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OZET

KEMIK DOKU MUHENDISLiIGINDE MELATONIN-§
SIKLODEKSTRIN INKLUZYON KOMPLEKSLERININ
ETKINLIGININ ARASTIRILMASI

Bedriye TOPAL
Yiiksek Lisans, Kimya Miihendisligi Boliimii
Tez Damismani: Prof. Dr. Menemse GUMUSDERELIOGLU

Eyliil 2015, 87 sayfa

Bu calisma, TUBITAK 2210-C Oncelikli Alanlara Yénelik Yurt I¢i Yiiksek Lisans Burs
Programi ve Hacettepe Universitesi Bilimsel Aragtirma Birimi, FBA-2015-5315 numarali proje
kapsaminda desteklenerek hazirlanmistir. Sunulan tez ¢alismasinin amaci, antikanserojen ve
antiproliferatif etkilere sahip melatoninin az olan sudaki ¢6ziiniirliigiiniin hidroksipropil-[3-
siklodekstrin (HPBCD) molekiilleri ile inkliizyon kompleksi olusturarak arttirilmasi ve iiretilen
inkliizyon komplekslerinin kitosan doku iskelelerine yiiklenmesinin ardindan melatoninin in-
vitro salim etkinliginin insan kemik kanser hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkisinin
incelenmesidir.

Tez galismasinin ilk asamasinda, melatonin/HPBCD inkliizyon kompleksleri oda sicakliginda
fiziksel karistirma yontemi kullanilarak olusturulmustur. Inkliizyon kompleksi olusumunun
dengeye ulasip ulasmadiginin anlasilmasi i¢in farkl siirelerde denemeler yapilmistir. Higuchi-
Connor faz ¢oziniirliik caligmasi yapilarak, olusturulan inkliizyon kompleksinin icerdigi
melatonin miktar1 ve kararlilik sabitleri belirlenmistir. Sonug olarak, oda sicakliginda fiziksel
karistirma yontemi ile inkliizyon kompleksi olusumunun 72 saatte tamamlandigt ve 0.034 M
melatonin i¢erdigi bulunmustur.

Tez c¢aligmasinin sonraki asamasinda, melatonin/HPBCD inkliizyon komplekslerinin
mikrodalga yontemiyle olusturulmasi hedeflenmistir. Bu yontemle iiretilebilecek en yiiksek
melatonin igerigine sahip inkliizyon kompleksinin belirlenmesi i¢in farkli mikrodalga giicleri
ve alikonma siireleri ile ¢esitli denemeler yapilmistir. Higuchi-Connor faz ¢oziiniirliik ¢alismasi
sonucunda, 0.043 M melatonin icerigine sahip inkliizyon kompleksinin elde edildigi 900 W,



60°C ve 90s mikrodalga kosulu, optimum mikrodalga kosulu olarak belirlenmistir. Oda
sicakliginda fiziksel karistirma ile mikrodalga yontemleri karsilastirildiginda, oda kosullarinda
3 giinde Tiretilen inkliizyon kompleksinin, mikrodalga kosullarinda 90 saniyede olusturuldugu
gorilmiistiir.

Calismanin bir sonraki asamasinda, mikrodalga yontemiyle iiretilen melatonin/HPRCD
inkliizyon kompleksi vakum altinda kurutularak kati1 hale getirilmistir. Bu kat1 inkliizyon
kompleksinin fizikokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla, Fourier dontistimlii infrared
spektroskopisi (FTIR), diferansiyel taramali kalorimetri (DSC), termogravimetrik analiz
(TGA), H ve '3C niikleer manyetik rezonans spektroskopisi (*H ve 3C NMR) ve X 1sin1
kirinimi (XRD) analizleri ile karakterizasyon c¢alismalart yliriitiilmiistiir. Sonug¢ olarak,
melatonin/HPBCD inkliizyon kompleksinin varligi kanitlanmistir. Ayrica, melatoninin
siklodekstrin bosluguna yapmin genis kismindan girdigi ve hidrofobik etkilesimlerin
komplekste etkili oldugu goriilmiistiir.

Inkliizyon kompleksinin yiiklenecegi doku iskelesi, agirlikga %2’lik kitosan ¢ozeltilerinden
dondurarak-kurutma yontemiyle hazirlanmigtir. Melatonin ve melatonin/HPBCD inkliizyon
kompleksleri emdirme yoluyla kitosan doku iskelelerine yiiklenmis ve fosfat tampon
¢ozeltilerinde in vitro salim gergeklestirilmistir. Sonug olarak, melatonin ve melatonin/HPBCD
inkliizyon kompleksleri iskelelere sirasiyla 1.53+0.21 ve 2.584+0.01 mg yiiklendigi ve ortama
ilk 5 saatte sirastyla 1.08 ve 2.16 mg melatoninin salindig1 hesaplanmistir. Inkliizyon kompleksi
kullanildiginda, salinan melatonin miktarinin daha yiiksek oldugu sonucuna varilmistir.

Calismanin son asamasinda, melatonin ve melatonin/HPBCD inkliizyon kompleksinin insan
osteosarkom kemik kanser hiicreleri (MG-63) iizerindeki sitotoksik etkisi incelenmistir.
Hicrelerin canlilign ve ¢ogalmast MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolyum
bromiir) analiziyle ve hiicre morfolojileri optik mikroskop goriintiileriyle degerlendirilmistir.
Melatonin ve melatonin/HPBCD inkliizyon kompleksinin hiicre dongiisii lizerindeki etkileri
akis sitometrisi ile belirlenmistir. Sonug olarak; inkliizyon kompleksinin ilk giinden itibaren 3
giin boyunca hiicreler iizerinde apoptotik etkilere neden oldugu goriilmiistiir. Akis sitometrisi
ile yapilan 24 saatlik ¢alisma sonucunda, melatonin/HPBCD inkliizyon kompleksinin MG-63
hiicrelerinin ¢gogalmasini Go/G: hiicre dongii fazinda inhibe ettigi belirlenmistir.

Sonug olarak, melatonin/HPBCD inkliizyon kompleksi yiiklii kitosan doku iskelelerinin insan
osteosarkom hastaliginin uzun siireli tedavisinde kullanilabilecek bir sistem oldugu
distinilmistir.

Anahtar kelimeler: Osteosarkom, melatonin, HPBCD, inkliizyon kompleksi, kitosan doku
iskelesi, ilag salimu.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF EFFECTIVENESS OF MELATONIN-B
CYCLODEXTRIN INCLUSION COMPLEXES IN BONE TISSUE

Bedriye TOPAL
Master of Science, Department of Chemical Engineering Division
Supervisor: Prof. Dr. Menemse GUMUSDERELIOGLU

September 2015, 87 pages

This thesis was supported financially within the scope of TUBITAK 2210-C Primary Subject
Scholarship for National Master Program and FBA-2015-5315 project of Hacettepe University
Scientific Research Fund. The aim of the present study is to increase the low aqueous solubility
of melatonin which has antiproliferative and anticancerogenic effects by forming inclusion
complexes with hydroxypropyl-B-cyclodextrin (HPBCD) molecules and to investigate the
cytotoxic effects of melatonin releasing from the chitosan scaffold on human bone cancer cells.

In the first part of the study, the melatonin/HPBCD inclusion complexes were formed by using
physical mixture method at room temperature. Experiments were carried out in different
exposure times in order to understand whether the inclusion complex formation reached the
equilibrium. The melatonin amount within obtained inclusion complex and stability constants
were determined by performing Higuchi-Connor’s phase solubility study. The inclusion
complexes obtained via physical mixture at room temperature were reached the chemical
equilibrium at 72 hours and contained 0.034 M of melatonin content.

It was aimed to form melatonin/HPBCD inclusion complexes via microwave treatment. The
experiments were made out in different microwave powers and exposure times to produce
inclusion complex which has maximum melatonin content. According to the results of Higuchi-
Connor’s phase solubility diagrams, optimum microwave conditions were specified as 900 W,
60°C and 90 s with 0.043 M melatonin content in inclusion complex. The production of
inclusion complexes via physical mixture method was lasted as three days meanwhile it was
lasted 90 seconds for microwave method.

In the next part of the study, the melatonin/HPBCD inclusion complex produced at optimum
microwave conditions via microwave method was solidified by vacuum drying. In order to



prove the physicochemical properties of the solid melatonin/HPBCD inclusion complexes, the
Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR), differential scanning calorimetry (DSC),
thermogravimetric analysis (TGA), H and 3C nuclear magnetic resonance spectroscopy (*H
and *C NMR) and X-ray diffraction (XRD) were performed as characterization studies.
Consequently, melatonin/HPBCD inclusion complex was proved with the help of these analysis.
Also, melatonin was gone into the cyclodextrin’s cavity from its wide side and the hydrophobic
interactions applied in the inclusion complex.

Scaffold loading with inclusion complex was prepared from the %2 (w/v) chitosan solutions
via freeze-drying technique. Melatonin and melatonin/HPBCD inclusion complexes were
loaded into the chitosan scaffold via embedding technique and in vitro release was performed
to the phosphate buffer solution (PBS). Melatonin and melatonin/HPBCD inclusion complexes
were loaded respectively 1.53+0.211 and 2.58+0.0064 mg into the scaffolds and for first 5 hours
1.08 and 2.16 mg melatonin were diffused into the PBS medium, respectively. In comparison
with melatonin loaded scaffold, inclusion complex loaded scaffold was released more
melatonin to the medium.

In the last part of the study, cytotoxic effects of melatonin and melatonin/HPBCD inclusion
complexes were investigated on the human osteosarcoma bone cancer cells (MG-63). The cell
viability and proliferation were evaluated by MTT (3-[4,5-dimethylthiazoyl-2-yl]-2,5-
diphenyltetrazolium bromide) assay and the morphological examination was evaluated with
optical microscope images. The effects of melatonin and melatonin/HPBCD inclusion
complexes on cell cycle were determined by flow cytometer analysis. Consequently, the
inclusion complexes had apoptotic effect on tumor cells during 3 days. Besides,
melatonin/HPBCD inclusion complexes were inhibited the MG-63 cell proliferation at Go/G1
cell cycle phase.

In conclusion, melatonin/HPBCD inclusion complex loaded chitosan scaffolds could be
considered as an alternative system for the human osteosarcoma therapy.

Keywords: Osteosarcoma, melatonin, HPBCD, inclusion complexes, chitosan scaffold, drug
release.
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lGIRIS
Osteosarkom; kemiklerde baglayan, cogunlukla kemiklere ve akcigerlere saldirgan bir sekilde
yayilan, cocukluk ve ergenlik cagindaki bireylerde en sik goriilen kotii huylu insan kemik timor
tipidir [1]. DNA {izerindeki baz1 genlerde meydana gelen mutasyonlar sonucu ortaya ¢ikan Li-
Fraumeni ve retinblastoma gibi ¢esitli kalitsal hastaliklarla osteosarkom hastalig1 arasinda bir
baglantinin oldugu rapor edilmistir. Osteosarkom tiimorlerinin olugsma nedeni kesin olarak
bilinmemekle birlikte hastaligin olusumuna neden olan risk faktorleri ergenlik gelisim

parlamasi, yas, cinsiyet, genetik ve ¢evresel faktorler olarak siralanabilir [2].

Osteosarkom tedavisinin temel amaci, sekonder tiimor olusumunun engellenerek uzun siireli
iyilesme saglamaktir. Bu amagla; cerrahi operasyon ve kemoterapi gibi ¢esitli tedavi yontemleri
bir arada kullanilmaktadir. Tiimoriin tipi, yeri ve kapsamina bagli olarak yapilan cerrahi
operasyonun amaci, yeterli boyutlardaki lezyonun tek parga halinde ¢ikarilmasidir. Operasyon
sonrasinda olusabilecek metastazi engelleyebilmek amaci ile kimyasal tedavi (kemoterapi)
uygulanmaktadir [3]. Ancak, kemoterapide kullanilan antikanser ilaglarin kisa ve uzun vadede
meydana gelen yan etkileri klinik uygulamalarda karsilasilan en 6nemli sorunlardan biridir. Bu
sorunun giderilebilmesi i¢in molekiiler ve hiicresel temelli alternatif tedavi ydntemleri
arastirilmaktadir. Ayrica kullanilan ilaglarin hedef bolgeye istenilen doz ve siirede etki etmesi
bu ilaglarin yan etkilerini en aza indirme konusunda oldukga 6nem arz etmektedir. Ameliyat ile
kemikten lokal olarak ¢ikartilan tiimdr yerini bosluga birakmaktadir. Bu bosluga hem mekanik
destek saglamak, hem de olusabilecek malin tiimdr hiicrelerinin ¢ogalmasini engellemek adina,
dogrudan hedef dokuda islev gorecek salim sistemleri gelistirilmelidir. Bu sistemlerin
gelistirilebilmesi icin toksik etki yaratmayan, igerisine ilag yiiklenebilecek kadar gozenekli,

biyouyumlu ve iiretimi kolay malzemelerden yararlanilmalidir.

Yapilan klinik ¢alismalar, osteosarkom hiicreleri olusmaya basladiginda melatonin {iretiminin
azaldigina isaret etmektedir. Tiim canlilarda bulunan ve insanlarda epifiz bezinden salgilanan
melatonin biyolojik saati diizenleme, kemik olusumu ve diger hormonlarin salgilanmasini
diizenleme gibi bir¢ok onemli fizyolojik isleve sahip indolamin yapisinda bir hormondur.
Melatonin seviyesinde goriillen bu azalma giderildigi takdirde osteosarkom hiicrelerinin
gelisimi ve yayiliminin engellenebilecegi 6n goriilmiistiir ve yiiksek miktarlardaki melatoninin

insan osteosarkom hiicrelerinin ¢gogalmasini engelledigi kanitlanmistir [4].



Melatoninin bir¢ok kanser tiiriine de olumlu bir bi¢imde etki ettigi kanitlanmistir [5, 6]. Bu
hormonun kanser hastaligint dogrudan ve dolayl olarak koruyucu, iyilestirici veya metastazi
engelleyici yonde etkiledigi bilinmektedir. Ancak, lipofilik yapisindan dolayr sudaki
¢ozlnlrligiinin  disik olmasi, melatoninin - bu olumlu  6zelliklerinin ~ kullanimini
sinirlandirmaktadir. Bu sorunun giderilebilmesi i¢in sunulan tez ¢alismasinda biyouyumlulugu,
hedef organa dogrudan uygulanabilirligi ve iretim kolayligi gibi avantajlart nedeniyle

siklodekstrinler ile melatoninin inkliizyon kompleksi olusturulmasi diistiniilmiistiir.

Siklodekstrinler, birbirlerine o (1-4) bag: ile baglanmis 6 (o), 7 (B), 8 (y) veya daha fazla
glikopiranoz birimlerinden olusan halkali oligosakkaritlerdir ve nisastanin glucanotransferase
enzimi ile parcalanma reaksiyonu sonucu iiretilmektedirler. Temel siklodekstrinler olarak da
bilinen kristal formdaki o, B ve y siklodekstrinlerin molekiilleri arasindaki kuvvetli baglar
nedeniyle sudaki ¢oziiniirliikleri benzer sakkaritlere gore oldukga disiiktir. Ayrica
siklodekstrinlerin ikincil hidroksil gruplari arasinda hidrojen baglari olusmasi sonucu,
kendilerini ¢evreleyen su molekiilleri ile hidrojen bagi olusumunu azaltmalari, sudaki
¢oziiniirliiklerinin diigiik olmasina neden olmaktadir. Smirh suda ¢oziiniirliige sahip olmalari
nedeniyle dogal siklodekstrinlerin bir¢ok tiirevi sentezlenmistir. Bu tiirevlerden biri de
siklodekstrinin sekonder hidroksil gruplari tizerinden gergeklesen ve hidroksipropil yapilari ile
yer degistirme reaksiyonu sonucu elde edilen hidroksipropil-p-siklodekstrindir (HPBCD).
Yapilan toksikolojik ¢alismalarda yiiksek suda ¢oziiniirliige sahip olan HPBCD nin intravendz
ve oral uygulama sonucunda insan viicudunda iyi tolere edilebildigi gorilmistir [7].
Siklodekstrinler, glikozidik oksijenler ve metil protonlar1 nedeniyle apolar bir bosluga, birincil
ve ikincil hidroksillerin varligi nedeniyle polar bir dis yiizeye sahiptir [7]. Bu nedenle bir¢ok
hidrofobik molekiille “inkliizyon kompleksi” denilen yapilar olusturabilmektedir. Siklodekstrin
molekiiliiniin igerisindeki boslugun bir molekiil ile tamamen ya da kismen doldurulmasiyla
olusan yapilara “inkliizyon kompleksleri” adi verilmektedir [8]. Olusturulan inkliizyon
kompleksleri igerdikleri hidrofobik molekiillerin fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zelliklerini
arttirmaktadir. Literatiirde melatoninin siklodekstrinler ile inkliizyon kompleksi olusturmasina
yonelik cesitli calismalar mevcuttur. Bu c¢alismalarda fiziksel karistirma, yogurma ve
dondurarak-kurutma gibi yontemler kullanilarak melatonin/siklodekstrin  inkliizyon

kompleksleri olusturulmustur [9, 10].

Sunulan tez caligmasinda sudaki yiliksek ¢oziintirliigii ve toksik olmayan yapisindan dolay1

HPBCD kullanilarak melatonin ile inkliizyon komplekslerinin olusturulmasi diistiniilmiistiir.



Kompleks olusturulmasinda kisa stirede ve yiiksek verimde tliretime olanak saglamasi nedeniyle
“mikrodalga yontemi” tercih edilmistir. Ayrica, tez ¢aligmasinda melatoninin ve
melatonin/HPBCD inkliizyon komplekslerinin insan osteosarkom hiicrelerine dolayli olarak
etki edecek bir tasiyici sistem gelistirilmesi hedeflenmistir. Bu tasiyici sistemin osteosarkom
tedavisinde uygulanan cerrahi islemin ardindan Kemikte olusan bosluga yerlestirilerck bu
bolgeye hem mekanik destek saglamasi, hem de olasi tiimor hiicrelerinin metastazini
engellenmesi amaglanmaktadir. Bu amaca yonelik olarak melatonin, melatonin/HPBCD
inkliizyon kompleksi ve Kkitosan doku iskelesi tasiyici sistem bilesenleri olarak segilmistir.
Melatonin/HPBCD inkliizyon kompleksi mikrodalga teknolojisi araciligiyla {iretilmistir.
Olusturulan kompleks Higuchi-Connor faz ¢oziiniirliik ¢alismasi, Fourier doniistimlii infrared
spektroskopisi (FTIR), diferansiyel taramali kalorimetri (DSC), termogravimetrik analiz
(TGA), X 1511 kirinimi1 (XRD) ve niikleer magnetik rezonans spektroskopisi (NMR) gibi ¢esitli
enstriimental analizlerle karakterize edilmistir. Uretilen melatonin/HPBCD inkliizyon
kompleksleri kitosan doku iskelelerine emdirme yontemi ile yiikklenmis ve in vitro salim
calismasi gergeklestirilerek melatoninin salim kinetigi hakkinda bilgi edinilmistir. Ardindan,
melatonin ve melatonin/HPBCD inkliizyon kompleksi iceren ve igcermeyen Kitosan doku
iskelelerinin osteosarkom hiicreleri {izerindeki dogrudan etkisini incelemek igin insan
osteosarkom hiicre hatti (MG-63) ile ¢alisilmis ve yukarida belirtilen yapilarin (bos kitosan
doku iskelesi, melatonin/HPBCD inkliizyon kompleks yiiklii kitosan doku iskelesi ve melatonin
yukli kitosan doku iskelesi) bu hiicreler iizerindeki etkileri MTT (3-(4,5-dimethylthiazoyl-2-
yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide), optik mikroskop ve hiicre dongii analizi ile

belirlenmistir.

Ilgili literatiirde melatonin/HPBCD inkliizyon kompleksinin mikrodalga yéntemi kullanilarak
uiretildigi bagka bir caligmaya rastlanilmamistir. Ayrica inkliizyon kompleksinin tagiyict sistem
yardimi ile saliminin gergeklestirildigi baska bir ¢alismayla da karsilagilmamistir. Melatoninin
yliksek dozlarda hedef bolgeye bir anda ve hizli bir sekilde etki ederek metastazi
engelleyebilmesi uzun siireli osteosarkom tedavisinde oldukg¢a 6nemli bir adimdir. Sunulan tez

caligmast aciklanan bu noktalariyla 6zgiin bir calismadir.



2. GENEL BILGILER

Bu boliimde, yapilan tez ¢alismasinin temelini olusturan konularla ilgili literatiir bilgisi 5 ana
bashkta toplanmistir. Oncelikle tiimdr olusumundan ve mekanizmasindan bahsedilmis,
osteosarkom hastaligi hakkinda bilgi verilmistir. Ardindan, melatoninin kimyasal, fiziksel ve
fonksiyonel 6zellikleri 6zetlenmis; etki ettigi kanser tiirlerinin yani sira kansere karsi etki etme
yollar1 da agiklanmistir. Bir sonraki boliimde ise, hidrofobik ilaglarin sudaki ¢oziiniirliikklerini
arttirma yontemleri hakkinda bilgi verilmistir. Siklodekstrin molekiillerinin ¢esitleri, 6zellikleri
ve olusturduklar1 inkliizyon komplekslerinin 6nemi, ¢esitli ilaglarla yapilan ¢alismalari, {iretim
ve karakterizasyon yontemleri, uygulandigi alanlar ve ilag tasiyici olarak kullanimi detayli bir
bigimde izah edilmistir. Son olarak mikrodalga enerjisinin ¢esitli prosesler iizerindeki

etkisinden bahsedilmistir.

2.1. Timo6r Olusumu ve Mekanizmasi

Kanser; hiicre ¢cogalmasi ve 6liimii arasindaki dengenin bozulmasi sonucu goriilen anormal
hiicre birikimidir. Bu dengenin bozulma nedeni, hiicrenin normal yasam dongiisiinii kontrol
altinda tutan gen ifadelerinde meydana gelen degisimlerdir. Kanser hiicre toplulugu viicudun
daha uzak bolgelerinde yer alan saglikli hiicrelere invazyon yaparak yayilir ve tedavi edilmedigi

takdirde saglikli hiicrelerin 6liimiine yol agar [11].

Kontrolsiiz olarak ¢ogalan hiicre topluluguna tiimor adi verilmektedir. Kotii huylu (malin) ve
iyi huylu (benin) tiimorleri birbirinden ayiran en énemli 6zellik; malin tiimorlerin metastazik
olmasidir. Malin tiimdr hiicrelerinin en belirgin 06zellikleri klonal kaynakli oluslar,
olumsiizligl, genetik kararliligi, kontakt inhibisyon, substurata tutunarak biiylimede goriilen
kayiplari, bliyiime faktorii ve besinlerden bagimsiz gergeklesen hiicre ¢ogalmasi ve saglikli

hiicrelere metastazi olarak siralanabilir [12].

