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ÖZET 

Diyabet, pankreastaki beta hücrelerinden insülin yapımının yetersiz oluşu ya da üretilen insülinin 

yeterince etki göstermemesi nedeni ile karbonhidrat, yağ, protein metabolizmasındaki 

bozuklukla karakterize kronik bir hastalıktır. Hastalığın tedavisi, hasta eğitimi, yaşam tarzının 

değiştirilmesi, fiziksel aktivitenin arttırılması ve ilaç tedavileri ile sağlanmaktadır. Pankreasta 

bulunan beta hücrelerinin temel fonksiyonu, plazmadaki glukozun fizyolojik oranının 

devamlılığını sağlamak amacıyla yeterli biyoaktif insülinin salımıdır.  Bu beta hücrelerinin 

hasarı sonucunda ise insülin yetmezliği ve diyabet gözlenir. Resveratrol (3,5,4′-trihidroksistilben) 

(RSV), pek çok bitkide var olan doğal polifenolik bir bileşiktir. Güçlü antioksidan etkili 

resveratrol, diyabette insülinin etkinliğini artırarak, pankreastaki insülin salımını gerçekleştiren 

beta hücrelerini koruyarak ve kan glukoz seviyesini düşürerek etkili olmaktadır. Çalışmamızda 

RSV yüklü lipozomal formülasyonlar geliştirilmiş, glukoz ile indükleyerek ve streptozosin ile 

inhibe ederek diyabetik hale getirilen pankreatik beta hücreleri üzerinde formülasyonların 

antidiyabetik ve antioksidan etkinliği değerlendirilmiştir.   
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ABSTRACT 

Diabetes is a chronic disease that takes place because of insufficient insulin build in the beta cells 

located in pancreas or inability of the insulin to act resulted in an imbalance in the carbohydrate, 

lipid and protein metabolism. The treatment of disease is provided with patient education, 

lifestyle modification, increasing physical activity and drug treatment. The primary function of 

beta cells in the pancreas is supplying the sufficient bioactive insülin release for the contiunuity 

of physiological rate of glucose in the plasma. Insulin deficiency and diabetes are observed in a 

result of damage to the beta cells. Resveratrol (3,5,4′-trihydroxystilbene) (RSV) is a strong 

antioxidant and polyphenolic compound mainly found in plants. RSV is a effective in diabetes by 

increasing insulin activity, protecting insulin-releasing beta cells and decreasing blood glucose 

level. In our study, we developed RSV loaded liposomal formulations and evaluation of 

antidiabetic and antioxidant activity of formulations on beta cells that were made diabetic with 

glucose induction and streptozocin inhibition. 
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1.GİRİŞ 

 
Diyabet, Langerhans adasının pankreatik beta hücrelerinden salınan insülin sekresyonunda ya da 

insülin aktivitesinde azalma sonucu gözlenen, vücudun karbonhidrat, yağ ve proteinlerden 

yeterince faydalanamadığı ve idrardan glukoz atılımı ile karakterize olan, sürekli bakım 

gerektiren bir hastalıktır. Dünya genelinde en hızla artan hastalıklardan biri olup hala tam bir 

tedavi şekli bulunamamıştır. Diyabet insülin bağımlı Tip I ve insülin bağımsız Tip II diyabeti 

olmak üzere iki tiptedir. Tip II diyabette Langerhans adacıklarının beta hücresi hasar gördüğü 

için insülin yetmezliği ya da yokluğu gözlenir.  

Resveratrol, üzüm, kırmızı şarap, yer fıstığı, asma yaprağı, keçiboynuzu ve yabanmersininde 

bulunan polifenolik bir bileşiktir. RSV’ün güçlü bir antioksidan olmasının yanı sıra, kanser 

tedavisinde, kalbi korumada, enflamasyon ve diyabet tedavisinde de etkin rol oynadığı 

bilinmektedir. RSV, antioksidan etkisiyle diyabette oluşan oksidatif stresi azaltmakta ve kan 

glukoz seviyesini düşürmektedir.  

Mikro ve nanopartiküler ilaç şekilleri konvansiyonel ilaç şekilleriyle sağlanan tedavi etkinliğinin 

artırılması, tedavide kullanılan terapötik dozun ve yan etkilerinin azaltılması amacıyla üzerinde 

yoğun olarak çalışılan bir gruptur. Hastanın yaşam kalitesini artırmak, daha düşük dozda, 

dozlama aralığını uzatarak yan ve zararlı etkilerden arınmak amacını karşılayacak olan nano ve 

mikropartiküler sistemler ile kontrollü salım sistemlerinin kullanımı artmıştır. 

Hücre kültürü, hücrelerin kontrollü koşullar altında canlılık özellikleri korunarak yaşatılmasına 

dayanan bir laboratuvar işlemi olup in vivo-in vitro arası özellik gösterirler. Hücre kültürü 

çalışmalarının in vivo korelasyonunun yüksek olmasıyla birlikte ilaç absorbsiyonunun in vitro 

olarak değerlendirilmesinde de günümüzde yaygın olarak kullanılan sistemlerdir. Hücre kültürü 

çalışmalarında insülin salımını sağlayan pankreatik beta hücreleri kullanılmıştır.  

