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OZET

Gesitli Hesperetin Nanostispansiyonlarindan Farkli
Biyomalzemeler ile Stabilize Edilmis Hesperetin

Mikrocubuklarinin Elde Edilmesi ve Karakterizasyonu

Yesim KARAHAN

Kimya Anabilim Dali

Doktora Tezi

Danisman: Dog¢. Dr. Dolunay SAKAR DASDAN

Solunum yolu hastaliklari, akciger kanseri ile birlikte diistiniildiiglinde Tiirkiye
Istatistik Kurumu 2019 verilerine gére 6liim nedeni siralamasinda ikinci siradadur.
Son yillarda goriilme siklig1 artan solunum yolu hastaliklarinin basinda astim,
KOAH ve akciger kanseri gelmektedir. Genel olarak, bu hastaliklarda solunum
yollarinda oksidatif stres ve inflamasyon gerceklesmektedir. Pekcok terapotik
etkiye sahip olan Hesperetin etken maddesi, 6zellikle antioksidan,
antiinflamatuvar ve antikanserojen oOzellikleri nedeniyle ilgi cekmektedir.
Literatiirde Hesperetinin solunum yollar1 hastaliklar1 tizerindeki olumlu etkisine

dair pekcok calisma mevcuttur.

Ilac tasiyicilar1 olarak kiiresel olmayan partikiillerin kullanildigi kontrollii
pulmoner ila¢ dagitim sistemleri gliniimiizde biiyiik ilgi gormektedir. Bu tiir
anizotropik morfolojiler, akciger hava yollarinda daha derine inebilir, boylece
terapotik bilesiklerin ilgilenilen noktada verimli bir sekilde birikmesini ve

ardindan bunlarin siirekli salimlarini miimkiin kilar. Bu nedenle, Hesperetinin oral
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yolla alimi yerine pulmoner yolla mikrocubuk seklinde alinmasiyla, direkt

akcigere ulasmasindan dolay1 daha verimli sonuc alinabilecegi 6ngoriilebilir.

Bu calismada, Hesperetin etken maddesinin pulmoner yolla alimina uygun
mikrocubuklar halinde elde edilmesi ve bu mikrocubuklarin karakterizasyonunun
yapilmasi amaclanmistir. Bunun icin PC2000 (plantacare 2000) ve PVA
(polivinilalkol) ile stabilize edilmis Hesperetin nanosiispansiyonlarindan
(Hesperetin-PC2000 ve Hesperetin-PVA), Hesperetin mikrocubuklari elde etmek
amaciyla Template-assisted teknigin infiltrasyon yaklasimi uygulanmis ve uygun
kosullar (konsantrasyon, partikiil boyutu, infiltrasyon sayisi, ¢oziicli, santrifiij
ayarlar1 vb.) saptanarak teknigin optimizasyonu saglanmistir. Mikrocubuklarin
stabilizasyonunda, dogal biyomalzeme olan agaroz ve D-mannitol kullanilmistir.
Mikrogubuklarin karakterizasyonu SEM, ImageJ-Win64, floresans mikrokobu ile
yapilmis, mikrocubuklarin farkli pH lardaki ve 37°C PBS (pH 7.4%= 0.1)
icerisindeki kararliligi ve aktivitesinin zamana gore degisimi ise Zetasizer

Olclimleri ve UV/vis spektrofotometresi ile incelenmistir.

Galisma sonucunda elde edilen tiim mikro¢ubuklarin pulmoner yolla alima uygun
olduklari, akciger kosullarinda, yapilarindaki radikal siipiirme yetenegine sahip -
OH ve -CH gruplarinin aktif olmasiyla, akcigerde antioksidan, antiinlamatuar ve
antikanserojen etki gosterecegi ve solunum yolu hastaliklar1 tedavisinde oldukca

etkili olacag1 diistiniilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Hesperetin, Mikrocubuk, Biyomalzeme, Template-assisted

Teknik, Pulmoner yolla ila¢ alimi

YILDIZ TEKNIK UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
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ABSTRACT

Obtaining and Characterization of Hesperetin Microrods
Stabilized by Different Biomaterials from Various Hesperetin

Nanosuspensions
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Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Dolunay SAKAR DASDAN

When respiratory tract diseases and lung cancer are considered together, it is the
second cause of death according to the 2019 data of the Turkish Statistical
Institute. Asthma, COPD and lung cancer are the leading respiratory diseases
whose incidence has increased in recent years. Generally, oxidative stress and
inflammation occur in the respiratory tract in these diseases. Hesperetin, which
has many therapeutic effects, attracts attention especially because of its
antioxidant, anti-inflammatory and anticarcinogenic properties. In the literature,
there are many studies on the positive effect of Hesperetin on respiratory tract

diseases.

Nowadays, controlled pulmonary drug delivery systems using non-spherical
particles as drug carriers are of great interest. Such anisotropic morphologies can
penetrate deeper into the lung airways, enabling efficient deposition of
therapeutic compounds at the point of interest followed by their sustained release.

Therefore, it can be predicted that more efficient results can be obtained by taking
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Hesperetin in the form of microrods by pulmonary route instead of oral ingestion,

since it reaches the lungs directly.

In this study, it was aimed to obtain the Hesperetin as microrods suitable for
pulmonary intake and to characterize these microrods. For this, the infiltration
approach of the Template-assisted technique was applied to obtain Hesperetin
microrods from Hesperetin nanosuspensions (Hesperetin-PC2000 and Hesperetin-
PVA) stabilized with PC2000 (plantacare 2000) and PVA(polyvinylalcohol), and
the optimization of the technique was ensured by determining the appropriate
conditions (concentration, particle size, infiltration number, solvent, centrifuge
settings, etc.). Natural biomaterials agarose and D-mannitol were used to stabilize
the microrods. The characterization of the microrods was made with SEM, ImageJ-
Win64, fluorescence microscopy, and change of the stability and activity of the
microrods at different pHs and 37°C PBS (pH 7.4+0.1) over time were examined

by Zetasizer measurements and UV/vis spectrophotometer.

It was thought that all microrods obtained as a result of the study were suitable
for pulmonary uptake, and that they would have antioxidant, anti-inflammatory
and anticarcinogenic effects in the lung, and would be very effective in the
treatment of respiratory tract diseases, with the active -OH and -CH groups that

have radical scavenging ability in lung conditions.

Keywords: Hesperetin, Microrods, Biomaterials, Template-assisted Technic,

Pulmonary drug delivery
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1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozet

Hesperetin, serbest radikal siipiiriicii, antioksidan, antimflamatuar, antiproliferatif
ozellikleri nedeniyle 6zellikle antikarsinojen etkiye sahip bir bioflavanoid
oldugundan oldukca dikkat ¢ekmektedir. Literatiirde ozellikle kanser tedavisi
amacl calismalarda siklikla yer almaktadir. Ornegin; Isvicreli albino fareler
lizerinde yapilan bir calismada; morfolojik, biyokimyasal, histopatolojik ve
immiinoblot analizine referansla elde edilen sonuclar Hesperetin kullaniminin
lipit peroksidasyonu azaltarak ve antioksidan savunma sisteminin tim
bilesenlerini artirarak, B(a)P (Benzo(a)piren)in neden oldugu oksidatif hasara
karst akcigerleri korudugunu, ayrica proinflamatuar sitokin (TNF-a: Timor
Nekroz Faktor Alfa) seviyesini azalttig1 ve NF-kB(Niikleer faktor kappa B), PCNA
(Proliferatif hiicre niikleer antijeni), CYP1A1l(Sitokrom p450 enzimleri) ve
Nrf2(Serum Niikleer Faktor Eritroid ile Tliskili Faktor2)'nin protein ekspresyonunu
modiile ettigi, boylelikle akciger kanseri modelinde carpici bir kemopreventif

etkinlik gosterdigi tespit edilmistir[1].
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Sekil 1.1 Hesperetinin Akciger kanserinde B(a)P hasarina karsi olast koruma

mekanizmasi[1]



Hesperetin antioksidan etkilerinden kaynaklanan antikanser potansiyeline
sahiptir. Akciger kanseri hiicrelerinde, hesperetin, BaP ile indiiklenen reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) {iiretimini takiben malondialdehit (MDA) gibi lipid
peroksidasyon iirtinlerinin salintmini 6nler. Bu, MDA'nin DNA ile etkilesimini
engeller ve ortaya cikan zararli olaylar1 gecersiz kilar [1]. Mutajenezi
dengelemenin yami sira, hesperetin ayrica bu hiicrelerin BaP ile indiiklenen
proliferasyonunu durdurma yetenegine de sahiptir. Hesperetin'in antiproliferatif
etkilerine BaP/ROS/NF-kB yolunun inhibisyonu ve ardindan proliferatif
transkripsiyon faktorii TNF-a'nin ekspresyonunun hafifletilmesi aracilik eder

(Sekil 1.2) [1, 2].
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Sekil 1.2 BaP ve nikotin kaynakli akciger karsinogenezini bloke etmede

hesperidin ve hesperetinin islevleri[3]

Pismis ette bulunan bir kanserojen olan BaP, akciger kanseri hiicrelerinde oksidatif
stresi tesvik eder. Bu, sirayla proliferatif etkileri hizlandiran NF-xB/TNF-a
ekseninin aktivasyonuna yol acar. Bununla birlikte, hesperidin ve hesperetin, NF-
KBnin ROS aracili aktivasyonunu ve bunun sonucunda akciger kanseri
hiicrelerinin c¢ogalmasini 6nleme kapasitesine sahiptir. Ayrica, BaP maruziyeti
lipid peroksidasyonunu ve MDA {iretimini indiikleyebilir. ikincisinin, DNA ile
genotoksisiteye yol acan kompleksler olusturdugu bilinmektedir. Ilginc bir sekilde,
hesperetin BaP'nin neden oldugu lipid peroksidasyonunu onleyebilir ve boylece

mutajenezi onleyebilir. Benzer bir sonucg, nikotin kaynakli DNA hasarina karsi



hesperidin tarafindan da elde edilir. Son olarak, hesperidin, MMP(matrix
metalloproteinaz)'lerin aktivitesinin ROS aracili tanitimini hafifletebilir, bu

nedenle metastazi engelleyebilir[3].

Bir bagka invivo calismada ise, kanser tedavisinde sik kullanilan Cisplatine kars1
diren¢ gosteren hastalarin tedavisi icin, adenokarsinom/Cisplatin hiicrelerine
Hesperetin eklenmesiyle kemoterapinin etkisiz olmasina neden olan proteinin,P-
gp (P-glikoprotein), ekspresyonunu belirgin sekilde azalttig1 ve adenokarsinom
hiicrelerinde P-gp substratinin hiicre ici birikimini arttirdigi ve ayrica
adenokarsinom/Cisplatin hiicrelerinin hesperetin ile 6n tedavisi, (NF)-kB (p65)
(niikleer faktor) aktivitesini ve niikleer translokasyonunu 6nemli 6l¢iide inhibe
ettigi saptanmis ve sonucta hesperetinin, NF-kB sinyal yolunun inhibisyonu ile
iligkili olan adenokarsinom/Cisplatin hiicrelerinde P-gp ekspresyonunu azaltarak

P-gp aracili ¢coklu ilag direncini tersine cevirdigini gostermistir[4].

Akut akciger hasarina karst Hesperetinin tedavi edici etkisinin arastirildig1 bir
bagka calisma ise, Hesperetinin sadece akcigerlerdeki histopatolojik degisiklikleri
iyilestirmekle kalmadigini, ayni zamanda islak/kuru oranini da azalttigini,
Hesperetin tedavisinden sonra bronkoalveolar sivida toplam hiicre sayis1 ve
notrofil ve makrofaj sayisi, proinflamatuar sitokin seviyelerindeki degisiklikle
uyumlu olarak daha diisiik oldugunu; akut akciger hasarli farelerin Hesperetin
tedavisinden sonra, akciger dokularinda MicroRNA-410 (miR-410) seviyeleri
onemli olciide artis oldugunu, miR-410'un cinsiyet belirleyen bolge Y-box 18'in
(SOX18) inhibisyonunu hedeflediginden Hesperetinin miR-410/SOX18 eksenini
bloke ederek inflamatuar sekresyonu hafifletebilecegini ve bu yolla Hesperetinin

akut akciger hasarini iyilestirdigini gostermstir (Sekil 1.3)[5].



| Akut Akciger hasar I

Sekil 1.3 Hesperetinin akut akciger hasarini 6nleme mekanizmasinin sematik

gosterimi [5]

Akciger adenokarsinomunda, yiiksek oranda eksprese edilen ve kotii prognoz ile
iliskili olan UGT1A3  (UDP-Glukuronosil Transferaz) iin  akciger
adenokarsinomunun ilerlemesindeki roliinii ve akciger adenokarsinomunda
tedavisinde hesperetin inhibitoriiniin degerini arastirmak olan bir baska in vivo
calismada, Hesperetin, akciger adenokarsinomu hiicre cogalmasini ve gociinii
baskiladigi, ve akciger adenokarsinomu icin 6nemli bir prognostik faktér olan
UGT1A3'i inhibe ederek ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) seviyelerini artirarak
platin ilaclar1 sinerjize edebilecegi ve Hesperetin'in platin ile kombinasyon
tedavisi, 0zellikle tek ilac tedavisi ile karsilastirildiginda, tiimor ilerlemesini daha

onemli Ol¢iide baskiladigi sonucuna ulasiimistir[6].

Lewis akciger karsinomu (LAK) hiicreleri ve fareleri kullanarak akroleinin neden
oldugu akciger hasarinda hesperetinin koruyucu roliinii arastiran bir diger in
vitro/in vivo calismada, LAK hiicrelerinin ve farelerin akroleine maruz kalmasi
lizerine, hesperetin oksidatif stresi azaltarak akciger hasarini iyilestirdigi,
hesperetinin hem in vitro hem de in vivo modellerde akciger hiicrelerinin akrolein
ile indiiklenen apoptozisine karst koruyucu bir etki sergiledigini

gostermislerdir[7].

KOAH (Kronik obstriiktif akciger hastaligi)h fare akcigeri kanseri, iiretan
enjeksiyonu ile birlikte sigara icimi ile indiiklenerek, hesperetin'in KOAH'In
akciger kanserine ilerlemesi ve bunun altinda yatan mekanizmalar tizerindeki
etkisinin 6nlenmesini dogrulamak amaciyla yapilan bir in vivo calismada ise,

Hesperetin, AKT1 (Protein kinaz B), IL6 (interlokin-6), VEGFA (Vaskiiler
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Endotelyal Biliyiime Faktoril), MMP9 (Matrix metalloproteinaz) ve TP53(Tumor
protein 53 )'i diizenleyerek KOAH" ve akciger kanserine ilerlemesini 6nlemeye
yardimci oldugu sonucuna ulasilmistir. Ayrica, KOAH' fare akciger kanserinde,
hesperetin ile tedavi doza bagl olarak sadece KOAH'ta akciger dokusu hasarini
degil, ayn1 zamanda akciger kanserinde karsinom lezyonlarini da iyilestirildigi

gozlenmistir(Sekil 1.4)[8].

-
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Sekil 1.4 Hesperetinin, CS ve {iretan tarafindan indiiklenen KOAH'l1 fare akciger
kanserinde AKT1, IL6, VEGFA, MMP9 ve TP53'li diizenleyerek KOAH'" ve akciger

kanserine ilerlemesini 6nlemesinin semtik gosterimi

Alerjik astimi  ve KOAH1 hesperetin ile iyilestirmenin  yolunun,
PDE4(fosfodiesteraz) inhibisyonundan kaynaklanan antiinflamasyon,
immiinoregiilasyon ve bronkodilatasyon olduguna dair yapilan bir baska
calismada, hesperetinin, bir murin alerjik astim modelinde havayollarinin asiri
tepkisini baskilanmasi ve inflamatuar hiicrelerin ve sitokinlerin ekspresyonlarinin
azalmasi dahil olmak iizere anti-inflamatuar etkiler gosterdigini, bununla birlikte,
ksilazin/ketamin ile indiiklenen anesteziyi etkilemediginden kusturucu etkisinin

¢ok az oldugunu veya hi¢ olmadigi sonucuna varilmistir[9].
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Sekil 1.5 Hesperetinin mekanizmasinin sematik gosterimi[9]

Sekil 1.5 ‘te AC: adenilat siklaz; Th: T-yardime hiicreler; Ig: immiinoglobulin; IL:
interlokin; IFN: interferon; TNF: tiimor nekroz faktorii. Yukar1 ve asagi oklar

sirasiyla artig ve azalislar1 gosterir.

Hesperetin'in etki mekanizmalari(Sekil 1.5). Hesperetin, PDE4 aktivitesini secici
olarak inhibe eder ve cAMP (Adenozin 3',5’ siklik monofosfat)'ye bagh protein
kinaz1 (PKA) aktive eden ve hiicre ici bosluktan kalsiyum ekstriizyonunu ve
sarkoplazmik retikulaya (SR) alimini artiran cAMP'de bir artisa neden olur. Bu

nedenle hesperetin, hiicre ici kalsiyum ([Ca**]

;) konsantrasyonunu biiyiik 6lciide
azaltir ve bronkodilatasyona neden olur. cAMP'deki artisin ayrica anti-inflamatuar

ve immiin diizenleyici etkileri vardir.

Hesperetinin, akciger kanseri tizerine etkisine dair bir baska ¢alisma, H522 akciger
hiicreleri izerinde zamana ve doza bagl bir sekilde giiclii bir anti-proliferatif etki
ettigini, pro oksidan enzimlerin ekspresyonunu baskilayarak, hiicrelerin
proliferasyonu ile ilgili hedef genleri inhibe ederek ve apoptozu indiikleyerek

karsinojenez siirecini inhibe ettigini gostermistir[10].

IL-1B (interlokin-1beta) ile uyarilan akciger adenokarsinomu hiicre proliferasyonu

ve COX-2 (siklooksijenaz) aracili inflamasyonda hesperetinin antikanser
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etkilerinin arastirildig1 bir calismada, insan akciger adenokarsinomu A549
hiicreleri, Hesperetin ile veya Hesperetin olmadan serum a¢ligina maruz birakilma
yoluyla degisen siireler icin IL-1f(interlokin) ile uyarilmis, hiicre canlihigi ve
proliferasyonu, MTT(dimetilazol-2-il difenil tetrazodum bromiir) ve yara
iyilestirme deneyleri ile degerlendirilmis, hiicre dongiisii ilerlemesi, akis
sitometrisi ile olciilerek ve sirasiyla COX-2 mRNA ve protein ekspresyonunu
incelemek icin RT-PCR ve immiinoblotlama yontemleri kullanilarak elde edilen
sonuclar; Hesperetinin, IL-1B etkisiyle hiicre canliligi ve proliferasyonunda
zamana ve doza bagh bir artisini, COX-2'nin transkripsiyon ve translasyon
seviyelerinde ekspresyonunu, COX-2 proteininin stabilitesini arttirdigin1 ve
PGE2(prostoglandin 2) tiretimini 6nemli 6l¢iide azalttigini gostemistir. Ayrica, IL-
1B, A549 hiicrelerinde Hesperetin tarafindan tersine cevrilen ERK-1/2 (protein
kinaz hiicre ici sinyal faktorii) ve NF-KB'nin (niikleer faktor) p65 alt biriminin
artan fosforilasyonunu uyardigi saptanmistir. Tim bunlara dayanarak,
Hesperetinin IL-1f ile uyarilan hiicre proliferasyonunu, COX-2 ekspresyonunu ve
translasyon seviyesinde diizenlenmesini ve A549 akciger epitel hiicrelerinde PGE2
sentezini inhibe edebildigini ve bunun akciger kanseri hiicrelerinde anti-

inflamatuar ve antikanser potansiyelini gosterdigini gostermektedir[11].

Ayrica, Hesperetin beyin-kan bariyerini gecebilme ozelligiyle de alzheimer,
demans gibi pekcok norolojik hastaligin tedavisi icinde arastirma konusudur.
Hesperetinin, altta yatan mekanizmalarla ileri glikasyon son iiriinii (AGE) ile
indiiklenen Alzheimer hastali§ina benzer patofizyolojik degisikliklerle karsilasip
karsilasamayacagini arastirmay1 hedefleyen bir baska calismada ise. hesperetin'in
noroblastom hiicrelerini coklu mekanizmalar yoluyla AGE'nin neden oldugu
hasara karst korudugu ve bu nedenle glikasyon kosullar1 altinda artan
norodejeneratif bozukluklarin potansiyel semptom Oncesi tedavisi icin miikemmel

bir secenek olabilecegi sonucuna ulasilmistir[12].

Pankreasin insiilin iireten beta hiicrelerine 6zellikle toksik olan dogal olarak
olusan alkilleyici bir antineoplastik ajan kaynakli Streptozotosin in neden oldugu
Diyabetik nefropatide, iskenderiye {cgiiliinden (Trifolium alexandrinum)
ekstrakte edilen hesperetin ve kuersetinin anti diyabetik, antioksidan ve anti-

inflamatuar etkilerinin altinda yatan terapotik etkileri ve mekanizmalar
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degerlendirmek amaciyla erkek albino fareler {izerinde yapilmis bir diger in vivo
calismada elde edilmis veriler, yiiksek oranda yaglhh diyet ve streptozotisin
uygulanan sicanlarin Hesperetin ve kersetin ile indiiklenen diyabetik nefropatide,
antioksidan, antienflamatuar ve antidiyabetik etkiler yoluyla TGF-f, TNF-a ve IL-
6 ekspresyonlarini baskilayarak, bobrek biyokimyasal, western blotlama ve
histopatolojik bulgulardaki anormallikleri 6nemli Ol¢lide iyilestirdigini, boylece
bobrek fonksiyonunu iyilestirdigini, oksidatif hasari iyilestirdigini ve inflamatuar
hasarini hafiflettigini, diyabetik nefropatiye karsi koymak icin giiclii terapotik

ajanlar olarak kullanilabilecegini gostermistir[13].

Dizel egzoz partikiillerine (DEP) maruz kalan sicanlar {izerinde yapilan bir baska
calisma, hesperetinin, DEP'nin oksidatif ve inflamatuar etkilerini azaltarak, saglk
ve uzun Omirliligi desteklemeye katkida bulunarak DEP'nin kardiyovaskiiler
toksik etkilerini yatistirma yetenegine sahip oldugunu ve hesperitin, DEP ile
indiiklenen etkilerin inhibisyonu ile sonuclanan hedef proteinler icin DEP ile
rekabet ettigini gostermis, narenciye ve diger sebzelerin tiiketimi, dizel egzoz
partikiillerinin neden oldugu kardiyovaskiiler rahatsizliklarin azaltilmasi/ortadan

kaldirilmasi icin etkili bir terapi saglayabilecegini gostermistir[14].

Diyabetin tetikledigi anksiyete ve depresif bozukluklarin Nrf2 (Niklear faktor
eritroid 2 ile iligkili faktor-2)/ARE (antioksidan yanit 6gesi) yolunun yetersizligi
ile iligkili oldugunu ve diyabetle iliskili merkezi sinir sistemi bozukluklarinin
onlenmesi ve tedavisinde narenciye tiirlerinden flavonoidlerin potansiyel bir klinik
uygulamasini sglayan bir calismada ise, hesperetinin sicanlarda diyabetin neden
oldugu anksiyete ve depresyon benzeri davranislari iyilestirdigini ve Glo-
1(glioksolaz 1) giiclendirme ve Nrf2/ARE yolu aktivasyonu ile elde edilen kronik
yiiksek glukoz kaynakli merkezi noron hasarlarina karsi noroprotektif etkiler
gosterdigini ve  Nrf2/ARE yolunun hesperetin tarafindan aktivasyonu, PKC
(protein kinaz C) aktivasyonu ve/veya GSK-3f (glikojen sentaz kinaz 3 beta)

inhibisyonu ile iligkili oldugunu gostermistir[15].

flac etken maddesinin makrofajlar tarafindan fagositesinden kacinmasi, basarili
bir sekilde hedefine ulasmasi, ilgili hiicre tarafindan icsellestirilmesi acisindan

partikiil sekli biiyiik 6nem tagimaktadir.



Altin nanopartikiillerinin geometrileri ve yiizey karakteristiklerinin, biyolojik
dagihm ve makrofajlar tarafindan alimi iizerindeki etkisini inceleyen bir
calismada, ortotopik epiteryal over kanseri tasiyan fareler kulanilarak
PEGillenmis altin nanocubuklarin ve benzer boyuttaki kiirelerin biyolojik dagilimi
arastirilmasi sonucu, her iki nanopartikiiliin karaciger ve dalakta 6nemli Olciide
birikme yaparken, diger organlarda nanocubuklarin daha c¢ok biriktigi
saptanmistir. Bununla beraber, cubuk seklindeki nanopartikiillerin kanda daha
uzun bir dolasim siiresine sahip oldugu ve tercihen kati tiimorlerde kiiresel
nanopartikiillere kiyasla daha fazla biriktigi belirlenmis, altin nanog¢ubuklarin
makrofajlar tarafindan in vitro olarak nanokiirelere kiyasla daha az oranda

alindig1 sonucuna ulasilmistir[16].

Gesitli boyutlarda, farkli geometrilerde polimerik mikropartikiillere Doksorubisin
konjuge edilip, biyokonjugatlar karakterize edilerek, solunan tasiyicilarin partikiil
seklinin aerodinamik 6zellikleri ve makrofaj alimi tizerindeki etkisinin arastirildigi
bir calismada, yeni nesil bir intersepsiyon (carpma) tertibati kullanilarak
gerceklestirilen in vitro akciger birikiminin sonuglari, ayn1 esdeger hacme sahip
kiiresel parcaciklara kiyasla, yliksek boy/en orani (AR) na sahip cubuk seklindeki
parcaciklarin aerodinamik ozelliklerinde ©6nemli bir gelisme oldugu, yiiksek
boy/en oranli parcaciklarin kiiresel parcaciklardan daha az fagosite edildigi
gosterilmistir. Ayrica, bu doksorubisin konjuge partikiillerinin sitotoksisitesi,
murin makrofajlarina kars1 belirlenmis, bu da kiiresel partikiillere kiyasla yiiksek
boy/en oranh partikiillerle islendiginde toksisitenin azalmasina neden oldugu

tespit edilmistir[17].

Partikiil seklinin, ttimore alimi ve dagilimi iizerindeki etkisi degerlendirilmek
lizere, benzer boyutlarda ancak cesitli sekillerde tiretilen altin nanoyapilar (
nanokiireler, nanodiskler, nanokafesler ve nanocubuklar) meme kanseri tasiyan
farelere intravenoz olarak enjekte edildiginde, kiibik ve cubuk sekilli partikiillerin
kiiresel ve disk seklindeki partikiiller, tiimor yiizeyine daha yiiksek alimla ancak
daha az penetrasyon egilimi gostermistir. Ancak, nanocubuk ve nanokafeslerin ise,
timortiin i¢ine niifuz ederek yiiksek birikim gosterdiginden kanserin fototermal

tedavisi icin uygun oldugu belirlenmistir[18].



Boyut, sekil ve yiizey kimyasinin tam kontrolii ile tek tip organik mikro ve nano
partikiil popiilasyonlar1 olusturabilen PRINT adi verilen yukaridan asagiya bir
partikiil iiretim teknigi kullanilarak hazirlanan, boyut, sekil ve yiizey yiikiiniin bir
fonksiyonu olarak 6zel olarak tasarlanmis, monodispers hidrojel partikiillerinin
HelLa hiicrelerine i¢sellestirilmesi {izerine yapilmis bir diger calismada; geleneksel
biyolojik teknikler ve transmisyon elektron mikroskobu kullanilarak elde edilen
sonuglara gore, HeLa hiicrelerinin, birka¢ farkli endositoz mekanizmasi
kullanilarak, kiiresel olmayan parcaciklar: kolayca icsellestirdigi gosterilmistir.
Ayrica, cubuk benzeri parcaciklarin, bircok ¢ubuk benzeri bakterinin fagositik
olmayan hiicrelerde icsellestirme icin sahip oldugu avantaji animsatan,
icsellestirme oranlar1 s6z konusu oldugunda kayda deger bir avantaja sahip

oldugu bulunmustur[19].

Kiiresel olmayan parcaciklarin teorik olarak kiiresel parcaciklardan daha yiiksek
bir ylizey-yapiskan etkilesim alanina sahip oldugu bilgisine dayali olarak, eritrosit
acisindan zengin kan akisinda duvar lokalizasyon davranislarini arastirmak icin
nano-mikro 6lcekte cesitli parcacik boyutu ve sekil parametrelerini entegre eden
ayrintili bir sistematik calismada, nano-mikro 6l¢ekli boyutlar1 kapsayan dort
farkli sekildeki (kiiresel, yassi, oval, cubuk) parcaciklar: kullanan hesaplamali ve
deneysel calismalar yiiriitiilmiistiir. Yapilan bu hem hesaplamali hem de deneysel
calismada, kan akisinda tutulmalar igin farkl parcacik boyutlar ve sekillerinin
eszamanli analizi saglanmis ve eritrosilerin varliginda, mikro 6lgekli kiiresel
olmayan parcaciklarin nano oOlcekli kiiresel parcaciklara kiyasla gelismis
'marjinasyon+adezyon' gecirdigini ve daha yiiksek baglanma oraniyla

sonu¢landigini gostermistir[20].

Intravaskiiler sistemde, kiiresel ve cubuk sekilli olmak {izere iki farkli sekle sahip
polistiren nanoparcaciklarin baglanma afiniteleri karsilastirildigi bir calismada.
nanoparcacik seklinin parcacik yapismasi tizerindeki etkisini degerlendirmek icin,
anti-VCAM-1  (anti-vazkiiler hiicre adezyon molekiilii) ile kaplanan
nanoparcaciklar, statik kosullar altinda serebral mikrovaskiilatiir hiicreleri
(bEnd.3) ile kaplanmis hiicre kiltiirii kaplarinda ve hCMEC/D3 (kan/beyin
bariyer hatt1 hiicreleri) ile kapli mikroakiskan kanallarda dinamik akis kosullari

altinda test edilmis ve parcacik seklinin birikim {izerindeki etkisi, sistemik
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iltihaplanma ve lokal beyin iltithabi dahil olmak iizere iki in vivo modelde de
degerlendirilmistir. Uzatilmis ¢ubuk seklindeki partikiillerin, in vitro olarak daha
biiyiik baglanma kabiliyeti gosterdigi ve statik kiiltiirler icin birikimde 2.5 kat ve
akis kosullart icin 1.5 kat artisa ulastigi, anti-VCAM-1 kapli cubuklar, kontrol
cubuklarina kiyasla beyin birikiminde 3.5 kat artis gosterdigi sonuclarina

ulasilmistir[21].

ApoE 7" gelismis aterosklerozlu fareler kullanarak, boyut ve seklin vaskiiler hedefli
bir tasiyict sistemin iltihapli endotel hiicrelerini plak {izerinden baglama
kapasitesini nasil etkilediginin degerlendirildigi bir in vivo calismada, hedeflenen
elipsoidal mikropartikiillerin, 6zellikle aterosklerotik plaklar iceren segmentlerde,
benzer hacimli mikrokiirelerden daha yiiksek seviyelerde fare aortasina yapistigi,
mikropartikiillerin, hem elipsoidal hem de kiiresel nanopartikiillere kiyasla
adezyon yeteneginin daha fazla oldugu ve plak ile iliskili inflamasyonu hedefleyen
mikropartikiillerin, biiyiik 6lciide pulmoner endotel ile molekiiler etkilesime bagl
olarak, hedeflenmemis partikiillere gore akcigerlerde daha yiiksek seviyelerde

tutuldugu gosterilmistir[22].