Kanser hiicrelerin siirekli ve kontrolsiiz bir sekilde c¢ogalmasi ile Oliimsiizligiiniin
anlasilabilmesi i¢in ilk olarak normal hiicrenin ¢ogalma mekanizmasi ve yasam dongiisiiniin
aciklanmasi1 onemlidir. Saglikli hiicrenin yasam dongiisii, hiicrenin olusumundan 6liimiine
kadar gegen evrelerdir. Tiimor hiicresi ise oliimsiizdiir; siirekli boliiniir ve gogalir. Bu durum

hiicre yagam dongiisiinde goriilen aksakliklar ile ilgilidir.

Hiicre yasam dongiisii (cell growth cycle), hiicrenin iki boliinme arasinda gegen siirede hiicrede
meydana gelen bir dizi gegici biyokimyasal aktivitenin ve morfolojik degisikligin olustugu
slireg olarak tanimlanmistir. Bolinmeye giren hiicrelerin genetik ve morfolojik olarak birbirinin

aynisi iki hiicre olusturarak dongiiyli tamamladiklart bildirilmistir [13]. Hiicre bdliinmesinin



goriilmesinin temel nedeni, hiicrede madde iletiminde ve cekirdegin hiicreyi kontroliinde

zorlanmanin baslamasadir.

Genel olarak, hiicreler bir boliinme sinyali almadig1 zaman hiicre dongiisiiniin aktif (G1,S,G2 ve
M) fazlarina girmezler ve dinlenme fazi denilen Go fazinda beklerler. Hiicre dongiisii sentez (S)
ve mitoz (M) evreleri olmak {izere iKi temel siiregten olugsmaktadir. Bu siireglerde sirasiyla
cekirdek DNA’sinin sentez ve esleme islemleri i¢in yapilan hazirliklar ile hiicrenin boliinme
olay1 ger¢eklesmektedir. Olusan dongiide DNA sentezi ile mitoz bdliinme islemleri arasinda
goriilen zamansal farklar, bosluk fazlar1 (G1 ve G2) olarak tanimlanir. Bu siire¢lerde G1 fazinda
DNA sentezlenirken, G, fazinda olas1 herhangi bir DNA hasari giderilmektedir. Bu stireglerin
gergeklesmesinde sitokinler, mitojenler ve biiyiime faktorlerinin uyarimlar: onemlidir. Siirecin
hatasiz olarak yiiriitiilebilmesi i¢in hiicrelerin boliiniip béliinmeyecegine karar veren hiicre igi
proteinler, evreler arasindaki gegislerde kontrol noktalar1 olarak goérev yapmaktadirlar. Hiicre
dongiisiine baslayacak ve ilerleyecek hiicrelerin kapasitesi siklinler adi verilen proteinler ve bu
proteinlerin sikline bagh kinaz (CDK) etkilesimi ile saglanmaktadir. Siklin ve kinazlar
arasindaki bu etkilesim mekanizmalar1 oldukga karmasiktir. ilgili CDK ’lar ile etkilesmis siklin
D ve siklin E varligi hiicre dongiisiiniin G1 kismu ile ilgilidir. Siklin A varligr, DNA sentezinin
tamamlandiginin isaretgisidir. Birlesmis siklin B ve CDK1 varlig1 dongiiniin mitoz bdliinmeye
gectiginin gostergesidir [14]. Hiicre dongli evreleri ve bazi kontrol noktalart Sekil 2.1°de

gosterilmistir.

CDK2

Sekil 2.1. Saglikli bir hiicrenin hiicre dongii evreleri (Go, G1, S, M ve Gz) ve bazi kontrol
noktalar1 [14].



Normal bir hiicre yasam dongiisiinde, hiicrenin boliinmesini arttiran ve normal hiicre 6liimlerini
inhibe edici protein liretimini saglayan “proto-onkogenler”, hiicre boliinmesini engelleyen veya
oliimlerine neden olan proteini yapan “timor baskilayici genler” ile kansere neden olan DNA
mutasyonlarindan koruyan “DNA tamir edici genler” bulunmaktadir. Hiicrenin normal bir
yasam siirmesi bu genlerin dengeli bir sekilde ¢alismasi ile baglantilidir. Aksi takdirde bu genler

arasindaki herhangi bir diizensizlik kansere neden olmaktadir [15].

Kanser gelisimini tetikleyen etiyolojik faktorler kalitsal ve ¢evreseldir. Genetik mutasyonlarin
olusumuna zemin hazirlayan kimyasal maddeler, tiitiin triinleri, 1s1ma, diyet, yaslanma ve
virtisler timor olusumuna neden olan ¢evresel faktorler olarak siralanabilir. Proto-onkogenler,
herhangi bir mutasyon sonucunda kanser yapict onkogenlere doniismektedirler. Onkogenler ve
timor baskilayict genlerde goriilen genetik bozulma, iirettikleri normal hiicrelerin yasam
dongiisiiniin kontroliinii saglayan proteinleri bozarak kanser gelisimine neden olmaktadir. Buna
ek olarak, kanser hiicrelerinin 6liimsiiz olmas1 ve siirekli gogalmasinin telomeraz aktivitesi ve

apoptoz ozelliklerinde goriilen degisimlerinden kaynaklandigi saptanmustir.

Telomerler kromozomlarin iki u¢ bolgesinde bulunan ve mitoz boliinme sirasinda kesilerek
kisalan kromozama ait yapilardir. Hiicreler boliindiik¢e telomerler kisalir; boylece hiicreler
oliime dogru gider. Ancak kanser hiicrelerinin 6nemli bir 6zelligi artan telomeraz aktivitesi ile
telomerlerin kisalan parcalarini tamamlamasidir. Bu durumun sonucu olarak hiicreler sinirsiz

boliinme 6zelligi kazanir [16].

Apoptoz ise programlanmis hiicre 6liimii olup, normal viicut hiicrelerinin fizyolojik isleyisini
korur ve hiicre sayisini kontrol eder. Apoptoz siirecini kontrol eden genlerde meydana gelen
herhangi bir aksama timor olusumuna ve gelisimine neden olmaktadir [17, 18]. Tim bu
bilgilere ek olarak yapilan bir ¢alismada, hiicrenin yaslandikga DNA molekiiliinde meydana
gelen hasarlarin arttig1 goriilmiistlir. Bu hasarlar ya bazi proteinler yardimiyla DNA iizerinde
giderilmekte ya da bazilarmin aktiflesmesi ile hiicrenin kendi kendini yok etmesi

saglanmaktadir [19].

2.2. Osteosarkom

Sarkomalar; iskelet, kas ve bag dokularinda goriilen bir ¢esit malin timdrdiir. Bu tiimor tipi
cocukluk ve ergenlik ¢aginda sik goriilmekle beraber 6zellikle kol ve bacaklarda yayilmaktadir.
Iskelet sisteminde tiimor kitlesinin kapladigi hacim temel alindiginda; bag dokuda fibrosarkom,
kikirdak dokuda kondrosarkom ve kemik dokuda osteosarkom olmak {izere {i¢ tiir birincil
kemik timdriinden s6z edilir [20]. En yaygin goriilen malin kemik kanser tipi %35°lik oranla

osteosarkomdir. Ikinci sik karsilasilan malin kemik kanser tiirii yetiskinlerde %30 oraninda
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kondrosarkom, ¢ocuklarda ise Ewing’s sarkomdur. Osteosarkom tiim ¢ocukluk c¢agi
kanserlerinin yaklasik %3.4’lik kismi ile bu donemdeki primer malin kemik tiimdrlerinin

%56’s1m1 olusturmaktadir [21].

Kemik; hayati organlar1 koruyan, hareketi saglayan, mineral depolayan 6zellesmis bir dokudur.
Insan viicudunda uzun, kisa, yass1 ve diizensiz kemikler olmak iizere 230’dan fazla kemik cesidi
bulunmaktadir. Osteosarkom hastaliginin primer olarak basladigi kemikler kopriiciik, kol,
uyluk, kaval kemikleri ve uzun kemiklerdir. Uzun kemiklerin baslica boliimlerini i¢i oyuk
diyafiz kismi, koni bi¢imli metafiz kism1 ve epifiz kismi olusturmaktadir. Diyafiz kortikal
kemik dokusundan olusurken, metafiz ile epifiz kansel6z kemik dokusundan olusmaktadir.
Cocuk kemiklerinde metafiz ve epifiz arasinda biiyliime plakalari yer almaktadir [22]. Yetiskin

uzun kemigin yapist Sekil 2.2° de gosterilmistir.

Proksimal epifiz —] (455
Metafiz { - N Siingerimsi kemik doku
[ Epifizeal hat
Kirmizi kemik iligi
= Sik1 kemik doku
Endosteum
o Mediiler kanal
Divyafiz — i Sar1 kemik iligi
Periosteum
8; Besin atardamari
Metafiz —
Distal epifiz —
Kikirdak doku

Sekil 2.2. Yetiskin uzun kemiklerin yapis1 ve boliimleri.

Kemik, gorevlerini yerine getirmeyi siirdiirebilmek hedefi ile hasar goren kismini tamir eden
dinamik bir dokudur. Transkripsiyon faktorleri ve reseptor proteinlerinin destegi ile kemik
hiicrelerini olusturan osteoblast hiicreleri ve bu hiicrelerin yikimindan sorumlu osteoklast
hiicreleri sistematik bir bi¢imde ¢alisarak kemik dokusunu olusturmaktadir. Osteoblast

hiicreleri diizenleyici transkripsiyon faktorlerin yonlendirmesi yardimi ile mezenkimal kok



hiicrelerden  gelisir, farklilasir ve olgunlasirlar. Olgunlasan osteoblast hiicreleri

minerallesmemis kemik matrisi osteoite farklilagir [23].

Osteosarkom, tiimoral osteoid veya olgunlasmamis kemik hiicrelerinin kemik yiizeyinden
kontrolsiiz cogalmasi ile gelisim gdsteren primer malin tiimériidiir. Diinya Saglik Orgiitii’niin
(WHO) yaptig1 tiimor siiflamasi osteosarkomu, histolojik olarak kii¢iik hiicreli, geleneksel,
periostal, paraossal, diisiik malinli ve yiliksek malinli osteosarkom olmak iizere ¢esitli alt

gruplara ayirmaktadir. Bu alt siniflar farkli molekiiler ve biyolojik 6zellikler gostermektedir.

Osteosarkom tiim kemik tiirlerinde goriilmekle beraber; ¢ocukluk ve ergenlik donemindeki
bireylerde baslica femur ve tibia gibi uzun kemiklerin iki ucunda bulunan ve hiicre biiyliimesinin
gerceklestigi kemigin metafiz bolgesinde goriilmektedir. Kemik biiyiimesi ergenlik doneminde
artis gosterdiginden dolay1 bu ¢agdaki bireylerde hastaligin goriilme siklig1 yetigskinlere gore
daha fazladir. Kemik biiylimesi etkisinden dolay1 cocuk ve ergen bireylerde siklikla uzun

kemiklerde, yetiskinlerde ise aksiyal kemiklerde bu hastaliga rastlanmaktadir [20].

Osteosarkom tiimdrlerinin  olugsma nedeni kesin olarak bilinmemekle birlikte genetik
diizensizlikler, ¢evresel ve epidemiyolojik faktorler osteosarkomun etiyolojisi olarak
tanimlanabilir. Iyonlastirici radyasyon, alkilleyici ajan gibi cevresel faktorlerin yani sira kemik
dokusundaki genisleme ve zayiflama ile kendini belli eden Paget hastaligi, Li-Fraumeni

sendromu gibi hastaliklar genetik risk faktorleri olarak siralanabilir [24].

2.2.1. Klinik tedavi yontemleri

Osteosarkom mikro metastazik bir hastalik oldugundan herhangi bir asamada, genellikle
akciger, kemik ve yumusak dokulara yayilmaktadir. Genis bir bolgeye yayilan osteosarkom
merkezi sinir sistemini de etkilemektedir. Gelisen akciger metastazi sonucu olusan solunum
yetmezligi hastayr Oliime gotiirmektedir. Uygulanacak tedavi yontemleri metastazin

engellenmesi ve uzun siireli iyilesme hedeflenerek secilmektedir.

Primer osteosarkom, bolgesel agr1 ve sisme semptomlari ile teshis edilmektedir. Metastazi
engellemek ve uzun siireli iyilesme saglayabilmek i¢in cerrahi operasyon ve kemoterapi gibi
birgok farkli tedavi yontemi bir arada kullanilmaktadir. Sadece cerrahi operasyon uygulanan
hastalarin %20°lik bolimi kurtulurken; ¢oklu kemoterapi destegi ile bu oran iicte ikiye

yiikselmistir [20].

Osteosarkom hastaliginin basarili tedavisi cerrahi operasyon ile lezyonlu bdlgenin ¢ikarilmasi,

ameliyat oncesi ve sonrasinda yapilan kimyasal tedavi ve 151n tedavilerinin sistematik bigimde



bir arada uygulamalari ile miimkiin olabilir. Geri kalan tiimor hiicreleri kimyasal tedavi ile yok

edilmekte ve metastazi engellenmeye ¢alisilmaktadir [3].

Cerrahi islem Oncesi uygulanan kemoterapinin amaci tiimor dokusunun yikimi ve olast mikro
metastazik hiicrelerin yok edilmesidir. Tiimoriin tipi, yeri ve kapsamina baglh olarak yapilan
cerrahi operasyonun amaci, yeterli miktar lezyonun tek parca halinde c¢ikarilmasidir.
Operasyon sonrasi uygulanan kemoterapide ise iyilestirme hedeflenmektedir. Cerrahi miidahale
ve kemoterapi ile hastalarin %60-70’lik kisminin yasam siirelerinin uzun donemde

arttirtlabildigi kanitlamistir [25].

Kullanilan kemoterapi ajanlar1 uzun siireli kalp ve akciger problemlerine, duyma kayiplarina,
biiyiime ve gelismede azalmaya ve ikincil kanser gelisimine neden olmaktadir [26]. Kemoterapi
sonrasi karsilasilan sorunlar1 ortadan kaldirmak ve metastaz goriilen vakalari iyilestirebilmek
amaciyla kemoterapi ile birlikte kok hiicre nakli ve tiimor hedefli ilag tasinim sistemlerinin
kullanimi1 aragtirilmaktadir. Farkli bilimsel alanlardaki gelismeler dogrultusunda, kemoterapi
ve radyoterapi gibi gelencksel yontemlerin yani sira molekiiler ve hiicresel olarak alternatif

tedavi yontemleri de gelistirilmektedir [25].

2.3. Melatonin

Melatonin (N-asetil-5-metoksi-triptamin) tiim canlilarda bulunan ve memelilerde beynin epifiz
bezi (pineal gland) bolgesinden salgilanan bir hormondur [27-30]. Bu hormon isim babasi da
olan Lerner tarafindan sigir beyninin epifiz bezi bolgesinden izole edilmistir [30]. Sentez
mekanizmasina gore triptofan hormonu bir dizi biyokimyasal reaksiyon gegirerek melatonine
doniigsmektedir. Sekil 2.3’te goriildiigii gibi; triptofan pineal hiicre igerisinde triptofan-5-
hidroksilaz ve dekarboksilaz ile serotonine; ardindan N-asetiltransferaz ve hidroksindol-O-
metiltransferaz enzimleri ile melatonine ¢evrilir [31]. Memelilerde bu hormon epifiz bezi
disinda, retinada, sindirim borusunda bulunan 6zellesmis hiicrelerde, kemik iligi hiicrelerinde,

yumurtalikta ve deride tiretilmektedir [32].
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Sekil 2.3. Epifiz bezinde melatoninin metabolik yolagi [31].

Icerdigi indol halkasi, metoksi grubu, asetil gruplar1 ve uzun karbon zincirleri nedenleri ile
melatonin lipofilik bir molekiildiir ve sudaki ¢oztiniirliigi disiiktiir [33-35]. Molekiil agirlig
232.3 g/mol ve erime noktast 116-120°C araligindadir [36]. Kan serumundaki yarilanma

omriiniin giin igerisinde 15 ile 60 dakika arasinda degistigi ¢esitli caligmalarda hesaplanmistir

[37].

Melatonin 1s18a duyarli bir hormondur ve Karanlikta retina vasitasi ile salgilanmaya
baslamaktadir. Kanda gece saat 2’de en yiiksek konsantrasyonuna ulagsmaktadir, ilerleyen
saatlerde de kandaki seviyesi gittikge azalmaktadir [38]. Giin igerisinde yasa bagli olarak
degismeksizin ortalama melatonin tiretimi 20 pg/mL, gece boyunca ise kandaki miktar1
yaklasik 200 pg/mL olarak belirlenmistir [39]. Bu durum melatonine viicudun giinliik ritmini,
bir bagka deyisle biyolojik saatini diizenleyici islev kazandirmaktadir. Melatoninin uykuya
dalma hizina etki ettigi kadar uyuma siiresi ve kalitesine olan etkisini de gdsteren caligmalar
yapilmistir [40-43]. Ayrica, melatoninin kemik olusumu, viicut sicakliginin kontrolii ve ¢esitli
hormonlarin salgilanmasini diizenledigini ispatlayan ¢aligmalar mevcuttur [32, 44]. Melatonin,
bagisiklik sistemini diizenleyici molekiillerin gen ifadelerini diizenler, ayrica bagisiklik sistemi
hiicrelerinde etkili bir apoptoz inhibitoriidiir [45]. Hayvan ve insanlar iizerinde yapilan
caligmalarda bu hormonun tiimor hiicrelerinin ¢ogalmasini, biiylimesini ve metastazini
engellendigi goriilmiistiir [5, 6, 46-48].
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Melatonin reaktif oksijen ve azot serbest radikallerini indirgeyen dogal bir antioksidandir [49].
Y apisindaki indol halkasi, hidroksil radikallerini (*OH) baglayarak bu hormona etkin bir radikal
uzaklastiric1 6zellik kazandirmaktadir [50]. Indirgedigi kamitlanmis serbest radikallerden
bazilar1 hidrojen peroksit (H202), azot oksit (NO=¢), peroksinitrik asit (ONOQ-¢) ve peroksit
radikal (LOOQe¢) seklinde siralanabilir. Hiicre igerisinde bulunan temel antioksidanlar; enzimleri
uyarma, bu enzimlerin etkinligini arttirma ve enzimleri oksidatif saldirilardan koruma gibi
islevlere sahiptir [51, 52]. Farmokolojik konsantrasyonlarda ise makromolekiilleri, 6zellikle de
DNA molekiiliinii, perdeleyerek insani dejeneratif hastaliklardan korudugu gosterilmistir.
Ayrica hiicre i¢inde mitokondride meydana gelen oksidatif fosforilasyon etkinligini arttirarak,
serbest elektron sizintisini engellemekte; boylelikle serbest radikal olusumunun azaltilmasina
yardime1 olmaktadir [53]. Reaktif oksijen ile etkilesen bu molekiil, elektronunu radikal gruba
vererek indol amin katyonuna yiikseltgenir. Sekil 2.4’te melatoninin siiper oksit anyon radikali
varhiginda  N-asetil-N-formil-5-metoksiknuramin  metabolitine  doniisiim  basamaklari

goriilmektedir [54]. Bu basamaklar ¢ok kisa siirede ger¢eklesmektedir.
A. Elektrofilik ara bilesenlerin liretimi:

R - Vv Re
H0, ——% +OH +OH

Fe2 — ° Fe®

B. Elektrofilik ara iiriinlerin melatonin indolamin tarafindan detoksifikasyonu:

CH30 : . CHa=CHy—~NH—-CO~CHj,
E Melatonin
Elektron alici l + Re, *OH, Fe*3

CHz0O CHa—CHa—NH—CO—=CHg,
@ |
™
[

indol katyon radikali

Radikal siipiiriicii l +0r

CHL0 CHO— CHa—CHz—NH— CO—CHg

U Ni-asetil-N2 Formil-5-metoksikuramin
MHCHO

Sekil 2.4. Melatonininin serbest radikalleri uzaklastirma mekanizmasi [54].

Belirli kosullarda melatoninin antioksidan 6zelligi ile hiicre i¢inde etkinlik gosteren diger

antioksidan molekiillerini karsilastiran cesitli calismalar yapilmistir. Melatoninin 6zellikle
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vitamin E ve C den daha gii¢lii ve koruyucu oldugu; ayrica belirli kosullar ve ortamlarda serbest

radikaller tizerinde diger antioksidan molekiillerinden daha etkili oldugu gorilmistiir [32].

Melatoninin bu farkli islevlerini hiicrelerde gergeklestirebilmesi i¢in hiicre zari, sitoplazmasi
ve ¢ekirdeginde yer alan ti¢ farkli ana reseptor tipi ve bunlarin alt tipleri tanimlanmistir [55,
56]. Bu reseptorler; hiicre zarinda yer alan yiiksek afiniteli MT1 ve diisiik afiniteli MT2
reseptorleri, sitoplazmada kalsiyum baglayici haberci protein olan kalmodulin reseptorleri ve
cekirdekte ise retinoid bagimli, az kullanilan hormon reseptorii olan RZR ve ROZ olarak
siralanabilir [57-59]. Melatonin, MT1 ve MT2 reseptorleri araciligi ile sirkadiyen ritmine katki
saglama, bagisiklik sistemini ve kalp dolagim sistemlerini ayarlama gibi fizyolojik cevaplari
iretmenin yaninda kanserden koruma, kemik fizyolojisi ve ndrodejenaratif rahatsizliklar

tizerinde etkin bir rol almaktadir [58, 60, 61].

Ozetlemek gerekirse; melatoninin baslica fizyolojik gérevleri; canlilarin biyolojik saatini
diizenlemek, bagisiklik sistemini kuvvetlendirmek, antioksidan etki gostererek hiicreleri
yaslanmaktan korumak, kemik rejenarasyonunu arttirmak, viicut isisini diizenlemek ve

dogrudan antikanserojen etki gostermektir [62].

2.3.1. Melatoninin kanser iizerindeki etkileri ve etki etme yollar:

Birgok dokuda ¢esitli fizyolojik gorevlere ve reseptorlere sahip melatoninin dogrudan ve
dolayl1 olarak antikanser etkilerinin oldugu bilinmektedir. Bu hormonun etkinligi hiicre kiiltiir
ortamina, karsinojenik molekiillere ve doku tipine gore degisim gosterir. Losemi, melanoma,
noroblastoma, gogiis, yumurtalik, prostat, kolon ve karaciger tiimorleri tizerinde galigmalar
yapilmis; uygulanan deney kosullarina, dozaj miktarina ve uygulandig: siireye gore etkinligi
degismekle birlikte melatoninin bu kanser hiicreleri {izerinde tiimor proliferasyonunu

durdurdugu kanitlanmistir [6, 63, 64].

