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OZET

POTANSIYEL BiR ILAC ETKIN MADDESI OLARAK PROPOLIS
ICEREN NiOZOMLARIN HAZIRLANMASI VE
KARAKTERIZASYONU

ULUCAN, Fulden

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoteknoloji Anabilim Dali
Tez Danismant: Dog. Dr. Ozlem YESIL CELIKTAS
Ekim, 2014, 141 sayfa

Bu tezde, genis biyolojik aktivite spektrumuna sahip dogal bir aktif {iriin
olan propolisin uygulama zorluklarinin iistesinden gelebilmek, biyoyararlanimini
arttirmak iizere enkapsiile edilmesi amag¢lanmistir. Enkapsiilasyon, propolisin sert
ve hos olmayan tadi, aromatik kokusu ve diisiik biyoyararlanim ile sonuglanan

diisiik suda ¢oziiniirliik 6zelliklerinden kaginmak tizere tercih edilmistir.

[k asamada, Tiirkiye’den toplanan propolis %96°lik etanol ile ii¢ farkl
ekstraksiyon yontemi ve iki farkli sicaklik denemesi ile ekstre edilmistir. Verim,
toplam fenol ve flavanoit igerikleri yoniinden en iyi ekstraksiyon ydntemi,
ultrasonik 30 °C ekstraksiyonu olarak belirlenmistir. Ekstreye ait, ultraviyole
(UV) spektrumu, proton nikkleer manyetik rezonans (*H-NMR) profili,
diferansiyel taramali kalorimetri (DSC) analizleri gergeklestirilmistir. Ardindan
ultrasonik 30 °C ekstresinin igerigindeki major bilesen, ince tabaka kromatografisi
ve kolon kromatografisi teknikleri ile izole edilmis, ‘H-NMR ve svi
kromatografisi-elektron spray iyonizasyon-kiitle spektrometresi (LC-ESI-MS)
teknikleri ile galangin olarak tanimlanmustir. Ultra performans sivi kromatografisi
(UPLC) yontemi kullanilarak 1 mg/ml propolis ekstresi igerisinde 0.086 mg/ml
galangin oldugu bulunmus ve UPLC-DAD ile galangine ait UV spektrumu elde

edilmistir.



viii

Ikinci asama olarak ise propolis ekstresi, niozom formiilasyonu ile
enkapsiile edilmistir. Niozom formiilasyonu eter enjeksiyonu yontemi ile elde
edilmistir. Partikiillerin boyutlarini etkileyecek parametreler olarak sonifikasyon
stiresi, surfaktan orani ve evaporasyon sicakligi se¢ilmis, Design Expert programi
ile Box Behnken deney tasarimi kullanilmistr. ANOVA testi ile modelin
anlamliligmm kontroliiniin ardindan partikiil boyutunu minimize edecek optimum
degerler %5.61 Tween 80, 41 derece evaporasyon sicakligi ve 50 dakika
sonikasyon siiresi olarak belirlenmis, partikiil boyutu nanosizer ile 153.6+2.54
nm olarak §l¢iilmiistiir. Yiklenecek etkin madde orant 1 mg/ml olarak se¢ilmistir.
Se¢ilen optimum degerler ve etkin madde miktari ile tiretilen niozomlarin partikiil
boyutlar1 217.2+38.32 nm olarak 6l¢iilmiis, taramali elektron mikroskobu (SEM)
ve DSC analizleri gergeklestirilmistir. SEM analizleri sonras1 propolis ekstresi ile
dolu niozomlarin, etkin madde igermeyen niozomlara kiyasla birbirine daha
yakin, kiiresellikleri bozulmus ve tibiiler halde olduklar1 gorilmiistiir. DSC
analizlerine gore ise, propolis ekstresinin niozomlar igerisinde amorf halde oldugu
goriilmektedir. Propolis ekstresi icindeki galangin miktar1 ve yikleme verimi
UPLC teknigi ile 0l¢lilmiistiir. Galangin temel alarak, yikleme verimi %64.67

olarak hesaplanmustir.

Anahtar kelimeler: propolis, niozom, ekstraksiyon, izolasyon, galangin



ABSTRACT

PRODUCTION OF NIOSOMES LOADED WITH PROPOLIS AS A
POTENTIAL PHARMACEUTICAL AGENT AND THEIR
CHARACTERIZATION

ULUCAN, Fulden

MSc. in Biotechnology Department
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ozlem YESIL-CELIKTAS
October, 2014, 141 pages

In this study, we aimed encapsulation of propolis as a natural product
which has broad spectrum of biological activity in terms of overcoming
administration problems and improving bioavailability. Encapsulation is preffered
to avoid its strong and unpleasant taste, aromatic odor and low water solubility

resulting in low bioavailability.

In the first stage, Turkish propolis was extracted with 96% ethanol by
three different techniques at two different temperatures. The best extraction
method was chosen in terms of yield, total phenol and flavonoid content as
ultrasonic extraction and temperature was chosen as 30 °C. Ultraviolet (UV)
spektrum, proton nuclear magnetic resonans (LH-NMR) profile, differantial
scanning calorimeter (DSC) of the extract were provided. After that, isolation of
the major compound of the propolis ultrasonic 30 °C extract was carried out by
prep-TLC and column chromatographies. The isolate was identifed by *H-NMR
and liquid chromatography-electronspray ionization- mass spectrometry (LC-ESI-
MS) techniques as galangin. Then, its amount in the propolis extract was
determined by ultra performance liquid chromatography (UPLC) as 0.086 mg
galangin/ mg extract and its UV spectrum was obtained by UPLC-DAD.



In the second stage, propolis extract was encapsulated with niosome
formulation. Niosome formulation was conducted by ether injection method. A
data set including evaporation temperature, sonication time and surfactant ratio
which effect particle sizes for encapsulation was created in Design Expert
Software. Subsequently, the optimum temperature, sonication time and surfactant
ratio were chosen which minimize the particle sizes analyzed by nanosizer. A
surfactant ratio of 5.61%, temperature of 41 °C for 50 min was elicited as
optimum points yielding a particle size of 153.6+2.54 nm. ANOVA test was
carried out and the model was significant. Niosomes were produced in accordance
with selected optimum values. Amount of propolis extract was chosen as 1 mg/ml
for loading. Particle sizes were measured as 217.2+38.32 nm. Characterization of
niosomes was carried out by differential scanning calorimetry (DSC) and
scanning electron microscopy (SEM) analysis. After the SEM analysis, propolis
extract loaded niosomes were evaluated as more closer, unspherical and tubular in
comparison with non-loaded niosomes. After DSC analysis, propolis extract was
an amorph form in niosomes. Loading efficiency and galangin amount in propolis
extract were conducted by UPLC in terms of galangin and loading efficiency

measured as %64,67.

Key words: niosome, propolis, extraction, isolation, galangin
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1. GIRiS

Propolis, eski zamanlardan beri aktif olarak kullanilan bir dogal {iriindiir.
Kullanmi M.O 350 yillarina kadar dayanmaktadir. Misrrhlar propolisi, ¢iiriime
karsit1 etkisinden yararlanarak dliilerini mumyalamak i¢in kullanmiglardir. Yunan
ve Roman hekimler ise antiseptik ve yara iyilesmesini kolaylagtirici olarak
kullanmiglardir. 17. ylizyilda Londra Farmakopesi’nde propolis resmi bir ilag
olarak yer almistir (Sforcin vd., 2011). Giiniimiizde hala popiiler bir tedavi olarak
kullanilmaktadir. Uguk tedavisinde (Hoheisel, 2001), genital herpes tedavisinde
(Szmeja, 1987) haricen kullanimlar1 bulunmaktadir. Kozmetikte saf formu ya da
diger dogal tiriinlerle kombine hali ve ayrica saglikl yiyeceklerin temel yap1 tast
olarak yer almaktadr (Sforcin vd., 2011). Propolise ait ticari olarak satilan bir ¢ok

tiriin de raflarda yerini almaktadir (Kumova vd., 2002).

Propolis toplandig1 bolgeye gore kimyasal iceriginde degisiklik gdsteren bir
irtin olmasina karsin, polifenoller (flavonoitler, fenolik asitler, esterleri ve
aldehitleri, alkolleri ve ketonlari), terpenoidler, steroidler, amino asitler ve gesitli
mmorganik bilesenlerden meydana gelmektedir. Ayrica bal mumu, yag asitleri,
esansiyel yaglar, polen ve mineralleri de igeriginde barmdirmaktadir (Coneac vd.,
2008). Medikal uygulamalari, kimyasal kompozisyonu ile ilgili oldugu kadar
orijini ile de ilgilidir. Tedavi edici kullaniminda genellikle etanol ekstresi tercih
edilmektedir. Yiksek etanol konsantrasyonu, hos olmayan tadi, kokusu ve kati
forma doniistirme zorlugu gibi dezavantajlari nedeniyle uygulamada sorunlar

yasanmakta ve hasta memnuniyeti saglanamamaktadr (Sahlan, 2013).

Hos olmayan tat ve kokusunu gidermek, uygulama kolayliklar1 yaratmak ve
biyoyararlanimini arttrmak {izere enkapsiilasyon c¢aligmalarma gidilmektedir.
Enkapsiilasyon teknigi, dogal iriinleri olast kayiplardan ve stabilite
degisimlerinden korumak i¢in tercih edilmektedir. Biyolojik firiinler, enkapsiile
edilerek cevresel ve biyolojik degredasyondan korunmus olurlar. Ayrica biyoaktif
bilesenlerin biyolojik hedefe ulasmalarinda tasiyici sistem gorevi gérmiis olurlar

(Munin vd., 2011).



Tasiyict sistemlerin kullanilma fikri yeni degildir. 1800 lii yillarin sonlarma
dogru Paul Ehrlich, “magic bullet” diye bir kavram ortaya atarak, konakci
organizmaya zarar vermeden hastalifa neden olan organizmayi ya da etkeni segici
olarak etkisiz hale getirebilen sentetik ilag tliretebilecegini belirtmistir. Ehrlich ilk
calismasinda, frengi hastaligmm tedavisinde kullanilan "Salvarsan" (Asfenamin)
isimli ilacin bu hastalik etkenine olan secici etkinliginden esinlenmistir ve "sihirli
mermi’sini" (Magic bullet) gelistirmeyi bagarmustir. Bu basaris1 1940 yilinda
¢ekilen “Dr. Ehrlich’s Magic Bullet” isimli filme konu olmustur (Bosch vd.,
2008).

Tasima sistemleri amaca ve etkin maddeye gore degisiklik gostermektedir.
Etkin maddenin lipofilik ya da hidrofilik karakterine gore tasiyici sistem se¢mek
gerekir. Niozomlar, biitiin etkin maddeleri tasimak tizere kullanilabilen, stabilite
problemleri olmayan, daha ucuz maliyetli ve uygulama kolaylig1 olan tagima
sistemleridir. Lipofilik ila¢ tagmma sistemleri olan ve niozomlara nazaran pahali,
stabilite ve saklama sorunlar1 bulunan, lipozomlara alternatif olarak kullanilan

sistemlerdir (Vadlamudi vd., 2002).

Bu bilgiler 1s18inda tez caliymamizin amaci dogal aktif bir {irlin olan
propolisin ac1 tadi ve hos olmayan kokusu nedeniyle yasanan uygulama
zorluklarmin istesinden gelmek, suda ¢oziniirliigli ¢ok az olmasi nedeniyle
gelisen disik biyoyararlanimini arttirmak amaciyla enkapsiile etmek olarak
secilmistir. Propolisin farkli yontemler ile ekstraksiyonunun ger¢eklestirilmesi,
verim ve toplam fenol/flavanoit igeriklerine gbre en iyi yontemin segilmesi
planlanmistr. Ardindan propolis ekstresi i¢erisindeki major bilesenin gesitli
kromatografik yontemler ile izolasyonu ve yapi tayininin yapilmasi
hedeflenmistir. Propolis ekstresinin niozom formiilasyonu igerisine hapsedilmesi,
bunun igin 6ncelikle niozom partikiillerinin partikiil boyutuna etki eden temel
parametrelerin segilmesi, deney tasarimi ile bir deney seti olusturulmasi
planlanmistr. Partikiil boyutunu minimize eden parametre degerleri istatistiksel
olarak yorumlandiktan sonra formiilasyonun se¢imi ve ardindan ekstrenin,
belirlenen niozom formiilasyonlar1 igerisine hapsedilerek karakterizasyon

calismalarinin yapilmasi amaglanmstir.



Bugiine kadar yapilan ¢alismalar tarandiginda, propolis yiiklii niozomlarla ile
ilgili bir calismaya rastlanmamustir. Ayrica Tiirkiye’de propolis ile yapilan bir
izolasyon calismast mevcut degildir. Bu anlamda 6ncii bir ¢aligma olabilecegi

diistiniilmiistiir.



2. TASIYICI SISTEMLER

Viicutta etkin maddenin, istenilen hedef bdlgeye gonderilmesi igin
kullanilan sistemler tastyic1 sistemler olarak bilinmektedir. flacm bolgesel olarak
hedeflendirilmesi islemi, etkin maddenin etki veya absorpsiyon bdlgesine secici
olarak yonlendirilmesi olup, hazirlanan tagima sistemi etkin maddeyi tasiyacak

sekilde tasarlanir (Bosch vd., 2008).

2.1.1la¢ Tasiyia Sistemleri Tasarlamak I¢in Dikkat Edilmesi

Gerekenler

Yeni sistemlerin tasarmi ve gelistirilmesi sirasinda, hedeflendirmenin
imkanlar1 ve gii¢liikleri tartigilmaktadir. Bu konuda 4 temel elemanin aralarindaki

iliskinin tam olarak bilinmesi gerekir (Sekil 1). Bunlar;

o llac
e Hedef
e Hastalik

e Taswyici sistemdir (Davis vd., 1986).

ilag

Etkin madde Hastalik

Tasiyici
sistem

Sekil 1: la¢ tasiyici sistemleri olugtur mak icin 4 temel eleman ve aralarindaki iliski (Davis

vd., 1986)



Ila¢ tasiyici sistemleri olusturmak igin gdz dniinde bulundurulmasi gereken

bazi parametreler vardir. Bunlar;

e Ilacin istenen bdlgede toplanabilmesi (segicilik)

e ilacm yiikii

e Etki bolgesinde uygun hizda ilacin salinmas1

e In-vitro stabilite ve in vivo olarak istenen bolgeye gegis
e Minimum toksisite ve maksimum immun yanit

e Biyolojik olarak pargalanabilirlik

e Hazirlama kolaylhig1 olarak sayilabilir.

2.2.1l1a¢ Tasiyic1 Sistemlerin Avantajlari

Viicutta belli hedeflere ilacin segici olarak tasinmasmm 2 6nemli avantaji

vardir.

e llacmn, etki bolgesi veya bdlgelerinde, istenen hizda etkinligi bakimmdan
en uygun etkilesmeyi saglamaktadir.

e FEtkin maddenin dozunun azaltilmasi ve etkin maddenin sadece hedef
organa dagilmmyla smirlandridmast mimkiin olmaktadir. Bodylece
olusabilecek herhangi bir yan etki veya yan etkiler biiyiik oranda

minimuma indirilebilir (Tomlinson vd., 1989).

2.3. Tasiyia1 Sistemlere Ornekler

e Transdermal ve transmukozal kontrollii salinim sistemleri
e Aerosol burunspreyleri

e Enkapsiile edilmis hiicreler

e Ila¢ emdirilmis pastiller

e Oral soft jeller

e Programlanabilen implante edilebilen ila¢ tagima sistemleri

e Boncuklu tagima sistemleri verilebilir (Tiwari vd., 2012).



3. ENKAPSULASYON

Dogal aktif bilesenleri ya da kimyasal etkin maddeleri olas1 kayiplardan ve

kullanilana kadar stabilitelerinin degisiminden korumak iizere tercih edilen bir

yontemdir. Bilesen, uygun bir kaplama materyali icerisine farkli yontemler

kullanilarak hapsedilebilir.

3.1. Enkapsiilasyonun Avantajlari

Enzimatik degredasyona kars1 etkin maddenin korunmasi

Kullaniciy1 enkapsiile edilen bilesenin yan etkilerinden korumasi

Saatler ve aylar bazinda siiregclerde ilacin salim hizinin kesin olarak
kontrol edilebilmesi

Kolay uygulama

Hastanin tedavi ihtiyaglarma gore ilag salim profillerinin &nceden

programlanabilmesi
3.2. Enkapsiilasyonun Ozellikleri

Icyapilary, dis kabuklar1 ve matrikslerine gore mikrokiireler ya da
mikrokapsiiller olarak adlandmrilirlar.

Kati, s1vi ya da gaz halde aktif bilesen bulundurabilirler.
Boyutlarina gore nanopartikiil ya da mikropartikiil olabilirler.
Kaplama materyali dogal ya da sentetik polimer ya da yag olabilir.



3.3. Enkapsiilasyonun Kullammm Alanlari

e (Gida sektorii

e Veteriner Tip

e Biyoteknoloji

e Biyomedikal sensorler

e Tarimsal iirtinler

e Endistriyel Kimyasallar
o Kozmetik

e Farmasotik teknoloji

3.4. Enkapsiilasyon Metotlar

34.1. Fiziksel Metotlar

e Piiskiirtmeli kurutma

e Akiskan yatak kaplama

o Piiskiirtme-kiire haline getirme
e Santrifugal pliskiirtme

e Siiperkritik akigkanlar kullanilan prosesler

3.4.2. Fizkokimyasal Metotlar

e Piiskiirterek dondurma

e Iyonik jelasyon

e Solvent evaporasyon-ekstraksiyon
e Basit/kompleks koaservasyon

e Hidrofobik etkilesimler (miseller, lipozomlar, niozomlar)



3.4.3. Kimyasal Metotlar

e Ara yiizey polikondensasyonu
e Ara ylizey polimerizasyonu
e Ara yiizey ¢capraz baglama

e In situ polimerizasyon (Munin vd., 2011)

4. NIOZOMLAR

Niozomlar, mikroskopik boyutlarda sentetik non-iyonik surfaktanlarmn
hidrasyonu ile elde edilen, kolesterol iceren veya igermeyen vezikiillerdir.
Lipozomlara benzerler. Amfifilik ve lipofilik ilaglar i¢in aktif tasiyict sistemlerdir.
Lipozomlarda tabakalar fosfolipidlerden meydana gelirken, niozomlardaki

tabakalar non-iyonik surfaktanlardan meydana gelmektedir (Sekil 2).