Manyetitsiz (agirlikca %0 OA-Fe304) ve manyetit yiiklii (agirlikca %50 ve %70
Fe304) mikro cubuklarin iiretimi, hazirlanan elektrospun elyaflarin UV 1simasina
tabi tutulmasi ve ardindan sonikasyona tabi tutulmasiyla gerceklestirilen ve model
farmasotik bilesik olarak metil 4-hidroksibenzoat (MHB) iceren ila¢ yiiklii mikro
cubuklarin iiretildigi ve her ikisinden de ila¢ salim profili, ilac yiiklii membranlar
ve ilgili mikro ¢ubuklar sulu ortamda arastirildigi, Poli(l-laktit) (PLLA), polietilen
oksit (PEO) ve oleik asit kapli manyetit nanoparcaciklardan (OA-Fe304) olusan
elektrospun siiperparamanyetik polimer bazli biyolojik olarak bozunabilir mikro
cubuklarin tretimine odaklanmis olan bir baska calisma, ilk kez olarak iiretilen
bu malzemelerin manyetik 6zelliklerinden AA (alternatif akim) manyetik alan
altinda uzaktan hipertermi indiiksiyonu icin yararlanilirken, havadaki mikro
cubuklarin DA (dogrusal akim) manyetik alan tarafindan manipiile edilmesiyle
tasima kayiplarini azaltma ve alt hava yollarina hedeflenen teslimati artirma

olasilig1 da gosterilmistir[23].
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Tek asamali elektrospreyleme yoluyla hazirlanan, tek tip cubuk benzeri
morfolojiye sahip, histerezis egrisi ve fliioresans spektrumunun sonuclarina gore
mitkemmel manyetik ve fliioresan oOzellik gosteren Fe304/NaYF4:Eu3+/PLGA
manyetik-floresan iki fonksiyonlu mikro cubuklar, ayni hacimdeki manyetik
floresan iki islevli mikro kiireler ile karsilastirildiginda, mikro ¢ubuklarin daha
diisiik bir su temas acis1 gosterdigi, A549 hiicreleri veya endotel hiicreleri ile
birlikte kiiltiirlendikten sonra ise mikro ¢ubuklarin biyouyumluluga sahip oldugu
saptanmustir. Ilac doksorubisin daldirma yéntemiyle yiiklendiginde ise bu mikro
cubuklarin, mikrokiirelere kiyasla daha yiiksek bir ila¢ tutma etkinligi ve ilag
ylikleme kapasitesine sahip oldugu ve agirlik olarak aymi ilagla yiiklenen mikro
cubuklar, A549 hiicreleri ile iki giinliik ortak kiiltiirden sonra daha giiclii sitostatik

etkiler gosterdigi tespit edilmistir[24].

Diistik viskoziteli, esas olarak diisiik konsantrasyonlu ve diisiik molekiiler agirlikli
poli(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) ¢ozeltileri kullanilarak tek adimli elektrosprey
ile homojen boyutta mikro cubuklar iiretmeyi amacglayan bir baska calisma,
polimer boncuklarin genellikle diisiik konsantrasyonlu oncii ¢ozeltilerle elde
edildigi 6nceki sonuclarin aksine, ¢ézelti konsantrasyonu ve polimerin molekiiler
agirhgr daha da azaltildigi kosullarda 0,5-2,0 pum capinda ve 4-20 pm
uzunlugunda mikro cubuklar hazirlanmis, mikro c¢ubuklarin boy/en orani;
ylikleme voltajinin yeniden diizenlenmesi, tuz eklenmesi ve yiiksek gecirgenlige
sahip coziicii kullanilarak farkli boy/en oranina sahip mikro cubuklarin olusumu
saglanmis ve doksorubisin(DOX) @PLGA mikro cubuklari, DOX@PLGA
mikrokiirelerine kiyasla bir ila¢ dagitim sistemi olarak daha yiiksek yakalama

verimliligi ve ila¢ ylikleme kapasitesi gosterdigi tespit edilmistir[25].

Daha oOnce tiimor nekroz faktori alfa (TNF-a) salgisindan kaynaklanan
inflamatuar sinyalleri azaltmak i¢in inhalasyon yoluyla basariyla iletilen siRNA nin
etkisini arttirmak icin baska bir anti-inflamatuar bilesenin birlikte tasinmasi
uygulandigr bir calismada, Kurkumin yiikli mezo gozenekli silika
nanopartikiillerin, TNF-a'ya karsi polianyonik siRNA kullanilarak katman-tabaka
teknigi ile stabilize edilmis nanoyapili silindirik mikropartikiillerde birlestirilmis
ve bu sistem, akcigerde birikim icin uygun aerodinamik 6zellikler gosterdigi ve

bu solunabilir tastyicilarin, hem alveolar epitel hiicrelerinde hem de makrofajlarda
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48 saate kadar inkiibasyonda test edilen hicbir akut in vitro toksisiteye neden

olmadig1 saptanmistir[26].

Ayrica, benzer sekilde partikiil seklinin ila¢ dagitiminda etkisine bazi 6rnekler

Tablo 1.1 de 6zetlenmistir.

Tablo 1.1 Farkli dagitim prosesleri siiresince biyodavranislarda sekil etkisi[27]

Avantaj Partikil Sekli Yorum ‘aynak
Kiiresel, cubuk (28]
and disk Hiicre i¢i alim: cubuk > disk > kiiresel

s ,
g Kiiresel ve AR=2 olan ¢ubuklar diger AR lu cubuklara [29,
;5; cubuk gore daha fazla alim 30]
7] . Uzun cubuklar(AR=4), diger kiiresel ve kisa 31
O Kiiresel ve 3 : : [31,
5 cubuklara gore daha hizli internalizasyon ve 32]
e cubuk

T daha fazla alim

Cubuklar, dolasimdaki tiimor hiicrelerinde

KirSggs daha yiiksek bir zenginlesmeye ve tespit [33]

cubuk etkinligine sahiptir.
Kiiresel ve Nanorodlar daha uzun bagirsak tutulumu
abuk gosterebilir ve lenf tarafindan daha yiiksek [34]
g & oranda tasinir.
5 Deneysel ve teorik calismalar, rotasyon ve
B sekme etkisi mekanizmasina dayali olarak
g Kiiresel ve cubuklarin kiireler iizerindeki iistiin [35,
~ cubuk difiizyonunu destekler; optimize edilmis bir 36]
AR'ye sahip ¢ubuklarla yayilma ¢ok daha
yliksek olabilir.
Kiiresel ve Farkli endositik yollar, makrofajlar tarafindan [37]
v cubuk daha yiiksek kiiresel tanecik alimina yol acar.
g Yiikksek AR li  Daha yiiksek kan damari marji, trombolitik [38]
o g cubuk bolgelere gelismis iletim ile sonuglanir.
é %0 Farkli AR ye Kisa (;u.l.)uklar.m karacigerde birikme olasilig1 301
59 . daha yiiksektir, uzun ¢ubuklar dalakta kolayca
% 2 sahip cubuklar
g 2 tutulur.
N , Uzatilmis miseller karaciger tarafindan
- Kiiresel ve T : 40
ubuk klerensi geciktirmistir; sert cekirdek, uzun [40]
¢ misellerin kisa dolasimina neden olur.
Eo Kiiresel,cubuk Cubuklar, meme kanseri hiicreleri icin en [41]
A ve disk yliksek alim verimini saglar.
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1.2 Tezin Amaci

Bu projede; kanser, KOAH, Astim, kolesterol, diyabet vb. pekcok hastaligin
tedavisinde kullanilabilen Hesperetinin, son yillarda yapilan calismalara gore ilag
dagilim1 ve salinimi icin en avantajh sekil olan silindirik mikrocubuklar halinde
elde edilerek pulmoner yolla aliminin kolay ve verimli hale getirilmesi
amaclanmistir. Mikrocubuklarin in vivo ortamdaki kararhiliklari hakkinda bilgi
vermesi icin, partikiil boyutu ve zeta potansiyeli gibi 0zelliklerinin belirlenmesi
ve aktivite degisimlerinin incelenmesi icin UV/VIS 6lciimlerinin alinmasi

amaclanmistir.

Galisma ile elde edecegimiz sonuclarin, anti-inflamatuar ve anti-oksidan aktivite
gosteren Hesperetinin in vivo ortaminda yapilacak basta kronik akciger
rahatsizliklari, kanser olmak tizere pek¢ok hastaligin tedavi caligmalari icin yol

gosterici olmasi hedeflenmistir.
1.3 Hipotez

Hesperetin antioksidan, antiimflamatuar ve antikanserojen etkisi nedeniyle
solunum yolu hastaliklarinda tedavi edici olarak kullanilabilir. Hesperetinin
pulmoner yolla alinmasi hedefe direkt ulasimi saglamasi, sindirim etkisinden
kacinilmasi vs. gibi avantajlar saglamaktadir. Bununla beraber, elonge sekle sahip
olan ila¢ etken maddelerinin hiicre ici alimi kiiresel muadillerine gére daha verimli

ve daha kolaydir.

Template-assisted teknigin infiltrasyon yaklasimi kullanilarak pulmoner yolla

alima uygun, Hesperetin mikrocubuklar elde edilebilir.

Mikrocubuklarin stabilizasyonunu saglamak icin dogal biyomalzeme olan agaroz

ve D-mannitol kullanilabilir.

Elde edilen mikrocubuklarin pH degisimine ve viicut sivisi icinde zamana kars:
kararhlik ve aktivitelerindeki degisim, zetasizer ve UV/VIS spektrometre dlciimleri

ile belirlenebilir.
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2

GENEL BILGILER

2.1 Tllac

Ilac, fiziksel ve/veya zihinsel saghg gelistirmek icin yada hastaliklarin
onlenmesinde, teshisinde, tedavisinde, iyilestirilmesinde kullanilan kimyasal

maddedir.
2.2 Kontrollii fla¢ Salim Sistemleri

Ideal bir ilac salim sistemi, ilaci yalnizca gerektigi zaman ve yerde ve istenen
terapotik etkileri ortaya c¢ikarmak icin gereken minimum doz diizeyinde saglayan
sistemdir. Pratikte, boyle bir sistem, optimum terapotik tepkiler {reten
programlanabilir bir konsantrasyon-zaman profili saglamalidir. Bu amaca,
geleneksel dozaj formlar ile yalmizca sinirli 6lgiide ulasilabilmektedir. Etkin
maddenin hizli emilimini saglamak icin hizli salinnm amach tasarlanmis
konvansiyonel dozaj sekilleri uygulmasi, sik sik tekrarlanan dozlarin verilmesi,
etkin maddenin konsantrasyonunun etkili diizeyin altina diiserken yan etki ve
siddetinin artmasi gibi dezavantajlara sahiptir. Bu olumsuzluklarin 6niine gecmek
amaciyla etken maddenin saliminin daha uzun oldugu kontrollii salim sistemleri

gelistirilmistir.

Kontrollii salim sistemleri, salim hizlar1 6nceden planlanabilen sistemlerdir ve bu
sistemler; belirlenmis hizda ve siirede salim yaparak etkin madde diizeyinin sabit
tutulmasi yoluyla ila¢ etkisinin siirekli olmasini saglamali, lokal etkinin
saglanabilmesi icin hastalikli bolgeye hedeflendirilebilmeli ve etkin maddenin

hedefe ulasmasi icin uygun tasiyicilarin kullanilarak olusturulmalidir[42].

Kontrollii ilag sistemleri etken madde diizeyi sabit tutarak diizenli bir farmakolojik
etki olustururken yan etkileri azaltir ve kisa siire etkili ilaclarin uzun araliklarla
verilmesini saglar. Bunun yani sira ihtiya¢ oldugunda ikinci doza kadar tedaviyi
kesmek miimkiin degildir. Ayrica tasiyici sistemin kendisi ve/veya parcalanma

tirtini toksik etki gosterebilir.
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2.2.1 Kontrollii ila¢ Salim Sistemlerin Simiflandiriimasi

Kontrollii salim sistemleri ilacin verilis yoluna ve ilacin salim sekline gore olmak

tizere iki farkli sekilde siniflandirilabilir.

flacin salim sekline gore; difiizyon kontrollii sistemler, ¢oziiciiniin harekete
gecirdigi sistemler, kimyasal kontrollii sistemler ve magnetik kontrollii sistemler

olarak siniflandirilir[43].

Difiizyon kontrollii sistemler, depo ve matrik sistem olmak iizere ikiye ayrilirlar.
Depo sistemler, molekiil agirlig1 1000 Da dan kiiciik yapilar icin uygun olup etken
maddenin %60 1 salinana kadar sifir dereceden salim s6z konusudur. Maliyetleri
pahali ve kirilmamasi gereken sistemlerdir. Matris sistemler ise boliinerek

kullanilabilen ve ucuz maliyetli sistemlerdir.

Coziiciilerin harekete gecirdigi sistemler ise sisme kontrollii ve osmotic kontrollii
sistemler olarak ikiye ayrilir. Sisme kontrollii sistemde polimerin cams1 durumdan
kaucugumsu duruma gegisi sirasindaki gevsemesiyle salim gerceklesir. Osmotik
kontrollii sistemlerde yar1 gecirgen membranlardaki ilacin osmotik basing yoluyla

salim1 s6zkonusudur.

Kimyasal kontrollii sistemler, biyoerozyona ugrayan sistemler ve polimer zincirine
bagl sistemler olmak iizere ikiye ayrilirlar. Zincire baglh sistemlerde ila¢ etken
maddesinin salimi polimerle etken madde arasindaki bag ve etkilesimlerin
kopmasina dayanirken, biyoerozyona ugrayan sistemlerde ila¢ salim hizi

polimerin bozulma hizi ile kontrol edilir.

Manyetik kontrollii sistemler; etken madde, polimer ve manyetik materyalin
karistirilmasiyla olusturulan bu sistemler molekiil biiyiikliigii yliksek olan etken

maddelerin salimina olanak saglar.

Ilacin viicuda alinis sekline gére ise parenteral, nazal, okiiler, oral, transdermal,

vajinal ve rektal olarak siniflandirilir.

Parenteral preparatlar hastaya enjeksiyon yoluyla verilir. lac, sistemik bir etki
saglamak icin damar sistemine, kas veya yumusak dokuya veya lokal bir etki
saglamak icin anatomik bir bosluga (eklem gibi) veya belirli bir organa enjekte

edilebilir. Ilaclar enjeksiyon yoluyla uygulanir Etkin maddenin agizdan
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alinamadigi, hizli etki gerektiren acil durumlarda veya hastanin bilingsiz oldugu
durumlarda ilac enjeksiyon ile uygulanir. ilacin enjeksiyon bélgesinden emilim
hizini, parenteral preparatin formiilasyonu etkileyebilir. Preparatin pH ve
tonisitesini insan plazma degerlerini taklit edecek sekilde ayarlamak icin,ilacin
stabilitesinive c¢Ozlinlirliigiinii arttirmak amaciyla parenteral preparasyonlara
yardimci maddeler eklenebilir. Tiim parenteral iiriinler steril olmalidir. Coklu
kullanim amacl parenteral preparatlar antimikrobiyal koruyucu icermelidir.
Parenteral preparatlar icin kaplar, miimkiinse cam veya plastik gibi seffaf, inert
malzemelerden yapilmalidir. Kullanmadan once preparasyonun sterilligini

korumak icin hava gecirmez olmalidirlar[44].

Nazal yolla ila¢ alimi, lokalize etki, sistemik etki, as1 uygulamasi ve olas1 dogrudan
burun-beyin dagitimi icin burun bosluguna uygulanmasiyla gerceklesir.
Kortikosteroidler, antihistaminikler ve antibakteriyeller (lokalize dagitim),
polipeptit hormonlari, 5-HT1 agonistleri ve alkaloidler (sistemik dagitim) ve grip
asist burun yoluyla verilebilen ilaglardandir. Burun boslugu siliyalar tarafindan
nazofarenkse dogru itilen mukus icerir. Mukosiliyer temizleme adi verilen bu
mekanizma, ilaglar1 burun boslugundan uzaklastirir. Nazal kavite, hem diisiik
molekiiler agirlikli ilaclarin hem de peptitlerin absorpsiyonuna metabolik bir
bariyer saglayabilen ve lokal olarak etkili ilaglar1 inaktive edebilen cok cesitli
enzimler icerir. Sistemik dolasima absorpsiyonun iyilestirilmesine yonelik
formiilasyon stratejileri sunlar igerir: Suda ¢ozliniirliiglin arttirilmasi (6rnegin
yardimc1 ¢oOziicliler ve siklodekstrinler), enzimatik bozunmanin azaltilmasi
(ornegin kapsiilleme, 6n ilaclarin kullanimi ve enzim inhibitorlerinin dahil
edilmesi), mukozal temas siiresinin artmasi (6rn. mukoadeziflerin dahil edilmesi)
ve membranlardan gecirgenligin desteklenmesi (6rn. ¢oziiniirliiglin arttirilmasi
veya gecirgenlik arttiricilarin kullanilmasi) gibi yollarla sistemik dolasimda
absorpsiyonun optimizasyonu saglanabilir. Burun damlalari ve spreyler geleneksel
uygulama bi¢imleridir bununla beraber nefes calistirma, elektronik atomizasyon

ve basinch 6l¢iilii dozlama kullanan cihazlar gelistirilmektedir[45].

Oral yolla uygulama en yaygin kullanilan yontemdir. Oral yolla alinan ilaclarin
salinimi gastrointestinal kanaldan( agiz, mide, ince ve kalin bagirsak) gecisi

sirasinda gerceklesir. Ardindan karacigerde ilk gecis metabolizmasinda ilaglarin
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kimyasal parcalanmasi geceklesir. Karacigerdeki ilk gecis etkisi, mide asiditesi,
bagirsak motilitesi oral yolla ila¢ kullanimin dezavantalaridir. Ayrica, suur kaybi,
bulanti-kusma gibi durumlarda uygulanamaz. Oral yolla uygulama icin hazirlanmis

ila¢ yutulabilir,cignenebilir veya dil alt1 bekletme seklinde olabilir[46].

Okiiler kosullarin tedavisi icin mevcut ila¢ verme yollar1 topikal, sistemik (oral
veya enjeksiyon), intraokiiler ve periokiiler (enjeksiyon veya implant) yollardir.
Topikal oftalmik preparatlar soliisyonlar, siispansiyonlar, merhemler, jeller ve
mikron alti emiilsiyonlar olarak smiflandirilabilir. Okiiler ilag¢ tasiyici
formiilasyonlar tasarlamak, goziin nelere tahammdil edebileceginin anlasilmasini
gerektirir. Topikal oftalmik preparatlarin tasariminda 6nemli hususlar hacim,
ozmolalite, pH, ylizey gerilimi ve viskoziteyi icerir. Goziin 6n kismi siklikla topikal
oftalmik preparatlarla etkili bir sekilde tedavi edilebilir. Bununla birlikte, topikal
yolun ana eksikligi, verimsizligidir, bu yolla sadece asilanan dozun %1-5'1 goz
stvisina ulasir. Yiiksek verimli lakrimal drenaj sistemi, konjonktiva kan damarlari
tarafindan hizli emilim ve ilac gecisine kars1 kornea bariyeri, topikal yolla diisiik
okiiler ilac biyoyararlanimindan baslica sorumlu mekanizmalardir. Orta diizeyde
lipofiliklige ve diisiik molekiiler agirliga sahip oftalmik ilaclar, hidrofilik, iyonize
ilaclara gore kornea yoluyla daha verimli bir sekilde emilir. Goziin arkasini
etkileyen hastaliklar1 tedavi etmek icin siirekli salimli intraokiiler implantlar
gelistirilmektedir. Implantlar, ilacin sabit konsantrasyonlarimin elde edilmesine
yardimc1 olur ve goze cok sik tekrarlanan enjeksiyon ihtiyacini ortadan kaldirir.
GOz ici implantlar, implant bolgesinde biyouyumlu ve stabil olmalidir. Goz igi
implantlar biyolojik olarak asinabilir veya biyolojik olarak asindirilamaz olabilir.
GOz temizligi de dahil olmak {iizere oftalmik kullanima yonelik miistahzarlarin
steril olmas1 diizenleyici bir gerekliliktir. Antimikrobiyal koruyucular dokuyu
tahris edebilir ve dokuya zarar verebilir, baz1 formiilasyonlar ise koruyucu

icermez[47].

Topikal ve transdermal yolla (deri yoluyla) ila¢c alimi, insan derisinin zorlu bir
bariyer olmasina ragmen ilk gecis metabolizmasindan kacinmak icin tercih
edilebilir. Topikal ila¢ verme, uygulama yerinde veya yakininda bir bozuklugu
tedavi eder ve aktif farmasotik bileseni deriye veya alttaki dokuya vermeyi

amaclar. Transdermal ila¢ dagitimi, ilac1 deri yoluyla sistemik dolasima iletir. Deri
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karmasik, cok katmanli bir zardir, ancak en distaki katman olan stratum corneum,
ilac dagitiminin oniindeki baslica engeldir. Transdermal ve topikal ila¢ dagitimi
icin uygun ilaclar tipik olarak 500'den az bir molekiiler agirliga sahiptir, Deri
yoluyla ila¢ tasinmasi biiyiik Olciide pasif difiizyonla olur ve Fickian difiizyon
yasalariyla modellenebilir. En yayginlar1 kremler, jeller, losyonlar, spreyler ve
merhemler olan topikal ila¢ dagitimi icin ¢ok sayida formiilasyon secenegi
mevcuttur. Degisken karmasikliktaki yamalar, en yaygin transdermal ila¢ dagitim
sistemleridir. Transdermal ve topikal ila¢ dagitimi, penetrasyon arttiricilar veya
asirt doymus sistemler gibi bazi formiilasyon stratejileri ile arttirilabilir. Ayrica,
tirnak sert keratinize bir yap1 oldugundan, tirnak yoluyla ilac verilmesi, saglam

deri yoluyla ilac verilmesinden bile daha zordur[48].

Rektal ve vajinal yolla ila¢ alimi, hem lokal hem de sistemik ila¢ dagitimi saglar.
Bu yollar ila¢ vermenin transmukozal yollaridir ve bu nedenle ilk gecis (sistem
oncesi) metabolizmay1 atlama avantaji sunar. Rektal dozaj formlari, kabizlik ve
hemoroid tedavisi gibi lokal etki icin kullanilir. Rektal yol, bilinci kapali, ameliyat
oncesi ve sonrasi hastalar, pediatrik ve geriatrik gruplar gibi belirli hastalik ve
hasta gruplarinda sistemik ila¢ verilmesi icin ideal olabilir. Alt ve orta rektal
damarlar tarafindan emilen ilag, karacigeri atlayarak dogrudan sistemik dolasima
girer. Vajinal yol esas olarak dogum kontrolii, dogum indiiksiyonu, vajinal
enfeksiyonlarin tedavisi ve lokal menopoz semptomlarinin yonetimi icin kullanilir;
bununla birlikte bu yol, as1 verme, kemoterapi ve cinsel yolla bulasan hastaliklara
kars1 profilaksi dahil olmak {izere cesitli terapotik uygulamalar icin

kullanilabilir[49].

2.2.2 Pulmoner ila¢ Salim

Astim, kronik obstriiktif akciger hastaligi (KOAH) ve kistik fibroz gibi solunum
yolu hastaliklarinin tedavisi veya profilaksisi icin terapotik maddeler genellikle
dogrudan solunum yoluna verilir. Bir ilacin etki yerinde uygulanmasi, 6érnegin
astim tedavisi icin bronkodilator ilaglar verildiginde oldukca arzu edilen hizh bir
aktivite baslangici ile sonuclanabilir. Ek olarak, oral veya parenteral yollardan
uygulamaya kiyasla lokal olarak daha kiiclik dozlar uygulanabilir, boylece

potansiyel advers sistemik etkilerin insidansini azaltir ve ila¢ maliyetlerini
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diisiiriir. Pulmoner yol, bir ilacin oral yoldan zayif bir sekilde emildigi (6rn.
sodyum kromoglikat) veya oral yoldan hizla metabolize oldugu (6rn. izoprenalin)
durumlarda da yararlidir[50]. Akcigerin kendisinin bir miktar metabolik
kapasitesi olmasina ragmen, karacigerdeki ilk gecis (sistem 6ncesi) metabolizmasi

diisiiniildiigiinde daha avantajli oldugu anlasilmaktadir.

Bununla beraber, akciger, genis yiizey alani, kilcal damarlarin bollugu ve hava-
kan bariyerinin inceligi nedeniyle sistemik aktiviteye sahip ilaclarin verilmesi icin
de bir yol olarak kullanilabilir. Ornegin; migrenin ergotaminle ve diyabetin ise

insiilinle tedavisinde kullanilmistir[50] .

Akciger, oksijen ve karbondioksitin kan ve solunan hava arasinda degis tokus
edildigi dis solunum organi olup hava yollarinin yapis1 ayrica girisi etkin bir
sekilde onler ve mikroorganizmalar dahil olmak {izere havadaki yabanci
partikiillerin atilmasina yardim eder. Solunum yolu (Sekil 2.1), aralarinda net bir
sinir olmamakla birlikte, iletken (merkezi) bolgeler (trakea, bronslar, bronsiyoller,
terminal ve solunum bronsiyolleri) ve solunum (periferik) bolgelerden (solunum
bronsiyolleri ve alveolar bélgeler) icermektedir. Ust solunum yolu, burun, bogaz,
farinks ve girtlak; alt solunum yolu trakea, bronslar, bronsiyoller ve alveolar
bolgelerden olusur. Trakea iki ana bronsa ayrilir, bunlardan sag brons daha
genistir ve trakeay1 sol bronstan daha kii¢iik bir aciyla terk eder ve bu nedenle
inhalayon materyalini alma olasilig1 daha yiiksektir. Hava yollarinin daha fazla
dallanmasi, nihayetinde terminal bronsiyollerle sonuclanir. Bunlar alveolar
keselere giden alveolar kanallara baglanan solunum bronsiyollerini iiretmek icin
béliiniirler. Iletken hava yollan siliyer epitel hiicreleri ile kaplidir. Bu bélgedeki
hava yollarinin duvarlarinda biriken ¢6ziinmeyen partikiiller, mukus tarafindan

tutulur, siliyalar tarafindan akcigerlerden yukariya dogru siipiiriiliir ve yutulur.
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Sekil 2.1 Insan solunum yolu[51] ve alt solunum yolu[50]

Bir ilac/aeresoliin hava yollarinda birikmesi doért faktére baglidir: Ilacin
fizikokimyasal oOzellikleri, formiilasyon, solunum cihazi ve hasta (solunum

davranislari ve klinik durum).

Solunan ilaglar veya ila¢ tasiyicilar1 genellikle akciger dokusundan hizla
temizlenir. Partikiill boyutunun akcigerdeki partikiil stabilitesinde ve ayrica
hedefleme potansiyelinde 6nemli bir rol oynadig1 géz 6niinde bulundurularak ilag

tastyicilar tasarlamak bu dokuda daha uzun tutulmasina yardimeci olabilir.

Akcigerde partikiil birikiminden, partikiil boyutuna bagh olarak, sedimantasyon,
carpma(impaksiyon) ve difiizyon; partikiil sekli ve boyutuna bagl olarak ise

kesisme mekanizmalari sorumludur.

Carpma (impaksiyon) ile birikmede, hava akimi, bogazda veya solunum yollarinda
catallanma meydana geldiginde yon degistirir. Hava akimi icindeki yeterince
yliksek momentuma sahip parcaciklar, degisen hava akimini takip etmek yerine
hava yollarinin duvarlarini etkileyecektir. Bu birikme mekanizmasi, ¢cap1 5 um'den
biiyiik ve 6zellikle 10 um'den biiyiik olan biiyiik partikiiller icin 6zellikle 6nemlidir
ve iist solunum yollarinda yaygin olup, burun, agiz, farenks, girtlak birikme icin
ana mekanizmadir. letken hava yollarinin siirekli dallanmasiyla, hava akiminin

hiz1 azalir ve ¢carpma, biriktirme icin daha az 6nemli bir mekanizma haline gelir.

Sedimentasyon ile birikmede, solunan bir parcacigin yercekimi ile cokeltilmesi,
hava yollarinda kalma siiresine ek olarak boyutuna ve yogunluguna baglidir.
Sedimantasyon, kiiciik hava yollarinda ve alveollerde 0,5 pym ila 3 pm arasindaki
boyut araligindaki partikiiller ve carpma yoluyla ¢cokelmeden kurtulan partikiiller

icin onemli bir ¢cokelme mekanizmasidir.
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Diflizyon ile birikmede kiiciik parcaciklarin solunum yolundaki molekiiller
tarafindan carpismast ve bombardimani Brownian hareketine yol acar.
Partikiillerin yiiksek konsantrasyonlardan diisiik konsantrasyonlara dogru
hareketi, onlarin aerosol bulutundan hava yollarinin duvarlarina hareket
etmelerine neden olur. Difiizyon partikiil boyutu ile ters orantilidir. Daha kiiciik

parcaciklar icin baskin mekanizmadir[52].

Kesisme ile birikmede ise, bir partikiil, fiziksel boyutu veya sekli nedeniyle bir hava
yolu yiizeyi ile temas ettiginde bir diger birikme sekli olan kesisme meydana gelir.
Carpmanin aksine, kesismeyle ile biriken parcaciklar hava akis hatlarindan
sapmazlar. Kesisme, biiyiik olasilikla kiiciik hava yollarinda veya hava akimi bir
hava yolu duvarina yakin oldugunda meydana gelir. Hava yolu yiizeylerine
kolayca temas edebilen lifler, uzunluklarini asmayacak sekilde en 6nemli olanidir.
Ayrica, liflerin boyutlarina gore kii¢lik aerodinamik caplar1 vardir, bu nedenle

genellikle en kiiciik hava yollarina ulasabilirler .

Akcigere ilac hedeflendirmede parcacigin boyutu kadar sekli de onemli rol
oynamaktadir. Son yillarda yapilan calismalar, cesitli sekillerin kiiresel
muadillerine kiyasla farkli biyolojik etkilesimlere sahip oldugunu gostermistir.
Sekil; biyolojik dagilimi1 ve hedeflemeyi, bagisiklik tepkisini ve toksisiteyi ve bir
partikiil sisteminin dolasim siiresini veya kalma siiresinin kontroliinii etkiler.
Ayrica, seklin hiicrelerin icsellestirme siirecleri izerinde 6nemli bir etkisi vardir:
Adezyon, hiz ve icsellestirme derecesi i¢cin 6nemli farkliliklar kesfedilmistir. Bu
nedenle sekil, daha etkili terapétikler sunarak gelismis ilac dagitim sistemleri icin
temel bir tasarim parametresi haline gelebilir. Ozellikle pulmoner ilac dagitimi
icin, uzun partikiller, partikiiler sistemlerin pulmoner uygulamasini gelistirmek
icin kullanilabilen avantajli ozelliklere sahiptir[53]. Aymi aerodinamik capl
kiiresel partikiiller ile lif ve silindirik partikiiller kiyaslandiginda, liflerin ve
silindirik partikiillerin periferik akcigerde birikme olasiliginin daha yiiksek oldugu,
buna karsin esit aerodinamik caplara sahip kiiresel partikiillerin oral ve nazal

bolgede tutuldugu literatiirde gosterilmistir[54].
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Uzun partikiillerin farkli boy/en orani gozoniinde bulundurularak aerodinamik
davranislar izerinde yapilan calismalarin matematiksel ifadesi esitlik (2.1) deki
gibidir.

AR =1/ 2.1)

Boy(uzunluk,]) un, en (cap,d)e orani boy/en oranini (AR: aspect ratio) ifade
etmekte olup, 6nemli bir parametredir ve birikme davranisini etkiler. Solunan
partikiillerin en boy oranini ayarlayarak akcigere bolgeye 06zgii tasima
saglanabilir. Ayni capa sahip silindirik ve kiiresel partikiilller kiyaslandig1 bir
calismada boy/en oraninin yaklasik 3 oldugu mikrocubuklarda internalizasyonun
daha yiiksek oldugu belirlenmistir [41]. Yine benzer baska bir calisma ise ayni
miktarda materyal tasiyan mikrokiirelere (AR=1) gore mikrocubuklarin(AR>1)
internalizasyonun daha fazla oldugu saptanmistir[55]. Endotelyal hiicrelerle
yapilan bir in vitro calisma da, boy/en orani 2.1 olan uzun nanopartikiillerin,
kiiresel olanlara kiyasla yaklasik 2 kat daha yiiksek yapisma verimliligi
sergiledigini gosterilmistir[56]; dahasi, farelerle yapilan in vivo dagilim
calismasinda, anti-hiicre ici yapisma molekiilii antikoru (anti-ICAM-mADb) ile
kaplanmis nanocubuklarin akciger ve karacigerde birikiminin, nanokiirelerin

yaklasik 2 kat1 oldugunu gosterilmistir[57].