Melatoninin dogrudan etki eden antikanser 6zelliginin yaninda kronobiyolojik diizenleyici,
antioksidan ve immiin destekleyici dzellikleri de dolayli olarak kansere etki etmektedir [48].
Melatoninin, insan meme tiimér hiicreleri mitokondrilerinin zar gegirgenligini ve biitiinligiini
degistirerek bu hiicreler iizerinde dldiiriicti etki gosterdigi diigiiniilmektedir [65]. Ayrica, hiicre
ici apoptotik yolagr aktiflestirerek 16semi ve kati tlimorleri 6ldiirdiigiinii gosteren ¢alisma da
mevcuttur [66]. Birgok ¢alismada melatonin konsantrasyonuna, ortam kosullarina ve timor
tipine bagl olarak p21/WAF1 ve p53 denilen tiimdr baskilayict genlerin etkinligini arttirarak
hiicre dongiistinii ¢esitli fazlarda durdurdugu gosterilmistir [4, 67-69]. Melatoninin timor
hiicrelerinin biiylime faktorlerinden biri olan linoleik asitin timdor hiicrelerine girisini saglayan

reseptorleri azalttig1 bilinmektedir. Tiim bunlara ek olarak tiimor baskilayici genlerde goriilen
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bozulmalar1 da gidermektedir. Hiicre zar1, sitoplazmasi ve ¢ekirdeginde yer alan melatonin
reseptorleri yardimi ile hiicre i¢i ve disinda gerek antiproliferasyon, gerek antioksidan etkileri
ile hiicreler kanser olusumundan korunmaktadir. Melatoninin, serbest radikalleri indirgeyen
antioksidatif 6zelligi yardimi ile kanserlesme egilimindeki DNA hasarlarii onledigi ve
boylelikle dolayli olarak olasi kanser olusumu engelledigi bilinmektedir [70]. Bu hormonun
insan bagisiklik sistemi hiicrelerinden olan monosit ve akyuvar hiicrelerinin {iretimini
diizenlemesinin yaninda interferon-gama ve interlokin adi verilen sitokinlerin artisini
saglayarak immiin sistemi gii¢lendirdigi ortaya konulmustur [71]. Yapilan calismalarda
melatoninin timdr hiicresinin telomeraz aktivitesini azalttifi sonucuna varilmistir. Ayrica
melatoninin kemoterapide kullanilan ilaglarin etkinligini arttirdigi goriilmistiir. Kanser tedavi
yontemlerinden olan radyoterapi ve kemoterapi esnasinda destekleyici olarak kullanilan
melatoninin hastalarin agrilarin1 dindirdigi, yan etkilerin goriillme sikligini azalttigi ve

hastalarin yasam siirelerini uzattig1 yoniinde sonuglar mevcuttur.

2.4. Hidrofobik Ajanlarin Sudaki Coziiniirliiklerini Arttirma Yéntemleri

Lipofilik ve suda az ¢oziliniir yapidaki melatoninin yiiksek konsantrasyonlari timér hiicrelerinin
cogalmasini engellemektedir. Viicut igerisinde farmakolojik olarak bu etkiyi saglayabilmek i¢cin
melatoninin sudaki ¢oziintirligiiniin arttirilmasi gerekmektedir. Hedef organda bir anda salim
yapabilecek bir sistemde, calisilan malzemenin de biyouyumlulugu oldukca 6nemlidir. Verilen
bu bilgiler 1s1¢inda hidrofobik ilaglarin sudaki ¢oziiniirligiini arttirma teknikleri dikkate
alinmistir. Bu teknikler; parcacik boyutlarimi degistirme, kat1 dagilimi, kriyojenik teknikler,

nanosiispansiyon ve siklodekstrinlerle inkliizyon kompleksi olusturma olarak siralanabilir [72].

2.4.1. Parcacik boyutunu kiiciiltme

Kiigiiltiilen madde boyutu hidrofobik maddenin yiizey alaninin arttirilmasina neden olmaktadir.
Artan yiizey alan1 sayesinde hidrofobik madde ¢oziiciisiiyle daha fazla etkilesime girmekte ve
¢oOziiniirligli artmaktadir. Ezme ve 6gtlitme gibi geleneksel yontemler hidrofobik yapiy: belirli
boyutlara indirebilmekte, mikronize etme, sprey kurutma gibi ileri yontemler ise bu yapilari
daha da kiigiik boyutlara getirmektedir. Bu yontemin dezavantaji ilacin doygun ¢oztiniirliigiine

herhangi bir etkisinin olmamasidir [73].

2.4.2. Kat1 dagilim

Bu yontem, hidrofobik maddenin suda iyi ¢o6ziiniir bir tasiyict igerisinde dagitilmasinin;
ardindan sogutma ve vakumda kurutma yontemleri ile kati1 hale getirilmesi teknigidir [74].
Fizikokimyasal 6zelliklerin tekrarlanabilirlik problemi, ilag¢ ve tasiyicinin fiziksel ve kimyasal

kararsizliklar1 bu teknikte goriilen baslica dezavantajlardir [75].
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2.4.3. Nanosiispansiyon

Bu teknik, nanometre boyutlarindaki ila¢ partikiillerinin mikron mertebedeki c¢oziiciide
kolloidal olarak dagiltilmasina dayanmaktadir [76]. Coktiirme, yiiksek kayma gerilimi
yardimiyla Ogiitme, emiilsiyon ve yiiksek basingta homojenlestirme yontemleri
nanosiispansiyon ¢esitleridir. Yontem, hidrofobik molekiiliin ¢oziiniirliiglinii ve ¢6zlinme hizini

arttirmakla birlikte yavas ilag salimina olanak vermektedir [77].

2.4.4. Kriyojenik teknikler
Bu yontemde nano boyutta, yiiksek gozenekli, amorf haldeki ilag¢ partikiilleri iiretilerek ilag
cozlnlrliigl disiik sicaklikta arttirilmaktadir. Yiksek islatilabilirlik ve ylizey alani bu

yOntemin avantajlaridir [78].

Bu yontemlerle karsilastirildiginda, suda az ¢oziiniir ilaglarin suda ¢oziiniirliigiinii, ¢oziinme
hizini, kararliligini ve biyouyumlulugunu daha kesin bir bi¢imde arttirdigi kanitlanan
siklodekstrinlerle inkliizyon kompleksi olusturma teknigi, ilerleyen boliimde detayli bir sekilde
aciklanmustir [78].

2.5. Siklodekstrinler

Sikloamiloz, siklomaltoz, sikloglukan ve Scharinger dekstrinleri olarak da bilinen
siklodekstrinler, birbirlerine a-(1,4) bagi ile baglanmis ve yapisal gerilimlerden 6tiirli en az 6
D(+) glikopiranoz birimlerinden olusan halkali oligosakkaritlerdir [79, 80]. Dogal
siklodekstrinler nisastanin Bacillus macerans, Klebsiella oxytoca, Bacillus circulans ve
Alkalophylic bacillus gibi ¢esitli basil bakteri tiirleri tarafindan siklo glikoziltransferaz (SGTaz)
enzimi ile par¢alanmasi sonucu olusmaktadir [79]. Sirasiyla 6, 7 ve 8 glikopiranoz birimi igeren
a-, B- ve y- siklodekstrin olmak {iizere ii¢ temel siklodekstrin g¢esidi vardir. Bu temel
siklodekstrinlerin kimyasal yapilart Sekil 2.5’te gosterilmektedir. Glikopiranoz birimleri
arasindaki baglarin serbest donme hareketi eksikliginden dolayi, siklodekstrinler toroidal
sekildedir [80]. Halkanin i¢ kisminda yer alan glikosidik oksijen ve metil protonlar1 bu bolgenin
apolar; halka dis kisminda ikamet eden hidroksil gruplar ise ilgili bolgenin polar bir yapida
olmasina neden olmaktadir. Dolayisiyla siklodekstrinlerin sahip oldugu bu polarite farki

halkanin i¢ kismina hidrofobik, dis kismina ise hidrofilik 6zellik kazandirir [81, 82].

Temel siklodekstrinlerin suda az ¢6ziinlir olmalar1 bu yapilarin kullanimindaki en 6nemli
dezavantajdir. Hidroksil gruplar1 arasinda olusan hidrojen baglari ile ilgili olan bu durum, ilgili
gruplarin yiiksek ¢oziiniirliikte gruplarla yer degistirme reaksiyonu ile lehe cevrilir. En ¢ok

tercih edilen gruplar karboksimetil, hidroksipropil (notr) ve siilfobiitil (negatif yiiklii)
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gruplaridir. Uygulama amacina gore temel siklodekstrinlerin fonksiyonel gruplari modifiye

edilerek yiiklii, pH ve metal iyon kontrolii olan siklodekstrinlere doniistiiriilmektedir [83].
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Sekil 2.5. a-, B- ve y- siklodekstrinlerin kimyasal yapilarinin karsilastirilmasi [84].
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Cizelge 2.1. Temel ve modifiye edilmis siklodekstrinler ve karakteristik 6zellikleri [85, 86].

Oda
. - Toptan
Molar yer | Molekil | g canlarda oral | Sicakliginda _ P
. . SR ) Fonksiyonel fiyati
Siklodekstrin degistirme | a8l | piyouyumluluk su _
) T, grup (Amerikan
derecesi (Da) (%) ¢oziintirltigi
Dolar1 /kg)
(mg/mL)
a-Siklodekstrin
- 972 1 145 - 45
(0-CD)
B-Siklodekstrin
- 1135 0.6 18.5 -H 5
(B-CD)
2-Hidroksipropil-
p-siklodekstrin 0.65 1400 3 >600 CH,CHOHCH; 300
(HPBCD)
Siilfobiitileter- B-
siklodekstrin 0.9 2163 16 >500 -((CH2)4S03)" -
(SBECD)
Metillenmis- B-
siklodekstrin 1.8 1312 <12 >500 -CHs 350
(MeBCD)
v-Siklodekstrin
- 1297 0.02 232 -H 80
(v-CD)
2-Hidroksipropil-
v-siklodekstrin 0.6 1576 <0.1 >500 - 400
(HPYCD)

Cesitli siklodekstrinlerin fizikokimyasal 6zellikleri ile fonksiyonel gruplari Cizelge 2.1°de
karsilagtirllmistir.  Cizelge, temel ve tiirevlenmis siklodekstrinlerin fizikokimyasal
ozelliklerinin birbirlerinden oldukga farkli oldugunu gostermektedir. Glikopiranoz birim sayisi

arttikca molekiil agirligi artmaktadir. Siklodekstrinlerin bosluk yiiksekligi ayni oldugu i¢in
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molekiil agirligindaki bu artis merkez boslugunda genislemeye neden olmaktadir. Bosluk
capinda goriilen artis misafir molekiil ile siklodekstrin boslugunun daha iyi etkilesimine olanak
saglayacagindan siklodekstrinin inkliizyon kompleksi olusturma kapasitesini arttirmaktadir.
Glikopiranoz birim bagma diisen yer degistirme derecesi, reaksiyonun gercgeklestigi glikoz
birimine ve misafir molekiile bagli olarak siklodekstrinlerin kararliligina ciddi bir sekilde etki
etmektedir [87]. Sicanlar iizerinde yapilan galismalara gore en iyi biyouyumluluk metillenmis
ve hidroksipropillenmis siklodekstrinlerde ~goriilmektedir. Insanlar iizerinde yapilan
toksikolojik ¢alismalarda HPBCD molekiiliiniin giinliik 16 grama kadar alinabildigi; agiz ve
damar yoluyla toksik etki olmaksizin kullanilabildigi goriilmiistiir [88]. Ayn1 zamanda sudaki
¢oziiniirlik goz oniline alindiginda HPBCD molekiiliinlin temel ve tiiretilmis siklodekstrinler
arasinda suda en yiiksek ¢oziinilirliige sahip oldugu goriilmektedir. HPBCD molekiilii diger
tiirevlenmis siklodekstrinlere goére daha ucuzdur. Genelde primer veya sekonder hidroksil

gruplarinin 2-hidroksipropil grubuyla yer degistirilmesi ile HPBCD elde edilir [88].

2.6. Inkliizyon Kompleksleri

Hidrofobik bosluga sahip olan siklodekstrin (ev sahibi) molekiilii igerisine baska bir molekiiliin
(misafir) kismen ya da tamamen girmesi ile “inkliizyon kompleksi” denilen yapilar
olusmaktadir. Ev sahibi ve misafir molekiilii arasinda Van der Waals ve hidrofobik etkilesimler
gibi fiziksel kuvvetler kararli kompleks olusumundan sorumludur [89]. Kompleks olusum
mekanizmasi, Oncelikle polar ¢oziiciiniin, igerisine girdigi apolar mikro ¢evreye sahip
siklodekstrin boslugundan ¢ikmasiyla baslar. Hidrofobik etkilesimlerin artmasi nedeni ile
hidrofobik misafir molekiil siklodekstrin halkasinin igerisine girer. Misafir molekiil ile
siklodekstrin boslugunun boyut olarak birbirine uygunlugu ve misafir molekiiliin siklodekstrin
icine girmesini saglayacak siirlicii gii¢ tipi kompleks olusumunda 6nemli faktorler olarak
siralanabilir [90]. Misafir ile siklodekstrin molekiillerinin birbirine gore bagil boyutu;
olusturacaklar1 kompleksin stokiyometrik oranlarinin yaninda, misafirin siklodekstrin
bosluguna giris yoniinii de belirlemektedir. Bir siklodekstrin molekiiliine bir ya da iki misafir
molekiiliin girmesi ile sirastyla 1:1 ve 1:2 inkliizyon kompleksi olusabilir. Inkliizyon kompleks
tiirleri ve misafir molekiiliin bagil boyutunun inkliizyon kompleksi olusumuna etkisi Sekil 2.6
ve 2.7°de gosterilmistir [89]. Konu termodinamiksel agidan soyle yorumlanabilir: sulu
siklodekstrin ¢ozeltisinde, siklodekstrin boslugu ve bu bosluk igerisindeki su molekiilleri
arasinda apolar-polar etkilesim goriilmektedir. Bu etkilesim ortamin entalpisini
yiikseltmektedir. Ortama apolar bir molekiil eklendiginde ise su molekiilleri ortamdan ayrilir

ve misafir molekiiller siklodekstrin boslugu ile apolar-apolar etkilesime girer. Boylelikle
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siklodekstrin boslugu daha diisiik enerjili ve kararli hale gelmektedir [91]. Misafir molekiiliin

siklodekstrin molekiilii ile inkliizyon kompleksi olusturma mekanizmas: Sekil 2.6’da

sunulmustur.
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Sekil 2.6. Siklodekstrin molekiiliiniin inkliizyon kompleksi olusumunun sematik gdsterimi.
Misafir molekiil p-ksilendir, kiigiik daireler su molekiiliinii temsil etmektedir [79].

Serbest haldeki siklodekstrin ve misafir molekiil arasinda termodinamik bir denge (Esitlik 2.1)

s6z konusudur [92].

Serbest misafir molekiil + serbest siklodekstrin «—»> Siklodekstrin/misafir molekiil — (2.1)
Inkliizyon kompleksi olusumu ve ayrimi arasinda olusan denge sabitine (K) bakilarak olusan

inkliizyon kompleksinin kararliligi hakkinda bilgi edinilebilmektedir [80, 93, 94].

,
T O L
(@) (b) (c) (d)

Sekil 2.7. Inkliizyon kompleks tipi (a) (1:1) ve (b) (1:2); (c, d) bagil boyutlarin kompleks
olusumuna etkisi [93].

Siklodekstrin ve misafir molekiiliin inkliizyon kompleksi olusturmasi amaciyla kullanilan
¢ozilicli ortaminin, sicakligin ve ¢ozelti dinamiklerinin de kompleks olusumundaki etkisi goz

ard1 edilemez. Misafir molekiiliin ¢oziiniir halde olmasi, kompleks olusacak ortamin belli
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sicakliga kadar 1sitilmasi, kullanilan c¢oziiciiniin misafir ve siklodekstrin ¢oziiniirliigiini
arttiracak sekilde se¢imi kompleks verimini arttirici faktorlerdir. Kompleks olusturulan ortamin
kompleks olusturma verimine pozitif anlamda etkisi oldugu bilinmektedir. Ayrica etanol ve
dietil eter gibi organik ¢oziicliler misafir molekiiliin ¢6ziiniirliigiini arttirirken ayn1 zamanda

buharlastirilarak kolayca uzaklastirilabilmektedirler [94].

2.6.1. inkliizyon komplekslerinin iiretim yontemleri

Temelde ev sahibi ve misafir molekiiliin etkilesime gegebilmeleri ya da sicaklik farkinin siirticti
gii¢ olarak kullanilmasina dayanan 6giitme, yogurma, kati i¢inde dagilma, birlikte ¢okeltme,
notiirlestirme, liyofilizasyon, sprey ile kurutma, eritme, siiper kritik karbondioksit ve
mikrodalga uygulamas: yontemleri ile inkliizyon kompleksleri iiretilmektedir. Uretim yontemi

olusacak son iiriiniin kullanim alanina gore se¢ilmelidir [79, 89, 94].

Ogiitme yontemi: Kompleks bilesenlerinin havan yardimiyla daha kii¢iik boyutlara indirilerek
kompleks olusturulmasidir. Siirecin yavas ve kompleks veriminin diisiik olmasi yontemin

dezavantajlaridir [89, 95].

Yogurma yontemi: Siklodekstrine az miktarda su eklenerek bulamag haline getirilir. Ardindan
uygun ve az miktarda ¢oziicli kullanilarak misafir molekiil siklodekstrin camuruna ilave edilir.
Olusan bulamag karistirildiktan sonra buharlastirilir ve kat1 inkliizyon kompleksi elde edilir

[96]. Elde edilen yapilar gergek inkliizyon kompleksi olmamaktadirlar [97].

Kati igerisine dagilma yontemi: Kompleks bilesenlerinin ayr1 ayr1 etanol ve su ¢oziiciilerinde
hazirlanmasi, sonra ¢ozeltilerin dengeye gelene kadar karistirilmas: ve son olarak vakumda
kurutularak kati inkliizyon kompleksi elde edilmesidir. Uzun islem stireci ve diisiik kompleks

olusum verimi karsilasilan dezavantajlardir.

Birlikte ¢cokeltme yontemi: Mekanik ve termal stirticii giiclerle kompleks elde etme teknigidir.
Belli bir sicakliga kadar isitilan ve karistirilan siklodekstrin ¢ozeltisine yiiksek sicakliga
dayanikli misafir molekiiliin eklenmesi, ardindan karisma esnasinda ilgili ¢6zeltinin
sogutulmasi ile olusan ¢okelti halindeki inklizyon kompleksinin santrifiij yardimi ile
toplanmasidir. Bu yontemin en biiyiik dezavantaji ise zaman, 1sitma ve sogutma igin gereken

enerji miktar1 ve yiiksek maliyet gibi 6l¢ek biiyiitmede yasanan sikintilardir [98, 99].

Notiirlestirme yontemleri: Siklodekstrin ve misafir molekiilii ayr1 bir baz ¢o6zeltisinde
karistirilarak pH tespit edilir. Ardindan asit eklenerek karistirilir ve pH 7.4 oldugunda olusan
inkliizyon kompleksi ¢oker. Cokelti izole edilir, kurutulur ve saklanir. Yiiksek maliyeti ve

alikonma siiresi uzun bir teknik olmasindan dolay1 endiistriyel kullanimi kisitlidir [100].
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Liyofilizasyon yontemi: Misafir molekiil ile siklodekstrin bir araya getirilir. Ardindan
dondurma ve kurutma islemi sirayla uygulanir. Bu yontem vasitasi ile elde edilen nihai

inkliizyon kompleks amorf yapidadir. Bu durum hizli ¢6ziinmeye neden olmaktadir [101].

Sprey ile kurutma yéntemi: Inkliizyon kompleksinin uygun ¢oziicii ortaminda dengeye gelene
kadar kanistirildiktan sonra ¢ozeltinin piiskiirtiilerek kurutma yontemi ile kompleks elde
edilmesine dayanan bir tekniktir. Bu yontem misafir ve ev sahibi molekiillerin arasinda iyi bir
etkilesim saglarken, diisiik kompleks olusum verimi ve termal stres karsilasilan kisitlamalaridir

[102].

Eritme yontemi: Ince toz haldeki siklodekstrin ile eritilen misafir molekiilii karistirilir ve
sogutularak kati kompleksler elde edilir. Yontem, diisiik kompleks olusturma verimine sahiptir
[103].

Siiper kritik karbondioksit yontemi: Siklodekstrin ve misafir molekiilii uygun ¢oziicii i¢inde
karistirildiktan sonra siiper kritik kosullardaki karbondioksit gazi bulunan tanka beslenir.
Siklodekstrin karigim ¢ozeltisi kaba piiskiirtiildiigiinde bu iki ¢6zelti birbiri igerisine diflizlenir.
Olusan basing fark: stiriicli gii¢ olarak kullanilmaktadir. Cozeltiler arasindaki genlesme farki
nedeniyle asir1 doygun hale gelen kompleks ¢oker ve coziicli sistemden uzaklasir. Toksik,
yanict olmayan ve 1sitya dayanikli olmayan maddelerle caligmaya elverigli olmasi baslica
avantajlar1 olarak siralanabilir. Tim organik ¢oziiciilerle ¢alisilamamasi ve yiiksek kurulum

maliyeti de yontemin dezavantajlaridir [102].

Mikrodalga yontemi: Uygun ¢oziiciide hazirlanan misafir molekiilii ile siklodekstrin ¢ozeltisi
kullanilarak mikrodalga yardimi ile inkliizyon kompleksi elde edilir. Genellikle bir ile iki
dakika arasinda degisen reaksiyon siiresi ve 60°C sicaklikta ¢aligilmaktadir. Bu sicaklik degeri
inkliizyon komplekslerinin bozulmaya basladig: sicaklik oldugundan dolay1 ¢alisilabilecek en
yliksek sicaklik degeridir. Teknik, ortam sicakliginda oldukg¢a kararli yapilarin olusmasini
saglayan kisa reaksiyon siiresi ve yiiksek kompleks verimi ile endiistriyel iiretime oldukga

elverislidir [73, 104].

2.6.2. Inkliizyon komplekslerinin karakterizasyon teknikleri

Inkliizyon kompleksinin dogru formunun olusup olusmadigi, stokiyometrisinin anlasilmas,
kararlilik sabitinin hesaplanmasi ve yapisinin belirlenmesi adina ¢esitli calismalar
yapilmaktadir. Uygulanacak yontemde olusturulmus kompleksin fiziksel hali de g6z ontlinde
bulundurulur. Kati inkliizyon kompleksi, taramali elektron mikroskobu (SEM), taramali

diferansiyel kalorimetre (DSC), termogravimetrik analiz (TGA), Fourier doniisiimlii infrared
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spektrofotometri (FTIR), niikleer manyetik rezonans spektrometrisi (NMR) ve X-1sin1 kirmimi
(XRD) gibi enstriimental analiz tekniklerinin yani1 sira; kompleks stokiyometrisinin ve
kararlilik sabitinin belirlenmesini saglayan “Higuchi Connor faz ¢oziintirlik egrisi” de

karakterizasyon ¢alismalarini gergeklestirmek amaci ile kullanilmaktadir.

