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MELISSA OFFICINALIS L. BITKISININ ETANOL EKSTRAKTININ
NANOLIPOZOMAL FORMULASYONUNUN ANTIMIKROBIYAL VE
SITOTOKSIK ETKILERININ DEGERLENDIRILMESI

OZET

Bu tez ¢alismasinin amaci Melissa officinalis L. bitkisinden elde edilen etanol
ekstraktinin stabilizasyon, emilim ve dagilim etkisini arttiracak lipozom yapilariyla
enkapsiilasyonu sonucu olusacak formiilasyonun antimikrobiyal ve sitotoksik
etkilerinin degerlendirilmesidir.

Tirkiye’de yaygin olarak yetisen M. officinalis c¢esitli hastaliklarin tedavisinde
yaklagik 2000 yildir bitkisel ilag olarak kullanilan ¢ok yillik bir Akdeniz bitkisidir.
Icerisinde bir ¢ok farkli simifa ait antioksidan &zellige sahip fenolik bilesik
bulunmaktadir. Bu bilesikler dogrudan antimikrobiyal etkiyi saglamakta ve farkli
kanser hiicre hatlarinda proliferasyon ve migrasyonu azaltici etkiler gostermektedir.
Geleneksel tip, gida endiistrisi ve aromaterapide genis bir kullanimi vardir.

Lipozomlar ise toksik olmayan, biyobozunur, biyouyumlu bir fosfolipit vezikiilii
yapist olup antikanser ilag tasariminda, gen aktariminda, as1 formiilasyonlarinda, yara
iyilesmesinde, dermatolojik hastaliklarda ilag tasiyici sistem olarak fonksiyon gérmesi
sebebiyle kullanilmaktadir. Kompozisyonu, fiziksel ozellikleri, hazirlama yontemi
farkli uygulama alanlarina gore degisebilmektedir. Lipozomlar fosfolipit yapida
olmalarindan dolayr hem hidrofobik hem de hidrofilik bilesikleri enkapsiile edebilir.
Belirli bir salinim profiline bagli olarak kontrollii salinim yapabilir. Biyolojik
caligmalarda etken madde ve hedef hiicre arasindaki entegrasyonu arttirir.

Bu tez ¢aligmasinda; M.officinalis yapraklarindan etanol ekstraksiyonu yapilmistir.
Ardindan iki asamali homojenizasyonla hazirlanan lipozom ile ekstrakt formiilasyonu
hazirlanmistir.  Karakterizasyon igin ekstrattaki total fenolik madde tayini,
formiilasyonun morfolojik karakterizasyonu, antimikrobiyal aktivite deneyleri ile
sitotoksite deneyleri yapilmistir. Enkapsiilasyon etkinliginin yiiksek olmasi igin iki
asamali homojenizasyon ile daha kiigiik boyutlu bos lipozom dispersiyonlari
hazirlanmistir. Ekstrakt ile yiiksek enkapsiilasyon degeri saglayan birlestirme oraninin
1:1 (h/h) oldugu bulunmustur. Bu oran iizerinden hazirlanan ekstrakt yiiklii lipozom
formiilasyonu SEM ile karakterize edilmistir. Formiilasyonun antimikrobiyal
aktivitelerinin degerlendirilmesi i¢in gram negatif ve gram pozitif bakteri suslarinda
disk difiizyon testi ve sivi mikrodiliisyon testi gerceklestirilmistir.

Disk diflizyon testinde ekstrakt ve formiilasyon arasinda istatiksel agidan bir farklilik
goziikmezken sivi mikrodiliisyon testinde formiilasyonun S.aureus ATCC 25923
susuna kars1 daha az konsantrasyonla daha etkili oldugu bulunmustur. E.coli ATCC
25922 iizerinde formiilasyon ve ekstraktin MIK degerlerinin istatistiksel agidan ayni
oldugu bulunmustur. Ayrica ekstrakt ve formiilasyonun MTT testi ile BEAS-2B ve
A549 hiicre hatlarindaki doza bagl sitotoksik etkileri incelenmistir. Elde edilen
sonuglar formiilasyonun saglikli BEAS-2B hiicrelerinde ve A549 kanser hiicrelerinde
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IC50 degerinin ekstrakta gore daha yiiksek oldugunu gostermistir. Bu BEAS-2B hiicre
hattinda formiilasyonun ekstrakta gore sitotoksitesinin daha az oldugunu
gostermektedir. Tez calismasinda belirlenen diger bir nokta lipozomun tek basina
antimikrobiyal etkisinin ve sitotoksik etkisinin bulunmamasidir.

Bu c¢aligmanin sonuglarina gore; lipozomal formiilasyon ile formiile edilecek az
miktarda etken madde antimikrobiyal etki i¢in yeterli olmaktadir. Ayni zamanda
lipozomal formiilasyonun sitotoksik olmadig1 da ortaya konmustur.

Anahtar kelimeler: Melissa officinalis, lipozom, enkapsiilasyon, sitotoksisite,
antimikrobiyal aktivite
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EVALUATION OF ANTIMICROBIAL ACTIVITY AND CYTOTOXIC
EFFECTS OF NANOLIPOSOMAL FORMULATION OF ETHANOL
EXTRACT OF MELISSA OFFICINALIS L.

SUMMARY

The aim of this thesis study is to evaluate the antimicrobial effects and cytotoxic effects
of the formulation resulting from the encapsulation of the ethanol extract obtained
from the Melissa officinalis L. plant with liposome structures that will increase the
stabilization, absorption and dispersion effect.

M. officinalis, which is widely grown in Turkey, is a perennial Mediterranean herb that
has been used as an herbal medicine for about 2000 years in the treatment of various
diseases. There are phenolic compounds with antioxidant properties belonging to
many different classes in the leaves of the plant and these compounds provide direct
antimicrobial effect and show proliferation-reducing and migration-reducing effects
on different cancer cell lines. It is widely used in traditional medicine, food industry,
and aromatherapy.

Liposomes, on the other hand, are non-toxic, biodegradable, biocompatible
phospholipid vesicles and are used in anticancer drug design, gene transfer, vaccine
formulations, wound healing, dermatological diseases because of their function as a
drug carrier system. Composition, physical properties, preparation method of
liposomes may vary in different application areas. Liposomes can make controlled
drug release depending on a certain release profile. In biological studies, liposomes
increase the integration between the active substance and the target cell.

In this thesis study; ethanol extraction was made from M.officinalis leaves.
Subsequently, an extract formulation was created with liposome prepared by two-step
homogenization. For characterization determination of total phenolic content in the
extract, morphological characterization of the formulation, antimicrobial activity
experiments, cytotoxicity experiments were performed. In order to have high
encapsulation efficiency, smaller sized empty liposome dispersions were prepared by
two-step homogenization. The ratio of incorporation the extract with liposomes
providing high encapsulation efficiency was found to be 1: 1 (v/ v). The extract loaded
liposome formulation prepared over this ratio was characterized by SEM. After
characterization, disk diffusion and broth microdilution methods were performed
against gram negative and gram positive bacterial strains to evaluate the antimicrobial
activities of formulation.

In the disk diffusion test, there was no statistically significant difference between
extract and formulation, while in the broth microdilution test, the formulation was
found to be more effective with less concentration against Staphylococcus aureus
ATCC 25923 strain. MIC values of formulation and extract were found to be
statistically the same against Escherichia coli ATCC 25922. In addition, dose-related
cytotoxic effects of the extract and formulation on BEAS-2B and A549 cell lines were
investigated by MTT test. The results showed that the 1C50 value of the formulation
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was higher on healthy BEAS-2B cells and A549 cancer cells compared to that of the
extract. This indicates that the formulation was less cytotoxic than the extract on the
BEAS-2B cell line. Another point determined in the thesis study is that liposome alone
has no antimicrobial and cytotoxic effects at all.

According to the results of this study; a small amount of active compound to be
formulated with liposomal formulation is sufficient for antimicrobial effect. It has also
been demonstrated that the liposomal formulation is not cytotoxic.

Keywords: Melissa officinalis, liposome, encapsulation, cytotoxicity, antimicrobial
activity.
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1. GIRIS

Lipozomlar sulu bir merkezi ¢cevreleyen bir ya da daha fazla fosfolipit ¢ift tabasindan
olusan vezikiiler yapilardir (Vemuri ve Rhodes, 1995; Vuillemard, 1991; Ulrich,
2002). ik kez ingiliz hematolog Dr. Alec Bangham tarafindan 1961°de tanimlanmustir.
Susuz fosfolipitlerin boyanmasiyla elektron mikroskobunda karakterize edilmistir. Bu
karakterizasyon, olusan yapinin hiicre membranina benzediginin ilk kaniti olmustur.
Etimolojik olarak lipozom: Lipos (yag) ve Soma (gbvde) kelimelerinin birlesiminden
meydana gelmektedir (Dua ve dig., 2012). Lipozomlar yapisal o6zellikleri,
kompozisyonlari, cesitleri ve hazirlama yontemleri ile bir ¢ok avantaja sahip
olmaktadir. Giinimiizde gida, kozmetik, tip, eczacilik, tekstil gibi bir ¢cok farkli alanda
kullanilabilmektedir (Cui ve dig., 2015; Betz ve dig., 2005; Banerjee, 2001; van Balen
ve dig., 2004; Marti ve dig., 2012). Lipozomlar bu alanlarda ilag tasiyici sistemler
olarak islev gormektedir. Lipozomlarin ilag tasiyici sistemler olarak islev gérmesi; test
edilecek maddenin lipozom i¢ine enkapsiile olmasini ve hedef lokasyonda salinmasini
saglar (Marti ve dig., 2012). Lipozomlarin bir enkapsiilasyon araci olarak kullanilmasi
antimikrobiyal agidan da onemlidir. Giiniimiizde siklikla antimikrobiyal acidan test
edilmek istenen ajanlar; peptitler, antibiyotikler, biyoaktif bilesikler, ekstraktlar,
esansiyel yaglar ve metal iyonlari lipozomlarda enkapsiile edilmektedir (Engel ve dig.,
2017; da Silva Malheiros ve dig., 2010; Lagacé ve dig., 1991; Cui ve dig., 2015; Low
ve dig., 2013; Tometri ve dig., 2020). Bu caligmalardan biri olan Tometri ve digerleri
(2020) Laurus nobilis yaprak ekstraktinin iki farkli konsantrasyonunun nanolipozomlu
ve nanolipozomsuz antimikrobiyal etkisini zamana bagli olarak Staphylococcus
aureus ve Escherichia coli’ye karsi arastirmigtir. 1500 ppm ekstrakt igeren
nanolipozomlu formiilasyonun, 1500 ppm ekstrakttan daha iyi sonug verdigi ve bakteri
kaynakli gida bozulmasini ve oksidasyon siirecini geciktirdigi sonucuna ulagmistir.
Calismaya gore nanolipozomun boyut, salinim, enkapsiilasyon etkinligi parametreleri
ayni konsantrasyondaki ekstrakta kiyasla antimikrobiyal agidan daha etkili olmasini
saglamistir. Antimikrobiyal c¢aligmalarin yanisira sitotoksisite c¢aligmalarinda da
lipozomal enkapsiilasyon sistemlerin avantaji agik¢a goriilmektedir. Li ve digerlerinin

(2005) yaptig1 galismada Curcuma longa bitkisine 6zgii bir bilesik olan kurkuminin



lipozomal enkapsiilasyonunu farkli pankreatik karsinom hiicre hatlarmma karsi
sitotoksik etki agisindan degerlendirmistir. Calismada lipozom enkapsiile kurkuminin
ve serbest kurkuminin pankreatik hiicre hatlarinda bulunan NF-Kappa B iizerindeki
etkisi arastirllmistir. Burada onemli olan nokta kurkumin hidrofobik oldugundan
lipozom ile enkapsiile oldugunda hedef bdlgeye ulasilabilirliginin artmis olmasidir.
Pankreatik hiicre hatlarinda yapilan c¢alismada sitotoksisite MTT deneyi ile
Olclilmiistiir. Lipozom enkapsiile kurkuminin ICsg ve 1Cgqo degerlerinin bazi hiicre

hatlarinda serbest kurkumine gore apoptozisi daha fazla indiikledigi belirtilmistir.

Melissa officinalis ise; ¢cok yillik, aromatik bir bitki olup, yapraklarinda bulunan bir
cok sinifa ait biyoaktif bilesikler ile farkli kanser hiicrelerinde diisiik dozlarda bile
sitotoksik etkiye sahiptir. Farkli bakteri, mantar suslarinda ve virlislerde
antimikrobiyal etkisi kanitlanmistir.  Yapraklarindan esansiyel yag elde
edilebilmesinin yaninda farkli ¢oziiclilerde ve kosullarda ekstraktlart elde edilerek
potansiyel antimikrobiyal ajan olarak kullanimi aragtirtlmistir (Suschke ve dig., 2007;

Canadanovic-Brunet ve dig., 2008).

Bu tez ¢alismasinda M. officinalis yapraklarindan elde edilen etanol ekstraktinin
lipozomal formiilasyonunun antimikrobiyal aktivitesi, sitotoksik etkisi ve yara
iyilestirme etkisi aragtirllmigtir. Bu ¢alismalarda lipozomal formiilasyonun etkinligi
ekstrakt ile karsilagtirilmistir. Ayrica lipozomal formiilasyonun karakterizasyonu

yapilmis ve ekstrakttaki total fenolik madde belirlenmistir.

1.1 Lipozomlarin Yapisi ve Siniflandirilmasi

Lipozomlar pargacik boyutlart 30 nm ile birkag um arasinda degisebilen kiiresel lipit
vezikiilleridir. Kolesterol ve dogal toksik olmayan fosfolipitlerden olusur.
Fosfolipitlerin bas kisimlarinin hidrofilik, kuyruk kisimlarinin hidrofobik olmasindan
dolay1 lipozomlarda da hem hidrofilik hem hidrofobik 6zellik tasir. Lipozomlardaki
fosfolipitlerin polar bas gruplar i¢ ve dis sulu fazlara dogru yonelir (Wagner ve

Vorauer-Uhl, 2011).

Yapilartyla iligkili olarak siklikla biiyiiklikk, kompozisyonu, ¢ift takaba sayisi ve
fosfolipit ylikii bakimindan siniflandirilirlar (Sekil 1.1).
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Sekil 1.1: Lipozom yapisi (Riaz ve dig., 2018).

1.1.1 Lipozomlarin yapisal bilesenleri

1.1.1.1 Fosfolipitler

Fosfolipitler biyolojik membranlarin 6nemli bir yapisal bilesenidir. Yasayan
organizmalarin hiicre membranlarinda iki fosfolipit sinifti bulunur. Bunlar
sfingolipitler ve fosfodigliseritlerdir. En yaygin fosfolipit ise fosfatidilkolindir.
Fosfatidilkolin molekiilii suda ve sulu ortamda ¢oziiniir degildir. Y1gin (bulk) sulu faz
ve uzun hidrokarbon yag zinciri arasindaki istenmeyen etkilesimleri en aza indirmek

icin bu molekiiller kendilerini diizlemsel ¢ift tabakalara yakindan hizalarlar.

Gliserol iceren fosfolipitler, lipozom formiilasyonunun en yaygin kullanilan
bilesenidir. Biyolojik membranlardaki lipitin agirlik¢a %350’den fazlasini temsil
ederler. Bu fosfolipitler fosfatidik asitten elde edilmektedir. Fosfolipitlere 6rnek olarak



fosfatidilkolin- lesitin (PC), fosfatidiletanolamin- sefalin (PE), fosfatidilserin (PS),
fosfatidilinositol (PI), fosfatidilgliserol (PG) verilebilir (Anwekar ve dig., 2011).

Lipozom igin kullanilan dogal fosfolipitler ayrica soya fasulyesi, kolza (kanola)
tohumu, bugday tohumu (ruseymi), aygicegi, keten tohumu gibi bitkisel kaynaklardan
ve yumurta sarisi, siit gibi hayvansal kaynaklardan elde edilebilmektedir (Van
Hoogevest ve Wendel, 2014).

1.1.1.2 Kolesterol

Kolesterol lipozom membran akiskanligini/rijitligini belirleyen diger bir bilesendir
(Sutkowski ve dig., 2005). Kolesterol tek basina iki tabakali yap1 olusturmaz. Ancak
cok yiiksek konsantrasyonlarda fosfolipit membranlarin yapisina katilmaktadir. Bu
oran kolesteroliin fosfatidilkoline olan molar orani olarak ifade edilmekte ve 1:1 hatta
2:1 molar konsantrasyonda da olabilmektedir. Kolesterol membrana sulu yiizeye
hedeflenen hidroksil grubu ve ¢ift katmanin merkezindeki agil zincirine paralel alifatik
zincir ile katilir. Fosfolipit temelli lipozomlarda kolesteroliin yiiksek ¢oziliniirliige
sahip olmasi hem hidrofobik etkilesim hem de spesifik bas grup etkilesimine
atfedilmistir. Ancak yine de kolesteroliin ¢ift katmanda nasil diizenlendigine dair kesin

bir kanit yoktur (Patil ve dig., 2005; Patel, 2006).

1.1.2 Lipozomlarin siniflandirilmasi

Lipozomlar yapi, biyliklik ve kompozisyon bakimindan ¢esitli smiflara
ayrilmaktadir. Yap1 ve biliyiliklik bakimindan lipozom siiflart Cizelge 1.1°de
verilmistir. Kompozisyonlarina gore lipozomlar ise; geleneksel, PH-duyarli, katyonik,
fiizojenik, immiinolipozomlar ve uzun sirkiilasyonlu lipozomlar olarak

siniflandirilmaktadir (Barba ve dig., 2019).

