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BAICALEIN YUKLU ASPAZOMAL FORMULASYONLARIN
GELISTIRILEREK ETKINLIGININ INCELENMESI
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OZET

Giliniimiizde kontrollii salim sistemleri, yiiksek ilag dozu azaltmak, olusabilecek yan
ve zararl etkilerden korunmak, yasam kalitesini artirmak, dozlama araligini uzatmak
gibi amagclara hizmet etmekte ve lizerinde yogun ¢aligmalar yiiriitiilmektedir. Yakin
zamanda tanimlanmis olan aspazomlar, askorbil palmitatin ¢ift tabakali olusturdugu
vezikiiler sistem olarak tanimlanmaktadir ve ilk olarak 2004 yilinda kesfedilmistir.
Bilesiminde bulunan askorbil palmitat, C vitamini olarak da bilinen askorbik asitin
ester formudur. Yiiksek antioksidan etkili ve ilag ¢Oziintirliigiinii artirict askorbil
palmitatin varlig1 sistemi avantajli hale getirmektedir.

Glglii antioksidan ve antienflamatuar etkili flavonoid yapisindaki baicalein,
enflamatuvar mediatorlerin salinimin1 baskilayarak, enflamasyonu etkili bir sekilde
azaltmakta ve iliskili semptomlar1 hafifletmektedir.

Calismamizda, giiclii antioksidan ve antienflamatuar etkileriyle son zamanlarda
siklikla kullanilan ve ilgi ¢eken baicaleinin aspazomal formiilasyonlar hazirlanmais, in
vitro karakterizasyonu, stabilite calismalar1 yapilmis, RAW 264.7 hiicre hatti
tizerinde  sitotoksisik  etkisi  belirlenmistir. ~ Baicalein  yiiklii  aspazomal
formiilasyonlarin ¢ozelti formu ile karsilastirmali olarak salim ¢alismasi yapilmis ve
salinan baicalein miktarinin antioksidan ve antienflamatuar etkileri belirlenmistir.
Antioksidan aktivite ¢aligmalar1 kapsaminda, 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPHe) ve
2,2’-azino-bis (3-etilbenzathiazolin-6-sulfonik asit) (ABTS+e) radikal siipiiriicii etki
tayinleri yapilmis, antienflamatuar etki tayininde hiicre i¢i ve besi ortamina salinan
NO, TNF-a ve PGE 2 diizeyleri belirlenmistir. Calismanin sonunda gerekli hesaplar
ve degerlendirmeler yapilarak formiilasyonlarin etkinligi yorumlanmuistir.

Anahtar Kelimeler: Antienflamatuar Etki; Antioksidan Etki; Aspazom; Baicalein.



DEVELOPMENT AND INVESTIGATION OF THE EFFECTIVENESS OF
BAICALEIN-LOADED ASPASOMAL FORMULATION

Fatih HOZAN
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M.Sc. Thesis, December 2024
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Cigdem YUCEL

ABSTRACT

Nowadays, controlled release systems serve the purposes of reducing high drug
doses, protecting against possible side and harmful effects, improving quality of life,
and extending the dosing interval, and intensive studies are being conducted on them.
Recently defined aspassomes are defined as a vesicular system formed by a double
layer of ascorbyl palmitate and were first discovered in 2004. The ascorbyl palmitate
in its composition is the ester form of ascorbic acid, also known as vitamin C. The
presence of ascorbyl palmitate, which has a high antioxidant effect and increases
drug solubility, makes the system advantageous. Baicalein, a flavonoid with strong
antioxidant and anti-inflammatory effects, suppresses the release of inflammatory
mediators, effectively reducing inflammation and alleviating associated symptoms.
In our study, aspasomal formulations of baicalein, which has been frequently used
and attracted attention recently due to its strong antioxidant and anti-inflammatory
effects, were prepared, in vitro characterization and stability studies were conducted,
and its cytotoxic effect on the RAW 264.7 cell line was determined. A comparative
release study was conducted with the solution form of baicalein-loaded aspasomal
formulations, and the antioxidant and anti-inflammatory effects of the released
baicalein amount were determined. Within the scope of antioxidant activity studies,
1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPHe) and 2,2’-azino-bis (3-ethylbenzathiazoline-
6-sulfonic acid) (ABTS+e) radical scavenging effects were determined, and NO,
TNF-a and PGE 2 levels released into the intracellular and nutrient medium were
determined in the anti-inflammatory effect determination. At the end of the study, the
necessary calculations and evaluations were made and the effectiveness of the
formulations was interpreted.