O e
o 0
o e
5 -
o =0
066’ \Ob\o
o’d . bbb
Sddetd

Sekil 2: Niozomlarin se matik gosterimi

Niozomlar, bir sulu ortam icerisinde non-iyonik surfaktanlarin
kendiliginden kiiresel, tek tabakali, ¢ift tabakal, ¢ok tabakal sistemler, kullanilan
hazirlama yontemine gore polihedral yapilar ve susuz ¢ozeltilerin kullanilmasi ile

ters yapilar olusturmasi ile meydana gelmektedir (Sekil 3).



Niozom icerisinde surfaktanin konumu, hidrofilik ug¢lar disar1 dogru
bakarken hidrofobik uglarm birbirine dogu bakarak surfaktanin ¢ift tabakasimi
olusturacagi seklindedir (Sekil 4).

Niozomlarin biiyiiklikleri 10 ila 1000 nm araliginda degismektedir.
Kolesterol ve az miktarda anyonik surfaktan (6rnegin disetil fosfat) eklenmesi

non-iyonik surfaktanlar tarafindan olusturulan niozomal vezikiilleri stabilize eder.

Niozomlar, surfaktanlarin ester baglar1 nedeniyle kolaylikla hidrolize
ugrayabilen fosfolipidlere gore daha yiiksek kimyasal stabilitede olmalar1 ve ucuz
olmalar1 nedeniyle lipozomlardan daha 1iyi tasiyict sistemler olarak
onerilmektedirler. Niozomlar timit verici ilag tasima sistemleridir. Niozomal

formiilasyonlarin uygulama metodlar1 kas i¢i, intravendz, peroral ve transdermal
gibi sekillerde ¢esitlilik gostermektedir (Vadlamudi vd., 2012).

f ' Biiyiik ° f f

- TekKatmanlt -~ - ygkKatmanli:  ~ © Coklu .
Vezikli  ©  © Vezikil: | Katmank

.- - - Boyutarahklarr: - Tek katmanh: 20-50 nm- -~ - - -~~~ - - -

- Cokly katmanh:100-1000 nm -

Sekil 3: Farkl tabaka sayilarina ve biiyiikliiklere sahip niozom partikiilleri (Sravanthi B.

den 2014)
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Hydrophobic drug

Aqueous
solution

Hydrophobic tail

Hydrophilic drug Hydrophilic head

Sekil 4: Niozom i¢erisinde surfaktanin ve ilacin konumu (Lembo vd., 2010)

4.1.Niozomun Avantajlari

e Vezikiillerin olusumu ¢esitlidir ve kontrol edilebilir,

e Osmotik olarak aktif ve stabildirler,

e Surfaktanlarin kullanimi ve saklanmasi i¢in 6zel kosullar gerekmez,

e Surfaktanlar biyobozunur, biyouyumlu ve immiin yanit olusturmayan
ozelliktedir,

e Agizdan, deriden ya da paranteral olarak uygulanabilirler,

e Diisiik absorbe olan ilaglarin oral biyoyararlanimini ve ilaglarin deriden
penetrasyonunu arttirir,

e Daha ucuz bir yontemdir,

e (Cok genis aralikta ilac1itagmmak i¢cin kullanilabilir.

4.2.Niozomun Dezavantajlari

e Agregasyon,

e Birlesme,

e Enkapsiile edilen ilac1 s1izdirmasi,

e Enkapsiile edilen ilacin hidrolize ugramasi ( raf dmriinii azaltan etken),

e Boyut kiiciiltebilmek i¢in yiiksek enerji ihtiyact,

e Endiistri seviyesinde iiretimlerde fizikokimyasal stabilite problemleri
(Madhav vd., 2011)
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4.3.Niozomun Kompozisyonu

4.3.1. Kolesterol

Kolesterol, niozomlar1 olustururken saglamlik, diizgiin sekil ve niozomlarin
dizilimini saglamak amaciyla kullanilir. Vezikiillere stabilite saglamakla

gorevlidir.

4.3.2. Surfaktanlar

Surfaktanlar hidrofilik bag ve hidrofobik kuyruktan olusurlar.
Siklikla kullanilan non-iyonik surfaktanlar sunlardir:
Spanlar - Span 20, 40, 60, 80 ve 85
Tweenler - Tween 20, 40, 60 ve 80
Brij - Brij 30, 35, 52, 58, 72 ve 76
Eter Bagh Surfaktanlar
Bu tip surfaktanlarda hidrofilik ve hidrofobik kisimlar eter ile baghdr.
Om: polioksi etilen alkil eterleri ( CnEom)
n- 12 ile 18 aras1 degisen karbon atomlar1
m- 3 ile 7 aras1degisen polietilen birimleri
Dialkil zincir surfaktanlar

Molekiiler agrhklar1 972 olan surfaktanlardir. Sodyum stiboglukonat

niozom formiilasyonlarmda kullanilmaktadur.
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Ester bagh surfaktanlar

Bu tip surfaktanlarda hidrofilik ve hidrofobik kisimlar ester ile baghdr.
Sorbitan Esterleri

Sorbitalin pargal esterlerinin H-C-OH karigmmlaridir.
Polisorbatlar

Polisorbatlar, niozomal hapsedilmis ilaglarin farmakokinetik ¢aligmalarinda

kullanilmaktadir (Vadlamudi vd., 2012).

4.3.3. Diger Maddeler

Yik uyaricilar siklikla niozomlara ilave edilen maddelerdir. Yiizey yiik
yogunlugunu arttirarak, vezikiillerin agregasyonunu ve birlesmesini engeller. Y1k
uyaric1 olarak kullanilan negatif ve pozitif olarak yiklenmis molekiiller oldugu
rapor edilmistir. Disetil fosfat (DCP) ve stearil amin (SA) negatif ya da pozitif

olarak yiikii uyaran bu tarz membran eklentilerine 6rnektir (Nasir vd., 2012).

4.4 Niozom Hazrlama Yontemleri

Secilen hazrlama yontemi boyutu, boyut dagilimini, tabaka sayisini,
yikleme verimini ve vezikillerin membran gecirgenligini etkilemektedir.

Niozomlar1 olusturmak i¢in kullanilan hazirlama yontemleri sunlardr;

4.4.1. Eter enjeksiyonu

Bu yontemde dietil eter igerisinde c¢Oziindiiriilen surfaktan 40-60 °C
araliginda tutulmaktadir. Surfaktanh eter sollisyonu, 14-gauge sirmga kullanilarak
sulu bir ¢ozelti icerisine enjekte edilir. Eterin buharlasmasi ile tek tabakali
vezikiiller meydana gelmektedir. Vezikiillerin ¢ap1 kullanilan ortam kosullarina

bagh olarak 50-1000 nm arahginda degisir. Bu yontemin dezavantaji, vezikiil
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stispansiyonunda siklikla bir miktar eterin kalmas1 ve uzaklastirmanin olduk¢a zor
olmasidr (Srinivas vd., 2010).

4.4.2. Etanol Enjeksiyonu

Bu yontem, kiiglik tek tabakali vezikiillerin sonikasyon kullanilmadan
tiretilebilmesi i¢in alternatif bir yontem olarak rapor edilmistir. Surfaktanin etanol
¢Ozeltisi hizlica bir igne yardimi ile tuzlu su ya da diger bir sulu ¢ozelti ortamima
enjekte edilir. Etanoliin buharlasmasi sonucu vezikiiller meydana gelir. Enoksasin

bu yolla niozomlara hapsedilmistir (Fang vd., 2001).

4.4.3. lince Film Yontemi

Surfaktan ve kolesterol, dietil eter veya kloroform gibi ugucu bir organik
¢oziiclide c¢oOziindiiriilir. Doner evaporatdr kullanarak organik solvent oda
sicakliginda uzaklastirilirken, kat1 karisim flaskin ¢eperlerinde ince bir film olarak
kalr. Kurutulan surfaktan filmi, hidrasyon siiresince belli bir sicaklikta yavasga
karstrilarak ilacin sulu ¢ozeltisi ile sulandiridir. Bu ydntem ile ¢ok tabakali
niozomlar elde edilir. Isiya duyarh niozomlar elde etmek i¢in, organik solvent 60
°C’de buharlastirilir ve flaskin geperlerinde kalan ince filme oda sicakliginda
ilac sulu ¢ozeltisi eklenerek ¢alkalanir. Ardindan sonikasyon igslemi uygulanir

(Jatav vd., 2011).

444, Sonikasyon

[lac1 iceren tampon ¢dzeltinin bir kismu 10 ml cam vial icerisindeki
surfaktan/kolesterol karismmi icerisine eklenir. Daha sonra karisim niozomlari
iiretebilmek i¢in 3 dakika siire ile 60 °C de titanyum problu sonikatére konur.
Sonikasyon yontemi genellikle kii¢iik partikiiller elde edebilmek i¢in tercih edilir
(Baillie vd., 1985).
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445. Mikro Akiskanlastirma Yontemi

Mikro akiskanlagtirma yontemi ile belli boyut dagilimi, sekilleri ve daha iyi
yeniden {retilebilirligi olan tek tabakali niozomlar elde edilebilmektedir.
Yontemin prensibi, ultra yiliksek hizlarda iki akiskanlastirilmis akimin mikro
kanallar icerisindeki etkilesim ¢cemberinde birbiri ile etkilesimine dayanmaktadir.
Ince siv1 tabakalarin sikigmasi, niozom olusumu alanlarmda saglanan enerjinin
ayn1 kalmas1 ile diizenlenir. Bu da niozomal vezikiillerin daha iyi sekillerde,
kiiciik boyutlarda ve daha iyi yeniden iiretilebilirlikte olmas1 ile sonuglanmaktadir
(Khandare vd., 1994).

446. Coklu Membran Piiskiirtme Yontemi

Bu yontem ile belirlenen boyutta vezikiiller hazirlanabilir. Bu da polikarbonat
membranlar1 8 e kadar ¢ikan pasajlama serileri ile yer degistirerek basarilabilir.
Surfaktan, kolesterol ve disetil fosfat karisiminim ince filmi evaporasyon ile elde
edilebilir. Daha sonra film, ilact i¢eren bir sulu ¢ozelti ile sulandirilir. Cozelti,
C16G12 kullanarak polikarbonat membran (0.1pm niikleoporlu) boyunca gegirilir
(Suggy vd., 2004).

44.7. Ters Faz Evaporasyon Teknigi

Kolesterol ve surfaktan 1:1 oraninda alnarak, eter ve kloroform karigimi
icerisinde ¢dziindiiriiliir. Bu karigima sulu ilag ¢dzeltisi de ilave edilir. iki faz 4-5
°C de sonikasyona ugratilir. Az miktarda fosfat tamponu (PBS) eklenir ve yeniden
sonikasyona ugratilir. Organik faz, diisikk basing altinda ve 40 °C de uzaklastirilir.
Viskoz niozomal siispansiyon PBS ile seyreltilir ve 10 dakika siire ile 60 °C’ lik

su banyosunda bekletilerek niozomlarin olugmasi saglanir (Singh vd., 2011).

448. Transmembran pH Gradient Yontemi

Surfaktan ve kolesterol, yuvarlak tabanl bir flask igerisinde kloroformda
¢oziindiriiliir. Solvent evaporasyonu, flaskin ¢eperlerinde ince bir film olugturmak

tizere disiik basmg altinda gergeklestirilir. Film, 300 ml sitrik asit (pH 4.0) ile
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vorteks ile karistirilarak sulandirilir. Cok tabakali vezikiiller elde edilir. Ardindan
3 kez dondurulup ¢ozdiiriilir ve niozomlar1 elde edebilmek i¢cin sonikasyona
maruz birakilir. Bu niozomal siispansiyon igerisine sulu ilag ¢6zeltisi eklenir ve
vortekslenir. pH’> 1 7.0-7.2 araliginda tutabilmek i¢in PBS kullanilir. Daha sonra
karisim niozomlar: elde edebilmek icin 10 dakika siire ile 60 °C’ ye wsitilir
(Mayer vd., 1985).

4.49. Bubble Yontemi

Bu yontem, organik solvent kullanmadan tek basamakta niozomlar1 elde
edebilmek i¢in Onciil bir yontemdir. Bubble olusturma birimi sicakhigi kontrol
edebilmek iizere subanyosu i¢inde konumlanmis 3 boyunlu yuvarlak tabanh flask
bulundurur. Birinci boyunda su sogutmali akim, ikinci boyunda termometre ve
liciincu boyunda da nitrojen kaynagi bulunmaktadwr. Kolesterol ve surfaktan pH
7.4 olan tampon igerisinde 70 °C’ de disperse edilir. Karisim 15 saniye boyunca
yiiksek gerilim homojenizatorii ile karistirilir. Ardindan hemen 70 °C’ de nitrojen
gaz1 kopirtilir (Chauhan vd., 1989).

4.4.10. Proniozomdan Niozom Eldesi

Kaplama materyali olarak sorbitol gibi suda ¢0Oziinebilir bir tasiyici
kullanarak ilacin sistemik dolasimdaki varliginm siiresi uzatilabilir. 80 °C> deki su
ya da NaCl i¢eren su agz1 vidah vial igerisine konur ve proniozomal toz bu vial
icerisine doldurulur. Daha sonra vorteksleme ve calkalama ile 2 dakika siire ile
karstrilir. Niozomal siispansiyon olusumu gergeklesmis olur. Niozomlar, T >Tm
sicakliginda  ve sulu ¢Ozeltinin eklenmesiyle birlikte karistirimas: ile

olusmaktadir.
T= sicaklik
Tm=ortalama faz gecis sicakligi

(Blazek vd., 2001)
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4.5. Niozomal Formiilasyonu Etkileyen Faktorler

e Surfaktan dogasi

e Surfaktan yapis1

e Membran kompozisyonu

e Enkapsiile edilecek ilacin 6zellikleri
e Sicaklik

e Osmotik strese direng

e Kolesterol miktar1

e Yiik (Vadlamudi vd., 2012)

45.1. Surfaktan Dogasi

45.1.1. Hidrofilik-lipofilik denge

Hidrofilik-lipofilik denge, surfaktanin lipofilik ya da hidrofilik olusunun
belirlenmesi amaciyla molekiiliin farkli bolgeleri i¢in degerlerin hesaplanmasi ile
yapilan bir 6l¢timdiir. 1949 ve 1954 yillarinda Griffin tarafindan tanimlanmustir.

1957 de Davies tarafindan 6nerilen diger yontemler de mevcuttur.

451.2.  Griffin yontemi

Griffin yontemi, 1954 yilinda non-iyonik surfaktanlar i¢in tanimlanmistir

ve agagidaki gibidir.

HLB =20 My,/M

M}, - molekiiliin hidrofilik kismimmn molekiil kiitlesi
M: tiim molekiiliin molekiil kiitlesi

Islem sonucunda 0 ila 20 arasmda bir deger ¢ikacaktir. HLB degerinin 0
olmas1 molekiiliin tamamen lipofilik/hidrofobik bir molekiil oldugu, 20 olmasi ise
tamamen hidrofilik/lipofobik bir molekiil oldugu anlamma gelmektedir. HLB
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degeri, bir molekiiliin surfaktan 6zelliklerini tahmin etmek iizere kullanilabilir
(Sekil 5);

< 10: yagda ¢oziinebilen ( suda ¢6ziinemeyen)
> 10: suda ¢ozlinebilen ( yagda ¢dzlinemeyen)
1.5la 3: kopiirme karsiti ajan

3ila6: W/O (yag iginde su) emiilsifiye halde

7 ila 9: 1slatma ve serpme ajani

13 ila 15: deterjan

12 ila 16: O/W (su iginde yag) emiilsifiye halde

15 ila 18: ¢6zlindiiriicii ya da hidrotop (Griffin, 1954)

18
Solubilizing agents (15-18)
15
Hydrophilic Detergents (13-15)
(water soluble)
12
o/w Emulsifying agents (8-16)
9 Wetting and
Water spreading agents (7-9)
dispersible
----------- 6
w/o Emulsifying agents (3-6)
i 3
H)_'dmphOb": Antifoaming agents (2-3)
(oil soluble)
0

Sekil 5: HLB degerlerine gore surfaktanlarin o6zelliklerini gosteren skala
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45.1.3. Davies'in Yo ntemi

1957 yilinda, Davies molekiilin kimyasal gruplarmni temel olarak deger
hesaplayan bir yontem Onermistir. Bu yontemin avantaji, daha gicli ve zayif
hidrofilik gruplarin etkisini hesaba katiyor olmasdir. Yontem su sekilde
calismaktadir:

HLB=T+m=x*H, —n=xH,

- Molekiildeki hidrofilik gruplarin sayis1

- Hidrofilik gruplarin degeri

- Molekiildeki lipofilik gruplarin sayist

- Lipofilik gruplarin degeri (Davies,1957)

Sekil 6: Siklikla kullanilan surfaktanlara ait HLB degerleri atlas1 (The HLB System, 1976)
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Siklikla kullanilan surfaktanlara ait HLB degerleri Sekil 6’ da verilmistir.
Surfaktanlarin HLB degerindeki artis, surfaktan hidrofobikligindeki artis

nedeniyle niozomlarm serbest ylizey enerjilerindeki diisiise bagh olarak ortalama

biiyiiklik lerindeki artis ile sonuglanir (Yoshida vd., 1992).

HLB degerleri 14 ile 17 arasinda degisen surfaktanlar niozomal
formiilasyonlar i¢in uygun degillerdir. Surfaktanlarda HLB degeri 8.6 lardan 1.7’
lere diistiiglinde ise yikleme verimliligi diisiise geger. En yiiksek yiikleme verimi
HLB degeri 8.6 iken bulunmustur (Shahiwala vd., 2002).

Niozomlarin hazirlanmasi i¢in surfaktanlarin alkil zincir uzunlugu araligi

C12-C18 uygundur (Ay, 1991).

45.2. Surfaktamn Yapisi

Surfaktana ait kritik paketleme parametresi (CPP) vezikiilin geometrisini

etkilemektedir. Vezikiiliin geometrisi CPP degerlerine bakilarak tahmin edilebilir.
CPP < ise kiiresel miseller

15 < CPP < 1 ise ¢ift tabakali miseller

CPP > 1 ise ters miseller

CPP degeri asagidaki denklem kullanilarak elde edilebilir.

CPP=V/ Ic*ao

CPP = kritik paketleme parametreleri

V = hidrofobik grup hacmi

lc = kritik hidrofobik grup uzunlugu

ao = hidrofilik bas grubun alan1 (Bhaskaran vd., 2002)
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453. Membran Kompozsyonu

[laca ve surfaktana farkli eklentiler yapilmasi, niozomlar1 stabil hale
getirmek igin  gerceklestirilir. Kolesterol eklenmesi membrana saglamlik
kazandirir ve ilacin disar1 sizmasini engeller. Polihedral niozomlara az miktarda
solulan C24 (kolesteril poli-24-oksi etilen eter) eklenmesi, sterik engele bagh

gelisen agregasyonlari 6nler (Vadlamudi vd., 2012).