Lipozomlarin bir ¢cok farkli alanda kullanilmasini saglayan birden ¢ok avantaj1 vardir.
Lipozomlar, toksik ve immiinojenik olmayan ayni zamanda esnek ve biyouyumlu
olan, biyolojik olarak tamamen pargalanabilen vezikiillerdir. Bunun yaninda
enkapsiilasyon ile taginan ilacin stabilitesini arttirmasi ve toksisitesini diisiirmesi, ayni
zamanda hassas dokularin toksik ilaclara maruz kalmasint engellemesi, aktif
hedefleme yapma yeteginin olmasi, enkapsiile ilacin etkinligini ve terapdtik indeksini
arttirmas1 gibi ilag tasiyict sistemler olarak kullanimini destelekleyen avantajlari

vardir. Avantajlarinin yaninda diisiik ¢oziintirliik ve kisa yar1 6mre sahip olmasi, bazi



kosullarda fosfolipitin oksidasyon veya hidroliz benzeri reaksiyonlara maruz kalmasi,

sizint1 olmasi ya da enkapsiile ilag/molekiiliin fiizyon yapmasi gibi dezavantajlar1 da

bulunmaktadir (Himanshu ve dig., 2011).

Cizelge 1.1 : Yap1 ve biiyiikliikk bakimindan lipozom siniflar (Sforzi ve dig., 2020).
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1.2 Lipozomlarin Olusum Mekanizmasi
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Sekil 1.2 : Lipozomlarin olusum mekanizmasi (Patil ve Jadhav, 2014).

Fosfolipitler hidrofobik bir kuyruga ve bir hidrofilik veya polar bir basa sahip olduklari
icin hem sulu hem de polar fonksiyonel gruba sahip molekiillere kars1 afinitesi olan
amfipatik lipit molekiilleridir (Sekil 1.2). Hidrofobik kuyruk, her zincirde 10-24
karbon atomu ve 0-6 ¢ift bag iceren iki yag asidi zincirinden olusur. En sik
makroskopik yapilar, kolloidal nano yapilar (yapay membranlar) olarak dagilan
lamellar, altigen veya kiibik fazlar olusmaktadir. Bu fazlar da sirasiyla lipozomlar,
heksazomlar veya kiibozomlar olarak adlandirilir. En yaygin dogal polar fosfolipitler
fosfatidilkolinlerdir. Bu fosfolipitler bir gliserol kopriisiiniin bir hidrofilik polar bas
grup olan fosfokolin ile bir ¢ift hidrofobik agil hidrokarbon zincirine baglandig:
amfipatik molekiillerdir. Fosfolipitlerin ve analoglarinin amfipatik dogasi onlara su
varhiginda kapali es merkezli ¢ift katmanlar olusturma yetenegi kazandirir. Bu ayni
zamanda “kendiliginden bir araya gelme” (self-assembly) olarak adlandirilmaktadir.
Lipitlerin ¢6ziindiigli organik ¢oziicliniin vakum ya da azot gaziyla uzaklastirilmasiyla
elde edilen ince lipit filmlerin ya da ¢0Oziicliniin dondurularak vakumla
kurutulmasindan elde edilen lipit keklerin hidratlanmasiyla kristal lipit ¢ift katman

y1glart sivi hale gelerek siser ve lipozomlar: olusturur. Hidratlanmis lipit tabakalari



ise; calkalama sirasinda ayrilir ve biiyiik, cok katmanl vezikiiller olusturmak tizere
kendiliginden kapanir (Sekil 1.2). Bu sayede kenarlarda ¢ift katmanin hidrokarbon
cekirdegi ile suyun etkilesimi Onlenir (Cullis ve dig., 1989; Zhao ve dig., 2012;
Fournier ve dig., 2004).

1.3 Ila¢ Tasiyic1 Sistemler Olarak Lipozomlar ve Enkapsiilasyon

Lipozomlarin ilag tagiyici sistemler olarak kullanimi ilk kez Gregoriadis ve arkadaslari
tarafindan 1972’de Onerilmistir. Boyutu 100 nm olan kii¢iik lipozomlar
organizmalarda iyi derecede dagilim gosterdiginden siklikla ilag tasiyici sistemler
olarak kullanilmaktadir (Lasic, 1993b). Lipozom sentezlemek igin gelistirilen yeni
teknikler lipozomlarin ¢6zlinen maddeleri enkapsiile etme ve canli organizmalarda
hedef bolgeye tasinimi saglama yetenegiyle baglantilidir. Bu ayn1 zamanda taginan
maddelerin hizl1 bir degregasyon ile sonuglanacak istenmeyen yan reaksiyonlardan
korunmasini saglamaktadir. Hedef doku, hiicre ya da organel tarafindan lipozomlarin
taninmasi lipozom membran sentezlenmesi i¢in kullanilan lipite baghdir. Farkli lipit
cesitlerinin farklh faz gecis sicakliklar1 bulunur. Daha yiiksek faz ge¢is sicakligina
sahip olan lipitler daha genis sicaklik araliginda enkapsiile materyali tutar ve
sizdirmaz ve yiiksek stabilite gosterir. Bunun disinda lipozomlarin ilag tasiyici
sistemler olarak kullanilmasini farkli parametrelere uygun hazirlanabilme avantajinin
olmasimi da saglamaktadir. Bunlara Ornek olarak; kolesterol ile lipozomdaki
fosfolipitin stabilitesinin saglanmasi, lipozomun kan dolasimindaki tutulum siiresini
arttirmak i¢in lipozom yiizeyinin hidrofilik polimerle kaplanmasi, lipozomlarin farkli
PH’lara sahip hedef dokulara ulasabilmesi i¢in uygun PH’lardaki tampon ¢ozeltilerin
kullanilmasi lipozomlarin ilag tasiyict sistemler olarak kullanilmasi verilebilir

(Scherphof ve Damen, 1984; Sutkowski ve dig., 2005).

Ayrica; lipozomlarin partikiil boyutu, lipit ¢ift katman sayisi, ylizey yiiki, ¢ift katman
onemlidir. Bu 6zellikler farkli lipozom tiplerinin hazirlanmasiyla elde edilmektedir.
Fosfolipit polar bag grubunun yiikii, fosfolipit a¢il zincirinin doygunlugu ve uzunlugu,
lipit yapisinda olmayan molekiillerin lipozoma dahil edilmesi, lipit bilesenlerin orani
gibi yapisal modifikasyonlar da farkli ozelliklerde lipozomlarin olusumunu
saglamaktadirlar (Li ve Huang, 2006; Pastorino ve dig., 2008). Bu yaklasimlarin

yaninda farkli yapilarda lipozom temelli tasiyici sistemlerin (Sekil 1.3) gelistirilmesi



lipozomlarin ila¢ tagima sistemleri olarak kullanilmasina katki saglamaktadir

(Zylberberg ve Matosevic, 2016).
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Sekil 1.3 : Lipozom temelli tasiyici sistemler. A: Etozom, B: Transferozom, C:
Virozom (Chuang ve dig., 2018; Yang ve dig., 2019)

Farkli kompozisyonlarda ve farkli kullanim alanlarina sahip lipozom temelli ilag
tasiyict sistemler vardir. Bunlar da geleneksel lipozomlar gibi fosfolipit temellidir
(Maherani ve dig., 2011). Bu lipozom temelli tasiyici sistemlere; 1s1, 151k, enzim, PH
gibi uyaranlara duyarli lipozomlar, viicutta uzun sirkiilasyon 6zelligine sahip stealth
(gizli) lipozomlar, biyoaktif bilesiklerin viicut igerisinde hedeflenmesini saglayan
immiinozomlar, yliksek elastitiseteye sahip oldugu icin topikal formiilasyonlarda
kullanilan transferozomlar ve etozomlar, viriis proteinlerini igeren ve aktif
hedeflemede kullanilan virozomlar, arkelerden elde edilen antioksidanlar1 koruma
amaciyla gida sektoriinde kullanilan arkeazomlar olarak 6rnek verilebilir (Mozafari,
2005; Zylberberg ve Matosevic, 2016; Lasic, 1993a; Krieg, 2001; Mozafari ve dig.,

2006).

Lipozomal enkapsiilasyon, biyoaktif bilesiklerin hidrofilik, hidrofobik ozellikte
olmasina gore lipozomlarin membranindaki fosfolipit kisimlarina ya da sulu
merkezine tutunarak lipozomlarin igerisine hapsolmasi anlamina gelmektedir.
Lipozomal formiilasyon bir ilag tasiyici sistem olarak kullaniliyorsa enkapsiilasyon
canli organizmadaki hedefe ulasilana kadar devam eder. Enkapsiilasyon farkli
parametrelere bagl olsa da (ilag/lipit orani, ilacin alikonmasi, ilag ve lipozomun
stabilitesi vb.) temelde 2 farkli teknik ile biyoaktif bilesikler lipozomlar igerisine
enkapsiile olabilmektedir (Mayer ve dig., 1986). Bunlardan ilki ilag
enkapsiilasyonunun vezikiil olusumu siirecinde gerceklestigi pasif enkapsiilasyon
(pasif yiikleme), digeri ise olusumu tamamlanmis vezikiillere biyoaktif bilesiklerin

yiiklendigi aktif enkapsiilasyondur (aktif yiikleme) (Mozafari ve Mortazavi, 2005).



Hidrofobik bilesikler/ilaglar (amfoterisin B takson, annamisin vb.) vezikiil olusumu
sirasinda dogrudan lipozomlar ile birlestirilebilir. Enkapsiile edilen ila¢ miktar1 ve
ilaglarin lipozomlardaki tutulumu, ilag ve lipozomlarin etkilesimleri tarafindan
belirlenmektedir. Bu sekilde genellikle % 100'lik yakalama etkinligi elde edilebilir,
ancak bu ilacin/bilesigin lipozom membranindaki ¢éziintirliigiine baglidir. Hidrofilik
ilaglarin pasif enkapsiilasyonu ise lipozomlarin vezikiil olusumu sirasinda ¢dziinmiis
bir ilag i¢eren sulu tamponu yakalama kabiliyetine baghidir (Akbarzadeh ve dig.,
2013). Aktif enkapsiilasyon/yiikleme teknikleri de “bos” lipozomlarin konsantre ilag
soliisyonu ile karigtirtlmasina dayanmaktadir. Bu teknigin bazi avantajlar1 vardir. Bu
teknikte bos lipozomlar makul bir siire i¢inde ilaglarin ¢ift katmanlarindan difiize
olabilmesine izin verecek kadar gecirgendir. Ila¢ bdylece lipozom vezikiillerini saran
dis ortam ve vezikiillerin i¢ kismi arasindaki konsantrasyon denge haline gelinceye
kadar vezikiillere yliklenmeye devam eder. Ayrica toksik olabilecek ilaglarin

enkapsiilasyonunda da bu yontem avantaj saglamaktadir (Maherani ve dig., 2011).

1.4 Lipozom Hazirlama Yontemleri

Lipozom hazirlamak i¢in dogru yontemin se¢imi bazi parametrelere baghdir. Bu
parametreler enkapsiile edilecek malzemenin ve lipozomal bilesenlerin fizikokimyasal
ozellikleri, lipit vezikiillerin dispersiyonunu iceren sivi ortamin dogasi, enkapsiile
edilen maddenin etkili konsantrasyonu ve potansiyel toksisitesi, vezikiillerin
uygulamasi ve iletimi sirasinda dahil olan ek islemler, vezikiillerin optimum boyutu,
polidispersitesi, raf dmrti, tekrar tiretilebilirligi, giivenli ve verimli lipozomal tiriinlerin
biiyiik 6lgekli iiretim imkani olarak siralanabilmektedir (Gomez-Hens ve Fernandez-
Romero, 2006; Reza Mozafari ve dig., 2008).

Lipozom hazirlamak i¢in kullanilan tiim teknikler 4 temel asamaya dayanmaktadir. Bu
asamalar; organik ¢oziiciilerin kurutularak lipitlerden ayrilmasi, lipitin sulu ortamda
dagilmas1 (dispersiyonu), elde edilen lipozomun saflastirilmasi ve nihai iiriiniin
analizidir. Lipozoma madde enkapsiile etmek i¢in kullanilan yontemler ise pasif
yiikkleme teknikleri ya da aktif yiikleme tekniklerine dayanmaktadir. Bunlardan pasif
yikleme teknikleri kendi iginde mekanik dispersiyon yontemi, Solvan (¢oziicii)
dispersiyon yontemi ve deterjan ¢6zme yontemi olarak siniflara ayrilmaktadir (Riaz,

1996; Himanshu ve dig., 2011).



Pasif yilikleme teknikleri i¢in farkli boyutlarda ve Ozelliklerde lipozomlar

hazirlanabilmektedir.

SUV hazirlama yontemleri: Sonikasyon, fransiz basing hiicresi, mikroakiskanlastirma

(yiiksek basing homojenizasyon) gibi yontemlerle sentezlenebilmektedir

Yontemlerin avantajlari ve dezavantajlari: Sonikasyonla sentezlenen lipozomlarin

avantajlar1 sirastyla; hazirlama kolayligi, toksik olabilecek organik ¢oziiciilerin
kullanilmamasi, biyolojik olarak parcalanma yoniinden avantajli olmasidir (Dua ve
dig., 2012; Naseri ve dig., 2015). Dezavantajlar1 ise hazirlanan lipozomlarin diisiik i¢
hacimli olmasi, fosfolipit ve enkapsiile kargonun muhtemel hidrolizi, SUV’larla
birlikte MLV’lerin varligi, prob kaynakli kontaminasyon ve biiyiik molekiillerin

elimine edilmesidir (Riaz, 1996).

Fransiz basing¢ hiicresi yonteminin avantajlar1 basit, hizli ve tekrarlanabilir sentez
yapilabilmesi ve sonikasyonla elde edilen SUV’lardan daha genis SUV’larin elde
edilmesidir (Barenholzt ve Amselem, 1979). Dezavantajlart ise; yiiksek sicakliklara
¢ikilma zorlugu ve galigma hacimlerinin goreceli olarak kii¢iik (maksimum 50 mL)
olmasidir (Akbarzadeh ve dig., 2013).

Mikroakiskanlastirma yonteminin avantajlari devamli {iretimin saglanmasi, yiiksek
enkapsiilasyon etkinligi, biiylik molekiilleri enkapsiile edebilme ve uzun siireli stabilite
iken (Kastner ve dig., 2015; Carugo ve dig., 2016; Yu ve dig., 2009) dezavantajlar
ise; sentezlenen lipozomlarin kiigiik boyutlu ve dar boyut dagilimina sahip olmasi,
kanal uzunlugu, lipit soliisyonunun konsantrasyonu, akis hizi ve akis oran1 gibi bir cok
parametreye bagli olmasidir. Bununla beraber; kanalin tikanma ihtimali, ince lipit

hidrasyonu gibi 6n islemler gerektirmesidir (Yu ve dig., 2009; Yang ve dig., 2012).

LUV hazirlama ydntemleri: Dondurup c¢ozdiirme, membran ekstriizyon, etanol

enjeksiyonu, eter enjeksiyonu, diyaliz ve dillisyon gibi yontemler kullanilmaktadir.

Avantajlar1 ve dezavantajlari: Dondurup ¢6zdiirme yonteminin avantajlari; yontemin

basit olmasi, dongili sayisi arttikca parcacik capinin kiiciilmesi ve teknigin yiikli
lipitlerden etkilenmemesidir (Traikia ve dig., 2000). Dezavantajlart ise; diisiik
enkapsiilasyon etkinligi (%20-%30) elde edilmesi ve filtrasyon gibi ek asamalar
gerektirebilmesidir (Pick, 1981).

Membran ekstriizyon yonteminin avantajlari ise homojen yapida lipozomlar iiretilmesi

ve fransiz basing hiicresi yonteminde kullanilandan daha diisiik basing kullanilmasidir

10



(Morano ve dig., 1990; Hunter ve Frisken, 1998). Dezavantajlar1 sirasiyla; uzun
hazirlama agamasinin olmasi ve hazirlanmasinda ek tekniklere ihtiya¢ duyulmasidir.
Ayrica ekstriizyon yapilan membranlarin tikanarak yiiksek iirtin kaybina sebep olmast,
genis c¢apli tretim i¢in yiiksek maliyet gerektirmesidir (Wagner ve Vorauer-Uhl,
2013).

Etanol enjeksiyonu yonteminin avantajlari; basit bir yontem olmasi, uygulamasinin
kolay olmasi, tekrarlanabilirlik, lipit degredasyonu ya da oksidatif degisiklerle
sonu¢lanmamasidir (Charcosset ve dig., 2015). Dezavantajlar1 ise; olusan
lipozomlarin boyutlarmmin heterojen (30-110 nm), seyreltik olmasi, etanoliin
tamaminin ¢dzeltiden ayristirilmasinin  zor olmasidir. Biyolojik olarak aktif
makromolekiillerin diisiik etanol varliginda bile inaktif edilme oraninin yiiksek olmasi

da ayrica sorun teskil etmektedir (Batzri ve Korn, 1973; Lasic ve Barenholz, 1996).

Eter enjeksiyonu yonteminin avantajlari; yiiksek yakalama etkinligi, jel fitrasyona
uygun olmasi, nispeten tek tip boyut elde edilmesi, ¢oziiniir maddelerin ve enzimlerin
yakalanmasi ile uyumluluk gdstermesi (Mathai ve Sitaraman, 1987) ve dezavantajlari
olusan lipozomlarin boyutlarinin heterojen olmasi (70-200 nm), enkapsiile edilecek
materyalin yiiksek sicakliklarda organik ¢oziiciilere ya da yiiksek sicakliklara maruz
kalmasidir (Deamer ve Bangham, 1976; Schieren ve dig., 1978; Pradhan ve dig.,
2015).