Çalışmamızda, RSV yüklü lipozomal ilaç şekilleri geliştirilmiş ve geliştirilen bu 

formülasyonların, insülin salımı yapan ve glukoz ve streptozosin ile diyabetik hale getirilen 

pankreatik beta hücreleri üzerindeki antidiyabetik ve diyabette görülen oksidatif stresi azaltıcı 

etkisi incelenmiştir.  
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2. GENEL BİLGİLER 

 
Diabetes mellitus, pankreastaki beta hücrelerinden insülin yapımının yetersiz oluşu ya da üretilen 

insülinin yeterince etki göstermemesi nedeni ile, karbonhidrat, yağ, protein metabolizmasındaki 

bozuklukla karakterize kronik bir hastalıktır (1,2). Diyabette oluşan yüksek kan glukozu ile 

oksidatif stres arasında yakın ilişki olduğu görüşü birçok çalışma ile desteklenmiştir. Yapılan 

çalışmalarda diyabet ile serbest oksijen radikallerinin ve lipid peroksidasyonun önemli derecede 

arttığı ve oksidatif stresin diyabet etiyolojisinde ve ilerlemesinde rolü olduğu bildirilmiştir. 

Oksidatif strese en duyarlı yapılardan biri olduğu da bilinen beta hücrelerinde gözlenen hasarın, 

hipergliseminin toksik etkilerinden kaynaklandığı düşünülmektedir. 

Antioksidanlar, diyabette oluşan oksidatif stresin ve glukoz metabolizmasının düzeltilmesinde 

önemli etkiler oluşturabilirler (3). 

Resveratrol (RSV), yetmiş ikiden fazla bitki türünde bulunan, güçlü antioksidan, 

antienflamatuar,  kardiyoprotektif, antitümör aktivitesi yanı sıra kan şekerini düşürücü etkisiyle 

diyabet tedavisinde insan sağlığına yararlı bir bileşiktir (4-6). Elde edilen en son deneysel 

verilerde RSV’ün diyabetten korunmada ve bazı diyabetik komplikasyonları hafifletmede faydalı 

olduğu bildirilmektedir (2). RSV cis ve trans yapısal izomere sahip olup, trans izomeri biyolojik 

olarak daha aktif bulunmuştur. Trans-RSV’ün ışıktan korunarak 42 saate kadar, pH 1-7 

arasında tamponlarda 28 güne kadar stabil kalabildiği, cis-RSV’ün kararsız olduğu ve bu 

nedenle ticari olarak bulunmadığı, sadece nötral pH’da stabil olabildiği belirtilmiştir (7). Suda 

çözünürlüğü zayıf olan RSV yüksek membran geçirgenliği sergiler ve biyofarmasötik 

sınıflandırma sisteminde Sınıf II’de yer alır. RSV’ün sudaki zayıf çözünürlüğü, kolay okside 

olabilmesi, kısa yarılanma ömrü ve hızlı eliminasyonu nedeniyle etkinliği kısıtlanmaktadır. 

RSV’ün biyoyararlanımını artırmak için çeşitli formülasyonlar, RSV’ün ışıktan korunarak 

stabilitesini artırmak,  sudaki çözünürlüğünü artırmak, istenen bölgeye hedefleme ve/veya 

uzatılmış salımını sağlamak amacıyla geliştirilmeye çalışılmıştır (5,7). Çeşitli mikro ve nano ilaç 

taşıyıcı sistemler bütün bu beklentilere hizmet edebilen, etkin maddeyi hapsederken etkinliğini 

artıran sistemlerdir. Bu sistemlerden biri olan lipozomlar, lipit çift tabaka ve sulu faz olmak 

üzere iki kısımdan oluşan kolloidal yapıda küresel veziküllerdir. Yapısında vücudun yapıtaşı 

olan fosfolipitler bulunur ve bu sebeple biyolojik membrana benzerler. Biyolojik olarak uyumlu, 

parçalanabilir, toksik olmayan yapıya sahiptirler. Düşük olan biyoyararlanımı iyileştiren 

lipozomlar yarı ömrü kısa ilaçların vücutta kalış süresini artırarak hastanın ilaçtan 

yararlanmasını en üst düzeye ulaştıran sistemlerdir. Lipozomlar, kozmesötik ve farmasötik 

alanda geniş kullanım alanına sahiptirler (8-10). Polietilen glikol (PEG), toksik, immunojenik ve 

antijenik olmayan, suda yüksek çözünürlüğe sahip, Amerikan Gıda ve İlaç Dairesi (Food and 
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Drug Administration-FDA) tarafından onaylı bir polimerdir. Pegilasyon bazı küçük 

moleküllerin, makromoleküllerin,  peptid-protein yapısında olan moleküllerin, bir veya daha 

fazla PEG zincirinin bağlanması ile etkin maddenin yarılanma ömrünü uzatarak, dolaşımda daha 

uzun süre kalmasını sağlayarak terapötik etkinliğinin artırılması işlemidir (11).  