45.4. Enkapsiile Edilecek flacin OzelliKleri

Niozomal tabakalarin yiikii ve saglamhgi, biiyik oranda enkapsiile edilecek
ilacm fizikokimyasal o6zelliklerinden etkilenmektedir. Ilacm hapsedilmesi,
surfaktan bas gruplarmin etkilesimi ile artan yikk sonucu surfaktan ¢ift tabakarmin
es itme yaratmasi ile olugsmaktadir. Boylece vezikiillerin biiytikliikkleri artmaktadir.
[lacin HLB degeri, yiikleme derecesini etkilemektedir (Stafford vd., 1988).

455, Sicakhi k

Niozomlarin  biyiklikleri ve sekilleri hidrasyon sicakligindan
etkilenmektedir. Hidrasyon sicakhigr jel sivi faz gecis sicakligmin altinda
olmalidir. Sicakliktaki degisim, surfaktanlarm vezikiiller i¢cine dagilimmi ve
vezikiil sekil modifikasyonlarini etkilemektedir. Hidrasyon zamani ve hidrasyon
ortaminin hacmi de modifikasyonlar i¢in etkendir. Hidrasyon sicakliginda,
zamaninda ve hidrasyon ortammin hacminde yapilacak olan uygun olmayan
tercihler, kirilgan niozomlar elde edilmesi ya da ilag sizinti problemleri ile

kargilagilmasi ile sonuglanabilir (Rogerson vd., 1988).

45.6. Osmotik Strese Direng

Hipertonik ¢ozeltilerin eklenmesi vezikiil ¢apinda azalmaya neden olur.
Hipotonik ¢ozeltilerde, vezikiillerden gelen sivinin inhibe edilmesi ile birlikte
baslangigta yavas salim ile baslanirken osmotik stres altinda mekanik kayiplara

ugrayan vezikiil yapilarma bagl olarak gelisen hizli salimla devam etmektedir
(Vadlamudi vd., 2012).
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45.7. Kolesterol Miktari

Kolesterol ile gergeklestirilen formiilasyonlarda yiikleme verimi artar ve

niozomlarin hidrodinamik ¢aplar1 biiyiir. Kolesterol iki sekilde i gormektedir;

e Sivi durum ¢ift tabakalarinin zincir siralarii arttirir.

e Jeldurum ¢ift tabakalarinin zincir siralarmi azaltir.

Kolesterol konsantrasyonundaki artig, c¢ift tabakalarm saglamligini

arttirirken enkapsiile edilmis malzemenin salim hizin1 azaltir (Hunter vd., 1988).

458. Yik

Yikiin varligi, cok tabakali vezikiil yapilarinda basarili ¢ift tabakalarin
lamellar1 arasindaki uzakligin artisi ile meydana gelmektedir ve toplam yiikleme

hacmini arttirmaktadir (Vadlamudi vd., 2012).

4.6. Niozomun Karakterizasyonu

Elde edilen niozom partikiillerinin karakterizasyonu belli parametrelere
baghdir. Bunlar vezikiil cap1 ve morfolojisi, vezikiil yiki, ¢ift tabaka olusumu,
lamel sayis1, membran saglamligi ve homojenitesi, yiikleme verimi, in vitro salim

ve stabilite calismalaridir.

4.6.1. Vezkiil Cap1 Ve Morfolojisi

Niozomlar kiire seklindedir ve boyutlari1 20 nm ile 50 pm arasmnda
degismektedir. Vezikiil boyutunu ve boyut dagilimini belirlemek {tizere 15k
mikroskopisi, kiiltiir sayici, foton korelasyon mikroskopisi, atomik kuvvet
mikroskopisi, ve donmus fraksiyon elektron mikroskopisi kullanilabilir.
Niozomlarin sekillerini ve yiizey karakteristiklerini belirlemek i¢cin ise taramal
elektron mikroskopi (SEM), atomik kuvvet mikroskopi (AFM) ve sito
transmisyon mikroskopikullanilmaktadir (Abhinav vd., 2011).
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4.6.2. Vezkiil Yiikii

Vezikiil ylizey yiikii, niozomlarin stabilitesinde ve davranislarinda temel rol
oynar. Yikli niozomlar, yiksiiz niozomlara gore agregasyon ve birlesmeye kars1
daha kararhdirlar. Niozomlarm ylizey potansiyelleri, mikroelektroforez ya da
dinamik 151k sagilmas1 yontemi ile zeta potansiyel Glgciimiine gore belirlenebilir.
pH duyarl florporlar alternatif bir yontem olarak kullanilabilirler (Balakrishnan
vd., 2009).

4.6.3. Cift Tabaka Olusumu

Cift tabakal vezikiil olusumu, 151k polarizasyon mikroskopisi altinda non-

iyonik surfaktanlarin dagilmma bagh olarak x-cross olusumu ile karakterize
edilebilir (Manosroi, 2003).

4.6.4. Lamel Sayisi

Vezikiillerin i¢indeki lamel sayist NMR  spektroskopisi, elektron

mikroskopisi ve kiigiik ag1 X-ray sa¢ilmasi ile karakterize edilebilir (Kreuter, J.,).

4.6.5. Membran Saglamh@ ve Homojenitesi

Membran saglamligi, niozomlarin biyodagilimi ve biyodegredasyonundan
etkilenmektedir. Vezikiillerin ¢ift tabaka saglamligi, floresan probunun sicakligin
bir fonksiyonu olarak hareketi ile belirlenebilir. Membran homojenitesi ise P-
NMR, diferansiyel taramali kalorimetre (DSC), fourier doniisim kizilote
spektroskopi (FTIR) ve floresans rezonans enerji transferi (FRET) ile
belirlenebilir (Muzzalupo vd., 2005).

46.6. Yiikleme Verimi

Niozomal ¢dzeltinin ilag yikleme ve enkapsiilasyon verimi, yliklenmemis
ilacin ayrilmasindan sonra belirlenebilir. Yiklenmemis ila¢ diyaliz, santrifiij ya da

jel filtrasyonu yontemi ile ayrilir.
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Yikleme verimi= (enkapsiile edilen ila¢ miktarvtoplam ila¢ miktar)*100 formiilii

ile hesaplanir.

46.7. In Vitro Salim

Niozomlarin in-vitro ila¢ salimi asagidaki yontemler ile Kkarakterize

edilebilir.

46.7.1. Diyaliz

Niozomal yikli ilaglarm in vitro salim kinetiklerinin belirlenmesinde
kullanilan en basit yontemdir. Diyaliz membranit kullanilmaktadir. Niozomal
stispansiyon, diizglince kapatilan diyaliz membrani igerisine konulur. Diyaliz
islemi 200 ml tampon ¢dzelti igerisinde diizgiin bir karstrma ile 37 °C’ de
gerceklestirilir. Diizenli araliklarla alinan 6rneklerden, uygun bir yontem ile ilag

icerikleri belirlenir.

4.6.7.2. Ters Diyaliz

1 ml dissoliisyon ortamy, igerisine niozomlarin eklendigi belli sayida diyaliz

tipii icerisine alinir. Ardmdan niozomlar dissoliisyon ortamindan ¢ikarilir
(Gregoriadis vd., 1993).

4.6.7.3. Franzdifiizyon

Niozomlar, Franz diflizyon hiicresi i¢cinde oda sicakhiginda uygun
dissoliisyon ortamma karsi bir selofan membran boyunca diyaliz edilirler.
Giinlimiizde, niozomlardan enkapsiile edilen maddenin goriintillenmesinde FRET

yontemi kullanilmaktadir (Muller vd., 2002).

4.6.8. Stabilite Calismalar

Niozomlarin  stabilitesi ~ surfaktan ve  kolesteroliin  tipi  ve
konsantrasyonundan etkilenmektedir. Stabilite, sabit partikiil boyutu ve sabit

tutulmus ilag miktar1 ile belirtilmektedir. Or: sonikasyona ugratilmis kiiresel
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niozomlar oda sicakliginda stabildir. Sonikasyona ugratilmis polihedral niozomlar
ise oda sicakhiginda stabil degilken, faz ge¢is sicakligmin istiindeki sicakliklarda
stabildirler (Arunothayanun vd., 2000).

4.7.Niozomun Uygulama Alanlari

e {la¢ Tasiyic1 Sistemler

e la¢ Hedefleme Calismalari

e Anti-neoplastik tedavi

e Leishmaniasis

e Peptid ilaglarin tagmmasi1

e Hemoglobin tastyicisi

e Kanser tedavisi

e Dermal hastaliklarin tedavisi

e Siirdiiriilebilir salim

e Bolgesel ilag etkileri (Sonia vd., 2012)
e Tanisal goriintiileme (Luciani vd., 2004)

e Astadjuvani (Vangala vd., 2006)

Literatiirdeki Niozom Uygulamalari

Yapilan literatiir taramasinda elde edilen niozom uygulamalar1 6rnekleri
Tablo 1-3° te verilmistir. Calsmalarin 1985° lerden giliniimiize ulastigi

gortilmektedir.



Tablo 1. Literatiir deki niozom uygul amal ar1
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ILAC

KATEGORI

CALISMANIN SAHIBI VE YILI

Metotreksat

Psoriasis

Azmin vd.. -1985 Chandraprakash vd..-
1992,1993 Udupa vd.- 1993

Lakshmi vd. -2007

5  6-  karboksi | Teshis ajani Baillie vd. -1985
floresans
Sodyum Anti- Baillie vd. -1986
stiboglukonat leishmaniasis
Carter vd. -1989
Adriamisin Anti-kanser Rogerson vd.- 1987
Doxorubisin Anti-kanser Rogerson - 1988
Cable -1989
Uchegbu vd. -1995
Antimoni Anti- Hunter vd. -1988
leishmaniasis
Hemoglobin Oksijen tastyict | Moser vd. -1989
9-desglisinamid, 8- | Peptides Yoshida vd. -1992

arginin
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Bovin serum

albumin

Protein

Brewer and Alexander-1992

Flurbiprofen, Anti- Reddy vd. -1993
Piroksikam inflamatuar
Vinkristin stulfat Anti-kanser Parthasarthi vd. -1994
Diklofenak Anti- Raja naresh vd. -1994

inflamatuar
Estradiol Hormon Hofland vd. -1994

Donvd.-1997

Rifampisin Anti-tiberkiilar | Jain vd.-1995,2006 Mullaicharam vd.-

2004

Jatav vd.-2011




Tablo 2. Literatiir deki niozom uygulamal ar1 (de vam)
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iLAC KATEGORI CALISMANIN SAHIBI VE
YILI
Eritromisin Anti-bakteriyal Jayaraman vd.-1996
Vyas jigar vd. -2011
Oftalmik Perinivd. -1996
Bleomisin Anti-kanser Naresh vd. -1996

Siprofeoksasin,
norfeoksasin

Anti-bakteriyal

Souza DS vd. -1997

Withaferin A Anti-timor Sheena vd. -1998
Timolol maleat Anti- Vyas SP vd. -1998
hipertansiyon

Indometazin

Anti-inflamatuar

Namdeo vd.-1999

Lutein tireten hormon

Hormon

Arunothayanamvd.-1999

Sumatriptan suksinat

Migren tedavisi

Gayatri DS vd. -2000

Sitarabin Anti-kanser Ruckmani vd.- 2000
hidroklorid

Pentoksifillin Anti-parkinson Japtap And Inamdar-2001
Dithranol Anti-psotiatic Agarwal vd. -2001
Enoksasin Anti-bakteriyal Fangvd. -2001

Tretoin Anti-akne Manconi vd. -2002
Kolsisin Mutajen Hao vd. -2002

Lidoksin Anestezik Carafa vd. -2002

Trans retinoik asid Anti-akne Desai vd. -2002
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Nimesulid Anti-inflamatuar | Shahiwala vd. -2002

Ketokonazol Anti-fungal Satturwar vd. -2002

Arora vd. 2010

Daunorubisin hidroklorid | Anti-kanser Balasubramanian vd. -2002
Tretoin 11 Anti-akne Manconi vd. -2003
PEGlenmis paramagnet Teshis ajant Luciana vd. -2004

Vazo aktif peptid Peptid Dufes vd. -2004
Asetazolamid Ditiretik Aggarwal vd. -2004

Guinedi etal -2005
Khandare vd.- 2005

Aggarwal vd. -2007
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Tablo 3.Literatiir deki niozom uygulamalar1 (devam)

iLAC KATEGORI CALISMANIN SAHIBI VE
YILI

Primakin Anti-malarial Varghese vd.-2004

Bolaform Muzzalupo vd. -2005

Timolol maleate Anti- midriatik Aggarwal vd. -2005

[-karoten Vitamin Palozza vd. -2006

Finesterid Erkek tipi kelligi | Tabbakhianvd. -2006
tedavi

Piroksikam Anti-inflamatuar Nidhivd. -2006

Insulin Hormon, anti- | Paradakhty vd. -2007
diabetik

Tretoion 11 Anti-akne Manconi vd. -2006

Verapamil Anti-anginal Varshney vd. -2007

Flurbiprofen

Anti- inflamatuar

Mokhtar vd.-2008

Isoniazid

Anti-tiiberkular

Roopa vd. -2008 Gyanendra vd. -
2011

Kromolin sodyum

Anti-astimatik

Elbary vd. -2008

Minoksidil Alopecia tedavisi Prabagar vd.-2009
Flukonazol Anti-fungal Kumar sharma vd. -2009
Glikazid Anti-diabetik Tamizharsivd. -2009
Griseofulvin Anti-fungal Pratap vd. -2009

Salbutamol stilfat

Anti-astimatik

Bhaskaran vd. -2010

Terbinafin hidroklorid

Anti-fungal

Sathalivd. -2010
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Gatifloksasin, Anti-biyotik Pavala rani vd. -2010

rifampisin

Aseklofenak Anti- inflamatuar Srinivas vd. -2010
Solanki vd. -2010

Ofloksasin Anti-bakteriyal Naveenvd. -2010

Brimonidin tartrat

Anti- glukomatik

Prabhu vd.- 2010

Salmeterol xinafoat

Anti-astimatik

Mouzam vd. -2011

Venlafeksin Anti-depresan Negivd. -2011
Mikonazol Anti-fungal Mohamed vd. -2011
Sefpodoksim Antibiyotik Sambathkumar vd. -2011
proksetil

Asiklovir Anti-viral Kapoor vd. -2011

Ure Anti-psoriatic Lakshmi vd. -2011

Sefuroksim aksetil Antibiyotik Sambhakar vd. -2011
Rofekoksib Anti- inflamatuar Das vd. -2011
4.6.10. Ticari Niozom Uygulamalari

Ticariolarak satilan niozomal kozmetik iiriinleri sunlardir;

e Estee Lauder - Beyond Paradise After Shave Losyon

e White Shoulders Eau De Cologne Spray,

e Orlane Lip Gloss,

e Le Classique Eau De Toilette Spray,

e Lowve InParis- Deodorant Spray,

e LizClaiborne - Realities Dus Jeli,

e Givenchy - Blanc Parfait — Giinliikk Bakim Kremi,

e Lancome- Foundation & Complexion,

e Britney Spears- Curious Coffret,
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e Elene - Eye Care, Guinot — Gece Bakim Kremi,

e Gatineau - Moderactive — Cleanser,

e Shiseido - Bio Performance — Gece Bakim Kremi,
e Boss Soul After Shave,

e Amarige Eau De Toilette Spray,

e Chrome Eau De Toilette Spray,

e Golden Beauty After Sun Soothing Nemlendirici,

e Guinot — Cleanser Gentle Face Exfoliating Cream

(Vadlamudi vd., 2012).

5. PROPOLIS

Propolis, arillardan ve agaclarin tomurcuklarindan salgilanan, ar1 enzimleri
ve balmumu ile karstirilan regineli bir maddedir (Sekil 7). Propolis kelimesi
anlam olarak Yunanca pro=ilk ya da savunma ve polis=sehir anlamima

gelmektedir.

Arilar, propolisi i¢ duvarlar1 piiriizsiizlestirerek koloniyi hastaliklardan
korumak ve kovuga izinsiz giren diger canlilara ait Oliilerin pargalanmasini
engellemek tizere kullanmaktadrlar (Bankova vd., 2000). Bati balaris1 (Avrupa
balaris1) tilirii Apis mellifera kolonileri tarafindan toplanilan propolis, Asya
balaris1 tiirleri tarafindan toplanilmamaktadir. Meliponine (ignesiz) cinsi arilarda
kovanlarmin kapatilmasinda, bal ve polen gdzlerinin yapiminda Apis mellifera’ya

benzer yapida yapiskan re¢ineli bir madde toplamaktadir (Kumova vd., 2002).
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Sekil 7: Ar1 kovanindan toplanmadan once propolis

5.1.Propolis Kaynaklari

Propolisin yogun olarak toplandig: bitki ¢esitleri bolgeye ve mevsime gore
degisiklik gosterir. Bal arilar1 i¢in; Pinus spp (Cam) regineleri, Betula spp (Hus),
Populus spp (Kavak ve tiirleri), Aesculus hippocastonum (At kestanesi), Salix spp
(Sogiit), Alnus spp (Kizil Agag ), Abies spp (Koknar), Prunus spp (Erik), Ulmus
spp (Kara Agag), Quercus spp (Mese), Fraxinus excelsior (Disbudak) bitkileri
Oonemli propolis kaynaklaridir. Avrupa iilkelerinde; kavak tiirleri genelde birinci
derece; mese, sogiit ve hus ikinci derecede propolis kaynagi olan bitkilerdir.
Avustralya’da okaliptiis, Italya’da kestane, Orta Rusya’da hus, Amerika Birlesik
Devletlerinde kavak ve ¢am tiirleri, Hindistan’da kavak tiirleri 6nemli propolis

kaynaklaridir (Bankova, 2005).