2.6.2.1. Higuchi-Connor faz ¢oziiniirliik ¢calismasi

Inkliizyon kompleksi olusumunda, misafir ve ev sahibi molekiiliin arasinda kimyasal bir
reaksiyondan Ote fiziksel bir etkilesim s6z konusudur. Bu etkilesim kimyasal bir denge
cercevesinde yiiritiilmektedir. Dengeye gelmis kompleks reaksiyonunun kararlilik sabiti
(Kmn), serbest haldeki misafir ve ev sahibi molekiiliin kompleks olusturmasina yonelik
reaksiyonun olusum hiz sabiti (ko) ve kompleksin ayrigsma hiz sabiti (ka) ile alakalidir. Kararlilik

sabiti (Km:n) misafir molekiiliin kompleks igerisindeki kararliligi hakkinda bilgi vermektedir.

Bir birim misafir molekiiliiniin, 1 birim siklodekstrin molekiiliin igerisine kismen ya da
tamamen girmesi ile olusan inkliizyon kompleksi sitokiyometrik olarak 1:1 olarak
adlandirilmaktadir. Bilesenlerin kimyasal yapilarina bagli olmakla birlikte ¢ogunlukla 1:1
oranda kompleks elde edilmektedir. Bir siklodekstrin molekiiliiniin iki tarafina misafir
molekiiliin yerlesmesi ile 2:1 ve misafir molekiiliin iki ucuna ayr1 ayri siklodekstrin girmesi ile
goriilen 1:2 inkliizyon kompleksleri de mevcuttur. Higuchi ve Connors’in gelistirdikleri faz
¢oziiniirliik diyagrami yardimiyla hem olusturulan inkliizyon kompleksi tipi hem de kararlilik
sabiti degeri tespit edilir [105-107]. Esitlik 2.2°de ev sahibi ve misafir molekiiliin arasindaki

kimyasal denge reaksiyonu goriilmektedir.

mL +nCD =—2 LnCDy (2.2)
Esitlik 2.2°de “L” misafir molekiilii, “CD” siklodekstrini, LmCDn olusturulan inkliizyon
kompleksini, m ve n ise sirasi ile misafir ve siklodekstrin molekiillerin sitokiyometrilerini ifade
etmektedir. Esitlik 2.2 deki kimyasal denge reaksiyonun denge sabiti Esitlik 2.3 te gosterildigi
gibi hesaplanmaktadir.

[LmCDa]

Kmn = {micop

(2.3)

Esitlik 2.4 siklodekstrin olmaksizin misafir molekiiliin sudaki denge ¢oziintirliigiinii ifade eden

“Go” konsantrasyonunu gostermektedir.

[L]=Lo (2.4)
Esitlik 2.5 ve Esitlik 2.6 misafir ve siklodekstrin molekiillerinin toplam konsantrasyonlarini

ifade etmektedir.
[L]t= Lo + m[LmCDn] (2.5)
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[CD]: =CD + n[LnCDx] (2.6)

Esitlik 2.3°te ifade edilen [CD], [LmCDn], ve [L] degerleri sirasiyla Esitlik 2.7, 2.8 ve 2.9 ile
elde edilir.

[CD] = CD - n[LnCDx] 2.7)
[LiCD,] = —Hlth (2.8)
[L] = [L]:-n[LnCDy] (2.9)

Siklodekstrine gore birinci dereceden olan (n=1) faz ¢oziiniirliik sistemi i¢in Esitlik 2.10 su

sekilde tiiretilebilir.

mKL®[CD],

L, =
t 1+KLD

+ Lo (2.10)

[CD]t’ye karst [L]t degerleri grafige gecirildiginde, y eksenini kesen diiz bir profil elde
edilmistir. Bu grafige “faz ¢ozliniirlik diyagrami” adi verilir ve bu grafik Sekil 2.8’de
gosterilmistir. Bu grafigin egimi Esitlik 2.11°de verilmistir.

. mKL{'
Egim = —%
1+ KLD

(2.12)
Misafir molekiile gore birinci dereceden olan (m=1) sistemler igin, kararlilik sabiti K1:1 Esitlik
2.12’den hesaplanabilir.

egim

K11 = (2.12)

Lo*(1—egim)
Sitokiyometrik olarak 1:1 molar oranda olusturulan inkliizyon komplekslerinin denge kararlilik
sabitleri faz ¢oziiniirliik diyagramindan hesaplanabilir. Bu diyagramda farkli egri profilleri
ortaya ¢ikmaktadir. Bu profiller ¢6ziinebilir ve ¢éziinemez inkliizyon kompleksleri igin sirasi
ile A ve B tipi olmak {izere iki gruba ayrilmaktadir. B tipi egriler, az ¢dziliniir inkliizyon
komplekslerini ifade eden Bs ve ¢oziinmez inkliizyon komplekslerini ifade eden B, denilen alt
gruplara ayrilmaktadir. A tipi egriler ise AL (Siklodekstrin ¢oziiniirliigiine baglt olarak ilag
¢oziiniirliigiinde goriilen dogrusal artis), Ap (izotermden pozitif sapma) ve An (izotermden
negatif sapma) tipi denilen alt gruplara ayrilmaktadir. Siklodekstrin ve ilag ¢oziiniirliigiiniin
dogrusal artis gosterdigi AL tipi egriler 1:1 inkliizyon kompleksinin varligini kanitlamaktadir.
Ap tipi egrilerin gosterdigi inklizyon kompleksi tipi, ev sahibi molekiiline gore daha yiiksek
sitokiyometrik oranda misafir molekiille kompleks olusturmaktadir. An tipi grafigin
yorumlanmasi giictiir; herhangi bir kompleks olusturup olusturmadig kestirilemez. Bu duruma

coziiciide goriilen dielektrik sabitindeki degisimin neden olabilecegi diisliniilmektedir. Faz
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coziintirliikk grafigi egimi 1’den biiyiikse Ap, 1’e esit ve kiigiikse AL grafigi elde edilmektedir.
An grafigi ise kompleksin siklodekstrinin disinda olustugunu gostermektedir ve anlamsizdir

[105, 108].

[L]t
AL

AN

Bs Bi

> [Sk

Sekil 2.8. Higuchi- Connor faz ¢6ziiniirlikk grafigi [105].

2.6.3. Inkliizyon komplekslerinin kullanim alanlari

Inkliizyon kompleksinin 6nemi, siklodekstrin tarafindan tutuklanan hidrofobik misafir
molekiiliin fizikokimyasal 6zelliklerini gegici bir siire igin de olsa iyilestirmesidir. Bu 6zellikler
basta hidrofobik yapilarin suda ¢oziintrliigliniin fark edilir derecede artis1 olmakla birlikte,
misafir molekiiliin kararliligi, 1s1 yada UV 1sindan korunma, fiziksel hal degisim kontroli,
istenmeyen tat ve kokularin maskelenmesidir. Bahsedilen bu avantajlar inkliizyon
komplekslerinin ilag, yiyecek, kozmetik, ¢evre, tekstil ve ambalaj gibi sektorlerde siklikla

kullanilmasini saglamaktadir [107].

Toprakta bulunan agir metallerin ve organik Kirleticilerin belirlenmesinde kullanilan biyolojik
tayin testlerinde bu bilesenlerin duyarliliklarint arttirmak igin Siklodekstrinlerle inkliizyon
kompleksi olusturulmustur. Ayrica bu bilesenlerin ¢oziiniirliigli ve biyouyumlulugu arttirilarak
topragin 1slah1 da saglanmistir. Atik sulardaki organik kirleticileri gidermek amaciyla
gelistirilen polimerik sistem yapisina Siklodekstrin katilmistir. Bu polimerin Kirleticileri
adsorplama kapasitesinin arttigi goriilmiistiir [109-111]. Inkliizyon kompleksleri kontrollii
salim 6zelliginden dolay1 farmasdtik alanda da tercih edilir. Ugucu bilesenlerin siklodekstrinler

ile enkapsiile edilerek uzun siireli kullanimi saglanmaktadir. Etken maddelerle olusturulan
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inkliizyon kompleksleri, bu maddeleri 1518a, oksijene, buharlasma kayiplarina kars1 korumakta,
istenmeyen kokulart giderme ozelliklerinden faydalanarak kozmetik sektoriinde siklikla
kullanilmasina neden olmaktadir. Gida sektoriinde ise besinleri 1sisal ve oksidatif streslere, kot
tat ve kokulara kars1 korumak amaciyla ¢esitli gidalarla inkliizyon kompleksi olusturulur [8,
112, 113]. Misafir molekiiliin fizikokimyasal 6zelliklerinin arttirilmasi ve istenmeyen kokulari
uzaklastirma gibi birgok 6zelliklerinden dolayi gesitli siklodekstrinlerle olusturulan inkliizyon
kompleksleri ticari {irlin olarak piyasada yer almaktadir. Bu tiriinlerden bazilar1 Epicutin-TT,
Pickelex, Vivace, Retinol, Dexol A, Nutrients & Anti-aging Agents’dir [114, 115].

2.6.4. Inkliizyon komplekslerinin ila¢ sektoriinde kullanilmasi

Inkliizyon kompleksi, ilacin ¢dziiniirliigiinii, kararliligini, biyouyumlulugunu, gegirgenligini,
hedef organa etki etme siiresini ve raf dmriinii arttirmaktadir. Ilacin yan etkilerini azaltmasi ve
siklodekstrinlerin toksik etkilerinin olmamasi en biiyiik avantajlarindandir. Cesitli ilag yiiklii
kompleksin oral, bagirsak disi, okiiler, nasal ve rektal yollar ile viicuda etkisini inceleyen
caligmalar mevcuttur. Oral uygulamada cesitli ilaglar ile HPBCD kullanilarak olusturulan
inklizyon komplekslerinde, ilacin ¢6ziinme ve dagilma hizinin [116] ve agiz igi
biyouyumlulugun [117, 118] arttig1 gorillmistir. Bu 6zellikleri nedeni ile ilag yardimei
maddeleri olarak kullanilan siklodekstrinler piyasada yaklasik 30 farkli farmasoétik tirtinde yer

almaktadir. Bu tirlinlerden bazilari Cizelge 2.2°de gosterilmektedir.

Cesitli ilaglar kullanilarak tiretilen inkliizyon kompleksleri kontrollii ilag salim sistemleri olarak
incelenmistir. Hidrofobik siklodekstrinler uzun siirede ilag salimi yaparken hidrofilik
siklodekstrinlerin  hizli bir sekilde bu salimi gergeklestirdigini gosteren ¢alismalar
bulunmaktadir. Boylece ihtiyaca gore ilacin yavas ya da hizli salimini yapabilecek sistemler
gelistirilmektedir. Bagbag ve arkadaslar1 tarafindan (2014) yapilan ¢alismada hidrofobik bir ilag
olan Siklosporin A, HPBCD ve polihidroksietil-metakrilat (poli(HEMA)) kullanilarak gesitli
hidrojel tabanli tasiyict sistemler gelistirilmistir. Poli(HEMA-co-HPBCD) hidrojeli
politHEMA) yapisina HPBCD’nin ¢apraz baglanmasiyla elde edilmistir. Sonug olarak, HPBCD
iceren tagiyici sistemlerin uzun siireli salim yaptigi goriilmiistiir [119]. Kolon, deri ve beyin
hedefli ilag¢ tasiyict sistemleri inkliizyon kompleksleri yardimiyla gelistirilmektedir. Bunun
yaninda inkliizyon komplekslerinin protein, peptit ve gen tasiyict uygulama c¢alismalari

gelecekte radikal tedavi olarak dnemli bir rol oynayacaktir [120].
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Cizelge 2.2. Siklodekstrin igeren ticari ilaglar [85].

Siklodekstrin/ ilag Formiilasyon Ticari ismi Uretici Firma
a- Siklodekstrin
Alprostadil (PGEy, IV ¢ozeltisi Prostavasin Ono (Japonya)
Cefotiam hexetil HCL Oral Tablet Pensporin T Takeda (Japonya)
B-Siklodekstrin
Benexate HCL Oral tablet Ulgut Teikoku Kagaku Sangyou
(Japonya)
Dexamethasone Dermal merhem Glymesason Fujinaga (Japonya)
Nikotin Dilalt1 tablet Nicorette Pharmacia (Isvec)
Nitrogliserin Dilalt tablet Nitropen Nihon Kayaku (Japonya)
Piroxicam Oral tablet Brexin Chiesi (italya)
Tiaprofenik asit Oral tablet Surgamyl Roussel-Maestrelli (italya)
2-Hidroksipropil-g-
Slkl(.)dek.Strm Fitil Propulsid Janssen (Belgika)
Cisapride N - :
Indomethacin Goz dam.l'am N Indocid Chauvin (Frar)sa)
ltraconazole Oral ve IV (;O.ZG.}ltISI Sporanox Janssen (Belgika)
Mitomycin IV ¢o6zeltisi Ml_tozytrex SuperGen (USA)
MitoExtra Novartis (Isvigre)
Rastgele metillenmis-3-
siklodekstrin .
17p-Oestradiol %lg;g;glr:s{' Aerodiol Servier (Fransa)
Chloramphenicol . Clorocil Oftalder(Portekiz)
soliisyonu
Siilfobiitil p-siklodekstrin Vfend
Voriconazole IV ¢ozeltisi Geodon Pfizer (USA)
Ziprasidone melate IM ¢ozeltisi Zel dox, Pfizer (USA)

2.7. Mikrodalga Enerjisi

Mikrodalgalar, elektromanyetik spektrumun radyo dalgalar: ile kizilotesi 1sinlar arasinda yer
almaktadirlar. Dalga boyu 1mm ile 1 m arasinda iken, frekans1 300MHz- 300GHz arasinda olan
mikrodalgalar; ultraviyole, goriiniir ya da infrared 151k gibi diger elektromanyetik dalgalara

kiyasla daha diisiik frekansa ve enerjiye sahiptir.

Elektrik ve manyetik alan bilesenlerine sahip olan mikrodalgalar, dielektrik 1sitma mekanizmasi
araciligiyla 1sitma islemini gergeklestirmektedir. Bu 1sitma mekanizmasi mikrodalga igimasinin
elektrik alan bileseni ile iyonik ve dipolar tiirlerin etkilesmesi ile gerceklesir. Dipol momente
sahip molekiiller donme hareketine bagli olarak ortaya ¢ikan siirtiinme araciligi ile 1siirken,
yukli parcaciklar polaritelerinde meydana gelen degisimden dolay: kazandiklari kinetik enerji

vasitast ile 1sinmaktadirlar [121].

Mikrodalga cihazlar temel olarak mikrodalga kaynagi (jenaratdr), iletim hatt1 ve aplikatorden
meydana gelmektedir. Diisiik maliyet, giivenilirlik ve yiiksek verim avantajlarindan dolay1

magnetron tlipleri kullanilmaktadir. Isitilan katottan kopan elektronlar, anot ile katot arasinda
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dik ve sabit manyetik alan tarafindan déonmeye zorlanirlar. Dénen elektronlar mikrodalga
salimina doniismektedir. Bu 1simalar iletim hatt1 ile aplikatore gonderilir. Aplikatérden

1sitilmak istenen maddeye mikrodalgalar homojen yayilirlar.

Mikrodalga 1s1masi iletken maddelerin yilizeyinden yansirken, yalitkan maddelerin igerisinden
herhangi bir etki olmaksizin gecerler ve bu maddelerin i¢inde 1sinma gozlenmez. Dielektrik
ozellige sahip maddeler mikrodalga tarafindan 1sitilabilmektedir. Mikrodalgayr soguran
cozeltiyi igeren malzemeler de sogurma derecesine bagli olarak 1sinir [122]. Mikrodalganin bu

malzemelerle olan etkilesimi Sekil 2.9’da gosterilmistir.
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Sekil 2.9. Mikrodalganin ¢esitli malzemelerle etkilesimi: (a) elektriksel olarak iletken, (b)
yalitkan, (c¢) mikrodalgay1 soguran malzemeler ve (d) mikrodalgay1 soguran ¢ozeltiyi i¢eren

malzemeler [123].

Geleneksel 1sitma metotlarinda, 1sinma kondiiksiyon, konveksiyon ve radyasyon gibi 1s1
aktarim tiirleri ile ger¢eklesmektedir. Isitilmak istenen maddenin bulundugu kap ylizeyinden
baslayarak kap igerisindeki malzemeye dogru 1s1 aktarilir ve termal gradient olusur. Geleneksel
1sinma heterojen ve uzun siiren bir siiregtir. Mikrodalga ile 1sitma islemi ise 1sitilmak istenen
maddeyi dogrudan etkilemekte ve molekiilleri harekete gegirdigi i¢in termal gradienti
azaltmaktadir. Bu nedenle mikrodalga ile 1sitma islemi geleneksel 1sitma islemine gore daha
hizli ve homojen bir sekilde gergeklesmektedir [121]. Geleneksel 1sitma ve mikrodalga 1sitma

mekanizmasi Sekil 2.10°da sunulmustur.
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(a) (b)

Sekil 2.10. (a) Mikrodalga ve (b) geleneksel 1sitma mekanizmalarinin karsilastirilmasi.

Geleneksel 1sitma yontemleri ile gilinler siliren reaksiyon siireleri mikrodalga 1sitma ile ¢ok kisa
stirelere indirilirler. Enerji elektromanyetik dalgalarla maddeye dogrudan tasindigi i¢in ortamda
enerji kaybi olmaz. Kolayca optimize edilebildiginden laboratuvar ve sanayide rahatga

uygulanabilir [121].

Mikrodalga yiyeceklerin pisirilmesi, pastorize edilmesi ve kurutulmasi amaglar ile gida
sektoriinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Sterilizasyon ve kurutma gibi 6zelliklerinin yaninda
viicut icindeki fiziksel ve biyolojik islevlerin kontrol ve takibi i¢in gelistirilen termal
goriintlileme icin mikrodalga 1s1ma biyomedikal alanda kullanilmaktadir. Polimer iiretim
yontemi, seramiklerin sinterlenmesi ve seliilozik atiklarin islenmesi gibi alanlarda kimya
sektoriinde kullanilmaktadir [123].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Sunulan tez ¢aligmasinda, melatonin/HPBCD inkliizyon kompleksinin tasiyict bir sistem ile
kitosan doku iskelesi kullanilarak insan osteosarkom hiicreleri iizerindeki dolayli etkisinin
incelenmesi hedeflenmistir. Bunun i¢in, mikrodalga ve oda kosullarinda fiziksel karistirma
yontemleri ile melatonin/HPBCD inkliizyon kompleksi olusturulmustur. Mikrodalga giic ve
stire degiskenleri optimize edilerek mikrodalga yonteminde elde edilebilecek en yiiksek
melatonin konsantrasyonu belirlenmistir. Optimum kosullar, Higuchi-Connor faz ¢6ziiniirlitk
diyagramindan hesaplanan kararlilik sabitleri yardimiyla belirlenmistir. Ardindan olusturulan
melatonin/HPBCD  inkliizyon kompleksinin  varligim1  kanitlamak amaciyla ¢esitli

karakterizasyon ¢alismalar1 yapilmustir.

Kitosan doku iskeleleri yiiksek biyouyumlulugu ve gozenekli yapisindan dolayi ilag tasiyici
sistemi olarak secilmis ve dondurarak-kurutma yontemiyle iretilmistir. Kati melatonin ve
melatonin/HPBCD inkliizyon kompleksinin doku iskelelerine yiikleme ortami ve yiikli kitosan
doku iskelelerinin kurutma teknigini belirlemek iizere ¢esitli calismalar yapilmistir. Melatonin
ve melatonin/HPBCD inkliizyon kompleksi kitosan doku iskelelerine yiiklendikten sonra fosfat
tampon ¢ozeltisi ile viicut i¢i ortam taklit edilerek in vitro salim calismasi yapilmistir.

Boylelikle melatoninin salim kinetikleri hakkinda bilgi edinilmistir.

Son olarak, melatonin ve melatonin/HPBCD inkliizyon kompleksinin insan kemik kanseri
iizerindeki dolayl etkisinin incelenmesi icin MG-63 insan osteosarkom hiicre hatti ile yapilan
durgun hiicre kiiltiir caligmalarina yer verilmistir. Hiicrelerin canliligi ve cogalmast MTT
analizi ile tespit edilmis, optik mikroskop goriintiileri ile desteklenmistir. Uretilen kompleksin

hiicre dongiisii lizerindeki etkisi akis sitometrisi ile belirlenmistir.

Sekil 3.1°de tez kapsaminda yapilan ¢caligmalar sematik olarak sunulmustur.
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Melatonin ve HPBCD bilesenleri %50 (v/v) etanol ¢ozeltisi igerisinde ¢ozdiiriiliir
ve mikrodalga teknolojisi ile inkliizyon kompleksleri tiretilir.

Kitosan, 0.2 M asetik asit igerisinde
cozdiiriildiikten sonra liyofilizatorde
kurutulur. Ardindan 1 M Na,CO, ¢ozeltisinde

stabilize edilerek kitosan doku iskeleleri

uretilir.

Melatonin/HPBCD inkliizyon kompleksi Kitosan doku iskelesi

\ /

Kitosan doku iskeleleri hazirlanan inkliizyon kompleks ¢ozeltisi icerisine daldirilarak 1
giin boyunca doku iskelelerinin kompleksi absorplamasi saglanir.

Yiikli kitosan doku iskeleleri ile in vitro salim ¢alismasi gergeklestirilir.

l

Sterillenen yiiklii kitosan doku iskeleleri ve MG-63 hiicre hatti ile hiicre kiiltiir caligsmalari
yapilir.

Sekil 3.1. Tez ¢alismasinin akis ¢aligmas.
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3.1. Kullanilan Kimyasallar ve Cihazlar

Inkliizyon kompleksi bilesenleri olan melatonin, 2-hidroksilpropil-p-siklodekstrin (HPRCD) ile
¢oziicii olarak kullanilan etanol Sigma-Aldrich (ABD) firmasindan satin alinmistir. Kompleks
iiretimi Milestone (ABD) marka mikrodalga endiistriyel firnda gergeklestirilmistir. Inkliizyon
kompleksleri vakum etiiviinde (Thermo Scientific, ABD) kurutulmustur.