Key Words: Anti-inflammatory Effect; Antioxidant Effect; Aspasome; Baicalein.
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1. GIRIS VE AMAC

Yeni bir ilag molekiilii gelistirmek tiim onformiilasyon ve formiilasyon asamalari
dikkate alindiginda, son derece pahali ve uzun siiren bir siirectir. Bu nedenle bir¢cok
ilag Ar-Ge firmasi, mevcut molekiillerin etkinligini artirmayr ve yan etkilerini
diisiirmeyi diisiinmektedir. Bir etkin maddenin etkinligini artirmanin en kolay
yontemlerinden birisi etkin maddenin biyoyararlanimini artirmaktir. Biyoyararlanim
artirma yollarindan biri de ¢Oziiniirligii artirmak olup son yillarda tizerinde aktif
sekilde caligmalarin devam ettigi ila¢c tasiyict sistemler, etkin maddenin
¢Oziiniirliiglini iyilestirirken biyoyararlanim ve stabilite degerlerini, farmakokinetik

ozellikleri iyilestirmektedir.

Yakin zamanda tamimlanmis olan aspazomlar, askorbil palmitatin ¢ift tabakali
olusturdugu vezikiiler sistem olarak tanimlanmaktadir ve ilk olarak 2004 yilinda
kesfedilmistir. Bilesiminde bulunan askorbil palmitat, C vitamini olarak da bilinen
askorbik asitin ester formudur. Yiiksek antioksidan etkili ve ila¢ ¢oziintirliigiinii

artiric askorbil palmitatin varligi sistemi avantajli hale getirmektedir.

Scuteellaria baicalensis bitkisinden elde edilen flavonoid yapisindaki baicalein,
antibakteriyel, antiviral, antitimoral ve antienflamatuar etkilerinden otiirii dikkat
ceken bir bilesiktir. Baicalein, enflamatuvar mediatorlerin salinimini baskilayarak,
enflamasyonu etkili bir sekilde azaltmakta ve iligkili semptomlar1 hafifletmektedir.
Kararliligin1 artiracak kimyasal yapisin1 koruyacak ve etkinligini gosterebilecek

formiilasyon ile baicaleinin etkinliginin artirilmasi miimkiindiir.

Hiicre kiiltiirii ¢alismalari, hiicrelerin, kontrollii kosullar altinda canlilik 6zellikleri
korunarak yasatilmasi ve ilag absorpsiyonunun in vitro degerlendirilmesi i¢in yaygin

olarak yapilmaktadir. Kullanilan hiicre hatlar1 in vivo-in vitro arast 0Ozellik



gostermektedir.  Bu  sebeple, ilag-absorpsiyon  ¢alismalarinda  rahatlikla

kullanilabilirler ve in vivo-in vitro korelasyonlari da oldukga yiiksektir.

Calismamizda amacimiz, giiclii antioksidan ve antienflamatuar etkileriyle son
zamanlarda  siklikla  kullanilan ve ilgi ¢eken baicaleinin  aspazomal
formiilasyonlarinin hazirlanmasi, karakterize edilmesi, stabilite ve raf Omriiniin
belirlenmesi, antioksidan ve RAW 264.7 hiicre hatt1 iizerinde antienflamatuar etki

potansiyelinin belirlenmesidir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Aspazomlar

Yirmi birinci yiizyila kadar gelisen nanoteknolojinin insan yasaminda bir¢ok alanda
olumlu etkileri goriilmektedir. Gelistirilen ¢ok sayidaki ilag tagiyict sistemler, tani ve
tedavide daha etkin olmasi yoniliyle dnemli calisma konusu olarak giiniimiizde

giincelligini korumaktadir (Zirh-Glirsoy, A. 2014).