Erişkin insanda, ağırlıkları pankreas ağırlığının % 2’si civarında olan yaklaşık 2 milyon ada 

bulunmaktadır. Adacıklardaki hücreler, morfoloji ve boyanma özelliklerine göre ayrılırlar. Bu 

hücrelerden biri olan beta hücreleri temel fonksiyonu; vücuttaki tüm dokuların optimal 

fonksiyonu için besinlere, hormonlara ve sinirsel stimülasyonlara yanıt olarak plazmadaki 

glikozun fizyolojik oranının devamlılığını sağlamak amacıyla yeterli biyoaktif insülin salımıdır 

(12). Hücre kültürleri in vivo özellikleri tahmin etmede tercih edilen, ekonomik, zaman kaybını 

azaltan ve pahalı hayvan çalışmalarını minimuma indiren sistemlerdir (13).  

Çalışmamızda, antioksidan etkinliği ile öne çıkan RSV’ün yeni geliştirilen lipozomal 

formülasyonların antidiyabetik ve antioksidan etkinliği incelenmiştir.   
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3.GEREÇ VE YÖNTEMLER 

 

3.1 GEREÇ  
 

3.1.1 Kullanılan kimyasallar 
 

Trans-Resveratrol Sigma-ABD 

Fosfolipit (Dipalmitoil fosfatidil kolin) Sigma-ABD 

Kolesterol 

PEG-PE2000(Fosfatidil etanolamin-PEG) 

Sigma-ABD 

Sigma-ABD 

Asetik asit (HPLC Grade) Merck-Almanya 

Metanol (HPLC Grade) 

Streptozosin  

MTT 

Merck-Almanya 

Sigma-ABD 

Sigma-ABD 

 

3.1.2 Kullanılan Aletler ve Malzemeler 
 
Yüksek Basınçlı Sıvı Kromatografisi(YBSK) 

Hot plate-Isıtıcı 

Agilent 1200 series 

Heidolph 

Partikül büyüklüğü ölçüm aleti Malvern-Zeta Sizer 

Zeta potansiyel ölçüm aleti Malvern-Zeta Sizer 

Rotaevaporatör Heidolph 

Laminar akış steril kabin Nüve 

Su banyosu Nüve 

Terazi Pioneer 

Ultrasonik banyo Wise Clean 

Vorteks WiseMix 

  

3.2 YÖNTEM 

 

3.2.1 Etkin madde miktar tayini 

Projemizde RSV etkin madde miktarının belirlenmesi için yüksek basınçlı sıvı 

kromatografisinden (YBSK) yararlanılmıştır. Bunun için sabit faz olarak C18 kolon (5_μm, 

4.6mm×200 mm)  ve hareketli faz olarak metanol:su (50:50) ve % 0.5 asetik asit karışımı 

kullanılmış olup 306 nm dalga boyunda teşhis edilmiştir (14). Başlangıç olarak RSV için 

kalibrasyon doğrusu elde edilmiş, daha sonra elde edilen numunelerde RSV miktar tayini 

gerçekleştirilmiştir. 
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3.2.2 Formülasyonların geliştirilmesi ve karakterizasyonu  

Boş ve etkin madde yüklü lipozom kuru film (Bangham) metodu ile hazırlanmıştır. Pegile 

lipozomlarımız ise lipozom süspansiyonuna % 5 mol pegile lipit (DSPE-PEG 2000) ilave edilip 

1 saat 37°C’de çalkayıcıda bekletilerek hazırlanmıştır (15).  

Hazırlanan formülasyonların in vitro karakterizasyon çalışmalarında partikül büyüklüğü ve 

dağılımı ve zeta potansiyel değerleri foton korelasyon spektroskopisi ve lazer dopler anemometri 

ile analiz edilmiştir.  

Geliştirilen formülasyonlarda yükleme etkinliği, elde edilen lipozom ve pegile lipozom 

süspansiyonunun santrifüj edilmesinin ardından yüklenmemiş RSV’ün üstteki berrak kısım 

(süpernatant)’dan YBSK ile tayin edilmesi ve toplam RSV miktarından çıkarılması suretiyle 

yükleme etkinliği belirlenmiştir.    

Pegilasyon işlemi sonucu hazırlanan lipozomlara bağlanan PEG-lipit tayini için 

spektrofotometrik yöntem olan pikrat metodu kullanılmıştır (16). 

 

3.2.3 Sitotoksisite testi 

Formülasyon geliştirme sırasında kullanılan etkin ve yardımcı maddelerin hücrelerin canlılığını 

koruyarak güvenle kullanılabilecekleri maksimum miktarları belirlemek amacıyla pankreatik 

beta TC hücreleri üzerinde sitotoksisite testi yapılmış ve kullanılacak madde miktarları 

belirlenmiştir. Pankreatik beta TC hücreleri 25.000 hücre/kuyucuk olacak şekilde 96 kuyucuklu 

platelere ekilmiş ve bir gün boyunca hücrelerin yapışması beklenmiştir (17). Hücrelerin canlılık 

oranlarının değerlendirilmesinde 3-(4,5-dimetilthiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolium bromit 

(MTT) testi kullanılmıştır. 