Ayrica, kiiresel olmayan parcaciklar kesisme yoluyla akcigerde birikebilir. Bu
birikme mekanizmasi, partikiiliin kiitle merkezi hava akiminda hareket ederken,
bir ucu epitele dokundugunda gerceklesir. Bu sayede parcacik akis cizgilerinin
disina itilir ve bolgede birikir. Daha kiiciik captan dolay1 epitele dokunma olasilig
burada ¢ok daha yiiksek oldugundan, kesisme (interception) genellikle daha

kiiciik hava yollarinda meydana gelir.

Asferik parcaciklarin bir baska yarari, hiicrelerle, 6zellikle fagositoz yapan
bagisiklik hiicreleriyle farkli etkilesim davranislaridir. Partikiil geometrisi,
fagositoz alimin1 azaltmak icin tasarlanabilir. Ornegin, literatiirdeki bir calismada,
uygun malzemeler kullanilarak partikiillerin hiicre zar1 tizerinde immobilizasyonu
saglanmis ve diagnostik veya terapotik ajanlar i¢in bir tasiyici sistem olarak, cubuk
benzeri partikiillerin, makrofajlarin proliferasyonunu veya canliligini etkilemeden

hedefe yonelik teslimat icin uygun oldugu gosterilmistir[58].
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Ayrica, ¢ubuk, solucan benzeri ve elipsoid sekilli nanoparcaciklar1 parcaciklar
arasindaki egrilik farki nedeniyle kiiresel olanlardan daha verimli bir sekilde hiicre
icine alindigindan, uzun parcaciklar hiicre ici ila¢ iletimi icin avantajlidir . Bu
kiiresel olmayan partikiiller, artan ilac yiikleme verimliligi, bir vaskiiler duvara
daha iyi baglanma (hedef hiicre ve dokularina daha biiyiik bir baglanma afinitesi)
ve ayrica daha iyi hiicresel alim verimliligi nedeniyle kiiresel olanlara kiyasla ilac
verme etkinligini gelistirmek icin avantajlidir. Genel olarak, kiiresel olmayan
partikiiller, mevcut ila¢ dagitim stratejilerinin kiiresel ila¢ tasiyicilarinin
kullanimiyla karsilastigi  engelleri asmak icin biiyiik bir potansiyel

sunmaktadir[59] .

Piyasadaki pulmoner yolla alinan ilaclara; Bevespi Aerosphere (Aklidinyum),
Salres (Albuterol), Ventolin (Albuterol), Ventozal (Albuterol), Ipranex-S
(Albuterol and ipratropyum), Afrezza (human insulin)éornek olarak

verilebilir[60].
2.3 Tlac Tasiyic1 Sistemler

Ilaclarin dogasi geregi hidrofobik olmasi hastaligin kontrolii icin zayif
biyoayarlanima neden olmaktadir. Bu nedenle ilacin kanda tutulma siiresinin
artmasi ile birlikte belirli bolgelere tasinabilmesi ve bobrekten hizli atiliminin
engellenmesi icin uygun materyallere ihtiyac duyulmaktadir[61]. Ister organik
ister anorganik olsun ila¢ tasima sistemlerinin; viicutta spesifik olmayan
etkilesimlerden kacinmasi, hedef bolgeye tasima siirecinin kolay ve giivenli
olmasi, tasiyici sistemin islevi sona erdikten sonra tiim bilesenlerinin ortadan
kaldirilabilmesi gerekmektedir[62].1la¢ tasima sistemleri, cesitli materyaller;
polimerler, lipidler, viral nanopartikiiller ve hatta organometalik bilesikler vs.

kullanilarak hazirlanabilmektedirler[63].

2.3.1 Polimer Bazh ilac Tasiyic1 Sistemler

Ilacin fiziksel olarak tutulmasiyla yada polimer matriksine kovalent baglanarak

olusan partikiillerdir.

24



2.3.1.1 Polimerik Nanopartikiiller

Albumin, kitosan, heparin, aljinat gibi dogal polimerler yada polistren-maleik
anhidrid kopolimeri, polietilen glikol (PEG), poly-L-glutamik asit (PGA) gibi

sentetik polimerler kullanilarak hazirlanan partikiillerdir (Sekil 2.2).

Polimerik nanopartikiiller, kolay sterilizasyon, fizyolojik ortamda kolaylikla toksik
olmayan iirtinlere parcalanabilme, yiiksek etkin madde yiikleme kapasiteleri ile
etkin maddenin hiicre icerisindeki dagilimini arttirma, oral yolla alindiginda ilacin
salinimi1 ve biyoayarlanimi arttirma, uzun siireli kontrollii salinim saglama,
biyolojik siv1 icerisinde diger tasiyici sistemlere gore daha yiiksek stabiliteye sahip
olma, kiiciik partikiil boyutlarina sahip olmasi nedeniyle kolay hiicresel tutulum,
hedeflendirilme kabiliyetlerinin yiiksek olmasi sonucu diger doku ve organlarda
toksik etkiye neden olmama, baska c¢oziiciiler gerektirmeden damar yoluyla
alinabilme, kolay iiretilebilme ve uzun siireli saklanabilme gibi avantajlara

sahiptir[64, 65].
2.3.1.2 Polimerik Miseller

Miseller kiiresel bir ¢ekirdek ve kabuktan olusmaktadirlar(Sekil 2.2). Misellerin
fonsiyonellik 6zellikleri, suda cekirdek/kabuk yapisi olusturmak icin biraraya
gelen amfilik blok kopolimerlerden kaynaklanmaktadir. Hidrofobik ¢ekirdek kisim
hidrofobik ilaglar icin bir depo gorevi gormekteyken, hidrofilik kabuk kismi
cekirdek kismi stabilize ederek polimerleri suda coziiniir hale getirmektedir.
Boylelikle coziiniiriigii az olan etken maddelerin emilimi kolaylagsmaktadir.
Ayrica, misellerin kolay elde edilebilmesi ve radyoaktif olarak isaretlenebilmeleri

de ila¢ tasimada tercih edilmelerinin diger nedenleridir[66].

Polimerlerik misellerin dezavantaji ise, yiik, biiytikliik ve yapilarina bagl olarak

toksisiteye neden olabilmeleridir[65].

Ilacin miselle yiiklenmesi fiziksel enkapsiilasyon yada kimyasal kovalent baglanma

ile gerceklesmektedir[67, 68].
2.3.1.3 Dendrimerler

Dendrimerler homopolimerlerin dallanarak agac¢ yapisi olusturdugu ¢ boyutlu

yapilardir ve baslatici bir cekirdek, ic katman veya cekirdege bagli tekrarlanan
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birimler, terminal yilizey gruplar1 ve ilacin hapsolabilecegi bosluklardan
olusmaktadirlar (Sekil 2.2)[69]. Dendrimerler, yapilari,boyutlari,sekilleri,
dallanma uzunluklari,dallanma yogunluklari ve ytiizey islevselliklerinin oldukca iyi
bir sekilde kontrol edilebilmesinden dolay: ila¢ dagitimi, gen transfeksiyonu ve
goriintiileme gibi biyomedikal uygulamalarda ideal tasiyicilardir. Biyoaktif
ajanlar, etken maddenin spesfik gereklilikleri ve terapotik uygulamalarin
gereklilikleri goz 6niinde bulundurularak, etken maddenin dendrimerlerin icine
enkapsiile edilmesiyle, dendrimer yiizeyine fiziksel olarak absorbe edilmesiyle
yada kimyasal baglanmasiyla elde edilebilir. Bununla beraber, yiizey gruplarinin
yliksek yogunlugu, dendrimerlerin ¢ozelti davranisini ve toksisitesini degistiren

gruplarin yanisira hedef gruplarin eklenmesine olanak saglar[70].
2.3.1.4 Hidrojel ila¢ Tasiyic1 Sistemler

Hidrojeller, kolesteroil pullulan, kolesteroil dekstran, fibrin, aljinat ve agaroz gibi
hidrofobik polisakkaritler olan polimer amfifillerin kendi kendine toplanmasini ve
kendi kendine kiimelenmesini iceren bir sistem olup capraz baglayicilarla bir

polimer zinciri olusturmak {izere baglanan {i¢ boyutlu polimerlerdir[71].

Hidrojeller polimer/monomer kaynagina gore dogal, sentetik yada hibrit ;

yapilarindaki baglara gore ise kimyasal veya fiziksel olarak siniflandirilabilir.

Hidrojeller, yapilarinda su bulundurmalarindan dolay1 esneklik kabiliyetine
sahiptirler. Yiiksek kapasiteli tasima ozellikleri kolaylikla modifiye edilebilir.
Ayrica dis etkenlerin (pH, sicaklik, 1sik, manyetik alan,elektiriksel alan vs)

degisimine cevap verme yetenegine sahiptir (Sekil 2.2) .

Adsorpsiyon yapabilme, sisme-daralama performansina sahip olma ve
biyouyumluluk hidrojellerin avantajlar1 iken, diisiik mekanik mukavemet

gosterme, dlizenleme zorluklar:1 ve pahali olma dezavantajlaridir.
2.3.2 Lipid Bazh Ila¢ Tasiyic1 Sistemler

2.3.2.1 Lipozomlar

Lipozomlar, Lipozomlar, sulu bir hacmin tamamen, esas olarak dogal veya sentetik
fosfolipidlerden olusan bir membranéz lipid cift tabakasi ile c¢evrelendigi, es

merkezli ¢ift katmanl vezikiillerdir (Sekil 2.2). Lipozomlar, ince lipid filmler veya
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lipid kekleri hidratlandiginda ve sivi kristalin cift tabaka yiginlar1 sivilasip
sistiginde olusur. Calkalama sirasinda hidrath lipid tabakalar1 ayrilir ve kendi
kendine birleserek suyun kenarlarinda bulunan cift tabakanin hidrokarbon

cekirdegi ile etkilesimini engelleyen vezikiiller olusturur[72].

Lipozomlarin, biyobozunur, biyouyumlu ve esnek olma, iyonik olmama, hem suda
coziinen ilaclar1 hem de yagda coziinen ilaclan tasiyabilme, etkinliligi ve
enkapsiilasyon yoluyla stabilizasyonu arttirma, enkapsiilasyon ajanlarinin
toksisitesini azaltma gibi avantajlara sahip olmakla beraber iiretimlerinin pahal

olmasi ve kapstiillenmis ilacin sizmasi ve fiizyonu gibi dezavantajlari da vardir[73].
2.3.2.2 Kat1 Lipit Nanopartikiiller

Kat1 lipit nanopartikiiller, fizyolojik lipitlerden kat1 ¢6zelti modeli, ilacin ¢ekirdege
tutturuldugu cekirdek -kabuk modeli veya ilacin kabuga tutturuldugu cekirdek-
kabuk modeli ile hazirlanmis nano boyutlu siispansiyonlardir[74]. Kati lipit
partikiiller,oda ve viicut sicakliginda kati olan lipitlerden yapilmis olup, bir
siirfaktan tarafindan dispers edilmis etken maddeyi iceren kat1 lipit cekirdeklerden

olusmaktadir(Sekil 2.2)[74].

Bu lipit tastyicilarin en Onemli avantajlari, biyouyumluluk, biyolojik olarak
parcalanabilme, boyutlarinin cesitlendirilmesinin kolay olmasi, salinim
mekanizmalarinin kontrol ve modifiye edilebilmesi, hidofilik ve lipofilik ilaglarin

tasinmasina uygun olmasidir[75].

2.3.3 Viral Partikiiller

Boyut araligi(yaklasik 10 nanometreden bir mikrondan daha biiyiik degerlere
kadar) atomik coziiniirliikte karakterize edilen organik yapilar i¢in benzersizdir.
Viriisler c¢ogunlukla boyut ve bilesim acisindan monodispersdirler.
ikosahedronlar, kiireler,tiipler ve sarmallar olmak {izre cesitli sekillerde ve cesitli
pH, tuz konsantrasyonu ve sicakliklarda bulunabilirler. Kiiciik molekiillerin
erisimine izin veren ancak ¢cogu zaman biiyiik molekiilleri gecirimsiz olan kisitli i¢
bolgesi, tasinacak maddenin tutunmasi ve paketlenmesine olanak saglamaktadir.

Viral genomun manipiilasyonu ile bilesimleri kontrol edilebilir.
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Kendiliginden olusmanin ve cok degerliligin nihai 6rnekleridirler. Sadece birkac
saatlik efor gerektiren tipik preparasyonlarla, konakct hiicrelerden
(bitkiler,kiiltiirlenmis bocek hiicreleri kiiltiirlenmis bakteri hiicreleri) 6nemli
miktarda kapsit elde edilebilir. Benzersiz yogunluklar sergileyerek, saflastirma
tekniklerini cogu protein icin gerekli olandan daha basit ve hizli hale getirebilirler.
Standart proteinlerle kiyaslandiginda pH,sicaklik ve c¢oziicii degisimlerine karsi
daha kararlidirlar. Ayni molekiiliin bircok kopyasinin veya bircok farkli molekiiliin
sterik yogunluk endisesi olmadan goriintiilenmesine olanak saglayan genis yiizey

alaninna sahiptirler[76].

2.3.4 Karbon Nanotiipler

Karbon nanotiipler (CNT) (Sekil 2.2), yiiksek boy/en orani, genis yiizey alani,
ultra hafiflik gibi bir dizi 6zellige sahip iyi siralanmis, ici bos karbon grafit
nanomateryallerdirler. CNT tek duvarli ve cok duvarli olmak iizere iki farkl tiirde

olabilirler[77].

Fonksiyonlandirilmis CNT ler proteinler, niikleikasitler, ilaclar, antibiyotikler ve
diger tedavi edicilerin tasinmasinda kullanilmistir. CNT ler, biyopolimerlerle
kapsiilleme yoluyla veya coziiniirlestirici gruplarin dis duvarlara ve uclara
kovalent olarak baglanmasiyla kolayca manipiile edilebilmeleri ve modifiye

edilebilmeleri sayesinde ila¢ tasimada olduk¢a 6nemli gelismeler gostermistir[78].

Ilac dagitiminda CNT'ler ve farmasétik olarak aktif bilesenler arasinda iic etkilesim
yontemi miimkiindiir. Ilk etkilesim yontemi, aktif bilesenleri bir CNT ag1 veya CNT
demeti icinde tutmak icin goézenekli bir absorbandir. Ikincisi, bilesigin CNT'lerin
dis duvarlarina islevsel olarak baglanmasidir. Uciincii yaklasim, CNT kanallarinin

nanokateter olarak kullanilmasini icerir[79].

CNT’ler, tiim coziiciilerde tamamen c¢oziinmeyip, bazi saglhik sorunlarina ve
toksisiteye neden olabilmektedirler. CNT’lerin toksisiteleri, yapisi(tek duvarli yada
¢ok duvarl olmalarina), yiizey alani, oksidasyon derecesi, agregasyon miktari,
ylizey topolojisi, uzunluk ve boy/en orani, konsantrasyon ve doz miktarina
baghdir. Bununla birlikte, karbon nanotiiplerin kimyasal modifikasyonu, onlar1

suda c¢oziiniir hale getirebilir, toksik etkiyi azaltirken, peptitler, proteinler, niikleik
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asitler ve terapotik ajanlar gibi ¢ok cesitli aktif molekiillere baglanabilmeleri icin

islevsel hale getirebilir[63, 79].
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Sekil 2.2 Ilac tasima sistemleri a) polimerik nanopartikiil[80], b) polimerik
misel[81], ¢) dendrimer[81], d) hidrojelden dis etkenler yoluyla ilag
salinimi1[82], e) lipozom[81], f) kat1 lipit nanopartikiiller [83], g) viral

nanopartikiil[84], h) karbon nanotiip ila¢ tasima sistemleri[79]

llac tasima sistemleri ve piyasadaki ornekleri Tablo 2.1 6&zetlenmis ve

orneklendirilmistir.

Tablo 2.1 ilac; tasima sistemleri ve piyasadaki 6rnekleri[63, 72]

Sistem Yapi Karakteristik Ozellikler Bilesen o6rnekleri Kaynak

ila¢ dogrusal suda ¢6ziiniir, toksik Albumin-Taxol (Abraxane) (85]

polimerin olmyan, biyobozunur
yan zincirine  Yiizey modifikasyonnu PGA-Taxol (Xyotax) [86]
baglayicilarla  gecici birikim hedef
H ' cici birikim hedefe ) : )
Ny < konjuge rutnma PGA-camptothecin(CT-2106) [87]
£ 2 olmustur ) )
g £ (boliinebilir Normal hiicreleri HPMA-DOX (PK1) (88]
=5 8 bag) korurken kanser
o % hiicrelerinihedefleme HPMA-DOX-galactosamine
& (reseptor hedef alma) (PK2) [89]
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Tablo 2.1 ilac tasima sistemleri ve piyasadaki érnekleri (devami)[63, 72]

Sistem Yapi Karakteristik Ozellikler Bilesen ornekleri Kaynak
jd). Su(.:la coziinmeyen ilaclar PEG-Pluronic-DOX [67]
Amfilik blok icin bir tastyicidir.
g kopolimerler,  b) Biyouyumluluk,
& hidrofabik cekirdek kendilipginden olusma, PEG-PAA-DOX (NK911) [68]
& ve hidrofilik kabuk  biyobozunurluk
2 : .
‘= le bir araya gelerek c) Kolay fonksiyonel
-
'g misel modifikasyon PEG-PAA-DOX (Genexol-PM) [90]
E dlusturmaktadirlar. 4y Hedefleme potansiyeli
a) Blyoloﬂ'( ‘daglhm ve PK PAMAM-MTX [91]
ayarlanabilir.
Diizenli bicim ve  b) Yiiksek yapisal ve .
g ekrarlanan birimler  kimyasal homojenlik PAMAM-Platinate [92]
§ ileradyal olarak c) Kolay fonksiyonlandirma
g ortaya c¢ikan ve yiiksek ligand
g hiperdaul sentetik  yogunlugu
8 polimer d) Kontrollii degredasyon
e) Cok fonksiyonellik
Lipit cift a) Amfilik, biyouyumluluk .G lenmlgDL(l)E)(%omal DOX [93]
katmanlardan e
5 . o PEG lenmemis Lipozomal
g ke‘ﬂgfﬁ:;iii; i b) Kolay modifikasyon DOX (Mayocet) [94]
N ; . Lipozomal Daunorubicin
'g_‘ kapah kolloidal ¢) hedefleme potan51ye11 (DaunoXome) [95]
— yapilar
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2.4 Ilac Tasimada Kullanilan Baz1 Biyomalzemeler

2.4.1 Kitosan

Kitosan, biyouyumluluk, biyolojik bozunma ve hidrofobik ilaclar1 kapsiilleme
potansiyeli gibi benzersiz 6zelliklere sahip lineer bir polikatyonik polisakarittir
(Sekil 2.3).
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Sekil 2.3 Kitosanin kimyasal yapis1[102]

Kitinin ilk ayrintili kesfi, 1811'de Prof. Henri Braconnot tarafindan Hydnum
hybridum ve Agaricus violaceus'tan izole edilen mantar olarak gerceklesmistir.
Kitosanin kesfi, Charles Rouget tarafindan kitinin potasyum hidroksit (KOH)
icinde kaynatilarak, organik asitlerde ¢6ziinen kitosan olusumuyla sonuclanan
1859 yilina kadar uzanir[102, 103]. Kitosan esas olarak kitinin deasetillenmis
tirevidir ve dogal olarak Mucor, Rhizopus ve Absidia gibi bazi mantarlarda
bulunur. Chitosan esas olarak kimyasal ve enzimatik yOntemler yardimiyla
ekstrakte edilmektedir[104, 105]. Kitosanin polimerde bulunan seker birimleri
sayist goz oniine alinarak karakterize edildiginde molekiiler agirhigi yaklasik
50.000 ile 800.000 Dalton (Da) arasinda olup lineer bir polisakkarit olarak
siniflandirilir ve rastgele dagilmis d-glukozamin ve N-asetil-d glukozamin
birimlerinden olusur. Kitosanin yapisi, farkli seker molekiillerinin dizilisini ortaya

koymaktadir.

Kitosanin -NH, ve -OH iceren omurgasi, poli(etilen glikol), g-siklodekstrin,
poli(kaprolakton), poli(N izopropilakrilamid) gibi diger molekiillerle kovalent bag
yaparak kimyasal modifikasyon firsati sunar. Kitosanin fizikokimyasal 6zellikleri,
kristallik, molekiiler agirlik, deasetilasyon derecesi vb. gibi cesitli parametrelerden
onemli Olctide etkilenir. Suda ve alkali kosullarda ¢6ziinmez, ancak zayif asitlerde

¢Ozundr.

31



Kitosanin degradasyonuna kitotriodidaz, lizozimler, N-asetil-#-d-glukozaminidaz

gibi enzimler rol oynamaktadir.

Kitosan bazli biyomalzemelerin analjezik, antibakteriyel, antifungal ve
mukoadezif 6zelliklere sahip oldugu kanitlanmis olup bu o6zellikler ila¢ dagitimi
ve doku miihendisligi uygulamalarinda kitosanin tercih edilme nedenidir. Ayrica
biyouyumluluk, biyobozunurluk ve toksik olmama gibi ayirt edici 6zellikleri
sayesinde kitosan biyomedikal uygulamalarda biiyiik 6nem kazanmistir. Bununla
beraber kitosanla iliskili ¢oOziliniirlik sorunu, biyomedikal uygulamalarda
uygulanabilirligi acisindan biiyiik bir dezavantaj olmustur. Kitosan, notr durumda
ve ¢ogu organik ¢oziiclide ¢Oziinmezken, amino gruplarinin varligi ve yiiksek
kristalliligi sayesinde asidik ortamlarda ¢oziiniir. Bu nedenle, literatiirdeki bircok
calisma, coziintrliigiin ve islemenin iyilestirilmesi icin kitosan tiirevleri

gelistirmistir.

Ila¢ dagihiminda kitosan, toksik olmayan ve biyolojik olarak emilebilir dogas:
nedeniyle bir ilac¢ kontrol salma tasiyic1 adayidir[106]. Kitosan, bir¢ok bilesen icin
bir hidrojel sistemi, ila¢ konjugati, biyolojik olarak parcalanabilen salim sistemi ve
polielektrolit kompleksi olarak ila¢ dagitiminda etkin bir sekilde
kullanilmistir[107]. Kitosan bazli sistemler, proteinlerin/peptidlerin, biiyiime
faktorlerinin, antiinflamatuar ilaclarin, antibiyotiklerin, asilarin verilmesi yani sira
gen terapisi ve biyogoriintilleme uygulamalarinda icin kullanilir. Ila¢ verme
uygulamalari, ilac hedefleme sistemleri i¢in oral, nazal, okiiler ve transdermal
yollar1 icerir[108-111]. Siirekli ila¢ salma araclar1 arasinda mikro kiireler,
boncuklar, sikistirilmis tabletler, nanopartikiiller, jeller ve filmler bulunur[106,
112, 113]. Kitosan, polimer iizerindeki pozitif yiiklii birincil amino gruplar ile
mukusun negatif yiiklii sialik asit ve siilfonik asit alt yapilar1 arasindaki iyonik
etkilesimler nedeniyle mukoadezif Ozellikler sunar[114-116]. Kitosan,
mukoadeziv ve penetrasyon arttirici 6zelliklerinden dolay1 nazal formiilasyonlar
icin en cok kullanilan eksipiyanlardan biridir. Ilaclarin (¢ozeltiler, siispansiyon,
jeller, mikroemiilsiyon ve tozlar) burundan beyne verilmesi icin birkac¢ kitosan
formiilasyonu Onerilmistir[117]. Sadece kitosan degil, tiirevlerinin de ilaclarin

tasinmasinda etkili oldugu gosterilmistir[118-121].
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2.4.2 Agaroz

Agaroz, agarobiyozun tekrarlarimi (D-galaktoz disakkariti ve 3,6-anhidro-L-
galaktopiranoz) iceren deniz kirmizi alglerinden ekstrakte edilen termal olarak
geri cevrilebilir bir jel olarak hazirlanabilen biyouyumlu bir dogrusal
polisakkarittir (Sekil 2.4 ). Agaroz, agardan agaropektinin ekstraksiyonu ile elde

edilen agarin ana bilesenidir[122, 123].
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Sekil 2.4 Agarozun kimyasal formiilii[124]

Agarozun jellesme ve erime noktalari, molekiiler agirligina, yan gruplarinin
konsantrasyonuna ve sayisina bagl olarak sirasiyla 30-40 °C ila 80-90 °C arasinda
degisir. Ayrica sicak su, dimetil silfoksit (DMSO), dimetilformamid (DMF),
formamid (FA), N-metilformamid (MFA) ve 1-Butil-3-metilimidazolyum
kloriir(BmimCl) igerisinde kolaylikla ¢6ziinebilir[125, 126]. Bununla beraber, bu
dogal karbonhidrat polimerinin yan gruplarinda oksijen ve hidrojenin bulunmasi,
kendi kendine jellesme oOzelligini desteklemektedir. Agaroz jellesme siireci,
hidrojen bagi ve elektrostatik cekimin agaroz molekiiliiniin sarmal yapisiyla
sonuglandig1 ve daha sonra jel olusturdugu indiiksiyon, jellesme ve psododenge
olmak {izere iic asamada gerceklesir[127, 128]. Hidrojen baginin bir sonucu
olarak, genipin gibi toksik capraz baglama ajanlarina ihtiyac duymadan agaroz
hidrojelleri olusturulabilir[129] bu da onu biyouyumlu bir polimer

yapmaktadir[130].

Minimum izole aciklik ve kanallar ile birbirine bagli gozeneklerle dolu bir yapiya
sahip olan agaroz , besinlerin, ilaglarin, oksijenin ve hiicrelerin ortamin
merkezinden agaroz ylizeyine gecisini saglar[131, 132]. Etkili gozeneklilik (yani,
birbirine bagl gozenekler ve kanallar), tasiyicinin gozenekli ortamindaki tasima
siirecinde cok onemli bir rol oynar[133-135]. Tek tek birbirine bagli kanallar

malzemenin tasinmasini kolaylastirsa da, nihai amag, birbirine bagli kanallarin
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yaygin, mikrovaskiiler sekilli bir agina sahip gozenekli bir ortam elde etmektir.
Ayrica, gozenekli mimarinin dokular/organlar ile uyumlulugu ile baglantili olarak
tek tip gozenek boyutu dagilimi, kullaniciya yiiksek kontrollii ila¢ salim1 yetenegi
saglar[135-137]. Agaroz jellerin molekiiler biyolojide DNA ve yiiksek molekiiler
agirlikli  molekiilleri elektroforez yontemiyle ayirmak icin kullanilmasi

gelenekseldir[138].

Diisiik biyobozunum, ila¢ tasityict olarak agaroz ile calismanin en biiyiik
dezavantajidir. Ayrica, hidrofobik ilaclarla etkilesimi az ve bazi ilaclar igin ise
adsorpsiyon/desorpsiyon hizi diisiiktiir[139]. Ancak agarozun modifikasyonu ile

bu sorunlar asilabilir[124] .

Literatiirde Agarozun, DNA'nin hareketliligini, protein ekstraksiyonunu[140]
destekleyen piruvat ve siilfat gruplarinin negatif yiikii nedeniyle
elektroforezde[141] , alun ayirma[l142], mikroakiskanlar[143], mikro
modelleme[144], biyosensorler[145], hiicre kapsiilleme[146], nano/mikro ilac
tastyicilari[147], yap1 iskeleleri[148] ve sinirbilim ve radyoterapi icin in vitro

modeller[149] kullanish oldugunu gosteren bazi calismalar da vardir.

2.4.3 D-Mannitol

D-mannitol, alti1 karbon atomu iceren nadir bir seker alkoliidiir (Sekil 2.5).
Mayalar, mantarlar, algler, likenler ve balkabagi, kereviz, sogan, ¢cimen, zeytin ve
Okse otu gibi cesitli bitkilerde bulunan dogada en bol bulunan polioldiir. D-
mannitol, ekstraksiyon, kimyasal sentez veya fermantasyon yoluyla iiretilebilir.
son zamanlarda, bazi ¢alismalar D- mannitoliin D-fruktozdan biyosentetik geri

dontisiiniin %100'e ulasabilecegini gostermistir[150].

Sekil 2.5 D-mannitoliin kimyasal yapisi

Ayrica D-mannitol, gida, ilac ve kimya endiistrilerinde kullanilan giivenli bir

kimyasal katki maddesidir. Genel olarak polioller kanserojen degildir ve diistik
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glisemik indeks yanitina sahiptirler. Bu nedenle polioller, diyabetik ve hiperkalorik
hastalar gibi kontrollii kalori alimina ihtiya¢ duyan belirli saglik sorunlarinin

tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir.

Mannitol, suda ¢oziiniir 6zelligi ve mukotik etki etme kabiliyetinden dolay1
pulmoner ilac tasima sistemlerinde yardimci madde olarak dikkat cekmektedir.
Hava yolu liimenine su akisini kolaylastiran ozmotik bir gradyan olusturarak, hava
yolunda bulunan mukus ile iliskili viskoelastik 6zellikler tizerinde degistirici bir

etkiye sahip olmasi pulmoner acidan kullanish olmasini saglamaktadir[151, 152].

Ornegin, inhalasyon icin Bronchitol [inhale kuru toz mannitol] ismiyle piyasada
olan mannitol kuru toz, kistik fibrozlu hastalarda akcigerlerin hava yolu ytiizeyini

nemlendirmek ve mukus klirensini iyilestirmek icin gelistirilmistir.

2.4.4 Aljinat

Dogal polisakkarit aljinattan yapilan hidrojeller, benzersiz biyolojik ve
fizikokimyasal oOzelliklerinden dolay1 rejeneratif tibbin bircok yaklasiminda ve
immobilizasyon matrisi olarak kullanilmaktadir[153, 154]. Aljinat, hiicre
duvarinin yapisal bir elemani olarak kahverengi alglerde ve ayrica birkac biyofilm
lireten bakteride sentezlenir[155, 156]. Makromolekiil, a-L-guluronik (G) ve f3 L-

mannuronik asit (M) bloklarindan olusur (Sekil 2.6).

Na IC:;/L/ NaOOC

N 1OOC

COONI

M Blok G Blok

Sekil 2.6 Sodyum Alginatin kimyasal yapisi[157]

Dallanmamis polisakarit, ¢ok degerlikli katyonlarin eklenmesi iizerine bir jel

olusturur, ciinkii esas olarak bitisik guluronik asit kisimlarinin karboksilik

gruplari, tercihen iki degerlikli katyonlarla bir kompleks olusturur[158]. Daha ileri

calismalar ayrica heterojen degisen MG parcalarinin da aljinatlarin jellesmesinde

rol oynadigini ortaya koymustur[159]. Aljinatin jellesmesi, hafif fizyolojik kosullar

altinda gerceklestirilebilir, bu da aljinati kirilgan kargolarla biyomedikal
35



uygulamalar icin ideal bir aday haline getirir. En umut verici capraz baglayicilar,
Ba** icin daha yiiksek olan jelin uzun vadeli stabilitesinde farklilik gésteren Ca**
ve Ba®*'dir[160]. In vitro ve in vivo uygulamalara uygun bir hidrojel saglamak
icin, ultra saf ve ultra yiiksek viskoziteli bir biyomateryal elde etmek icin

hammaddelerin 6zel bir sekilde islenmesi gerekir[161].
2.5 Hesperetin

Hesperidin (hesperetin-7-rutinoside) in aglikon formu olan hesperetin (3°,5’,7-
trihidroksil-4'metoksil flavanon) limon, portakal,greyfurt gibi turuncgillerde en
bol bulunan flavonoiddir[162]. Ayrica, hesperidinin bagirsaklarda bulunan
bakterilerin iirettikleri alfa rammozidaz ve beta glikozidaz enzimleri yardimiyla

hesperetine doniisiir[163].