Propolisin kimyasal yapis1 ile ilgili i1lk ¢aligmalar 1970 yillarinda kavak ve
hus agact tomurcuk salgillarmm karsilastirilmas: iizerine yapilmigtir. Ardindan
birgok ¢aligma gerceklestirilmis ve sicak iklimli bolgelerde kavak tiirleri ve kavak
hibritlerinin tomurcuk salgilarmm propolisin asil kaynagi oldugu kimyasal olarak
kabul edilmistir. Avrupa, Kuzey Amerika, Asya’nin tropik olmayan bdlgelerinde
ve Yeni Zelanda’da kavak tiirleri propolis i¢in kaynak bitki olarak gosterilmistir.
Rusya’da 6zellikle kuzey bolgelerde hus agaci (Betula verricosa) degerli bir
propolis kaynagidir. Tropikal bdlgelerde ise hus ve kavak agacmin bulunmamasi,
arilar1 propolis i¢in yeni kaynaklara yonlendirmistir. Tropik iklim bolgelerinde

propolisin bitkisel kaynagi olarak Tunus’ta Cistus spp.’nin yaprak salgilari,
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Sonoran ¢Olinde Ambrosia deltoidea bitkisi olarak gbze c¢arpmaktadir.

Venezuela’dan elde edilen propolis 6rneklerinden polyprenylated benzophenones'i

izole edilmistir ve bu bilesikler bazi Clusia tiirlerinin ¢iceklerinin resin salgilarinin

asil bilesenleridir. Arastirmacilar ilgili bolgede Clusia major ve Clusia minor

bitkilerinin propolisin asil kaynagi oldugunu gostermislerdir. Avusturalya'da

Xanthorrhoea spp. ve Brezilya’da Baccharis spp. tiirlerinin propolis kaynagi

olabilecegi lizerinde durulan ¢alismalar yapilmistir (Toreti vd., 2013) Tablo 4’ de

farkli cografi bolgelerin ve bitki kaynaklariin propolisleri gosterilmektedir.

Tablo 4.Farkl cografik bolgelerden ve bitki kaynaklarinin propolisi (Toreti vd., 2013)

Cografi bolge Bitki kaynagi
Bulgaristan Populus nigra, P. ftalic
Arnavutluk Populus nigra
Bulgaristan Populus tremula
Mogolistan Populus suaveolens

ABD (anakara)

Populus fremontii

ABD (Hawai adalarr)

Plumeria acuminate, Plumeria acutifolia

Birlesik krallik Populus euramericana

Macaristan Betula, Populus, Pinus, Prunus, Acacia spp.;
Aesculus hypocastane

Polonya Betula, Alnus spp.

Ekvatoryal Bolgeler Delchampia spp.

Ekvatoryal Bolgeler Clusia spp.

Avustralya Xanthorrhoea

Kuzey sicaklik bolgesi Kavak, hus, karaagac, akcaagac, kayin, kozalakli

agac ve at kestanesi

Avrupa, Kuzey Amerika,

Asya’nn tropik olmayan bolgeleri

(poplar propolis)

Aigeiros bolgesinden Populus spp., siklikla P.
nigra L.
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Rusya (Hus propolis) Betula verrucosa Ehrh.

Brezilya(yesil-alecrim propolis) Baccharis spp. Predominantly B. dracunculifolia
DC.

Kiiba, Veneziiella Clusia minor
Clusia spp.

Giiney Brezilya (tip 3), Arjantin ve | Populus alba
Uruguay

Brezilya (Kuzeydogu Brezilyadan tip | Hyptis divaricate
6 propolis)

Brezilya (Kuzeydogu Brezilyadan tip | Dalbergia ecastaphyllum
13 propolis)

Propolis kaynaklarmin bilinmesi, ar1 yetistiricilerinin arilarm ugus alaninda
yogun olarak bulunan bitkileri bilmeleri agisindan onem tagimaktadir. Arilar
cevreden propolis toplayamadiklar1 zaman cesitli boya, asfalt ve mineral yaglari
iceren maddeleri propolis gibi kullanmak amaciyla toplamak zorunda kalirlar. Bu

durumda propolisin farmakolojik etkisi tehdit altina girmektedir.
5.2. Propolisin Kimyasal Icerigi

Propolisin temel bilesenleri regineler (benzoik ve sinamik asit tiirevleri ve
flavanoitler), balmumu ve yag asitleri, temel yaglar, polen ve minerallerdir.
Propolis, yaklasik olarak %50 re¢ine ve zamks1 maddeler, %30 bitkisel mumlar,
%10 esansiyel yaglar, %5 polen ve %5 organik bilesikler ve minerallerden
meydana gelmektedir (Thomson, 1990).

Propolisin kimyasal igerigi kalitatif ve kantitatif olarak botanik kdkenine ve
bolgesel bitki ekolojisine gore degisiklik gostermektedir (Nolkemper vd., 2010).
Ayrica mevsime, 1siklandirmaya, toplama tipine, besin bulunabilirligine ve
arilarin oyugunun ¢evresindeki bitki tiplerine gére de degismektedir (Toreti vd.,
2013).
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Propolisi kimyasal bilesiklerine ayirmak oldukca giictiir. Ancak son yillarda
yiiksek performans sivi kromatografisi (HPLC), kiitle spektrometresi ve gaz
kromatografisi (MS-GC) teknikleri kullanilarak propolis igerisinde ¢ok az
miktarda bulunan ve organik ¢éziiciilerde ¢oziinen 149 bilesik ve 20 iz element
tespit edilmistir (Kutluca vd., 2008). Bazi ¢alismalarda propolisin esterler gibi
fenolik benzeri bilesikler, farkli tirlerde flavanoitler, yag asitleri, terpenler,
steroitler, aminoasitler, polisakkaritler, hidrokarbonlar ve alkol igerdigi

soylenmektedir (Lopes vd., 2013).

Kullanilan ¢6ziicii ve ekstraksiyon yontemi, propolis ekstresinin kimyasal
icerigini degistirir. Ticari olarak satilan tabletler, kapsiiller, ampuller ve surup lar
propolisin etanol ekstresi ile hazirlanmaktadir. Metanol ise sadece arastirma

amagh olarak kullanilmaktadir.

5.2.1. Propolisin Etanol Ekstresinde Tamimlanan Bilesenler

Farkli bolgelerden toplanan propolisin etanol ekstrelerinde farkl bilesenler

tanimlanmigtir. Tablo 5° te bu tanimlanan bilesenler gosterilmektedir.

Tablo 5: Propolis etanol ekstrelerinde tanmimlanan bilesenler

Ornek Tammlanan Bilesen

Bulgar propolisi 3,7-Dihidroksi-5-metoksiflavanon 2,5-dihidroksi- 7-
metoksiflavanon

Kuzey ve Giiney Bulgaristan Dihidrokafeik asit

Dihidroferulik asit

Dihidroksiasetofenon hidroksimetoksiasetofenon
B-Fenetil alkol

Benzil alkol pinobanksin
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Pinostrobin

Dimetil kaempferol

Brezilya/Sao Paulo bolgesi

3-Pirenil-4-dihidrosinamoloksinnamik asit

Brezilya/Sao Paulo bdlgesi-
Botukatu sehri

9-E ve 9-Z 2,2-Dimetil-6-karboks ietenil-8-prenil-2H-
benzopiran

Brezilya/Sao Paulo bdlgesi

Dehidroabietik asit
Abietik asit
B-Amirin

Amirin Triterpenik alkolii 9(11) ¢ift bag ile Lanosterol
izomeri

Belirtilmemis

(E)-2,3-Dihidrokoniferil p-kumarat

(E)-3-2,3-Dihidro-2-[2-[(E)-psoumaroiloksi]-1-
metiletil]-5-benzofuranil-2-

propenoik asit
(E)-4-(2,3-Dihidrosinnamoyloksi) sinnamik asit

(E)-3-(2,2-Dimetil-3,4-dihidro- 3-hidroksi-2H- 1-
benzopiran-6-il)- 2-propenoik asit

(E)-3-[2,3-Dihidro-2-(1-metiletenil)-5-benzofuranil]-2-
propenoik asit

(E)-3-[2,3-Dihidro-2-(1-metiletenil)-7-prenil-5-
benzofuranil]-2-propenoik asit

(E)-3-3-[(E)-4-(2,3-Dihidrosinnamoyloks i)-3- metil- 2-
butenil]-4-hidroksi-5-

prenilfenil-2-propenoik asit
Dihidrokemferol (aromadendrin)
6-Metoksikemferol

4-Hidroksi-3-prenilbenzoik asit
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Plikatin B

Kapillartemisin A

Japonya/Okinawa

Prokinawan

Brezilya propolis tipi 6

Hiperibon A

Meksika/Champaton

1-(3,4.-Dihidroksi-2-metoksifenil)-3-(fenil)propan
(2)-1-(2-Metoksi-4,5-dihidroksifenil)-2-(3-fenil)propen
3-Hidroksi-5,6-dimetoks if lavan

(-)-7-Hidroks iflavanon

(-)-Mukronulatol

(-)-Arizonikanol a

(+)-Vestitol

(-)-Melilotokarpan a

(-)-Melilotokarpan d

(+)-Pinokembrin

Yunanistan (alt1 bdlge)

18-Hidroksiabieta-8, 11,13-trien

Dihidroksiabieta-8,11,13-trien; hidroksidehidroabietik
asit

18-Siiksiniloksiabictadien
18-Siiksiniloksiabictadien (izomer)

18-Siiksiniloksihidroksiabietatrien

Kenya propolisi

Tetrahidrojustisidin B
6-Metoksidifillin
Fillamirisin C

Makarangin
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Schweinfurthin A

Schweinfurthin B

Endonezya/Dogu Java /Batu | 5-Pentadesilresorkinol
sehri
5-(8’z, 11’z Heptadesadienil)-resorkional
5-(11’z-Heptadesenil)-resorkinol
5-Heptadesilresorkinol

Propolin d

Propolin ¢

Propolin f

Propolin g

Urdiin propolisi 24(z)-1B-3B-Dihidroksieupha-7,24-dien-26-oik asit

Honduras (E, 2)-Sinnamil sinnamat

Solomon adalar1 Solofenol (A)

5.3. Propolisin Fiziksel Yapisi

Propolis 25-45 °C arasinda mum kivaminda elastik bir yap1 gostermekte,
sogukta kat1 kirilgan bir sekle doniismektedir. Genellikle 60-70 °C’ de kismen

erimekte fakat baz1 rneklerin erime sicakh@ 100° C’ lere kadar ¢ikmaktadir.

Propolisin rengi bitki kaynagma bagh olarak sari, yesil ve koyu
kahverengine kadar degisim gosterebilir. Propolis eter, kloroform, glikol, aseton
ve diger organik c¢oziiciilerde kismen, %95’°lik alkolde biiylik dlciide erimekte,
suda ¢ok az veya hi¢ erime gostermemektedir. Propolis, tibbi alanda %70’ lik

alkolde erimis ¢ozelti olarak kullanilir (Krell, 1996).
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5.4. Farmakolojik Ozellikleri

Propolis i¢erigindeki bilesenler farkli farmakolojik etkinliklere sahiptir. Ana
gruplardan flavanoitler, propolisin antibakteriyel aktivitesinden temel olarak
sorumludur. Ayrica antikanserojen ve bagisikhk diizenleyici etkisinden de
sorumludur (Coneac vd., 2008).

54.1. Bilinen Farmakolojik Etkinlikleri Olan Propolis

Bilesenleri
Propolis igerigindeki bilesenlerin her birinin farkli farmakolojik etkinlikleri

olabilmektedir. Tablo 6’ da bilinen farmakolojik etkinlikleri olan propolis

bilesenleri verilmistir.

Tablo 6.Bilinen far makolojik etkinlikleri olan propolis bilesenleri (Toreti vd., 2013)

Kimyasal Bilesen Etkinlikleri

Asasetin Anti inflamatuar
Apigenin Anti inflamatuar
Artepillin C Anti mikrobiyal

Anti timor etkinlik

Anti oksidatif

Kafeik asit ve feretil ester (CAPE) Anti tiimér etkinlik

Anti inflamatuar

Krisin Anti inflamatuar

Kafeik asit Anti bakteriyel
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Anti fungal
Anti viral

Anti inflamatuar

Sinnamik asit

Anti inflamatuar

Dikafeoilkuinik asit tiirevleri

Karaciger Koruyucu

Ferulik asit Anti inflamatuar
Galangin Anti inflamatuar
Gallik asit Anti inflamatuar
Moronik asit Anti HIV

[zoferulik asit

Anti inflamatuar

Pinostrobin Lokal anestezist
Protokatekuik asit Anti inflamatuar
Pinosembrin Anti bakteriyel
Anti fungal
Kiif giderici
Lokal anestezist
Propofol Anti oksidatif

p-Koumarik asit

Anti bakteriyel

m-Koumarik asit

Anti inflamatuar
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o-Koumarik asit Anti inflamatuar

Kuersetin Anti inflamatuar
Anti viral

Anti histamin
Ulser iyilestirici

Kilcal damar gii¢lendirici

Ucucu Bilesenler (fenoller, esterler, terpenoik asit vb.) | Anti bakteriyel

2,2-Dimetil-6-karboksietil-2H-1-benzopiran Anti mikrobiyal

3-[3,4-Dihidroksi-5-prenilfenil]-2-(E)-propenoik asit | Anti oksidatif

5.5. Propolisin Iyilestirici Etkileri

55.1. Antibakteriyel Aktivite

Propolisin antibakteriyel etkisi bakteriyosidal sekildedir. Yani, hareketlerini
engelleyerek bakterilerin 6lmesini saglamaktadir. Her propolis tipi farkh
antibakteriyel igerik barmdirmaktadir (Bogdanov, 2014).

Apis mellifera caucasica tarafindan toplanan kavak propolisi, Apis
mellifera anatolica ve Apis mellifera carnica tarafindan toplanan propolisten daha
yiiksek antibakteriyel aktiviteye sahiptir (Silici vd., 2005).

Propolis etanol ekstresi yaklagik alt1 ay boyunca antimikrobiyal etkisini
korumaktadir (Silva, 2009).

55.2. Antifungal Aktivite

Kavak propolisi en yiiksek antifungal aktiviteye sahip olan propolis tipidir.

Tirkiye’de Apis mellifera caucasica tarafindan toplanan kavak propolisi, Apis
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mellifera anatolica ve Apis mellifera carnica tarafindan toplanan propolisten daha
yiiksek antifungal aktiviteye sahiptir (Silici vd., 2005).

55.3. Antiviral Aktivite

Propolis viriislerin ve funguslarin biiylimelerini engelledigi gibi ayni
zamanda Oldirmektedir (Marcucci, 1995). Propolisin viriisler iizerindeki en

dikkate deger etkisi influenza viriise karsidir (Kujumgiev vd., 1999).

5.5.3.1. Propolisin Etkili oldugu Patojenik ve Zararh

Organizmalar

Tablo 7’ de propolisin etkili oldugu patojenik ve zararh organizmalarin

listesi verilmistir (Bogdanov, 2014).

Tablo 7.Propolisin Etkili oldugu Patojenik ve Zararl Organizmalar (Bogdanov, 2014)

Gram Pozitif Bakteriler

Bacillus cereus, Bacillus mesentericus, Corynebacterium spp., Corynebacterium diphtheriae,
Diplococcus pneumonae, Enterococcus spp., Mycobacteria sp., Mycobacterium tuberculosis,
Staphylococcus aureus, Streptococcus: critecus epidermis faecalis mutans, pyogenes, viridans,
sobrinus,

Gram Negatif Bakteriler

Branhamella catarrhalis, E. coli, Helicobacter pylori, Klebsiella ozaemae, Proteus vulgaris,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella: choleraesuis, dublin, enteritidis, exneri, gallinarum,
pullorum,, paratyphi-A, paratyphi-B, typh;i Shigella: dysinteriae, sonnei

Fungi

Aspergilus sp., Candida: albicans, guiliermondi, parapsilosis, tropicalis; Cryptococcus sp.,
Cryptococcus neoformans, Histoplasma encapsulatum, Madurella mycetomi, Microsporum:
audoinini, canis, cepleo, distortum, ferrugeneum, gypseum; Piedra hortae, Phialophora
jeanselmei, Saccharomyces sp. , Trichophyton: sp., mentagrophytes, rubrum, Trichosporon
cutaneum
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Viriisler

Adenovirus, Coronavirus, Herpes symplex, Influenca A and B virus, Newcastle disease virus,
Polio virus, Vaccinia, Rotavirus; Vesicular Stomatitis Virus, Coronar virus

Parazitler

Cholomonas paramecium, Eimeria: magna, media, perforans;

Giardia lambia, Giardia duodenalis, Trichomonas vaginalis, Trypanosoma cruzi, Trypanosoma
evansi

5.5.4. Antioksidan ve Karaciger Koruyucu Aktivite

554.1. Antidoksidan Aktivite

Propolisin antioksidan aktivitesi, toplam polifenol konsantrasyonu ile
iliskilidir. Kavak propolisi, Brezilya propolisinden goreceli olarak daha fazla

polifenol icerir ve bu nedenle daha yiksek antioksidan aktivite gosterir
(Kumazawa vd., 2004).

Antioksidan aktivite polifenollerin tipine gore de farklilik gosterir. Kavak
propolisinin tipik bileseni olan CAPE (kafeik asit fenetil ester), propolisin en
giiclii antioksidan bilesenlerinden biridir (Farooqui vd., 2010).

Antioksidan aktivite farkli birimlerde Olciilmektedir. Farkli besinlerin
antioksidan aktiviteleri ORAC indeksleri ile karsilastirilir. ORAC indeksi Oksijen
Radikal Absorbans Kapasitesi’nin kisaltilmis halidir. 2007 ABD Patentine gore
kavak propolisinin 50/50 su/aseton ekstresi 2459 ORAC birimi ile gosterilirken,
hekzan/etilasetat (75:25) ekstresi 7215 ORAC birimi ile gosterilir. Saf propolis
reginesi 9674 ORAC birimi ile (pmole TE/g) gosterilmektedir. Uruguay kavak
propolisi ise benzer sekilde yikksektir: 8000 pmol TE/g propolis. Boylece propolis
en gliclii dogal antioksidanlardan biridir (Silva vd., 2011).

Propolis giiglii bir antioksidandir. Bu etkisi, fenolik ve antioksidan

bilesenlerin yilksek konsantrasyonuna baghdir. Insan fizyolojisindeki radikal
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teorisine gore etkin serbest radikaller, hiicresel parcalanma siire¢leri ve hiicre
Olimlerinin birgogunda gbérev almaktadir. Kanser, otoimmun hastaliklar,
yaslanma, katarakt, romatoid artirit, kardiyovaskiiler ve norodejeneratif hastaliklar
gibi kronik ve dejeneratif hastaliklarin gelisiminde oksidatif stres temel nedendir.
Propolis, kanser gibi kronik dejenerasyon hastaliklardan korunmada bir takviye
olarak goriilmektedir (Pham-Huy vd., 2008).