 

3.2.4 Salım çalışmaları 

Etkin madde yüklü lipozomlar 37°C’de pH 7.4 fosfat tamponu içerisinde 24 saat boyunca 

bekletilerek, belirli zaman aralıklarıyla alınan örneklerin YBSK ile analiz edilmesi ve 24 saat 

boyunca salınan miktarların belirlenmesi suretiyle yapılmıştır.  

 

3.2.5 Hücre geçiş çalışmaları 

Hücre geçiş çalışmalarında pankreatik beta TC hücreleri kullanılmıştır. Hücreler 0,4 µm por 

çaplı, 6 kuyucuklu özel hücre kapları üzerinde 2.5x105 hücre/kuyucuk (18) olacak şekilde 

ekildikten deney başlatılmıştır. Donör kısımdan reseptör kısma doğru etkin madde geçişleri 

belirli zaman aralıklarında alınan örneklerle tayin edilmiştir. Ortam hacminin değişmemesi için 

reseptör faza örnek alımından sonra örnek hacmi kadar sıcaklığı 37ºC’ye getirilmiş ortam ilave 
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edilmiştir. Deney süresi sonunda hücreden geçen % kümülatif RSV miktarları ve % kümülatif 

RSV miktarları kullanılarak permeabilite katsayıları hesaplanmıştır.  

 

3.2.6 Stabilite çalışmaları 

Stabilite çalışmaları kapsamında 3 ay boyunca farklı sıcaklık ve bağıl nem ortamında (4ºC ve 

25˚C±%60 bağıl nem) formülasyonların muhafaza edilerek her ay etkin madde miktar tayini 

yapılarak bozunmadan kalan etkin madde miktarları hesaplanmıştır. Hesaplanan veriler 

kullanılarak elde edilen profiller değerlendirilerek hangi kinetiğe uygun bozunma olduğu uyum 

ölçütleri göz önünde bulundurularak hesaplanmıştır. Ayrıca bu 3 ay boyunca formülasyonların 

partikül büyüklüğü ve zeta potansiyelindeki değişim incelenmiştir. 

 

3.2.7 Glukoz ve insülin tayini 

 Pankreatik beta TC hücreleri üç gruba ayrılmıştır. Birinci grup kontrol grubu, ikinci ve üçüncü 

grup ise glukoz içeren Krebs-Ringer Bikarbonat (KRB) çözeltisi (119 mM NaCI, 4,7 mM KCI, 

2,54 mM CaCI2, 1,19 mM MgSO4, 1,19 mM KH2PO4, 25 mM NaHCO3) ile stimüle edilen ve 

streptozosin ile inhibe edilen gruplardır. İkinci ve üçüncü grup, RSV ile hazırlanan 

formülasyonlar ile muamele edilmiş ve 24 saat inkübasyon (37ºC % 5 CO2’li etüv) öncesinde ve 

sonrasında alınan örneklerden glukoz ve insülin tayini yapılmıştır. Glukoz miktarının 250 

mg/dL’nin üstüne çıkması ile hücrelerin diyabetik olduğu kabul edilmiştir (19,20).  

Glukoz ve insülin tayini için kitler ile prosedüre uygun olarak ölçüm yapılmış ve 

formülasyonların etkinliği değerlendirilmiştir.  

 

3.2.8 Antioksidan aktivite tayini 

Diyabetik hale gelen hücrelerin formülasyonlarla inkübasyonu öncesi ve sonrasında alınan 

örnekler ile diyabette oluşan oksidatif stres üzerine RSV’ün etkisi belirlenmiştir. Bu kapsamda 

Glutatyon Peroksidaz (GPx) ve süperoksit dismutaz enzim aktiviteleri kit prosedürlerine uygun 

olarak ölçülmüş ve formülasyonların etkinliği değerlendirilmiştir (21).  
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4.BULGULAR  

 

4.1 Etkin madde miktar tayini 

Bölüm 3.2.1’de belirtildiği üzere yüksek basınçlı sıvı kromatografisi kullanılarak etkin madde 

miktar tayini yapılmıştır. Kalibrasyon çalışmasında 0.25 ile 10 µg/mL konsantrasyon aralığında 

9 noktalı olarak çalışılmış olup elde edilen doğru denklemi; y=84.749x–10.210 (r2 = 0.999) 

olarak bulunmuştur. Metod validasyonunda doğruluk ve kesinlik çalışmaları 1, 4 ve 10 μg/mL 

konsantrasyonlar kullanılarak yapılmış ve metodun uygun olduğuna karar verilmiştir  

 

4.2 Formülasyonların geliştirilmesi ve karakterizasyonu  

Etkin madde yüklü formülasyonların partikül büyüklüğü (PB), zeta potansiyel (ZP), 

polidispersite indeksleri (PDI) ve enkapsülasyon etkinlikleri (EE) Tablo 1’de belirtilmiştir. 