Doku iskelesi hammaddesi orta molekiil agirlikli ve %75-85 deasetilasyon derecesine sahip
kitosan ve iskele stabilizasyonu i¢in kullanilan sodyum karbonat (Na,CO3) Sigma-Aldrich
(ABD) firmasindan satin alinmistir. Kitosan ¢6ziiciisii olarak kullanilan asetik asit Riedel-de
Haen (ABD) firmasindan temin edilmistir. Dondurarak-kurutma iglemi Christ (Almanya)
marka liyofilizatérde gerceklestirilmistir. /n vitro salim ortami olan fosfat tampon ¢ozeltisi
(PBS) Sigma (Almanya) firmasindan satin alinmistir. Salim ve Higuchi-Connor faz ¢6ziintirlik
caligmalarinda melatonin konsantrasyon tayini Thermo Scientific 2000c (ABD) marka

spektrofotometrede (nanodrop cihazi) yapilmistir.

Doku iskelesi tiretimi ve hiicre kiiltiir ¢aligmalarinda kullanilan 24 g6zli Petri kaplar1 (TCPS)
Techno Plastic Products (isvicre) firmasindan temin edilmistir. Hiicre kiiltiir calismalarinda
kullanilan MG-63 hiicre hatti Balikesir Universitesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik
Bolimii’nden alinmistir. Fetal sigir serumu (FBS) Biowest’ten (Fransa); tripsin/EDTA
¢ozeltisi, Dulbecco’s Minimum Essential Media (DMEM, L-glutaminsiz), izopropanol,
penisilin-streptomisin,  3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-difenilterazolyum bromir (MTT) ve
propidyum iyodiir Sigma’dan (Almanya) satin alinmistir. Hiicre kiiltiir flasklar1 (25 ve 75 cm?)
Orange Scientific (Belgika) firmasindan alinmistir. Hiicrelerin mitokondriyal aktiviteleri ASY'S
Hitech UVM 340 Plate Reader (Avusturya) cihazi ile 690 nm referans olmak {izere 570 nm’de
belirlenmistir. Hiicre dongii analizi BD FACS Calibur Flow Cyctometer marka akis sitometre
(ABD) cihaz1 ile yapilmistir. Tiim hiicre kiiltiir caligmalar1 Bioair (italya) marka, tip 1l laminar

akis kabininde ylriitiilm{stiir.

3.2. Melatonin/ HPBCD inkliizyon Kompleksinin Uretim Yontemleri

Mikrodalga yontemi ile farkli kosullarda elde edilen melatonin/HPBCD inkliizyon
komplekslerinin, i¢erdikleri melatonin miktarlar1 ve kararlilik sabitleri (K) Higuchi-Connor faz
coziintirlikk grafigi ile belirlenmistir. Bu bilgiler 1s18inda oda kosullarinda fiziksel karistirma
yontemi ve mikrodalga yonteminin karsilastirilmasi ile mikrodalga kosullarmin belirlenmesine

yonelik ¢aligmalar yapilmistir.
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3.2.1. Melatonin tayini ve kalibrasyonu grafiginin olusturulmasi

Olusturulacak melatonin/HPBCD inkliizyon kompleksinde bulunan melatonin miktarini tayin
etmek amaciyla melatoninin distile su igerisindeki ¢6zeltisi (0.5 mg/mL) hazirlanmistir.
Hazirlanan melatonin ¢6zeltisi seyreltilerek melatoninin farkli konsantrasyonlarindaki
cozeltileri elde edilmistir. Farkli derisimlerdeki bu ¢ozeltilerin UV spektrofotometrede 279 nm
dalga boyundaki absorbanslari dlgiilmiistiir ve kalibrasyon grafigi cizilmistir. Kalibrasyon

grafigi Sekil 3.2°de gosterilmistir.
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Sekil 3.2. Melatonin konsantrasyonunun belirlenmesinde kullanilan kalibrasyon grafigi
(Dalga boyu: 279 nm).

3.2.2. Higuchi-Connor faz ¢oziiniirliik diyagramimin eldesi

Higuchi ve Connor’un (1965) gelistirdigi bu yontemle, olusturulan inkliizyon kompleksinin
kararliligi belirlenmektedir [105]. Yontem, kararlilik sabitlerini dikkate alarak kompleks
olustururken kullanilan yontemlerin karsilastirilmasina olanak saglamaktadir. Bu amacla, O-
0.10 M konsantrasyon araligindaki HPBCD ve asir1 miktarda melatonin igeren sulu ¢ozeltileri
oda sicakliginda dengeye gelene kadar karistirilarak inkliizyon kompleksleri elde edilmistir.
Sistem dengeye geldikten sonra melatonin konsantrasyonu spektrofotometrik olarak
belirlenmis ve melatonin konsantrasyonu HPBCD konsantrasyonuna kars1 grafige gecirilmistir.
Bu c¢alisma ile elde edilen en yiiksek melatonin konsantrasyonu, kararlilik sabiti ve olusan

kompleksin sitokiyometrik orani bulunmustur.
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3.2.3. Melatonin/HPBCD inkliizyon komplekslerinin mikrodalga yontemi ile elde edilmesi
ve optimum kosullarimin belirlenmesi

Melatonin/HPBCD inkliizyon kompleksi mikrodalga teknolojisi kullanilarak hazirlanmistir. Bu
yontem; uygun ¢oziiclide hazirlanmis, kompleks bilesenlerini igeren ¢ozeltinin mikrodalga
1sitma mekanizmasi yardimiyla inkliizyon kompleksi elde edilmesine dayanir [124]. Sunulan
tez calismasinda, O ile 0.10 M konsantrasyon araliginda hazirlanan HPBCD ve asir1 miktardaki
melatonin suda ¢oziilmiistiir. Hazirlanan sulu melatonin ve HPBCD ¢o6zeltisi mikrodalga firina
(Milestone) konulmustur. Suda ¢oziinen inkliizyon komplekslerinin bozulmaya basladigi
sicaklik olan 60°C’de mikrodalga kosulunda calisilmistir. Hazirlanan 6rnekler Cizelge 3.1°de
gosterilen gii¢ ve siire degiskenleri kullanilarak optimum mikrodalga kosullar1 belirlenmistir.
Mikrodalga islemi uygulandiktan sonra elde edilen melatonin/HPBCD inkliizyon kompleks
cozeltisi 0.45 um membran filtrelerinden siiziilmiistir. Ardindan, inkliizyon kompleksinde
bulunan melatonin miktar1  spektrofotometrik olarak  belirlenmis ve melatonin
konsantrasyonuna karst HPBCD konsantrasyonu grafige gecirilerek Higuchi-Connor’in faz
¢oziiniirliik diyagrami olusturulmustur.

Cizelge 3.1. Melatonin/HPBCD inkliizyon kompleksi olusturulmasi i¢in kullanilan mikrodalga
kosullar1.

GUC (Watt)
Siire (saniye)
150 600 900
45 - - +
90 + + +
180 + - +

3.2.4. Melatonin/ HPBCD inkliizyon komplekslerinin oda kosullarinda fiziksel karistirma
yontemi ile elde edilmesi

Oda kosullarinda gerceklestirilen fiziksel karistirma yonteminde de mikrodalga yonteminde
kullanilan melatonin, HPBCD ve ¢oziicii miktarlari ile galisilmistir. Bilesenler 24 ve 72 saat
boyunca manyetik karistirici yardimi ile karistirilarak inkliizyon kompleksi olusturulmustur.
Inkliizyon komplekslerinin igerdigi melatonin konsantrasyonu UV spektrofotometresinde 279

nm dalga boyunda tayin edilmistir.
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3.2.5. Melatonin/HPBCD inkliizyon komplekslerinin kurutulmasi
Optimum mikrodalga kosullar1 kullanilarak tiretilen inkliizyon kompleksleri, 0.45 pm membran
filtreden gecirilerek vakum altinda 50°C sicaklikta 3 giin boyunca kurutulmustur. Boylelikle
kat1 halde melatonin/HPBCD inkliizyon kompleksleri elde edilmistir.

3.3. Melatonin/HPBCD inkliizyon Komplekslerinin Karakterizasyonu

3.3.1. Fourier doniisiimlii infrared spektroskopisi (FTIR) analizi

Uretilen kati haldeki melatonin/HPBCD inkliizyon kompleksini yapisal olarak karakterize
etmek amaciyla FTIR analizi yapilmistir. Orneklerin FTIR spektrumlar1 400-4000 cm™ dalga
boyu araliginda alinmistir. Kurutularak kati hale getirilen 6rnekler potasyum bromiirle (KBr)
karistirilarak hazirlanmis diskler kullanilarak Thermo Scientific FTIR- SMART ITR Diamond
ATR (ABD) cihazinda analiz gerceklestirilmistir.

3.3.2. Diferansiyel taramah kalorimetri (DSC) analizi

Saf melatonin ve HPBCD orneklerinin termal gegis sicakliklarinin bulunmasi ve melatoninin
siklodekstrinin igerisindeki bosluga girip girmediginin belirlenmesi amaciyla 40°-200°C
sicaklik araliginda, azot ortaminda ve 10°C/dakika 1sitma hizinda diferansiyel taramali

kalorimetre (Diamond DSC, Perkin Elmer, ABD) cihazi ile analiz ger¢eklestirilmistir.

3.3.3. Termogravimetrik (TGA) analiz

Uretilen melatonin/HPBCD inkliizyon kompleksinin fiziksel ve kimyasal degisimlerinin
gerceklestigi sicakligr belirlemek amaci ile SII exstar 6000 (Perkin Elmer, ABD) cihazi
yardimiyla 40°-450°C sicaklik araliginda ve 10°C/dakika 1sitma hizinda analiz
gergeklestirilmistir.

3.3.4. X 1s1m1 kirmnimu (XRD) analizi

Elde edilen melatonin/HPBCD inkliizyon kompleksinin faz 6zelliklerini incelemek ve nitel
analizi yapabilmek i¢in Micro Max 007HF DW (Rigaku) cihazinda Ka 151mas1 ile XRD analizi
gergeklestirilmistir. Analiz, 0°-60° (20) kirinim agis1 araliginda yiirtitilmistir.

3.3.5. 1 H ve B C niikleer manyetik rezonans spektroskopisi (NMR) analizi

Melatoninin, HPBCD bosluguna giris yoniinii tayin etmek ve ilgili molekiillerin kendi
aralarindaki fiziksel etkilesimlerinin tiirlinii belirlemek amaciyla niikleer manyetik rezonans
spektroskopisi (Bruker, Almanya) ile analiz yapilmistir. Birer miligram melatonin, melatonin/
HPBCD ve HPBCD birer mililitre D20 ¢ozeltisinde ayr1 ayr1 ¢ozdiiriilerek analiz
gergeklestirilmistir.
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3.3.6. Kompleks olusturma veriminin hesaplanmasi

Bolim 3.2.5’te anlatilan yontem kullanilarak kati halde elde edilen melatonin/HPBCD
inklizyon kompleksleri %50 (v/v) etanol ¢ozeltisi igerisinde ¢Ozdirilmis ve UV
spektrofotometresi (279 nm) yardimiyla igerdikleri melatonin konsantrasyonu tayin edilmistir.
Bu amagla kullanilan kalibrasyon grafigi Ek 1’de verilmistir. Hesaplanan melatonin
konsantrasyonlari kullanilarak, Esitlik 3.1 yardimiyla yiizdece inkliizyon kompleksi olugturma

verimi hesaplanmistir.

[Hesaplanan melatonin miktari]

% Inkliizyon kompleksi olusturma verimi = *100 (3.1)

[Teorik melatonin miktari |

3.4. Melatonin/HPPCD Inkliizyon Kompleksi iceren ve icermeyen (Bos) Kitosan Doku
Iskelelerinin Sentez ve Karakterizasyonu

3.4.1. Bos kitosan doku iskelelerinin sentezi

Kitosan doku iskeleleri grubumuzca gelistirilen dondurarak-kurutma yontemi ile tiretilmistir
[125]. Bu yonteme gore; %75-85 deasetilasyon derecesine sahip ve orta agirliktaki kitosan,
0.2M asetik asit ¢ozeltisinde iki giin boyunca karigtirtlarak hazirlanmis, boylelikle %2 (w/v)
kitosan konsantrasyonuna sahip jel karigimlar elde edilmistir. Ardindan, bu jel karigim 0.45 pm
filtreden gegirilerek safsizliklart giderilen kitosan ¢ozeltisi 24 g6zlii Petri kaplarina (TCPS)
aktarilmis ve -20°C’de dondurulmustur. Kitosan ¢ozeltisi -80°C sicaklikta 5 giin boyunca
liyofilizatorde (Christ, Alpha 2-4 LO) kurutularak olusan buz kristallerinin siiblimlesmesi
saglanmis ve gozenekli bir yap1 elde edilmistir. Olusturulan ¢6ziiniir kitosan doku iskeleleri 1
M sodyum karbonat (Na2CO3) ¢ozeltisinde 6 saat stabilize edilmis ve boylelikle ¢oziinmez hale
getirilmistir. Yikama islemi distile su ile ortam nétr oluncaya kadar siirdiiriilmiistiir. Ardindan
iskeleler liyofilizator yardimi ile 1 giin boyunca kurutulmustur. Boylelikle 9 mm ¢ap ve 2 mm
kalinliga sahip kitosan doku iskeleleri tiretilmistir.

3.4.2. Melatoninin ve melatonin/HPBCD inkliizyon komplekslerinin Kkitosan doku
iskelelerine yiiklenmesi ve yiiklii iskelelerin karakterizasyonu

3.4.2.1. Yiikleme yonteminin secimi

Melatonin/HPBCD inkliizyon kompleksi ve melatonin, kitosan doku iskelelerine emdirme
yontemiyle yiiklenmistir. Emdirme isleminin ger¢eklestirilebilmesi i¢in pipetleme ve daldirma
olmak tizere iki farkli teknik kullanilmigtir. Daldirma yonteminde, kitosan doku iskelelerine
yiiklenecek bilesenin uygun ¢ozeltisi hazirlandiktan sonra kitosan doku iskeleleri ilgili
cozeltiye daldirilmistir. Pipetleme yonteminde ise, melatonin veya melatonin/HPBCD

inkliizyon kompleks ¢ozeltisi kitosan doku iskeleleri tizerine mikro pipet yardimiyla enjekte
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edilmistir. Yiikli doku iskeleleri 1 giin boyunca +4°C’de bekletilmistir. Ardindan -20°C’de 4

saat on dondurma islemi yapilmis ve sonrasinda 1 gece boyunca liyofilizatérde kurutulmustur.

3.4.2.2. Doku iskelelerinin kurutma yonteminin belirlenmesi

Melatonin ve melatonin/HPBCD inkliizyon kompleksi yiiklii kitosan doku iskelelerinin yapisal
ozelliklerinin degistirilmeden Kurutulmasi igin uygun yontem belirlenmeye ¢alisilmistir. Bos
kitosan doku iskeleleri 2 mL hacminde distile su, etanol ve %50 (v/v) etanol ¢6zeltisi igerisine
daldirilmistir ve bir giin boyunca +4 °C’de ¢oziciilerin iskelelere emilimi saglanmistir.
Coziiciilerle yiikli bu iskeleler liyofilizatorde ve vakum etiiviinde kurutulmuslardir. Kurutulan
iskelelerin 0 ile 150 dakika arasindaki belli siirelerdeki agirlik kayiplari belirlenmis ve yapisal

degisimleri gozlemsel olarak incelenmistir.

3.4.2.3. SEM ile goriintiileme
Melatonin/HPBCD inkliizyon kompleksi i¢eren kitosan doku iskelelerinden alinan enine ve
boyuna kesitler altin-paladyum ile kaplanmis ve Zeiss (Evo-50, Almanya) taramali elektron

mikroskobu (SEM) ile incelenmistir.

3.4.2.4. XRD analizi

Bos ve melatonin/HPBCD inkliizyon komplekslerini i¢eren kitosan doku iskelelerinin XRD
(PANanalytical X’Pert Pro MPD) analizi ger¢eklesmistir. Sonuclar 0-60° (20) kirmmim agis1
araliginda tarama yapilarak elde edilmistir.

3.4.3. Melatonin ve melatonin/HPBCD inkliizyon komplekslerinin kitosan doku
iskelelerine yiikleme miktarinin hesaplanmasi

Kitosan doku iskeleleri tarafindan emilen melatonin ve melatonin/HPBCD inkliizyon kompleksi
miktarinin bulunmasi i¢in konsantrasyon ve hacim degerlerinin bilinmesi gereklidir. Bu amag
dogrultusunda, oncelikle tiretilen 4 mg melatonin/HPBCD inkliizyon kompleksinin igerdigi
melatonin miktart spektrofotometrik olarak belirlenmistir. Bu deger kullanilarak inkliizyon
kompleksinin kitosan doku iskelelerine yiiklenmeden Onceki baslangi¢ melatonin
konsantrasyon degerine gegcilmistir. Kompleksin kitosan doku iskelelerine emdirilme
isleminden sonra iskeleler ¢ozeltiden uzaklastirilmistir. Kalan ¢ozeltinin melatonin miktari
spektrofotometrik olarak belirlendikten sonra uygun kalibrasyon grafigi kullanilarak
melatoninin  konsantrasyon degeri hesaplanmistir. Sulu melatonin/HPBCD  inkliizyon
kompleksi ¢ozeltisi ile calisildiginda Boliim 3.2.1°de yer alan kalibrasyon grafiginden
yararlanilirken etanolde hazirlanan melatoninin iskele basina diisen miktarinin belirlenmesinde
Ek 2°de yer alan melatoninin etanoldeki kalibrasyon grafigi kullanilmistir. Iskeleler tarafindan

emilen kompleks ¢ozeltisinin hacim degerleri, emilim isleminin 6ncesinde ve sonrasinda
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bulunan ¢ozelti yiiksekliklerindeki degisim belirlenmistir. Bunun i¢in cam sisenin 1 mm
yiikseklik basina ne kadar ¢ozelti hacmi degistigi tespit edilmis ve 1 mm yiikseklik degisiminin
200 pL’e karsihik geldigi bulunmustur. Iskele basina diisen melatonin miktarmimn hesaplama

islemi de Ek 4’te sunulmustur.

3.4.4. In vitro Melatonin Sahm Calismasi

Melatonin ve melatonin/HPBCD inkliizyon kompleksi yiikli kitosan doku iskeleleri
liyofilizatérde kurutulduktan sonra % 0.1 (w/v) sodyum azit iceren 5 mL fosfat tampon
¢ozeltisine (PBS, pH 7.4) eklenerek salim ¢alismalar yiiriitiilmiistiir. /n vitro salim ¢alismalar1
70 rpm hizinda ve 37 °C’de ¢alisan ¢alkalamali etiivde gergeklestirilmistir. Salinan melatonin
miktarmi belirleyebilmek icin ilk giin 0, 5, 10, 15, 20, 30, 60, 90, 120, 160 ve 300 iinci
dakikalarda rezervuardan numuneler alinmis ve alinan numune hacmi kadar taze PBS ortama
eklenmistir. Alinan numunelerin icerdigi melatonin miktarlar1 279 nm’de spektrofotometrik
olarak belirlenmistir. Salinan melatoninin konsantrasyon degerleri Ek 2°de verilen kalibrasyon
grafiginden elde edilen denklem yardimiyla hesaplanmistir. Bu konsantrasyonlar kullanilarak
melatoninin kiimiilatif salim profili olusturulmustur. Salim calismasinda 3 paralel 6rnek

kullanilmastir.

3.5. Hiicre Kiiltiir Calismalari

3.5.1. Hiicre kiiltiir kosullar:

Melatoninin insan kemik kanseri {izerindeki etkisini incelemek amaciyla fibroblastik
morfolojide ve ylizeye yapisarak ¢ogalan 17. pasajdaki insan osteosarkom hiicre hatt1 (MG-63)
hiicreleri kullanilmistir. Kullanilan MG-63 hiicrelerinin ikilenme siiresi 26 saat olarak
belirlenmistir. Bu hiicrelerin kiiltiirasyon islemi hacimce %10 fetal sigir serumu (FBS), %1
penisilin/streptomisin, %2 L-glutamin igceren DMEM besi ortaminda ve 37°C’deki Heraus
Instruments (Almanya) marka CO; inkiibatoriinde gergeklestirilmistir. Hiicreler kiiltiir kaplarini
tamamen kapladiktan sonra tripsinizasyon islemi ile tutundugu yiizeyden kaldirilmistir. FBS

iceren besi ortamu ile tripsin inhibe edilerek tripsinin hiicrelere zarar vermesi engellenmistir.

Hiicre kiiltiir calismalarinda, TCPS, bos kitosan doku iskelesi, melatonin/HPBCD inkliizyon
kompleksi yiiklii kitosan doku iskelesi ve melatonin yiiklii kitosan doku iskelesi olmak tizere
dort farklr grup kullanilmustir. Oncelikle, 24 gozlii TCPS’lerin her bir gdziine 2x10* hiicre/mL
olacak sekilde MG-63 hiicreleri ekilmig ve bir giin boyunca hiicrelerin kap ylizeyine tutunmalar1
ve ¢ogalmalari saglanmustir. Ertesi giin hiicrelerin tizerindeki besi ortami1 uzaklastirilmis ve taze
besi ortami eklenmistir. Ardindan, bos, melatonin ve melatonin/HPBCD inkliizyon kompleksi

yikli kitosan doku iskeleleri TCPS gozlerine yerlestirilmis ve {ic giin boyunca CO2
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inkiibatoriinde inkiibasyon gergeklestirilmistir. Calismada kontrol grubu olarak doku iskelesi
icermeyen TCPS ve bos kitosan doku iskeleleri kullanilmigtir. Hiicre kiiltiir calismalar1 3 paralel
ornekle yiirtitiilmiistiir. Tiim kitosan doku iskeleleri iki yonlii olarak UV 1s1k altinda 10 dakika

boyunca sterilize edilmistir.

3.5.1.1. MTT analizi

3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) analizi, liremesini devam ettiren
canli hiicrelerin mitokondriyal aktivitelerinin belirlenmesine dayanan bir analizdir. Bu analizde
suda ¢oziiniir tetrazolyum tuzlari hiicre i¢erisinde metabolize edilerek suda ¢6ziinmez formazan
kristallerine doniismektedir. Elde edilen formazan kristalleri izopropanolde ¢6ziildiigliinde mor
renkli bir ¢ozelti olusmaktadir. Ortaya ¢ikan mor renkli bu ¢ozelti spektrofotometrik olarak
absorbans degeri verir ve bu deger ¢cogalan canli hiicre miktar1 ile dogru orantilidir. Hiicreler
kitosan doku iskeleleri araciligi ile etkilestirildikten sonraki 1., 2. ve 3. giinlerde kantitatif
olarak MTT analizi gergeklestirilmistir. Bunun i¢in gozlere 600 pL serumsuz taze besi ortami
ile 60 uL MTT ¢ozeltisi (2.5 mg/mL steril PBS) eklenerek 37°C’de 3 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon isleminin ardindan 400 uL 0.04 M HCL iceren izopropanol ¢ozeltisi gozlere
eklenerek olusan mor renkli formazan kristallerinin ¢ozlinmesi saglanmistir. Elde edilen
¢ozeltiden 200 uL alinarak 96-gozlii kaba aktarilmis ve spektrofotometre (pleyt reader, Asys
UVM 340, Avusturalya) yardimiyla 690 nm referans olmak iizere 570 nm’de absorbans 6l¢iimii

yapilmistir.