554.2. Karaciger Koruyucu Aktivite ve Radyasyon
Karsit1 Aktivite

Kani toksinlerden arindirma gdrevini Ustlenen organ olan karaciger hasara
ugradiginda, ¢esitli kronik hastaliklar ve kan zehirlenmesi riski olusmaktadir.
Fenolik bilesikler karaciger koruyucu fonksiyonlar1 ile bilinirler. Farkli propolis
tirleri icin antioksidan aktivitesine bagl olarak karaciger koruyucu etkisinin var

oldugu rapor edilmistir (Banskota vd., 2001).

Propolisin radyasyon karsit1 aktivitesi ise 2010 yilinda arastirilmistir. Timor
hiicrelerinde ve hayvanlarda test edildigi tizere, bir antioksidan olan propolis
radyasyon etkisini yok etmede gilicli bir etkiye sahiptir. Ayrica kanser
hiicrelerinin apoptozisinde goérev almaktadr ve boylece radyasyonun anti kanser

etkisini gelistirmektedir (Orsolic, 2010).

Propolis takviyesi, karaciger saghgi ve timdr 1sin tedavisinin zararl

etkilerinin yok edilmesi i¢in koruyucu ilagtir (Bogdanov, 2014).

5.5.5. Bagisiklik Sisteminin Giiciinii Diizenleme Etkileri

Tim propolis tipleri bagisiklik uyaric1 etkiye sahipken, farkl propolis
tirlerinin aktif bilesenleri de birbirinden farkhdir. Propolisin bagisiklik
diizenleyici etkisi, fareye ait peritonal makrofajlarm mikroplar1 yok edici etkisinin
artmasi ve antikor iiretiminin artigt ile beraber tiimor hiicrelerine karsi dogal
Oldiirticli  hiicrelerin  litik aktivitesinin artmas1 seklinde gerceklesmektedir.
Propolisin en iyi bagisiklik uyarici aktivitesi kisa donemli olarak hayvanlara

uygulandiginda gdzlenmistir.
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Propolis, antikor tiretimini arttirarak T ve B lenfositlerini aktive ederek bir
adjuvan gibi gorev alir ve bagisiklik sistemini uyarir. Propolis, bagisiklik

sisteminin uyarilmas:t ve dilizenlenmesinde bir takviye olarak goriilmektedir
(Sforcin vd., 2007).

5.5.6. Antitiimor Etkileri

Propolisin hastaliklarm tekrarinin 6nlenmesinde kullanilma sebebi, timor
hiicrelerinde  DNA sentezini inhibe edebilme yeteneginde olmasi timor
hiicrelerinin apopotozunu tetikleme yeteneginde olmasi, B, T ve NK hiicrelerinin
fonksiyonlarmi1  diizenleme yetenegindeki faktorleri {iretebilmeleri igin
makrofajlar1 aktive etme dzelliginde olmasidr. Ozellikle propolis igerigindeki
flavanoitler, farelerde kemoterapi ya da radyasyon igindeki ajanlarin
toksisitelerine karst koruyucu rol oynamaktadir. Bu etkiyi insanlarda da
gosterebilecekleri seklinde umut vermektedir. Bir adjuvan antioksidan terapisi ile
kombinasyonu lokositler, karaciger ve bobrekler lizerindeki yan etkileri diizelterek

sonucta doz artigina engel olup kemoterapinin etkisini arttirabilir.

Bir¢ok polifenol antimetastik aktiviteye sahipken, kavak propolisindeki CAPE
bileseni ve baccharis propolisindeki Artepillin C, en potansiyel antitiimdr ajanlar1

olarak tanimlanmustir. Propolis, kanserden korunmada besin takviyesi olarak

goriilmektedir (Orsolic, 2010).

5,5.7. Antiinflammatuar Etki

Propolis, gine domuzu mast hiicrelerinden miyeloperoksidaz aktivitesi,
NADPH —oksidaz ornitin dekarboksilaz, tirozin protein kinaz ve hyaluronidaz
aktivitelerini inhibe etmektedir. Bu antiinflammuar etki aktif flavanoitlerin ve

sinamik asit tlirevlerinin varligi ile a¢iklanabilir (Almeida vd., 2002).

Propolisin etanol ekstresi, in vitro fare peritonal makrofajlarmmn
prostaglandin ve l6kotrien iiretimini ve in Vivo zimosan ile uyarilmis akut
peritonal inflamasyonu baskilar. Propolisin beslenme yolu ile alinmasi, 6zellikle

in vivo inflamasyonun arasidonik asit metabolizmasmm lipoksigenaz yolagmi
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baskilar. Arasidonik asit metabolizmasinda CAPE, kafeik asit, kersetin ve

naringenine gore daha potansiyel bir diizenleyicidir (Mirzoeva vd., 1996).

Baccharis propolisi, mikroglia hiicrelerinde oksijen yetersizligi sonucu
uyarilmis néroinflamatuar cevaplari, NF-kappa B aktivasyonunun inhibe edilmesi
yoluyla baskilar. NF-kappa B aktivasyonundan, mitokondriler tarafindan
gerceklestirilen artan ROS iretimi sorumludur. Bu nedenle propolis, oksijen
yetersizligi sonucu uyarilan noroinflamasyonlardan korunmada faydali bir tak viye

olabilir (Wu vd., 2013).

5.6. Propolis ile Hazirlanan Uriinler

Propolis Tableti

Propolisin sarimsak ve vitamin C ile karistrilarak hazirlanan tablet sekli

soguk algmhgma ve gribe kars1 kullanilir.
Propolis Kapsiille ri

Propolis kapsiilleri cesitli enfeksiyonlara karsi viicudun bagisiklhigini

arttirmak i¢in kullanilmaktadr.
Propolis Dudak Kremi

Propolise E vitamini eklenerek elde edilen dudak kremi, dudaklar1
yumusatmak ve iyilestirmek i¢in kullanilmaktadir. Ayrica ¢atlaklardan, giines ve

riizgar yaniklarmdan da korumaktadir.
Propolis Dis Macunu

Propolis ve cay agaci yagi icermekte ve bakteriyel enfeksiyonlara, dis
clirimelerine, agiz temizligine ve bakimina, dis eti kanamalarma ve dis eti

cekilmesine karsi 1yilestirme saglar.



47

Propolis Alkol Eriyigi

Stirtiinmeden olusan yaralari, yaniklary, tahrisleri ve enfeksiyonlar1 giderici
olarak haricen kullanilir. Haricen kullanim yaninda bir ¢ay kasigi balla birlikte

agiz yoluyla da almabilir.
Propolis Agi1z Spreyi

Propolis ve alkolle hazirlanan bu {iriin bakterilere kars1 kullanilir. Ayrica

agiz enfeksiyonu sonucu olusan kokular1 giderir, nefes tazeleyici 6zellik tasir.
Ekstra Giiclii Propolis Alkol Eriyigi

Iki kere daha konsantre standart propolis alkol eriyigi igerir. Her bir ml
eriyik 325 mg taze propolise esdegerdir. Bu eriyik suda erimeye hazir durumda

olup ayni zamanda dogrudan deriye uygulanmaktadir.

Propolis Ozii

Alkolstiz hazrlanan bu eriyik genellikle dahilen kullanim igin anti-
bakteriyel, anti-mikotik (mantarlara karsi) ve anti-viral olarak agiz ve mide
hastaliklarina kars1 kullanilmakta, bagirsak problemlerini rahatlatmaktadir.

Propolis ve Bal Kansim

Propolis ve bal karisimi olan bu tiriin deri yaniklari, tahris ve enfeksiyonlara
karsy, iilser ve iyilesmeyen inat¢1 agrilary, mide sorunlarini gidermede, bagisikig

gliclendirmede etkilidir.
Propolis ve Cay Agac1 M erhemi

Deride goriilen, tahris, egzama ve mantar hastaliklar1 ve yaniklardan sonra

doku iyilesmesi i¢in uygundur.
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Propolis sabunu

Manuka bali ve cay agaci yag ile etkin anti bakteriyel maddeler iceren

karigim, tamamen dogal antiseptik ylkkama i¢in hazirlanmistir.
Propolis Ekstresi

Saf propolis konsantresi (%100) ve sifali bitkileri igeren, alkol bulunmayan
karigim, 10 damlasinda 500 mg propolis, 500 mg bitki icermektedir. Serin ve kuru
yerde korunmalidir. Giinde 5-10 damla dogrudan veya herhangi bir igecekle

karistrilarak kullanilr.
Propolis Eriyigi

Her kullanim dozunda %350 etil alkol igceren 1.25 ml propolis eriyigi
bulunmaktadr. Giinde 1/8-1/4 ¢ay kasig1 kullanim dozu olarak dnerilmektedir.

Propolis Konsantre Ozii

Saf konsantre propolis 6zii (%100) bal aris1 tarafindan enzimatik olarak
tiretilen bir besin maddesidir. Bir tableti 500 mg propolise es deger miktarda

%100 safpropolis icermektedir. Giinde 1 tablet olarak kullanilmalidir.
Propolis Jeli

Amino asit ve vitamin degerleri yikksek propolis jeli, sa¢ derisinin yag
tretimini dengelemede ve dinlendirmede, kasint1 ve tahrigleri gidermede, zararh

mikroorganizmalarin sa¢ diplerinden temizlenmesinde etkilidir.
Propolis Tozu

Propolis tozu menopoz devresi ve sonrasi kemik erimelerine karsi st
solunum yolu rahatsizliklarinda, kulak, burun, bogaz, astim, brongit gibi
rahatsizliklarda, romatizmal agrilar ve eklem agrilarinda, kotii nefes kokularmi

giderici, dis etlerindeki bakterilerin yok edilmesinde kullanilmaktadir.
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Sivilagtirllms Saf Propolis

Agiz hastaliklarinin tedavisinde, dis agrilarima karsi, ciltteki kasmti,
beriberi, iilser ve yaralarm tedavisinde, rinit tedavisinde, kanser tedavisinde, i¢
organlardaki tlserin tedavisinde, kandaki seker ve yag seviyelerini diigslirmede,
damar sertligini gidermede ve diger kan ve damar hastaliklarmin tedavisinde,
toksinleri atma, kani temizleme, kalbi gliglendirme ve bagisikligi arttirmak

amactyla kullanilmaktadir (Kumova vd., 2002).

6. MATERYAL VE METOT

6.1. Materyal

6.1.1. Kullanilan Aletler

e Nanosizer (Malvern ZEN3600 Zetasizer Nanoseries)

e Kiriiss Optronic DR301-95 Refraktrometre cihazi

e Sonikator, Everest Ultrasonic Cleanex-812

e Sineo Mikrodalga MDS -8G Kapali Tank Parg¢alama/Ekstraksiyon Sistemi
e Manyetik karstirict (IKA C-MAG HS 7)

e Taramali Elektron Mikroskobu FEI Quanta 250 FEG

e Emitech K550X- Sputter Coater

e DSC Perkin Elmer 8000

e Thermo Scientific Accela UPLC DAD

6.1.2. Kullamlan Kimyasal ve Dogal Maddeler

e Etanol (Merck)

o Metanol (Merck)

e Dietil eter (Merck)

e Folin Ciocalteu’s Fenol reaktifi (Merck)
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Sodyum karbonat (Applichem)

Kolesterol

Tween 80 (Merck)

Spectra Biotech Seliiloz Ester 100-500 Da diyaliz membrani
Asetonitril (Sigma)

Tetrahidrofuran (Sigma)

ACE 5 C18 250x4.6 mm kolon

Diklorometan (Merck)

Formik Asit (Merck)

Kloroform (Merck)

Détorolu Dimetilsiilfoksit (DMSO-d6)

Propolis, Agustos 2013 (Sivas, Yildizeli)

Reaktifler: Asetik asit soliisyonu (%60 v/v), piridin solisyonu (%20, v/v),

alimiinyum klorit soliisyonu (%5, v/v)

Sekil 8: Agustos 2013 tarihinde Sivas, Yildizeli’nden toplanmus propolis
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6.2. Metot

6.2.1. Propolis Ekstraksiyonu

Toz haline getirilen propolis, geleneksel maserasyon yonteminin diginda
literatiirde yapilan ¢alismalarin sonuglar1 dogrultusunda Tablo 8’ de gosterilen
hizl ve etkin olabilecek 3 farkl ekstraksiyon yontemi ve 2 farkl sicaklik degeri
kullanilarak ekstre edilmistir (Trusheva vd., 2007, Ramanauskiene vd., 2013).
Solvent olarak diisiik toksisitesi olmasi dolayisiyla %96 saflikta etanol tercih
edilmistir (Arslan vd., 2010). Ekstraksiyon %96 saflikta etanol ile 1:10 (m/v)
propolis: solvent orani kullanilarak hazirlanmigtr (Trusheva vd., 2007). Ayrica

sicakhgm etkisinin belirlenebilmesi i¢in 30 ve 60 °C lik iki sicakhk denenmistir
(Paviani vd., 2013).

6.2.1.1.  Ultrasonik Ekstraksiyon

Ultrasonik ekstraksiyon igin literatiirde belirlenen prosesten uyarlanan 100
W’ da 30 dakikalik bir proses tercih edilmistir (Trusheva vd., 2007). Everest
Ultrasonic Cleanex-812 sonikator cihazi ile belirlenen sicakliklarda ekstraksiyon

uygulanmistir.

6.2.1.2.  Mikrodalga ekstraksiyonu

Mikrodalga ekstraksiyon i¢in literatiirden hareketle 800 W’ da 15 dakikalik
bir proses tercih edilmistir (Trusheva vd., 2007). Sineo Mikrodalga MDS -8G
kapali tank par¢alama/ekstraksiyon sistemi kullanilarak belirlenen sicakliklarda ve

sicaklik 6l¢iimii i¢cin etanol kullanilarak ekstraksiyon iglemi uygulanmstir.
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6.2.1.3. Manyetik karistirma ekstraksiyonu

Manyetik karistirma ekstraksiyonu ic¢in literatiir 151¢mnda alinan bilgiler
dogrultusunda 120 dakika 400 rpm’ lik bir proses tercih edilmistir
(Ramanauskiene vd., 2013). Manyetik karistrici (IKA C-MAG HS 7) cihazi

kullanilarak belirlenen sicakliklarda ekstraksiyon islemi uygulanmistir.

Tablo 8.Ekstraksiyon isleminde uygulanan yontem, siire ve sicakliklar

Ekstraksiyon Yontemi | Siire (dakika) | Sicakhk 1 (°C) Sicakhik 2 (°C)
Ultrasonik banyo 30 30 60
(100 W)

Mikrodalga (800W) 15 30 60
Manyetik karigtirma 120 30 60

Ekstraksiyon isleminin ardindan 6rnekler filtre kagid: ile siiziilirerek kati

kisim tartilmaistir.

6.2.2. En Uygun Ekstraksiyon Yontemini Belirleme

Gergeklestirilen ekstraksiyon islemleri verim yOniinden degerlendirilmistir.
Ardindan toplam fenol ve flavanoit igeriklerinin 6lgiilmesi ile en yikksek verime

sahip, toplam fenol ve flavanoit igerikleri en yiiksek olan yontem se¢ilmistir.

6.2.2.1.  Ekstraksiyon Verimi Hesaplama

Ekstraksiyon verimi, igleme tabi tutulan kati miktarindan ekstraksiyon
sonras1 siiziilerek filtre kagidinda kalan kat1 miktarmin ¢ikarilip, yiizdesel olarak

hesaplanmasi ile elde edilmistir.
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Ekstraksiyon verimi

_ ilk konulan kati miktar1 — Filtre kagidinda kalan kat1 miktar1
B ilk konulan kati miktar1 * 100

6.2.3.  Propolis Ekstresinin Toplam Fenol ve Flavanoit Tayini

6.2.3.1. Toplam Fenol Tayini

Ekstre igerisindeki toplam fenol tayini 6l¢iimii yapabilmek i¢cin ekstrenin
mg/ml EtOH olarak konsantrasyonunun bilinmesi gereklidir. Tablo 9’ da
gosterildigi sekilde bilesenler eklenip karistirilmigtir. Vortekslenip 5 dakika
bekletilmistir. Ardindan %20’ lik Na;COg3 stogundan 1,5 ml ¢ekilip eklenmistir. 1
saat stireyle oda sicakhiginda ve karanlhkta bekletilen ornekler ile 760 nm’ de

spektrofotometrik Slciim yapilmistir.

Tablo 9. Toplam Fenol Tayini Protokolii

Kor Ekstre
Ekstre (ml) - 0.10
Distile su (ml) 10.0 9.90
Folin Reaktifi (ml) 0.50 0.50

Spektrofotometrede Olgiilen absorbans degerleri kalibrasyon egrisine
konarak konsantrasyon hesaplanmistir. Kalibrasyon egrisi i¢in standart olarak
gallik asit (GAE) kullanilmistir.

Elde edilecek toplam fenol icerigi degeri mg GAE/g ekstre cinsindendir.
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% Gallik Asit Standart Egrisinin Cikarilmasi

5 mg/ml konsantrasyondaki gallik asit stogundan 0, 5, 7.5, 10, 15, 17.5
mg/ml lik caliyma soliisyonlar1 hazirlanmustir.

Ardindan 100 pl calisma soliisyonlarindan almip fenol tayini yaparken
kullanilan protokol uygulanmustir (Tablo 9.) Spektrofotometrede 760 nm’ de

yapilan 6lgiimler denklemde yerine konulmustur.

Olciilen absorbans degerlerine karsi konsantrasyon degerlerinin grafigi
cikarilmistir  (Sekil 9). Grafige ait denklem, toplam fenol igeriginin

hesaplanmasinda kullanilmistur.

Konsantrasyon (mg/ml)- y(abs)

y=0,0869x + 4E-05
R2=0,9994

1,6
1,2 /
08 / —abs
0,4 7/

0 ; ; ; .

0 5 10 15 20

Dogrusal (abs)

Sekil 9. Gallik asit standart egrisi
6.2.3.2. Toplam Flavanoit Analiz

Yontemin prensibi, aliminyum iyonlarmin drnek igerisindeki flavanoitlerle
etkilesip  stabil ~ Al*-flavanoit kompleksi olusturmast ve flavanoit
konsantrasyonuna bagli olarak yogunlugu degisen sar1 renk ile vermesidir. Olusan
reaksiyon, ornekte bulunan fenolik bilesenlerden etkilenmeden absorpsiyonun

Ol¢climiinii saglar. Reaktifler kullanilacagi kadar hazirlanip, taze olarak kullanilir.
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Toz halindeki 6rnek %80’ lik metanol ile ekstre edilmistir. Son ekstre
konsantrasyonu 1 mg/mL degerindedir. Flavanoitleri belirlemek igin deney
tiiptine, 500 pL ekstre, 500 pL asetik asit soliisyonu, 2 mL piridin soliisyonu, 1 ml
aliiminyum klorit soliisyonu ve 6 ml %80 lik metanol eklenmistir. Ornekler oda
sicakhiginda 30 dakika bekletilmistir. Ardindan 420 nm’ de spektrofotometrik
olciim yapilmistr. Olgiimler ii¢ tekrarli yapilmustir.