Diyaliz yonteminin avantaji hizli ve basit bir ydontem olmasi, sentezlenen LUV ’larin
vezikiil biiyiikliigli bakimindan birkag haftaya kadar stabil kalmasi, numune kurtarma
olanag1 (Szoka ve Papahadjopoulos, 1980; Dipali ve dig., 1996) ve dezavantajlari
lipozom hazirlama agamasinin sonunda deterjan kalintilarinin varligi, suda ¢oziiniir
kiigiik bilesiklerin etkili bir sekilde tutulamamasi, diisiik numune hacmidir (Mozafari,
2005; Szoka ve Papahadjopoulos, 1980; Woodle ve Papahadjopoulos, 1989; Dipali ve
dig., 1996). Diliisyon yonteminin avantajlart bazi durumlarda diyalize gére daha
avantajli olmasi, diliisyon hizinin fosfolipit yiikiinii etkileme oraninin olduk¢a diisiik
olmasi (Jiskoot ve dig., 1986) ve dezavantajlar1 100 nm altindaki lipozomlarin sentezi
i¢cin uygun olmamasi, homojen boyut dagilimi icin ekstriizyon, ultrafiltrasyon gibi ek
tekniklere ihtiyag duyulmasi, ¢ok yiiksek misel konsantrasyonunun  protein
denatiirasyonuyla sonuglanabilmesi, diliisyon hizinin diismesi ile misellerin fiizyon
yapmasi artacagl i¢in daha biiyiik vezikiillerin olusumudur (Jiskoot ve dig., 1986;
Kikuchi ve dig., 1994).
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MLV ve OLV hazirlama yontemleri: MLV ince lipit film hidrasyonu, diyaliz ve OLV

diyaliz ve diliisyon gibi yontemlerle sentezlenebilmektedir. Ince lipit hidrasyonu
yonteminin avantajlari; kolay sentez ve kullaniminin yaygin olmasi, dezavantajlari
organik ¢oziicii kullanmasi biiytikliik ve sekil bakimindan heterojen MLV olusmasi,
SUV iiretimi i¢in sonikasyon ve LUV {iretimi i¢in ekstriizyon adimlar1 gerektirmesidir

(Laouini ve dig., 2012).

REV (Ters faz buharlastirma vezikiilleri) hazirlama yontemi: Ters faz buharlastirma

yontemi ile sentezlenmektedir. YOntemin avantajlari lipitlerin sulu materyali yakalama
kabiliyetini yliksek olmasi, suda ¢oziiniir molekiillerin enkapsiilasyonu i¢in uygun
olmasi, diisiik iyonik giice sahip ¢6ziicli ortaminda yiiksek enkapsiilasyon, say1siz lipit
formiilasyonundan yapilabilmesidir. Dezavantajlari; enkapsiile edilecek materyalin
organik ¢oziiciilere ve kisa sonikasyon siiresine maruz kalmasi, protein ve DNA gibi
kargo molekiillerinin denatiire olabilmesidir (Himanshu ve dig., 2011; Kataria ve dig.,

2011; Szoka ve Papahadjopoulos, 1978; Prathyusha ve dig., 2013).
Sonikasyon

Sonikasyon kiigiik tek katmanli vezikiillerin (SUV) hazirlanmasinda kullanilan en
yaygin yontemlerden biridir. Bu yontemde ¢ok katmanli vezikiiller (MLV) banyo tipi
sonikatorde ya da prob sonikatorde pasif bir atmosfer altinda homojenize edilir. Sonik
enerji (sonikasyon) kullanilarak MLV siispansiyonlarinin bozulmasi tipik olarak 15-
50 nm araliginda caplara sahip kii¢iik, tek katmanl vezikiillerin iiretimini saglar. Bu
yontemin temel dezavantajlari diisiik i¢ hacim / enkapsiilasyon etkinligi, enkapsiile
edilen bilesiklerin ve fosfolipidlerin olasi degradasyonu, biiylik molekiillerin
eliminasyonu, prob u¢ kaynakli metal kirliligi ve SUV ile birlikte MLV'nin varligidir
(Dua ve dig., 2012; Riaz, 1996).

Prob sonikasyonda sonikatoriin ucu, dogrudan lipozom dispersiyonuna batirtlir. Bu
metotta lipozom dispersiyonuna enerji girisi ¢ok yiiksektir (Sekil 1.4). Probun
ucundaki enerji eslesmesi lokal sicaklikla sonuglanacagi i¢in sonikasyon esnasinda
dispersiyon buz banyosuna daldirilmalidir. Bunun diginda sonikasyon siiresi de
onemlidir. 1 saate kadar siiren sonikasyonda lipitlerin% 5'inden fazlas1 de-esterifiye

olabilmektedir (Kataria ve dig., 2011).
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Sekil 1.4: Prob sonikator (Panahi ve dig., 2017)

Banyo tipi sonikasyon yonteminde bir silindir i¢indeki lipozom dispersiyonu bir banyo
sonikatoriine yerlestirilir. Bu yontemde lipit dispersiyonunun sicaklifinin kontrol
edilmesi, dogrudan ug¢ kullanilarak yapilan sonikasyonlara gore daha kolaydir.
Sonikasyonu yapilan malzeme steril bir kapta, prob tnitelerinden farkli olarak veya
inert bir atmosfer altinda korunabilir (Kataria ve dig., 2011). Uretilen lipozomlarin
ortalama boyut ve dagilimi; lipit kompozisyonu ve konsantrasyonu, sicaklik, hacim,

sonikasyon siiresi ve giicii gibi faktorlerden etkilenir (Dua ve dig., 2012; Riaz, 1996).

1.5 Lipozomlarin Karakterizasyon Yontemleri

Lipozom firetiminden sonra yapilacak karakterizasyon caligmalari temel olarak
kimyasal, fiziksel ve biyolojik karakterizasyona dayanmaktadir. Fiziksel
karakterizasyon boyut, vezikiil sekli, ylizey morfolojisi ve yiikii, elektriksel ylizey
potansiyeli ve ylizey PH’1, lamellarite (coklu katman sayisi), faz davranisi,
enkapsiilasyon etkinligi gibi parametrelere bagliyken, kimyasal karakterizasyon
fosfolipit ya da kolesterol gibi yapisal bilesenlerin konsanstasyonuna ve biyolojik
konsantrasyon sterilite, pirojenite ve hayvan toksisitesine baglidir (Dwivedi ve Verma,

2013).

1.5.1. Boyut ve boyut dagilimi

Lipozomlarin boyut dagilim1 ve polidispersite dl¢iimil, fiziksel stabiliteleri hakkinda
bilgi saglar (Kanasova ve Nesmérak, 2017). Lipozomlarin boyutlarinin

belirlenmesinde kullanilan en kesin yontem elektron mikroskobu iizerinden yapilan
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Ol¢iimlerdir. Bunun sebebi elektron mikroskobunun lipozomlarin her birinin
goriintilenmesine imkan vermesi ve farkli boyut araligima gore lipozom profili
hakkinda kesin bilgi verebilmesidir (Dwivedi ve Verma, 2013). Elekron mikroskobu
lipozomlarin boyutlarinin yaninda sekilleri hakkinda da bilgi verir. Ayrica flizyon ya
da toplanma durumlarinin da gozlenmesine, ¢ift katman kalinligi ve ¢ift katmanlar
aras1 uzaklik hakkinda da bilgi vermektedir. Bu avantajlarinin yaninda elektron
mikroskobu farkli ekipmanlar gerektiginden ve dl¢iimlerin uzun siirede yapilmasindan
dolayr lipozomlarin boyut Olgiimlerinde farkli yontemler de kullanilmaktadir.
Lipozomlarin sulu dispersiyonlarinin ortalama boyutu dinamik 1s1k sac¢ilimi (DLS)
tizerinden de 6l¢iilmektedir (Barnadas-Rodriguez ve dig., 2001; Bergstrand ve dig.,
2003). DLS, nispeten homojen boyut dagilimina sahip lipozomlar igin giivenilirdir ve
elektron mikroskobu gibi sekil hakkinda bilgi vermez (Reimer, 1998). Atomik kuvvet
mikroskobu (AFM) nanoparcaciklarin boyut 6l¢iimlerinde ideal ve yeni gelistirilen bir
tekniktir. AFM, nanometre ve angstrom olgeklerine kadar yiiksek ¢oziiniirliik
saglayan 3 boyutlu mikrograflar olusturan mikroskobik bir tekniktir (Spyratou ve dig.,
2009). AFM; lipozomlarmn yapisal karakterizasyonu, morfoloji, rijitlik, boyut, boyut
dagilimi, stabilite karakterizasyonu i¢in idealdir (Luykx ve dig., 2008; Edwards ve
Baeumner, 2006; Kanasova ve Nesmérak, 2017). Bu yontemin en énemli avantaji
goriintiilenmenin lipozomlarin dogal sulu ortamlarinda gergeklesmesidir. Bu yontemin
dezavantajlar1 ise numunenin mika yiizeye eklendikten sonra deforme olabilmesi,
tarama sirasinda buharlagsma ger¢eklesmesi ve maniveladan uygulanan kuvvetin tahrip
edici olabilmesidir. Bu yiizden lipozomlarin yikimini 6nlemek i¢in igne ucu ve
numune arasindaki kuvvetleri kontrol etmek onemlidir (Kanasova ve Nesmérak,
2017). Bu yontemler disinda lipozomlarin boyutlari, boyut dagilimlar ve homojenligi
kromatografi ile de Olgiilebilmektedir. Bu kromatografik yontemler temelde
lipozomlarin boyutlarina gore ayrilmasini saglar. Bu tekniklerden jel gecirgenlik
kromatografisi mobil faz ve duragan faz arasinda ¢6ziinen molekiillerin tekrar tekrar
degistirilmesiyle gerceklesir ve lipozomlar boyutlarina gore ayrilir (Mozafari, 2005;
Williams, 1970; Grabielle-Madelmont ve dig., 2003).

1.5.2 Yiizey yiikii

Lipozomal yiizeylerin ylik yogunlugu ve ¢esitli iyonlarin lipit vezikiillere baglanma
afinitesi zeta potansiyeli olarak adlandirilan bir parametrenin 6lgiilmesiyle

belirlenebilmektedir. Lipozomun zeta potansiyeli bir sivi ortaminda bulunan
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lipozomdan elde edilen toplam yiik olarak tanimlanir. Lipozom silispansiyonu
partikiiller ayr1 kaldiginda ve kiimelenmediginde stabildir. Parcaciklar yiik tasirlarsa,
itici kuvvetlerle s1vi ortamda birbirlerini iterler ve bu durumda siispansiyon stabil kalir.
Stabil lipozom siispansiyonu hazirlanmak istendiginde partikiil yiikii maksimize
edilmelidir. 30 mV’den daha yiiksek ya da -30 mV’den daha diisiik zeta potansiyeline
sahip lipozom silispansiyonlar1 stabil olarak kabul edilmektedir. Lipozomlarin
elektrostatik 6zellikleri ¢cok ¢esitli yontemlerle Slgiilebilmektedir. Lipozomlarin yiizey
yiikiiniin hizli bir sekilde belirlenmesi i¢in lazer Doppler hiz 6l¢timii (Lazer doppler
elektroforez) kullanilmaktadir. Bunun disinda 151k sagilmast yontemleri de
lipozomlarin zeta potansiyeli 6l¢iimii i¢in siklikla kullanilmaktadir. Bu yontem i¢in de
Zetasizer kullanilmaktadir. Bu yontemlerde lipozomlar1 iceren Silispansiyona
lipozomlarin hareketiyle sonuglanan bir elektrik alan1 uygulanir. Bu hareket yiik ile
dogru orantilidir. Lipozomlarin hareketi, tespit edilen lazer 1s18inin frekansinda bir
Doppler kaymasina neden olur. Zeta potansiyeli daha sonra tespit edilen 15181
dalgalanma sikligindan hesaplanir (Maherani ve dig., 2011; Kanasova ve Nesmérak,
2017).

1.5.3 Enkapsiilasyon etkinligi

Enkapsiilasyon etkinligi lipozom igerisinde tutulan madde miktarini tanimlar.
Enkapsiilasyon etkinliginin belirlenme siireci Once lipozom siispansiyonundan
enkapsiile olmamis serbest maddenin izole edilmesiyle baslar (Pattni ve dig., 2015;
Edwards ve Baeumner, 2006). Bu farkli tekniklerle yapilabilmektedir. Bu teknikler
mini-kolon santrifiijii, diyaliz, ultrasantrifiij gibi yontemlerdir (Berger ve dig., 2001;
Padamwar ve Pokharkar, 2006). Enkapsiile edilmemis maddenin lipozom
stispansiyonundan ayrilmasinin ardindan yapilacak ikinci asama lipit ¢ift tabakanin
tahrip edilmesi ve agiga ¢ikan madde miktarinin belirlenmesidir. Lipit ¢ift tabaka
lipozom siispansiyonundaki sivi ortamin etanol, metanol, asetonitril gibi organik
coziiclilerle ya da Triton-X100 ile yer degistirmesiyle tahrip edilebilir ve enkapsiile
edilen madde miktar1 spektroskopi, enzimatik testler, jel elektroforezi, alan akis
fraksiyonu ve ya HPLC, UPLC, LC-MS-MS gibi kromatografik yontemlerle
belirlenebilir (Pattni ve dig., 2015; Edwards ve Baeumner, 2006; Buboltz ve
Feigenson, 1999; Kallinteri ve dig., 2004; Kanasova ve Nesmérak, 2017).
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1.5.4 Faz gegis sicakhgi (Tc)

Gecis sicakliginin lipozom o6zellikleri lizerinde 6nemli etkileri vardir. Diisiik faz gecis
sicakligina sahip olan lipozomlar i¢in ilag tasiyici sistemler olarak avantajlidir ¢linkii
yiiksek faz ge¢is sicakligina sahip lipozomlarda depolanan aktif maddeler genellikle
daha diisiik faz gegis sicakligina sahip lipozomlarda enkapsiillenmis olan maddelere
gore daha yavas salinir. Sonug olarak lipozomun gegis sicakliginin belirlenmesi ¢ok
onemlidir (Betz ve dig., 2005). Diferansiyel tarama kalorimetrisi (DSC),
fosfolipidlerin gegis sicakliklarinin belirlenmesi i¢in yaygin olarak kullanilan bir

tekniktir (Sot ve dig., 2005; Saroglou ve dig., 2006).

1.5.5 Membran Akiskanhg

Lipozom ¢ift tabakalarinin sayisi, gecirgenligi ve akiskanligi enkapsiile materyalin
lipozomlardan salmimi ile dogrudan iligkilidir. Ornegin lipozom ¢ift katmanina katilan
bazi lipitler ya da hidrokarbon zincirler arasindaki baglar1 giicsiizlestirilen kolesterol
gibi molekiiller faz gecis sicakliginin diismesine ve akigkanligin artmasina yol acar.
Lipozom akigkanligin1 degerlendirmek i¢in elektron paramanyetik rezonans (EPR), H
NMR spektroskopisi ve floresan depolarizasyonu gibi yontemler kullanilmaktadir

(Maherani ve dig., 2011; Sulkowski ve dig., 2005; Calvagno ve dig., 2007).

1.5.6 Lamellarite

Lamellarite, lipozomlarin sulu i¢ merkezini ¢evreleyen cift katman sayisidir. Direkt
mikroskobik gozlem, numunenin boyutu, homojenligi ve lipozomlarin katmanlari
hakkinda bilgi verir. Lamellarite 3!P-niikleer manyetik rezonans (NMR) ve elektron
paramanyetik rezonans (EPR) ile belirlenebilmektedir (Hope ve dig., 1985; Mayer ve
dig, 1986; Yamauchi ve dig., 2007).

1.6 Melissa officinalis (Melisa Otu)

Melissa officinalis L. (Melisa otu), Akdeniz bdlgesinde, bati Asya'da, giineybati
Sibirya'da ve kuzey Afrika'da yetisen ¢cok yillik ve aromatik bir bitkidir (Canadanovi¢-
Brunet ve dig., 2008). M. officinalis bitkisi anti-anjiyogenik, antimikrobiyal,
antikanser, antienflamatuvar, antioksidan, antidepresan, hafiza arttirict 6zellikleriyle

bilinmektedir (Miraj ve dig., 2016).
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M.officinalis bitkisinin yapraklar1 flavonoidler (kuersitrin, ramnositrin, liiteolin),
polifenolik bilesikler (rosmarinik asit, kafeik asit ve protokatesuik asit),
monoterpenoid aldehit, monoterpen glikozitler, triterpenler (ursolik ve oleanolik asit),
seskiterpenler, tanenler ve esansiyel yaglar (sitral) igermektedir. M.officinalis
bitkisinin yapraginda; sitral, monoterpenler, geranial ve neral, flavonoidlerden
liteolin-7-glukozit gibi  bilesikler bulunmaktadir. Kurutulmus M.officinalis
yapraklarinda ise %0.13 sitral, %11.3 oraninda total hidroksisinamik bilesikleri (%
4.1’ rosmarinik asit) ve %0.5 oraninda total flavonoid bilesikleri iceren %11.8
oraninda total polifenolik bilesikler bulunmaktadir (Miraj ve dig., 2017). M.officinalis
bitkisinin etanol ekstratinda ise gallik asit, katesin, klorojenik asit, kafeik asit,
rosmarinik asit, epikatesin, rutin, kuarsetin, kuarsitrin, izokuarsetin, elajik asit ve
kaempferol gibi fenolik bilesikler ve flavonoidler bulunmaktadir (Cunha ve dig.,
2016).