3.5.1.2. invert mikroskop ile goriintiileme

Bos ve yiiklii kitosan doku iskeleleri ile etkilesen hiicrelerin 3 giin boyunca her giin optik
mikroskop ile goriintiileri alinmigtir. Gortlintiileme oncesi hiicrelerin tizerindeki iskeleler ve besi
ortamlar1 gézlerden uzaklastirilmis ve yerine steril PBS eklenerek optik mikroskop (Olympus,

ABD) ile farkli biiyiitmelerde hiicre fotograflari ¢ekilmistir.

3.5.1.3. Akis sitometride hiicre dongiisiiniin belirlenmesi

MG-63 hiicreleri kitosan doku iskeleleri ile etkilestirildikten 1 giin sonra akis sitometrisinde
hiicre dongii analizi gerceklestirilmistir. Hiicrelerin tizerindeki besi ortami ve tripsinizasyon
islemiyle yiizeyden kaldirilan hiicreler ayri ayrt1 1,500 rpm’de 5 dakika boyunca
santrifiijlenmistir. Siipernatan atildiktan sonra, 1 kez steril PBS ile yikanan hiicreler %70’lik
soguk etanolde tespit edilmis ve analize kadar -20°C’de bekletilmistir. Analiz Oncesinde,
hiicreler PBS ile yikandiktan sonra 1,500 rpm’de 5 dakika boyunca santrifiijlenmistir.
Ardindan, hiicrelerin tizerine %0.1 Triton X-100, 10 pg/mL propidyum iyodiir ve 100 ug/mL

DNAse-free RNAse igeren boyama ¢ozeltisi eklenmis ve yarim saat karanlikta inkiibasyon
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gergeklestirilmistir. Inkiibasyon sonrasi hiicre dongii analizi akis sitometri cihazinda (BD FACS
Calibur, ABD) gerceklestirilmis ve 20,000 ¢ekirdek sayilarak iki degiskenli histogramdan

sonuclar degerlendirilmistir.

3.5.1.4. Istatistiksel analiz

Yapilan deneysel ¢alismalardan elde edilen veriler, li¢ deney i¢in ortalama olarak + standart
sapma degerleri olarak sunulmustur. Caligma sonuglari, Graphpad Software Instant programi
kullanilarak istatistiksel agidan degerlendirilmistir. Farkli gruplarin istatistiksel olarak
karsilastirilmasi igin tek yonli varyans analiz (ANOVA) testi kullanilmis ve p-degerinin

0.05’ten az oldugu durumlar anlamli kabul edilmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Tezin bu boliimiinde yapilan deneysel caligsmalardan elde edilen sonuglara ve bu sonuglarin
degerlendirilmesine yer verilmistir. {lk olarak melatonin/HPBCD inkliizyon komplekslerinin
iiretimi ve karakterizasyonu ile ilgili sonuglar sunulmustur. Daha sonra kompleks yiiklii kitosan
doku iskelelerinin karakterizasyonlar1 ve yapilan in vitro salim ¢alismalar1 anlatilmistir. Son
olarak ise, MG-63 hiicre hatt1 kullanilarak durgun hiicre kiiltiir ortaminda gergeklestirilen

canlilik ve proliferasyon ¢alismalarindan elde edilen sonuglara yer verilmistir.

4.1. Melatonin/HPBCD Inkliizyon Komplekslerinin Hazirlanmasi

Melatoninin birgok fizyolojik 6zelliginin yani sira, tiimor hiicreleri iizerinde apoptotik ve
antiproliferatif etkilere sahip oldugu bilinmektedir [48]. Melatoninin tiimor hiicreleri tizerindeki
bahsedilen bu olumlu etkileri g6z Oniine alinarak gerceklestirilen bu calismada, insan
osteosarkom hiicrelerinin canliligini ve cogalmasin1 engellemek i¢in bu hormon tercih
edilmistir. Melatoninin kanser hiicreleri tizerindeki 6ldiiriicii etkisini gosterebilmesi icin yliksek
konsantrasyonda olmasi gerekmektedir [4, 126]. Sudaki ¢oziiniirligii az olan melatoninin
yiiksek konsantrasyonlara ¢ikabilmesi i¢in siklodekstrin molekiilleri ile inkliizyon kompleksi

olusturulmas: fikri ortaya ¢ikmustir.

Siklodekstrinler hidrofobik bosluga ve hidrofilik dis yiizeye sahip oligosakkaritlerdir. Bu
molekiillerin en onemli 6zelligi hidrofobik yapilarla inkliizyon kompleksi olusturarak bu
yapilarin fizikokimyasal 6zelliklerini arttirmaktir [94]. Calisma kapsaminda siklodekstrinler
arasindan suda yiiksek ¢oziiniirliige ve minimum toksikolojik etkilere sahip olmasi nedeniyle
hidroksipropil-B-siklodekstrin (HPBCD) segilmistir. HPBCD’nin Kkendisi ve gesitli ilaglarla
olusturdugu inkliizyon kompleksleri Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan onaylidir

ve c¢esitli ticari tirlinler olarak piyasada bulunmaktadir.

Literatiir incelendiginde, melatonin/HPBCD inkliizyon komplekslerinin iiretildigi sinirl sayida
calisma oldugu gorilmiistiir. Bu c¢alismalarda inkliizyon kompleksleri fiziksel karigim,
dondurarak-kurutma, ani buharlasma ve 6giitme gibi ¢esitli yontemler kullanilarak tiretilmistir
[9, 10]. Ancak literatiirde bu inkliizyon komplekslerinin mikrodalga yontemiyle olusturuldugu
bir ¢caligmaya rastlanilmamistir. Bununla beraber, mikrodalga yontemiyle daha hizli ve yiiksek
verimde inkliizyon komplekslerinin olusturuldugu bilinmektedir. Boylelikle, tez calismasi
kapsaminda melatonin/HPBCD inkliizyon komplekslerinin mikrodalga yontemiyle tiretilmesi

fikri 6n plana ¢ikmustir.
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Mikrodalga yontemi, inkliizyon kompleksi tiretiminde kullanilan bir tekniktir. Bu yontemde;
siklodekstrin ve misafir molekiil uygun bir ¢6ziicii igerisinde ¢ozdiiriiliir. Ardindan olusturulan
cozelti mikrodalga firinda kisa siirede mikrodalga isimasiyla etkilestirilerek inkliizyon
komplekslerinin olusumu saglanir. Zhao ve arkadaslar1 (2001) tarafindan yapilan ¢alismada,
Andrographolide/HPBCD inkliizyon kompleksi %50 (v/v) etanol ¢ozeltisinde 60°C ve 90
saniye boyunca mikrodalga islemiyle iiretilmistir. Mikrodalga islemi tamamlandiktan sonra,
kompleks olusturmayan bilesenlerin ¢ozeltiden ayrilmasi i¢in yeterli miktarda ¢oziicii ortama
eklenerek once siklodekstrinin, sonra ilacin ¢Okmesi saglanmistir. Son olarak, kompleks
olusturmamis bilesenleri ayirmak igin ¢ozelti 0.45 um’lik membran filtrelerden gegirilmistir
[124].

Sunulan tez calismasinda, ilk olarak melatonin/HPBCD inkliizyon kompleksleri 6nce oda
sicakliginda fiziksel karistirma yontemiyle, ardindan mikrodalga yontemiyle olusturulmustur.
Mikrodalga islemiyle gergeklestirilen inkliizyon kompleksleri tiretiminde, elde edilebilecek en
yiikksek melatonin konsantrasyonuna ve denge Kararlilik sabitine ulasabilmek amaciyla
mikrodalga kosullarindan olan gii¢ ve siire degiskenlerinin optimum degerleri belirlenmistir.
Bu amaca yonelik olarak, mikrodalga islemi su sekilde yapilmistir: Sulu ¢ozeltisi hazirlanan
melatonin ve HPBCD molekiillerine farkli gii¢ (150 W, 600 W, 900 W) ve siire ( 45 s, 90 s,
180s) degiskenleri uygulanmigtir. Mikrodalga isleminin ardindan elde edilen
melatonin/HPBCD inkliizyon kompleksleri 0.45 pm membran filtrelerden gegirilerek
cozeltideki olas1 safsizliklarin giderilmesi amaglanmistir. Zhao ve arkadaslarnin yaptigi
caligmadan farkli olarak; calisilan siklodekstrin tipi (HPBCD) hidrofilik yapida oldugundan
dolay1, mikrodalga isleminden sonra uygun bir ¢oziicii eklenerek kompleks olusturmamis
bilesenlerin ¢oktiiriilmesi islemi yapilmamistir. Bir sonraki asamada, fiziksel karigtirma ve
mikrodalga yontemlerini karsilastirabilmek igin olusturulan inkliizyon komplekslerinin
kararlilik sabitleri, icerdigi melatonin konsantrasyonlar1 ve alikonma siireleri belirlenmistir.
Son olarak, daha yiiksek melatonin konsantrasyonunda inkliizyon kompleksinin tiretilebilmesi
icin melatonin/HPBCD inkliizyon kompleksi %50 (v/v) etanol ¢ozeltisinde ve optimum
mikrodalga kosullarinda olusturulmustur. Olusturulan bu inkliizyon kompleksini igeren ¢ozelti
kurutularak kat1 hale getirilmistir.

4.1.1. Melatonin/ HPBCD inkliizyon komplekslerinin oda sicakhiginda fiziksel karistirma
yontemi ile elde edilmesi

Melatonin/HPBCD inkliizyon komplekslerinin fiziksel karistirma ydntemiyle olusturulmasi

amaciyla, sulu HPBCD ile melatonin ¢ozeltisi oda kosullarinda 24 ve 72 saat boyunca
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karistirtlmistir. Bu islemden sonra, 0.45 pm membran filtrelerden siizdiiriilen kompleks
¢ozeltilerinin icerdigi melatonin konsantrasyonu spektrofotometrik olarak belirlenmis ve
hesaplanan melatonin konsantrasyonlart ile Higuchi-Connor faz ¢oziiniirliikk diyagramlari
cizilmistir. Elde edilen faz ¢6ziiniirlikk diyagramlar1 ve bu diyagramlardan elde edilen sonuglar

sirastyla Sekil 4.1 ve Cizelge 4.1°de verilmistir.
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Sekil 4.1. Oda kosullarinda fiziksel karistirma yontemi ile olusturulan inkliizyon
komplekslerine ait faz ¢oziiniirliikk diyagramlari: (a) 24 saat ve (b) 72 saat.
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R¥ = 0,9789

Melatonin Konsantras

002 004 0.06 008 010

HPBCD Konsantrasyonu (M)
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Sekil 4.1°de bulunan faz ¢6ziiniirliik diyagramlarindaki egimlerin birden kii¢iik (<1) bulunmasi,
melatonin/HPBCD inkliizyon komplekslerinin sitokiyometrik olarak 1:1 (M/M) oraninda
olustugunu ve bu komplekslerin AL tipi egri verdigini gostermektedir [127]. Sekil 4.1°de yer
alan 24 ve 72 saatlik ¢alismanin faz ¢ozliniirlik diyagramlarina bakildiginda, 24 saatlik
caligmaya ait profilin 72 saatlik ¢alismaninki kadar dogrusal olmadigi belirlenmistir. Yirmidort
ve 72 saatlik caligmalarin regresyon degerleri sirastyla 0.898 ve 0.979 olarak tespit edilmistir.

Cizelge 4.1. Oda sicakliginda fiziksel karistirma yontemi ile olusturulan melatonin/HPBCD
inkliizyon komplekslerinin 6zellikleri.

Siire K Lo [Cmaks]
RZ
(Saat) (M) (M) (M)
24 0.898 44.22 0.00849 0.0320
72 0.979 43.53 0.00850 0.0343

Kararlik sabitleri (K), melatoninin sudaki ¢oziiniirliigii (Lo) ve inkliizyon kompleksindeki en

yiiksek melatonin konsantrasyonu ([Cmaks]) verilen Cizelge 4.1 incelendiginde, oda sicakliginda
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24 ve 72 saat boyunca fiziksel karistirma yontemi ile olusturulan melatonin/HPBCD inkliizyon
komplekslerinin kararlilik sabitleri sirasiyla 44.22 ve 43.53 M, melatoninin suda
coziiniirliikleri ise 0.00849 ve 0.00850 M, komplekste bulunan en yiiksek melatonin
konsantrasyonlar1 0.0320 ve 0.0343 M olarak hesaplanmuistir. Elde edilen kararlilik sabiti degeri
24 saat i¢in daha yiiksek olmasina ragmen regresyon degerinin (R?) bu kosulda diisiik olmast,
inkliizyon kompleksinin olustugu dengenin heniiz tamamlanmadigina isaret etmektedir. Bu
veriler 1s1ginda, inkliizyon kompleksi denge reaksiyonunun 72 saatte tamamlandigi
anlasilmaktadir. Maeda ve arkadaglarinin (2014) yaptifi calismada melatoninin farkl
siklodekstrinlerle oda sicakliginda fiziksel karistirma yontemiyle 3, 17, 24, 48 ve 72 saat
stireleri boyunca inkliizyon kompleksleri olusturulmus ve 72 saatte inkliizyon kompleksinin
dengeye geldigi gortilmistiir [9]. Boylelikle, tez ¢alismasindan elde edilen sonug ile literatiiriin
uyumlu oldugu goriilmiistiir.

4.1.2. Melatonin/HPBCD inkliizyon komplekslerinin mikrodalga yontemi ile elde edilmesi
ve optimum kosullarin belirlenmesi

Calismada 0-0.10 M konsantrasyon araligindaki HPBCD ve 10 mg/mL konsantrasyondaki
melatonin kullanilmistir. Belirlenen melatonin ve HPBCD bilesenleriyle farkli mikrodalga
kosullarinda inkliizyon kompleksleri olusturulmustur. Bu komplekslerin i¢erdigi melatonin
miktarlar1 spektrofotometrik olarak tayin edilmis ve siklodekstrin konsantrasyonlarina karsi
melatonin konsantrasyonu grafige gegirilmistir. Uygulanan farkli mikrodalga kosullarina gore

olusturulan faz ¢ozliniirlik diyagramlart Sekil 4.2°de verilmistir.
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Sekil 4.2. Farkli mikrodalga kosullarinda elde edilen melatonin/HPBCD inkliizyon
komplekslerinin faz ¢oziiniirliik diyagramlari: (a) 150 W, 90 s; (b) 600 W, 90 s; (c) 900 W, 90s;
(d) 900 W, 45 s; (e) 900 W, 180 s ve (f) 150 W, 180 s.

Sekil 4.2’deki faz ¢oziiniirlik diyagramlarinin egimlerinin birden kiigiik (<1) bulunmasi,
melatonin/HPBCD inkliizyon komplekslerinin sitokiyometrik olarak 1:1 (M/M) oraninda
olustugunu ve bu komplekslerin AL tipi egri verdigini gostermektedir [127]. Bu faz ¢oziiniirliik
egrilerine ait egim ve melatoninin suda ¢6ziiniirliikk verileri kullanilarak Esitlik 2.12°de yer alan
denklik yardimiyla, melatonin/HPBCD inkliizyon komplekslerinin denge kararlilik sabit
degerleri hesaplanmistir. Bulunan kararlik sabitleri (K), melatoninin sudaki ¢oziiniirliigii (Lo)
ile inkliizyon kompleksindeki en yiiksek melatonin miktari ([Cmaks]) hesaplanmis ve Cizelge

4.2°de sunulmustur.
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Cizelge 4.2. Farkli mikrodalga kosullarinda olusturulan melatonin/HPBCD inkliizyon
komplekslerinin 6zellikleri.

Uygulanan gii¢ (Watt)
150 600 900
Uygulanan K Lo [Crnas] K Lo [Crnaks] K Lo [Craks]
siire (saniye) | (M%) | (M) M | MYy | (M) M [ MY | (W) (M)
45 - - - - - - 39.28 0.0088 0.036
90 17.41 0.0114 0.028 25.31 0.0115 0.035 62.15 0.0085 0.043
180 5.67 0.0081 0.012 - - - 37.43 0.0071 0.032

Cizelge 4.2°ye gore; mikrodalga giiciiniin kompleks olusumuna etkisinin belirlenmesi i¢in 150,
600 ve 900 Watt mikrodalga giiciinde 90 s boyunca galisilmistir. Bu ¢alismanin sonucunda,
elde edilen melatonin/HPBCD inkliizyon komplekslerinin kararlilik sabitleri ile uygulanan
mikrodalga giicii arasinda dogrusal bir iliski oldugu goriilmiistiir. Mikrodalga siirelerinin
inkliizyon kompleksi tizerindeki etkisinin belirlenmesi amaciyla 900 W giiciinde 45, 90 ve 180
saniyede inkliizyon kompleksleri olusturulmustur. Bu ¢alismanin sonucundaysa, kompleks
olusumunun 90 saniyede en yiiksek kararlilik sabitine ve melatonin konsantrasyonuna ulastigi
belirlenmistir. Bununla beraber, uygulanan mikrodalga siirelerinde yapilan degisikliklerin elde
edilen inkliizyon komplekslerinin kararlilik sabitleri ve melatonin konsantrasyonlart iizerinde
etkisinin birbirlerine benzer oldugu goriilmiistiir. Ayrica, 150 Watt ve 180 saniyede iiretilen
inkliizyon kompleksinin, ayn1 mikrodalga giiclinde 90 saniyede tiretilen komplekse gore daha
diisiik melatonin konsantrasyonuna ve kararlilik sabitine sahip oldugu goriilmiistiir. Boylelikle,
45 ve 180 saniye mikrodalga siiresi uygulamalarinda iiretilen inkliizyon kompleksinin kararlilik
sabiti ve melatonin konsantrasyonu birbirine benzer olmasindan dolayr bu siireler tiim
mikrodalga gii¢lerinde kullanilmamistir. Sonu¢ olarak, melatonin/HPBCD inkliizyon
kompleksinin mikrodalga yontemi ile tiretilecegi en uygun kosullarin 900 W, 60°C ve 90 s
oldugu bulunmustur. Optimum mikrodalga kosulundaki kararlilik sabitinin degeri 62.15 M,
melatoninin suda ¢oziiniirliigii 00852 M ve elde edilen en yiiksek melatonin konsantrasyonu

0.043 M olarak belirlenmistir.
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Literatiirde melatonin/HPBCD inkliizyon komplekslerinin mikrodalga yontemi ile iiretildigi
baska bir calismaya rastlanilmamistir. Bu komplekslerin farkli yontemlerle iiretilmesinden
hesaplanan kararlilik sabitleri sunulmustur. Maeda ve arkadaglari tarafindan (2014) yapilan
calismada, oda sicakliginda 72 saatlik fiziksel karistirma yontemi ile elde edilen
melatonin/HPBCD inkliizyon komplekslerinin faz ¢oziiniirliik diyagrami ¢izilmis ve kararlilik
sabiti 89 M? bulunmustur [9]. Babu ve arkadaslar1 tarafindan (2008) yapilan baska bir
calismadaysa, olusturulan melatonin/HPBCD inkliizyon kompleksine ait faz ¢oziiniirlik
diyagrami kullanilarak komplekse ait kararlilik sabiti 193.6 M olarak hesaplanmistir [10].
Belirtilen ¢alismalarda kullanilan HPBCD nin molekiiler agirlig1 ve yer degistirme dereceleri
belirtilmemistir. Tez ¢alismamizda kullanilan HPBCD’nin 1460 g/mol molekiiler agirligina ve
0.8 M yer degistirme derecesine sahip oldugu bilinmektedir. Yer degistirme derecesi arttikca
daha kararli inkliizyon kompleksleri olusmaktadir. Calisilan HPBCD’nin yer degistirme
derecesinin diger ¢alismalarda kullanilan HPBCD’den farkli olmasi, ¢alismamizdan elde edilen

inkliizyon kompleksinin kararlilik sabitinin daha diisiik olmasina neden oldugu diistiniilmiistiir.

Sunulan tez calismasinda, melatonin/HPBCD inkliizyon kompleksleri olusturmak amaciyla
kullanilan mikrodalga ve oda sicakliginda fiziksel karistirma yontemleri karsilagtirildiginda;
optimum mikrodalga kosullarinda elde edilen inkliizyon komplekslerinin daha yiiksek miktarda
melatonin igerdigi ve olusturulan inkliizyon komplekslerin daha kararli oldugu sonucuna
vartlmistir. Bununla birlikte, fiziksel karistirma yoluyla 72 saatte elde edilen inkliizyon

kompleksleri mikrodalga yontemi ile 90 saniye gibi oldukea kisa bir siirede tiretilmistir.

4.1.3. Melatonin/HPBCD inkliizyon kompleksi iiretim verimi
Sunulan tez ¢aligmasinda, melatoninin inkliizyon kompleksi iiretim verimi % 90.32 + 4.38
olarak belirlenmistir. Bu sonugtan da anlasilacagi tizere, melatoninin oldukga yiiksek verimde

kompleks olusturdugu goriilmiistiir.

4.2. Melatonin/HPBCD inkliizyon Komplekslerinin Karakterizasyonlari

4.2.1. Fourier doniisiimlii infrared spektroskopi (FTIR) analizi

Mikrodalga yontemi ile iiretilen melatonin/HPBCD inkliizyon komplekslerinin kimyasal
yapisini belirlemek ve inkliizyon kompleks olusumunu kanitlamak i¢in saf HPBCD’in, saf
melatoninin, melatonin/HPBCD inkliizyon kompleksinin ve melatonin/HPBCD fiziksel
karistmmm  FTIR analizleri yapilmistir.  Orneklerin FTIR spektrumlart  Sekil 4.3’te

gosterilmistir.
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Sekil 4.3. Melatonin/HPBCD inkliizyon kompleksi ve inkliizyon kompleksi bilesenlerine ait
FTIR spektrumlari: (a) melatonin, (b) HPBCD, (c) melatonin/HPBCD inkliizyon kompleksi ve
(d) melatonin/HPBCD fiziksel karigimi.