Spektrofotometrik Ol¢timler rutin kalibrasyon egrisine konularak toplam
flavanoit icerigi mg rutin (RE)/g ekstre cinsinden hesaplanmstir. (Elba Lucia
Cavalcantide Amorim vd., 2012).

6.2.4. Propolisin Diferansiyel Tarama Kalorimetrisi ile

Analizi

Propolisin termal 6zellikleri diferansiyel tarama kalorimetrisi (DSC, Perkin
Elmer, model DSC 8000) ile analiz edilmistir. Yaklasik 5 mg liyofilize ekstre
ornegi, standart aliminyum panlara yiklenip sikistirilmistir. Analiz 20-200°C
araliginda 10 °C /dk sicaklik artis1 ile yiiriitiilmiistiir.

6.2.5. Propolisin UV spektrofotometresi ile Analiz

Propolise ait UV spektrumu ¢ekebilmek i¢in dncelikle bir stok soliisyon
hazirlanmistir. Stok soliisyonun konsantrasyonu 2 mg/ml dir. Stok igerisinden 10
ul cekip, tizeri fosfat tamponu ile tamamlanarak UV spektrofotometresi cihazinda

200-900 nm arasinda tarama yapilmistir.

6.2.6. Propolisin "H-NMR Spektrofotometresi ile Analizi

Propolise ait ultrasonik ekstraksiyon 6rnegi liyofilize edildikten sonra *H-
NMR ¢ekilmistir. 10 mg kadar ornek, 400 MHz isletim frekansh sivi
MERCURYplus-AS 400 model *H-NMR spektrofotometresi ile analiz edilmistir.
Coziicli olarak DMSO-d6 kullanilmustur.
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6.2.7. Propolis Icerisindeki Major Bilesenin izolasyonu

Propolis ekstresindeki major bilesenler belirlenmeye ¢calisiimistr. Bu amagla ince

tabaka kromatografisi (ITK) yonteminden yararlanilmustur.

6.2.7.1.  Uygun Solvent Sisteminin Belirlenmesi

ITK isleminden &nce vyiiriitilecek solvent sisteminin belirlenmesi
gerekmektedir. Bu nedenle Once ekstre nokta tatbik yapilarak Silika jel F254
20x20 cm (Merck) plaklara uygulanmistir. Ekstrenin polaritesine uygun solvent
karigimini bulana kadar denemeler yapilmstir. Bantlarin en iyi ayrildigi sistem

uygun solvent sistemi olarak se¢ilmistir.
Propolis ekstresi ile ITK yapabilmek icin denenen solvent sistemleri su sekildedir.

% 100:11:11:26 (Etil asetat: Formik asit: Asetik asit: Su)

« 100:17.5: 13.5 ( Etil asetat: Metanol: Su) 1-2 damla asetik asit
% 80:20: 2 (kloroform: metanol: su)

+« 90:10 (diklorometan: metanol)

% 95:5 (diklorometan: metanol)

+« 98:2 (diklorometan: metanol)

Yapilan denemelerden sonra en iyi ayirmimn goriildiigii solvent sistemi

955 diklorometan: metanol ITK ¢alismalar: icin secilmistir.

6.2.7.2. Ince Tabaka Kromatografisi (ITK)

Ekstre ya da ornek nokta ya da ¢izgi tatbik yapilarak Silika jel F254 20x20
cm (Merck) plaklara uygulanmstir. Silika jel plakalar uygulanacak 6rnek sayisina
gore uygun genisliklerde kesilmistir. Tatbik yapildiktan sonra, belirlenen solvent
sisteminde yiiriitme islemi gergeklestirilerek polaritelerine gore ayrilmalari
saglanmistir. Yiirlime islemi tamamlandiktan sonra UV altinda 254 nm ve 366 nm
lerde UV aktif bilesenler goriintiilenmistir. Devammda UV aktif olmayan
bilesikler %30’ luk siilflirkk asit (H2SO4) piskiirtiilerek hot platelerde isitilarak

lekeler goriiniir haline getirilmistir.
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6.2.7.3.  Yiiksek Performans Ince Tabaka Kromatografisi
(YPITK)

Yiiksek performans ince tabaka kromatografisi (YPITK) islemi, ince tabaka
kromatografisinin gelistirilmis halidir. YPITK plaklari, ITK plaklarindan daha
kiiciik partikiil boyutlarma sahip oldugundan, daha iyi ayirim saglarlar. Ayrica bir
plate lizerine daha fazla 6rnek uygulanabilir. Plaklarmn kiiglkligi ve yiiriitme

mesafesinin azlig1 sayesinde solvent tikketimi ve siire azalmaktadir.

Ekstre cam YPITK Silika jel F254 20x20 c¢m plaklar iizerine ii¢ ayr1 ¢izgi
tatbik seklinde uygulanmustir. Ardindan diklorometan: metanol (95:5) solvent
sisteminde yiiriitme islemi gergeklestirilmistir. Plaka iizerine Natural Products-
Polietilen glikol reagent (NP/PEG) piiskiirtiilerek UV lamba altinda 365 nm’ de
goriintiilenmistir. Islem sonucunda gdzlenen sar1 renk flavanoitleri, sar1 mavi renk

ise basit fenolik bilesikleri isaret etmektedir.

6.2.7.4. Preparatif Ince Tabaka Kromatografisi (Prep-
iTK)

Propolis ekstresi, Silika jel F254 20x20 cm (Merck) plaklar lizerine ¢izgi
tatbik yapilarak uygulanmugtir. Islem 5 ayri plak icin tekrarlannmustir. Tatbik
yapilan plakalar diklorometan: metanol (955) sisteminde yaklasik 20 ml kadar
cozgende ylriitiilmiigtir. Cozgen sisteminin plak sonuna 0.5 cm bosluk kalana

dek yiiriimesine miisaade edilmistir.

Plak iizerinde yiirlitme islemi tamamlandiktan sonra UV aktif bilesenler UV
lamba altinda incelenmistir. Preparatif sistemde ayrilan ve 254 nm de goriilen
bantlar, kursun kalem ile isaretlenmis ve yukaridan asagiya dogru
numaralandrilmistir. Isaretlenen kisimlar makasla dikkatlice kesilip bir vial
icerisine almmustr. Kesilen parcalar, metanol icerisinde ¢oziindiiriilmiistiir.

Kromatografi islemi ITK ile takip edilmistir.
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6.2.7.5. Poliamid Kolon Kromatografisi

Preparatif ITK ile ayristirlamayan maddeler icin kolon kromatografisi
kullanilmigtir. Fenolik ve polifenolik fonksiyonel gruplari iceren dogal iiriinlerin
izolasyonu i¢in sisme kabiliyeti bulunan poliamid tercih edilmektedir. Bir miktar
poliamid alinip tizerine distile su eklenmistir. Manyetik karistiric1 {izerinde

karistrmaya 1 gece sismesibeklenmistir.

Sigirilen poliamid, kiigiik ¢capli bir siringa igerisine doldurulmustur. Ekstre,
poliamid kolon kromatografisine uygulanmistir. Sudan baglayarak metanole ve
ardindan da diklorometana dogru giden gesitli eliisyonlarla fraksiyonlar alinmistur.
Uygulamada srrasiyla 8:2 su: metanol, 40:60 metanol:su, 60:40 metanol:su, 80:20
metanolisu, %100 metanol,  80:20 metanol:diklorometan,  50:50
metanol:diklorometan, %100 diklorometan hareketli fazlar1 kullanilmigtir.
Elisyon her seferinde 50 ml eliient gecirilerek fraksiyonlar yaklagik 5’er ml
olacak sekilde tiiplerde toplanarak gerceklestirilmistir (Sekil 10). Kromatografi
islemi ve toplanan fraksiyonlar ITK ile takip edilmistir.

Sekil 10: Poliamid kolon kromatografisi deney diizenegi
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6.2.7.6. RP Kolon Kromatografisi

Uygulama i¢in bir miktar RP (karsit faz Silika jel) C18, 20 ml %50 metanol-
%50 su ile sartlandirilarak kiigik capli bir siringa igerisine doldurulmustur.
Ekstre, RP-C18 kromatografisine uygulanmis, metanol-su karigimi ile baslaymp
metanole dogru giden ¢esitli eliisyonlarla fraksiyonlar alinmistr. Uygulamada
srrastyla %50 metanol-%50 su, %60 metanol-%40 su ve %70 metanol-%30 su
hareketli fazlar1 kullanilmigtir. Eliisyon her seferinde 50 ml eliient gegirilerek
fraksiyonlar  yaklask 5’er ml olacak sekilde tiiplerde toplanarak

gerceklestirilmistir (Sekil 11). Kromatografi islemi ve toplanan fraksiyonlar ITK
ile takip edilmistir.

Sekil 11: RP Kolon kromatografisi deney diizenegi
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6.2.7.7.  Partisyon Islemi

Omek {izerine bir miktar su, metanol ve diklorometan eklenmistir.
Karnstirildiktan sonra 3500 rpm de 15 dk santrifiij yapilmistir. Diklorometan fazi
almp kurutulmus ve miktar tayini yapilmistir. Ardindan &rnegin *H-NMR’1
¢ekilmistir.

6.2.8. lzole Edilen Bilesenin Kar akterizasyonu

Izolasyonu gergeklestirilen maddenin karakterizasyonunun yapilabilmesi

i¢in *H-NMR ve LC-ESI-MS tekniklerinden yararlaniimustir.

6.2.8.1. H-NMR

izole edilen ornegin yapi tayini i¢in spektral yontem (*H-NMR)
kullanilmigtir.  Analizler MERCURY-Plus AS400 (400 MHz) cihazinda
gerceklestirilmistir. Ornekleri ¢ 6zmek icin DMSO-d6 kullanilmustir.

6.28.2. LC-ESI-MS

Pozitif ve negatif modlarda 100-1000 dalton arahigindaki kiitleler igin
mertebelerine kadar c¢ekilen LC-ESI-MS ¢ekilerek izole edilen molekiiliin
molekiil kiitlesi belirlenmistir. *H-NMR verileriyle de desteklenerek maddenin

yapisi tespit edilmistir.
6.2.8.3. UPLC

Yikleme  veriminin  hesaplanabilmesi igin UPLC  tekniginden
yararlanilmistir. Thermo Accela UPLC cihazinda yontem belirleme ¢alismasi
yapimistr. Verza vd. (2011) yayminda yer alan yontemde bazi degisikliklere
gidilmistir. Mobil faz olarak Asetonitril (ACN) ve %1 Tetrahidrofuran (THF)
iceren su (pH:3 H3PO,4 ile) Tablo 10° da gosterilen gradient ve siirelerde
kullanidmagtir. 0.5 ppm, 1 ppm, 2.5 ppm, 5 ppm, 10 ppm, 15 ppm, 20 ppm, 25

ppm’ lik standartlar hazirlanmistir. Analizler ii¢ tekrarl gergeklestirilmistir.
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Tablo 10.UPLC yontemine ait hareketli faz sistemi ve zaman ¢izelgesi

Dakika B (ACN) A (%I THF lisu pH:3)
0 30 70

8 30 70

11 100 0

15 100 0

Kolon: ACE 5 C18 250x4.6 mm kolon
Akis hizi: 1.2 mi/dakika
Enjeksiyon hacmi: 20 pl

% Gelistirilen UPLC Yontemine ait Dedeksiyon Smri ve Kantitatif

Ol¢me Simirimn Hesaplanmasi

Dedeksiyon simn (LOD): Makul bir kararlilikla 6lgiilebilen en disik
iceriktir. Tipik olarak S/N (sinyal/giiriiltii)’ niin 3 katidur.

Kantitatif olcme smmr1 (LOQ): Uygulanan test kosullar1 altinda, kabul
edilebilir hassasiyet (tekrarlanabilirlik) ve dogrulukla tayin edilebilen en diisiik
analit konsantrasyonudur. Tipik olarak S/N (sinyal/giiriltii)” niin 10 katidir.

% Gelistirilen UPLC Yontemi ile Galangine ait Standart Egrinin

Cikanlmasi

Galangine ait hazirlanan 0,5, 1, 2,5, 5, 10, 15, 20 ve 25 ppm’ lik stok
cozeltiler segilen yontemle (Tablo 10) {i¢ tekrarli olarak analiz edilmistir.
Ardindan Xcalibur programma standart egri ¢izdirilmistir (Sekil 12). 5 ppm

degerindeki ornek standart egrinin diginda kaldigindan g6z ard1 edilmistir.
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galargin
Y=-108534+032606"X R2=098656 W Eqal

0 5 10 15 2 25

Sekil 12. UPLC yontemi ile elde edilen gal angin standart egrisi (0-25 ppm)

Y=-10853.4+93260.6*X

R?= 0.9965

6.2.9. Formiilasyon Calismalan

Niozomlar eter enjeksiyonu yontemi kullanilarak elde edilmistir.
Niozomlarin olusturulmasi icin 6n formiilasyon ¢alismalar1 yapilmistir. Partikiil
boyutunu etkileyen temel faktorler, literatiirden surfaktan orani (Jadon vd., 2009),
ugcurma sicakligr (Rangasamy vd., 2008) ve sonifikasyon siiresi (Ruckmani vd.,
2010) olarak se¢ilmistir. Ardindan Design Expert programi yardimi ile bir deney
seti olusturularak minimum partikiil boyutunu verecek olan deney dizilimi elde
edilmistir. Yiklenecek etkin madde miktarinin da segilmesi ile birlikte niozomlar
elde edilmistir.
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Madde

Icermeyen Niozom

Formiilasyonunun Hazrlanmasi

Surfaktan orani, ugurma sicaklifi ve sonifikasyon siiresi parametrelerine

bagl olarak Design Expert Yazilimmda Box-Behnken tasarimi kullanilarak bir

deney seti olusturulmustur (Sekil 13). Parametrelere iliskin aralik Tablo 11’ deki

gibi belirlenmistir. Cevap ¢iktis1 olarak ise partikiil boyutu kullanilmgtir.

Tablo 11.Deney seti olusturmak icin kullamlan parametrelere ait minimum ve maksimum

degerler

Minimum Maksimum
Surfaktan oran 1 10
Ugurma Sicakhigi (°C) 40 60
Sonifikasyon Stiresi 30 60
(dakika)
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Factor 1 Factor 2 ‘ Factor 3 ‘
ASurfactant ratio B:Time C.Temperature
% min C
0.00 30.00 50.00
5.00 60.00 40.00
5.00 45.00 50.00
10.00 60.00 50.00
5.00 45.00 50.00
5.00 30.00 60.00
10.00 45.00 60.00
0.00 45.00 £0.00
0.00 45.00 40.00
10.00 30.00 50.00
5.00 30.00 40.00
0.00 60.00 50.00
5.00 60.00 60.00
5.00 45.00 50.00
10.00 45.00 40.00

Sekil 13.Kullandigimiz deney deseni

Niozomlarin hazirlanmasi i¢in eter enjeksiyonu yontemi kullanilmustir.
Modelde tiiretildigi sekilde 50 ml’ lik beher i¢cine 50 mg kolesterol ve modelde
tiretilen orana uygun hacimde (Sekil 13) Tween 80 konulup hazrlanmistir.
Karisim 10 ml dietil eter igerisinde ¢oziilmiis ve ¢ozelti, 10 ml PBS (pH 7.4)
bulunduran bir behere yavas¢a enjekte edilmistir. Enjeksiyon siiresince sicaklik
modelde belirlendigi sekilde tutulmustur. Fazlar arasindaki sicaklik farki eterin
hizli buharlasmasma neden olmus ve spontan vezikiilasyon ile sonuglanmistur.

Ardmdan belirlenen dakika siiresince sonikasyon iglemi uygulanmistir.

6.2.9.2. Propolis liceren Niozom Formiilasyonunun

Hazrlanmasi

Literatiirden kullanilacak ila¢ miktar1 araligir 10-50 mg olarak bulunmustur
(Jadon, P.S., vd., 2009) Buna uygun olarak, modelden se¢ilen optimum sartlarda
tretim gerceklestirilmistir. 50 ml> lik beher igine 50 mg kolesterol ve 5.61
oraninda (262 pl) Tween 80 konulup hazirlanmistir. Karigim 10 ml dietil eter
icerisinde ¢oziilmiistiir ve ¢ozelti, 10 ml PBS (pH 7.4) i¢inde srasiyla 10 mg, 30
mg ve 50 mg etkin maddeyi igeren bir behere yavasgca enjekte edilmistir.

Enjeksiyon siiresince sicaklik modelde belirlendigi sekilde tutulmustur. Fazlar
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arasindaki sicaklik farki eterin hizhi buharlagsmasma neden olmakta ve spontan
vezikiilasyon ile sonuglanmaktadwr.  Ardindan belirlenen dakika siiresince
sonikasyon islemi uygulanmustr. Uretilen formiilasyonlar Sekil 14° de

gosterilmigtir.

Sekil 14.Soldan saga sirasiyla bos partikiil, 1 mg/ml propolis ekstresi yiiklii partikiil, 3 mg/ml
propolis ekstresi yiiklii par tikiil, Smg/ml propolis ekstresi yiiklii partikiile ait goriintii

6.2.10. Niozom Formiilasyonunun Karakterizasyonu

6.2.10.1. Partikiil Boyutu Analizi

Hazirlanan Orneklerin partikiil boyutlar1 Malvern Nanosizer cihazi ile
dlciilmiistiir. Olgiimiin yapilabilmesi i¢in yazilima belirtilmesi gereken refraktif
indeks degeri daha onceden karisimimn icerigine gore Kriiss Optronik cihazi ile

Olciilmiistiir.
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6.2.10.2. Niozom Formiilasyonunun Taramali Elektron

Mikroskobu (SEM) ile Goriintiil enmesi

Taramali elektron mikroskopisi (SEM) niozomlarin morfolojisini belirlemek
iizere kullanilir. SEM fotograflar1 FEI Quanta 250 FEG taramali elektron
mikroskobu ile gereken biiyiitmelerde ve oda sicaklhiginda g¢ekilmistir. Gozlem
yapmadan Once, liyofilize 6rnekler ¢ift tarafli yapiskan bant ile metal gridler
lizerine tutturulmustur ve Emitech K550X sputter coater ile vakum altinda 1 dk

bekletilerek altinla kaplanmustir.