Hesperetin yapisinda benzoil ve sinnamoil kisimlar1 bulunduran bir
bioflavanoiddir (Sekil 2.7). Bioflavanoidler yapilarindaki sinnamoil den kaynakli
bant I (300-400nm) ve benzoilden kaynakli bant II (240-300nm) de absorbans
yapmaktadir[164-166].

Benzoil ' Sinnamoil

Sekil 2.7 Hesperetinin kimyasal yapisi

Hesperetin, antioksidan,anti-inflamatuvar,anti-karsinojenik, anti-hipertansif, anti-
aterojenik, noroprotektif, antidiabetik, antihiperlipidemik gibi farmakolojik
ozellikler gosterdigi icin literatiir ve ila¢ sanayinde ilgi ¢ekmektedir[167-171].
Bununla beraber, hesperetinin biyolojik sistemlerdeki biyoyararlanimi ve dagilima,
polimerik nanopartikiiller kullanilarak[172] ve/veya yapisal modifikasyonla[173]
daha da gelistirilebilir olmas1 hesperetin'i umut verici bir terapotik molekiil

yapmaktadir.
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Hesperetin, antioksidan ozelliklerini dogrudan radikal temizleme ve hiicresel
antioksidan savunmayi1 artirma olmak iizere iki yolla gosterir. Hesperetinin
dogrudan radikal siipiiriicii aktivitesi, DNA'nin, proteinlerin ve dokularin icsel
(onkogenler gibi) ve dissal (radyasyon, iltihaplanma ve toksinler gibi) faktorlerin

neden oldugu hasara karsi korunmasinda 6nemli bir rol oynar.

Hesperetin icin radikal siipiirme cogunlukla yapisindaki -OH gruplarindan ve
guayasil kisminda ki protonlar: seri sekilde vermesiyle gerceklesir. ilk proton kaybi
benzoil kismindaki 7-OH grubundan baslar. Ikinci proton verme reaksiyonunda
ise, negatif yiikiin tiim iskelet tizerinde konjugasyon vyoluyla daha iyi
delokalizasyonu nedeniyle B halkas: tizerindeki -OH gruplarinda gerceklestirmeyi
tercth eder. Hesperetin igin proton verme reaksiyon siralamasi
7-OH—3’-OH—5-OH—4’-CH seklindedir. Hesperetinin olusan polianyonu
serbest radikalleri ardisik elektron transfer reaksiyonlar1 ile etkisiz hale

getirir[174].

Literatiirdeki bazi calismalar hesperetinin, NO tiretimi {izerinde hafif bir inhibitor
etki, COX-1 aktivitesi lizerinde hafif bir baskilama ama COX-2 {izerinde oldukca
iyi bir inhibitér etki etme yoluyla antiinflamatuar 6zelige sahip oldugunu

gostermistir[175, 176].

Hesperetinin cisplatin bazli kemoterapinin neden oldugu norotoksiteye karsi

korudugu, noroprotektif 6zellik gosterdigi belirlenmistir[177].
2.6 Template-Assisted Teknigin Partikiil Infiltrasyon Yaklasimi

Template-assited teknigi partikiil infiltrasyonu, pulmoner ila¢ dagitimi i¢in kiiresel
olmayan ve nano yapil ila¢ tasiyicilarinin {iretimi icin en gelismis yontem olup
ilgilenilen materyalin tek molekiiller yerine partikiiler sistem seklinde
infiltrasyonuna dayanir. Martin ve ark. nin onciiliik ettigi bu metotta[178],
malzemenin infiltrasyonu icgin, yiiksek homojenlige sahip cubuklar, lifler,
altigenler, halkalar veya piramitler olusturarak tasarlanmis kaliplara veya stirekli
gozeneklere sahip membranlara sahip sablonlar kullanilabilir. Infiltre edilen
malzeme, yi1§in veya partikiil sistemi olarak kalip veya gozenek icine monte
edildiginde, sablonun gozenekli geometrisi, ortaya cikan parcacik morfolojisini

belirler. Sablonun kalinlig1 ile sinirli olan parcacik boyutu, mikro veya yiiksek
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nanometre araliginda olabilir. Genellikle, polimerik track-etched membranlar
veya aliimina veya silikondan yapilmis inorganik membranlar kullanilir. G6zenekli
yapinin homojenligi nedeniyle, farkli boy/en oranlarina sahip parcaciklar yiiksek
hassasiyetle {iretilebilir. Ila¢ yiiklemesi, aktif ajanin malzeme ile birlikte
yiiklenmesi veya olusumdan sonra partikiill yiizeyinin kaplanmasiyla

yapilabilir[53].

Nanoparcaciklar veya nanokristaller gibi nanoboyutlu sistemler, mikron
boyutundaki gozeneklere infiltre edilmek i¢in uygun oldugundan yogun
paketleme ve dolayisiyla olusan mikrocubuk icin yiiksek stabiliteye olanak
saglarlar. Calisilan membrana “template (sablon) membran” denir. Parcaciklarin
sablonun gozeneklerinden sizmasini 6nlemek icin sablon zarinin altina ikinci bir
membran olan blok membran yerlestirilir. Blok membranin goézenek boyutu,
infiltre edilecek partikiillerden daha kii¢lik olmalidir. Proteinler gibi daha kii¢iik
nesneler icin gozenek boyutu daha da azaltilabilir. Bununla birlikte, gézenek
boyutundaki bir azalma, membran direncini ve dolayisiyla infiltrasyon basincini
artiracak ve islemi karmasiklastiracaktir. Sekil 2.8 'da gosterildigi gibi, sablon ve
blok membrani bir filtre tutucu sistem icinde birlestirilir. Nanosiispansiyon, bir
siringa pompast kullanilarak bir siringa ile infiltre edilir. Kontrolli akis hizi
sayesinde, sizintty1 6nlemek icin kullanilan malzeme ve blok membraninin boyutu
dikkate alinarak infiltrasyon hizi ayarlanabilir. Infiltrasyondan sonra, silindirik
olarak diizenlenmis nanopartikiiller, sablon goézenek icinde baglanmalidir. Bu
amacla, bir matrikste fiziksel sikisma veya elektrostatik c¢ekim gibi farkh
yaklagimlar miimkiindiir. Gozeneklere yerlesmis materyali kaplayip, stabilize
etmek icin uygun bir polimer c¢ozeltisi, sivi bir film olarak nanoparcaciklari
tamamen kaplar. Ardindan film kurutulur ve nanoparcaciklarin silindirik diizeni
stabilize edilir. Bir matris olarak, agaroz gibi hidrojeller ve mannitol gibi sekerlerin

polimer ¢ozeltileri kullanilabilir[179, 180] .

Sablondan nano yapili mikro ¢ubuklarin toplanmasi icin iki yontem kullanilabilir.
Membran, bir organik ¢oziicii yardimiyla ¢o6ziiniip ortamdan uzaklastirilabilir veya
mikrocubuklar, yapisan bir tabaka ile zardan disari cekilerek tahribatsiz bir sekilde
serbest birakilabilir[53].
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Sekil 2.8 Template-assisted teknigi infiltrasyon yaklasimi ile mikrocubuk eldesi

prosesinin sematik gosterimi

2.7 Zeta-sizer Olciimleri

2.7.1 Partikiil Boyutu ve Polidispersite

Zetasizer Dinamik 151k sacilimini temel alarak partikiil boyutunu olger (Sekil
2.9).
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Sekil 2.9 Dinamik 151k sacilmas: 6l¢timii[181]

Dinamik 151k sac¢ilimi (DLS) kullanan parcacik boyutu 6lciimlerinde, bir lazer 1s1n1,

ylksek oranda seyreltilmis bir siv1 dispersiyon icindeki dagilmis parcaciklar
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lizerine sacilir. Her parcacigin sacilan 15181 birbiriyle etkilesir. Brown hareketi
nedeniyle parcaciklar siirekli olarak konum degistirdiginden, sacilma
merkezlerinin konumu birbirine gore degisir ve miidahaleler nedeniyle sacilma
yogunlugunda kiiciik dalgalanmalar gerceklesir. Sacilan 151tk yogunlugunun
degisimi, 151n1n gelis yoniine belirli bir sabit acida zamana baglh olarak oSl¢iliir.
Boylelikle, dispersiyondaki partikiillerin hizi saptanir. Diflizyon katsayisi bu
verilerin korelasyonu ile belirlenir. Partikiil boyutu Stokes-Einstein esitligi (esitlik

2.2) kullanilarak hesaplanir.

kgT
6TNRp

(2.2)

T:

ks Boltzmann sabiti (1,38064852.10%J/K) , T sicaklik, n mutlak vizkozite (kg.s

'.m™"), Ry, hidrodinamik yaricap (m), D. difiizyon katsayis1 (m*.s™) dir.

Polidispersite, parcacik boyut dagilimini ifade etmek icin kullanilir. Polidispersite

arttikca boyut dagilimi genislemektedir.

2.7.2 Mobilite

Goziicl icinde siispansiyon halinde bulunan yiiklii parcaciklarin bir dis elektrik
alan etkisiyle hareket ettirilmesine elektroforez, bu harekete de elektroforetik
mobilite denir. Coziiclinlin viskozitesi, siispanse edilmis molekiillerin sekli gibi
etkenlerden ileri gelen elektroforetik kuvvete zit yonde bir kuvvet bulunur.

Elektroforetik mobilite asagidaki esitlik ile hesaplanir (Esitlik 2.3).

He = U/ E (2.3)
Esitlik te, p. elektroforetik mobilite (m*.V'.s), v kayma hizi (m.s™) ve E:elektrik
alan siddeti (V.m™) dir.
2.7.3 Zeta Potansiyel

Zeta potansiyel Olctimleri sivilarda dagilma sistemlerinin davranislarinm
anlayabilmek icin kullanimi oldukc¢a yaygindir. Zeta poltansiyel, direkt ol¢timii
miimkiin ~ olmadigindan elektroforez, elektroozmoz, akis potansiyeli ve

sedimantasyon gibi metotlar kullanilarak belirlenir.
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Elektrokinetik potansiyel olarak da adlandirilan zeta potansiyel, elektrik alani
altinda hareket eden bir kolloid parcacigin kayma/kesme diizlemindeki
potansiyeldir. Bir yiizeyin elektrik potansiyeli, sonsuzdan bir birim pozitif yiikii
herhangi bir ivme olmadan ylizeye getirmek icin yapilmasi gereken is miktaridir.
Zeta potansiyel, elektroforetik olarak hareketli parcaciklarin elektrikli ¢cift katmani

ile kayma diizleminde etraflarindaki dagitici katmani arasindaki potansiyel fark:

yansitir[182].
> " & _>_—— Counter iyon
/ (B """ N
@ ¢ -
- N\ _—~Yizey potansiyeli (W,)
."’ ~ e + )(" :
/ =) \‘
J \
J f \ \
lyon bulutungn kahohg L
BEC S % Zeta potansiyell
‘V \
\\ & : 1
\ i\ /
Kolloidal tanecik ke & | X
/ e 51 AR Cy Difiz cift tabakadaki
Potansiyeltayin eden lyonlar ' X potansiyel azalig:

lektriksel potansiye! ¢
Elektriksel potansiye N Kayma dizlemi

Sternduziem

Stern tabakas

Sekil 2.10 Zeta potansiyelin semasal ifadesi [183]

Yiikli bir parcacik dagildiginda, ylizeyinde genellikle elektriksel cift tabaka olarak
adlandirilan adsorbe edilmis bir cift katman gelisir (Sekil 2.10 ). ic katman agirhikli
olarak partikiiliinkine zit yiike sahip iyonlardan/molekiillerden olusur (Stern
katmani). Stern tabakasinin otesinde, parcaciklar {izerindeki ylizey yiikiinden
kaynaklanan elektrostatik etkiler, her Debye uzunlugunun mesafesiyle alanin 1/e

faktorii kadar azaldigini belirten Debye yasasina gore azalir[184].

Matematiksel olarak bu elektrostatik etki sonsuza kadar uzanmasina ragmen,
deneysel olarak parcacik ylizeyinden sadece birka¢ nm'ye kadar mevcuttur. Yikli
nanopartikiillerin elektrostatik alani nedeniyle, hem ayni hem de zit yiikli
iyonlardan/molekiillerden olusan daginik bir katman, Stern katmaninin 6tesinde
bliylir ve Stern katmaniyla birlikte elektriksel c¢ift tabakay1 olusturur. Bu daginik
tabakanin bilesimi dinamiktir ve pH, iyonik kuvvet, konsantrasyon vb. gibi cesitli

faktorlere baglh olarak degisir. Boyle bir dagilima bir elektrik alani
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uygulandiginda, yikli parcaciklar karsi elektrota dogru hareket eder
(elektroforez). Bunun icinde. daginik katman, elektroforez sirasinda hareket eden
parcaciklar ile etrafindaki dagitict katman arasinda arayiiz gorevi goren

varsayimsal bir diizlem vardir.

Bu diizlem, karakteristik kayma/kesme diizlemidir ve zeta potansiyel, bu parcacik-
akiskan ara yiizeyindeki potansiyeldir. Yunanca ( (zeta) harfi, baslangicta
matematiksel denklemlerde onu tanimlarken kullanilmis ve dolayisiyla zeta
potansiyeli ad1 verilmistir. Parcacik yiizeyindeki potansiyel, Nernst potansiyeli
(W,)[185] olarak bilinir ve ol¢iilemez. Elektrostatik alan, Esitlik 2.4 'ye gore

parcacik yiizeyinden uzaklastikca dagilimda azalir.
Y = ‘Pd e XX (24)

Esitlikte W, stern tabakasindan y kadar uzakta olan yiizeyin potansiyelini, ¥, stern
tabakasinin potansiyelini, k Debye-Hiickel sabitini, x uzaklig1 ifade eder. Kayma

diizlemi stern tabakasina yakin oldugu durumda esitlik su sekilde diizenlenebilir:
Y=_Ce ™ (2.5)

Zeta potansiyel dogrudan olciilemediginden uygulanan bir elektrik alani altinda
ylkli parcaciklarin elektroforetik hareketlili§inden hesaplanir. Parcaciklarin
elektroforetik hareketliligi (u.), V parcacigin hizi, E elektrik alan siddetiolmak

lizere, ilk olarak su sekilde hesaplanir:

he ="/g (2.6)
Zeta potansiyel . kullanilarak Henry esitliginden hesaplanir.
U = %f}f“‘) 2.7)
Burada €, bagil gecirgenlik/dielektrik sabiti, & vakum gecirgenligi, { zeta
potansiyeli f(K,) Henry fonksiyonunu, n ise vizkoziteyi géstermektedir.

EDL'nin kalinlig1 partikiil yaricapina kiyasla cok daha kii¢iik oldugunda ki bu,
yiiksek tuz konsantrasyonunun (107°M) sulu ¢ozeltileri igcindeki daha biiyiik
partikiillerden (1 pm'ye kadar) kaynaklanabilir. f(Ka) degeri 1.5 olarak alinir ve
Henry esitligi daha sonra Helmholtz-Smoluchowski (HS) esitligine doniisiir
(Esitlik 2.8):
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He = _Erioz (2.8)

HS denklemi farmasotik preparatlarin cogu icin gecerlidir ve bu nedenle nano ilag

tasiyici gelistirmek icin cok 6nemlidir[186].

Aksine, diisiik tuz konsantrasyonunda (10° M) dagilmis daha kiiciik (<100 nm)
partikiiller nedeniyle elektriksel cift tabakanin kalinlig1 partikiiliin kendisinden
cok daha biiyiik oldugunda, f(Ka) degeri 1 olarak alinir ve Henry esitligi Hiickel
esitligi (esitlik 2.9) olarak degistirilebilir:

U, = 252_15705 (2.9)

Huckel denklemi, seramik endiistrisinde popiiler olmasina ragmen sulu
dispersiyonlar icin gecerli olmadig1 icin genellikle farmasotik preparasyonlarla
ilgili degildir.

Partikiillerin elektrik alan uygulandiginda mobilitelerinin 6l¢iimii iki sekilde

yapilmaktadir: Elektroforetik 1s1ik sacilmasi ve elektroakustik fenomen.

Elektroforetik 151k sacilmasi; Elektroforez sirasinda hareketli parcaciklar, bir gelen
lazeri sacar. Parcaciklar hareketli oldugu icin sacilan 1sik orijinal lazerden farkl
frekansa sahiptir ve frekans kaymasi parcaciklarin hiziyla orantilidir (Doppler
kaymasi). Bu teknik icin kullanilan enstriimantasyon Sekil 2.11 de gosterilmistir.
Kisacasi lazer 1s1n1 ikiye ayrilir ve bir 151n numuneye dogru yonlendirilirken digeri
referans 151n olarak kullanilir. Ornekten sacilan 151k, Doppler kaymasini belirlemek
icin referans 1sin1 ile birlestirilir veya optik olarak karistirilir. Parcacik hizinin
biiyiikliigii (V), Doppler kaymasindan cikarilir ve ardindan zeta potansiyel,
denklemler olarak listelenen matematiksel denklemler dizisi araciligiyla olciiliir.
Bu teknik genellikle dinamik 151k sacilimi(DLS) ile birlikte kullanilir ve hem DLS
hem de zeta potansiyel icin entegre 6lciim paketi saglayan bir dizi ara¢ ortaya
cikmistir. Zetasizer serisi cihazlar, bu tlir uygulamalar icin sofistike lazer
interferometrik PALS (faz analizi 1s1k sacilimi) teknigini kullanir[187]. Tek seferde
hem DLS hem de zeta potansiyel 6lciimleri yapmak icin dahili altin kaplamali bakir
elektrotlara ve biikiili kilcal boruya sahip tek kullanimlik plastik (polikarbonat)

kiivetler mevcuttur. DLS gibi, Zetasizer yazilim arayiizi de kullanicinin
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ozellestirilmis standart isletim protokoller gelistirmesine ve ilgili bilgileri

girmesine olanak tanir.

Bileske optik

S
= .
? C/ > > Kompenzasyon
g - optigi
= Zayiflatict Omek
-
7
9 Dijital sinyal | Dedektor
islemcisi

l
<4

Sekil 2.11 Elektroforetik 151k sacilimi ile Zeta potansiyel 6l¢iimiiniin

enstrimantasyonunu gosteren semal182]

Elektroakustik fenomen; Bu teknikte, numunedeki parcaciklarin salinim
yapmasina neden olan yiiksek frekanslh bir elektrik alani uygulanir, salinim ise
boyutlarina ve zeta potansiyele baglidir. Salinim, hem parcacik boyutunu hem de
zeta potansiyeli belirlemek icin biiyiikliik ve faz acisi iizerinde analiz edilir[188].

Bu teknik, ila¢ dagitim arastirmalarinda daha az popiilerdir.

Zeta potansiyel verilerinin en popiiler kullanimlarindan biri, onu kolloid stabilitesi
ile iliskilendirmektir. Ilac dagitim literatiiriinde, zeta potansiyel degerlerine gore

nanopartikiil dispersiyonlarinin kararliliklar1 hakkinda fikir yiiriitiilebilir[189].

Zeta potansiyel degerleri co6zeltilerin Ozellikle kolloidal veya siispansiyon
sistemlerinin kararlili§1 hakkida bilgi verir. Genel olarak ila¢ salinim sistemlerinde
zeta potansiyel degerleri =0-10mV, *10-20mV, *20-30 mV ve >*=30mV
sirastyla oldukca kararsiz, nispeten kararli, orta derecede kararli ve yiiksek

diizeyde kararlh olarak siniflandirilmaktadir[189].
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3

DENEYSEL KISIM

3.1 Kullamilan Malzeme ve Cihazlar

Infiltrasyon asamasi icin %5 Hesperetin- %1 Plantacare 2000 (~180nm) - %94 su
nanosilispansiyonu, %5 Hesperetin- %1 Plantacare2000 (~400nm) - %94 su
nanosispansiyonu, %5 Hesperetin- %1 PVA (~200nm) - %94 su
nanosispansiyonu, %5 Hesperetin- %1 PVA (~400nm) ve %94 su
nanosiispansiyonu Phillips-Marburg Universitesi Farmasotik Teknoloji ve
Biyofarmasotik Enstitiistinden temin edildi. Merk mali HCI, NaOH, metanol ve

aseton kullanildi.

Calisma membrani olarak gozenek Ol¢lisii 5um olan 25 mm lik polikarbonat
Nuclepore Track-Etched Membran (Whatman, Dassel, Germany) ; blok membran
olarak ise 0.1; 0.5; 0.6 ve 1um gozenek Ol¢iilii 25 mm lik polikarbonat Nuclepore

Track-Etched Membranlar (Whatman, Dassel, Germany) kullanild:.
Infiltrasyon Kdscientific marka siringa pompast ile gerceklestirildi.

Stabilizasyon asamasi i¢in Sigma Aldrich mali agaroz, D-mannitol, L-leucine, iiriin
toplama asamasi icin Sigma Aldrich mali, kloroform, benzileter, toluen, %2.5 PVA

(4-88) ve siringa filtresi (Whatman GD/XP Syringe 25mm 0.2 um) kullanildi.

Partikiillerin karakterizasyonu icin Zeiss marka SEM (taramali elektron

mikroskop) kullanildi.

Membranlarin dolu ve bos gozeneklerinin sayimi1 ve mikrocubuklarin boy/en

oranini belirlemek icin Imagej-Win64 programi kullanildi.

Mikrocubuklarin saymmi icin Yildiz Teknik Universitesi Molekiiler Biyoloji ve
Genetik Laboratuari’'ndan destek alinmis olup, Zeiss Axio Floresan mikroskobu ve

Fusch-Roshental lami kullanildi.

Ultraviyole Gortintir (UV/VIS) spektrum o6lciimleri Shimadzu marka UVmini-1240
model UV/VIS spektrofotometre ile yapildi.
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Zeta potansiyeli ve partikiill boyutu o6lciimleri icin Brookhaven Instruments

Corporation marka 90Plus model Zetasizer Cihazi kullanildi.
3.1.1 Track-Etched Polikarbonat Membranlar

Template-assisted teknik infiltirasyon yaklasimiyla mikrocubuk eldesinde,
silindirik nesnelerin olusumu icin diizgiin ve standardize edilmis gozeneklere
sahip membranlar kullanilmaktadir. Aliimiina gézenekli membranlar ve track-
etched membranlar en yaygin kullanilanlaridir. Fizikokimyasal 6zellikleri ve hem
inorganik oksit hem de organik polimer olmalari nedeniyle infiltire edilecek
materyali ¢ozmeyen uygun bir membran ¢6ziiciisii bulmak miimkiindiir. Her iki
membran ¢esidi de paralel, diiz ve esit Olcekli gbzeneklere sahiptir. Tablo 3.1 de
5,0um lik gézenek boyutuna sahip track-etched polikarbonat membranin {retici

tarafindan lanse edilmis gozenek Olciileri verilmistir[190].

Tablo 3.1 5,0 um lik gozenek boyutuna sahip track-etched polikarbonat

membranin gozenek 6zellikleri

Template Membranin Ozellikleri

Gozenek Olciisii 5,0 um
Membranin Kalinlig1 10+1 um
Gozenek Yogunlugu/100 um® 0,38

Gozenek boyutu 5 um olan bir membranin gozenek sayis1 N, asagidaki esitliklerle,

asagidaki sekilde hesaplanir.

Arempiate = Tr? = 12,52 = 491mm? = 4,91 x 10%pm? (3.1)

N [Gézenek/umz] —0,0038
N, [Gézenek/Template,hesaplanan] = A XN (3:2)

N, [Géze”ek/Template,hesaplanan] = 4,91 x 108um? x 0,0038 1/llm2

= 1,87 x 10° dir.

Verilen esitlikte Aimpiaie membranin yiisey alamini, N, ise 1 um® deki gézenek

sayisini ifade etmektedir.
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Mikrocubuk eldesinin verimi ise esitlik 3.3 ile elde edilir.
Verim[%)] = g— x 100 (3.3)
1

N, sayim sonucu elde edilen mikrocubuk sayisini ifade etmektedir.
3.1.2 Fuchs-Rosenthal Lami

Birbirine es 16 kareden olusan sayim alaninin kenarlar1 4 mm ve derinligi 0.2 mm

olup alam1 16 mm? hacmi ise 3.2 mm?® olan sayma lamidir (Sekil 3.1 a ve b)

(®)
Sekil 3.1 a) Fuchs-Roenthal lam1 b) Sayma alani

Sayim sonucunu hesaplamak i¢in ¢esitli yontemler vardir. Bir biiyiik kare sayimi1 yapma,
dort farkl kiiciik kare sayim1 yapip ortalama alma vs. Temelde Esitlik 3.4 de verildigi

gibi birim hacimdeki say1 bulunup 6rnegin hacmi ile iliskilendirmeye dayanir.
V=Axh=16mm? x 0.2mm = 3.2mm3 = 3.2 X 1073mL (3.4)

Verilen esitlikte V sayim alaninin hacmini, A bir sayim alanmin alani h ise ytiksekligi

ifade etmektedir.

N2 bir membrandan elde edilen mikrogubuk sayisini géstermekte olup,esitlik 3.5 ile

hesaplanir.

Sayilan tanecik sayisix1 mL
N, = 24 (3.5)

3.2x1073

3.2 Hesperetin-Plantacare(2000) Nanosiispansiyonundan

Template-assisted Teknik ile Hesperetin Mikrocubuk eldesi

Plantacare2000, alkilpoliglikozit, =~ %100 yenilenebilir, bitki kaynakl
hammaddelerden yapilmis iyonik olmayan bir yiizey aktif maddedir. Birinci sinif

cevre ve cilt uyumlulugu profillerine sahiptir.
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3.2.1 Hesperetin-PC(2000) Nanosiispansiyonunun Infiltrasyonu icin Optimum

Konsantrasyonun Belirlenmesi

En uygun ve en verimli infiltrasyon kosullarini belirlemek amaciyla %5
Hesperetin- %1 Plantacare2000- %94 su nanosiispansiyonundan alinip
infiltrasyon i¢in 0.01lmg/mL ; 0.05 mg/mL ; 0.1 mg/mL ; 0.2 mg/mL ve 0.3

mg/mL olmak {izere farkli konsantrasyonlarda nanosiispansiyonlar hazirlandu.

Farkli  konsantrasyonlarda  hazirlanan nanosiispansiyonlar  sirasiyla
programlanabilir pompanin siringasina 3 mL olarak konuldu. Ucuna holder
(tutucu) takih siringa (Sekil 3.2) pompaya yerlestirildi. nanosiispansiyona 2*3mL
programi (iki kere 3 er mL nanosiispansiyon siringa edilmesi) uygulanarak
membranlara infiltre edildi. Program dort asamali olup ilk adimda 1mL/min hizla
infiltrasyon ikinci adimda 15 dakika bekleme, {iclincii adimda 0.1mL/min hizla
infiltrasyon ve son adimda 10 dakika bekleme seklindedir. Infiltre edilmis

membranlar suyla nemlendirilmis mendille temizlendi ve SEM icin 6rnek alind:.

Nanopartikiiller @

Sizdirmazhk |
Halkas:

Iemplate Membran t _’ >
Blok Membran ‘ B |

Filtre tutucu

Sekil 3.2 Infiltrasyonun sematik gosterimi
3.2.2 Hesperetin-PC(2000) Nanosiispansiyonunun Infiltrasyonu Sonrasi
Membranlardaki Safsizliklarin Giderilmesi i¢in Uygulanan Yontemler

Nanopartikiillerin infiltrasyonu sonras1 membrandaki safsizliklarin giderilmesi

icin asagida siralanan farkli yontemler uygulandi:

o Suya batirarak yikama teknigi ile temizleme
o Cesitli hiz ve zaman ile infiltrasyon
o Farkli konsantrasyonlardaki farkli ¢cozeltiler ile temizleme
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. Farkli sicakliklarda su ile temizleme

o Farkli gozenek boyutlarina sahip blok membran kullanimi
o Farkli boyutta nanopartikiil iceren baslangic nanosiispansiyonlari ile
calisma

3.2.2.1 Suya Batirarak Yikama Teknigi ile Membranlarin Temizlenmesi

Optimizasyon sonucu en verimli konsantrasyonu belirlenmis Hesperetin-PC
2000(~180nm) nanosiispansiyon iceren membranlar, infiltirasyondan sonra 4

kere 10 mL su icerisinde birka¢ saniye bekletilerek yikandi.
3.2.2.2 Infiltrasyonun Farkli Say1 ve Siirede Yapilmasi

Optimizasyon sonucu en verimli konsantrasyonu belirlenmis Hesperetin-PC
2000(~180nm) nanosiispansiyonu 0.1mL/min sabit hizla 1*3mL programi (1
kere 3mL nanosiispansiyon infitrasyonu), 1*6 mL program (1 kere 6mlL
nanosiispansiyon infitrasyonu) ve 2*3 mL programi (2 kere 3mL nanosiispansiyon

infitrasyonu) olarak 3 farkl infiltrasyon programi uygulandi.
3.2.2.3 Farkl Sicakliklardaki Su ile Temizleme

Bu yontemde hem temizleme mendilini nemlendirmek hem de yikama yapmak
icin 37.5°C; 47.5°C; 57.5 °C; 67.5 °C; 77.5 °C sicakliklardaki Milli-Q su kullanildi.
Membranlar, yikama islemi icin her infiltrasyondan sonra ilgili sicakliktaki 10 mL

suda birkac saniye bekletildi.
3.2.2.4 Farkl Konsantrasyonlardaki Cesitli Cozeltiler ile Temizleme

Membranlari temizlemek icin su yerine 0.01M, 0.1M, 1M HCI ; 0.01M, 0.1M, 1M
NaOH ,Metanol ve Aseton olmak tizere cesitli konsantrasyonlarda cesitli ¢coziiciiler
kullanildi. Bu ¢oziiciiler hem temizleme mendilini nemlendirmek hem de yikama
islemi i¢in kullanildi. Yikama isleminde, membran icin her infiltrasyondan sonra

ilgili konsantrasyon ve ¢oziiciiniin 10 mL sinde birkag saniye bekletildi.
3.2.2.5 Farkl Gozenek Boyutlarina Sahip Blok Membran Kullanimi

Daha biiylik gozeneklere sahip blok membranlar kullanilirsa fazla ¢6zeltinin
ortamdan kolaylikla uzaklastirilacagi boylece iki membran arasinda sikisip kalan

Hesperetin-PC2000(~180nm) miktarinin biiyiik o6lciide azalarak kirliligin
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giderilebilecegi diisliniildii. Bunun icin 0.5, 0.6 ve 1.0um lik blok membranlar

kullanilarak infiltrasyon islemi gerceklestirildi.

3.2.2.6 Farkli Boyutta Nanopartikiil iceren Baslangic Nanosiispansiyonu ile

Caligma

Bu yontem icin %5 lik Hesperetin-PC2000(~400nm) nanosiispansiyonu
kullanildi. Infiltre edilen membranlari MilliQ su ile nemlendirilmis mendil ile
silerek ve Milli-Q su ile yikama yontemlerini uygulayarak temizleme islemleri

yapildi.

3.2.3 Hesperetin Mikrogubuklarin Agaroz ve D-Mannitol ile Stabilizasyonu
3.2.3.1 Hesperetin Mikrogubuklarinin Agaroz ile Stabilizasyonu

1.5 g Agaroz saf su i¢inde konularak, yaklasik 80°C de 1sitilip karistirilarak % 1,5

(m/V) Agaroz cozeltisi hazirlandi.