M.officinalis bitkisinin esansiyel yagi ve farkli ¢oziiciiler kullanilarak elde edilmis
ekstraktlarinin antibakteriyel, antiviral ve antifungal etkileri kanitlanmistir. Bu etki
ekstraktlarda ve esansiyel yagda bulunan biyoaktif bilesiklerce saglanmaktadir.
Yapilan calismalarda antiviral etkinin ¢ogunlukla rosmarinik asitten olmak tizere
kafeik asit, p-kumarik asit ve ferulik asit gibi bilesiklerden saglandigi belirtilmektedir
(Schnitzler ve dig., 2008; Wolbling ve Leonhardt, 1994; Astani ve dig., 2012;
Mazzanti ve dig., 2008; Abdellatif ve dig., 2014). Bitkinin esansiyel yagi ¢oklu ilag
direngli bazi gram negatif patojen suslara karsi farkedilir bir antimikrobiyal etki
gostermezken bitkinin esansiyel yaginda bulunan sitral (geranial ve neral) ve
sitronellal bilesikleri baslica antibakteriyel ve antifungal etkiden sorumludur (Mimica-
Dukic ve dig., 2004). Bunun disinda farkli polar ¢dziiciilerden elde edilen ekstraktlar
gida kaynakli patojen suslara karsi yiiksek antimikrobiyal etki gostermektedir.
Kloroform, petrol eter gibi polar olmayan ¢oziiciilerden elde edilen M.officinalis
ekstraktlarinda rosmarinik asit, kafeik asit, p-kumarik asit gibi fenolik asit oran1 daha
diistiktiir. Bu bilesikler dogrudan antimikrobiyal etki ile iligkilidir ve polar
coziiclilerden elde edilen M.officinalis ekstraktlart antimikrobiyal agidan avantajlidir
(Canadanovic-Brunet ve dig., 2008). Bunun yaninda M.officinalis’in hidroalkolik
ekstraktlarinda bulunan siilfath terpen bilesikleri ¢esitli Candida ve Aspergillus cinsi

mantarlara ve Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
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Mycobacterium intracellulare bakteri suslarina karsi antimikrobiyal etki

saglamaktadir (Tantry ve dig., 2014).

M.officinalis farkli tip kanserlerin tedavisinde siklikla kullanilmaktadir (Javadi ve
Emami, 2015). Esansiyel yaginda bulunan sitral farkli insan kanser hiicre hatlarinda
hiicre canliligin1 diisiirmektedir (de Sousa ve dig., 2004). Ayrica yapilan caligmalar
M.officinalis’in hidroalkolik ekstrakti kolon karsinom hiicrelerinde antiproliferatif
etkiler sagladigini ve hiicreler aras1t ROS {iiretimini saglayarak apoptozu indiikledigini
gostermistir (Weidner ve dig., 2015). Buna ragmen sitotoksik aktivite i¢in bildirilen
ICso degerleri 100 pg/mL’den biiyliktiir (Shakeri ve dig., 2016). M.officinalis
yapraklarinda bulunan rosmarinik asitin de farkli insan kanser hiicre hatlarinda
biiylime inhibisyonu aktivitesi gosterdigi bilinmektedir. M.officinalis’in %50 etanol
ile hazirlanmig ekstraktinin da MTT ve NR test sonuglarina goére insan kolon kanseri
hiicrelerinde sitotoksik etkilerinin oldugu rapor edilmistir (Encalada ve dig., 2011;

Fotakis ve dig., 2006).

M.officinalis’in yapraklarinda bulunan fenolik bilesikler antioksidan ozelliktedir.
Antioksidan aktivite de fenolik bilesiklerin indirgeyici ajanlar olarak davranmasini
saglayan redoks ozelliklerinden kaynaklanmaktadir. Bu sayede antioksidanlar hiicre
icerisindeki serbest radikalleri nétralize ederek hem hiicresel hasari engeller hem de

anti-genotoksik etki saglar (Shakeri ve dig., 2016).

1.7 Fitokimyasal Bilesiklerin Antimikrobiyal Etki Mekanizmalari ve

Antimikrobiyal Aktivite Belirleme Yontemleri

Bitkilerde bulunan fenolikler, fenolik asitler, kinonlar, flavonoidler / flavonlar /
flavonoller, kumarinler ve tanenler gibi bir farkl fitokimyasal bilesikler birden fazla
mekanizma iizerinden antimikrobiyal etki saglamaktadir. Bu bilesiklerin
antibakteriyal etki mekanizmalar1 sitoplazmik membran hasari, tomoizomeraz
inhibisyonu, NADH-sitokrom ¢ rediiktaz inhibisyonu ve ATP sentaz inhibisyonu
tizerinden olmaktadir. Bunun disinda yapilan son g¢alismalar antibakteriyal etkiyi
saglayan diger bir mekanizmanin hiicre membranlar1 iizerinden de saglandigini
gostermektedir. Cogu bitki fenolikleri hem gram pozitif hem de gram negatif
bakterilerde membran yikimini tetikleyerek antibakteriyel aktivite saglamaktadir. Bu
etkiler bakteri yiizeyinin hidrofobikligi/hidrofilikligi ile iliskili olarak fenolik

maddelerin hiicre membrani ile direkt temasim1 ya da hiicre duvar1 kimyasim
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degistiricek hiicreleraras1 bilesenlerle etkilisimi iizerinden olmaktadir. Ornegin
eugenol, karvakrol ve timol bilesikleri gram pozitif ve gram negatif bakterilerde yag

asiti degisikligini tetikleyerek membran yapisini bozmaktadir.

Antimikrobiyal aktivitenin degerlendirilmesi i¢in yaygin olan kullanilan metotlar disk
difiizyon, kuyu difiizyon, siv1 diliisyon gibi yontemlerdir. Cogu yayilanan ¢alismada
iki farkli antimikrobiyal test ile antimikrobiyal etki degerlendirilmektedir.
Antimikrobiyal aktivite belirlenmesinde yaygin olarak kullanilan disk difiizyon testi
ozellikle bitki ekstraktlarinin fitokimyasal bilesiklerinin antimikrobiyal aktivitelerinin
belirlenmesinde tek basina yeterli olmamaktadir. Bunun sebebi disk diflizyon testinin
polar ozellikte olmayan maddelerin antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenmesinde

uygun olmadiginin belirtilmesidir (Balouiri ve dig., 2016; Rempe ve dig., 2017).

1.7.1 Agar disk difiizyon yontemi

Bu yontemde agar petrilere test mikroorganizmasinin standart inokulumu ekilir.
Ardindan petrilere istenen konsantrasyonda test maddesi igeren 6 mm ¢apindaki filtre
kagidi disklerinden konulur ve petriler uygun kosullarda inkiibe edilir. Genel olarak
bu yontemde antimikrobiyal ajan agar igerisine yayilir ve test mikroorganizmasinin
biiyiimesini engeller ve ortaya ¢ikan biiylime inhibisyonu zonlar1 6l¢iiliir (Balouiri ve

dig., 2016).

Agar ortamina yayilan antimikrobiyal ajan miktarin1 6l¢gmek miimkiin olmadigindan
agar disk difiizyon yéntemi minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIK) belirlenmesi
icin uygun bir yontem degildir. Buna ragmen disk difiizyon yontemi basit ve kolay
ulasilabilen bir yontem olmasi sebebiyle bitki ekstraktlari, esansiyel yaglar ve diger
ilaclarin antimikrobiyal etkinliginin Ol¢limii i¢in yaygin olarak kullanilan bir

yontemdir (Balouiri ve dig., 2016).

1.7.2 Siv1 diliisyon yontemleri

S1vi mikro ve makro diliisyon yontemleri en temel antimikrobiyal duyarliligi test etme
metotlarindandir. CLSI tarafindan aerobik biiyliyen bakteri, maya ve filament6z
mantarlar test etmek i¢in standardize edilmistir. Bu yontem antimikrobiyal ajanin 2
kat diliisyonlar halinde kullanilmasini, 0.5 Mcfarland dlgegine ayarlanmis standart
mikrobiyal siispansiyonun seyreltilmesini kapsamaktadir. Uygun kosullarda

inkiibasyonun ardindan bu yontem ile ¢iplak gozle tiiplerde ya da kuyucuklarda
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bulaniklik tayini yapilarak MIK degeri belirlenir. MIK degerlerinin belirlenmesinin
ardindan minimum bakterisal (letal) konsantrasyonlarin (MBK) da belirlenmesi
gereklidir. MBK final inokulumun 24 saatlik inkiibasyonun ardindan %99.9’unun
O0lmesi icin gereken en az antimikrobiyal ajan konsantrasyonu olarak
tanimlanmaktadir. Tiplerden ya da kuyucuklardan agar plakalar iizerine yapilan alt
kiiltiirleme sonucu 24 saatin ardindan mikrobiyal gelisim goriilmeyen en az etken
madde konsantrasyonlu agar plakalarinin degerlendirilmesi ile belirlenir (Balouiri ve

dig., 2016).

1.8 Sitotoksik Etkinin Belirlenmesinde Kullanilan Yontemler

Sitotoksite ve hiicre canliliginin in vitro dl¢iimlerini saglayan testler bir kimyasal
ajanin hiicrelere yaptig1 etkiyi anlamak agisindan énemlidir. Bu testler boya ¢ikarma
testleri, kolorimetrik testler, florometrik testler ve luminometrik testler olmaktadir. Bu
kimyasal ajanlar hiicrelere karsi farkli mekanizmalar {izerinden toksik etki
gosterebilmektedir. Bu mekanizmalar temel olarak hiicre zarlarinin yikimi, protein
sentezinin  Onlenmesi, reseptorlere geri  doniisiimsiiz  olarak  baglanma,
polideoksiniikleotit uzamasinin inhibisyonu ve enzimatik reaksiyonlardir. Boya
cikarma testleri olarak Tripan mavisi, eosin, kongro kirmizisi ve eritrozin B testleri,
kolorimetrik testler olarak MTT, MTS, XTT, WST-1, WST-8, LDH, SRB, NRU ve
kristal viyole testleri, florometrik testler olarak alamar mavisi testi ve CFDA-AM testi
ve liminometrik testler olarak ATP ve ger¢ek zamanli canlilik testleri in vitro
sitotoksisite ve hiicre canliliginin degerlendirilmesinde kullanilmaktadir (Aslantiirk,

2018).
MTT testi

MTT testi sitotoksisite ve hiicre canliligini degerlendirmek igin sik¢a kullanilan bir
kolorimetrik testtir. Bu test siiksinat dehidrogenaz gibi mitokondriyal enzimlerin
aktivitelerini Olcerek, hiicrelerin mitokondriyal fonsiyonu {izerinden hiicre canliginin
degerlendirilmesi esasina dayanir. Bu testte MTT, NADH tarafindan mor formazana
indirgenir. Olusan formazan da spesifik dalga boyundaki absorbans degeri lizerinden
belirlenir. MTT yonteminin avantajlart kullanimmin kolay ve giivenli olmasi,
tekrarlanabilirliginin yiiksek olmasi1 ve hem hiicre canliliginin hem de sitotoksisitenin
belirlenebilmesidir. Yontemin dezavantajlari ise MTT formazanin suda ¢éziinmemesi

ve mor igne uclu kristaller olusturmasi bu ylizden DMSO gibi organik bir ¢dziicliniin
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ya da izopropanoliin kristalleri ¢6zmek i¢in kullanilmasi, MTT formazanin kuyulardan
besiyeri ortamini uzaklagtirmayi zorlastirmasidir (Stone ve dig., 2009; Mosmann,

1983, Aslantiirk ve dig., 2017; Bopp ve Letieri, 2008).

1.9 In Vitro Yara Iyilesmesi

Yara iyilesmesi dokunun normal fonksiyonlarini saglamasi agisindan énemlidir. Yara
iyilesme siireci hemostaz, inflamasyon, proliferasyon, migrasyon ve yeniden
sekillenme olarak adlandirilan asamalardan olusur. Yara iyilesme siirecinde, yaranin
olustugu bolgede hiicrelerin ¢ogalmasi (proliferasyonu) ve gog¢ etmesi (migrasyonu)
gerekir. Hiicre migrasyonunun degerlendirilmesini saglayan testler in vitro yara
iyilesmesi analizlerinde olduk¢a fayda saglamaktadir. Bu amagla kullanilan 2D yara
iyilesmesi testinin temel prensibi, hiicrelerin onarim ve gé¢ agsamalarinin izlenebilmesi
icin dokuda hiicre igermeyen bir bolgenin olusturulmasidir. Bu hiicreden yoksun bolge
konfluent tek katman hiicrelerin dokudan kaldirilmasiyla olusturulmaktadir. Bu
sebeple 2D yara iyilesmesi testi yara olusturulmasi, yara iyilesmesi siirecinin izlenmesi
ve elde edilen verilerin analiz edilmesi ile gergeklestirilmektedir (Martinotti ve
Ranzato, 2019).

1.10 Tezin Amaci

M.officinalis bitkisinden elde edilen ekstraktin lipozomal formiilasyonunun farkli
bakteri suslarindaki antimikrobiyal etkisinin, farkli hiicre hatlarinda olusturdugu
sitotoksisik etkilerin ve hiicre canliliginin belirlenmesi amaglanmistir. Tez
calismasinda ekstrakt ve lipozom birlesimini kullanmanin sadece ekstrakta kiyasla

antimikrobiyal, sitotoksik etkiler iizerindeki avantajlari belirlenmeye ¢aligiimistir.

1.11 Literatiir Arastirmasi

Bu tez ¢alismasinda M.officinalis bitkisinin etanol ekstrakti kullanilarak hazirlanan
lipozomal formiilasyonun antimikrobiyal aktivite ve sitotoksisik etkilerinin
belirlenmesi yoniinde ¢alismalar gerceklestirilmistir. Ekstrakt yiikli lipozom
formiilasyonunun ekstrakta, pozitif ve negatif kontrollere kiyasla farklig1 ve muhtemel

avantajlari ortaya konulmaya ¢aligilmistir.
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Literatiirde M.officinalis ekstrakti kullanilarak lipozomal formiilasyon yapilan bir
calisgma bulunmamaktadir. Dolayisiyla M.officinalis ekstrakti ile lipozomal
formiilasyon ile antimikrobiyal aktivitelerin, sitotoksik etkilerin ve migrasyon/anti-
migrasyon etkilerinin degerlendirildigi ilk ¢alisma olacaktir. Buna Kkarsilik
M.officinalis yapraklarindan elde edilen ekstrakt ve esansiyal yagmn bir ¢ok farkli
mikroorganizmada antimikrobiyal etkileri ve farkli hiicre hatlarinda sitotoksik etkileri
arastirtlmistir.  Suschke ve digerlerinin (2007) yaptigi c¢alismada M.officinalis
esansiyel yagmin S.aureus ATCC 25923’ye kars1 MIK degerinin % 0.06 (v/v), MBK
degerinin % 0.13 (v/v), E.coli ATCC 25922’ye kars1t MIK ve MBK degerlerinin %0.5
(v/v) oldugu belirtilmistir. Timor 6zellikte olmayan HaCaT ve BEAS-2B hiicrelerinde
24 saat sonraki CC50 degerleri sirasiyla %0.0023 ve %0.0030 olarak belirtilmistir.
Kamden ve digerlerinin (2013) yaptig1 ¢alismada M.officinalis bitkisinin etanolik
ekstraktinin sitotoksik etkisi degerlendirilmistir. 10-150 pg/mL doz araliginda saglikli
16kosit hiicrelerine karsi hiicre canliligini %90°1n altina diisirmedigi belirtilmistir.
Literatiirde ayni bitkilerden elde edilen ekstrakt ve esansiyel yaglarin sitotoksik
etkileri karsilagtirildiginda esansiyel yaglarin yiiksek antioksidan madde icermesi
sebebiyle yapilan sitotoksite calismalarinda saglikli hiicreleri de yiiksek toksisiteye
maruz biraktigi belirtilmistir (Soltanian ve dig., 2019). Biitiin bunlar M.officinalis gibi
ekstrakt ve esansiyel yag elde edilebilen bitkilerin ekstraktlarinin sitotoksisite

caligmalarinda daha avantajli olabilecegini gostermektedir.

1.12 Hipotez

Formiilasyonun ve ekstraktin negatif kontrole gore istatistiksel agidan antimikrobiyal
etkisinin olmasi beklenmektedir. Kanser hiicrelerinde istatistiksel ac¢idan hiicre
canliligin1 azaltict olmasi ve bos lipozomun antimikrobiyal ve sitotoksik etkisinin

olmamasi beklenmektedir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1 Materyal

Kimyasal malzemeler: Folin-Ciocalteu (2N, Merck), gallik asit monohidrat
(ISOLAB), Melissa officinalis (Duraner A.S), sodyum karbonat (TEKKiM), L-o-
fosfatidilkolin (soya fasulyesi kaynakli %30, Sigma-Aldrich), DPBS (7.4 PH,
Biowest), etanol (%99.9, ISOLAB), MTT (Thermofisher) , tripsin (%.0.25, Multicell),
RPMI 1640 (Sigma-Aldrich), Fetal sigir serumu (FBS) (Sigma-Aldrich), penisilin-
streptomisin (Capricorn), DMSO (Sigma).