6.2.10.3. Diferansiyel Taramah Kalorimetri (DSC) Analiz

Ekstre iceren ve igermeyen niozom formiilasyonlarinin termal 6zellikleri
diferansiyel tarama kalorimetrisi (DSC, Perkin Elmer, model DSC 8000) ile analiz
edilmistir. Yaklasik 5 mg liyofilize 6rnek, standart aliminyum panlara ytiklenip
skistrilmistir. Analiz 20-200 °C arahgmda 10 °C /dk sicakhk artis1 ile
yuritilmistir.

6.2.11. Yiikleme Verimi

Propolis igeren niozom formiilasyonu belirlenen sartlarda hazirlanmistir.
9000 rpm de 30 dakika santrifiijlendikten sonra siipernatant alinarak UPLC ile

analiz edilmistir. Yikleme verimi hesaplanmustir.

Yikleme verimi= (enkapsiile edilen ilag miktari/toplam ila¢ miktar1)*100
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7. SONUC VE TARTISMA

7.1. Ekstraksiyon Yontemlerine Ait Verim Sonuglar

Tablo 12.Farkh ekstraksiyon metotlari i¢in verim sonuglari

Yontem %Verim
Ultrasonik 30 °C 74.03
Ultrasonik 60 °C 71.54
Mikrodalga 30 °C 44.87
Mikrodalga 60 °C 53.12
Manyetik karistrma 30 °C 52.70
Manyetik karistrma 60 °C 70.85

Yapilan verim hesaplamalarina gore Tablo 12’ de goriildiigii tizere en uygun
ekstraksiyon yontemi 100 W’ da 30 dakika siire ile 30 °C’ de gerceklestirilen
ultrasonik ekstraksiyondur (Sekil 15). Elde edilen bu bulgu, Trusheva vd. (2007)
yayminda belirtilen sonuglar ile uyumluluk gostermektedir. ~ Mikrodalga
ekstraksiyonu, diisiik zaman ve az is giicli gerektirmesine ragmen diisik verime

sahiptir.
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% Verim Grafigi
100 ¢~
80 [~
e 60 [
@
> -
X 40
20 |7
0
Ultrasonik | Ultrasonik | Mikrodalga | Mikrodalga | Manyetik Manyetik
300C 60 oC 300C 60 oC karistirma karistirma
300C 60 oC
| W Yizde % 74,03 71,54 44,87 53,12 52,7 70,85

Sekil 15.Farkh ekstraksiyon yontemleri icin verim sonuclar: ve grafiksel gosterimi
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7.2. Toplam Fenol ve Flavanoit Icerigi Hesaplama Sonuclan

7.2.1.  Toplam Fenol Icerigi

Tablo 13.Farkl ekstraksiyon metotlarina ait toplam fenol icerigi sonuclari

Ekstraksiyon Yonte mi Toplam Fenol icerigi (mg GAE/g ekstre)
Ultrasonik 30°C 302.94
Ultrasonik 60°C 170.22

Manyetik karistirma 30°C 143.75

Manyetik karistirma 60°C 197.84

Mikrodalga 30°C 117.28

Mikrodalga 60°C 149.50

Toplam fenol igeriklerinin hesaplanmasi ile Tablo 13’ te goriildiigi tizere,
en yiksek fenolik icerik 30 °C’ de gergeklestirilen ultrasonik ekstraksiyonda
bulunmustur. Maserasyon islemi ile gergeklestirilen ekstraksiyonlar sonrasi elde
edilen fenol igerikleri, genellikle bizim elde ettigimiz degerlerden oldukga
distiktiir. Bolgesel olarak icerikler degisiklik gosterse de 99-300 mg GAE/ ¢
ekstre arahigindadir (Nedji vd., 2014, Socha vd., 2014, Kumazawa vd. 2004).
Se¢mis oldugumuz ekstraksiyon yontemi olan 100 W’ da 30 dakika siire ile
30°C’ de gergeklestirilen ultrasonik ekstraksiyon sonras: elde edilen ekstrenin

toplam fenol icerigi literatiirdeki verilere kiyasla yiiksek bulunmustur. Bu da



70

sectigimiz yontemin yiikksek verimin yaninda, yiiksek fenolik icerik sagladigini

gostermektedir.

7.2.2.  Toplam Flavanoit I¢erigi

Tablo 14.Farkl ekstraksiyon yontemlerine ait toplam flavanoit icerigi sonuclari

Ekstraksiyon Yonte mi Toplam Flavanoit i¢erigi mg RE/g ekstre
Ultrasonik 30°C 96.7
Ultrasonik 60°C 94.36

Manyetik karistrma 30°C | 92.56

Manyetik karistirma 60°C | 107.43

Mikrodalga 30°C 113.08

Mikrodalga 60°C 93.08

Tablo 14’ de hesaplanan toplam flavanoit igerikleri gosterilmektedir. En
yiksek flavanoit icerigi 30 °C’ de gergeklestirilen mikrodalga ekstraksiyonunda
bulunurken, 2.srada ise 30 °C’ de gergeklestirilen ultrasonik ekstraksiyon yer
almaktadr.

Ultrasonik ekstraksiyon, verim, yiksek secicilik ve kisa ekstraksiyon siiresi
gereksinimi ile en iyi yontem olarak secilmistir. Bu bulgular Trusheva vd. (2007)
yaymiyla da uyum gostermektedir. Ayrica farkli bolgelerden toplanan propolisin
etanol igerisinde 24 saat oda sicakliginda bekletilerek elde edilen ekstraktlarma ait

flavanoit igeriklerine bakildiginda, 30-180 mg kersetin/ g ekstre araliginda oldugu
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goriilmektedir (Kumazawa vd., 2004). Bizim analizimiz ise mg rutin/ g ekstre
cinsinden oldugundan karsilagtirma yapilamamistir. Arabistan’dan toplanan
propolisin metanol igerisinde 24 saat oda sicakliginda bekletilerek yapilan
ekstraksiyonu sonucu elde edilen ekstresine ait flavanoid igerigi ise 16.96+1.48
mg rutin/g ekstre olarak bulunmustur (Osman vd., 2013). Bu verilere gore,
bolgesel icerik ve solvent farkliligi nedeniyle ekstremizin flavanoit igerigi daha
yiksek bulunmustur. Tiim bu analizler 18inda, 30 °C’ de gergeklestirilen

ultrasonik ekstraksiyon 6rnegi, bundan sonraki tiim analizler de kullanilmustur.

7.3.Propolisin Diferansiyel Tarama Kalorimetrisi ile Analizinin
Sonuclar (DSC)

0.2
0.0
02
o
=3
E 0.4 23486 C 52.3§ C
w - 3.137Jig 94.29°C
T { 35.70°C()™ o 2.178Jig
S :‘-_K@G 03°Cc
06 ST ol 2o 0 93.47°C o .
0.8 '98.01°C
10 ' 94 43°C
0 50 100 150 200
Exo Up Temperature (*C) Universal V4, 2E

Sekil 16: Propolis ekstresine ait diferansiyel tarama kalorimetrisi

Propolis ekstresine ait termal karakteristik Sekil 16° da verilmistir. 93,47 °C
de keskin bir endotermik pik gdzlenmektedir. Propolis 150 °C’ nin iizerinde

bozunmaktadir.

Literatiirde propolis etanol ekstresine ait erime noktas1 82.3 °C verilmistir

(Carmen Luiza, 2010). Fakat bolgesel olarak degisim gergeklesecegi ve erime
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noktalarmm 60- 100 °C araliginda olabilecegi bilgisine dayanarak, analizin bu
deger ile uyustugu soylenebilir (Krell, 1996).

7.4.Propolisin UV spektrofotometrisi ile Analizinin Sonug¢lan

0.05 mg/ml propolis i¢in elde edilen spektrum Sekil 17°de, 0.03 mg/ml
propolis i¢in elde edilen spektrum Sekil 18’de, 0.02 mg/ml propolis i¢in elde
edilen spektrum Sekil 19°da gosterildigi gibidir.

3,5

1,5

0,5

0,52

Sekil 17.0.05 mg/ml propolis i¢in elde edilen spektrum

3,5

2,5

1,5

0,5

-0,52 280 300

-1,5

Sekil 18. 0.03 mg/ml propolis icin elde edilen spektrum
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Sekil 19. 0.02 mg/ml propolis icin elde edilen spektrum

Literatirde genel olarak 270 ve 330 ila 365 nm araliinda flavonlar ve
flavanoller, 290 nm de flavanonlar, 235 ya da 260 nm de izoflavonlar, 340 ila 360
nm arahginda kalkonlar, 280 nm de dihidrokalkonlar, 502 ya da 520 nm de
antosiyaninler, 210 ya da 280 nm de ise katesinler bulundugu belirtilmektedir
(Taylor ve Francis Grubu, 2006). Fakat deneme siiresince propolisin
konsantrasyonu degistikce, maksimum absorbans verdigi dalga boyu degeri
kaymaktadir ve maksimum pik verdigi dalga boyu degeri ve bilesenin tiirii tespit
edilememektedir. Bu durumda propolisin kompleks yapismmin UV spektrum ile
belirlenmesi uygun olmadigindan, UPLC yontemi ile ¢aligmalara devam

edilmistir.
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7.5. Propolisin "H-NMR Analizinin Sonuclar

LN

Sekil 20: Propolis ekstresine ait *H-NMR s pektrumu

12,809
12.345

Sekil 21: Propolis ekstresine ait ' H-NMR s pektrumu

UV spektrumunda goriilen durumun benzeri Sekil 20 ve 21° de verilen *H-
NMR sonucunda da goriilmektedir. Propolis, i¢eriginde birgok molekiil barindran
kompleks bir dogal {iirlindiir. Bu sekilde icerigini belirlemek olduk¢a gilictiir.
Propolisin  toplandigt cografyaya gore igeriginde degisiklik gosterdigi

bilinmektedir. Literatirde Tiirkiye’den toplanan propolis Ornegi tizerinde
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gerceklestirilmis  bir 'H-NMR cahsmasina rastlinamamist. Bu nedenle

kargilastirma yapilamamustir.

7.6.Propolisin I¢erigindeki Major Bilesenin Izolasyonuna ait

Sonugclar

Secilen solvent sistemi olan 95:5 diklorometan: metanol ile yapilan
yiiriitme sonras1 NP/PEG reagent piiskiirtmesiyle elde edilmis ITK Sekil 22° de
gosterilmektedir.

Sekil 22: 95:5 diklorometan:metanol sol vent sisteminde yiiriitiilen propolis ekstresine ait

iTK

Major bilesenleri belirlemek iizere Cam YPITK plaka iizerine yapilan
uygulama sonras1 95:5 solvent sisteminde yiiriitilen ITK, Sekil 23° de
gosterilmektedir. Bu haliyle majoriteyi belirlemek zor oldugundan, preparatif ITK

islemine gecilmistir.
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Sekil 23: Propolis ekstresine ait YP-ITK

Sekil 24: Propolis ekstresine ait Prep-ITK

Propolis ekstresi, ¢izgi halinde 5 adet preparatif ITK plagmna uygulanmis ve
95: 5 solvent sisteminde yiiriitiilmiistiir. Sekil 24 de gosterilen Prep-ITK plaginda
asagidan yukartya dogru bantlar 1, 2, 3, 4, 5 olarak numaralandirilmistr. 2 ve 3
numarali bantlar birlestirilmistir. Ardindan yapilan ITK analizinin farkh dalga
boylarinda ve asit muamelesi ile elde edilen goriintiileri Sekil 25-27° de

gosterilmektedir.
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Sekil 25: Prep-ITK dan kesilen bantlar (366 nm)

Sekil 26: Prep-ITK dan kesilen bantlar (254 nm)
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Sekil 27: Prep-iITK dan kesilen bantlar (Asit muamelesi sonrasi)

2-3 kodlu o6rnek ile kurulan poliamid kolondan araliklarla alinan 6rneklere

ait ITK Sekil 28° de verildigi gibidir.
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Sekil 28: Poliamid kol ondan toplanan érneklere ait iTK analizi

Poliamid kolonda istenen aymrim saglanamamistir. Hala ¢ift bant
gozlenmektedir. RP kolon kurulmasma karar verilmistir. RP kolonun ¢alisip

calismayacagimi gdrmek adma RP tabakada yapilan ITK Sekil 29° da yer
almaktadir.

Sekil 29: RP kolona verilen ornek

RP kolondan alinan 6rnek hala tam olarak saf goriilemediginden partisyon

islemi gerceklestirilmistir. Partisyon sonucu, apolar bilesenlerin alt fazda, polar
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bilesenlerin ise st fazda kalmasi beklenmektedir. Alt faz olan diklorometan
fazina gecen molekiillerin ITK analizi Sekil 30° da gdsterildigi gibidir.

Sekil 30: RP kolondan alimip partisyon yapilan érnek
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Sekil 32: izole edilen érnege ait ' H-NMR s pektrumu (6-8.1 ppm)

Sekil 33: izole edilen molekiilden pozitif modda cekilen LC-ES I-MS analizi
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Sekil 31-32” de gosterilen *H-NMR verileri ile izole edilen molekiiliin hangi
molekiil yapisini tayin edebilmek igin literatiirden yararlanilmustir. Bertelli vd.,
(2011) yaymn ile yapilan karsilagtrmalar sonucu molekiiliimiiziin galangin oldugu
kanaatine varilmistr. Nitekim LC-ESI-MS’de pozitif modda gdzlenen [M+NH," ]
molekiiler pik, bilesigin yapisint dogrulamistir (Sekil 33).

Galangine ait kimyasal formiil ise Sekil 34’ de gosterilmistir.

HO O

OH
OH O

Sekil 34:Galangin molekiilii

1.7.2. UPLC Yontemi

% Gelistirilen UPLC Yontemine ait Dedeksiyon Smri1 ve Kantitatif

Ol¢me Simrimin Hesaplanmasi

Kullanilan UPLC yontemine ait dedeksiyon ve kantitatif 6lgme simirlar

hesaplanmistir.

Dedeksiyon simir1 (LOD)=0.476 ppm

Kantitatif 6l¢cme smin (LOQ)=1.587 ppm

Hesaplanan degerler, Verza vd. (2011) yaymindaki dedeksiyon ve kantitatif

Olecme sinirlartyla uyusmaktadir.
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% Propolisin UPLC Yéntemi ile Analizinin Sonucu

Sekil 35° de gosterilen analiz sonucuna gore, 12.26 ve 12.20 retensiyon

zamanina Sahip molekiiller ekstre igerisinde konsantrasyonu major olan

bilesenlerdir.

Sekil 35: Propolis Ekstresinin Se¢mis oldugumuz UPLC yontemi ile analizi

+ Galangin icin UPLC den elde edilen kromatogram
Galangin standardi ile yapilan UPLC analizi ile elde edilen kromatogram,
Sekil 36’ da gosterilmektedir. Galangin, 12.18 dk’ da pik vermektedir.

Sekil 36: Galangin standardina (10 ppm) ait UPLC kromatogram
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% Galangin’e ait UV spektrumu
UPLC-DAD dedektorii ile galangine ait elde edilen UV spektrum Sekil 37” de
gosterilmektedir. Galangin, 211 nm, 267 nm ve 313 nm’ de maksimum pik
vermektedir. Bu aralik Verza vd. (2011) yaymi ile de Ortiismektedir.
e

fom e =
200000 o = : _/ T

Sekil 37: Galangine ait UV spektrum

7.8. Formiilasyon Calismalarina Ait Sonuglar

7.7.3. Etkin Maddeyi Icermeyen Niozomlara Ait Partikiil
Boyutlan

Hazirlanan niozom formiilasyonlarma ait partikiil boyutlar1 Tablo 15’ de

gosterilmistir.

Tablo 15.Deney deseni ile iiretilen partikiillerin boyutlar: (nm)

Factor 1 Factor 2 Factor 3 Response 1

A:Surfactant ratio B:Time C:Temperature Size
% min C nm

0.00 30.00 50.00 72186

5.00 60.00 40.00 1738

5.00 45.00 50.00 143.23

10.00 60.00 50.00 172.97

5.00 45.00 50.00 192.83

5.00 30.00 50.00 24993

10.00 45.00 60.00 227.9

0.00 45.00 60.00 191.33

0.00 45.00 40.00 J22.4

10.00 30.00 50.00 216.47

5.00 30.00 40.00 170.9

0.00 60.00 50.00 645.8

5.00 60.00 60.00 206.63

5.00 45.00 50.00 13341

10.00 45.00 40.00 200.3
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7.7.4. Anova Testi

Parametrelerin birbirleriyle iliskileri ve toplamda prosese olan etkilerinin
belirlenebilmesi i¢in grup i¢i ya da gruplar arasi varyans analizlerinin

yapilmasinda kullanilan ANOVA testi yonteminden yararlanilmistir.

ANOVA testi i¢in kiibik model uygulanmastir.

A= Surfaktan orani

B= Zaman

C= Sicaklik parametrelerini temsil etmektedir.

Cevap olarak ise partikiil boyutu (nm) kullanilmaktadir.
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Tablo 16.Anova Testinde yer alan parametrelerin birbirleriyle iliskileri, kareler

ortalamalari, f degeri, p degeri

Kaynak Kareler Df Kareler F degeri | p degeri
Toplam ortalamasi

Model 4,378E+0.05 12 36486.86 35.71 0.0276

A 1828.85 1 1828.85 1.79 0.3128

B 406.02 1 406.02 0.40 0.5929

C 3122.57 1 3122.57 3.06 0.2225

AB 200.22 1 200.22 0.20 0.7013

AC 6294.04 1 6294.04 6.16 0.1311

BC 535.92 1 535.92 0.52 0.5442

A’ 93913.11 1 93913.11 91.91 0.0107

B’ 57085.07 1 57085.07 55.87 0.0174

C? 23860.00 1 23860.00 23.35 0.0403

ABC 0.000 0

A’B 703.13 1 703.13 0.69 0.4940

A’C 5790.49 1 5790.49 5.67 0.1403

AB* 1.004E+005 1 1.004E+005 98.31 0.0100

AC? 0.000 0

B°C 0.000 0

BC* 0.000 0

A 0.000 0

B’ 0.000 0

C’ 0.000 0

Saf hata 2043.48 2 1021.74

Toplam 4.399E+005 14
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Tablo 16° da modelde p < 0.05 oldugundan hipotez reddedilmistir. Model
istatistiksel olarak anlamhidir. Parametrelere tek tek bakildiginda ise, A2, BZ, C?ve
A*B? terimleri istatistiksel olarak anlamli terimlerdir. Terimlerin birbirleriyle olan

ikili parametreleri ise istatiksel olarak anlamli degildir.