 

Tablo 1: RSV yüklü lipozom ve pegile lipozomların karakterizasyonu (n=3) 

Formülasyonlar PB±SS 

(µm) 

ZP±SS 

(mV) 

PDI±SS EE(%)±SS 

 

Lipozom 
0.215±0.004 -45.3±2.1 0.077±0.037 85.5±2.7 

Pegile lipozom 
0.226±0.007 -44,5±2.4 0.099±0.023 84.2±2.1 

 

4.3 Sitotoksisite testi 

Formülasyonlarda kullanılan etkin ve yardımcı maddelerin sitotoksik etkisi 24 saat sonunda 

incelenmiştir. Boş ve etkin madde yüklü formülasyonların %25, %50 ve %75 oranlarındaki 

miktarlarının ve pankreatik hücreleri diyabetik hale getirmek için kullanılan streptozosin ve 

glukozun farklı derişimdeki çözeltilerinin MTT testi ile belirlenen % canlılık bulgularına ait 

veriler Şekil 1 ve 2’de verilmiştir.  
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Şekil 1: Boş (a) ve RSV yüklü (b) lipozomal formülasyonların DMEM içerisinde hazırlanan farklı 

derişimlerinin pankreatik beta TC hücreleri üzerindeki MTT testi sonuçları 
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Şekil 2: Streptozosin (a), glukoz (b) ve RSV çözeltisinin (c) pankreatik beta TC hücreleri 

üzerindeki MTT testi sonuçları 

 

4.4 Salım çalışmaları 

Bölüm 3.2.4’te belirtildiği şekilde 24 saat boyunca RSV yüklü lipozomlardan salım çalışmaları 

yapılmış ve % kümülatif salınan RSV miktarı zamana karşı grafiğe geçirilmiş ve Şekil 3’te 
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verilmiştir. RSV çözeltisinden, lipozomundan ve pegile lipozomundan salınan RSV miktarı 

sırasıyla % 97.4, % 92.6 ve %87.2 olarak bulunmuştur.  
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Şekil 3: RSV lipozom ve pegile lipozomlardan pH 7.4 fosfat tamponunda çözelti ile karşılaştırmalı 

salım profili (n=3) 

 

4.5 Hücre geçiş çalışmaları 

Bölüm 3.2.5’te belirtildiği şekilde RSV yüklü lipozomların ve çözeltisinin geçiş çalışmaları 

yapılmış ve % kümülatif geçen RSV miktarı zamana karşı grafiğe geçirilmiştir (Şekil 4). RSV 

çözeltisinden, lipozomundan ve pegile lipozomundan salınan ve hücre tek tabakasından geçen 

RSV miktarı sırasıyla % 53.3, % 49.8 ve% 44.9 olarak bulunmuştur.  
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Şekil 4: RSV lipozom ve pegile lipozomlardan pankreatik beta hücreleri bulunan polikarbonat 

membrandan çözelti ile karşılaştırmalı geçiş profili (n=3) 
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4.6. Stabilite çalışmaları 

RSV ile hazırlanan lipozom ve pegile lipozom formülasyonlarının karakterizasyon 

parametrelerinin (partikül büyüklüğü, zeta potansiyel ve polidispersite indeksi) zamanla değişimi 

incelenmiş ve elde edilen veriler Şekil 5, 6 ve 7’de gösterilmiştir. 
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Şekil 5: RSV yüklü lipozom (a) ve pegile lipozom (b) formülasyonlarında partikül büyüklüğü 

değişimi (n=3) 
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Şekil 6: RSV yüklü lipozom (a) ve pegile lipozom (b) formülasyonlarında zeta potansiyel değişimi 

(n=3) 
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Şekil 7: RSV yüklü lipozom (a) ve pegile lipozom (b) formülasyonlarında polidispersite indeksi 

değişimi (n=3) 

 

Üç ay boyunca farklı sıcaklık ve bağıl nem ortamında (4ºC ve 25˚C ± % 60 bağıl nem) 

formülasyonların muhafaza edilerek formülasyonlarda bozunmadan kalan etkin madde 

miktarının zamanla değişimi Şekil 8’de verilmiştir.  

Uyum ölçütleri (determinasyon katsayısı, sapma kareleri toplamı) incelenerek elde edilen 

profiller kinetik açıdan incelenmiş ve her iki formülasyonda bozunmanın birinci dereceden 

olduğu bulunmuştur.  
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Şekil 8: Stabilite çalışmalarında lipozomal formülasyonlarda RSV miktarının zamanla değişimi 

(n=3) 
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4.7. Glukoz ve insülin tayini 

Bölüm 3.2.6’da belirtildiği şekilde pankreatik beta TC hücrelerinin diyabetik hale getirilmesi 

sonrasında ve öncesindeki alınan örneklerle glukoz ve insülin tayini yapılmış ve elde edilen 

veriler Şekil 9 ve 10’da verilmiştir.  

      

          a       b 

Şekil 9: Streptozosin ile inhibe edilmiş (a) ve glukoz ile indüklenmiş (b) pankreatik beta TC 

hücrelerindeki formülasyon inkübasyonu sonrası % glukoz konsantrasyon değişimi (n=3) 

(*kontrol grubu ile anlamlı olmayan fark p>0.005, **kontrol grubu ile anlamlı fark p<0.002, 

***kontrol grubu ile anlamlı fark p<0.005) 

 

   

       a       b 

Şekil 10: Streptozosin ile inhibe edilmiş (a) ve glukoz ile indüklenmiş (b) pankreatik beta TC 

hücrelerindeki formülasyon inkübasyonu sonrası % insülin konsantrasyon değişimi (n=3) 

(*kontrol grubu ile anlamlı olmayan fark p>0.005, **kontrol grubu ile anlamlı fark p<0.005, 

***kontrol grubu ile anlamlı fark p<0.005) 
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4.8. Antioksidan aktivite tayini 

Glukoz ve streptozosin ile diyabetik hale getirilen beta TC hücreleri üzerinde RSV ile hazırlanan 

lipozomal formülasyonların etkinliği GPx ve SOD aktivite tayinleri ile yapılmış elde edilen 

veriler Şekil 11 ve 12’de verilmiştir.  