Sekil 4.3(a)’da verilen toz haldeki melatoninin FTIR spektrumuna ait 3305 cm™’de gériilen
pikin amid —NH gerilme bandina; 3078 cmt, 2988 cm?, 2928 cm™ ve 2828 cm™’de goriilen
piklerin —CH gerilme bantlarma, 1621 cm™ ve 1557 cm™’de gériilen piklerin amid yapisinda
bulunan —C=0 gerilme bantlarina, 1489 cm™’de gériilen pikin —~NH2 gerilme bandina ve 1309
cm™*de goriilen pikin ise aromatik -C=C bagina ait oldugu bilinmektedir [36]. Sekil 4.3 (b)’de
yer alan toz haldeki HPBCD’nin FTIR spektrumunda 3350 cm™ civarindaki genis pikin —~OH
gerilme bandina, 2900 cm™ civaridaki pikin -CH gerilme bandma, 1450 cm™ civarinda
piklerin CH ve CH3 diizlem ici biikiilme bantlarina, 1158 cm™ve 1082 cm™ de yer alan piklerin
~C-0 ve —C-C gerilme bantlarina ve 945 cm™’deki kiigiik pikin o-1,4 baglarindan kaynakli
gerilme bandina ait oldugu belirlenmistir [7]. Melatonin/HPBCD fiziksel karisimina ait
spektrumun yer aldig1 Sekil 4.3(d)’de, kompleksi olusturan bilesenlere ait karakteristik piklerin
varligi goriiliirken, inkliizyon kompleksinin FTIR spektrumunun bulundugu Sekil 4.3 (c)’de bu
piklere rastlanmamuistir. Ayrica bu iki spektrum arasinda bazi farkliliklar goze ¢arpmustir. Bu
farkliliklardan ilki melatoninin 2500-3000 cm™ dalga boyu araligindaki karakteristik —CH
piklerinin inkliizyon kompleksine ait spektrumda bulunmamasidir. Diger bir farklilik ise,
melatoninin 1550 cm™ civarinda goriilen amid grubuna ait -C=0 pikinin fiziksel karigima ait
spektrumda goriiliirken, inkliizyon kompleksine ait spektrumda daha diisik siddette
gortilmesidir. HPBCD molekiiliindeki -OH fonksiyonel gruplarinin etkisiyle, melatoninin 3300
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cm civarinda goriilen —NH gerilme bandina ait piki inkliizyon kompleksine ait spektrumda
kaybolmustur. Melatonine ait 1000-1200 cm™’de bulunan piklere inkliizyon kompleksine ait
spektrumda rastlanmamistir. Fiziksel karisimm FTIR spektrumunda 975 cm™ goriilen
HPBCD’ne ait kiiciik bir pikin yaninda melatonine ait baska bir pikle de karsilasilmistir.
Inkliizyon kompleksinin FTIR spektrumda ise, sadece 975 cm™ goriilen HPBCD ne ait kiigiik

bir pike rastlanmustir.

Williams ve arkadaglar1 (1998) tarafindan yapilan ¢alismada Kkolesterol, HPBCD,
kolesterol/HPBCD inkliizyon kompleksleri ve kolesterol/HPBCD fiziksel karigimlarina ait
FTIR spektrumlar1 verilmistir. Kolesterol ve HPBCD molekiillerinin yer aldigi FTIR
spektrumunda, bu bilesenlerin Karakteristik pikleri goriilmiistir. Misafir molekil ve
siklodekstrinin fiziksel karigimlarina ait FTIR spektrumlarinda ise, kompleksi olusturan
bilesenlerin karakteristik pikleri géze carparken, kolesterol/HPBCD inkliizyon kompleksinde
bu piklere rastlanmamistir [128]. Calisma kapsaminda iiretilen melatonin/HPBCD inkliizyon

kompleksinin varligi kalitatif olarak kanitlanmig ve literatiirle desteklenmistir.

4.2.2. Diferansiyel taramali kalorimetrik analiz (DSC) ve termogravimetrik analiz (TGA)
Melatonin, HPBCD, melatonin/HPBCD fiziksel karisimlari ve melatonin/HPBCD inkliizyon
komplekslerine ait DSC ve TGA analiz sonuglar1 sirasiyla Sekil 4.4’te ve Sekil 4.5’te

sunulmustur.
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Sekil 4.4. DSC termogramlari: (a) melatonin, (b) HPBCD, (¢) melatonin/HPBCD inkliizyon
kompleksi ve (d) melatonin/HPBCD fiziksel karigimi.
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Sekil 4.5. Termogravimetrik analiz sonuglari: (a) melatonin, (b) HPBCD, (c) melatonin ve
HPBCD inkliizyon kompleksi ve (d) melatonin/HPBCD fiziksel karigima.

Sekil 4.4 (a)’da melatoninin keskin erime piki 119°C’de goriilmiistiir ve bu deger Avrupa
Birligi Saglik ve Tiiketici Giivenligi (2010) tarafindan yapilan ¢alismayla uyumludur [36, 129].
Sekil 4.4 (b)’de verilen HPBCD molekiiliine ait termogramda 80°-120°C arasinda goriilen genis
pikin siklodekstrin yapisindan ¢ikan su molekiilleri ile ilgili oldugu diisiiniilmiistiir. Bu deger,
Paula ve arkadaglar1 (2007) tarafindan yapilan DSC c¢alismasindaki HPBCD piki ile tutarhidir
[130]. Sekil 4.4 (c)’de yer alan inkliizyon kompleksi termograminda melatonin erime pikinin
tamamen kayboldugu gorillmiistiir. Melatonin/HPBCD  fiziksel karisimma ait DSC
termograminin verildigi Sekil 4.4 (d)’de melatonin erime piki 118°C’ye kaymuistir.

Babu ve arkadaslar1 (2008) tarafindan yiiriitiilen c¢alismada melatonin/HPBCD inkliizyon
komplekslerinin  DSC  karakterizasyonu yapilmistir.  Ilgili ¢aligmada, olusturulan
melatonin/HPBCD fiziksel karisiminda karakteristik melatonin erime pikinin daha diisiik bir
sicaklik degerine kaydigi anlatilmistir. Inkliizyon kompleksine ait spektrumdaysa melatonin

erime pikinin kayboldugu ve genis pikin siddetinin arttig1 goriilmiistiir. Inkliizyon kompleksi
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termograminda goriilen bu degisimin nedeninin melatoninin  HPBCD molekiilleri ile

etkilesiminden kaynaklandigi diisiniilmiistiir [10].

Paula ve arkadaglarinin (2007) gerceklestirdigi calismada estradiol/HPBCD inkliizyon
komplekslerinin DSC ile karakterize edilmistir. Genis siklodekstrin endotermik pikiyle beraber
keskin estradiol piki ilgili bilesenlerin spektrumlarinda gortilmustiir. Estradiol/HPBCD fiziksel
karisiminda bilesenlerin karakteristik piklerinin estradiole ait erime pikinden daha diisiik

sicaklik degerine kaydigi goriilmistiir [130].

Sekil 4.5’te melatonin, HPBCD, melatonin/HPBCD fiziksel karisimi ve melatonin/HPBCD
inkliizyon kompleksine ait termogramlar sunulmustur. Melatonine ait termogramin yer aldigi
Sekil 4.5 (a)’da, melatoninin 331°C civarinda bozundugu goriilmiistir. HPBCD’in
termograminin  bulundugu Sekil 4.5 (b)’te ise bozunma sicakligimin 332°C oldugu
belirlenmistir. Melatonin/HPBCD inkliizyon kompleksinin gdosterildigi  Sekil 4.5 (c)
incelendiginde, kompleksin bozunma sicakliginin  338°C’de oldugu gorilmiistiir.
Melatonin/HPBCD fiziksel karisimimin gosterildigi Sekil 4.5 (d)’te ise, serbest haldeki

bilesenlerin bozunma sicaklik araliginda 322°C’de bozunma piki gériilmiistiir.

Yang ve arkadaslart (2009) tarafindan yapilan g¢alismada Artemether/HPBCD inkliizyon
kompleksinin  TGA ile karakterize edilmistir. Artemether/HPBCD fiziksel karigiminin
termograminda serbest haldeki bilesenlerin bozunma sicakliklar termogramda goriilmiistiir.
Serbest haldeki ilacin bozunma sicakliklart inkliizyon kompleksi termograminda goriilmiistiir

[131].

Bu bilgiler 15181nda, tez kapsaminda gerceklestirilen ¢alismada elde edilen sonuglarin literatiirle

uyumlu oldugu kanitlanmastir.

4.2.3. X-Istm1 kKirmmim (XRD) analizi

Melatonin/HPBCD inkliizyon kompleksinin olusumunu ve faz 6zelliklerini belirlemek igin
XRD analizi gergeklestirilmistir. Melatonin, HPBCD, melatonin/ HPBCD inkliizyon kompleksi
ve melatonin/ HPBCD fiziksel karisimina ait XRD spektrumlar1 Sekil 4.5°te gésterilmistir.
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Sekil 4.6. XRD sonuglari: (a) melatonin, (b) HPBCD, (¢) melatonin/HPBCD fiziksel karigim ve
(d) melatonin/HPBCD inkliizyon kompleksi.

Sekil 4.6 (a)’da verilen XRD grafiginde, melatonin 17.6°, 24.8°, 25.2° ve 26.2° olmak iizere
karakteristik 4 ana pik vermistir. Sekil 4.6 (b)’deki HPBCD’e ait XRD grafiginde ise, amorf bir
yapida olan HPBCD’nin 15° ile 25° arasinda genis bir pik verdigi goriilmiistiir. Melatonin ve
HPBCD yapilarina ait belirtilen pik degerleri Hideko ve arkadaslar1 (2014) tarafindan elde
edilen XRD degerleri ile benzerdir [9]. Melatonin/HPBCD fiziksel karisimina ait XRD
grafiginin yer aldig1 Sekil 4.6 (c)’de, kompleksi olusturan bilesenlerin karakteristik piklerinin
cakistigr goriilmiistiir. Bu nedenle, kompleks bilesenlerinin fiziksel karigimina ait XRD

spektrumundaki pikler daha diisiik siddette kendini gostermistir.

50



Zheng ve arkadaslar1 (2009) tarafindan yapilan c¢alismada, quercetin/HPBCD inkliizyon
kompleksleri XRD ile karakterize edilmistir. Misafir molekiil ile siklodekstrinin karakteristik
pikleri, bilesenlerin fiziksel karigimlarina ait XRD grafiginde fark edilirken; olusturulan misafir
molekiil/siklodekstrin inkliizyon kompleksine ait XRD grafiginde misafir molekiiliin
karakteristik piklerinin kayboldugu goriilmiistiir. Bu da misafir molekiiliin siklodekstrin ile

kompleks olusturdugunun kanitidir [132].

Araujo ve arkadaslar1 (2007) Pyrimethaninein (PYR) ve HPBCD kullanarak olusturduklari
inkliizyon komplekslerinin varligin1 kanitlamak i¢cin XRD karakterizasyon c¢alismasini
yapmiglardir. Bu ¢alismada PYR, HPBCD, PYR/HPBCD fiziksel karigtmi ve PYR/HPBCD
inkliizyon kompleksi kullanarak analiz gerceklestirilmistir. Sonu¢ olarak; PYR’nin kristal
yapida ve HPBCD’ nin amorf yapida oldugu goriilmiistiir. PYR/HPBCD fiziksel karigimina ait
XRD grafiginde bilesenlerin karakteristik pikleri goriilmiistiir. Bu yapilarin  inkliizyon
kompleksine ait XRD grafiginde olusan kompleksin genis pik araligi, amorf haldeki HPBCD
molekiiliindeki pik araliginda goriiliirken PYR nin karakteristik pikleri ile karsilagiimamigtir
[133].

Bongiorno ve arkadaslar1 (2005), melatonin ile ¢esitli dogal siklodekstrinleri kullanarak
inkliizyon kompleksleri olusturmuslar ve g¢esitli enstriimental yontemler yardimiyla bu
kompleksleri analiz etmislerdir. Yapilan analizlerden biri olan XRD karakterizasyonunda, saf
B-siklodekstrin, saf melatonin, melatonin/p-siklodekstrin fiziksel karisimi ve melatonin/p-
siklodekstrin inklizyon kompleksi gruplari ile ¢aligmislardir. Kristal haldeki melatonine ait
XRD pikleri yalnizca fiziksel karisima ait grafikte gortilmiistiir. Amorf yapisindan dolay: saf
B-siklodekstrine ait XRD grafiginde genis bir pikle karsilagiimistir. inkliizyon kompleksine ait
XRD grafiginde, kristal yapidaki melatoninin karakteristik piklerinin kayboldugu ve B-
siklodekstrin’in  XRD grafigine benzedigi goze carpmistir. Sonu¢ olarak, inkliizyon
kompleksine ait XRD grafiginde saf melatonine ait piklerin goriilmemesi amorf bir yapinin

olusumuna isaret etmistir [34].

Verilen tiim bu bilgiler, tez kapsaminda gerceklestirilen XRD analizini desteklemistir. XRD
sonuglart olusan amorf haldeki melatonin/HPBCD inkliizyon kompleksinin varliini

kanitlamistir.

4.2.4. *H niikleer manyetik rezonanas spektroskopisi ('H NMR)
'H NMR analizinde gériilen kimyasal kaymalarin daha net anlasilmas1 i¢cin HPBCD molekiiliine

ait numaralandirilmis H atomlar1 Sekil 4.7’ de gosterilmistir. HPBCD nin ve melatoninin serbest
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ve inkliizyon kompleksi halinde meydana gelen kimyasal kaymalarin ppm cinsinden degerleri

ve bunlarin degisimleri Cizelge 4.3’te gosterilmistir.

n=7 R1=R»=R3=CH>CH(CH3)OH veya H HPBCD

Sekil 4.7. HPBCD’ne ait H atomlarinin numaralandirilmasi.

Cizelge 4.3. HPBCD’nin ve melatoninin kimyasal kayma degerleri.

HPBCD Proton Osares Olampies A8 (Bompleks—Bierest
(ppm) (ppm) (ppm)
H1 5.1304 5.1206 -0.0098
H2 3.5022 3.5101 0.0079
H3 3.9019 3.8885 -0.0134
H4 3.3602 3.3566 -0.0036
H5 3.7441 3.7542 0.0101
H6 3.5974 3.5957 -0.0017
Melatonin Proton
H2 7.0757 7.1064 0.0307
H4 7.0668 7.0752 0.0084
H6 6.7818 6.806 0.0242
H6® 6.7599 6.784 0.0241
H7 7.0757 7.3074 0.2317
HT 7.0668 7.2867 0.2199
OCHs 3.5156 3.5888 0.0732
o 3.3264 3.3566 0.0302
B 2.7971 2.8212 0,0241
NHCOCH; 1.0366 1.1787 0.1421

Cizelge 4.3’lin siklodekstrin kismi incelendiginde, siklodekstrin boslugunun i¢ kisminda yer
alan H-3 ve H-5 protonlarinin kimyasal kayma degisimleri sirastyla -0.0134 ppm ve 0.0101

ppm olarak tespit edilmistir. Siklodekstrine ait tim kimyasal kayma degisimlerinin arasinda H-
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3 protonuna ait de8isimin en yiiksek oldugu belirlenmistir. Siklodekstrinin dis kisminda
bulunan H-1, H-2 ve H-4 protonlarinin kimyasal kayma degisimlerinin kii¢iikk oldugu
goriilmustlir. En yiiksek kimyasal kayma degerleri siklodekstrin boslugunun i¢ kisminda
bulunan H-3 ve H-5 protonlarinda; daha diisiik kimyasal kayma degerlerininse boslugun dis

kisminda yer alan H-1, H-2 ve H-4 protonlarinda oldugu dikkat ¢ekmistir.

Yuan C. ve arkadaslar1 (2012) tarafindan yapilan ¢alismada, HPBCD boslugunun i¢ kisminda
bulunan H-3 ve H-5 protonlarinin gevrelerindeki degisimlere olduk¢a duyarli olduklari
belirtilmistir. Siklodekstrin dis kisminda yer alan H-1, H-2 ve H-4 protonlarinda bu duyarliligin
daha az oldugundan bahsedilmistir. Bunun sonucu olarak, boslugun icindeki protonlarin
kimyasal kayma degerlerinin digerlerine gore daha biiyiik degisim gostermesi gerektigi
diisiiniilmistir. Kompleks olustugunda misafir molekiiliin elektron bulutu etkilestigi
siklodekstrin i¢ protonunu perdelemis ve siklodekstrin protonlarini yukari alana dogru
yonlendirerek bir kKimyasal kayma olusturmustur. Bununla birlikte, diger i¢ protonlarla misafir
molekiiliin arasinda olusan Van der Waals kuvvetleri nedeniyle asagi alana dogru kimyasal
kayma goriilmesine neden olmustur [134]. Boylelikle, tez ¢alismasinin NMR  kisminin

literatiirle tutarli oldugu kanitlanmistir.

Yang ve arkadaglar1 (2009) tarafindan yapilan calismada Artemether ve HPBCD bilesenleriyle
inkliizyon kompleksi olusturulmustur. Artemether/HPBCD inkliizyon komplekslerinin ‘H
NMR analizinde H-3 protonunda kimyasal kaymada goriilen degisiminin H-5’tekine gore daha
yiiksek oldugu fark edilmistir. Bu yilizden ila¢ molekiiliiniin siklodekstrin bosluguna genis
boliimiinden girdigi disiiniilmistiir [134]. Sunulan tez ¢alismasinda da H-3 protonu kimyasal
kaymas1 yiiksek oldugundan melatoninin HPBCD’e boslugun genis kismindan girdigi

diistinilmiistir.

Cizelge 4.3’lin melatonin kismi incelendiginde, protonlarin agagi alana dogru kimyasal kayma
gosterdigi belirlenmistir. Apolar siklodekstrin boslugu ile etkilesen misafir molekiiliin kimyasal
kaymadaki degisimlerin bu yonde oldugu bilinmektedir [135]. Buna goére melatoninin tiim

yapisinin siklodekstrin igerisine girdigi diistiniilm{istiir.

4.2.5. 13C niikleer manyetik rezonanas spektroskopisi (3C NMR)

13C NMR analizi, inkliizyon kompleksi olustugunda misafir molekiiliin siklodekstrin ile
kurdugu etkilesim tiiriinli ve bosluk igerisine giren misafir molekiil kismini belirlemektedir
[136]. Melatoninin ve HPBCD karbon numaralandirmalart sirastyla Sekil 4.8°de ve Sekil 4.9°da

verilmistir. Melatonin ve HPBCD molekiillerinin serbest ve inkliizyon kompleksi halinde
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meydana gelen kimyasal kaymalarinin ppm cinsinden degerleri ve bunlarin degisimleri Cizelge

4.4’te gosterilmistir.

Sekil 4.8. Melatonin molekiiliinde bulunan karbon atomlarinin numaralandirilmasi.

OH
CH,CH-CH;
Ho | “F 7

Sekil 4.9. HPBCD molekiiliinde yer alan karbon atomlarinin numaralandirilmasi.

54



Cizelge 4.4. HPBCD ve melatoninin *C NMR kimyasal kayma degerleri.

Melatonin Karbon Oueret Dol 40 (rompis s
(Ppm) (Ppm) (Ppm)
C-2 124.3905 123.8873 -0.5032
C-5 112.6531 112.0220 -0.6311
C-7 111.5822 111.3517 -0.2305
C-10 23.9734 24.7321 0.7587
C-11 40.0522 40.0120 -0.0402
C-14 21.7506 21.9783 0.2277
C-15 56.0191 56.4051 0.3860
HPBCD Karbon
C-6 60.2154 59.9738 -0.2416
C-8 66.3875 66.3755 -0.0120
C-2 71.3970 71.7143 0.3173
C-5 71.7061 72.1852 0.4791
C-3 71.9755 72.8964 0.9209
C-7 76.1025 76.8867 0.7842
C-4 80.7927 80.9085 0.1158
C-1 99.1721 99.5983 0.4262

Cizelge 4.4’e gore, melatonine ait amin ve indol halkasinda bulunan karbonlardan C-2, C-5, C-
7 ve C-11‘de yukari alana gore kimyasal kayma goriiliirken C-10, C-14 ve C-15 karbonlarinda
asagiya dogru kimyasal kayma oldugu belirtilmistir. Bu degisim, Inoue ve arkadaslar1 (1993)
tarafindan yorumlanan “reaksiyon alan teorisi” ile agiklanmistir. Bu teoriye gore; misafir
molekiiliin siklodekstrin kismina giren bdliimii yukari alana dogru bir kimyasal kayma
gosterirken, siklodekstrinin genis kisminda kalan boliimii asagi alana dogru kaymaktadir [104].
Bu sonuclar 15181inda, melatonin atomlar1 ile HPBCD boslugunun arasinda hidrofobik bir
etkilesim oldugu diisiiniilmektedir. HPBCD e ait 13C NMR’da kimyasal kaymanin degisiminin
yoniinden ziyade biiyiikliigii onem arz etmektedir. Cizelge 4.4’te verilen HPBCD kayma
degerlerine gore, molekiiliin tiim karbonlarinin kimyasal kaymalarinda degisim goriliirken; C-
3, C-6 ve C-7 atomlarina ait kimyasal kaymalarinda goriilen degisim daha fazladir ve bu da

melatonin ile bu karbonlarin daha iyi etkilestigini diistiindiirmektedir.
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4.3. Melatonin/HPBCD Inkliizyon Kompleksinin Kitosan Doku Iskelelerine Yiikleme
Calismasi

4.3.1. Melatonin ve melatonin/HPBCD inkliizyon komplekslerinin kitosan doku iskelesine
yiikleme yonteminin se¢ilmesi

Calisma kapsaminda gerceklestirilen melatonin ve melatonin/HPBCD inkliizyon kompleksleri
kitosan doku iskelelerine pipetleme ve daldirma olmak iizere iki farkli yontemle emdirilmistir.
Pipetleme yonteminde, kitosan iskelelerinin yiikleme islemi sonrasinda biiziiserek yapisal
biitiinliigiinli kaybettigi goriilmistiir. Daldirma yonteminde ise yiiklenen iskelelerin yapisal
biitiinliigliniin  korundugu belirlenmistir. Sonug¢ olarak, melatonin/HPBCD inkliizyon

kompleksinin kitosan doku iskelesine daldirma yontemi ile yiiklenmesine karar verilmistir.

4.3.2. Yiiklii iskelelerin kurutma tekniginin se¢imi

Yapilan tez caligsmast kapsaminda, melatonin ve melatonin/HPBCD inkliizyon kompleksi yiiklii
kitosan doku iskelelerinin yapisal biitiinliigiiniin korunmasi amaciyla uygun bir kurutma
yontemi arastirllmistir. Bu amagla; su, etanol ve %50 (v/v) etanol ¢ozeltisi Kitosan doku
iskelelerine emdirildikten sonra vakum altinda ve liyofilizatorde olmak tizere iki farkli sekilde
kurutulmustur. Kurutma islemi 150 dk boyunca siirmiis ve kurutulan iskelelerin agirlik
kayiplari sirastyla Sekil 4.10°da ve Sekil 4.11°de verilmistir. Kurutma isleminin sonrasinda elde

edilen iskelelerin goriintiileri ise Sekil 4.12°de verilmistir.