2.2 Yontem

2.2.1 Iki asamal homojenizasyonla lipozom dispersiyonlarimin hazirlanmasi

Nanolipozomlar prob sonikatérde (Bandelin/GM 4200) yapilan 2 asamali
homojenizasyon ile hazirlanmistir. Iki asamali homojenizasyon yapilmasinin nedeni
kiigiik boyutlu (nm) yiliksek stabiliteye sahip lipozom dispersiyonlarini elde
edebilmektir.

Sekil 2.1 : Prob sonikatérde homojenizasyon

23



Ik olarak L-o-fosfatidilkolin (S30) materyalinden 2 gr tartilarak 200 mL
otoklavlanmis saf suya eklenmistir. Sonikatdrde direk ug¢ prob kullanilmistir. Steril

prob, soliisyonun igerisine daldirilmistir (Sekil 2.1).

Sonikasyon esnasinda ornek buz banyosunda tutulmustur. %65 genlikte 5 dakika
boyunca homojenizasyon saglanmistir. Her bir dakikanin sonunda 5 saniye sonikator
durdurulmustur. Siit kopligli renginde lipozom soliisyonu elde edilmistir ve ilk
homojenizasyon asamasi tamamlanmustir. Ikinci homojenizasyon icin hazirlanan
lipozom dispersiyonlar1 -80°C’de dondurulmustur ve liyofilize edilmistir. Ikinci
homojenizasyonda sonikasyondan kaynakli olusabilecek PH degisikliklerini
engellemek amaciyla liyofilize lipozomlar %! (a:h) oraninda Dulbecco fosfat
tamponlu tuz (7.4 PH) igerisinde hazirlanarak birinci homojenizasyonla ayni

kosullarda sonikasyona maruz birakilmistir.

2.2.2 Melissa officinalis bitkisinin yapraklarmin etanol ile ekstraksiyonu

Melissa officinalis bitkisinin yapraklart kurutulmus ve paketlenmis bir sekilde temin
edilmistir. Yapraklar 6nce ekstraksiyonun daha verimli olmasi i¢in ufalanarak kiigiik

parcalara ayrilmistir.

1) Yapraklarin
hazirlanmasi

Etanol ekstrakti b =57
5) Liyofilizasyon 4) Etanoliin ucurulmasi

Sekil 2.2 : Bitki yapraklarindan ekstrakt elde edilme asamalari.

Ufalanan yapraklardan 25 gr tartilarak iizerine 200 mL %80’lik etanol ¢ozeltisi

eklenmistir. Bu sekilde hazirlanan karisimlar ilk 4 saati 40°C’de olmak tlizere oda
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1sisinda 24 saat boyunca karigtirma islemine tabi tutulmustur. 24 saatin sonunda
ekstraksiyon islemi tamamlanmistir (Casillas ve dig., 2015; Koksal ve dig., 2011; Abu-
Shanab ve dig., 2007; Son ve dig., 2021) (Sekil 2.2).

Coziinmemis yaprak pargalarinin ekstrakttan uzaklastirilmasi icin ekstrakt adi filtre
kagidindan gecirilmistir (Magalhaes ve dig., 2018). Ekstraktin stabilitesini arttirmak
icin ekstrattaki ¢oziiclinlin ugurulmast gerekmektedir. Bunun i¢in once ekstrakttan
etanoliin ugurulmasi islemi gergeklestirilmistir. Su banyosu 40°C’ye ayarlanan rotary
evaporatorde (Buchi/R-3) birkag¢ saat icinde etanoliin u¢gma islemi gerceklesmistir
(Magalhdes ve dig., 2018). Numune kaybi olmamasi i¢in basing yavas yavas
disiiriilmustiir. Etanoliin ugma islemi gergeklestikten sonra elde edilen yogun
ekstrakttan suyun ugmasi i¢in dondurarak kurutma (liyofilizasyon) islemi yapilmistir
(Papoti ve dig., 2019). Bunun i¢in ekstrakt esit hacimlerde petri kaplarina bosaltilarak
-80°C’de birkag saat boyunca donmasi saglanmistir. Donma gergeklestikten sonra
petriler kapaklar1 agik bir sekilde liyofilizatore (Toros/TRS 2/2V) konulmustur ve 24
saat boyunca kurutma islemi gerceklestirilmistir (Sekil 2.2).

2.2.3 Ekstrakt yiiklii lipozom formiilasyonunun hazirlanmasi

Formiilasyonu hazirlamak i¢in 6nce 0.288 gr liyofilize ekstrakt tartilmistir. 75 pL
DPBS eklenmistir. Karistirildiktan sonra tlizerine 75 pL ikinci homojenizasyondan
sonra elde edilen lipozom soliisyonu eklenmistir. Hi¢ karistirilmadan 1400 rpm’de
vortekste 1 dk boyunca tutulmustur. Karisim az hacimli oldugundan ve lipozomun
zarar gormemesi i¢in vortekste tutulan siirelerde 1 saniye vortekslenip 1 saniye
vorteksten uzaklastirilmistir. 1 dakikanin ardindan karisimda ¢6ziinmeyen partikiiller
varsa yavasga c¢Ozdiiriilmesi saglanmistir. Aynmi1 sekilde 30 saniye 1400 rpm’de

vortekslenmistir.

Formiilasyonun enkapsiilasyon etkinligi ve enkapsiile edilen {iriin verimi
hesaplanmistir. Bu hesaplamalarin yapilabilmesi i¢in 0nce enkapsiile edilmeyen
madde miktar1 bulunmustur. Bunun i¢in formiilasyon 3000 rpm ‘de 1 s boyunca
4°C’de tiip santrifiij edilmistir ve enkapsiile olmayan kismin ¢okmesi saglanmistir
(Ramana ve dig., 2010; Trif ve dig., 2008). Siipernatant atildiktan sonra pelette kalmis
olan s1v1 kismin kurutulmasi i¢in pelet inkiibatorde yiiksek sicaklikta kurutulmustur ve

normal 1s1ya gelince tartilarak enkapsiile edilmeyen kismin agirligi bulunmustur.
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2.2.4 Taramal elektron mikroskobu (SEM) ile morfolojik karakterizasyonun

yapilmasi

SEM analizinde bos lipozom ve ekstrakt yiiklii lipozom formiilasyonunun morfolojik
karakterizasyonlar1 yapilmistir. Goriintii alinmadan 6nce tim numuneler 24 saatlik bir
periyotla liyofilize edilmistir (Dave ve dig., 2019). SEM i¢in kullanilan cihaz Tescan
Vega3 SBU ve kullanilan yazilim SB-EasyProbe’dur. Her bir liyofilize numune ilk
once iki tarafi yapiskanl ve bir aliiminyum tutucu (stub) iizerine yerlestirilmis karbon
bantin bir yliziine ¢ok kii¢iik bir miktarda eklenmistir. Ekleme sirasinda numunelerin
zarar gérmemesi ve kontamine olmamasima dikkat edilmistir. Numuneler, karbon
bantlara eklendikten sonra goriintii kalitesinin artmasini saglamak amaciyla argon
vakum kosullarinda altin ile kaplanmistir (Sekil 2.3). Altin kaplama kalinlig1 3.6

nm’dir. Kaplama siiresi ise 50 saniyedir.

Sekil 2.3 : Altin piiskiirtme sirasinda numuneler.

Ikinci homojenizasyondan elde edilen bos lipozom &rneklerinin boyut &lgiimii, 90°
sacilma acisina sahip zeta-sizer cihazi (Malvern Zeta-Sizer) ile gergeklestirilmistir. Bu
yontemde numuneler cihazin dl¢lim kiivetine alinmistir ve dinamik 151k sacilimi ile

boyut dl¢limii yapilmugtir.

2.2.5 Ekstrakttaki total fenolik madde miktarimin hesaplanmasi

Total fenolik madde gallik asit esdegeri olarak hesaplanmistir. Bu deger gallik asit

kalibrasyon egrisi tizerinden elde edilmistir. Gallik asit kalibrasyon egrisini ¢izmek
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icin once 125 ppm gallik asit stok sollisyonu hazirlanmistir. Bunun i¢in 12.5 mg gallik
asit tartilmistir ve 100 mL %80 etanol ¢ozeltisine eklenmistir. Bu stok ¢ozeltiden final
konsantrasyonlari 2.5 ppm, 5 ppm, 10 ppm, 15 ppm, 20 ppm ve 25 ppm olan gallik
asit sollisyonlar1 hazirlanmistir. Bu konsantrasyonlar1 elde etmek igin stok
soliisyondan alinan miktarlarin iizerine 0.2 N Folin-Ciocalteu belirtecinden 2.5 mL
eklenmistir. 10 dakika bu sekilde bekletildikten sonra konsantrasyonlara %20’lik
sodyum karbonattan 5 mL eklenmistir. Tiim konsantrasyonlar otoklavlanmis ultra saf
su ile 10 mL’ye tamamlanarak hazirlanmistir (Meryemoglu ve dig., 2020).
Konsantrasyonlar hazirlandiktan sonra karanlik bir ortamda 2 saat boyunca
bekletilmistir. Bu siirenin sonunda her bir konsantrasyondan 2’ser mL alinarak Uv-vis
spektrofotometrede (VWR/UV-1600PC) 765 nm’de okutulmustur ve absorbans
degerleri elde edilmistir. Blank olarak otoklavlanmis saf su kullanilmistir. Elde edilen
konsantrasyonlarla ve konsantrasyonlara karsilik gelen absorbans degerleriyle gallik

asit kalibrasyon egrisi ¢izilmistir.

Liyofilize ekstrakt 0.02 gr/mL konsantrasyonda %80 etanol igerisinde hazirlanmistir
ve bu stoktan farkli hacimler alinarak (10 pL, 20 pL, 25 pL) ayni sekilde 0.2 N Folin-
Ciocalteu belirtecinden 2.5 mL eklenip 10 dk bekletildikten sonra %20’lik sodyum
karbonattan 5 mL eklenerek tiim konsantrasyonlar otoklavlanmig ultra saf su ile 10

mL’ye tamamlanmistir (Sekil 2.4).

©)
Sekil 2.4 : Gallik asit ve ekstrakt konsantrasyonlarinin total fenolik madde tayini i¢in
hazirlanmasi. Soydum karbonat eklendikten sonra gallik asit konsantrasyonlar1 (A),

folin sonrasi ekstrakt konsantrasyonlari (B), sodyum karbonat sonrasi ekstrakt
konsantrasyonlari (C).

2 saat karanlik bir ortamda tutulduktan sonra 765 nm’de blank suya kars1 okutulmustur

ve absorbans degerleri kaydedilmistir. Bu absorbans degerleri kullanilarak gallik asit
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kalibrasyon egrisinde elde edilen lineer denkleminden ekstraktta bulunan fenolik

madde miktar1 mg GAE (gallik asit esdegeri) / g olarak hesaplanmustir.

2.2.6 Ekstrakt ve ekstrakt yiiklii lipozom formiilasyonunun antimikrobiyal

etkilerinin belirlenmesi

Calismada antimikrobiyal etkinligin karsilagtirilmali olarak degerlendirilmesi igin
gram pozitif bakteri modeli olarak Staphylococcus aureus ATCC 25923 ve gram
negatif bakteri modeli olarak Escherichia coli ATCC 25922 segilmistir.
Antimikrobiyal testlerde kullanilmak {izere segilen bakterilerin sivi besiyeri
icerisindeki kiiltiir ortamlar1 hazirlanmistir. Bunun i¢in agar besiyerlerine ekilen taze
kiiltiirlerdeki tek koloniler steril 6ze yardimiyla alinarak 10 mL triptik soy broth
besiyeri igerisine karistirilmistir ve sivi besiyeri icinde ¢oziinmesi saglanmigtir. Her
iki bakteriden ayr1 ayr1 hazirlanan inokulumlar 24 saat boyunca 37°C’de inkiibasyona

birakilmistir.

2.2.6.1 Disk difiizyon testi ile biiyiime inhibisyonu zonlarinin belirlenmesi

Disk diflizyon testi Kirby-Bauer (1966) yontemine gére yapilmistir. Bu yonteme gore
ilk dnce 24 saatlik bakteri kiiltiirleri Mcfarland densitometre cihazinda (Biosan/Denib)
%0.85’1ik steril tuz cozeltisi kullanilarak 0.5 Mcfarland degerine seyreltilmistir.
Seyreltilen her bir bakteri kiiltiirlerine steril bir ekiivyon ¢ubuk daldirilarak mieller
hinton agar (MHA\) petrilerine bakteri ekimi yapilmistir. Her bir petride bakterinin agar
yiizeyine ekimi 3 farkli noktadan yapilmis ve bu sayede agarin tiim ylizeyine bakteri
ekimi saglanmigtir. Ekim yapildiktan sonra 15 dakika igerisinde pens ile petrilerdeki
agar yiizeyine esit mesafelerde 4 adet blank ve 1 adet ofloksasin diski olmak iizere 5
adet antimikrobiyal duyarlilik testi disklerinden yerlestirilmistir. 4 adet blank diske
formiilasyondan (0.288 gr/150 pL, 1:1 lipozom:DPBS), formiilasyonla ayni
konsantasyonda ekstrakttan (0.288 gr/ 150 uL DPBS), 2.homojenizasyondan elde
edilen lipozom soliisyonundan ve negatif kontrol olarak %0.85’lik steril tuz
¢ozeltisinden 18 pL yiiklenmistir. Yiiklemeler tamamlandiktan sonra MHA petriler
parafilm ile sarilarak 24 saat boyunca 37°C’de inkiibe edilmistir. 24 saatin sonunda
test maddelerinin inhibisyon zonlar1 6l¢lilmiistiir. Disk difiizyon testi her bir bakteri ve

test maddesi i¢in 3 tekrarli yapilmustir.
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2.2.6.2 Stvi mikrodiliisyon yéntemi ile MiK ve MBK degerlerinin belirlenmesi

Minimum inhibisyon konsantrasyonu bir antimikrobiyal test ajaninin goriiniir bakteri
bliylimesini engelledigi en diisiik konsantrasyon oldugu i¢in 6ncelikle ekstrakt yiiklii
lipozom formiilasyonu hazirlanmis ve 1 mL’ye seyreltilmistir. Hazirlanan 0.288 gr/mL
stok formiilasyondan 1000 mg/mL, 750 mg/mL, 500 mg/mL, 250 mg/mL, 200 mg/mL,
150 mg/mL, 100 mg/mL, 40 mg/mL, 30 mg/mL, 25 mg/mL, 20 mg/mL, 15 mg/mL,
10 mg/mL ve 5 mg/mL olmak {iizere farkli konsantrasyonlar hazirlanmistir Bu
konsantrasyonlardan S.aureus ATCC 25923’e ve E.coli ATCC 25922’ye kars1 disk
difiizyon testleri yapilmistir. Hem S.aureus ATCC 25923 hem de E.coli ATCC 25922
i¢in en az zon veren konsantrasyonlar bulunmustur. Her iki bakteri i¢in en az zon veren
konsantrasyonlarin sivi mikrodiliisyon testinde kullanilmak iizere formiilasyon ve
ekstrakt stok soliisyonlar1 hazirlanmistir. Stok soliisyonlar, secilen konsantrasyonlarin
10 kat1 olacak sekilde hazirlanmistir. MiK deneyi igin ekstrakt ve formiilasyon disinda
oflaksasin soliisyonu ve bos lipozom soliisyonu da test edilmistir. 2 bakteri i¢in
ofloksasin stok soliisyonlar1 literatiirdeki MIK degerleri baz alinarak hazirlanmistir.
E.coli ATCC 25922 i¢in 2 pg/mL ve S.aureus ATCC 25923 3.9 pg/mL stok ofloksasin
soliisyonu hazirlanmistir. Bos lipozom soliisyonu ikinci homojenizasyonda elde

edildigi gibi dogrudan kullanilmstir.

Sivi mikrodiliisyon yontemi ile MIK degerlerinin belirlenmesi CLSI M7-A7 (2006)
protokoliine gore yapilmustir. Ik olarak 96 kuyucuklu mikroplakalardaki tiim
kuyucuklara 100’er pL miieller hinton broth besiyeri eklenmistir. Mikroplakadaki her
iki swranin ilk kuyucuklarina 100’er pL hazirlanan ekstrakt (A ve B sirasi),
formiilasyon (G ve H siras1), ofloksasin (C ve D siras1) ve lipozom stok
soliisyonlarindan (E ve F siras1) eklenmistir ve pipetaj yapilarak 1.kuyucuklardan
100’er pL alinarak 2.kuyucuga aktarilmistir bu islem 9.kuyucuga kadar devam
ettirilmistir ve 9.kuyucuktan 100 pL disartya atilmistir. Bu sekilde 1.kuyucuktan
itibaren test maddelerinin konsantrasyonlu 2 kat diliisyonlar ile azaltilmistir. Bu
asamadan sonra mikroplakalara inokulum eklenmistir. Inokulum, 0.5 Mcfarland
degerindeki (1.5x 10%® kob/mL) hiicrelerin 10’ kob/mL’ye seyreltilmesi ile
hazirlanmistir. Kuyucuklardaki final bakteri konsantrasyonunun 5.10° kob/mL olmasi
icin her bir test maddesinin bir sirasma (A, C, E ve H siralar1) hazirlanan 107 kob/mL
bakteri soliisyonlarindan 5’er pL. eklenmistir. 10.kuyucuklar biiyiime kontrolii olarak

kullanildig1 i¢in 10.kuyucuklara da 5 pL bakteri soliisyonundan eklenmistir. Sadece
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besiyeri iceren 11.kuyucuklar sterilite kontrolii olarak ve 12 kuyucuklar blank olarak
kullanmigtir. Kalan kuyucuklar (11. ve 12.siitunlar ve B, D, F, G siralar1 besiyeri ile
105 pL’ye tamamlanmistir. Hazirlanan mikroplakalar 300 rpm’de 20 saniye ortibal
calkalayicida (Mipro/MSL3535) tutulmustur ve 24 saat boyunca 37°C’de inkiibe
edilmistir. 24 saatin sonunda bulaniklik goriilmeyen en az konsantrasyonlu kuyucuklar
MIK degerleri olarak belirlenmistir. Biiyiime inhibisyonu kontrolii igin de
mikroplakalar 600 nm’de mikroplaka okuyucuda (EPOCH) okutulmustur ve biiyiime
kontroliine kars1 absorbans degerleri kaydedilmistir. MIK degerinin iizerinde test
maddesi konsantrasyonu igeren kuyucuklar MBK degerlerinin belirlenmesi icin MHA
petrilere dragaski Ozesi ile ekilmistir. 24 saat sonra petrilerdeki koloni miktarlart
kontrol edilmistir. Her bir bakteri ve test maddesi i¢in MIK ve MBK testi 3 tekrarli
olarak yapilmistir (Sekil 2.5).