Tablo 15° de verilen degerler ile GraphPad Prism programinda tek yonli
ANOVA testi (Tukey ‘in ¢oklu karsilagtirma testi) yapildiginda ise, p < 0.0001

olarak bulunmustur. Modele ait;

F=26.2
R?=0.5840 dr.
Tablo 17.Tukey‘in ¢oklu karsilastirma testi

Parametreler P<0.01
Surfaktan oram vs Sicaklik Hayr
Surfaktan vs Zaman Hayir
Surfaktan oram vs Partikiil boyutu Evet
Sicaklik vs Zaman Hayr
Sicaklik vs Partikiil Boyutu Evet
Zaman vs Partikiil Boyutu Evet
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Tablo 17° de goriildiigii iizere sonifikasyon siiresi surfaktan orani ve
evaporasyon sicakhigi parametreleri partikiil boyutu iizerinde ayri1 ayr1 etkili
parametrelerdir. Fakat birbirlerini etkilememektedirler. Bu bulgu Jadon vd., 2009,
Ruckmani vd., 2010, Rangasamy vd., 2008 yayimnlarindaki literatiir verileriyle de
uyusmaktadir.

7.7.5. Matematiksel Denklem

Model analizi sonucu elde edilen matematiksel denklem su sekildedir.

Boyut = +156.39 — 2138+« A—10.08* B+ 2794*C +7.08xA B
+39.67 * A*C —11.58 * B = C + 159.48 x A> + 124.34 x B?
—8039%C?—18.75%xA4% * B —53.81 %A% «C — 22411+ A
x B2

R? =0,9954
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7.76. Niozom Olusturmak I¢in Secilen Formiilasyon

Constraints

Lower Upper Lower Upper
Name Goal Limit Limit Weight Weight Importance
Surfactant ratio is in range 0 10 1 1 3
Time is in range 30 60 1 1 3
Temperature is in range 40 60 1 1 3
Size minimize 133.1 7216 1 1 3

Solutions

Number Surfactant ratic Time Temperature Size  Desirability

1 7.03 31.97 41.87 118.182 1.000

2 5.26 47.35 58.58 121.803 1.000

3 418 38.98 4212 125.405 1.000

< 488 49.76 4162 90.9332 1.000
E 561 4964 4062 85.2417 1.000 Selected

6 268 4568 59.80 120.547 1.000

7 5.81 49.51 59.58 116.669 1.000

8 6.58 30.12 40.80 117.125 1.000

9 464 43.09 59.45 111.882 1.000

10 6.79 38.33 43.52 122.333 1.000

1 473 4279 4375 114.088 1.000

12 8.35 36.31 41.83 129.011 1.000

13 4.47 4471 40.16 59.8394 1.000

14 6.40 41.27 59.93 127.228 1.000

Sekil 38: Programin ver mis ol dugu for miilasyon degerine ait g oriintii

Sekil 38’ de gorildigi gibi, modelde partikiil boyutunu minimize eden
degerler %5.61 Tween 80 orani, 41 derece sicaklik ve 50 dakika sonifikasyon

stiresi olarak belirlenmistir.
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7.7.7. Partikiil Boyutu Ol¢iimii

Tablo 18.Farkl ilag yiiklemeleri i¢in partikiil boyutlar: ve PDI degerleri

Polidispersite Indeksi

Ornek Partikiil boyutu (nm)£SD (PDI)
Bos partikiil 153+2.54 0.169
1 mg/ml propolis yiikli 217.2438.32 0.43
3 mg/ml propolis yiiklii 270.75+9.68 0.76
5 mg/ml propolis yiiklii 1322.5+195.86 0.63

Polidispersite indeksi (PDI) degeri, polimerler i¢in molekiiler kiitle
dagiliminin bir dl¢iitiidiir. Nanopartikiiller i¢in ise partikiil boyutu dagilimindaki
homojenligin gostergesidir. 0-1 araliginda degerler alir. PDI degeri biiytidikge,

daha az homojen bir partikiil boyutu dagilimi vardr denir (Romero Perez vd.,

2009).

Tablo 18’ de gosterilen PDI ve partikiil boyutu degerlerine gére, minimum

partikiil boyutunu veren ve en homojen partikiil boyutu dagihmma sahip 1 mg/ml®

lik yiikleme uygun olarak se¢ilmistir.
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7.78. Secilen Formiilasyon ve Ilac Miktar1 ile Uretilen

Partikiillerin Karakterizasyonu

7.8.6.1. Partikiil Morfolojilerinin Taramali Elektron
Mikroskobu (SEM) ile Goriintiillenme Sonuglari

% Etkin Madde Icermeyen Niozom Formiilasyonlannin Taramah

Elektron Mikroskobu ile Goriintiillenme Sonuclan

Sekil 39’ da propolis igermeyen niozom formiilasyonuna ait
fotograflar1 incelendiginde, niozomlarm kiiresel, kiigik boyutta ve

birbirinden bagimsiz halde oldugu goriilmektedir.

Sekil 39:Propolis icermeyen niozom formiilasyonuna ait S EM goriintiileri a)1000x, b) 5000,

¢) 10000, d) 20000x biiyiitme
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Q2

< Propolis iceren Niozom Formiilasyonuna ait Taramal Elektron

Mikroskobu ile Goriintiillenme Sonuglar:

Sekil 40° daki SEM fotograflar1 incelendiginde, propolis igeren

niozomlarm kiiresellikleri bozulmus ve tibiiler bir halde, birarada
durduklar1 goriilmektedir.

Sekil 40: Dolu Partikiillere ait S EM goriintiileri a) 5000x, b) 10000x, ¢) 20000x, d) 50000 x

biiyiitme

Propolis igeren ve icermeyen formiilasyonlara ait SEM goriintiileri,
Satyavathi vd. (2012) ve Kamboj vd. (2014) yaymlarinda SEM goriintiileri verilen

niozomlar ile uyumluluk gostermektedir.
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7.8.6.2. Secilen Formiilasyon ile Elde Edilen Propolis
iceren ve Icermeyen Niozom Formiilasyonunun

Diferansiyel Taramah Kalorimetri Analiz

05
MiozomDolu. 001
——— Propolis.001
0.0+ a‘
_‘_‘_‘E |
% . 4844°C 116.75 °C
05 e JE—
(TR \"~. T . \“"-.-l'l o L.
: N TR e
“"‘x,__". br \\\..-.
107 39.96°C —
64.19 °C
-1.5 . ' T
0 50 100 150 200
Exo Up Temperature {"C) Universal V4.2E

Sekil 41: Propolis ekstresi, propolis i¢eren ve icermeyen niozom for miilasyonuna ait DSC

analizi

Sekil 41° de goriilen, propolis iceren, propolis igermeyen niozom
formiilasyonundan elde edilen DSC sonuglarma gore propolis igermeyen partikiil
39.96 °C ile 48.44 °C arasinda ve 113.23 °C ile 137.25 °C arasinda endotermik
pikler vermektedir. Propolis igeren partikiil ise 38.14 °C ve 64.19 °C arasinda ve
116.75 °C’ de endotermik pik vermektedir. Bu durumda etkin madde niozom
icerisinde amorf haldedir denilebilir. Etkin maddeye ait 93.47 °C’ deki keskin

endotermik pik, propolis igeren niozom formiilasyonunda gézlenmemektedir.
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7.7.9. Yikleme Verimi

1.73 mg/ml konsantrasyonda hazirlanan propolis ekstresi 1:10 oraninda
seyreltildiginde icerisinde 15.8 mg/L’ lik galangin tespit edilmistir. Belirlenmis
formiilasyon ve propolis miktar1 ile hazirlanmis niozomlardan santriflij ile ayrilan
stipernatanttan Olgiilen galangin miktar1 ise 3.038 mg/L olarak bulunmustur.
Niozom formiilasyonuna yiiklenen ekstrenin konsantrasyonu 1 mg/ml seklindedir.
Ekstremizin icerdigi galangin miktar1 {lizerinden gidilerek, yiikleme verimi

hesaplanmugtir.

Yikleme verimi:

((0.158/1.73) mg/ml - 0.03038 mg/ml )/ (0.158/1.73) mg/ml * 100 =% 64.67

olarak hesaplanir.

Literatiir ile karsilastrildiginda Span grubu surfaktanlar ile hazirlanan
niozomlara ait yikkleme verimleri %44-%96 araligindadir (Srinivas vd., 2010,
Jadon vd., 2009). Tween grubu surfaktanlar ile hazirlanan niozomlara ait yiikkleme
verimleri ise %18-%90 araliginda degismektedir, Tween 80 ile hazirlanan
formiilasyonlarda bu aralik %53-%61 seklindedir (Sathali vd., 2010). Bu bilgiler
1s18inda elde etmis oldugumuz yaklasik %65°lik yikleme verimi basarili kabul

edilebilir.
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8. GENEL SONUCLAR VE ONERILER

8.1. Genel Sonuglar

Bu c¢alisma propolis igeren niozomlarm hazirlanmasi, formiilasyon
parametrelerinin ve etkin madde saliminin degerlendirilmesine yoneliktir. Yapilan
kaynak taramalarinda propolise ait niozom kullanimma ve Tiirkiye’den toplanan
propolise ait bir izolasyon ¢aliymasma da rastlanilmamustir. Ayrica propolisin
daha ¢ok etanol ekstresi olarak kozmetik, ila¢ sanayi ve gida sektdriinde kullanim
s6z konusu olup, kontrolli salim sistemlerindeki uygulamalari da oldukca
kisithdir. Propolis suda ¢oziiniirliigii ¢ok dusik olan bir dogal tiriindiir ve etanol
ekstresi de yogun kokusu ve hos olmayan tadi nedeniyle etkin olarak
kullanilamamaktadr. Bu nedenle niozomal vezikiillerin i¢ine yikklenmesi ile
kullanim kolaylig1 yaratma, viicut sivilarmdaki ¢6ziiniirliigiiniin arttrilmas: ve
dolayisiyla biyoyararlaniminin arttirilmasi amaglanmistir. Calismanin sonuglari

asagida verilmistir;

v" Propolis yapigkan olmasi nedeniyle ekstre edilmeden kullanilabilecek bir
madde degildir. Ekstraksiyon i¢in ¢oziicii olarak genellikle metanol ya da
etanol tercih edilmektedir. Metanoliin toksik etkileri nedeniyle
kullanilmas1 tercih edilmediginden, c¢oziicii %96 saflikta etanoldiir.
Propolis ii¢ farkli ekstraksiyon yontemi ve iki farkl sicaklik denenerek
ekstre edilmis, verim analizine gbre en uygun ekstraksiyon ydonteminin
30°C de 30 dakika siire ile ultrasonik ekstraksiyon oldugu tespit edilmistir.

v' Ekstrelerin toplam fenol ve flavanoit igerikleri hesaplanmstir. 302. 94 mg
GAF/g ekstre degeri ile en yiksek fenolik igerige 30 °C de 30 dakika siire
ile ultrasonik ekstraksiyonunda, 113.08 mg RE/ g ekstre degeri ile en
yikksek flavanoit icerige ise 30°C de 15 dakika siire ile mikrodalga
ekstraksiyonunda rastlanmistir.

v" Propolis ekstresinden elde edilen DSC termogramu etkin maddenin 94°C
de erimeye basladigmi, 150°C° den sonra da bozunmaya basladigini

gostermektedir.
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Cekilen UV spektrumu iizerinden propolisin kompleks yapisi nedeniyle
degerlendirilmesinin  giic oldugu gorilmiis ve UPLC yOntemi
kullanilmasina karar verilmistir.

Propolis ekstresine ait *H-NMR spektrumuna bakilarak, zengin igerigi
nedeni ile kompozisyonunu belirlemek oldukca giictiir.

Propolis icerisindeki major bilesen izole edilmeye ¢alisiimistir. Bu amagla
YPITK yapilmis fakat major bilesen belirlenemediginden Prep-iTK ye
gecilmigtir.

Prep-ITK iizerinde ekstre igerisindeki maddeler yiiriitiilmiis, tabakadan
bantlar kesilmis ve metanolde bekletilmistir. Ardindan poliamid ve RP
(karsit faz C18) kolon kromatografileri uygulanmis, devaminda partisyon
islemi yapilmistur.

Elde edilen izolatm 'H-NMR analizi yapilms, LC-ESI-MS il
desteklendiginde ise molekiiliin galangin oldugu tespit edilmistir.
Galangine ait UPLC teknigi gelistirilmis, ardindan 0.5-25 ppm araliginda
degerler icin hazirlanan stok c¢ozeltilerle bir kalibrasyon egrisi
¢ikarilmistir. Kantitatif 6lgtim smir1 1.58 ppm olarak belirlenmistir.

1 mg/ml propolis ekstresi igerisinde 0.086 mg/ml galangin tespit
edilmistir.

Niozom olusturmak i¢in uygulama kolaylig1 ve islem siiresinin kisaligi
nedeniyle eter enjeksiyonu yontemi tercih edilmistir.

Formiilasyon ¢aligmalar1 i¢in Design Expert programi kullanilmis, Box-
Behnken Deney Deseni olusturulmustur. Partikiill boyutunu etkileyen
parametreler olarak da surfaktan orani, ugurma sicakligi ve sonifikasyon
siiresi belirlenmistir.

Literatiirden yapilan aragtrmalara gore niozom firetimi i¢in surfaktan orani
icin 1-10, ugurma sicaklig1 i¢in 40-60 °C ve sonifikasyon siiresi i¢in de 30-
60 dk araliklar1 belirlenmistir.

Yapilan etkin madde icermeyen formiilasyon calismalar1 sonrasinda,
tiretim sirasinda organik ¢oziicli olarak kullanilan eter miktarmin 10 mL
olmasina karar verilmistir.

Partikiil boyutlar1 6l¢iildiikten sonra modelde partikiil boyutunu minimize
eden degerler %5.61 Tween 80 orani, 41 derece sicaklik ve 50 dakika

sonifikasyon siiresi olarak belirlenmistir
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v" Yiklenecek etkin madde miktar1 literatiirden 10-50 mg araliginda
belirlenmis, yapilan iiretimlerden sonra partikiil boyutlar1 6l¢iildiigiinde,
10 mg yikleme partikiil boyutunu minimize edecek en uygun miktar
olarak saptanmustir.

v" DSC termogramlarindan elde edilen bulgulara gore etkin madde niozom
icerisinde amorf halde bulunmaktadir.

v" Uretilen niozom formiilasyonlarma ait SEM fotograflar1 incelendiginde,
bos niozomlarin daha kiiresel, kiigciikk boyutta ve birbirinden bagimsiz
halde oldugu goriiliirken, etkin madde igeren niozom formiilasyonlarinin
kiiresellikleri bozulmus, tiibiiler bir halde, agrege durumda olduklar
goriilmektedir. Bu durumun formiilasyonda HLB’ si yikksek olan Tween
80 kullanilmasi ya da kolesterol miktarmm az olmasindan
kaynakalanabilecegi diistinlilmiistiir.

v Galangine ait standart egri kullanilarak, hazirlanan formiilasyonlarda %
EE (etkin madde yiikleme etkinligi) degerinin % 65 oldugu hesaplanmistir.

v Propolis giinlimiizde siklikla enfeksiyon giderici, bagisiklik arttiric1 bir
gida takviyesi olarak kullanilmaktadir. Enkapsiile edilerek kullanimina
dair son on yilda gelisen ¢caligmalar mevcut olup, heniliz bir niozom
caliymasma rastlanmamistir. Ayrica icerigi bolgesel olarak degisiklik
gosterdiginden literatiirdeki verileri Tiirkiye’den toplanan propolise adapte
etmek pek mimkiin degildir. Tirkiye’deki propolise ait igerigin
belirlenmesi iizerine kapsamli bir ¢alismaya rastlanmamustir. izolasyon
calismas1 ise heniiz yapilmamustir. Genellikle igerisinde yer alan ve
farmakolojik  etkileri bilinen bir bileseni iizerinde durularak
gerceklestirilen hiicre kiiltiirii caligmalar1 ya da antibakteriyel testler
mevcuttur.

v" Bu ¢alisma Tirkiye’den toplanan propolisin ne kadar zengin bir matrise
sahip oldugunun, ileri analiz yOntemleri ile izolasyonunun ve
karakterizasyonunun bir doktora tezi kapsaminda incelenebileceginin bir
gostergesi olabilir. Hos olmayan kokusu ve tadi nedeniyle kullaniminin
kisitla olmasma ragmen ¢ok zengin bir farmakolojik spektrumu olan
propolis, gida takviyesi olarak kullannmmm disinda tasiyict sistemler
kullanilarak elde edilen ila¢ salim sistemlerinde, hiicre kiiltiiri

calismalarinda, kanser ¢alismalarinda da etkin madde olarak rahathkla
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kullanilabilir. Sitotoksik aktivitesinin belirlenmesi, in vivo ¢alismalarin
yapilmasi ile birlikte ileride hastalara ilag olarak verilebilecek bir dogal

tirlin haline gelebilir.

8.2.Oneriler

v' Niozomlar1 olustururken eter enjeksiyonu yOntemi kullanildigindan,
formiilasyonda hala eter bulunmaktadwr. Bu da hos olmayan bir koku
birakmaktadir. Neden olarak, gerekli 6l¢lide ugurma yapilmamig olmasi
verilebilir. Ayrica enjeksiyon el ile yapildigindan partikiil boyutu dagilim
diizensiz olmaktadir. Daha diizenli bir partikiil boyutu dagilimi elde etmek
adma enjeksiyon igslemi otomatize edilebilir ya da farkli bir niozom
olusturma yontemi tercih edilebilir.

v' Niozomlar sivi  halde bulunduklarindan stabilite  problemleri
yasanmaktadr. Bu sorunu ¢6zmek admna ileriki ¢aligmalarda
proniozomlarm {iretimi lizerinde durulabilir.

v" Propolis ¢ok kompleks bir etkin madde oldugundan igeriginin tam olarak
belirlenebilmesi i¢in ileride bir doktora ¢aligsmas1 olarak daha kapsaml bir
izolasyon ve karakterizasyon ¢alismasina gidilebilir, iceriginde belirlenen
maddelerin farmakolojik etkinligine gore ila¢ hedefleme sistemleri

olusturulabilir.
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