Yakin zamanda kesfedilen aspazomlar, askorbik asitin ester formu olan askorbil
palmitat ile gelistirilen ¢ift tabakali vezikiiler sistemler olarak tanimlanmaktadir.
Askorbik asit, viicudumuzdaki temel antioksidanlardan birisidir. Serum peroksit
diizeylerini diigiirmede en etkili antioksidan olan, diger bir adiyla C vitamini, bircok
insanin gilinliik hayatinin bir parcasidir (Wartanowicz ve ark., 1984). Askorbik asit
son derece hidrofilik bir maddedir ve bundan dolayi lipofilik bolgelerde antioksidan
etkinligi diistiktiir. Buna ek olarak askorbik asit, oksidasyona son derece aciktir.
Bundan dolay1 mevcut formuyla kullaniminda stabilite sorunlar1 yasanmaktadir. Hem
stabilitesinin artirilmasi hem de lipofilik bolgelerde etki gostermesi amaciyla askorbil

palmitat gibi bircok ester formu sentezlenmistir (Spiclin ve ark., 2001).

Askorbil palmitat, C vitamini olarak da bilinen askorbik asite gore daha lipofilik,
daha kararli ve biyoyararlanimi1 daha yiliksek olan ester formudur. Bunun yani sira,
antioksidan etkisi yiiksek ve ilag ¢oziinilirliiglinii artirici, aspazomlarin yapisini
olusturan 6nemli role sahip bir bilesiktir. Askorbil palmitata ek olarak kolesterol ve
disetil fosfat gibi negatif yiiklii fosfolipitler aspazomal formiilasyon bilesenleri olarak
kullanilmaktadir (Sekil 2.1). Yapida kolesterol ve disetil fosfat varligi aspazomun

kararliligina katki saglamaktadir (Chen, 2023).



® Askorbil palmitat gift katmani
O Lipit kismi
O Sulu kisim

Sekil 2.1 Aspazom yapis1 (Singh ve ark., 2023)

Aspazom yapist itibariyle hem hidrofilik hem de hidrofobik etkin maddeleri
yapisinda tasima yetenegine sahiptir. Aspazomlarla ilgili kisith sayidaki ¢alismalara
bakildiginda, 6zellikle topikal kullanima yonelik ¢aligmalar bulunmakta olup, ciltten
bir¢ok etkin maddenin gegcisini kolaylastirdigi, 1siktan koruyucu etki yaptigi,
psoriasis, melazma, romatoit artirit gibi hastaliklarda deri rengini agic1 ve deriyi
tyilestirici etki yaptig1 i¢in gelistirildigi ve etkinliginin belirlendigi goriilmektedir.
Hazirlanma genellikle yontemleri diger bir¢cok ¢ok katmanli vezikiiler sistem gibi
film hidrasyon metodudur (Gopinath ve ark., 2004; Yadav ve Lariya, 2018; Kar ve
ark., 2020; Ghosh ve ark., 2018).

Sekil 2.2 Aspazomlarin mikroskop altindaki (450x) goriintiisii (Singh ve ark., 2016)
2.1.1 Aspazomlarin avantajlari

e (ift katmanl amfifilik yapiya sahip olmalarindan dolay1 bir¢ok etkin maddenin

taginmasina olanak sunmaktadir.



e Askorbik asit (C vitamini)’in daha stabil formu olan askorbil palmitatin
vezikiiler formu olan aspazomlar, vezikiiler sistemlerin ve C vitaminin
avantajlarin1 bilinyesinde barindirmakta ve stabilite problemi dezavantajinin
online gegebilmektedir.

e Askorbik asit tlirevi bir yapr oldugu i¢in yliksek antioksidan ve yiiksek
antienflamatuar 6zellik gostermektedir.

e Kontrollii salim i¢in modifiye edilebilir uygun bir tasiyici sistemdir.

e Viicut tarafindan tolere edilebilirligi de son derece iyidir, herhangi bir yan etki
birakmazlar. Bu da aspazomlari giivenli ve yan etkisiz bir ilag tastyici sistem
yapmaktadir.

o Insanlar tarafindan sik¢a kullanilan askorbik asitin stabil ve daha giivenle
kullanilabilir bir formu ilag tasiyici sistem olarak sunulabilmektedir (Lamie,
2022)

Gelecekte aspazomlar, 6zellikle kronik cilt hastaliklarinin tedavisinde kullanilabilme
potansiyeline sahiptir. Yiiksek stabiliteleri, kontrollii salim yapabilme yetenekleri, iyi
tolere edilebilirlikleri ve tasidiklar1 etkin maddeden bagimsiz olarak sagladiklari
antienflamatuar ve antioksidan 6zellikler diistintildiigiinde giiclii bir segenek olarak

onumiizde durmaktadir.