 

 

Şekil 11: Pankreatik beta TC hücresindeki formülasyon inkübasyonu sonrası glutatyon peroksidaz 

enzim aktivitesi (K: Kontrol grubu, S: Streptozosin ile inhibe edilen grup, G: Glukoz ile indüklenen 

grup, GÇ: Glukoz ile indüklenen grupta çözelti formu ile inkübe edilen grup, GL: Glukoz ile indüklenen 

grupta lipozom formülasyonu ile inkübe edilen grup, GLP: Glukoz ile indüklenen grupta pegile lipozom 

formülasyonu ile inkübe edilen grup,  SÇ: STZ ile inhibe edilen grupta çözelti formu ile inkübe edilen 

grup, SL: STZ ile inhibe edilen grupta lipozom formülasyonu ile inkübe edilen grup, SLP: STZ ile inhibe 

edilen grupta pegile lipozom formülasyonu ile inkübe edilen grup) (n=3) 
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Şekil 12: Pankreatik beta TC hücresindeki formülasyon inkübasyonu sonrası süperoksit dismutaz 

enzim aktivitesi (K: Kontrol grubu, S: Streptozosin ile inhibe edilen grup, G: Glukoz ile indüklenen 

grup, GÇ: Glukoz ile indüklenen grupta çözelti formu ile inkübe edilen grup, GL: Glukoz ile indüklenen 

grupta lipozom formülasyonu ile inkübe edilen grup, GLP: Glukoz ile indüklenen grupta pegile lipozom 

formülasyonu ile inkübe edilen grup,  SÇ: STZ ile inhibe edilen grupta çözelti formu ile inkübe edilen 

grup, SL: STZ ile inhibe edilen grupta lipozom formülasyonu ile inkübe edilen grup, SLP: STZ ile inhibe 

edilen grupta pegile lipozom formülasyonu ile inkübe edilen grup) (n=3) 
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5. TARTIŞMA ve SONUÇ 

Yapılan literatür araştırmalarında RSV’ün bir çok alanda kullanımı ile ilgili çalışmalar yer 

almaktadır. Ancak ilaç taşıyıcı sistemler kullanılarak hazırlanan formülasyonlar az sayıda olup 

bu çalışmalar genel olarak, hazırlama metotlarının karşılaştırması, RSV’ün çözünürlüğünü ve 

biyoyararlanımını artırma, antioksidan ve antikanser aktivitesini belirleme üzerine yapılmış 

çalışmalardır. RSV çözeltisinin diyabet üzerine etkisinin araştırıldığı çalışma (20) literatürde var 

olsa da ilaç taşıyıcı sistemlere daha düşük dozda yüklenmiş etkin madde ile uzun süreli etki 

yapan lipozomal formülasyonların diyabet üzerine etkisi ile ilgili literatürde çalışma 

bulunmamaktadır. Bizim çalışmamızda; amacımızda da belirttiğimiz üzere, çözünürlük ve 

biyoyararlanım problemleri nedeniyle istenen terapötik etkinin sağlanamaması ve bu çözelti 

formunun uygulama sıklığı, yüksek ilaç konsantrasyonu ve hasta uyuncunda düşüklük gibi 

problemleri beraberinde getirmesi nedeniyle veziküler ilaç taşıyıcı sistemlerin sağladığı 

avantajları kullanarak RSV’ün diyabet üzerine olan etkinliği incelenmiş ve yorumlanmıştır. 

Yeni geliştirilen formülasyonların karakterizasyon çalışmalarına bakıldığında partikül 

büyüklüğü nanometre boyutunda olup zeta potansiyelleri negatif bulunmuştur. Zeta potansiyel, 

kolloidal sistemlerin stabilitesinin değerlendirilmesinde etkilidir. Zeta potansiyel değeri +30 

mV’tan büyük ve -30 mV’tan küçük olan kolloidal sistemlerin kararlı olduğu ifade edilir (22). 

Formülasyonlarımızda elde ettiğimiz zeta potansiyel değerleri -35.3±2.1 ve -34.5±2.4 mV’tur. 

Üç aylık stabilite testi boyunca zeta potansiyel değerlerinde anlamlı bir değişkenlik 

görülmemiştir (p>0.002). Partikül büyüklüğü değişimine bakıldığında üçüncü ayın sonunda her 

iki koşulda da görülen artış anlamlı bulunmuştur (p<0.001). Bunun yanı sıra polidispersite 

değerlerinin 0.100 ve altında olduğu belirlenmiş ve hazırlanan lipozomal formülasyonların 

monodispers bir dağılım gösterdiği sonucuna varılmıştır. Polidispersite indeksi 0.5’e kadar olan 

değerlerde sistemler monodispers olarak değerlendirilmektedir. Kolloidal sistemlerde 

monodispers dağılım istenmekte olup partikül büyüklüğü dağılımının dar olduğu anlamına 

gelmektedir (23,24).  