T, o S ]

Sekil 2.5 : MiK deneyi igin kullanilan mikroplaka diizeni.
2.2.7 Hiicre Kiiltiirii deneyleri

Hiicre kiiltiirii ¢aligmalari i¢in insan alveolar adenokarsinoma hiicre hatti olan A549
ve insan brong epitel hiicre hatti olan BEAS-2B kullanilmistir. Bu hiicreler %1
penisilin-streptomisin antibiyotik ve %10 fetal sigir serumu igeren Roswell Park
Memorial Institute Medium (RPMI 1640) hiicre ortaminda ve 37°C, %95 nem ve %5
CO: kosullarinda biiyttiiliip ¢ogaltilmigtir.

2.2.7.1 Ekstrakt ve ekstrakt yiikli lipozom formiilasyonunun sitotoksik

etkilerinin belirlenmesi

Ekstraktin, ekstrakt yiiklii lipozom formiilasyonunun ve bos lipozomun sitotoksik

etkilerinin belirlenmesi amaciyla A549 ve BEAS-2B hiicre hatlar1 24 saat maddelerle
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muamele edildikten sonra MTT testi uygulanmistir. Hiicreler steril sartlarda
cogaltildiktan sonra 96 kuyucuklu mikroplakalara kuyucuk basma 10* hiicre
ekilmistir. Hiicrelerin mikroplakalara tutunmasi i¢in mikroplakalar 37°C, %95 nem,
%5 CO: kosullarinda 24 saat inkiibasyona birakilmistir. 24 saatin ardindan
kuyucuklardaki hiicre tutunmasini ve hiicre yogunlugunu (konfluentlik) kontrol etmek
icin plakalar inverted mikroskopta (OLYMPUS) incelenmistir. Hiicrelerin
kuyucuklara tutundugundan emin olunduktan sonra kuyucuklardaki besiyeri ortami
atilarak, besiyeri ortaminda olacak sekilde madde uygulamasi yapilmistir. Ekstrakt ve
formiilasyon i¢in 1000 pg/mL, 500 pg/mL, 250 pg/mL, 100 pg/mL, 50 pg/mL, 25
ug/mL ve 10 pg/mL Kkonsantrasyonlar hazirlanmistir. Bu konsantrasyonlar
formiilasyon ve ekstraktin stok soliisyonlarindan elde edilmistir. Stok soliisyonlar 1
mg/mL  Kkonsantrasyonda hazirlanmistir. Formiilasyonun stok soliisyonunun
hazirlanmasi igin 0.288 gr liyofilize ekstrakt tartilip 75 pL PBS’te ¢ozdirilmiistiir
ardindan 75 pL lipozom soliisyonu eklendikten sonra vorteks karistiricida dnce 1 dk
1400 rpm’de karigmasi saglanmistir. Coziinmeyen parcaciklarin kalmadigina emin
olunduktan sonra formiilasyon tekrar 30 sn 1400 rpm’de vorteks karistirida tutularak
hazirlanmistir. Bu karisimdan 5 pL alinarak 9.6 mL’ye full besiyeri (antibiyotik ve

FBS’li) ile tamamlanmustir.

Sekil 2.6 : DMSO eklendikten sonra mikroplakalar. Sol ist: BEAS-2B ekstrakt, Sag
iist: BEAS2B formiilasyon, Sol alt: A549 ekstrakt, Sag alt: A549 formiilasyon.
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Ekstraktin stok sollisyonu ise 10 mg liyofilize ekstraktin 10 mL full besiyeri ile
diliisyonu ile hazirlanmistir. Stok soliisyonlarindan full besiyeri ile seyrelterek
formiilasyon ve ekstraktin diger 6 konsantrasyonu hazirlanmistir. Bos lipozom
soliisyonu da sitotoksik etkisi test edilmek tizere kuyucuklara eklenmistir. Tiim test
maddeleri kuyucuklara 180 pL olarak eklenmistir. Bu sekilde ekstrakt ve
formiilasyonun 7 farkli dozu ve bos lipozom, A549 ve BEAS-2B hiicre hatlarinda 8
tekrarli galisilmistir (Sekil 2.6). Pozitif kontrol olarak %0.1 Triton X-100, negatif
kontrol olarak full besiyeri kullanilmistir. Doz uygulamalarinin ardindan
mikroplakalar 24 saat inkiibasyona maruz birakilmistir. 24 saatin ardindan hiicre
canliliginin  belirlenmesi igin MTT testi yapilmustir. Once MTT soliisyonu
hazirlanmistir bunun i¢in 0.02 gr MTT tartilarak 4 mL PBS’te ¢ozdiiriilmiis ve
antibiyotiksiz ve FBS’siz besiyerinde 40 mL’ye tamamlanmistir. MTT soliisyonunun
hazirlanmasinin ardindan mikroplakalardaki hacimler bosaltilmistir. Her bir kuyucuga
hazirlanan MTT soliisyonundan 100 pL eklenmistir. Mikroplakalar aliiminyum
folyoya sarilarak 4 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun ardindan karanlik bir
ortamda plakalarin iclerindeki hacimler alinarak kuyucuklarin her birine 100 pL
DMSO eklenmistir ve 10 dk calkalayicida tutulmustur. Son asama olarak
mikroplakalar kapaksiz bir sekilde 570 nm’de mikroplaka okuyucuda okutularak
absorbans degerleri alinmistir. Ekstrakt ve formiilasyonun A549 ve BEAS-2B hiicre
hatlarindaki IC50 degerleri, doz konsantrasyonuna bagli % hiicre canlilig1 grafiginden

elde edilen denklem {izerinden belirlenmistir.

2.2.7.2 Ekstrakt ve ekstrakt yiiklii lipozom formiilasyonunun yara iyilestirici

etkilerinin belirlenmesi

A549 hiicreleri 12 kuyucuklu plakalara kuyu basma 10° hiicre olacak sekilde
ekilmistir. En az 24 saat 37°C, %5 CO> kosullarinda inkiibasyon siiresinin gegmesinin
ardindan plakalar inverted mikroskopta (OLMYPUS) incelenmistir. Hiicreler 48 saat
inkiibasyonun ardindan >90 konfluent hale geldiginde her bir kuyucuga steril 10 pL
pipet ucuyla dik aciyla ve merkezden cizik atilmistir. Daha sonra her bir kuyucuga 1
mL DPBS ile yikama yapilarak kuyucuklardan kazilan hiicrelerin giderilmesi
saglanmistir. A549 hattinda ekstrakt ve formiilasyonun 1000 pg/mL ve 500 pg/mL
olmak tizere 2 farkli konsantrasyonu ve negatif kontrol olarak test maddesi
eklenmemis besiyeri ortami ve pozitif kontrol olarak %0.1 Triton-X100 kullanmistir.

Ekstrakt ve formiilasyonun dozlar1 ve pozitif ve negatif kontroller yara iyilesmesindeki
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net etkinin gozlemlenebilmesi i¢in % 5 FBS igeren besiyeri ortaminda hazirlanmistir.
DPBS ile yikamanin ardindan her bir test maddesi 3 tekrarli olmak iizere tim
kuyucuklara 1 mL hacimde eklenmistir. Test maddelerinin eklenmesinin hemen
ardindan (0.saat) inverted mikroskopta kuyucuklara atilan gizikler kontrol edilip
fotograflanmistir. 24. saatte ve 48.saatte hiicrelerin migrasyon/anti-migrasyon etkileri

negatif kontrolle kiyaslanarak degerlendirilmistir.

2.2.8 istatiksel analiz

Deneylerdeki veri gruplarmin istatiksel analizi R programla dili ile olusturulmus
Rstudio programi iizerinden yapilmistir. Normal dagilan veriler i¢in parametrik
testlerden tek yonlii varyans analizi (ANOVA), normal dagilmayan veri setleri i¢in

ise non-parametrik testlerden Kruskal-Wallis testi kullanilmistir.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1 Ekstrakt Yiiklii Lipozom Formiilasyonunun Hazirlanmasi

Yapilan 6n caligmalarda ekstrakt yiiklii lipozom formiilasyonlar1 hazirlamak i¢in farkl
formiilasyonlar ve teknikler denenmistir. Bu formiilasyonlar lipozom:ekstrakt orani ve
hazirlama teknigi degistirilerek yapilmigtir. Buna gore, 15 saniye gibi kisa bir siire
sonikatdrde hazirlanan ekstrakt yiiklii lipozom formiilasyonlarinin vorteks karisticida
hazirlanan formiilasyonlara gore cok daha diisiik enkapsiilasyon etkinligine sahip
oldugu, aynm sekilde vortekste yiiksek rpm’lerde ya da uzun siirelerde hazirlanan
formiilasyonlarda da ekstrakt ve lipozom yapilarinin zarara ugradigi, formiilasyonun
PH’1nin degisebildigi ve enkapsiilasyonunun azaldigi goriilmiistiir. Bu sebeplerle bu
tez caligmasindaki antimikrobiyal deneylerde ve hiicre deneylerinde kullanilan
ekstrakt yiiklii lipozom formiilasyonu 1400 rpm’de toplam bir bucuk dakika ve
araliklarla vorteks karistiricida tutularak hazirlanmistir. Nitekim Silva ve digerlerinin
(2010) ultrasonik sonikasyon ile lipozom iiretme parametrelerini inceledigi calismada
sonikasyon giicii, siire, prob derinligi gibi parametrelerin lipozom iiretiminde fosfolipit
oksidasyonu ve hidrolizini saglayarak, buradan radikallerin tiretimi ger¢eklestirdigini

ve PH’1n degisebildigi ve zeta potansiyelinin etkilenebildigini belirtilmistir.

3.2 Ekstrakt Yiiklii Lipozom Formiilasyonunun Enkapsiilasyon Etkinligi ve

Uriin Veriminin Hesaplanmasi

% Enkapsiilasyon etkinligi ve % iirlin verimi, enkapsiile olmayan kismin 3000 rpm
4°C’de 1 saat boyunca santrifiijde ¢oktirtiliip kurutulduktan sonra tartilmasiyla
bulunmustur ve hesaplamalar i¢in Denklem 3.1a ve 3.1b’de belirtilen formiiller

kullanilmastir.

% Enkapsiilasyon Etkinligi (Baranauskaite ve dig., 2018):

(M1-M; / M1) X 100 (3.1a)
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Mi: Formiilasyona baslangicta konulan ekstrakt miktari, M, : Enkapsiile edilmeyen

ekstrakt miktari.

M: yani formiilasyon icin kullanilan ekstrakt miktar1 0.288 gr’dir. Enkapsiile
edilmeyen kismin agirhig 0.0561 gr olarak bulunmustur. Formiilasyonun

enkapsiilasyon etkinligi %80.5 olarak hesaplanmustir.

% Uriin verimi (Baranauskaite ve dig., 2018):
M3/ M4 x 100 (3.1b)

Mas: Enkapsiilasyondan sonra ekstrakt yiikli lipozomlarin kuru agirligi, Ma:

Enkapsiilasyondan dnce eklenen bos lipozomun ve ekstraktin kuru agirliginin toplama.

Enkapsiilasyondan 6nce eklenen lipozomun kuru agirligi 0.00075 gr ve ekstraktin kuru
agirlign 0.288 gr’dir. Enkapsiile olan kismin agirhigi toplam konulan madde
miktarindan enkapsiile olmayan kismin agirligi ¢ikartilarak bulunmustur ve enkapsiile

edilen kismin agirlig1 0.2319 gr’dir. % Uriin verimi, %80.3 olarak hesaplanmustir.

Enkapsiilasyon etkinligi bu tez c¢alismasinda kullanilan yontem disinda kargo
materyalini enkapsiile etmis lipozomun ¢oktiiriiliip tartilmasi ya da Triton-X100 ile
lipozomun pargalanip igindeki enkapsiile edilmis materyalin UV-vis ile
karakterizasyonu ya da jel fitrasyon ile enkapsiile olmamis materyalin ayrilmasi gibi
yontemlerle de belirlenebilmektedir. Tez caligmasinda enkapsiilasyon etkinliginin
Denklem 3.1a’de belirtildigi sekilde yapilmasinin sebebi yontemin basit olmasi,
enkapsiile lipozom formiilasyonlarinda lipozomu pargalamak i¢in kullanilan Triton-
X100 maddesinin lipozomun tamamini par¢alamaya yetmeyen ¢ok diisiik
konsantrasyonunun bile (%0.25) ekstraktin absorbans degerini etkilediginin
goriilmesidir. Lipozomun sicaklik ile pargalanip enkapsiile ekstraktin absorbans ile
karakterize edildigi yontemde de aymi sekilde ekstraktin absorbans degerlerinin
normalden daha az ¢ikmasidir. Enkapsiile olmayan materyalin ¢oktiiriiliip UV-vis’te
maksimum absorbans iizerinden karakterizasyonun yapildigi yontemde de bos
lipozomlarin ilk santrifiijde ¢cokme ihtimali oldugundan 200-800 nm dalga boyunda
girisim yapabilmesidir. Buna karsilik ilk santrifiijde ¢oken bos lipozomlarin kuru

agirh@ ihmal edilebilecek kadar kiigiiktiir.
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3.3 Taramah Elektron Mikroskobu ile Morfolojik Karakterizasyonun

Yapilmasi

Taramali elektron mikroskobu ile birinci (Sekil 3.1) ve ikinci homojenizasyondan
(Sekil 3.2) elde edilen bos lipozom orneklerinin ve formiilasyonun (Sekil 3.3)

morfolojik karakterizasyonlari ve parcacik boyutlart incelenmistir.

SEM HV: 10.0 kV WD: 12.51 mm VEGA3 TESCAN SEM HV: 10.0 kV WD: 12.51 mm VEGA3 TESCAN
SEM MAG: 3.04 kx Det: SE TUBITAK-BUTALE SEM MAG: 4.19 kx Det: SE 10 pm TUBITAK-BUTAL

Sekil 3.1: Birinci homojenizasyondan elde edilen bos lipozomlarin 10 pm 6lgekli
SEM goriintiileri.

y 2
r

-

N _ - S : .
SEM HV: 20.0 kV WD: 6.14 mm I VEGA3 TESCAN SEM HV: 20.0 kV WD: 7.04 mm VEGA3 TI
SEM MAG: 4.05 kx Det: SE TUBITAK-BUTAL SEM MAG: 5.33 kx L TUBITAK-BUTAL

Sekil 3.2: ikinci homojenizasyondan elde edilen bos lipozomlarin 10 um (sol) ve 5
um (sag) olgekli SEM goriintiileri.
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SEM HV: 10.0 kV ‘7 WD: 12.39 mm VEGA3 TESCAN
SEM MAG: 1.77 kx TUBITAK-BUTAL

Sekil 3.3: Ekstrakt yiiklii lipozom formiilasyonunun 10 um 6lgekli SEM goriintiisii.

Birinci homojenizasyondan elde edilen bos lipozomlar ve formiilasyondaki ekstrakt
enkapsiile lipozomlarin parcacik boyutlar1 Image] programi ile Olgek iizerinden
Ol¢iilmiistiir. Birinci homojenizasyondan elde edilen lipozomlarin boyutlar
numunenin farkli konumlarindan alinmis SEM fotograflarindaki 64 veri iizerinden

Ol¢iilmiistiir ve ortalama 2768.8 nm boyuta sahip oldugu bulunmustur.

Lipozom Parc¢acik Boyutu Dagilimi

\E
| | | T | T 1
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000

0.00030
|

Y odunluk
0.00015
I

0.00000
[

Parcacik Boyutu (nm)

Sekil 3.4: Birinci homojenizasyondan sonra elde edilen bos lipozomlarin pargacik
boyutu grafigi
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Formiilasyonun ise SEM fotografindan elde edilen 21 farkli pargacik boyutu verisiyle
ortalama 3450.6 nm parc¢acik boyutuna sahip oldugu bulunmustur.

Bu verilerle Rstudio programi iizerinden normal dagilim egrili histogram grafigi

cizilmistir (Sekil 3.4) (Sekil 3.5).

Formiulasyon Parcacik Boyutu Dagilimi

6e-04

4e-04

Y ogunluk
|

2e-04

Oe+00
[

I I I I I I 1
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000

Parcacik Boyutu (nm)

Sekil 3.5: Ekstrakt yiiklii formiilasyonun parcacik boyutu grafigi

Ikinci homojenizasyondan sonra elde edilen lipozomlarin boyut analizi Malvern Zeta-

Sizer cihazi ile yapilmustir. Olgiimler 3 kayit seklinde almmustir (Sekil 3.6).