% 1,5 (m/V) Agaroz cozeltisi ile Hesperitin partikiillerinin stabilizasyonu icin; 0.3
mL %1,5 (m/V) luk Agaroz cozeltisi cam lamel iizerine konuldu. Hesperetin
infiltre edilmis membran, parlak yiizeyi ¢ozeltiye temas edecek sekilde lamelin

izerine yerlestirilerek kurumasi icin 1 giin beklendi.

o i

Sekil 3.3 Agaroz ile stabilize edilmis membranin lamel {izerindeki goriintiisii

3.2.3.2 Hesperetin Mikrogubuklarinin D-Mannitol ile Stabilizasyonu

%20 (m/V) D-mannitol Cozeltisi; 20 g D-mannitol, 0.1g L-Losin saf su icinde, 50-
60 °C de karistirilarak hazirlandi.

%20 (m/V) D-mannitol c¢ozeltisi ile Hesperitin mikrocubuklarinin stabilizasyonu
icin 0.3 mL %20 (m/V) lik Mannitol ¢Ozeltisi cam lamel tizerine konuldu.
Hesperetin infiltre edilmis membran, parlak yiizeyi ¢cozeltiye temas edecek sekilde

lamelin tizerine yerlestirildi (Sekil 3.4). Kurumasi icin 1 giin beklendi.
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Sekil 3.4 D-Mannitol ile stabilize edilmis membranin lamel iizerindeki goriintiisii

3.2.4 Hesperetin Mikrocubuklarini Toplama
3.2.4.1 Agaroz ile Stabilize Edilmis Hesperetin Mikrocubuklarim1 Toplama

Agaroz ile Stabilize Edilmis Hesperetin mikrocubuklar1 PVA (4-88) membran
kullanarak siyirma yontemi ile toplama icin, plastik Petri kabina % 2.5 luk PVA
(4-88) cozeltisinden 4 mL konuldu. 80-90°C ye isitilarak cozeltideki suyun
buharlagmasi yoluyla Petri kabin tabanin PVA ile kaplanmasi saglanarak (Sekil

3.5) PVA membran olusumu saglandi.

Sekil 3.5 PVA (4-88) ile kaplanmuis petri kab1
Agarozla stabilize edilmis membran kuruduktan sonra lamel {izerinden siyrilarak
alindi.

Tabani PVA (4-88) kapl petri kabina 0.1 mL PVA 4-88 eklendi. Membranin parlak
ylizeyi petri kabininin tabanina yapistirilarak PVA c¢ozeltisi ile temas1 saglandi.

Kurumasi icin 1 giin beklendi (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6 PVA(4-88) Tabakasina yapistirilmis membran goriintiisii

Pens yardimiyla membran PVA tabakasindan ayrildi. Bicakla PVA tabakasi petri
kabindan ayrilarak eppendorf tiibiine alindi. 1.5 mL MilliQ su eklenerek

¢Ozlinmesi saglandi.

20 °C 2500 rpm de 20 dakika boyunca santrifiij uygulandi. PVA ve su dan olusan
stvi kisim atilarak kati kisim tekrar 1.5 mL su ilavesiyle karistirilarak santrifiij

uygulandi. Ayni kosullarla toplam ii¢ kere santrifiij islemi uyguland.

Agaroz ile stabilize edilmis hesperetin mikrocubuklar1 santrifiij uygulama ile
toplama, santrifiij yoluyla Hesperetin mikrocubuklarin toplanmasi amaciyla,
lamelden alinan Agaroz ile stabile edilmis membran 2 mL lik eppendorf tiibe
alinarak coziilmesi saglandi. Coziicii olarak Kloroform (CHCIl;), benzileter
(C14H,14,0), Kloroform-Benzileter Karisimi (1:3) ve Kloroform+ Toluen Karisimi
(1:2) olmak {iizere farkli c¢oziictiler kullanildi. CHCI; ile ¢6zme islemi uygulanan
karisimdan mikroc¢ubuklari ayirmak icin; 2500 rpm 30 dk 20 °C ,5000 rpm 20 dk
20°C, 10000 rpm 20 dk 20°C ve 5000 rpm 20 dk 10°C olmak tizere farkli sicaklik,

siire ve hiz ayarlariyla uygun santrifiij kosullar1 arastirild:.

Diger ¢oziiciiler i¢in 2500 rpm, 20 dk. 20°C ayarlariyla her defasinda 2 mL ¢oziicii

kullanilarak ii¢ kez santrifiij uygulandi.

Agaroz ile stabilize edilmis Hesperetin mikrocubuklar1 siizme yoOntemi ile
toplamak icin ise, Siizme yoOntemi uygulanarak Hesperetin mikrocubuklari
toplamak icin, Agarozla stabilize edilmis membran 6 mL CHCl;ile ¢oziildii. Siringa
filtresi (Whatman GD/XP Syringe 25mm 0.2 um) ile siiziilerek mikrocubuklarin

toplanmasi saglandi.
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3.2.4.2 D-Mannitol ile Stabilize Edilmis Hesperetin Mikrocubuklarini Toplama

D-mannitol ile stabilize edilmis hesperetin mikrog¢ubuklar1 santrifiij uygulama ile
toplamada, santrifiij yoluyla Hesperetin mikrocubuklarin toplanmas: amaciyla,
lamelden alinan D-mannitol ile stabile edilmis membran 2 mL lik eppendorf tiibe
alinarak coziilmesi saglandi. Coziicii olarak Kloroform (CHCI;), benzileter
(C14H140), Kloroform-Benzileter Karisimi (1:3) ve Kloroform+ Toluen Karisimi
(1:2) olmak {iizere farkli coziiciler kullanildi. Ve calkanarak membranin

¢ozlinmesi saglandi.

CHCl; ile ¢6zme islemi uygulanan karisimdan mikrocubuklar1 ayirmak i¢in; 2500
rpm 30 dk 20 °C ,5000 rpm 20 dk 20°C, 10000 rpm 20 dk 20°C ve 5000 rpm 20
dk 10 °C olmak iizere farkli sicaklik siire ve hiz ayarlariyla uygun santrifiij kosullar

arastirildi.

Diger coziiciiler icin 2500 rpm 20 dk 20°C ayarlariyla her defasinda 2mL ¢6ziicii

kullanilarak {i¢ kez santrifiij uygulandi.

D-mannitol ile stabilize edilmis hesperetin mikrocubuklar siizme yOntemi ile
toplamada, stizme yontemi uygulanarak Hesperetin mikrocubuklari toplamak icin
D-mannitol ile stabilize edilmis membran 6 mL CHCl;ile ¢oziildii. Siringa filtresi
(Whatman GD/XP Syringe 25mm 0.2 um) ile filtrasyon uygulanarak

mikrocubuklarin toplanmasi saglandi.

3.3 Hesperetin-PVA Nanosiispansiyonundan Template-Assisted

Teknigi ile Hesperetin Mikrocubuk Eldesi

Polivinilalkol, PVA, polivinil asetatin kismen yada tamamen hidroksilasyonu ile
elde edilen hidrofilik, lineer bir polimerdir. Biyouyumlulugu toksik ve kanserojen
olmamasi, biyoyapiskan karakteri ve sisme 6zelligi nedeniyle biyomalzeme olarak

kullanimi yaygindir[191].

3.3.1 Hesperetin-PVA Nanosiispansiyonun Infiltrasyonu icin Optimum Sartlarin

Belirlenmesi

En uygun ve en verimli infiltrasyon kosullarini belirlemek amaciyla %5

Hesperetin- %1 PVA(~200nm) ve %5 Hesperetin- %1 PVA(~400nm) su
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nanosiispansiyonundan alinip infiltrasyon icin 0.1 mg/mL ; 0.2 mg/mL ve 0.3

mg/mL olmak {izere farkli konsantrasyonlarda nanosiispansiyonlar hazirlandu.

Farkli  konsantrasyonlarda  hazirlanan nanosiispansiyonlar  sirasiyla
programlanabilir pompanin siringasina 3 mL olarak konuldu. Ucuna holder
(tutucu) takili siringa pompaya yerlestirildi. Nanosiispansiyona 2*3mL programi

(iki kere 3 er mL nanosiispansiyon siringa edilmesi) uygulandi.

0.2 mg/mL Hesperetin-PVA (~200nm), 0.2 mg/mL Hesperetin-PVA (~400nm)
0.3 mg/mL Hesperetin-PVA (~200nm) ve 0.3 mg/mL Hesperetin-PVA (~400nm)
nanosiispansiyonlar 3*3mL programi (ii¢ kere 3 er mL nanosiispansiyon siringa
edilmesi) ve 4*3mL (dort kere 3 er mL nanosiispansiyon siringa edilmesi)

programi uygulanarak membranlara infiltre edildi.

Uygulanan program dort asamali olup ilk adimda 1mL/dk hizla infiltrasyon ikinci
adimda 15 dk bekleme, {iciincii adimda 0.1 mL/dk hizla infiltrasyon ve son
adimda 10 dk bekleme seklindedir. Infiltre edilmis membranlar MilliQ suyla

nemlendirilmis mendille temizlendi ve SEM icin 6rnek alindi.
3.3.2 Hesperetin Mikrocubuklarin Agaroz ve D-Mannitol ile Stabilizasyonu

3.3.2.1 Hesperetin Mikrocubuklarinin Agaroz ile Stabilizasyonu

1.5 g Agaroz saf su icerisinde, yaklasik 80°C de 1sitilip karigtirilarak % 1.5 (m/V)

Agaroz ¢ozeltisi hazirlandi.

% 1.5 (m/V) Agaroz cozeltisi ile Hesperitin partikiillerinin stabilizasyonu icin; 0.3
mL %1.5 (m/V) luk Agaroz ¢oOzeltisi cam lamel {izerine konuldu. Hesperetin
infiltre edilmis membran, parlak yiizeyi ¢ozeltiye temas edecek sekilde lamelin

lizerine yerlestirildi. Kurumasi i¢in 1 giin beklendi.
3.3.2.2 Hesperetin Mikrogubuklarinin D-Mannitol ile Stabilizasyonu

%20 (m/V) D-mannitol Cozeltisi; 20 g D-mannitol, 0,1 g L-Losin saf suda, 50-60

°C de karistirilarak hazirlandi.

%20 (m/V) lik D-mannitol c¢ozeltisi ile Hesperitin mikrocubuklarinin

stabilizasyonu icin 0.3 mL %20 (m/V) lik D-mannitol ¢ozeltisi cam lamel tizerine
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konuldu. Hesperetin infiltre edilmis membran, parlak ylizeyi cozeltiye temas

edecek sekilde lamelin iizerine yerlestirildi. Kurumasi icin bir giin beklendi.

3.3.3 Hesperetin Mikrocubuklarini Toplama
3.3.3.1 Hesperetin-PVA(~200nm)/Agaroz Mikrocubuklar1 Toplama

Santrifiij yoluyla Hesperetin mikrocubuklarin toplanmasi amaciyla, lamelden
alinan Agaroz ile stabile edilmis membran 2 mL Kloroform+ Toluen Karisimi (1:2)
kullanilarak ¢6ziilmesi saglandi. 2500 rpm 20 dk 20°C ayarlariyla ii¢ kez santrifiij
uyguland.

3.3.3.2 Hesperetin-PVA (200nm)/D-Mannitol Mikrogubuklar1 Toplama

Santrifiij yoluyla Hesperetin mikrocubuklarin toplanmasi amaciyla, lamelden
alinan D-mannitol ile stabile edilmis membran 2 mL Kloroform+ Toluen Karisimi
(1:2) kullanilarak ¢éziilmesi saglandi. 2500 rpm 20 dk 20°C ayarlanyla {i¢ kez

santrifiij uygulandi.

2500 rpm 20 dk. 20°C ayarlariyla her defasinda 2mL ¢6ziicti kullanilarak {i¢ kez
santrifiij uygulandi.

3.4 Hesperetin-PC(2000) ve Hesperetin-PVA
Nanosiispansiyonlarindan Elde Edilen Mikro¢ubuklarin

Karakterizasyonu

3.4.1 Hesperetin Mikro¢ubuklarin Sayim

Agaroz ve D-mannitol ile satabilize edilmis membrandan alinan mikrog¢ubuklar
suda dispers edilerek Fusch-Roshental lama konuldu. Mikroskopta 4 tane 16 kare
sayma yontemi ile sayim yapildi. Alinan 6l¢iimlerin ortalamasi alinarak toplam
kare sayis1 olan 16 ile carpildi. Esitlik 3.5 kullanilarak mikrogcubuklarin sayisi

esitlik 3.3 ile ise verim hesapland.

3.4.2 Hesperetin Mikrocubuklarin Uzunluk ve Caplarinin Belirlenmesi

Agaroz ve D-mannitol ile stabilize edilmis membrandan alinan mikroc¢ubuklarin
uzunluk ve caplar1 SEM goriintiileri tizerinde ImageJ-win 64 programi

kullanilarak olciildii.
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3.4.3 Hesperetin Mikrocubuklarin Farkli Ph lardaki Kararlilig1 ve Aktivitesi

Agaroz ile stabilize edilmis mikrogubuklar 37°C de 20 mL suda dispers edilerek
0.1 mg/mL nanosiispansiyon hazirlandi. NaOH ve HCI ile farkli pH degerlerine
ayarlanmak suretiyle UV/VIS spektrofotometreyle aktivitesi belirlendi ve
Smoluchowski yontemi ile Zeta potansiyeli ve mobilite Ol¢timleri yapildi. Partikiil

boyutu ve dispersiteleri belirlendi.

D-mannitol ile stabilize edilmis mikrogubuklar 37°C de 20 mL suda dispers
edilerek 0.1 mg/mL nanosiispansiyon hazirlandi. NaOH ve HCI ile farkli pH
degerlerine ayarlanmak suretiyle UV/VIS spektrofotometreyle aktivitesi belirlendi
ve Smoluchowski yontemi ile Zeta potansiyeli ve mobilite ol¢iimleri yapildi.

Partikiil boyutu ve dispersiteleri belirlendi.

3.4.4 Hesperetin Mikrocubuklarinin PBS Gozeltisi Icindeki Kararlhhigi ve

Aktivitesinin Zamana Bagl Degisimi

Agaroz ile stabilize edilmis mikrocubuklar 37 °C deki 20 mL PBS (pH=7,4+0,1)
tampon ¢ozeltisi icinde dispers edildi. Sicakhigi 37 °C de sabit tutarak UV/VIS
spektrofotometreyle aktivitesi belirlendi ve Smoluchowski yontemi ile Zeta

potansiyeli ve mobilite Ol¢limleri yapildi. Partikiil boyutu ve dispersiteleri

belirlendi.

D-mannitol ile stabilize edilmis mikrocubuklar 37 °C deki 20 mL PBS
(pH=7,4+0,1) tampon c¢ozeltisi icinde dispers edildi. Sicakhigir 37 °C de sabit
tutarak UV/VIS spektrofotometreyle aktivitesi belirlendi ve Smoluchowski
yontemi ile Zeta potansiyeli ve mobilite olciimleri yapildi. Partikiil boyutu ve

dispersiteleri belirlendi.
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4

DENEYSEL VERILER

4.1 Hesperetin-PC(2000) Nanoiispansiyonundan Template-Assisted
Teknik ile Hesperetin Mikrocubuk eldesi

4.1.1 Hesperetin-PC(2000) Nanosiispansiyonunun infiltrasyonu i¢in Optimum

Konsantrasyonun Belirlenmesi

Farkli konsantrasyonlardaki Hesperetin-PC2000 (~180nm) nanosiispansiyon

infiltire edilmis membranlarin SEM goriintiileri Sekil 4.1-5’de verilmistir.

(a) (b)

Sekil 4.1 0.01 mg/mL Hesperetin-PC2000(~180nm) nanosiispansiyonu infiltire
edilmis 6rneklerin SEM goriintiileri: (a) membranin parlak yiizeyi (b)
membranin parlak olmayan yiizeyi (c) dolu ve bos gozeneklerin yakindan

gorinuimiu

Sekil 4.1’e gére membran goézeneklerinde var olan bosluklar membranin

tamamen dolmadig1 goriilmiistiir.
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Sekil 4.2 0.05 mg/mL Hesperetin-PC2000(~180nm) nanosiispansiyonu infiltire
edilemis 6rneklerin SEM gortintiileri (a) membranin parlak yiizeyi (b)

membranin parlak olmayan ylizeyi (c) gozeneklerin daha yakindan gortiniimii

Sekil 4.2'ye gore, 0.05 mg/mL Hesperetin-PC2000(~180nm)
nanosiispansiyonunun infiltrasyonu sonucu membranin, 0.01 mg/mL Hesperetin-
PC2000(~180nm) nanosiispansiyonun infiltrasyonu sonucuna gore daha az

sayida bos gozeneklere sahip oldugu goriilmiistiir.
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(a) (b)

Sekil 4.3 0.1 mg/mlL Hesperetin-PC2000(~180nm) nanosiispansiyon infiltire
edilmis 6rneklerin SEM goriintiileri (a) membranin parlak yiizeyi (b) membranin
parlak olmayan yiizeyi (c) infiltre edilmis porlar ve parlak olmayan yiizeye

tutunmus hesperetin-PC 2000 katis1

Sekil 4.3’e gore, 0.1 mg/mL Hesperetin-PC2000(~180nm) nanosiispansiyonunun
infiltrasyonunda membrandaki gozenekler neredeyse tamamen dolu oldugu tespit

edilmistir.

(a) ~(b)

Sekil 4.4 0.2 mg/mL Hesperetin-PC2000(~180nm) nanosiispansiyonu infiltire
edilmis 6rneklerin SEM goriintiileri (a) membranin parlak yiizeyi (b)

membranin parlak olmayan yiizeyi
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Sekil 4.4’e gore, 0.2 mg/mL Hesperetin-PC2000(~180nm) nanosiispansiyonunun

infiltrasyonunda, membrandaki gozenekler neredeyse tamamen doludur.

Sekil 4.5 0.3 mg/mL Hesperetin-PC2000(~180nm) nanosiispansiyonu infiltire
edilmis 6rneklerin SEM goriintiileri (a) membranin parlak yiizeyi (b) membranin

parlak olmayan yiizeyi
Sekil 4.5’e gore, 0.3 mg/mL Hesperetin-PC2000(~180nm) nanosiispansiyonun
infiltrasyonunda membrandaki gézenekler neredeyse tamamen doludur.

Farkli konsantrasyonlardaki Hesperetin-PC2000(~180nm) nanosiispansiyonu

infiltire edilmis 6rneklerin infiltrasyon verimi Sekil 4.6’da verilmistir.

0.0l mg/ml ®WO0.05 mg/ml ®mO0.1 mg/ml ®WO0.2 mg/ml ®O0.3 mg/ml

ogop 1009 100%

100% 95%

80%

60%

40%

Infiltrasyon verimi

20%

S%

1% 0% 0%

0%

Dolu Bos

Sekil 4.6 0.01; 0.05; 0.1; 0.2 ve 0.3 mg/mL Hesperetin-PC 2000(~180nm)

nanosiispansiyonlarinin infiltrasyon verimi
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SEM goriintiilerine goére 0.01 mg/mL ve 0.05 mg/mlL Hesperetin-
PC2000(~180nm) nanosiispansiyonlarinin infiltrasyonunda bos goézenekler
mevcut olup 0.1 mg/mL, 0.2 mg/mL, 0.3 mg/mL Hesperetin-PC2000(~180nm)
nanosiispansiyonlarinin infiltirasyonunda goézeneklerin neredeyse tamami
doludur. Ancak membranin parlak olmayan, blok membrana temas eden
ylizeyinde  Hesperetin  nanosiispansiyonlarinin ~ fazlasinin  toplandigi
gozlemlenmistir (Sekil 4.1-5). Bu durumun teknigin sonraki asamalarini olumsuz
etkilemesi ihtimaline karsin yiiksek infiltrasyon verimine sahip en diisiik
konsantrasyonla, %99 infiltrasyon verimine sahip olan 0.1 mg/mL Hesperetin-

PC2000 (~180nm) nanosiispansiyonu ile calismaya devam edilmistir (Sekil 4.6).

Sekil 4.7 Hesperetin-PC2000 (~180nm) infiltre edilmis membranin yiizeyinin
SEM goruntiisi

Sekil 4.7’e gore, infiltre edilmis membranin parlak olmayan yiizeylerinde fazla
gelen Hesperetin-Plantacare2000(~180nm) in toplandig1 gorilmistir. Bu
durumun stabilizasyon asamasini olumsuz etkilememesi icin membranlara cesitli

temizleme yontemleri uygulanmistir.

4.1.2 0.1 mg/mL Hesperetin-Plantacare 2000 (~180nm) Nanosiispansiyonunun
infiltrasyonu Sonras1 Membranlardaki Safsizhklarin Giderilmesi I¢in Uygulanan

Yontemlerden Elde Edilen Membranlarin Karakterizasyonu

En uygun konsantrasyon olarak belirlenen 0.1 mg/mL Hesperetin-PC 2000
(~180nm) nanosiispansiyonu, infiltre edildikten sonra membranlarin
temizlenmesi icin uygulanan yontemlerden elde edilen orneklerin SEM

karakterizasyonlar1 yapilmistir.
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4.1.2.1 Suya Batirarak Yikama Teknigi Uygulanarak Temizlenen Membranlarin
SEM Goriintiileri

Her 0.1 mg/mL Hesperetin-PC 2000(~180nm) nanosiispansiyonunun
infiltrasyondan sonra dort kez Milli-Q saf su ile yikanan membranlarin SEM

gortintiileri Sekil 4.8’de verilmistir.

(b)

Sekil 4.8 Yikama teknigi ile temizlenmis membranin a) parlak yiizeyinin b)

parlak olmayan yiizeyinin SEM goriintiileri

Sekil 4.8 b’de membranin parlak olmayan yiizeyinde var olan safsizliklar
nedeniyle bu teknigin temizleme icin tek basina yeterli olmadigina karar

verilmistir. Ancak diger yontemlere ek 6n temizlik islemi olarak uygulanmistir.

4.1.2.2 infiltrasyonun Farkh Say1 ve Siirede Yapilmas: Sonucu Elde Edilen
Membranlarin SEM Goriintiileri

0.1 mg/mL konsantrasyonlu Hesperetin-PC 2000(~180nm) nanosiispansiyonunu
iceren membranlarin sabit hizda ti¢ farkli programla infiltrasyonu sonucu elde

edilen membranlarin SEM goriintiileri Sekil 4.9-11’de sirasi ile verilmistir.
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Sekil 4.9 0.1 mL/dk hizla 1*3mL programu ile infiltre edilmis ve (a) MilliQ su ile
nemlendirilmis mendille temizlenmis (b) MilliQ su ile yitkanmis ve mendille

silinmis membranlarin SEM goriintiisii

Sekil 4.9’a gore 0.1mL/dk hizla 1*3mL programu ile infiltrasyon uygulandiktan
sonra sadece mendille silinen membranin yiizeyinin kirli, dolu gozeneklerinin
sayisinda da azalma oldugu; yikama islemi uygulanmis membranin ise hem kirli

hemde dolu gozeneklerindeki azalmanin daha fazla oldugu belirlenmistir.
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(b)

Sekil 4.10 1*6mL 0.1 mL/dk programla infiltre edilmis ve (a) MilliQ su ile
nemlendirilmis mendille temizlenmis (b) yikama teknigi uygulanmis membranin

SEM goruntisi

Sekil 4.10’a gore 0.1 mL/dk hizla 1*6 mL programi ile infiltrasyon uygulandiktan
sonra sadece mendille silinen membranin yiizeyinin kirli, dolu gozeneklerinin
sayisinda da azalma oldugu; yitkama islemi uygulanmis membranin ise hem kirli,

hem de dolu gozeneklerindeki azalmanin daha fazla oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.11 2*3mL 0.1 mL/dk programla infiltre edilmis ve (a) MilliQ su ile
nemlendirilmis mendille temizlenmis (b) yikama teknigi uygulanmis membranin

SEM goruntiisi

Sekil 4.11’e gore 0.1 mL/dk hizla 2*3mL programu ile infiltrasyon uygulandiktan
sonra sadece mendille silinen membranin ylizeyinin kirli, dolu gozeneklerinin
sayisinda da azalma oldugu; yikama islemi uygulanmis membranin ise hem Kkirli
hem de dolu gozeneklerindeki azalmanin daha fazla oldugu belirlenmistir.

Sonuc olarak infiltrasyon hizinin veya sayisinin azaltilmasinin membranin
temizliginde etkili olmadigi ve dolu gozeneklerin sayisi azalarak infiltrasyon

veriminin diislirdiigii belirlenmistir.

4.1.2.3 Farkl Sicakliklardaki Milliq Su ile Temizlenen Membranlarin SEM

Goriintiileri

Farkli sicakliklardaki MilliQ su ile temizlenen membranlarin SEM goriintiileri

Sekil 4.12-16’ da verilmistir.
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Sekil 4.12 37.5 °C de MilliQ su kullanilarak (a) nemlendirilmis mendille

temizlenmis (b) yitkama teknigi uygulanmis membranin SEM goriintiisi

o
H 1 “ox x
(
(

b)

Sekil 4.13 47.5 °C de MilliQ su kullanilarak (a) nemlendirilmis mendille

temizlenmis (b) yikama teknigi uygulanmis membranin SEM goriintiisii
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(b)

Sekil 4.14 57.5 °C de MilliQ su kullanilarak (a) nemlendirilmis mendille

temizlenmis (b) yikama teknigi uygulanmis membranin SEM goriintiisii

Sekil 4.15 67.5 °C de MilliQ su kullanilarak (a) nemlendirilmis mendille

temizlenmis (b) yikama teknigi uygulanmis membranin SEM goriintiisii
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(b)

Sekil 4.16 77.5 °C de MilliQ su kullanilarak (a) nemlendirilmis mendille

temizlenmis (b) yitkama teknigi uygulanmis membranin SEM goriintiisii

SEM gorintiilerine gore, genel olarak calisilan tiim sicakliklarda nemlendirilmis
mendil ile temizlenmis membranlarin, parlak olmayan yiizeylerinde gézlenen yer
yer safsizliklardan dolayi, sicaklik degisimi, membranin temizliginde basarili
olamadig1 gibi, dolu gézenek sayisinin azalmasina neden oldugu tespit edilmistir.
Genel olarak yikama islemi uygulanmis membranlarda ise, bos gézenek sayisinin

arttig1 ve daha ¢ok madde kaybi oldugu belirlenmistir (Sekil 4.12-16).

Ayrica 67,5 °C ve 77,5 °C deki MilliQ su ile temizleme sirasinda polikarbonat

yapidaki membranin deforme oldugu, silinirken siindiigii gozlemlenmistir.

4.1.2.4 Farkh Konsantrasyonlardaki Gesitli Cozeltiler ile Temizlenen
Membranlarin SEM Gdriintiileri

Membranlari temizlemek icin MilliQ su yerine: 0.01M, 0.1M, 1M HCI ;0.01M,
0.1M, 1M NaOH ; Metanol ve Aseton kullanilmis membranlarin SEM goriintileri
Sekil 4.17-25’te verilmistir.
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(b)

Sekil 4.17 0.001M HCl ile (a) nemlendirilmis mendille temizlenmis (b) yikama

teknigi uygulanmis membranin SEM goriintiisii

0.001M HCI ile temizlenmis membranlarda yiizeyin temizlenmedigi ve dolu

gozenek sayisinin azaldigi gozlemlenmistir (Sekil 4.17).

(b)

Sekil 4.18 0.01M HCl ile (a) nemlendirilmis mendille temizlenmis (b) yikama

teknigi uygulanmis membranin SEM goriintiisti
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0.01M HCI ile nemlendirilmis mendille temizlenmis membranda yiizeyin
temizlenmedigi ve dolu gozenek sayisinin azaldigi; yikama islemi uygulanan
membranda ise gozeneklerin neredeyse tamaminin bos oldugu goriilmiistiir (Sekil

4.18).

(b)

Sekil 4.19 0.1M HCl ile (a) nemlendirilmis mendille temizlenmis (b) yikama

teknigi uygulanmis membranin SEM goriintiisii

0.1M HCI ile nemlendirilmis mendille silinen membranlarda yiizeyin tam olarak
temizlenmedigi ve dolu gozenek sayisinda anlamli bir diisiis oldugu; yikama islemi
uygulanan membranda ise nispeten temizlenme oldugu ancak goézeneklerin biiyiik

cogunlugunun bos oldugu gorilmiistiir (Sekil 4.19).
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Sekil 4.20 1M HCl ile (a) nemlendirilmis mendille temizlenmis (b) yikama

teknigi uygulanmis membranin SEM goriintiisii

1M HCl ile nemlendirilmis mendille silinen membranlarda yiizeyin
temizlenmedigi ve dolu gozenek sayisinda anlamli bir diisiis oldugu; yikama islemi
uygulanan membranda ise nispeten gozeneklerin goriibilecegi kadar temizlendigi

ancak gozeneklerin biiyiik cogunlugunun bos oldugu goriilmiistiir.

Sonuc olarak HCl ile temizleme yontemi infiltrasyonu olumsuz etkilemis,
gozeneklerin bosalmasina neden olarak dolu goézeneklerin sayisini dolayisiyla

infiltrasyon verimini olduk¢a diisiirdiigli tespit edilmistir.
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Sekil 4.21 0.01M NaOH ile (a) nemlendirilmis mendille temizlenmis (b)

yikama teknigi uygulanmis membranin SEM goriintiisii

0.01IM NaOH ile temizlenmis membranlarda nemli mendille temizlenmis
membranin parlak olmayan yilizeyinin nispeten temizlendigi ancak dolu gozenek
sayisinin - bir miktar azaldigi belirlenmistir. Yikanmis membranlarda ise
gozeneklerin neredeyse tamaminin bos oldugu gozlemlenmistir. Bu durumda
0.01M NaOH ile nemlendirilmis mendille mekanik temizleme uygun bir yontem

olarak kabul edilebilir bulunmustur (Sekil 4.21).
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Sekil 4.22 0.1M NaOH ile (a) nemlendirilmis mendille temizlenmis (b) yitkama

teknigi uygulanmis membranin SEM goriintiisii

0,1M NaOH ile temizlenmis membranlarda membranin parlak olmayan ytizeyinin
nispeten temizlendigi ancak gozeneklerinin neredeyse tamaminin bos oldugu

gozlemlenmistir (Sekil 4.22).
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(b)

Sekil 4.23 1M NaOH ile (a) nemlendirilmis mendille temizlenmis (b) yikama

teknigi uygulanmis membranin SEM goriintiisii

1M NaOH ile temizlenmis membranlarda membranin parlak olmayan yiizeyinin
nispeten temizlendigi ancak dolu gozeneklerinin neredeyse tamaminin bos oldugu

gozlemlenmistir (Sekil 4.23).

Sekil 4.24 Metanol ile (a) nemlendirilmis mendille temizlenmis (b) yikama

teknigi uygulanmis membranin SEM goriintiisii
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Metanol ile nemlendirilmis mendille temizlenen membranlarda yiizey temizliginin
tam olarak saglanmadigi ayrica dolu gozenek sayisinin azaldigi, metanol ile

yikanmis membranlarda ise gozeneklerin bos oldugu saptanmistir (Sekil 4.24).

Sekil 4.25 Asetona maruz kalan membranin goriintiisii

Temizleme amaciyla aseton miidahalesinin polikarbonat membrani parcaladigi

gozlemlenmistir (Sekil 4.25).

4.1.2.5 Farkli Gozenek Boyutlarina Sahip Blok Membran Kullanimi Sonucu
Membranlarin SEM Goriintiileri

Farkli gozenek boyutlarina sahip blok membran kullanimi sonucu membranlarin

SEM goriintiileri Sekil 4.26-28 ‘da verilmistir.