Literatürlere baktığımızda, RSV ile hazırlanan taşıyıcı sistemler üzerine yapılan çalışmalar 

oldukça sınırlıdır. RSV yüklü lipozomların farklı metotlarla hazırlanması ve karakterizasyonu 

üzerine yapılan bir çalışmada, partikül büyüklüğü 120-270 nm arasında değişen, zeta potansiyeli 

-53.1 ile -47.7 mV arasında değişen lipozomların elde edildiği gösterilmiştir. Yükleme 

etkinliğine baktığımızda, bizim çalışmamızda % 84.2 ve % 85.5 yükleme etkinliği elde 

edilmiştir. Yüksek yükleme etkinliğine bağlı olarak in vitro salım çalışmasında da 24 saatin 

sonunda % 85 ve üzeri salım gözlenmiştir. Yapılan bir çalışmada kullanılan yöntem ve fosfolipit 

farklılığına bağlı olarak % 44.2’den % 97.4 arası değişen yükleme etkinlikleri elde edilmiştir 
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(4). Tüm bunlar beraber değerlendirildiğinde çalışmamızda elde ettiğimiz verilerin uygun olduğu 

düşünülmektedir.  

Hücre kültürü çalışmalarına başlamadan önce deneylerde kullanılan maddelerin hücreler 

üzerindeki sitotoksik etkisi incelenmeli ve bu testin sonucunda kullanılan etkin ve yardımcı 

maddelerin miktarları belirlenmelidir. Sitotoksisite testi sonunda hücre canlılık oranları %50’nin 

üzerinde olmalıdır (25). Kullanılan boş ve dolu formülasyonların en yüksek derişiminde bile % 

canlılık % 80’in üzerinde bulunmuştur. Bu elde edilen yüksek canlılık oranları formülasyonların 

güvenle kullanılabileceğini göstermiştir. Hücrelerin diyabetik hale getirilmesinde kullanılan 

streptozosin ve glukozun en yüksek derişiminde bile sırasıyla % 88.8 ve % 93.4 canlılık oranı 

tespit edilmiştir. Bu derişimdeki streptozosin ve glukozun aynı zamanda glukoz miktarının 250 

mg/dL’nin üstüne çıkması ile hücreleri diyabetik hale getirdiği (19,20)  de kanıtlanmıştır. Etkin 

madde RSV için ise artan derişimlerinde % canlılık değeri düşmüş IC50 değeri 56 µg/mL olarak 

hesaplanmıştır. Formülasyonlar bu konsantrasyon dikkate alınarak hazırlanmıştır.  

In vitro salım çalışmasında RSV çözeltisi ve lipozomal formülasyonlarından 24 saatin sonunda 

elde edilen yüzde kümülatif salınan RSV miktarı bulunmuştur. Yapılan kinetik hesaplamalarda 

r2 ve sapma kareleri toplamı (SKT) verileri değerlendirilip RRSBW kinetiğine uyan salım 

gözlenmiştir. Bu kinetikte dik bir eğim ve sonrasında düzleşen kuyruk kısmı bulunur (26). 

Pankreatik beta TC hücresi 0.4 µm por çaplı filtreler üzerinde üretilmiş ve geçiş çalışması 

yapılmıştır. Yirmi dört saat boyunca devam eden çalışmada belirlenen zamanlarda alınan 

örneklerden RSV miktar tayini yapılmış ve diyaliz membrandan salım çalışmasına kıyasla hücre 

tabakasından geçiş daha az olmuştur. Çünkü hücre tek tabakaları geçişi sınırlayıcı durumdadır. 

Bunun, pankreatik beta TC hücrelerinin oluşturduğu tabaka nedeniyle daha yüksek 

Transendotelyal Elektrik Rezistansı (TEER) değerine sahip olması olabileceği düşünülmüştür. 

Glukoz ve insülin tayininde pankreatik beta TC hücreleri üç gruba ayrılmıştır. Sitotoksisite 

deneyinde gözlenen yüksek canlılık oranı gözlenen 25 mM glukoz içeren KRB çözeltisi ile 

stimüle edilen grupta kontrol grubuna göre anlamlı farklılık oluşturan glukoz artışı 

gözlemlenmiştir (p<0.005). Streptozosin çözeltisi ile inhibe edilen üçüncü grupta da glukoz 

artışında kontrol grubuna göre anlamlı farklılık gözlenmiştir (p<0.005). Yapılan literatür 

taramalarında, streptozosin ile inhibisyonda glukoz seviyesinin 250 mg/dL’nin üstüne çıkması 

diyabetik hücreler oluştuğunu göstermiştir (19,27). Streptozosin ile muamele edilen grupta 

ölçülen glukoz miktarı 347,7 mg/dL, glukoz içeren KRB çözeltisi ile indüklenen grupta glukoz 

miktarı ise 353,6 mg/dL olarak bulunmuştur.  

