¢ sistemine doénlismesinde faydali bir model

olabilecegi diistiintilmektedir.
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