Sekil 4.26 0.5 um lik blok membran kullanilarak infiltre edilmis membranin a)

parlak yiizeyinin b) parlak olmayan ytizeyinin SEM goriintiisii
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(b)

Sekil 4.27 0.6 um lik blok membran kullanilarak infiltre edilmis membranin a)

parlak yiizeyinin b) parlak olmayan ytiizeyinin SEM goriintiisii

(b)

Sekil 4.28 1 um lik blok membran kullanilarak infiltre edilmis membranin a)

parlak yiizeyinin b) parlak olmayan ytizeyinin SEM goriintiisii

0,5 um, 0,6 um ve 1,0 um lik blok membranlarin kullanilmasiyla membranlardaki
gozeneklerin dolmadig1 saptanmistir. Infiltrasyon sirasinda nanosiispansiyonunun

membranlardan gecerek atik haline geldigi gozlemlenmistir (Sekil 4.26-28).

4.1.2.6 Farkl1 Boyutta Nanopartikiil iceren Baglangic Nanosiispansiyonu ile

Calisma Sonucu Membranin SEM Goriintiisii

0.1 mg/mL Hesperetin-PC2000(~400nm) nanosiispansiyonu infiltre edilip Milli-
Q su ile nemlendirilmis mendille mekanik temizlenen membranin ve Milli-Q su ile

yikanan membranin SEM goriintiileri Sekil 4.29’da verilmistir.
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Sekil 4.29 %5 lik Hesperetin-PC2000(~400nm) sulu nanosiispansiyonu infiltre

edilip (a) MilliQ suyla nemlendirilmis mendille mekanik temizlenen (b) su ile

%5 lik Hesperetin-PC2000(~180nm) ve Hesperetin-PC2000(~400nm) sulu
nanosiispansiyonu infiltre edilip MilliQ su ile nemlendirilmis mendil ile mekanik

temizlenen membranlarin infiltrasyon verimlilikleri Sekil 4.30 ’da verilmistir.

(b)

yikanan membranin SEM gortintiileri

120%
100%
80%
60%

40%

Infiltrasyon verimi

20%

0%

B Hesperetin-PC2000(180nm)

Hesperetin-PC2000 (400nm)

99%

39%

Dolu

1%

Bog

61%

Sekil 4.30 0.1 mg/mL Hesperetin-PC2000(~180nm) ve Hesperetin-
PC2000(~400nm) nanosiispansiyonlarinin Milli-Q suyla nemlendirilmis mendil

ile temizlenmis membranlarin infiltrasyon verimliligi
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0.1 mg/mL Hesperetin-PC2000(~400nm) ile infiltre edilip mendille temizlenen
membranin parlak olmayan yiizeyinin nanopartikiil kapli oldugu (Sekil 32) ve
gozeneklerinin doluluk oraninin 0.1 mg/mL lik Hesperetin-PC2000(~180nm) e
gore oldukca diisiik oldugu belirlenmistir. 0.1 mg/mL lik Hesperetin-
PC2000(~400nm) ile infiltre edilip membrana yikama islemi uygulandiginda ise

gozeneklerin neredeyse tamaminin bos oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.30).

Partikiil boyutunun artmasi, partikiillerarasi boslugu arttirdigindan temas
ylzeyini kiiciilterek taneciklerin etkilesiminin azalmasina, dolayisiyla bu
taneciklerin birbirlerine tutunup goézenekler icinde yerlesmesine engel oldugu
diistintilmiistiir. Bu nedenle daha kiiciik partikiil boyutlu olan Hesperetin-

Plantacare2000(~180nm) ile calismaya devam edilmistir.

Uygulanan temizleme yontemleri icinde madde kayb1 ve temiz yiizey goz oniinde
bulundurularak, 0.01M NaOH ile nemlendirilmis mendille temizleme yapilmasina

karar verilmistir.

Sonu¢ olarak, 0.1 mg/mL Hesperetin-PC2000(~180nm) nanosiispansiyonu
infiltre edilip, 0.01 M NaOH nemlendirilmis mendille temizlenmis membranlarin,

cesitli dogal polimerler ile stabilizasyonun yapilarak calismaya devam edilmistir.

4.1.3 Hesperetin Mikrocubuklar: Toplama
4.1.3.1 Hesperetin-PC2000(~180nm)/Agaroz Mikrocubuklari Toplama

Hesperetin-PC2000(~180nm)/Agaroz  mikrocubuklar1 pva(4-88) membran
kullanarak siyirma yoOntemi ile toplama icin Agaroz ile stabilize edilmis
membranin PVA(4-88)’e aktarilmasi ve Milli-Q suda c¢oziilerek ayrilmasi yoluyla

elde edilen 6rneklerin SEM goriintiisti alinmustir (Sekil 4.31).

Sekil 4.31 PVA (4-88) membrana aktarilma yoluyla alinan 6rneklerin goriintiisii
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SEM goriintiilerinde, uygulanan bu yontemin mikrog¢ubuklarin zarar gérmesine ve

silindirik yapinin kaybolmasina neden oldugu goriillmiistiir(Sekil 4.31).

Hesperetin-PC2000(~180nm)/Agaroz Mikrocubuklar1 Santrifiij Ve Siizme
Yontemi Uygulama Iile Toplamada, Hesperetin-PC2000(~180nm)/Agaroz

mikrocubuklarin santrifiij yoluyla toplanmasi icin cesitli ¢oziiciiler denenmistir.

Goziici olarak sadece Kloroform (CHCIl;) kullanildiginda santrifiij isleminde
mikrorodlarin ¢okmedigi goézlemlendi. Bu nedenle 2500 rpm 30 dk 20°C ,5000
rpm 20 dk 20°C, 10000 rpm 20 dk 20°C ve 5000 rpm 20 dk 10°C olmak iizere

farkli hiz, siire ve sicaklik ayarlari denenmistir.

10000rpm 20 dak 20°C ayarlariyla yapilan santrifiij sonrasi ¢okelti gézlemlenmis,
3 kere uygulanan santrifiij sonrasi elde edilen orneklerin SEM goriintiileri

alinmistir (Sekil 4.32 ).

Sekil 4.32 10000 rpm 20 dk 200C ayarlariyla CHCI3 kullanilarak elde edilmis

mikrocubuklarin SEM goriintiileri

Coziicii olarak kloroform kullanildiginda santrifiij isleminde ¢okelme olmamasinin
kloroformun oOzkiitlesinin Hesperetinin 0Ozkiitlesinden biiyiik olmasindan

kaynaklandig1 diistiniilmiistiir.

Benzileter(C,,H;4,0) kullanilarak membrandan toplanan mikrocubuklarin SEM

goriintiileri ahnmistir (Sekil 4.33).
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Sekil 4.33 Benzileter ile muamele edilen membrandan toplanan mikro¢ubuklar

SEM goriintiilerine gore Benzileter ¢oziicii olarak membran toplama isleminde

kullanilabilecegi diistiniilmiistiir.

Kloroform- Benzileter (1:3) kullanilarak membrandan toplanan mikrocubuklarin

SEM goriintiisii alinmistir (Sekil 4.34).

Sekil 4.34 Kloroform-Benzileter karisimi ile muamele edilen membrandan

toplanan mikrogubuklar

SEM goriintiilerine gore Kloroform+Benzileter (1:3) c¢oziicii olarak membran

toplama isleminde kullanilabilecegi diisiiniilmiistiir.

Kloroform- Toluen (1:2) kullanilarak membrandan toplanan mikrocubuklarin

SEM goriintiisii alinmistir (Sekil 4.35).
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Sekil 4.35 Kloroform-Toluen karisimi ile muamele edilen membrandan toplanan

mikrocubuklar

SEM goriintiilerine gore Kloroform+ Toluen (1:2) ¢oziicii olarak membran

toplama isleminde kullanilabilecegi diisiiniilmiistiir.

Stizme yontemi uygulanarak Hesperetin mikrocubuklari toplamak icin, Siringa
filtresi kullanilarak yapilan siizme islemi sonrasi alinan 6rnegin SEM goriintiisii

Sekil 4.36’ da verilmistir.

Sekil 4.36 Siizme yoluyla elde edilen mikrocubuklarin SEM goriintiisii

SEM goriintiisiine gore siringa filtresi kullanilarak siizme islemi uygulandiginda
mikrocubuklarin geri cekilmesi saglanamamis ve bu yontemin mikrocubuklarin

toplanmasina uygun olmadigina karar verilmistir.

4.1.3.2 Hesperetin-PC2000(~180nm)/D-Mannitol Mikro¢ubuklar: Santrifiij ve

Siizme yontemi Uygulama ile Toplama

Hesperetin-PC2000(~180nm)/D-mannitol mikrocubuklarin santrifiij yoluyla

toplanmasi icin ¢esitli ¢coziiciiler denenmistir.

Goziicli olarak sadece Kloroform (CHCI;) kullanildiginda santrifiij isleminde

mikrocubuklarin ¢6kmedigi gézlemlenmistir. Bu nedenle 2500 rpm 30 dk 20°C,
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5000 rpm 20 dk 20°C, 10000 rpm 20 dk 20°C ve 5000 rpm 20 dk 10°C olmak

tizere farkli hiz,siire ve sicaklik ayarlar1 denenmistir.

10000 rpm 20 dk 20°C ayarlariyla yapilan santrifiij sonrasi ¢okelti gozlemlendi. 3
kere uygulanan santrifiij sonrasi elde edilen 6rneklerin SEM goriintiileri alinmistir

(Sekil 4.37).

Sekil 4.37 10000 rpm 20 dk 20 OC ayarlariyla CHCI3 kullanilarak elde edilmis

mikrocubuklarin SEM goriintiileri

Goziicli olarak kloroform kullanildiginda santrifiij isleminde ¢cokelme olmamasinin
kloroformun ozkiitlesinin Hesperetinin 0zkiitlesinden biiyiik olmasindan

kaynaklandig1 diistintilmiistiir.

Benzileter (C,4H;,0) kullanilarak membrandan toplanan mikrocubuklarin SEM

goriintileri alinmistir (Sekil 4.38).

Sekil 4.38 Benzileter ile muamele edilen memrandan toplanan mikrocubuklar

SEM goriintiilerine gore Benzileter ¢oziicli olarak mikrogubuk toplama isleminde

kullanilabilecegi diisiiniilmiistiir.

Kloroform- Benzileter (1:3) kullanilarak membrandan toplanan mikro¢ubuklarin

SEM goriintiisii alinmistir (Sekil 4.39).

82



Sekil 4.39 Kloroform-Benzileter karisimi ile muamele edilen membrandan

toplanan mikrocubuklar
SEM goriintiilerine gore Kloroform+Benzileter (1:3) ¢0ziicii olarak membran
toplama isleminde kullanilabilecegi diisiiniilmiistiir.

Kloroform-Toluen (1:2) kullanilarak membrandan toplanan mikrocubuklarin

SEM goriintiisii alinmastir (Sekil 4.40).

Sekil 4.40 Kloroform-Toluen karisimi ile muamele edilen membrandan toplanan

mikrocubuklar

SEM goriintiilerine goére Kloroform+ Toluen (1:2) c¢oOziicii olarak membran

toplama isleminde kullanilabilecegi diistintilmiistiir.

Stizme yontemi uygulanarak Hesperetin mikrocubuklar1 toplamak icin, Siringa
filtresi kullanilarak yapilan siizme islemi sonrasi alinan 6rnegin SEM goriintiisii

Sekil 4.41°da verilmistir.
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Sekil 4.41 Siizme yoluyla elde edilen mikrocubuklarin SEM goriintiisii

SEM goriintiisiine gore siringa filtresi kullanilarak stizme islemi uygulandiginda
mikrocubuklarin geri cekilmesinin saglanamadigi diisiiniildii. Bu yontemin

mikrocubuklarin toplanmasina uygun olmadigina karar verilmistir.

Alinan tim bu sonuglar 1s18inda; Template-assisted yontemiyle Hesperetin-
Plantacare 2000(~180nm) nanosiispansiyonundan mikrocubuk eldesinde;
mikrocubuklart membrandan toplamak icin kullanilabilecek en iyi coziiciiniin
daha diislik hizda santrifiijle en temiz sonucu veren Kloroform (CHCl;) + Toluen

(C;Hg) (1:2) karisimi olduguna karar verilmistir.

Sonu¢  olarak ; 0.lmg/mL  Hesperetin-Plantacare2000  (~180nm)
nanosiispansiyonunun 2*3mL programi (Program dort asamali olup ilk adimda
1mL/dk hizla infiltrasyon ikinci adimda 15 dk bekleme, ti¢lincii adimda 0.1mL/dk
hizla infiltrasyon ve son adimda 10 dk bekleme seklindedir) ile infiltrasyonu ;
%1,5 (m/V) lik Agaroz ve %20lik D-mannitol ile stabilize edilmesi ve Kloroform
(CHCl3) + Toluen ( C;Hg) (1:2) karisimi icerisinde membrandan ayrilmasi ile

Hesperetin mikrogubuklar elde edilmistir.
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4.2 Hesperetin-PVA Nanosiispansiyonundan Template-Assisted
Teknik ile Hesperetin Mikrocubuk eldesi

4.2.1 Hesperetin-PVA Nanosiispansiyonun Infiltrasyonu icin Optimum Sartlarin

Belirlenmesi

4.2.1.1 Farkli Konsantrasyonlardaki Hesperetin-PVA (~200nm) ve Hesperetin-
PVA (~400nm) Nanosiispansiyonlar1 Infiltre Edilmis Membranlarin SEM

Goriintiileri

Farkli  konsantrasyonlardaki = Hesperetin-PVA(~200nm) ve Hesperetin-
PVA(~400nm) nanosiispansiyonlarinin 2*3 mL programi ile infiltire edilmis

membranlarin SEM goriintiileri Sekil 3. 42-47’de verilmistir.

Sekil 4.42 0.1 mg/mL Hesperetin-PVA(~200nm) nanosiispansiyonu infiltire
edilmis 6rneklerin SEM goriintiileri: (a) membranin parlak yiizeyi (b)

membranin parlak olmayan ylizeyi

Sekil 4.43 0.1 mg/mL Hesperetin-PVA(~400nm) nanosiispansiyonu infiltire
edilmis 6rneklerin SEM gortintiileri: (a) membranin parlak yiizeyi (b)

membranin parlak olmayan yiizeyi
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Sekil 4.44 0.2 mg/mL Hesperetin-PVA(~200nm) nanosiispansiyonu infiltire
edilmis 6rneklerin SEM goriintiileri: (a) membranin parlak yiizeyi (b)

membranin parlak olmayan yiizeyi

Sekil 4.45 0.2 mg/mL Hesperetin-PVA(~400nm) nanosiispansiyonu infiltire
edilmis 6rneklerin SEM gortintiileri: (a) membranin parlak yiizeyi (b)

membranin parlak olmayan yiizeyi

Sekil 4.46 0.3 mg/mL Hesperetin-PVA(~200nm) nanosiispansiyonu ile infiltire
edilmis 6rneklerin SEM goriintiileri: (a) membranin parlak yiizeyi (b)

membranin parlak olmayan yiizeyi

86



Sekil 4.47 0.3 mg/mlL Hesperetin-PVA(~400nm) nanostispansiyonu ile infiltire
edilmis 6rneklerin SEM goriintiileri: (a) membranin parlak yiizeyi (b)

membranin parlak olmayan yiizeyi

Ayrica Sekil 4.48'de farkli konsantrasyonlardaki Hesperetin-PVA(~200nm) ve

Hesperetin-PVA(~400nm) infiltrasyon verimi grafikle 6zetlenmistir.

®0.1mg/mL Hesperetin-PVA(~200nm) 0.1mg/mL Hesperetin-PVA(~400nm)
m0.2mg/mL Hesperetin-PVA(~200nm)  ® 0.2mg/mL Hesperetin-PVA(~400nm)

m0.3mg/mL Hesperetin-PVA(—~200nm)  ®0.3mg/mL Hesperetin-PVA(~400nm)
100%

80%
65%

60% 53% 55% 529
51% %
50% - 48% 50% 49% 479
40% 33%
- I
Bog

0%
Dolu

Infiltrasyon verimi

Sekil 4.48 0.1; 0.2 ve 0.3 mg/mL Hesperetin-PVA (~200nm) ve Hesperetin-PVA

(~400nm) nanosiispansiyonlarininin infiltrasyon verimi

Genel olarak tiim konsantrasyonlar i¢in infiltrasyon verimi oldukca diisiik olmakla
beraber 0.3 mg/mL Hesperetin-PVA(~200nm) %65 ile en yiiksek verime sahiptir
(Sekil 4.48).

4.2.1.2 Farkl infiltrasyon sayisi ile infiltire edilmis membranlarin SEM sonuclar

0,2 mg/mL Hesperetin-PVA(~200nm) ve 0,2 mg/mL Hesperetin-PVA(~400nm)

nanostispansiyonlarinin 3*3 mL (ii¢ kere 3’er mL) ve 4*3 mL(4 kere 3’er mL)
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programlari ile infiltire edilmis membranlarin SEM goriintiileri Sekil 4.49-52’de

verilmistir.

Sekil 4.49 0.2 mg/mL Hesperetin-PVA(~200nm) nanosiispansiyonu 3*3 mL
programi ile infiltire edilmis 6rneklerin SEM goriintiileri: (a) membranin parlak

ylizeyi (b) membranin parlak olmayan yiizeyi

Sekil 4.50 0.2 mg/ml Hesperetin-PVA(~400nm) nanosiispansiyonu 3*3 mL
programi ile infiltire edilmis 6rneklerin SEM goriintiileri: (a) membranin parlak

ylizeyi (b) membranin parlak olmayan yiizeyi

Sekil 4.51 0.2 mg/mL Hesperetin-PVA(~200nm) nanosiispansiyonu 4*3 mL
programi ile infiltire edilmis 6rneklerin SEM goriintiileri: (a) membranin parlak

ylizeyi (b) membranin parlak olmayan yiizeyi
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Sekil 4.52 0.2 mg/mL Hesperetin-PVA(~400nm) nanosiispansiyonu 4*3 mL
programiu ile infiltire edilmis 6rneklerin SEM goriintiileri: (a) membranin parlak

ylizeyi (b) membranin parlak olmayan yiizeyi

SEM goriintiilerine gore, dolu gézenek sayisinin en fazla oldugu membranin 0,2
mg/mL Hesperetin-PVA(~200nm) nanosiispansiyonunun 3*3 mlL programiyla

infiltre edilerek elde edilen 6rnek oldugu belirlenmistir.

Hesperetin-PVA (~200nm) ve Hesperetin-PVA(~400nm) in 3*3 mL ve 4*3 mL
programlari ile infiltrasyonlar1 sonucu elde edilen verim grafigi Sekil 4.53 de

verilmistir.

® 0.2mg/mL Hesperetin-PVA(~200nm) 3 inf 0.2mg/mL Hesperetin-PVA(~200nm) 4 inf

® 0.2 mg/mL Hesperetin-PVA(~400nm) 3 inf  ®0.2 mg/mL Hesperetin-PVA(~400nm) 4 inf

120%

00% o7 06%
87%

100%

80%

60%

40%

Infiltrasyon verimi

20%

13%
|

Dolu Bos

0%

Sekil 4.53 0.2 mg/mL Hesperetin-PVA(~200nm) ve 0.2 mg/mL Hesperetin-
PVA(~400nm) nanosiispansiyonlarinin 3*3 mL ve 4*3 mL programlariyla

infiltrasyonun verimi
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Sekil 4.53’e gore 0.2 mg/mL Hesperetin-PVA(~200nm) 1n 3*3 mL programiyla

infiltrasyonu yaklasik %99 ile en yiiksek infiltrasyon verimi saglanmistir.

0.3 mg/mL Hesperetin-PVA(~200nm) ve 0.3 mg/mL Hesperetin-PVA(~400nm)
nanosiispansiyonlarinin 3*3 mL (ii¢ kere 3’er mL) ve 4*3 mL(4 kere 3’er mL)
programlar1 ile infiltirasyonu denendi ancak f{iciincii infiltrasyon sirasinda

siispansiyonun membrana infiltre edilemedigi holderdan tastig1 gézlemlenmistir.

Sonuc¢ olarak; Dolu gozenek sayisi en fazla olan ve infiltrasyon verimliligi en
yiksek olan 0.2 mg/mL Hesperetin-PVA(~200nm) ile 3*3 mlL programi

kullanilarak calismaya devam edilmistir.
4.2.2 Hesperetin Mikrogubuklarin Toplanmasi

4.2.2.1 Hesperetin-PVA(~200nm)/Agaroz Mikrogubuklar: Santrifiij ile Toplama

Agaroz ile stabilize edilip Kloroform+ Toluen (1:2) karisimui ile santrifiijlenen

mikrocubuklarin SEM goriintiileri Sekil 4.54’ te verilmistir.

Sekil 4.54 Hesperetin-PVA(~200nm)/Agaroz mikrocubuklar1

SEM goriintiilerine gore, Agaroz ile stabilizasyon ve ardindan kloroform —toluen
(1:2) karisimi kullanilarak santrifiijleme yoluyla Hesperetin mikrocubuklarin elde

edilebildigi saptanmastir.

4.2.2.1 Hesperetin-PVA(~200nm)/D-Mannitol Mikrocubuklari Santrifiij ile

Toplama

D-mannitol ile stabilize edilip Kloroform+ Toluen (1:2) karigimi ile santrifiijlenen

mikrocubuklarin SEM goriintiileri Sekil 4.55’ te verilmistir.
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Sekil 4.55 Hesperetin-PVA(~200nm)/D-mannitol mikrocubuklari

SEM goriintiilerine gore, D-mannitol ile stabilizasyon ve ardindan kloroform —
toluen (1:2) karisimi kullanilarak santrifiijleme yoluyla Hesperetin

mikrocubuklarin elde edilebildigi saptanmastir.

4.3 Hesperetin-PC(2000) ve Hesperetin-PVA Siispansiyonlarindan
Elde Edilen Mikrocubuklarin Karakterizasyonu

4.3.1 Hesperetin Mikrocubuklarinin Sayimi

Hesperetin-PC2000 ve Hesperetin-PVA siispansiyonundan elde edilmis, Agaroz ve
D-mannitol ile stabilize edilmis mikrogubuklar Fusch-Roshental lami kullanilarak
sayildi. Sekil 4.56’de sayim icin rastgele secilmis karelerden ikisinin mikroskop

goriintiisi verilmistir.

Sekil 4.56 Mikrocubuk sayimi i¢in secilen karelerden iki tanesinin mikroskop

goruntusu

Esitlik 3.2 kullanilarak, verim degerleri Hesperetin-PC2000(~180nm)/Agaroz
mikrocubuklar icin %66, Hesperetin-PC2000(~180nm)/-Mannitol mikrogcubuklar
icin  %52; Hesperetin-PVA(~200nm)/Agaroz  mikrocubuklar icin %74,
Hesperetin-PVA(~200nm)/D-Mannitol = mikrocubuklar icin %62  olarak

hesaplanmaistir.
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4.3.2 Hesperetin Mikrogubuklarin Uzunluk ve Caplarinin Belirlenmesi

Hesperetin Mikrocubuklarinin SEM goriintiilerinden, uzunluk ve cap ol¢timleri
ImageJ-win 64 programiyla yapildi ve sonuclar Tablo 4.1 de verilmistir. Ol¢iimii
yapilan herbir mikrocubugun boy/en oranlari tek tek hesaplanmis ve mikrocubuk
sayis1 goz oniinde bulundurularak aritmetik ortalama alinip ortalama boy/en

orani (AR) belirlenmistir.

Tablo 4.1 Elde edilen Hesperetin mikrocubuklarinin ortalama boy, en ve boy/en

oranlari

AR

Nanosiispansiyon Stabilizator Boy (um) En (um)

(boy/en)
Agaroz 9.9 3.7 2.7
Hesperetin-PC2000
D-Mannitol 9.5 3.3 29
Agaroz 9.2 3.3 2.8
Hesperetin-PVA

D-Mannitol 7.7 2.6 3.1

Olciim sonuclarina goére boy/en oranina goére mikrocubuk yiizdeleri herbir

siispansiyon ic¢in Sekil 4.57’te 6zetlenmistir.

Hesperetin-PC2000(—180nm)/Agaroz H Hesperetin-PC2000({— 180nm),/D-mannitol
Hesperetin-PVA(—200nm) /Agaroz Hesperetin-PVA{—200nm),/D-mannitol
45 20 41
40 _
35
o 35
=
g 30 o
i‘? - 26 54
25 20 22
4 22,20 . ;
£ 50 18 18 19
g“ 13
= 15
= 7 |11 ° o 10
= 10 7 6 . 7 7
- 4 >
5 3 2 .
0 | IEE RS
0 -_— -_—
1,5 - 2,0 2,0-2,5 2,5 -3,0 3,0-3,5 3,5 -4,0 4,0 -4,5 4,5 -5,0 5,0-5.,5
Boy/en oram (AR)

Sekil 4.57 Boyut Ol¢limii yapilan mikrocubuklarin boy/en oranlarina (AR) gore

dagilimi
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Elde edilen mikrocubuklarin boy/en oranlarinin 2.0 ile 3.5 arasinda yogunlastigi,
genel olarak 1.5 ile 5.5 arasinda oldugu saptandi. Ozellikle Hesperetin-
PC2000(~180nm)/Agaroz ve Hesperetin-PVA(~200nm)/Agaroz
mikrocubuklarin biiyiik cogunlugunun, sirasiyla %40 ve %41, boy/en orani 2,5-

3,0 aralikta oldugu belirlenmistir.

4.3.3 Hesperetin Mikrocubuklarin Farkli Ph lardaki Kararlilig1 ve Aktivitesinin

Incelenmesi

4.3.3.1 Hesperetin-PC2000 (~180nm) /Agaroz Mikrogubuklarin farkli pH

lardaki Kararlilig ve aktivitesi

Hesperetin-PC2000(~180nm)/Agaroz, Hesperetin-PC2000(~180nm)/D-
Mannitol, Hesperetin-PVA(~200nm)/Agaroz ve Hesperetin-PVA(~200nm)/D-
Mannitol mikrocubuklarinin polidispersitesi, partikiil boyutu, mobilite degeri ve
zeta potansiyeli farkli pH degerlerinde incelenmistir. Farkli pH degerlerine
ulasmak icin farkli molarite derisimlerinde asit (HCI) ve baz (NaOH) cozeltileri

kullanilmis ve 6lciimler Zetasizer cihazi ile gerceklestirilmistir.
Hesperetin mikrocubuklar icin zetasizer 6lciim sonuclar1 Tablo 4.2’ de verilmistir.

Tablo 4.2 Hesperetin-PC2000(~180nm)/Agaroz mikrocubuklarinin farkli pH

lardaki zetasizer Ol¢lim sonuglari

HESPERETIN-PC2000(~180nm)/ AGAROZ

Partikiil - Zeta Potansiyeli
pH PDI Boyutu (nm) Mobilite (mV)
2 0.48 1160 -0.91 -12.87
3 0.46 1130 -0.78 -10.95
4 048 980 -1.96 -27.60
5 0.53 1300 -2.86 -40.26
6 0.53 950 -3.84 -54.02
7 0.50 900 -3.31 -46.59
8 0.37 970 -2.97 -41.89
9 0.74 1020 -4.23 -57.39
10 0.94 790 -2.85 -40.08
11 0.66 650 -3.51 -49.40
12 0.78 1030 -3.38 -47.64
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Tablo 4.2 de verildigi tizre Hesperetin-PC2000(~180nm)/Agaroz
mikrocubuklarinin zeta potansiyel degeri pH=2 icin -12.87 pH =12 i¢in ise -47.64
olarak oOlciilmiis ve pH degerinin artmasiyla Hesperetin mikrocubuklarin zeta
potansiyel degerlerinin negatif yonde arttign gozlemlendi. Maksimum zeta

potansiyel degeri pH= 9 da -57.39mV olarak Olciilmiistiir.

Tablo 4.2 de goriildiigi gibi Hesperetin-PC2000(~180nm)/Agaroz
mikrocubuklarin polydispersite degerleri 0.37 ile 0.94 araliginda olup, Hesperetin
mikrocubuklarin ¢alisilan pH araliginda suda monodispers dagilim gosterdigi ve

partikiil boyutunun ortalama 990 nm olarak belirlenmistir.

Hesperetin-PC2000(~180nm)/Agaroz mikrocubuklarinin farkli pH lardaki
aktivitesi UV/VIS spektrofotometre cihazi ile 6lciilmiis ve sonuclar Sekil 4.56 da

verilmistir.

Hesperetin-PC2000(—180nm)/Agaroz

pH 2
pH 3
pH 4
pHS

ph o
ph 7
pH 8
pH 9
pH 10
pH 11
pH 12

290 340 390

A (nm)

Sekil 4. 58 Hesperetin-PC2000 (~180nm)/Agaroz mikro¢ubuklarinin farkli pH

lardaki aktivitesi

Sekil 4.58 da goriildiigii tizre Agarozun aktivitesi pH 5 te yaklasik 210 nm dalga

boyunda maksimum olup pH 4 te ise minimumdur.

Hesperetin mikrogcubuklarinin pH ile aktivite degisimi daha detayli olarak Sekil

4.59 ile gosterilmistir.

94



Hesperetin-PC2000(—180nm)/Agaroz

—pH 2
pH 3
pH 4
pH 5

0,14
0,12

0,1
< 0,08 —rpho
—
0,04 —_—pHO

——pH 10

0,02

——pH11

380

——pH 12

Sekil 4.59 Hesperetin mikrocubuklarin pH degisimi ile aktivitesi

pH degisiminin Hesperetin-PC2000(~180nm)/Agaroz  mikrocubuklarinin

yapisindaki sinnamoil den kaynakli bant I (300-400nm) benzoilden kaynakli bant
IT (240-300nm) e ait pikler Tablo 4.3 te 6zetlenmistir. Tabloda “+7” ilgili pikin
ifade

(1314

absorpsiyon spektrumunda gorilebildigini, ise goriilemedigini

etmektedir.

Tablo 4.3 Hesperetin-PC2000(~180nm)/Agaroz mikrocubuklarin UV/VIS

piklerinin pH degisimi ile durumu

HESPERETIN-PC2000(~180nm) /AGAROZ

pH Bant II (240-300nm) Bant I (300-400nm)

2 +(270nm) -
3 +(270nm) -
4 +(270nm) -
5 +(245nm,290nm) +(345nm)
6 +(245nm) -
7 +(245nm,290nm) +(345nm)
8 +(245nm,290nm) +(345nm)
9 +(245nm,290nm) +(345nm)
10 +(245nm,290nm) +(345nm)
11 +(245nm,290nm) +(345nm)
12 +(245nm,290nm) +(345nm)
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Hesperetin-PC2000(~180nm)/Agaroz mikrogubuklarin farkli pH’larda aktivite
degisim siras1 pH 5>12>11>10>9>8>4=3=2>7=06 seklindedir. Sadece bant I

pikleri g6z 6niinde bulundurularak siralama yapilmustir.

Hesperetin-PC2000(~180nm)/Agaroz mikrocubuklarin aktivitesi her iki bant

araligi icin pH 5 de maksimumdur.

Hesperetin mikrocubuklari1 benzoil kismindan kaynaklanan bant II araliginda; pH
2,3 ve 4 te yaklasik 270 nm de tek bir absorbans yapmustir. Bu pikler batokromik
kayma(kirmiziya kayma) ve hipsokromik kayma yaparak pH 5,7,8,9,10,11 ve 12
de 250 nm ve 290 nm dalgaboylarinda iki ayr1 absorbans vermistir. pH 6 da ise
sadece 245 nm dalga boyunda absorbans vermistir. Buna gore Hesperetin
mikrocubuklar1 maksimum aktiviteyi pH 5 te minimum aktiviteyi ise pH 6 ve 7 de

gostermistir.

Hesperetin mikrocubuklarin sinnemoil kismindan kaynaklanan bant I araliginda
ise;pH 2,3,4,6 da herhangi bir pik gozlenmemis, pH 5,7,8,9,10,11 ve 12 de
yaklasik 345 nm de absorbans gozlenmistir. Absorbans degerleri gozoniine

alindiginda, Hesperetin mikro¢ubuklarin aktivitesi pH 5 te maksimumdur.