Yogunluga Bagli Boyut Dagilimi
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t
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gi ] EARNCIENESRMEERESE BRNSHEENNTAFERE. ) SUACYRNVERORRIRRNS. 1 /51| (ISUIEMVRNS SURNLI RN
i:’ T e P PP RPRPPYS:
L

7Y N USSR TN CTRPRRIRRIT ANy | DY R

5 SRS WSONN SR ¢ WA\ W SO

0.1 1 10 100 1000 10000

Boyut (d.nm)

Sekil 3.6: ikinci homojenizasyondan elde edilen bos lipozomlarmn yogunluga bagl
parcacik boyutu dagilimi
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Zetasizer analizine gore, ikinci homojenizasyondan elde edilen bos lipozomlarin
ortalama parcacik boyutunun 184.4 nm oldugu bulunmustur. Polidispersite
(heterojenlik) indeksi (PDI) 0.343 olarak belirlenmistir. Ikinci homojenizasyondan
sonra elde edilen bos lipozomlarin pargacik boyutlar1 (¢aplari), birinci
homojenizasyondan sonra elde edilen lipozomlarin parcacik boyutlarna goére %93.3
oraninda kii¢iilmiistiir. PDI’nin 0.5’ten kii¢lik olmasi sentezlenen lipozomlarin dar bir

boyut dagilimina sahip oldugunu gostermektedir (Mohammadpour ve dig., 2012).

3.4 Ekstrakttaki Total Fenolik Madde Iceriginin Hesaplanmasi

Ekstraktta bulunan fenolik madde miktarinin mg GAE (gallik asit esdegeri) / g olarak
hesaplanabilmesi i¢in Once farkli konsantrasyonlarda gallik asit ¢ozeltileri hazirlanip
765 nm’de UV-vis spektrofotometrede okutulmustur. Elde edilen absorbans degerleri
ve absorbanslara karsilik gelen konsantrasyonlar ile gallik asit kalibrasyon grafigi

cizilmistir (Sekil 3.7).

Gallik Asit Kalibrasyon Grafigi

Absorbans

2.994
3.000 |
2.500

2.093
y = 129.56x + 0.1355

2.000 R2=0.9914

1.500

1.000

0.500

Konsantrasyon (mg/mL)
0.000
0 0.005 0.01 0.015 0.02 0.025

Sekil 3.7: Gallik asit kalibrasyon grafigi
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Gallik asit kalibrasyon grafiginden elde edilen denklem y=129.56x + 0.1355 ve R?
degeri 0.9914°diir. Bu egri denklemi kullanilarak ekstrakttaki toplam fenolik madde
miktar gallik asit esdegeri olarak hesaplanmistir. 0.02 gr/mL ekstrakttan hazirlanan 3
farkli konsantrasyonun absorbans degerleri 3 tekrarli olarak 765 nm’de okutulmustur
ve her bir absorbans degeri kalibrasyon egrisinden elde edilen denklemde y yerine
yazilarak her bir x (konsantrasyon) degeri bulunmustur. Bu x degerleri Denklem
3.2°de paylasilan formiil igerisine yerlestirilerek ekstraktin 1 graminda bulunan toplam

fenolik madde miktar1 mg GAE cinsinden hesaplanmustir.
Total fenolik madde (Onivogui ve dig., 2014):

TPC (mg GAE / g) = GAE (mg/mL) x V (mL) x DF / M (Q) (3.2)

GAE (mg/mL): Standart egri denkleminden ¢ekilen x konsantrasyon degeri, V: Etanol
ekstraktinin total hacmi, DF: Diliisyon faktorii, M: Etanol ekstraktinin agirlig1.

Olgiimler 3 tekrarli olarak yapilmistir ve verilerin R studio programindaki Shapiro-
Wilk normality testi ile normal dagildigi belirlenmistir. Bu yiizden verileri temsil
etmek igin ortalama ve standart sapma kullanilmistir. Buna gore ekstraktin 1
gramindaki total fenolik madde miktar1 ortalama 100.13 mg GAE +/-0.55 olarak

bulunmustur.

3.5 Ekstrakt ve Ekstrakt Yiiklii Lipozom Formiilasyonunun Antimikrobiyal

Etkilerinin Belirlenmesi

3.5.1 Disk difiizyon testi ile biiyiime inhibisyonu zonlarimin belirlenmesi

Disk difiizyon testinde 0.5 Mcfarland standartindan ekiivyon ¢ubuk ile MHA petrilere
ekilen S.aureus ATCC 25923 ve E.coli ATCC 25922 suslarina kars1 formiilasyon,
formiilasyonla ayni miktarda ekstrakt iceren ekstrakt ornegi (1.92 gr/mL), bos
lipozom, pozitif kontrol ofloksasin disk (5 pug) ve negatif kontrol olarak %0.85 steril
tuz ¢ozeltisi test edilmistir (Sekil 3.8).

Test maddelerinin uygulanmasindan 24 saat sonra biiyiime inhibisyonlar1 zonlar1

Olciilmiistiir (Cizelge 3.1).
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Formiilasyon

Formiilasyon

Formiilasyon

Formiilasyon Formiilasyon

Sekil 3.8: E.coli ATCC 25922’nin (A) ve S.aureus ATCC 25923’iin (B) 3 tekrarli
disk difiizyon sonuglari.

Cizelge 3.1 : 24 saat sonra biiylime inhibisyonu zonu dl¢iimleri

Biiyiime Inhibisyonu Zonlar1 (mm) (Ortalama +/- standart sapma)

Bakteri
Trd Formiilasyon Ekstrakt Bos P.K N.K
lipozom
E.coli
ATCC 11.7 +/- 0.96 11 +/-0.82 zY 30 +/-0.82 zY
22592

S.aureus
ATCC 28.6 +/- 0.48 28.4 +/-0.48 Y 30.4 +/-0.48 Y

25923

ZY: Test edilen bakterilere karst zon olusturmadigini ifade etmektedir. Veriler en az 3 tekrarli olarak
alinmistir ve normal dagilmaktadir.
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3.5.2 Sivi mikrodiliisyon yontemi ile MIK ve MBK degerlerinin belirlenmesi

S1vi mikrodiliisyon yonteminde formiilasyon, ekstrakt, bos lipozom ve ofloksasin test
maddelerinin E.coli ATCC 25922 ve S.aureus ATCC 25923 suslarina kargt minimum
inhibe edici konsantrasyon degerleri arastirilmigtir. 1000 mg/mL — 5 mg/mL arasi disk
difiizyon testi yapilan konsantrasyonlardan S.aureus ATCC 25923’¢ kars1 en az zon
veren konsantrasyon 15 mg/mL ve biiylime inhibisyonu zonu ortalama 10 mm, E.coli
ATCC 25922’ye karst en az zon veren konsantrasyon 150 mg/mL ve biiyiime
inhibisyonu zonu ortalama 8.3 mm olarak dl¢iilmiistiir. E.coli ATCC 25922 i¢in 150
mg/mL’ye en yakin denenen konsantrasyon 100 mg/mL’de ve S.aureus ATCC 25923
icin 15 mg/mL’ye en yakin denenen konsantrasyon 10 mg/mL’de biiyiime inhibisyonu
zonu goriilmemistir. MIK belirlenmesi igin yapilan sivi mikrodiliisyon testinde
kullanilmak tizere hazirlanan ekstrakt ve formiilasyon stok soliisyonlar1 E.coli ATCC
25922 i¢in 1500 mg/mL ve S.aureus ATCC 25923 i¢in 150 mg/mL olarak
hazirlanmistir. Sivi mikrodiliisyon testinde her bir bakteri i¢in 9 farkli konsantrasyon
denenmistir. Bu 9 farkli konsantrasyon da ekstrakt ve formiilasyon stok
soliisyonlarimin iki kat halinde azaltilan konsantrasyonlarindan elde edilmistir.
Dolayistyla ekstrakt ve formiilasyonun MIK degeri i¢in denenen konsantrasyon araligi
S.aureus ATCC 25923’e karst 75 mg/mL (1.kuyucuk) — 293 ug/mL (9.kuyucuk),
E.coli ATCC 25922’¢ kars1 750 mg/mL (1.kuyucuk) — 2930 ug/mL (9.kuyucuk)’dir.

Ikinci homojenizasyondan elde edilen bos lipozom dogrudan kullanilarak
mikroplakalarda 2 kat seyreltilmistir. E.coli ATCC 25922 i¢in 2 png/mL ve S.aureus
ATCC 25923 3.9 pg/mL stok ofloksasin hazirlanarak 2 kat seyreltmistir. 24 saat sonra
¢iplak gozle bulaniklik (goriiniir biilyiime) olmayan en az konsantrasyonlu kuyucuklar

belirlenmistir.

Buna gore S.aureus ATCC 25923 igin yapilan 3 tekrarda da ekstrakt i¢in MIK degeri
4 kuyucuktaki konsantrasyon, formiilasyon igin MIK degeri 5.kuyucuktaki
konsantrasyon olarak belirlenmistir (Sekil 3.9). Ofloksasinde S.aureus ATCC 25923
i¢in bulanikligin olmadig1 en az konsantrasyonlu kuyucuk 3 tekrarda da 4.kuyucuktur
ve ofloksasinin S.aureus MIK degeri 0.24 pg/mL’dir.
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A ilk bulamklik Bulaniklik yok

Formiilasyonun MIK degeri

Sekil 3.9 : Ekstrakt ve formiilasyon i¢in goriiniir bulaniklik iizerinden (A) S.aureus
ATCC 25923 i¢in MIK degerlerinin (B) belirlenmesi. Turuncu oklar ekstrakt: mavi
oklar formiilasyonu belirtmektedir.

E.coli ATCC 25922 igin ise yapilan 3 tekrarda ekstrakt igin MiK degeri 4.kuyucuktaki
konsantrasyon ve formiilasyon i¢in MIK degeri 2 tekrarda 4.kuyucuk ve 1 tekrarda
3.kuyucuk olarak belirlenmistir (Sekil 3.10). Ofloksasinin E.coli ATCC 25922 igin
MIK degeri ise ortalama 0.21 pg/mL’dir. MIK igin secilen kuyucuklarm tiim test
maddeleri i¢cin 600 nm’de Slgiilen absorbans degerleri ile korele oldugu goriilmiistiir.
600 nm’deki karsilagtirmalar da biiyiime kontrolil ve inokulumsuz test maddesi igeren
konsantrasyonlarin absorbans degerleri ile inokulumlu test maddelerinin absorbans
degerleri iizerinden yapilmistir. Bu verilerin disinda 6nemli olan diger bir nokta hem
disk difiizyon testlerinde hem de MIK igin yapilan testlerde secilen bakterilere karsi
bos lipozomlarin kullanilan hi¢bir konsantrasyonunun antimikrobiyal etkisinin

olmamasidir. Bu lipozomlarin kontrollii salinim, enkapsiile materyali dis etkenlerden
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koruma gibi bir ¢ok avantajinit kullanarak antimikrobiyal etkinligi test edilecek

maddelerin 6l¢iimlerinin daha hassas olmasini ve daha etkili olmasini saglamaktadir.

A Ekstrakt MIK Degeri i1k bulaniklik

N
z“mm.\.
FERER Y Y

Formiilasyon + Inokuliim
Ik Bulaniklik

Sekil 3.10 : E.coli ATCC 25922’e kars: ekstrakt (A) ve formiilasyon (B) icin MIK
degerlerinin belirlenmesi.

Test maddelerinin bakterilerin gelisimini engelledigi (>%90) MIK degerlerinin
belirlenmesinin ardindan minimum bakterisal (6ldiiriicii) etki (>%99.9) saglayan
konsantrasyonlar bulunmustur. Bunun icin segilen MIK degerlerinin iizerinde olan
konsantrasyonlar 3 tekrarli olarak MHA plakalara yayma ekim yontemi ile ekilmistir.
Ekimin ardindan 24 saat sonra MHA plakalarda koloni olusup olusmadig
belirlenmistir. Buna gore E.coli ATCC 25922 igin ekstrakt ve formiilasyondan MiK
lizeri kuyucuklar ve bulanikligi dogrulamak amaciyla MIK degerininin altindaki 2

kuyucuktan da ekim yapilmustir.

Bu sonuglara gére segilen MIK degerlerinde hi¢ koloni iiremesi olmadig igin E.coli
ATCC 25922’ye kars1 ekstrakt ve formiilasyonlarin MIK degerleri MBK degerlerine
esittir. Formiilasyon i¢in 2 tekrarda 4.kuyucuklardan ve 1 tekrarda da 3.kuyucuktan
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yapilan ekimlerde hi¢ koloni olmadigi icin MBK degeri bu kuyucuklardaki

konsantrasyonlar olarak belirlenmistir (Sekil 3.11).

Sekil 3.11 : E.coli ATCC 25922 MBK petrileri. A, B, C sirayla ekstraktin ilk 3
tekrar1 ve D, E, F sirayla formiilasyonun ilk 3 tekraridir.

Ekstrakt i¢in 3 tekrarda da 4.kuyucuklardan yapilan ekimlerde hi¢ koloni bulunmadig1
tespit edilmistir ve 4.kuyucuktaki konsantrasyonun E.coli ATCC 25922’ye karst hem
MIK hem de MBK degeri oldugu belirlenmistir (Sekil 3.11). Kontrol amac¢hh MIK
belirlenirken bulaniklik goriilen MIK degeri altindaki kuyucuklardan ekilen petrilerde

iireme tespit edilmistir ve secilen MIK degerinin dogrulanmasi saglanmustir.

S.aureus ATCC 25923’¢ kars1 ekstraktin MBK degeri 3 tekrarda da 4.kuyucuktan
yapilan ekimlerdir. 4.kuyucuk ayni zamanda goriinlir bulanikligin olmadig1 en az
konsantrasyonlu kuyucuktur. Formiilasyon icin MIK deneyinde gériiniir bulamkligin
olmadigi en az konsantrasyonlu kuyucuk olan 5.kuyucuklardan yapilan ekimlerde 1.
ve 3.tekrarlarda hi¢ koloni gozlenmezken 2.tekrarda 2 koloni oldugu belirlenmistir.
Dolayisiyla S.aureus ATCC 25923’e¢ karsi formiilasyonun MBK degeri 1.ve
3.tekrarlarda MIK degeri ile esittir ve 2.tekrarda da 4.kuyucuklarda bulunan
konsantrasyondur (Sekil 3.12).
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Sekil 3.12 : S.aureus ATCC 25923 MBK petrileri. A, B, C sirayla ekstraktin ilk 3
tekrart ve D, E, F sirayla formiilasyonun ilk 3 tekraridir.

Her iki bakteri igin ekstrakt ve formiilasyonun MIK ve MBK degerleri Cizelge 3.2°de
verilmigtir.

Cizelge 3.2 : Ekstrakt ve formiilasyonun MIK ve MBK degerleri

MIK ve MBK Degerleri (mg/mL) (Medyan)

Bakteri
Formiilasyon  Ekstrakt MIK Formiilasyon Ekstrakt
MIK Degeri Degeri MBK Degeri MBK
Degeri
E.coli 9375 (93.75- 93.752 93.75 (93.75- 93.752
ATCC 187.5)° 187.5)°
22592
S.aureus 4.687° 9.375¢ 4.687 (4.687- 9.375°
ATCC 9.375)°
25923

Veriler 3 tekrarlidir, “a” ile belirtilenlerde medyan ve ortalama aynidir, “b” veri setindeki en biiyiik ve
en kiigtik degeri belirtir.
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Disk diflizyon ve sivi mikrodiliisyon testlerine gore ekstrakt ve formiilasyonun
S.aureus ATCC 25923’te daha etkili oldugu net bir sekilde goriilmistiir.
Formiilasyonun S.aureus ATCC 25923’ye karsi ekstrakta kiyasla 2 kat daha az
konsantrasyonunun daha yiiksek antimikrobiyal etkinlik sagladigi goriilmiistiir. 5
mg/mL- 1000 mg/mL aras1 konsantrasyonlarda yapilan disk difiizyon testlerinde
ayrica belli bir konsantrasyondan sonra disk difiizyon sonuglarinin ¢ok fazla
degismedigi goriilmiistiir. Bu sebeple diisilk konsantrasyonlar kullanildiginda
formiilasyonun ekstrakta kiyasla 2 kat daha az konsantrasyonla S.aureus ATCC
25923’ye kars1 daha yiiksek antimikrobiyal etkisinin oldugu agike¢a belirlenebilmistir.
Buna karsilik E.coli ATCC 25922°de 1 tekrarda daha az bir konsantrasyon farkiyla
ekstraktin antimikrobiyal etkisi formiilasyona goére daha az konsantrasyonda
saglanmistir. Cui ve digerlerinin (2015) yaptig1 calismada karanfil yagi iceren
lipozomlarin antimikrobiyal etkisi S.aureus ATCC 25923 ve E.coli ATCC 25922’ye
kars1 test edilmistir. Bunun sonucunda yapilan formiilasyonun S.aureus ATCC
25923’da antimikrobiyal etkisinin oldugu, E.coli ATCC 25922°de hi¢ antimikrobiyal
etkisi olmadigi belirtilmistir. Calismada bunun sebebi olarak S.aureus ATCC
25923’iin por olusturan toksinleri olmasi sebebiyle lipozomlarda porlar olusturup
madde salinimi arttirabildigi ve etken maddelerle daha kolay etkilesebildigi, E.coli
ATCC 25922’nin ise por olusturan toksinleri olmadig i¢in yagin lipozomlarin i¢inde

kaldig1 ve bakteriye ulasmadig1 gosterilmistir.