—0— Su emdirilen kitosan doku iskelesi

0,30
025 o _ .
C) Etanol emdirilen kitosan doku iskelesi
©0,20
<
=
=015 %50 _(V/V) e?anol ¢ozeltisi emdirilen kitosan
5 doku iskelesi
< 0,10
0,05
000 | a -
0 20 40 60 80 100 120 140 160
Siire (dakika)

Sekil 4.10. Vakumda kurutulan ¢oziicii yiikli kitosan doku iskelelerinin agirlik kayiplarini
gosteren grafik.
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Sekil 4.11. Liyofilizatdrde kurutulan yiiklii kitosan doku iskelelerinin agirlik kayiplarini
gosteren grafik.

(@) (b) ()

Sekil 4.12. Vakumda kurutulan (a) etanol, (b) su ve (c) %50 (v/v) etanol ¢ozeltisi emdirilen ve
dondurarak-kurutulan (d) etanol, (e) su ve (f) %50 (v/v) etanol ¢ozeltisi emdirilen kitosan doku
iskelelerinin goriintiileri.

Boliim 3.5.2.2°de agiklandigi sekilde yiiriitiilen ¢alismada, farkli ¢6ziicli emdirilen kitosan doku
iskeleleri 0 ile 150 dakika arasindaki belli siirelerde tartilmistir. Bu tartim degerleri yardimiyla
iskelelerde goriilen agirlik kayiplart zamana karsilik grafige gecirilmistir. Bununla birlikte,
iskelelerdeki yapisal degisimler de goriintiilenmistir. Vakumda kurutulan yiiklii kitosan doku
iskelelerinin sunuldugu Sekil 4.10°da yiiklii kitosan doku iskelelerinin 1 saatte kurudugu
goriiliirken, liyofilizatérde kurutulan iskelelerinin yer aldigi Sekil 4.11°de bu islemin yaklasik
2 saatte tamamlandig1 goriilmektedir. Sekil 4.12’de vakumda kurutulan iskelelerin biiziistigii
ve yapisal biitlinliigiiniin bozuldugu goriilmektedir. Liyofilizatérde kurutulan iskelelerin ise
(Sekil 4.12, d, e ve f) bitinliigiiniin korundugu sonucuna varilmistir ve yiikli iskelelerin

liyofilizatorde kurutulmasina karar verilmistir.
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4.3.3. Yiiklii kitosan doku iskelelerinin taramal elektron mikroskobu (SEM) ile
karakterizasyonu

Tez caligmasi1 kapsaminda, Yyiiklii kitosan doku iskelelerinin gozenek yapilarinin gériilmesi ve
iskeledeki kompleks varliginin kanitlanmasi amaciyla SEM analizi gergeklestirilmistir. Bos,
vakumda ve dondurularak kurutulmus melatonin/HPBCD inkliizyon kompleksi yiiklii kitosan
doku iskelelerinin SEM goriintiileri Sekil 4.13’te sunulmustur. Ayrica, dondurularak kurutulan

melatonin/HPBCD inkliizyon kompleksi yiiklii kitosan doku iskelelerinin farkli biiytitmelerdeki

SEM goriintiileri Sekil 4.14’de sunulmustur.

Sekil 4.13. Kitosan doku iskelelerinin x 250 biiyiitmedeki SEM goriintiileri: (a) bos kitosan
doku iskelesi, (b) vakumda kurutulmus inkliizyon kompleksi yiiklii kitosan doku iskelesi ve (c)
dondurarak-kurutulmus inkliizyon kompleksi yiikli kitosan doku iskelesi.

Sekil 4.14. Dondurarak-kurutulmus melatonin/HPBCD inkliizyon kompleksi yiikli kitosan
doku iskelesinin SEM goriintiileri: (a) x 1,000, (b) x 3,000 ve (c) x 10,000.

Sekil 4.13’te bulunan goriintiiler incelendiginde, vakumda kurutulan Kitosan doku iskelelerinin
gozenek capmin bos kitosan iskeleye gore kiicilildiigii ve bazi gdzeneklerin kapandigi
goriilmektedir. Dondurarak-kurutulan yiikli kitosan doku iskelesinin gozenek ¢apinin ve igsel

baglantilarinin korundugu gozlenmistir.

Sekil 4.14’deki dondurarak-kurutulan yiikli kitosan doku iskelelerinin gdriintiileri
incelendiginde, iskele gozeneklerinde kati melatonin/HPBCD inkliizyon komplekslerinin
bulundugu goriilmiistiir. Danciu ve arkadaslar1 (2014) tarafindan yapilan ¢alismada da SEM

fotograflarindaki benzer amorf pargaciklarin “kompleks” oldugu yorumu yapilmstir [137].
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4.3.4. Yiiklii kitosan doku iskelelerinin XRD ile karakterizasyonu

Melatonin/HPBCD inkliizyon komplesinin kitosan doku iskelesine yiiklenip yiiklenmedigini
kanitlamak i¢in XRD analizi ger¢eklestirilmistir. Bos ve inkliizyon kompleksi yiikli kitosan
doku iskelelerinin XRD grafikleri Sekil 4.14’te sunulmustur.

800 |- |
600 | -
400 | |

200 —

20000 1 1 I 1 L |

Siddet
(a.u)

15000 |- -

10000 |- -

5000 - -

(b)

26 ()

Sekil 4.15. (a) Bos ve (b) melatonin/HPBCD inkliizyon kompleksi yiiklii kitosan doku
iskelelerinin XRD grafikleri.

Sekil 4.15e gore, bos kitosan doku iskelesine ait XRD grafiginde kitosanin Karakteristik pikleri
10° ve 20° civarinda goriilmektedir. Bu karakteristik pikler Qi ve arkadaslari tarafindan (2004)
yapilan c¢alismadaki kitosanin karakteristik XRD pikleri ile uyumludur [138].
Melatonin/HPBCD inkliizyon kompleksinin XRD karakteristik pikleri 20° ile 25° arasinda
bulundugu i¢in bu pikler bos kitosan doku iskelenin XRD pikleri ile ¢akismaktadir. Bu nedenle,
kompleks yiiklii kitosan doku iskelelerinin pik siddeti bos kitosan doku iskelesinin XRD
spektrumuna gore daha yiiksektir. Sonug olarak, yiiklii kitosan doku iskelelerindeki inkliizyon

kompleksi varlig1 kanitlanmistir.
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4.4. Melatonin ve Melatonin/HPBCD Inkliizyon Kompleksinin Kitosan Doku Iskelelerine
Yiikleme Miktariin Belirlenmesi ve In vitro Salim Calismasi

4.4.1. Kitosan doku iskelesi basina diisen melatonin ve melatonin/HPBCD inkliizyon
kompleksi miktarinin belirlenmesi

Bolim 3.5.2.1’de anlatilan daldirma yontemi kullanilarak serbest melatonin ve
melatonin/HPBCD inkliizyon kompleksi kitosan doku iskelelerine yiiklenmistir. Yiiklenen
miktarlar Ek 4’te belirtildigi sekilde hesaplanmistir. Serbest melatonin ve melatonin/HPBCD
inkliizyon kompleksi ¢oziiniirliikklerinden dolay: sirasiyla etanol ve su igerisinde hazirlanarak
kitosan doku iskelelerine yiiklenmislerdir. Iskele basma yiikleme miktarlar1 Cizelge 4.5°te
verilmistir.

Cizelge 4.5. Farkli ¢ozeltilerdeki melatonin ve melatonin/HPBCD inkliizyon komplekslerinin
kitosan doku iskelelerine yiiklenme miktarlari.

Melatonin/HPBCD inkliizyon kompleksleri yiiklii kitosan = Melatonin yiiklii kitosan doku

doku iskelesi iskelesi
Yiiklenen Etanol Su Etanol
melatonin miktari
(mg/ iskele) 1.67+0.11 2.58+0.01 1.53+0.21
Yiklenen
melatonin miktar1 203.66+14.02 314.63+0.78 186.584+25.73

(mg/g iskele)

Cizelge 4.5°te verilen bilgiler 1s181nda, melatonin/HPBCD inkliizyon kompleksinin sulu
cozeltisinde gergeklestirilen yiikleme veriminin etanole gore daha yiiksek oldugu sonucuna
varilmigtir. Bunun nedeninin, kitosanin sulu ¢ozeltilerle daha iyi etkileserek sismesinden
kaynaklandig: diigiiniilmiistiir. Ayrica, melatonin ve melatonin/HPBCD inkliizyon kompleksi
yiikli kitosan doku iskeleleri karsilastirildiginda, iskele basina diisen melatonin miktarinin
inkliizyon kompleksinde daha yiliksek oldugu sonucuna varilmistir. Boylelikle inkliizyon

kompleksi su icerisinde ¢oziilerek iskelelere yiiklenmistir.

4.5.2. In vitro sahm calismasi

Melatonin ve melatonin/HPBCD inkliizyon kompleksi yiiklii kitosan doku iskeleleri ile 2 mL
PBS ortaminda 4 giin siiren in vitro salim ¢alismasi yapilmistir. Melatonin/HPBCD inkliizyon
komplekslerinden salinan kiimiilatif melatonin miktar1 Sekil 4.16°da ve yiizde salim1 ise Sekil
4.17°de sunulurken melatonin yiiklii kitosan doku iskelesinden salinan kiimiilatif melatonin

miktar1 Sekil 4.18’de ve yiizdesi Sekil 4.19°da verilmistir.
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Sekil 4.16. Melatonin/HPBCD inkliizyon kompleksi yiiklii kitosan doku iskelelerinden salinan
iskele basina diisen melatoninin miktarca kiimiilatif salim degerleri.

100
90
" WH«H :
70

60
50
40
30
20

10
0 @
0

Ortalama salinan melatonin miktari
(%)

50 100 150 200 250 300 350
Zaman (dakika)

Sekil 4.17. Melatonin/HPBCD inkliizyon kompleksi yiiklii kitosan doku iskelelerinden salinan
melatoninin yiizdece kiimiilatif salim degerleri.
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Sekil 4.18. Melatonin yiiklii kitosan doku iskelesinden salinan iskele bagina diisen melatoninin
miktarca kiimiilatif salim degerleri.
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Sekil 4.19. Melatonin yiiklii kitosan doku iskelesinden salinan iskele basina diisen melatoninin
yiizdece kiimiilatif salim degerleri.

Salim g¢alismasinda, ilk bes saatte melatoninin biiyiik bir kismmin salindigi goriilmiis ve bu
yiizden tezin bu kisminda ilk bes saatlik salim grafiklerine yer verilmistir. Sekil 4.16°da ve Sekil
4.17°de iskelelere yiiklenen inkliizyon kompleksinden sirasiyla 2.16+0.452 mg ve %83
melatoninin salindig1 goriilmistiir. Sekil 4.18’de ve Sekil 4.19°da melatonin yiiklii iskelelerden
1.08+0.187 mg ve %71 melatoninin salindig1 goriilmiistiir. Zhang ve arkadaslarinin yaptigi

calismada hidrofobik ilagla olusturulan inkliizyon komplekslerinin doku iskelesinden %80
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oraninda salim yaptig1 gériilmiistiir [139]. Boylece, tez kapsaminda gergeklestirilen bu galisma,

literatiir ile tutarlidir.

Calisma kapsaminda elde edilen bu sonuglar {iiretilen inkliizyon kompleksinin melatonin
miktarini arttirdigin1 gostermistir. Boylelikle ayni salim siiresi icerisinde daha fazla miktarda
melatonin salim1 gergeklestirilmistir. Sonug olarak, melatonin ve melatonin/HPBCD inkliizyon
komplekslerinin iskelelerden diflizyon kontroliinde salim gergeklesmesi nedeniyle hizli bir

salim profili goriilmiistiir.

4.5. Hiicre Kiiltiir Calismalar:

4.5.1. MTT analizi

Bos, melatonin ve melatonin/HPBCD inkliizyon kompleksi yiikli kitosan doku iskelelerinin
MG-63 hiicreleri ile etkilestirmek suretiyle gerceklestirilen c¢alismada, tez kapsaminda
kullanilan bilesenlerin MG-63 hiicreleri tizerindeki dolayl etkileri incelenmistir. Bu hiicrelerin
canliliklart MTT testi ile analiz edilmis ve elde edilen MTT sonuglar1 giinlere karsilik gelen

optik yogunluk degeri olarak Sekil 4.20’de sunulmustur.
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Sekil 4.20. TCPS, bos kitosan, melatonin/HPBCD kompleks yiiklii ve melatonin yiiklii kitosan
doku iskeleleri ile dogrudan etkilesen MG-63 hiicrelerinin MTT sonuglarin1 gosteren grafik.
(Istatistiksel olarak anlam farkliligi, TCPS kontrol grubu iken, * p<0.05, ** p<0.01, ***
p<0.001; bos kitosan doku iskelesi kontrol grubu iken; # p<0.05, ## p< 0.01, ### p<0.001)

Herhangi bir kitosan doku iskelesi igermeyen TCPS yiizeyi ile bos kitosan doku iskeleleri
kontrol gruplar1 olarak se¢ilmistir. Sekil 4.20°de yer alan sonuglara gore, bos kitosan doku
iskelesi ile etkilesen hiicrelerin aktivitesinde 1. giinde azalma goriilmiis ve 2. giinde bu azalma
istatiksel olarak anlamli bir fark olarak ifade edilmistir (p<0.005). Bu azalmanin nedeninin, bos
kitosan doku iskelesinin hiicreler tizerinde yarattigi mekanik etkilerden dolay1 hiicrelere yeterli
besin ve oksijen saglanamamasindan kaynakli oldugu diisiiniilmektedir. Melatonin/HPBCD
inkliizyon kompleksi igeren kitosan doku iskelesi grubu ele alindiginda, bu gruptaki hiicrelerin
canliligmin ilk giinden itibaren anlamli bir bi¢imde azaldig: tespit edilmistir (p<0.01). Bu
azalma ikinci ve tglincii giinlerde artarak devam etmis ve kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli bir fark goézlenmistir (p<0.001). Bdylelikle inkliizyon kompleksi yiikli

iskelelerin MG-63 hiicreleri {izerinde inhibe edici etkiye sahip oldugu sonucuna varilmstir.
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Birinci giine ait MTT degerleri incelendiginde, melatonin yiiklii kitosan doku iskelelerinin
bulundugu gruptaki hiicre canliliginin kompleks ytiklii iskele grubuna gére daha diisiik oldugu
goriilmiistiir. Melatonin yiikli iskelenin yer aldigi grubun calismanin ikinci ve iiglincii
giinlerinde kontrol gruplarina gére anlamli bir azalma gorilmistir (p<0.001). Ancak,
melatonin igeren bu grubun birinci giindeki hiicre canliligi ile kiyaslandiginda, ikinci ve tigiincii

giindeki hiicre canliligindaki artig dikkat cekmistir.

Liu ve arkadaslar1 (2013) tarafindan gergeklestirilen ¢aligmada, serbest melatonin dogrudan
MG-63 hiicreleri ile etkilestirilmistir. Melatoninin 4 ile 10 mM konsantrasyon araliginda bu
hiicreler {izerinde apoptotik etkiye sahip iken, 1 nM ile 2 mM konsantrasyon araliginda bu
hiicrelerin ¢ogalmalarini destekledigi gorilmistiir [4]. MG-63 hiicrelerinin ayni zamanda
osteoblastik hiicre 6zelligi gosterdigi bilinmektedir, bu nedenle bazi ¢alismalarda bu hiicreler
osteoblastik hiicre olarak kullanilmigtir [140, 141]. Melatoninin diisiik konsantrasyonlarinda
MG-63 hiicrelerinin ¢ogaltmasinin nedeninin de bu hiicrelere osteoblast hiicresi gibi etki

etmesidir.

Sunulan tez ¢aligmasinda ilk giin salinan melatonin konsantrasyonlarinin inkliizyon kompleksi
ve melatonin yiiklii iskeleler igin sirasiyla 9.40 mM ve 4.75 mM oldugu hesaplanmistir. Elde
edilen MTT sonuglarina gore, melatonin yiiklii iskelenin ilk giin hiicrelerin bir kismin1 inhibe
ettigi, ancak ilerleyen giinlerde bu hiicrelerin ¢ogalmasina neden oldugu goze carpmistir.
Kompleks yiiklii iskele grubunun ise, ilk glinden itibaren hiicreleri inhibe ettigi fark edilmistir.
Bunun nedeni, ilk anda hizlica salinan melatoninin konsantrasyonunun hiicreler iizerinde
apoptotik etki yapacak kadar yiiksekken, ilerleyen gilinlerde iskeleden daha az salinarak
hiicrelerin ¢ogalmasin1 durduracak konsantrasyona erisememesinden kaynakli oldugu

diistinilmiistir.

Sonug olarak, kompleks yiiklii iskelenin igerdigi melatonin konsantrasyonu kanser hiicreleri
icin hiicreleri 6ldiirecek kritik konsantrasyondayken, melatonin yiiklii iskeledeki melatonin

konsantrasyonu bu hiicrelerin ¢ogalmalarini uzun siire inhibe edemeyecek bir degerdedir.

4.5.2. Invert mikroskop ile analiz
Bos, melatonin ve melatonin/HPBCD inkliizyon kompleksi yiiklii kitosan doku iskelelerinin
MG-63 hiicrelerinin canliligi ve morfolojileri iizerindeki etkilerinin takibi i¢in alinan optik

mikroskop goriintiileri Sekil 4.21°de verilmistir.
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Sekil 4.21. Bos ve yiikli kitosan doku iskeleleri ile etkilestirilen MG-63 hiicrelerine ait optik
mikroskop goriintiileri: TCPS grubu: (a) 1.giin, 20X; (b) 2.glin, 20X; (c) 3. giin, 20X; bos
kitosan doku iskelesi grubu: (d) 1. giin, 20X, (e) 2.giin, 20X; (f) 3. giin, 20X; inkliizyon
kompleksi yiiklii kitosan doku iskelesi grubu: (g) 1. giin, 20X; (h) 2.giin, 20X; (1) 3. giin, 20X
melatonin yiiklii kitosan doku iskelesi grubu: (j) 1. giin,20X; (k) 2. giin, 10X ve (1) 3. giin, 20X.

MG-63 hiicreleri yiizeye tutunarak ¢cogalan fibroblastik hiicrelerdir. Sekil 4.21 incelendiginde,
24 gozIi TCPS kaplarina ekilen MG-63 hiicrelerinin ti¢ giin boyunca diizgiin bir morfolojide
oldugu ve hiicrelerin homojen bir sekilde ¢ogaldig1 goriilmiistiir ve bu grup kontrol grubu olarak
belirlenmistir (Sekil 4.21 (a), Sekil 4.21 (b), Sekil 4.21 (c)). Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, bos kitosan doku iskelesinin bulundugu kiiltiir kabinin ortasinda MG-63
hiicrelerinin sayica daha az oldugu dikkat ¢ekmistir. Bunun nedeninin bos kitosan doku
iskelesinin  mekanik etkiyle MG-63 hiicrelerine oksijen ve besin aktarimlarini
engellenmesinden kaynakli oldugu distinilmiistir. Diger bolgedeki hiicrelerse morfolojik
olarak diizgiin, TCPS yiizeyine tutunmus oldugu gozlenmistir (Sekil 4.21 (d), Sekil 4.21 (e),
Sekil 4.21 (f)). Kompleks i¢eren doku iskelesinden ortama salinan melatoninin ise ilk giinden
itibaren hiicrelerin morfolojilerini bozdugu anlagilmistir (Sekil 4.21 (g), Sekil 4.21 (h) ve Sekil

4.21 (1)). Melatonin igeren doku iskelesinden salinan melatoninin hiicreleri ilk giin 6ldiirdiigii
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gozlenirken (Sekil 4.21 (j)) 2. ve 3. giinlere ait optik mikroskop goriintiilerinde 6lii hiicrelerle
birlikte canli hiicrelerde goze carpmustir (Sekil 4.21 (K) ve Sekil 4.21 (1)). Elde edilen optik

mikroskop goriintiileri MTT sonuglariyla uyumlu oldugu goriilmiistiir.

4.5.3. Akis sitometrisi ile hiicre dongii analizi

Bos kitosan doku iskelesi, melatonin ve melatonin/HPBCD inkliizyon kompleksi ytiklii kitosan
doku iskelelerinin MG-63 hiicrelerini, hiicre dongiisiiniin hangi fazinda inhibe ettigini
belirlemek amaciyla akis sitometrisi cihazinda hiicre dongii analizi ¢alismasi
gerceklestirilmistir. Akis sitometrisinden elde edilen sonuglar hiicre dongii fazlarina karsilik

gelen yiizdece hiicre sayisi olarak Cizelge 4.6’da ve Sekil 4.21°de verilmistir.
Cizelge 4.6. Hiicre dongii analizi sonucu elde edilen fazlara gore ylizdece hiicre say1 dagilimi.

Hiicre Sayis1 (%)

Gruplar Go/G, S Go/M
Bos Kitosan Iskele 35.45+0.85 22.50+3.26 16.85+0.041
Kompleks Yiiklii Kitosan
kel 53.70+0.57 33.25+0.86 3.50+0.24
skele

Melatonin Yiikli Kitosan

. 49.60+1.06 20.80+0.33 16.40+0.98
Iskele

Hiicre dongii analizinde bos kitosan doku iskelesi grubu kontrol grubu olarak seg¢ilmistir.
Cizelge 4.6’da yer alan hiicre dongii analizi sonuglarina gore; tim gruplarin Go/G: fazinda
bulunan hiicre sayist diger fazlardaki hiicre sayilarindan daha yiiksektir. Sekil 4.22
incelendigindeyse, Go/G: fazindaki kompleks ve melatonin igeren iskelelere ait hiicre
sayillarinin kontrol grubundakilere gore onemli derecede anlamli bir farka sahip oldugu
goriilmiistiir (p<0.001). Ayrica tiim gruplarin S ve G2/M fazlart incelendiginde, kompleks
iceren iskele grubunun bos kitosan doku iskelesine gore anlamli bir fark igerdigi anlasilmigtir.
Kompleks yiiklii iskelelerde Go/G: fazina ait hiicre sayisina gore S ve G2/M fazlarma gegen
hiicre sayilarinin az oldugu agikca goriilmiistiir (p<0.01 ve p<0.0001). Sonug olarak, kompleks
iceren doku iskelelerinden salinan melatonin Go/G1 fazinda hiicre gogalmasini inhibe etmistir.
Liu ve arkadaglarinin (2013) yaptig1 ¢aligmanin hiicre dongii kisminda apoptotik melatoninin
konsantrasyonunda bu hormonun MG-63 hiicrelerini Go/G; fazinda inhibe ettigi goriilmiistiir

[4]. Reiter ve arkadaslar1 (2011) tarafindan yapilan baska bir ¢alismadaysa, 1 mM melatonin
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konsantrasyonuna sahip osteoblastik hiicre hattinin (hnFOB) Go/G1 fazindaki hiicrelerde anlamli
bir artis olustururken G»/M fazindaki hiicrelerde es zamanli olarak diisiise neden oldugu

goriilmiistiir [142]. Tez kapsaminda yiiriitiilen hiicre dongii analizi sonuglarinin literatiirle

uyumlu oldugu goriilmiistiir.
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