Hesperetin-PC2000(~180nm)/Agaroz  mikrocubuklarin c¢alisilan tiim pH
araliginda bant II de absorbans yapmasi, A halkasindaki —OH yapilarin aktif
oldugunu gostermektedir. Bununla beraber, pH 5 den itibaren (pH 6 hari¢) ise B

halkasindaki gruplar aktiveteye katkida bulunmustur.

Bant I ve Bant II aralig1 birlikte diisiintildiigiinde, Hesperetin mikrocubuklarinin

aktivitelerinin her iki aralik icin paralellik gosterdigi belirlenmistir.

4.3.3.2 Hesperetin-PC2000 (~180nm) /D-Mannitol Mikro¢ubuklarin farklh pH

lardaki Kararlilig1 ve aktivitesi

Suda dispers edilmis Hesperetin-PC2000 (~180nm)/D-Mannitol mikrocubuklarin
farkli pH degerlerindeki Partikiil boyutu, mobilitesi, zeta potansiyel ve

polydispersite degerleri Tablo 4.4 te verilmistir.
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Tablo 4.4 Hesperetin-PC2000(~180nm)/D-Mannitol mikro¢ubuklarin farkli pH

lardaki zetasizer 6l¢iim sonuclari

HESPERETIN-PC2000(~180nm)/ D-MANNNITOL

Partikiil o Zeta Potansiyeli
pH PDI Boyutu (nm) Mobilite (mV)
2 0.37 340 0.25 3.45
3 044 830 -0.26 -3.68
4 040 930 -0.96 -13.48
5 042 950 -1.58 -22.29
6 0.25 980 -1.41 -19.80
7 0.31 850 -2.87 -40.38
8 042 800 -2.31 -32.54
9 041 550 -3.03 -42.60
10 0.38 390 -3.05 -42.88
11 0.36 380 -3.76 -52.92
12 0.31 340 -2.65 -37.35

Tablo 4.4 te verildigi tizere Hesperetin-PC2000 (~180nm)/D-Mannitol
mikrocubuklarinin zeta potansiyel degeri pH=2 icin 3.45 pH =12 icin ise -37.35
olmak tlizere pH=2 i¢in zeta potansiyel deger pozitif iken pH= 3 icin negatif
oldugu saptanmistir. pH =7 ile pH=12 arasinda Hesperetin-
PC2000(~180nm)/D-Mannitol cubuklarinin iyi kararliliga sahip oldugu
belirlenmistir. Maksimum zeta potansiyel degeri pH=11 de -52.92 mV olarak

tespit edilmistir.

Hesperetin-PC2000(~180nm)/D-Mannitol =~ mikrocubuklarin  polydispersite
degerleri 0.25 ile 0.44 araliginda olup, Hesperetin mikrocubuklari calisilan pH
araliginda suda monodispers dagilim gostermistir ve partikiil boyutu ortalama 667

nm olarak belirlenmistir(Tablo 4.4).

Hesperetin-PC2000(~180nm)/D-Mannitol mikrocubuklarinin farkli pH lardaki
aktivitesi UV/VIS spektrofotometre cihazi ile 6l¢iilmiis ve sonuclar Sekil 4.60’ de

verilmistir.
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Hesperetin-PC2000(—180nm)/D-Mannitol
——pH?2
3,0
——pH 3
2,5 pH 4
2,0 PH S
——pHG
< 1,5 —pH7
1,0 ——pHS
——pHO
0,5
——pH 10
0,0 pH 11
190 240 200 340 390 pH 12
A (mnm)

Sekil 4.60 Hesperetin-PC2000 (~180nm)/D-Mannitol mikrocubuklarinin farkl
pH lardaki aktivitesi

Sekil 4.61 e gore D-mannitol yaklasik 200 nm de pH 12 de maksimum aktiviteye

sahiptir.

Hesperetin mikrocubuklarinin pH ile aktivite degisimi daha belirgin olarak Sekil

4.59 ile gosterilmistir.

Hesperetin-PC2000(—180nm)/D-Mannitol

———pH 2
0,08 pH 3
pH 4

0,05 pH 5
——pHG
——pH7

0,02 ——pHS

—pH?
——pH 10
pH 11
——pH 12

230 280 3320 380

A (nm)

Sekil 4.61 Hesperetin mikro¢ubuklarinin farkli pH lardaki aktivitesi

pH degisiminin Hesperetin-PC2000(~180nm)/D-Mannitol mikrocubuklarinin
yapisindaki sinnamoil den kaynakli bant I (300-400nm) benzoilden kaynakli bant
IT (240-300nm) e ait pikler Tablo 4.5 te 6zetlenmistir. Tabloda “+” ilgili pikin

absorpsiyon spektrumunda gortlebildigini, ise goriilemedigini ifade

etmektedir.
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Tablo 4.5 Hesperetin-PC2000(~180nm)/D-Mannitol mikro¢ubuklarin UV/VIS

piklerinin pH degisimi ile durumu

HESPERETIN-PC2000(~180nm)/D-MANNITOL

pH Bant II (240-300nm) Bant I (300-400nm)

2 +(280nm) -
3 +(280nm) -
4 +(260nm) -
5 +(260nm) -
6 . .
7 +(245nm,290nm) +(345nm)
8 +(245nm,290nm) +(345nm)
9 +(245nm,290nm) +(345nm)
10 +(245nm,290nm) +(345nm)
11 +(245nm,290nm) +(345nm)
12 +(245nm,290nm) +(345nm)

Hesperetin-PC2000(~180nm)/D-Mannitol mikrocubuklarinin farkli pH larda
aktivitelerinin siralamasi pH=12>11>10>9>8>7>5>2>3>4 seklindedir.

Sadece Bant II pikleri goz iniinde bulundurularak siralama yapilmastir.

Hesperetin-PC2000(~180nm)/D-Mannitol mikrocubuklarin aktivitesi her iki bant

araligi icin pH 12 de maksimumdur.
Hesperetinin benzoil yapisindan kaynaklanan bant II araliginda;

pH 2,3 ve 4 te sadece 280nm de genis ve absorbansi diisiik bir pik vermistir. pH 5
te ise bu pik hipsokromik kayma yaparak 260 nm de belirgin bir pik olusmustur.
pH 6 ise hic pik gozlenmedigi icin hesperetin mikrocubuklarin bu pH ta aktif
olmadig: disiiniildi. pH 7 de ise 245 nm de belirgin bir pik gozlenmistir. pH
8,9,10,11 ve 12 icin ise 245 nm de ve 290 nm de belirgin pikler gozlenmis olup
Hesperetinin aktivitesi 6zellikle pH 7 den itibaren pH ile dogru orantili olarak

artmis ve pH 12 de maksimuma ulagmistir.

Hesperetinin sinnamoil yapisindan kaynakli bant I araliginda;pH 2,3,4,5, ve 6 da

herhangi bir aktiviteye rastlanmamis ancak pH 7,8,9,10,11,ve 12 de yaklasik 345
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nm de absorbans degerleri birbirine olduk¢a yakin olan pikler goézlenmistir.

Maksimum aktivitenin ise pH 11 ve 12 de oldugu belirlenmistir.

Bant I ve bant II deki aktivitelerin pH 7 den itibaren paralellik gosterdigi

saptanmistir.

Hesperetin-PC2000(~180nm)/D-Mannitol mikrocubuklarin calisilan pH 6 harig¢
tiim pH araliginda bant II de absorbans yapmasi, bu pH larda A halkasindaki -OH
yapilarin aktif oldugunu gostermektedir. Bununla beraber, pH 7 ile pH 12 arasinda
ise A halkasindaki gruplarin yaninda ,B halkasindaki gruplar da aktiveteye katkida

bulunmustur.

4.3.3.3 Hesperetin-PVA(~200nm)/Agaroz Mikrogubuklarin farkli pH lardaki

Kararlhilig: ve Aktivitesi

Hesperetin-PVA(~200nm)/Agaroz mikrocubuklarinin polidispersite, partikiil
boyutu, mobilite ve zeta potansiyel degerleri farkli pH degerlerinde incelenmis,

Olctimler Zetasizer cihazi ile gerceklestirildi. Sonuclar Tablo 4.6’da verilmistir.

Tablo 4.6 Hesperetin-PVA(~200nm)/Agaroz mikrocubuklarin farkli pH lardaki

zetasizer Olciim sonuclari

HESPERETIN-PVA(~200nm)/ AGAROZ

Partikiil - Zeta Potansiyeli
pH PDI Boyutu (nm) Mobilite (mV) Y
2 0.39 980 -0.15 -2.11
3 0.37 610 -0.36 -5.01
4 0.36 480 -1.11 -15.63
5 0.37 410 -0.88 -12.43
6 046 930 -2.66 -37.39
7 0.15 610 -3.59 -50.61
8 0.46 360 -3.52 -49.56
9 0.39 620 -4.71 -66.27
10 0.35 280 -4.27 -60.13
11 0.36 440 -4.08 -57.41
12 0.44 780 -1.67 -23.53

Tablo 4.6’da verildigi iizre Hesperetin-PVA(200~nm)/Agaroz mikrocubuklarinin

zeta potansiyel degeri pH 2 i¢in -2.11 mV iken artan pH ile artmis, maximum
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kararliliga sahip oldugu pH 9 dan itibaren diisiise gecmis, Ozellikle pH 12 de
anlaml bir diisiis gostermistir. Hesperetin-PVA(~200nm)/Agaroz mikro¢ubuklari
calislan pH  aralifinda negatif yiiklendigi saptandi.  Hesperetin-
PVA(~200nm)/Agaroz mikrocubuklarinin pH 6, pH 7 ve bazik ortamda oldukca

kararli oldugu belirlenmistir.

Tablo 4.6’da goriildiigii gibi Hesperetin-PVA(~200nm)/Agaroz mikrocubuklarin
polidispersite ~ degerleri 0.15 ile 0.46 araliginda olup, Hesperetin-
PVA(~200nm)/Agaroz mikrocubuklar1 calisilan pH araliginda monodispers
dagilim gosterdigi ve ortalama 590 nm lik partikiil boyutuna sahip oldugu

belirlenmistir.

Hesperetin-PVA(~200nm)/Agaroz mikrocubuklarinin farkli pH lardaki aktivitesi

UV/VIS spektrofotometre cihazi ile 6l¢lilmiis ve sonuclar Sekil 4.62’da verilmistir.

Hesperetin-PVA(—200nm)/Agaroz PH 2
pH 3

pH 4

— pHS

2 pH G

pH7

1 ——pHS8

pH 9

pH 10

190 240 200 340 390
A (nm)

pH 11

pH 12

Sekil 4.62 Hesperetin-PVA(~200nm)/Agaroz mikrocubuklarinin farkli pH

lardaki aktivitesi

Sekil 4.60’ a gore Agarozun 200 nm’deki aktivitesi artan pH ile artmaktadir ve pH
12 maksimum absorbans gostererek bazik ortamda aktivitesinin artmasi bazik

ortamda agarozun tamamen ¢o6ziindiigi distinildi.

Hesperetin-PVA(~200nm)/Agaroz mikrocubuklarinin aktivite ve kararlilig

degisen pH ile daha detayli olarak Sekil 4.63 ile gosterilmistir.
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0,12

0,07

0,02

-0,03

Hesperetin-PVA(—200nm)/Agaroz

320
A (nm)

350

380

pH 2
pH 3
pH 4

pH S

——pH 6

pH7
pH 8
pH 9
pH 10
pH 11

pH 12

Sekil 4.63 Hesperetin mikrocubuklarin pH degisimi ile aktivitesi

pH degisiminin Hesperetin-PVA(~200nm)/Agaroz mikrocubuklarinin yapisindaki
sinnamoil den kaynakli bant I (300-400nm) benzoilden kaynakli bant II (240-
300nm) e ait pikler Tablo 4.7 de oOzetlenmistir. Tabloda “+” ilgili pikin

absorpsiyon

etmektedir.

Tablo 4.7 Hesperetin-PVA(~200 nm)/Agaroz mikro¢ubuklarin UV/VIS piklerinin

pH degisimi ile durumu

spektrumunda goriilebildigini,

1314

ise goriilemedigini

HESPERETIN-PVA(200nm)/AGAROZ

pH Bant II (240-300nm)

Bant I (300-400nm)

[ G S Y
NoB8VYvoeNOUh~WN

+ (260 nm)
+ (255 nm)
+ (255 nm)
+ (255 nm)
+ (270 nm)
+ (270 nm)
+ (245 nm)

+ (245 nm, 290 nm)
+ (245 nm, 290 nm)
+ (245 nm, 290 nm)
+ (245 nm, 290 nm)

+ (350 nm)
+ (350 nm)
+ (350 nm)
+ (350 nm)
+ (350 nm)
+ (350 nm)
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Hesperetin-PVA(~200 nm)/Agaroz mikrocubuklarin farkli pH’larda aktivite
degisim siras1 pH 6>7>9>12>10>8>2>11>3>4>5 seklindeir. Sadece bant II

pikleri g6z tiniinde bulundurularak siralama yapilmistir.

Hesperetin-PVA(~200 nm)/Agaroz mikrocubuklarinin benzoil gruplarina ait bant
IT pikleri pH 2-5 araliginda 255 nm de goriiliirken, pH 6 ve 7 de batokromik kayma
yaparak daha yiiksek dalga boyunda, 270 nm de goriildii ve ayrica pH 6 da

maksimum aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir.

pH 7-12 araliginda sinnamoil grubuna ait karakteristik pik 350 nm de
goriilmiistiir. Benzoil grubuna ait karakteristik pikler pH 8-12 araliginda 245 nm
ve 290 nm goriilmekte olup benzoil grubunun aktivitesi azalirken sinnamoil

grubunun aktivitesi artmis ve maksimum aktiviteyi pH 9 da gostermistir.

Hesperetin-PVA(~200 nm)/Agaroz mikroc¢ubuklarin calisilan tiim pH araliginda
bant II de absorbans yapmasi, A halkasindaki —-OH yapilarin aktif oldugunu
gostermekte olup maksimum aktivitenin pH 6 da oldugu belirlendi. A halkasindaki
iki —OH grubu nedeniyle pH 9 dan itibaren bant II araliginda iki farkli absorbans
Olclilmiistiir. pH 8 den itibaren bant I e denk gelen sinnamoil grubunun

aktivitesinin basladig1 ve maksimum aktiviteye pH 9 da ulastig1 belirlenmistir.

Hesperetin-PVA(~200nm)/Agaroz mikrocubuklarinin ¢alisilan pH araliginda zeta
potansiyel degerleri ile aktivitesinin lineer korelasyon icinde oldugu belirlendi. pH
5 e kadar diisiik zeta potansiyel ve diisiik absorbans degerleri gozlenirken, pH 6
ve pH 7 de kararliligin bant II etkisiyle, pH 8 ve daha tistii icin bant I aktivitesi ile
eslestigi goriildii. Nitekim pH 9 da bant I maksimum absorbans verirken en biiytik

zeta potansiyel degeri ile de maksimum kararlilik s6z konusudur.

4.3.3.4 Hesperetin-PVA(~200nm)/D-Mannitol Mikro¢ubuklarin farkl pH lardaki

Kararlilig1 ve Aktivitesi

Hesperetin-PVA(~200nm)/D- Mannitol mikro¢ubuklarinin polidispersite, partikiil
boyutu, mobilite ve zeta potansiyel degerleri farkli pH degerlerinde incelenmis,

Olciimler Zetasizer cihazi ile gerceklestirilmistir. Sonuclar Tablo 4.8’de verilmistir.
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Tablo 4.8 Hesperetin-PVA (~200nm)/D-Mannitol mikrocubuklarin farkli pH

lardaki Zetasizer 6l¢tim sonuclari

HESPERETIN-PVA (~200nm)/D-MANNITOL

pH PDI Bol;f‘éfl‘k(‘:llm) Mobilite 2t 12;’;3;15“"’11
2 035 940 0.13 1.86
3 0.62 720 0.21 2.94
4 0.64 720 0.87 -12.31
5 0.69 810 1.4 -20.28
6 0.58 820 2.38 :33.53
7 0.35 710 3.68 51.67
8 043 820 2.89 -40.69
9 0.6 900 -2.39 -33.62
10 0.36 760 2.36 33.22
11 0.49 750 1.16 116.31
12 0.44 620 11.30 118.26

Tablo  4.8de  verildigi  tizere  Hesperetin-PVA(~200nm)/D-Mannitol
mikrocubuklarinin zeta potansiyel degeri pH 2 icin -1.86 mV iken pH 7 ye kadar
pH ile artmis, pH 7 den sonra pH artisiyla azalirken, maksimum kararlilig1 pH 7
de gostermistir. pH 4 dan itibaren kararliliga sahip olan Hesperetin-
PVA(~200nm)/D- Mannitol cubuklarinin pH 11 den itibaren zeta potansiyel
degerlerinde anlamli bir diisiis gozlendi. Hesperetin-PVA (200nm)/D- Mannitol

mikrocubuklari calisilan pH araliginda negatif yiiklendigi belirlenmistir.

Tablo 4.8’de gorildigi gibi Hesperetin-PVA(200nm)/D-Mannitol
mikrocubuklarin polydispersite degerleri 0.35 ile 0.69 araliginda olup, Hesperetin-
PVA (~200nm)/D-Mannitol mikrocubuklar1 c¢alisilan pH araliginda suda
monodispers dagilim gosterdigi ve partikiil boyutunun ortalama 780 nm oldugu
tespit edilmistir. Hesperetin-PVA(~200nm)/D-Mannitol mikrocubuklarinin farkl
pH lardaki aktivitesi UV/VIS spektrofotometre cihazi ile dl¢tildi ve sonuclar Sekil

4.64’de verilmigtir.
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Hesperetin-PVA(—200nm)/D-Mannitol pH 2
3 pPH 3
pH 4
2,5
PH S
- 2 pH 6
1,5 pH 7
1 pH S
H o
0,5 P
pH 10
o H 11
190 240 290 340 390 P
A (nm) pH 12

Sekil 4.64 Hesperetin-PVA(~200nm)/D-Mannitol mikrocubuklarinin farkli pH

lardaki aktivitesi

Sekil 4.62’ ye gore D-Mannitol iin yaklasik 200 nm’deki aktivitesi artan pH ile
artmaktadir ve pH 12 maksimum absorbans gostererek bazik ortamda
aktivitesinin artmasi bazik ortamda D-Mannitoliin tamamen c¢6ziindiigiini

gostermektedir.

Hesperetin-PVA(~200nm)/D-Mannitol mikro¢ubuklarinin aktivite ve kararlilig

degisen pH ile daha detayli olarak Sekil 4.65 ile gosterilmistir.

Hesperetin-PVA(—200nm)/D-Mannitol

pH 2

pH 3

pH 4
0,0
° pH S5
Ho
0,06 P
pH 7

0,03 pPHS

pH 2
pH 10
pH 11

pH 12

Sekil 4.65 Hesperetin mikro¢ubuklarin aktivitesinin pH ile degisimi

pH degisiminin Hesperetin-PVA(~200nm)/D-Mannitol = mikrocubuklarinin
yapisindaki sinnamoil den kaynakli bant I (300-400nm) ve benzoilden kaynakli
bant II (240-300nm) e ait pikler Tablo 4.9 da 6zetlendi. Tabloda “+” ilgili pikin

1914

absorpsiyon spektrumunda gorilebildigini, ise goriilemedigini ifade

etmektedir.
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Tablo 4.9 Hesperetin-PVA(~200nm)/D-Mannitol mikro¢ubuklarin UV/VIS

piklerinin pH degisimi ile durumu

HESPERETIN-PVA(~200nm),/D-MANNITOL

pH Bant II (240-300nm) Bant I (300-400nm)

2 + (270 nm) -
3 + (270 nm) -
4 + (270 nm) -
5 + (270 nm) -
6 + (270 nm) -
7 + (245 nm, 280 nm) + (345 nm)
8 + (245 nm, 280 nm) + (345 nm)
9 + (245 nm, 280 nm) + (345 nm)
10 + (245 nm, 280 nm) + (345 nm)
11 + (245 nm, 280 nm) + (345 nm)
12 + (245 nm, 280 nm) + (345 nm)

Hesperetin-PVA(~200nm)/D-Mannitol mikrocubuklarinin farkli pH larda
aktivitelerinin siralamasi pH=12>11>2>10>9>3>8>7>5>4>6 seklindedir.

Sadece bant II pikleri g6z tintinde bulundurularak siralama yapilmaistir.

Hesperetin-PVA(~200nm)/D-Mannitol mikro¢ubuklarinin aktivitesi her iki bant

araligi icin pH 12 de maksimumdur.

Hesperetin-PVA(~200nm)/D-Mannitol mikrocubuklarinin benzoil gruplarina ait
Band II pikleri pH 2-6 aralifinda 270 nm de goriilmiistiir. Bu aralikta pH arttikca
absorbans degeri diismis, aktivitesi azalmistir. Bu pikin, pH 7 -12 de hem
batokromik kayma yaparak daha yiiksek dalga boyunda, 280 nm de, hem de
hipsokromik kayma yaparak daha diisiik dalga boyunda, 245nm de, goriildigi ve
aktivitesi arttig1 saptanmistir. pH 7-12 araliginda sinnamoil grubuna ait
karakteristik pik 345 nm de goriildii ve maksimum aktivitenin pH 12 de oldugu

belirlenmistir.

Hesperetin-PVA(~200nm)/D-Mannitol mikrocubuklarin calisilan tim pH
araliginda bant II de absorbans yapmasi, A halkasindaki —OH yapilarin aktif
oldugunu gostermektedir. Asidik ortamda pH arttikca aktivitesinin azaldigi, ancak

pH 7 den itibaren benzoil grubundaki iki -OH grubu nedeniyle iki ayr1 absorbans
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elde edilmis ve bazik ortamda pH artisina bagli olarak aktivitenin arttigi,

maksimuma pH 12 de ulastig1 belirlenmistir.

Galisilan pH araliginda pH 6 ile pH 10 araliginda yiiksek zeta potansiyel degerleri
ile kararliliga sahip olan Hesperetin mikrogcubuklarin aktivitesi pH 6 icin bant II
den pH 7 ve pH 10 araliginda ise bant I ve bant II den kaynaklanmakta oldugu

saptanmistir.

4.3.4 Hesperetin Mikrocubuklarimin PBS Cozeltisi Icindeki Kararlihg ve
Aktivitesinin Zamana Bagl Degisimi
4.3.4.1 Hesperetin-PC2000 (~180nm) /Agaroz Mikrocubuklarin PBS icerisindeki

Kararhilig: ve Aktivitesi

Hesperetin-PC2000(~180nm) /Agaroz mikrogubuklarinin 37°C deki PBS ¢6zeltisi
icindeki polidispersitesi, partikiil boyutu, mobilitesi ve zeta potansiyelinin zamana

gore degisimi Olciilmiis ve sonuclar Tablo 4.10 da verilmistir.

Tablo 4.10 Hesperetin-PC2000(~180nm)/Agaroz mikro¢ubuklarin 37 °C deki

PBS ¢ozeltisi icerisindeki zetasizer 6lciim sonuclari

HESPERETIN-PC2000(~200nm)/AGAROZ

Zaman (dk) PDI Partikiil Boyutu Mobilite Zeta Potansiyeli
(nm) (mV)
0 0.30 350 -1.83 -19.24
15 0.34 370 -2.90 -30.53
30 0.41 590 -3.10 -32.61
45 0.40 600 -3.31 -34.86
60 0.35 660 -2.67 -27.26
120 0.37 360 -1.47 -15.50
180 0.38 380 -1.42 -14.91
1440 0.49 760 -1.81 -19.05
2880 0.74 370 -1.99 -20.96
4320 0.75 380 -2.26 -23.44
5760 0.58 610 -2.02 -20.92
10080(7.giin) 0.99 880 -1.51 -15.67
20160(14.giin) 0.37 1720 -1.89 -19.60
30240(21.giin) 0.39 3440 -2.02 -20.92
40320(28.giin) 0.40 1500 -2.30 -23.86
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Tablo 4.10 da verildigi tzre Hesperetin-PC2000(~180nm)/Agaroz
mikrogubuklarin 37 °C deki PBS ¢ozeltisi icindeki zeta potansiyel degeri -14.91 ile
-34.86 mV araliginda oldugu saptanmistir. Hesperetin-PC2000(~180nm)/Agaroz
mikrocubuklarin polidispersite degerleri 0.30 ile 0.99 araliginda olup, Hesperetin
mikrogubuklar1 37 °C deki PBS c¢ozeltisi i¢cinde monodispers dagilim gosterdigi
belirlenmistir. Partikiil boyutu 350 ile 3440 nm arasinda degismekte olup
ortalama 860 nm partikiil boyutuna sahip Hesperetin-PC2000(~180nm)/Agaroz
mikrogubuklarin 37°C deki PBS ¢ozeltisi icinde caligilan zaman araliginda negatif

yiklendigi tespit edilmistir.

Agaroz ile stabilize edilmis Hesperetin mikrocubuklarinin 37°C deki PBS ¢ozeltisi
icindeki aktivitesi UV/VIS spektrofotometre cihazi ile Olciildii ve sonuclar Sekil

4.66’te verilmistir.

—o0dk

Hesperetin-PC2000(~180nm)/Agaroz 15 dk
30 dk
45 dk
60 dk
—120dk
—180dk
—— 1440 dk
— 2880 dk
— 4320 dk
5760 dk
10080 dk
20160 dk
A (nm) 30240 dk

40320 dk

1,1

Sekil 4.66 Hesperetin-PC2000(~180nm)/Agaroz mikrocubuklarin 37°C de PBS

icindeki aktivitesinin zamana bagli degisimi

Hesperetin mikro¢ubuklarinin 37°C deki PBS icinde zamana bagh degisimi daha

belirgin olarak Sekil 4.67 ile gosterilmistir.
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0 dk
Hesperetin-PC2000(—180nm)/Agaroz 15 dk
30 dk
as dk
60 dk
12z0dk
180 dk
1440 dk
2880 dk
4320 dk
5760 dk
10080 dk

240 200 340 300 20160 dk
A (nm) 30240 dk
40320 dk

Sekil 4.67 Hesperetin mikrocubuklarinin 37 °C de PBS icindeki aktivitesinin

zaman ile degisimi

37°C deki PBS icerisinde Hesperetin-PC2000(~180nm)/Agaroz
mikrocubuklarinin yapisindaki sinnamoil den kaynakli bant I (300-400nm)
benzoilden kaynakli bant II (240-300 nm) e ait piklerin zamanla degisimi Tablo
4.11'te oOzetlenmistir. Tabloda “+” ilgili pikin absorpsiyon spektrumunda

goriilebildigini, “-“ ise goriilemedigini ifade etmektedir.

Tablo 4.11 Hesperetin-PC2000(~180nm)/Agaroz mikrocubuklarin 37°C de PBS

icerisindeki UV/VIS piklerinin zamana gore durumu

HESPERETIN-PC2000(~180nm)/AGAROZ

Zaman (dk.) Bant II (240-300nm) Bant I (300-400nm)
0 _

15 +(270nm)
30 +(270nm)
45 +(270nm)
60 +(270nm)
120 +(270nm)
180 +(270nm)
1440 +(270nm)
2880 +(270nm)
4320 +(270nm)
5760 +(270nm)
10080(7.giin) +(270nm)
20160(14.giin) +(270nm)
30240(21.giin) +(275nm)
40320(28.giin) +(275nm)
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Hesperetin-PC2000(~180nm)/Agaroz mikrocubuklarin zamana gore aktivite
degisim siras1 40320 dk>30240 dk>10080 dk>20160 dk>5760 dk>4320
dk>2880 dk>1440 dk>120=180 dk>60 dk>45 dk>30 dk>15 dk>0 dk
seklindedir. Sadece bant II pikleri goz {iiniinde bulundurularak siralama

yapilmistir.

37°C deki PBS icerisinde Hesperetin-PC2000(~180nm)/Agaroz
mikrocubuklarinin, Hesperetinin benzoil kaynakli yapisindan meydana gelen
aktivitesi 15.dk baslamus olup, izlenen tiim siirec boyunca devam etmistir. Ilk iki
hafta 270 nm de pik verirken, son iki hafta boyunca batokromik kayma yaparak

275 nm de pik vermistir.

Bant II araligina ait pik 270 nm de 15. dk baslayip siire¢ boyunca genel olarak
absorbans: artarak devam etmis, 30240. dk dan itibaren 275 nm ye batokromik
kayma yapmis oldugu goriildi. Hesperetin-PC2000(~180nm)/Agaroz
mikrocubuklarinin aktivitesi izlenen siire¢ boyunca artis gostermis ve maksimum

aktiviteye 40320.dk da ulagmuistir.

Galisilan siire boyunca, sadece Bant II bolgesinde hi¢ absorbans yapmadigi, A
halkasindan dolayi aktif oldugu Hesperetinin sinnemoil yapisindan kaynakli Bant

I bolgesinde ise absorbans yapmadigi, B halkasinin aktif olmadig: belirlenmistir.

Genel olarak, 37°C deki PBS icerisinde Hesperetin PC2000(~180nm)/Agaroz
mikrocubuklar1 kararliliklarini ¢alisilan siire boyunca korurken, aktivitelerinin
sadece A halkasindan kaynaklandigi, 15. dk da basladig1 ve 40320. dk ya kadar

devam etigi saptanmuistir.

4.3.4.2 Hesperetin-PC2000 (~180nm)/D-Mannitol Mikrogubuklarin PBS

icerisindeki Kararlilig1 ve Aktivitesi

Hesperetin-PC2000(~180nm)/D-Mannitol mikrocubuklarinin 37°C deki PBS
¢ozeltisi icindeki polidispersitesi, partikiil boyutu, mobilitesi ve zeta potansiyelinin

zamana gore degisimi Olctildi ve sonuclar Tablo 4.12 da verilmistir.
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Tablo 4.12 Hesperetin-PC2000(~180nm)/D-Mannitol mikro¢ubuklarin 37 °C

deki PBS ¢ozeltisi icerisindeki zetasizer 6l¢iim sonuglari

HESPERETIN-PC2000(~180 nm)/ D-Mannitol

Zaman (dK) PDI Partikiil Boyutu Mobilite Zeta Potansiyeli
(nm) (mV)
0 0.33 720 -2.96 -34.80
15 0.32 820 -3.42 -48.15
30 0.43 485 -2.37 -33.38
45 0.36 540 -2.34 -27.48
60 0.41 480 -1.57 -18.47
120 0.42 600 -2.24 -27.25
180 0.38 690 -2.75 -32.33
1440 0.36 750 -2.97 -31.19
2880 0.40 650 -2.77 -29.17
4320 0.44 760 -3.17 -33.31
5760 0.45 490 -2.80 -29.00
10080(7.giin) 0.41 670 -3.10 -31.03
20160(14.giin) 0.31 300 -2.24 -23.18
30240(21.giin) 0.70 880 -1.48 -15.29
40320(28.giin) 0.33 350 -2.95 -30.55

Tablo 4.12 de \verildigi iizre Hesperetin-PC2000(~180nm)/D-Mannitol
mikrogubuklarinin 37 °C deki PBS ¢ozeltisi icindeki zeta potansiyel degeri -15.29
ile -48.15 mV araligindadir. Tablo 4.12'de goriildiigii gibi Hesperetin-
PC2000(~180nm)/D-Mannitol mikrocubuklarin polidispersite degerleri 0.31 ile
0.70 araliginda olup, Hesperetin mikrocubuklar1 37 °C deki PBS cozeltisi icinde
monodispers dagilim gosterdigi ve 300 ile 880 nm arasinda degisen partikiil
boyutunun ortalama degerinin 610 nm oldugu belirlenmistir. Calisilan zaman
araliginda Hesperetin-PC2000(~180nm)/D-Mannitol mikrocubuklar1 37 °C deki

PBS cozeltisi icinde negatif yiiklendigi sonucu elde edilmistir.