2.2. Flavonoidler

Ulkemizde ve diinyada tibbi amag gdzetilerek tiiketilen birgok bitki viicuda yararl
etkilerde bulunabilecek c¢esitli maddeler igermektedir. Bu madde gruplarindan en
genis ve lizerinde calisilanlarindan birisi flavonoidlerdir. Fenolik fitokimyasallar
olarak isimlendirilen grubun en biiyiik {iyesi olan flavonoidler, ¢ok giiclii antioksidan

aktiviteye sahiplerdir. (King ve Young, 1999)

Viicutta olusan serbest oksijen tlirevi maddelere karsi antioksidan bilesikler etkili
olmakta ancak bu radikaller antioksidan maddelerin etkinligine gore ¢ok yiiksek
miktarlara ¢iktiklarinda viicutta basta niikleik asitler ve proteinler olmak iizere bir¢ok
yaptya hasar vermektedir. Bu hasarlar da bir¢cok hastalifa yol agmaktadir. Bundan
dolayr hem viicudun kendisi bir¢ok antioksidan madde sentezler hem de diyetle

bir¢ok antioksidan madde alinmalidir. (Bayr, H. 2005)



Flanovoidler bitkilerde mikrobiyal aktiviteye karsi sentezlenen bilesiklerdir. Birgok
flavonoid aldoz rediiktaz, COX, LOX ve fosfoinositid 3-kinaz inhibitorii etki

gosterir. Bu sayede yliksek antioksidan etkinlik sunarlar. (Karak, P. 2019)

Flavonoidler, halka yapilarina bagl fenolik hidroksil gruplarinin sayisi ve diizeni
sayesinde antioksidan etkinlik gosterirler. Serbest oksijen tasiyan bir bilesige
elektron vererek bilesikteki serbest radikalleri indirgerler. Bu sayede viicutta 6nemli
hasarlara yol acan bir¢ok serbest radikalin siipiiriilmesini saglarlar. (Rice-Evans, C.
2001) Flavonoidlerin lipid peroksidasyonu ve diisiik yogunluklu lipoproteinlerin
(LDL) oksidasyonu inhibe etmedeki gii¢lii peroksil radikal temizleme yetenekleri
calismalarda acikca ispatlanmistir. LDL’nin oksidasyonunun, koroner kalp
yetmezliginin temel sebeplerinden birisi oldugu diisiiniildiigliinde antioksidan

etkilerinin 6nemi ve giicii daha da iyi anlasilabilmektedir. (Holvoet, P. 2004)

Flavonoidler fenol ve piran halkalarindan olusan yapilardir. iki adet fenol grubuna ve
bir adet piran halkasina baglanan fonksiyonel gruplara gore yapilar1 ve aktiviteleri
degisir. Yapilan caligsmalara gore, flavonoidlerin antioksidan aktivitesi molekiildeki
hidroksil gruplarinin sayis1 ve konumuyla iligkilidir. B halkasinda 2 adet hidroksil
grubu varligr (katesol yapisi), doymamishik ve C halkasinda fonksiyonel grup olarak
4-okso varliginin da antioksidan kapasiteyi artirdigi goriilmiistiir. (Heim ve ark.,

2002)

Sekil 2.3. Flavonoid Genel Molekiil Yapisi (Redrejo-Rodriguez ve ark., 2004)
2.3. Baicalein

Baicalein, Ballibabagiller (Lamiaceae) familyasinin bir {iyesi olan Scutelleria
baicalensis bitkisinden elde edilen flavon yapisinda flavonoiddir. S. baicalensis

Cince “Huang Qin” olarak tanmmaktadir. Milattan once 200°li yillardan beri
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kayitlar1 bulunan bu bitki, 6zellikle Cin cografyasinda kullanima sahiptir. Soguk
algimhigi, ates ve agik yaralarin tedavisi temel kullanim alanlar1 arasindadir.
Gilinlimiizde daha ¢ok antioksidan ve antienflamatuvar etkileri sebebiyle ilgi

¢ekmektedir.