Glukoz ve insülin ölçümleri yapılmış literatürler tarandığında, glukoz ölçümleri için kitler (28) 

ya da birkaç dakikada ölçüm yapabilen glukometreler kullanılmaktadır (29). Literatürde, 
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genistein isimli insülin sekresyonunu artıran biyoaktif bir bileşiğin pankreatik beta TC hücreleri 

üzerindeki etkisine bakılmıştır. INS-1E hücrelerinin glukoz ile indüklenmesi sonrası değişen 

glukoz konsantrasyonları ve salınan insülin miktarları kit ile tayin edilmiş ve kullanılan 

biyoaktif madde genisteinin etkisi değerlendirilmiştir (30). Dolayısıyla bizim çalışmamızda 

kullandığımız kit ile tayin yönteminin güvenilir ve doğru sonuçlar verdiği düşünülmektedir.  

Diyabetik hale gelen hücrelere uygulanan RSV yüklü lipozomal formülasyonların 24 saat 

inkübasyonu sonrasında ölçülen glukoz ve insülin miktarlarına bakıldığında, kontrol grubu ile 

anlamlı olmayan fark oluşmuştur (p>0.005). Literatürlerde RSV ile hazırlanan lipozomal 

formülasyonların diyabet üzerine etkinliği değerlendirilmemiş olup bu çalışma literatürde ilk 

olacaktır. Çözelti formuyla kıyaslandığında RSV yüklenen daha düşük doz ile daha uzun süreli 

salım sağlayan lipozomal formülasyonlar ile etki süresinin uzatıldığı, pegilasyonun amacına 

uygun olarak dolaşımda daha uzun süre kalarak terapötik etkinliğin artırıldığı ve böylece diyabet 

tedavisinde katkıda bulunulacağı düşünülmüştür.  

Antioksidan aktivite tayininde, GPx ve SOD enzim tayinleri yapılmıştır. Diyabetik hale getirilen 

hücrelerin formülasyonlarla inkübasyonu öncesi ve sonrası, geliştirilen lipozomal 

formülasyonların etkinliği RSV çözelti formuyla karşılaştırmalı olarak değerlendirilmiştir. 

Diyabetik hücrelerde her iki grupta da, çözelti formu uygulanan hücrelerden alınan örneklerde 

kontrol grubu ile anlamlı olmayan (p>0.05), lipozomal formülasyonların uygulandığı gruplarda 

ise anlamlı olarak (p<0.001) artış gösteren enzim aktivitesi ölçülmüştür. Bunun nedeni olarak 

uzun süreli salım yapan lipozomal formülasyonların çabuk bozunan ve hassas bir molekül olan 

RSV’ün çözelti formuna göre yapısını ve etkisini koruduğu ve 24 saat süren salım yaparak 

antioksidan enzim aktivitesinde uzun süreli etkili olduğu sonucuna varılmıştır. 

Literatürde RSV’ün majör antioksidan enzimler GPx ve SOD’u indüklediği belirtilmiştir (31).  

Jøraholmen ve arkadaşlarının yaptığı, RSV ile hazırlanan lipozomal formülasyonun SOD ve 

GPX enzim aktivitesinin değerlendirildiği bir çalışmada, çözelti formunun SOD aktivitesi % 20, 

lipozomal formülasyonun aktivitesi % 26 olarak bulunmuştur. RSV çözelti formuna kıyasla 

anlamlı olarak (p=0.009) lipozomal formülasyonun yüksek SOD enzim aktivitesi gösterdiği 

belirtilmiştir (32).  

RSV ile hazırlanan lipozomal formülasyonlar ile yapılan çalışmalar incelendiğinde antioksidan 

aktivite tayinlerinde glutatyon peroksidaz aktivite tayinine rastlanmamıştır. Ancak çalışmamızda 

elde ettiğimiz RSV yüklü lipozomal formülasyonlar, çözelti formuyla kıyasla SOD ve GPx 

enzim aktiviteleri bakımından benzer sonuçlar vermiştir.   

Sonuç olarak, RSV yüklü lipozomal formülasyonların yapılan çalışmalar sonucunda amaca 

uygun olarak geliştirilebildiği, yüksek miktarda RSV’ün formülasyonlara yüklenebildiği ve 
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diyabetik hale getirilmiş pankreatik hücreler üzerine yeni geliştirilen RSV yüklü lipozomların 

çözelti formuna nazaran antidiyabetik ve diyabette oluşan oksidatif strese karşı etkinliği uzun 

süreli olarak gözlenmiş olup elde edilen verilerin literatüre önemli katkıda bulunacağı 

düşünülmektedir.  

Proje başvurusunda yapılacağı belirtilen 2-tiyobarbitürik asit (TBA)-reaktif türleri (TBARS) 

formasyonunun inhibisyonu ile ölçülen lipit peroksidasyonu deneyi ise yapılmış ancak veriler 

kayda değer bulunmamıştır. Kurumumuzda var olan imkanlarla SOD deneyi yapılmış ve elde 

edilen veriler projeye eklenmiştir.  
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