Hesperetin-PC2000(~180nm)/D-Mannitol mikrog¢ubuklarimin 37 °C deki PBS
cozeltisi icindeki aktivitesi UV/VIS spektrofotometre cihazi ile 6l¢iildii ve sonuclar

Sekil 4.68’da verilmistir.
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—0dk
Hesperetin-PC2000(—180nm)/D-Mannitol —15 dk

30 dk
1,45 45 dk
) ——o0 dk
1,15 ——120dk
085 ——180dk
< ——1440 dk
0,55 ——2880 dk
——4320dk
0,25 1 5760 dk
0.05 L _ —10080 dk
190 240 290 340 390 20160 dk
A(nm) 30240 dk
40320 dk

Sekil 4.68 Hesperetin-PC2000(~180nm)/D-Mannitol mikro¢ubuklarin 37 °C PBS

icindeki aktivitesinin zamana bagli degisimi

Hesperetin mikrocubuklarinin 37 °C deki PBS icinde zamana bagh degisimi daha
belirgin olarak Sekil 4.69 ile gosterilmistir.

——0dk

15 dk

30 dk

45 dk

60 dk

—120dk

—_—180dk

—— 1440 dk
—_— 2880 dk

| ——4320dk

5760 dk

—_— 10080 dk

Hesperetin-PC2000(—180nm)/D-Mannitol

0,35

< \
0,15 -

230 280 330 380 20160 dk
30240 dk
A(nm) 40320 dk

Sekil 4.69 Hesperetin mikrocubuklarin 37°C PBS i¢indeki aktivitesinin zamana

bagli degisimi

37°C deki PBS icerisinde Hesperetin-PC2000(180nm)/D-Mannitol
mikrocubuklarinin yapisindaki sinnamoil den kaynakli bant I (300-400nm)
benzoilden kaynakli bant II (240-300nm) e ait piklerin zamanla degisimi Tablo
4.13’te Ozetlenmistir. Tabloda “+” ilgili pikin absorpsiyon spektrumunda

(1313

goriilebildigini, “-“ ise goriillemedigini ifade etmektedir.
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Tablo 4.13 Hesperetin-PC2000(~180nm)/D-Mannitol mikrocubuklarin 37°C de

PBS icerisindeki UV/VIS piklerinin zamana gore durumu

HESPERETIN-PC2000(~180nm),/D-MANNITOL

Zaman (dk.) Bant II (240-300nm) Bant I (300-400nm)
0 +(270nm)
15 +(270nm)
30 +(270nm)
45 +(270nm)
60 +(270nm)
120 +(270nm)
180 +(270nm)
1440 +(270nm)
2880 +(270nm) -
4320 +(270nm) +(340nm)
5760 +(270nm) +(340nm)
10080(7.giin) +(270nm) +(340nm)
20160(14.giin) +(270nm) +(340nm)
30240(21.giin) +(270nm) -
40320(28.giin) +(270nm)

Hesperetin-PC2000(~180nm)/D-Mannitol mikrocubuklarin zamana gore aktivite
degisim sirast 30240 dk>20160 dk>40320 dk>10080 dk>5760 dk>4320
dk>180 dk>120 dk>2880 dk>0 dk>45 dk=60 dk>30 dk>15 dk>1440 dk
seklindedir. Sadece bant II pikleri goz {iniinde bulundurularak siralama

yapilmistir.

37°C deki PBS icerisinde Hesperetinin aktivitesi O dk dan itibaren baglamis olup
takip edilen siire boyunca devam etmistir. 0. dk dan itibaren 270 nm de pik
olusturmus ve 40320.dk ya kadar bu dalga boyunda aktivitesi artarak devam

etmistir. Maksimum aktiviteyi 30240.dk da gostermistir.

Hesperetinin sinnemoil kismindan kaynaklanan aktivitesi ise 4320 dk ile 20160

dk arasinda 340 nm deki pik ile gbzlenmistir.

Sonug olarak ; 37°C deki PBS icerisinde Hesperetin PC2000(~180nm),/D-mannitol
mikrocubuklari ¢alisilan siire boyunca hem kararliliklarini korudugu hem de aktif

olduklar1 saptanmuistir.
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4.3.4.3 Hesperetin-PVA(~200nm) /Agaroz Mikrogubuklarin PBS icerisindeki

Kararhilig1 ve Aktivitesi

Hesperetin-PVA(~200nm)/Agaroz mikrogubuklarinin 37 °C deki PBS c¢ozeltisi
icindeki polidispersitesi,partikiil boyutu,mobilitesi ve zeta potansiyelinin zamana

gore degisimi Olciilmiis ve sonuclar Tablo 4.14’te verilmistir.

Tablo 4.14 Hesperetin-PVA(~200 nm)/Agaroz mikrocubuklarin 37 °C deki PBS

cozeltisi icerisindeki Zetasizer 6l¢iim sonuclari

HESPERETIN-PVA (~200 nm)/ AGAROZ

Zaman (dk) PDI Partikiil Boyutu Mobilite Potgflz?yeli
(nm)
(mV)
0 0.43 750 -3.49 -36.12
15 0.42 710 -2.99 -30.97
30 0.46 610 -3.86 -39.97
45 0.43 750 -2.93 -30.35
60 0.43 740 -3.75 -43.33
120 0.35 960 -3.08 -35.61
180 0.33 810 -2.40 -27.69
1440 0.36 810 -4.68 -48.49
2880 0.40 730 -3.64 -37.63
4320 0.34 560 -3.08 -31.84
5760 0.39 560 -4.14 -42.80
10080(7.giin) 0.42 430 -3.85 -39.40
20160(14.giin) 0.36 490 -2.61 -27.03
30240(21.giin) 0.51 550 -2.79 -28.93
40320(28.giin) 0.40 510 -2.62 -27.07

Tablo 4.14 de verildigi uzere Hesperetin-PVA(~200nm)/Agaroz
mikrocubuklarinin 37 °C deki PBS cozeltisi icindeki zeta potansiyel degeri -27.03
ile -48.49 mV araligindadir. Hesperetin-PVA(200 nm)/Agaroz mikrocubuklari
calisilan siire boyunca negatif yiiklendigi ve maksimum kararliligi 1440. dk da
gosterdigi belirlenmistir. Hesperetin-PVA(200 nm)/Agaroz 37°C deki PBS

icerisinde 4 hafta boyunca kararhiligini korudugu gozlenmistir.

Hesperetin-PVA(200 nm)/Agaroz mikrocubuklarin polydispersite degerleri 0.33
ile 0.51 araliginda olup, Hesperetin-PVA(200 nm)/Agaroz mikrocubuklari 37 °C

deki PBS cozeltisi icinde monodispers dagilim gosterdigi ve partikiil boyutunun
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430 ile 960 nm arasinda degiserek ortalama 670 nm oldugu saptanmustir (Tablo

4.14).

Hesperetin-PVA(~200nm)/Agaroz mikrogubuklarinin 37°C deki PBS c¢ozeltisi
icindeki aktivitesi UV/VIS spektrofotometre cihazi ile dl¢tilmiis ve sonuglar Sekil

4.70’de verilmistir.

Hesperetin PVA (—200nm)/Agaroz —0 C“dih
15 dk
1,2 30dk
45 dk
60 dk
0.7 ——120dk
< ——180dk
— 1440 dk

0,2 ——2880 dk
' — _ _ __ | ——4320dk

5680 dk
190 240 200 340 300
i * ? * ? 10080 dk

A (nm) 20160 dk
30240 dk
40320 dk

ekil 4.70 Hesperetin-PVA(~200nm)/Agaroz mikrocubuklarin 37 °C PBS
3 P g ¢

icerisindeki aktivitesi

Sekil 4.70 e gore Agarozun yaklasik 200 nm’deki aktivitesi zaman ile artmakta
oldugu ve 30240. dk da maksimum absorbans gostererek 37°C deki PBS icerisinde
tamamen ¢6ziindigi belirlenmistir.Hesperetin mikrogubuklarin 37°C de PBS

icindeki zamana bagl aktivitesi Sekil 4.71 de daha belirgin bir sekilde verilmistir.

Hesperetin-PVA(—200nm)/Agaroz ——0dk

15 dk
30 dk
45 dk
60 dk
—120dk
—180dk
— 1440 dk
— 2880 dk
—4320 dk
5680 dk
10080 dk
230 260 200 320 350 380 20160 dk
30240 dk
40320 dk

A (nm)

Sekil 4.71 Hesperetin mikrocubuklarin 37 °C de PBS icindeki aktivitesinin zaman

ile degisimi
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Zamanin 37 °C deki PBS icerisindeki Hesperetin-PVA(200nm)/Agaroz
mikrocubuklarinin yapisindaki sinnamoilden kaynakli bant I (300-400nm)
benzoilden kaynakli bant II (240-300nm) e ait piklere etkisi Tablo 4.15 te
Ozetlenmistir. Tabloda “+” ilgili pikin absorpsiyon spektrumunda goriilebildigini,

““ ise goriilemedigini ifade etmektedir.

Tablo 4.15 Hesperetin-PVA(~200nm)/Agaroz mikrocubuklarin 37°C de PBS

icerisindeki UV/VIS piklerinin zamana gore durumu

HESPERETIN-PVA(~200nm)/AGAROZ

Zaman (dk.) Bant II (240-300nm) Bant I (300-400nm)
0 + (255 nm)
15 + (255 nm)
30 + (260 nm)
45 + (260 nm)
60 + (260 nm)
120 + (260 nm)
180 + (260 nm) -
1440 + (255 nm) + (375 nm)
2880 + (255 nm,275 nm)
4320 + (255 nm,275 nm) -
5760 + (255 nm,275 nm) + (350 nm)
10080(7.giin) + (250 nm,290 nm) + (350 nm)
20160(14.giin) + (250 nm,290 nm) + (350 nm)
30240(21.giin) + (250 nm,290 nm) + (350 nm)
40320(28.giin) + (250 nm,290 nm) + (350 nm)

Hesperetin-PVA(~200 nm)/Agaroz mikrocubuklarin zamana gore aktivite
degisim siras1 40320 dk =30240>20160 dk>10080 dk>5760 dk>4320
dk>2880 dk>30 dk>45 dk>120 dk=60 dk>180 dk=1440 dk>180 dk>15
dk>0 dk seklindedir. Sadece bant II pikleri g6z tintinde bulundurularak siralama

yapilmuistir.

0 dk, 15 dk da bant II araliginda 255 nm de belli belirsiz bir pik gozlemlenmistir.
30 dk, 45 dk, 60 dk, 120 dk ve 180 dk icin Hesperetin-PVA(~200nm)/Agaroz
mikrocubuklari, benzoil kaynakli bant II de UV dalga boyu yaklasik 260 nm de
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goriilen pik. 1440. dk dan itibaren 255 nm ye hipsokromik kayma yaptigi
saptanmistir. 2880 dk, 4320 dk, 5760 dk. da ise ayni pik hem 255nm de hem de
batokromik kayma yapmak suretiyle 275nm de iki ayr1 pik olarak
gozlemlenmistir. Bu piklerin 10080 dk, 20160 dk, 30240 dk, ve 40320 dk ise 250
nm ye hipsokromik kayma ,290 nm ye batokromik kayma yaptig1 belirlenmistir.
250nm deki pik 30240 dk ve 40320 dk larda, maksimum aktiviteye ulasirken
290nm dalgaboyundaki pik 30 dk da yakaladig1 maksimum aktiviteyi ancak 180.

dk ya kadar korumustur.

Hesperetin-PVA(~200nm)/Agaroz mikrocubuklari sinnamoil yapidan
kaynaklanan bant I araligindaki pik ilk olarak 1440 dk da 375 nm de omuz olarak
gozlenmis ancak sonrasinda soniimlenmistir. 5760 dk da 350 nm de tekrar
absorbansin basladigi, 40320 dk ya kadar devam ettigi ve maksimum aktiviteye

10080 dk ulasip 40320 dk ya kadar korudugu saptanmistir.

Hesperetin-PVA(~200nm)/Agaroz mikrocubuklarin 37°C deki PBS icerisinde 0
dk. dan itibaren bant II den kaynakli aktivitesi baslamis olup, artarak devam
etmistir. 5760. dk. dan itibaren bant I bolgesindeki aktivitesinin baslamasiyla
beraber maksimum aktiviteyi ii¢ ve doérdiincti haftalarda gostermistir. Calisilan
siire boyunca benzoil kismi siirekli, sinnamoil kisim ise 1440 dk dan itibaren

aktivite gostermistir.

Hesperetin-PVA(~200nm)/Agaroz mikrocubuklarin bant II den kaynaklanan
aktivitesi 5760. dakikaya kadar zamanla artarken bu zaman siiresince zeta
potansiyel degerleri birbirine ¢ok yakin olup kararh araliktadir. Bant I de yaklasik
375 nm de omuz olusturdugu 1440. dk da maksimum zeta potansiyeli ile iyi
karaliliga sahiptir. 10080 dk dan itibaren bant I deki absorbans sabit kalirken bant
IT deki absorbans artmasina ragmen zeta potansiyel degerinin iyi kararlilik

araliginda kalmak suretiyle azaldig1 goriilmiistiir.

4.3.4.4 Hesperetin-PVA(~200nm)/D-Mannitol Mikrocubuklarinin PBS Cozeltisi

Icindeki Kararhlig1 ve Aktivitesinin Zamana Bagli Degisimi

Hesperetin-PVA(~200nm),/D-Mannitol mikrogubuklarinin 37°C deki PBS co6zeltisi
icindeki polidispersitesi, partikiil boyutu, mobilitesi ve zeta potansiyelinin zamana

gore degisimi Ol¢lilmiis ve sonuclar Tablo 4.16’da verilmistir.
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Tablo 4.16 Hesperetin-PVA(~200nm)/D-Mannitol mikrocubuklarin 37 °C deki

PBS cozeltisi icerisindeki Zetasizer 6l¢iim sonuclari

HESPERETIN-PVA(~200 nm)/ D-Mannitol PBS

Zaman (dK) PDI Partikiil Boyutu Mobilite Zeta Potansiyeli
(nm) (mV)

0 0.31 970 -3.70 -38.31
15 0.44 960 -2.98 -30.84
30 0.41 830 -3.84 -39.73
45 0.40 910 -3.94 -40.79
60 0.45 700 -3.46 -35.82
120 0.47 630 -3.44 -35.60
180 0.54 850 -3.61 -37.32
1440 0.39 490 -2.22 -32.98
2880 0.37 430 -3.42 -35.39
4320 0.93 530 -4.11 -42.56
5760 0.39 550 -3.01 -31.20
10080(7.giin) 0.40 730 -3.23 -33.42
20160(14.giin) 0.34 660 -2.21 -22.88
30240(21.giin) 0.35 900 -2.87 -29.71
40320(28.giin) 0.36 990 -1.98 -20.52

Tablo 4.16 da verildigi {izre Hesperetin-PVA(~200nm)/D-Mannitol
mikrocubuklarinin 37 °C deki PBS c¢ozeltisi icindeki zeta potansiyel degerleri -
20.52mV ile -42.56 mV araliginda olup maksimum kararliliga 4320. dk da

ulagmustir.

Tablo 4.16 de gorildigii gibi Hesperetin-PVA(~200nm)/D-Mannitol
mikrocubuklarin polydispersite degerleri 0.31 ile 0.93 araliginda olup, 37 °C deki
PBS c¢ozeltisi icinde monodispers dagilim gostermistir ve partikiil boyutu 430 nm
ile 990 nm arasinda degismekte olup ortalama 740 nm dir. Calisilan zaman
araliginda Hesperetin-PVA(~200nm)/D-Mannitol mikrocubuklar1 37 °C deki PBS

¢ozeltisi icinde negatif yiliklendigi belirlenmistir.

Hesperetin-PVA(~200nm)/D-Mannitol mikrogubuklari 37 °C deki PBS cozeltisi
icinde 20160 dk ya kadar iyi kararli olup 40320. dk ya kadar kararhiligini

korudugu saptanmuistir.
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Hesperetin-PVA(~200nm)/D-Mannitol mikro¢ubuklarinin 37 °C deki PBS
¢ozeltisi icindeki aktivitesi UV/VIS spektrofotometre cihazi ile Olciilmiis ve

sonuglar Sekil 4.72’de verilmistir.

—0dk

15 dk

30 dk

45 dk

60 dk

—120dk

—180dk

— 1440 dk

— 2880 dk

—4320dk

5760 dk

. 10080 dk
20160 dk
30240 dk

A (nm) 40320 dk

Hesperetin-PVA(—200nm)/D-Mannitol

1,15

0,75

190 220 250 280 310 340 370

Sekil 4.72 Hesperetin-PVA (~200nm)/D-Mannitol mikrocubuklarin 37 °C PBS

icerisindeki aktivitesi

Sekil 4.70’e gore D-Mannitolun yaklasitk 200 nm’deki aktivitesi zaman ile
artmaktadir ve 30240. dk da maksimum absorbans gostererek 37°C deki PBS

icerisinde tamamen ¢6ziind{igii belirlenmistir.

Hesperetin-PVA(~200nm)/D-Mannitol mikrocubuklarin 37 °C de PBS icindeki

zamana bagl aktivitesi Sekil 4.73 te daha belirgin bir sekilde verilmistir.

——o0dk
Hesperetin-PVA/(—200nm) D-Mannitol ;0 31}:
o1 45 dk
60 dk
—120dk
—_—180dk
—— 1440 dk
— 2880 dk
— 4320 dk
5760 dk
0 ] =——10080 dk
230 260 200 320 350 380 20160 dk
A (nm) 30240 dk
40320 dk

Sekil 4.73 Hesperetin mikrocubuklarin 37 °C de PBS icindeki aktivitesinin zaman

ile degisimi
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Zamanin 37 °C deki PBS icerisindeki Hesperetin-PVA(~200nm)/D-Mannitol
mikrocubuklarinin yapisindaki sinnamoil den kaynakli bant I (300-400nm),
benzoilden kaynakli bant II (240-300nm) e ait piklere etkisi Tablo 4.17 te
Ozetlenmistir. Tabloda “+” ilgili pikin absorpsiyon spektrumunda goriilebildigini,

““ ise goriilemedigini ifade etmektedir.

Tablo 4.17 Hesperetin-PVA(~200nm)/D-Mannitol mikrocubuklarin 37°C de PBS

icerisindeki UV/VIS piklerinin zamana gore durumu

HESPERETIN-PVA(~200nm)/D-MANNITOL

Zaman (dk.) Bant II (240-300 nm) Bant I (300-400nm)
0
15
30 -
45 + (295 nm)
60 + (295 nm)
120 + (295 nm)
180 + (295 nm) -
1440 + (255 nm) + (345 nm)
2880 + (255 nm) + (345 nm)
4320 + (255 nm) + (345 nm)
5760 + (255 nm)
10080(7.giin) + (255 nm)
20160(14.giin) + (255 nm)
30240(21.giin)
40320(28.giin)

Hesperetin-PVA(~200nm)/D-Mannitol mikrocubuklarin zamana gore
kararliliginin degisim sirast 10080 dk>20160 dk>5760 dk>4320 dk>2880
dk>120 dk>180 dk>1440 dk>60 dk>45 dk seklindedir. Sadece bant II pikleri

g6z tintinde bulundurularak siralama yapilmistir.

Hesperetin-PVA(~200nm)/D-Mannitol mikrocubuklar1 icin ilk 45 dk. herhangi bir
aktivite gozlemlenmemistir. 45. dk dan itibaren yaklasik 295 nm de bant II

bolgesinde aktivite baslamis ve absorbans degeri zamanla artmistir. 1440. dk.
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itibaren bant II bolgesindeki pik yaklasik 255 nm dalga boyuna hipsokromik olarak
kaymis ve en biiyilik absorbans degeri 10080. dk da alinmustir.

Bant I bolgesindeki sinnamoil kaynakli pik ilk olarak 1440. dk. da gozlemlenmis
olup, dalgaboyu yaklasik 345 nm dir. Maksimum absorbansa 2340 ve 4320.dk.

ulagmustir.
30240 ve 40320. dk. da her iki bantta da herhangi bir pik gozlenmemistir.

Hesperetin-PVA(~200nm),/D-Mannitol mikrogubuklarin 37 °C deki PBS igerisinde
45 dk. dan itibaren bant II den kaynakli aktivitesi baslamis olup 30240. dk. ya
kadar artarak devam etmistir. 1440 dk. da baslayan bant I bolgesindeki aktivite
5760. dk. da durmasiyla beraber bant II deki aktivite anlaml bir artig gostermistir.
30240. dk. dan itibaren her iki bant araliginda da pik gozlemlenmemis ve

Hesperetin-PVA(~200nm)/D-Mannitol mikro¢ubuklarin salinimi durmustur.

Hesperetin-PVA(~200nm)/D-Mannitol mikrocubuklar1 calisilan aralikta kararh
olup maksimum kararlilig1 gosterdigi 4320. dk da bant I deki aktivitenin de

maksimum oldugu gozlemlenmistir.

Bununla beraber, Hesperetin-PVA(~200nm)/Agaroz mikro¢ubuklarinin ve
Hesperetin-PVA(~200nm)/D-Mannitol mikrocubuklarinin ~maksimum zeta
potansiyeli ile kararlili§a sahip oldugu durumlarda hem bant I hem de bant II de
aktif olduklar1 saptanmistir. Ancak Hesperetin PC2000(~180nm)/Agaroz ve
Hesperetin PC2000(~180nm)/D-mannitol mikrog¢ubuklarin pH degisimine karsi
bant I ve bant II aktivitelerinin maksimum zeta potansiyel degerlerine karsilik
gelirken, 37 °C deki PBS icerisindeki maksimum zeta potansiyel kararlilig1 sadece

Bant II deki aktivitelerinden kaynaklandigi tespit edilmistir.

Sonuc olarak, Hesperetinin benzoil kismindan kaynakli bant II deki aktivitesi goz
ontine alindiginda; Hesperetin-PC2000(~180nm)/Agaroz mikrocubuklarin
aktivitesinin pH 5 de maksimum pH 6 da ise minimum; Hesperetin-
PC2000(~180nm)/D-Mannitol mikrocubuklarin aktivitesinin pH 12 de
maksimum pH 7 de ise minimum, Hesperetin-PVA(~200nm)/Agaroz
mikrocubuklarin aktivitesinin pH 6 da maksimum , pH 5 de minimum,
Hesperetin-PVA(~200nm)/D-Mannitol mikrocubuklarin aktivitesinin pH 12 de

maksimum, pH 6 da minimum iken; 37°C deki PBS icerisinde, Hesperetin-
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PC2000(~180nm)/Agaroz mikrocubuklarin 0.dk da baslayan aktivitesinin 40320.
dk da maksimum, Hesperetin-PC2000(~180nm)/D-Mannitol mikro¢ubuklarin
0.dk da baslayan aktivitesinin 30240.dk da maksimum, Hesperetin-
PVA(~200nm)/Agaroz mikrocubuklarin 0. dk da baslayan aktivitesi 30240. dk ve
40320 da maksimum, Hesperetin-PVA(~200nm)/D-Mannitol mikrocubuklarin
45.dk da baslayan aktivitesinin ise 10080. dk da maksimum oldugu saptanmuistir.
Ayrica Hesperetin-PVA(~200nm)/D-Mannitol un ilk 30 dk aktivite gostermedigi

ve 30240. Dk da aktivitesini kaybettigi tespit edilmistir.

122



S

SONUGC VE ONERILER

Bu calismada, Hesperetin-PC2000 ve Hesperetin PVA olmak iizere iki farkl
nanosiispansiyondan Template-assisted teknigin infiltrasyon yaklasimu ile iki farkli
dogal biyomalzeme olan agaroz ve d-Mannitol ile stabilizasyonu yoluyla
Hesperetin mikrocubuklar1 elde edilmis ve bu mikro¢ubuklarin karakterizasyonu

yapilmistir.

Hesperetin-PC2000(~180nm) nanosiispansiyonundan; 0.1 mg/mL Hesperetin-
PC2000(~180nm) nanosiispansiyon hazirlanip, 2 kere 3mlL infiltrasyonu,
agarozla ve d-mannitol ile stabilizasyonu ve her defasinda 2mL kloroform+ toluen
(1:2) kangiminda ¢o6ziiliip, 2500 rpm 20 dk 20 °C ayarlan ile toplam 3 kere
santrifiijlenmesiyle = Hesperetin-PC2000(~180nm)/Agaroz ve  Hesperetin-
PC2000(~180nm)/D-Mannitol mikrocubuklar: elde edilmistir.

Hesperetin-PVA(~200nm) nanosiispansiyonundan; 0.2 mg/ml Hesperetin-
PVA(~200nm) nanosiispansiyon hazirlanip, 3 kere 3mL infiltrasyonu, agarozla ve
d-mannitol ile stabilizasyonu ve her defasinda 2mlL kloroform+ toluen (1:2)
karigiminda ¢oziiliip, 2500 rpm 20 dk 20 °C ayarlan ile toplam 3 kere
santrifiijlenmesiyle Hesperetin-PVA(~200nm)/Agaroz ve Hesperetin-

PVA(~200nm)/D-Mannitol mikrogcubuklari elde edilmistir.

Sayim sonuclarina gore, Hesperetin-PVA(~200nm)/Agaroz mikrocubuklar1 %74
ile en biiylik verime sahiptir. Bununla beraber Hesperetinin PVA ile ¢oziintirligi
saglanmis nanosiispansiyonundan, PC2000 ile c¢oziinirligi saglanmis olan
nanosiispansiyonunun yaklasik {i¢ kati kadar Hesperetin etken maddesi infiltre
edilmis olmasi, Hesperetin-PVA(~200nm)/Agaroz ve Hesperetin-
PVA(~200nm)/D-mannitol mikrocubuklarin, Hesperetin-
PC2000(~180nm)/Agaroz ve Hesperetin-PC2000(~180nm)/D-Mannitol
mikrocubuklardan daha fazla miktarda Hesperetin etken maddesinden olusmus

oldugunu gostermektedir. Buna bagli olarak, Hesperetin-PVA(~200nm)/Agaroz
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mikrocubuklar, hem sayica en fazla hem de Hesperetin miktar1 agisindan en

zengin mikroc¢ubuklardir.

Mikro¢ubuklarin boy/en oranlar1 genel olarak birbirine yakin olup ortalama
olarak en yiiksek boy/en oranina Hesperetin-PVA(~200nm)/D-mannitol
mikrocubuklar1 sahiptir. En/boy oranlarinin 2.0 ile 3.5 arasinda yogunlasmis
olmas:1 literatiirdeki calismalar g6z oniinde bulunduruldugunda Hesperetin
mikrocubuklarin, kiiresel muadillerine gore daha basarili sonuclar verebilecegini

gostermektedir[56, 57, 192].

Hesperetin mikrocubuklarin degisen pH ile davranislar1 ele alindiginda genel
olarak, Hesperetin-PVA(~200nm)/Agaroz pH 4 ile pH 12 arasinda, Hesperetin-
PVA(~200nm)/D-mannitol pH 4 ile pH 17 Hesperetin-
PC2000(~180nm)/Agaroz pH 2 ile pH 12 ve Hesperetin-PC2000(~180nm)/D-
Mannitol pH 4 ile pH 12 arasinda kararhdir.

Pulmoner yolla ila¢ alim1 6zelinde bakildiginda, pH 7 de[193] tiim Hesperetin
mikrocubuklarin yiiksek kararliliga sahip ve aktif oldugu saptanmistir. Yine pH
7’de tiim Hesperetin mikrocubuklardaki Hesperetin etken maddesinin hem
benzoil hem de sinnemoil kismi aktif olup, antioksidan etkisi yapisindaki tiim -OH

lar ve -CH tan kaynaklanmaktadir.

Aynmi pH ta Hesperetin etken maddesinin partikiil boyutunun 1 ym nin altinda
olmasi da elde edilen tiim Hesperetin mikrocubuklarin pulmoner yolla alimina

uygun oldugunu gostermektedir.

37°C deki PBS icerisindeki davraniglarina gore; ¢alisilan siire boyunca, Hesperetin-
PVA(~200nm) den elde edilen mikrocubuklarin zeta potansiyel degerleri daha
yiiksek olmakla beraber tiim Hesperetin mikrocubuklarin kararh ve aktif olduklari
belirlenmistir. Hesperetin-PC2000(~180nm)/Agaroz mikrocubuklarda sadece
Benzoil kismindaki -OH, diger tiim mikrocubuklarda hem sinnemoil hem de
benzoil halkasindaki -OH larin aktif oldugu saptanmistir. Hesperetin
mikrocubuklarin aktivitesinin oncelikle benzoil kismiyla baslamis olmasi, ilerleyen
siirecte sinnemoil kisminin dahil olmasi, literatiirdeki Hesperetinin antioksidan
etkisinin kaynagi olarak oncelikle 7-OH grubu oldugu ve B halkasinin daha sonra

devreye girdigi bilgisiyle paralellik gostermistir[174].
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Hesperetin-PC2000(~180nm)/Agaroz mikrocubuklarindaki Hesperetin etken
maddesinin partikiil boyutlarinin ikinci haftadan itibaren iki katina c¢ikmasi
muhtemel bir koagulasyonun basladigini diisiindiirsede, herhangi bir ¢cokelmenin
olmamasi calisilan siire araliinda nanosiispansiyonun kararliligini korudugunu
gostermektedir. Diger tiim Hesperetin mikrocubuklarin partikiil boyutlar1 ¢calisma

siiresi boyunca 1pm nin altindadar.

37°C pH 7.4+0.1 ortam kosullarinda, Hesperetin mikrocubuklarindan Hesperetin
etken ila¢ maddesinin salinimi;  Hesperetin-PC2000(~180nm)/Agaroz
mikrocubuklarindan 15.dk da, Hesperetin-PC2000(~180nm)/D-mannitol ve
Hesperetin-PVA(~200nm)/Agaroz mikrog¢ubuklarindan 0.dk da baslamis ve dort
hafta boyunca devam etmistir.  Hesperetin-PVA(~200nm)/D-mannitol

mikrocubuklarindan ise 45.dk da baslamis, 30240.dk da sona ermistir.

Plantacare2000, dogal ve biyobozunur oldugu icin tercih edilmek istense bile,
mikrocubuklarin icerdigi etken madde miktar1 ve verim diisiiniildiigiinde, PVA ile
stabilize edilmis nanosiispansiyondan mikrocubuk eldesi daha mantiklidir.
Bununla beraber, mikro¢ubuk uzunlugu ve viicut sivisindaki aktiviteleri
diistintildiigiinde, her ne kadar D-Mannitol halihazirda burun tikanikligini
giderici,0dem c¢oziici sprey olarak kullanilmasi onu cazip kilsa da, mikrocubuk
uzunlugu ve aktivitesinin hemen baslayip uzun siirmesi agisindan, Hesperetin-
PVA(~200nm)/Agaroz mikrocubuklar1 tercih edilebilir. Ayrica Hesperetin-
PVA(~200nm)/Agaroz mikrocubuklarinin, Hesperetin-PVA(~200nm)/D-

Mannitol mikrigubuklarinkinden daha uzun olmasi avantaji da s6z konusudur.

Tim bu veriler 1s181inda, elde edilen tiim Hesperetin mikrocubuklarin, pulmoner
yolla alima uygun olup, akciger kosullarinda, yapilarindaki radikal siipiirme
yetenegine sahip -OH ve -CH gruplarinin aktif olmasiyla, akcigerde antioksidan,
antiimlamatuar ve antikanserojen etki gosterecegi ve solunum yolu hastaliklar

tedavisinde oldukca etkili olacag: diistintilmdstiir.

Sonu¢ olarak, her iki nanosiispansiyondan da hem agaroz hem de d-mannitol
kullanilarak; astim,KOAH, akciger kanser tedavisi yanisira pek cok metabolik

hastaligin tedavisi amaciyla kullanilmak {izere, pulmoner yolla alima uygun
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antioksidan, antiimflamatuar, antikanserojen vs gibi terapotik etkileri olan

Hesperetin ila¢ etken maddesi mikrocubuklar seklinde basariyla elde edilmistir.
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