Melissa officinalis bitkisi antimikrobiyal etkisi farkli bakteriler tizerinde kanitlanmis
bir bitkidir. Farkl: teknikler ya da farkli polariteye sahip ¢oziictiler kullanilarak yapilan
ekstraksiyonlardan elde edilen ekstraktlarin farkli mikroorganizmalara karsi
antimikrobiyal etkinligi oldugu literatiirde mevcuttur (Hassan ve dig., 2019; Rabbani
ve dig., 2016; Mabrouki ve dig., 2017). Mabrouki ve digerlerinin (2017) yaptigi
calismada M. officinalis bitkisinin etanol, hekzan ve aseton ekstraktlarinin S.aureus ve
E.coli suslarini da igeren farkli mantar ve bakteriler {izerinde antimikrobiyal etkisi disk
diflizyon yontemi ile degerlendirilmistir. En yliksek biiylime inhibisyonu zonlar1 test
edilen tiim bakterilerde etanol ekstraktinda saglanmigtir. Ayni ¢calismada M.officinalis
bitkisinin etanol ekstraktinin en yiiksek antimikrobiyal etki saglamasi etanoliin
calismadaki diger polar ¢oziiciilere kiyasla daha yiiksek fenolik madde icerigine sahip
olmasuyla iligkilendirilmistir ve etanol fenolik madde ekstraksiyonu i¢in en iyi ¢oziicii

olarak gosterilmistir. Rabbani ve digerlerinin (2016) yaptig1 ¢alismada M.officinalis’in
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hidroalkolik ekstraktinin patojen S.aureus susuna karsi mik degerinin 20 mg/mL
oldugu belirtilmistir. Tez calismasinda ise M. officinalis ekstraktinin lipozomal
formiilasyonunun ekstrakta kiyasla daha az daha diisiik konsantrasyonda inhibe edici
etkisi oldugu goz 6niinde bulunduruldugunda daha az konsantrasyon kullanilarak daha
fazla antimikrobiyal etkinlik elde edilmesinin hiicresel dokularda uygulanacak
formiilasyonlarda daha diisiik sitotoksik etki elde edilmesini saglayacagi

distiniilmektedir.

3.6 Ekstrakt ve Ekstrakt Yiiklii Lipozom Formiilasyonunun Sitotoksik

Etkilerinin Belirlenmesi

Test maddelerinin sitotoksik etkilerin belirlenmesi i¢in canli hiicrelerin %50’sini
Oldiiren dozlar yani IC50 degerleri bulunmustur. 1000 pg/mL-10 upg/mL
konsantrasyon araliginda besiyerinde hazirlanan ekstrakt ve formiilasyonun A549 ve
BEAS-2B hiicre hatlarindaki IC50 degerlerinin belirlenmesi i¢in dnce her bir hiicre
hattinda en az 3 tekrarli olarak calisilan her bir dozun absorbans degerlerinin
ortalamas1 alinmistir ve kullanilan her bir mikroplakada en az 3 tekrarli olarak ekilip
sadece canli hiicre iceren kuyucuklardan alinan absorbans degerlerinin de ortalamasi
alimmustir. Bu degerler Denklem 3.3°de belirtilen formiile yerlestirilerek her bir dozun

iki hiicre hattindaki % hiicre canliliklar1 hesaplanmistir.
OAGsmek/ OAkontrol * 100 (3.3)

OAsmek: Test maddesinin ortalama absorbans degeri, OAsmek: Test maddesi igermeyen

sadece hiicre igceren negatif kontroliin ortalama absorbans degeri (Baskararaj ve dig.,
2020).

Yiizde hiicre canlilig1 ve konsantrasyona bagli dagilim grafiginin denklemi lizerinden
IC50 degerleri hesaplanmistir. Buna gore ekstraktin A549 hiicre hattindaki 1C50
degeri 1.13 mg/mL, BEAS-2B hiicre hattindaki IC50 degeri 0.806 mg/mL olarak
bulunmustur. Formiilasyonun A549 hiicre hattindaki IC50 degeri 3.5 mg/mL ve
BEAS-2B hiicre hattindaki IC50 degeri 868.05 pg/mL olarak bulunmustur. Ekstrakt 1
mg/mL konsantrasyonda AS549 hiicre hattindaki hiicre canliligint % 42.5’¢
distirmistiir ve 0.5 mg/mL konsantrasyonda BEAS-2B hiicre hattindaki hiicre
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canliligin1 %41.5’a diiglirmiistiir. Formiilasyon tiim dozlarda A549 hiicre hattindaki
proliferasyonu arttirirken, 0.5 mg/mL konsantrasyonda BEAS-2B hiicre hattindaki
hiicre canliligin1 %76’ya ve 1 mg/mL konsantrasyonda hiicre canlilifin1 %30.7’ye
distirmistiir. %0.1 Triton-X100 uygulanan pozitif kontrol hiicrelerde hiicre canliligi
A549 hiicre hattinda %6.7-7.4 ve BEAS-2B hiicre hattinda %12-13 olarak
belirlenmistir (Sekil 3.13).
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Sekil 3.13 : Formiilasyonun A549 ve BEAS-2B hiicre hatlarindaki sitotoksik etkisini
gosteren konsantrasyona bagli % hiicre canliligi (n=8). Standart hata ¢ubuklar1
grafige eklenmistir.

Ekstraktin IC50 degeri hem A549 hem de BEAS-2B hiicre hatlarinda formiilasyon
degerlerine gore daha diisiiktiir. Bu durum formiilasyonun 2 hiicre hattinda ekstrakta
gore daha diislik toksisiteye sahip oldugunu gosterir. Bu ylizden A549°da ekstrakt
formiilasyona kiyasla daha sitotoksik iken, formiilasyonun saglikli akciger epitel
hiicrelerindeki (BEAS-2B) toksisitesi ekstraktinkine kiyasla daha diisiiktiir ve bu

yiizden formiilasyonun kullanimi BEAS-2B hiicrelerinde ekstrakta gore daha

avantajlidir (Sekil 3.14).

Bos lipozomun negatif kontrole kiyasla hiicre canliligii BEAS-2B ve A549
hiicrelerinde azaltmadigi, bos lipozomun iki hiicre hattinda sitotoksik etkisinin

olmadig belirlenmistir.
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Sekil 3.14 : Ekstraktin A549 ve BEAS-2B hiicre hatlarindaki sitotoksik etkisini
gosteren konsantrasyona bagli % hiicre canlilig1 (n=8). Standart hata gubuklar1
grafige eklenmistir.

Jahanban-Esfahlan ve digerlerinin (2015) yaptigi calismada Melissa officinalis
bitkisinin maserasyonla elde edilmis hidroetanolik ekstraktinin farkli dozlarinin A549
hiicreleri ile 72 saat muamelesi sonunda en yiiksek %81.25 biiylime inhibisyonu
kaydedildigi belirtilmistir. Yine bir ¢alismada Melissa officinalis bitkisinde de bulunan
bir fenolik bir bilesik olan rosmarinik asitin A549 ve BEAS-2B hiicre hatlarindaki
sitotoksik etkisi incelenmistir ve bu bilesigin 12.5 — 400 uM konsantrasyonda tek
basina kullanimimin hem A549 hem de BEAS-2B hiicrelerinde herhangibir sitotoksik
etki gostermedigi belirtilmistir (Vatan, 2019). Encalada ve digerlerinin (2011) yaptig
calismada Melissa officinalis bitkisinin %50 etanol ekstraktinin insan kolon kanseri
hiicre hattinda (HCT-116) hiicre canliliinin en diisiik 72.saatte gozlemlendigi
belirtilmistir ve ¢aligmada sitotoksik etkinin bitkideki fenolik madde ve antioksidan

igerigi ile korele oldugu belirtilmistir.

3.7 Ekstrakt ve Ekstrakt Yiiklii Lipozom Formiilasyonunun Yara lyilestirici

Etkilerinin Belirlenmesi

Yara iyilesmesi testi yapilmadan 6nce A549 hiicrelerinin 12 kuyulu plakalarda >90

konfluent hale gelmesi saglanmistir (Sekil 3.15)

50



Sekil 3.16 : 0.saatte ekstrakti igeren (sol), formiilasyonu i¢eren (orta), negatif
kontrolii iceren (sag) kuyucularin 10x objektifteki mikroskop goriintiileri.

Sekil 3.17 : 48.saatte 500 pg/mL ekstrakti iceren (sol), 500 pg/mL formiilasyonu
iceren (orta), negatif kontrolii (sag) i¢eren kuyucularin 10x objektifteki mikroskop
goriintiileri.
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Sekil 3.18 : 48.saatte 1000 pg/mL ekstrakti i¢eren (sol), 1000 pg/mL formiilasyonu
iceren (orta), negatif kontrolii (sag) iceren kuyucularin 10x objektifteki mikroskop
goriintiileri.

Sekil 3.17 ve Sekil 3.18’deki negatif kontrollerde 0.saate kiyasla (Sekil 3.16) 48.saatte
hiicrelerin migrasyon yaptig1 agik¢a goriilmektedir. Hem 500 pg/mL hem de 1000
ug/mL dozlarda ekstrakt ve formiilasyonun negatif kontrollere gore A549 hiicrelerinin
migrasyon yapmasini azalttig1 gézlenmistir. Ayrica agik yaranin biiyiikliigiiniin negatif
kontrollere gore daha genis oldugu bdylece proliferasyonun ve migrasyonun
baskilandig1 ve yaralarin 0.saate gore hiicre proliferasyonu sayesinde genisliginin
azaldig1 gozlenmistir. 24. saatte yaralarin genisliginin 48.saatlerdeki genisliklerden
daha biiyiik oldugu belirlenmistir. Pozitif kontrol iceren kuyucuklarda da hiicreler
kiiglilerek miktarlart azalmistir. 1000 pg/mL  konsantrasyonun 500 pg/mL
konsantrasyona gore AS549 hiicrelerinin ¢ogalarak yara dokusuna hareket etmesini

(migrasyonunu) daha ¢ok engelledigi tespit edilmistir.

Moaca ve digerlerinin (2018) yaptig1 ¢alismada M.officinalis’in etanol ekstraktinin

MDA-MB-231 hiicrelerinde migrasyon ve proliferasyonu inhibe edici etkisinin oldugu

bildirilmigtir. Kullanilan dozlardan 20 upg/mL ve 100 pg/mL migrasyon ve
proliferasyona karsi inhibe edici bir etki gostermezken 250 pg/mL konsantrasyonda
yiizen hiicreler tespit edilmistir. Ayrica hiicre sekilleri ve morfolojileri degismistir. Bu
durum, ekstraktin bu dozlarda hiicreler iizerinde sitotoksik etki gostermesi ile
aciklanmigtir. Tez c¢alismasinda ise ekstrakt ve formiilasyonun yiiksek
konsantrasyonlarda kullanildiginda A549 kanser hiicrelerindeki proliferasyonu ve
migrasyon azaltici etkisi agik¢a goriilmiistiir ve bu 48.saate kadar saglanmistir. Bu
sebeplerden saglikli hiicrelerde sitotoksik etkisi daha diisiik olan ekstrakt ve
formiilasyonun anti-kanser calismalarinda destekleyici bir rol oynayabilecegi 6n

gorilmektedir.
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3.8 istatiksel Analiz

Disk diflizyon testinde E.coli ATCC 25922 ve S.aureus ATCC 25923’e karsi1 farkli
test maddelerinin olusturdugu biiyiime inhibisyonu zonlar1 test gruplarindaki veriler

normal dagildigindan tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile degerlendirilmistir.

Buna gore S.aureus ATCC 25923’e kars1 pozitif kontrol, negatif kontrol, ekstrakt ve
formiilasyonun antimikrobiyal etkisi farklidir (P value < 0.05) (Sekil 3.19).
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Sekil 3.19 : Test maddelerinin bakterilerin biiyiime inhibisyonu zon ¢apina etkisi.
PK: Pozitif kontrol, E: Ekstrakt ve F: Formiilasyon.

Gruplar aras1 istatiksel analiz ise HSD test ve Duncan Test kullanilarak
degerlendirilmistir. Buna gore formiilasyon ve ekstraktin S.aureus ATCC 25923’e
kars1 biiyiime inhibisyonu etkisi aynidir (P value > 0.05) ve bu etki pozitif kontrol ve
negatif kontrolden istatiksel olarak farklidir (P value < 0.05). E.coli ATCC 25922’ye
kars1 pozitif kontrol, negatif kontrol, ekstrakt ve formiilasyonun antimikrobiyal etkisi
farklidir (P value < 0.05). Formiilasyon ve ekstraktin biiyiime etkisi birbirleriyle ayni
(P value >0.05) ve pozitif kontrol ile negatif kontrolden istatiksel olarak farklidir.
Ekstrakt ve formiilasyonun olusturdugu biiyiime inhibisyonu E.coli ATCC 25922 ve
S.aureus ATCC 25923 bakterilerine karsi istatiksel olarak farklidir (P value < 0.05).
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Minimum inhibisyon konsantrasyonu ve minimum bakterisidal konsantrasyonlara ait
istatiksel analiz grup verileri normal dagilmadigindan istatistiksel analizi tek yonli
varyans analizinin parametrik olmayan test karsiligi olan Kruskal-Wallis test ile
yapilmistir. Buna gore S.aureus ATCC 25923’¢ karsi ekstrakt ve formiilasyonun bos
lipozoma gore antimikrobiyal etkisinin oldugu ve ofloksasinin MIK degerinin ekstrakt
ve formiilasyonun MIK degerinden istatiksel olarak farkli oldugu bulunmustur (P
value <0.05). S.aureus ATCC 25923 ¢ kars1 formiilasyonun MiK degerinin ekstraktin
MIK degerinden istatiksel olarak farkli oldugu bulunmustur (P value <0.05) bu da
formiilasyonun ekstrakta kiyasla daha az konsantrasyonla daha yiiksek antimikrobiyal

etkisinin oldugunu kanitlamaktadir.

Ekstrakt ve formiilasyonun E.coli ATCC 25922’ye kars1 bos lipozomdan farkli oldugu
ve antimikrobiyal etkisi oldugu bulunmustur (P value <0.05). Ekstrakt ve
formiilasyonun MIK degerlerinin ofloksisinin MiK degerinden istatiksel olarak farkli
oldugu (P value <0.05), ekstrakt ve formiilasyonun MIK degerlerinin istatiksel olarak
ayni grupta oldugu bulunmustur (P value > 0.05). Bu da ekstrakt ve formiilasyonun
E.coli ATCC 25922’ye kars1 MIK degerlerinin istatistiksel olarak birbirinden farkli

olmadigini gostermektedir.

Her iki bakterinin ekstrakt MBK degerleri istatistiksel olarak farklidir. Ayni sekilde
her iki bakterinin formiilasyon MBK degerleri de istatistiksel olarak birbirinden
farklidir (P value <0.05). S.aureus ATCC 25923’e kars1 ekstrakt ve formiilasyon
MBK degerleri ayn1 gruptadir. MIK degerleri MBK degerlerinden istatistiksel agidan
farkli degildir. E.coli ATCC 25922’ye kars1 ekstrakt ve formiilasyon MBK degerleri
ayn1 gruptadir. MIK degerlerinden istatistiksel agidan farkli degildir (P value > 0.05).

Ekstrakt ve formiilasyonun A549 ve BEAS-2B hiicre hatlarindaki IC50 degerleri
negatif kontrole gore tek yonlii varyans analizi ve HSD test ile degerlendirilmistir ve
IC50 degerlerinin birbirlerinden ve negatif kontrolden istatistiksel olarak farkli oldugu

bulunmustur (P value < 0.05).
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4. SONUC VE ONERILER

Formiilasyonun SEM goriintiilerinde ikinci homojenizasyondan elde edilen
lipozomlarin 6lgek ve yakinlagtirma oranina bakildiginda ilk homojenizasyondan elde

edilen lipozomlara gore daha kiiciik oldugu gozlenmistir.

Ekstrakt ve formiilasyonun antimikrobiyal etkileri karsilagtirildiginda, formiilasyon
MIK degerinin ekstrakt MIK degerine gore S.aureus ATCC 25923°de 2 kat daha az
konsantrasyonda bakteri gelisimini >90 inhibe ettigi bulunmustur. Diger yandan E.coli
ATCC 25922’ye kars1 ekstrakt ve formiilasyon MIK degerlerinin MBK degerleriyle
ayni olmas1 (MIK = MBK = 93.75 mg/mL) ekstrakt ve formiilasyonun etki giiciiniin
S.aureus ATCC 25923’¢ gore E.coli ATCC 25922’de daha yiiksek oldugunu
gostermektedir. Antimikrobiyal etki agisindan lipozomal formiilasyonun diger bakteri
ve mantar suslarina karsi etkisi denenerek mikroorganizma tiirline gére antimikrobiyal

etki profili ¢ikartilabilecegi ongoriilmektedir.

Sitotoksisite acisindan A549°da ekstraktin daha etkili oldugu, saglikli BEAS-2B
hiicrelerinde ekstrakta gore yiiksek IC50 degeri ile formiilasyonun ekstrakta kiyasla
sitotoksisitesinin daha diisiik oldugu belirlenmistir. Bu durum hiicresel ¢alismalarda
kullanilan etken maddelerin yliksek toksisiteleri ile hedef olmayan saglikli hiicreleri
hasara ugratip apoptoza gitmesini ya da genetik hasarla sonu¢clanmasini engelleyecegi
i¢in lipozomal formiilasyonlarin bu ¢aligmalarda kullaniminin avantajli olabilecegini

gostermektedir.
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