Sekil 2.4. S. baicalensis kurutulmus kokleri (Princeherb, 2024)

Cok uzun yillardir bitkiler lizerinde yapilan arastirmalar nedeniyle igeriklerindeki
etkinlik saglayan bilesikler aydinlatilmaktadir. S. baicalensis bitkisinin kokiine 6zel
flavonlar (root-specified flavones) oldugu goriilmiistiir. Baicalein, bu flavonoidlerden

biridir.

S. baicalensis tiiriinde baicalein sentezi sinnamik asitten baglamaktadir (Sekil 2.5)

OH OH OH
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Sekil 2.5 S. baicalensis’te Baicalein Sentez Basamaklar1 (Pei ve ark., 2022)



Baicalein, Cin, Nepal, Mogolistan bdlgeleri basta olmak iizere Asya ve Kuzey
Amerika’daki bircok bdlgede kullanilmaktaydi ve glinlimiizde hala kullanilmaktadir.
Avrupa ve Kuzey Amerika’da toprak iistii kisimlarinin ¢ay1 yapilmaktadir. (Zhao ve

ark., 2019)

2.3.1. Farmakokinetik Ozellikleri

Baicalein suda diisiik ¢oziiniirliige sahip bir maddedir. Sudaki ¢oziintirliigli yaklasik
17 png/mL’dir. Buna karsilik etanol igerisindeki ¢Oziiniirliigli bunun yaklasik 10
katidir. Bu kadar diisiik bir ¢oziiniirliige sahip olmas1 biyoyararlanim sorunlarina yol
acmaktadir (Li ve ark., 2018.) Baicalein mide ve ince bagirsaktan iyi derecede emilir.
Temel metabolizmasi konjugasyon iizerinden olmaktadir. Intravendz enjeksiyonunun
ardindan yaklasik %’l metabolize olmaktadir. Plazmada glukronid ve siilfat
konjugatlar1 baicalein alimindan sonra goriilebilmektedir. Baicaleinin diisiik
¢cOziinlirliigliniin ~ Ustiine yliksek oranda metabolize olmasi baicaleinin

biyoyararlanimini oldukga diisiik olmasina sebep olmaktadir (Xing ve ark., 2005).

2.3.2. Baicalein Farmakolojik Etkileri
2.3.2.1. Antioksidan Etki

Reaktif oksijen tiirevleri viicutta fizyolojik siire¢ler sonucunda ortaya ¢ikan ve
protein, yag veya diger yapilara zarar verme potansiyeli bulunan oksijen temelli
bilesikleri ifade etmektedir. Bu bilesikler viicutta gerceklesen sentezler ve yikimlar
sonucunda ortaya ¢ikmaktadir. Bu oksijen temelli bilesiklere karsi savasan enzimler,
antioksidan bilesikler gibi birgok koruyucu faktér bulunmaktadir. Disaridan bu
dengenin bozulmas1 sonucunda viicuttaki antioksidan faktorler, oksidatif faktorlere
gore etkisiz kalir ve oksidatif stres artmaya baslamaktadir. Bu da basta enzimlerin,
niikleik asitlerin, proteinlerin zarar gérmesine sebep olmaktadir. (Liochev, S. L
2013) Fizyolojik sistemler peroksidaz enzimleri gibi viicudun kendi sentezledigi
faktorleri ve C vitamini gibi disaridan alinan faktorleri oksidatif stresle savasmak icin

kullanabilmektedir (Liang ve ark., 2017)

Viicutta serbest oksijen radikalleri temel olarak tekli oksijen, siiperoksit, hidrojen
peroksit, hidroksil gibi smiflandirilabilir. Bunlar disinda kloroaminler ve nitrit

tirevleri diger dnemli serbest radikallerdir. (Bergamini ve ark., 2004) Bu radikaller
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etkilerini niikleik asitlerin, proteinlerin, metal iyonlarinin vs. pozitif uclarma
baglanarak ve bu sekilde yapilarint bozarak ve islev gostermelerini engelleyerek
gostermektedirler. Bircok antioksidan madde ise bu yapilara kendileri baglanarak
oksidatif bilesiklerin baglanmasini 6nleyerek, reaktif radikallerin olusmasina sebep
olacak madde ve reaksiyonlar1 azaltarak ya da ortamda bulunan radikallere

baglanarak viicudu oksidatif strese karsi korumaktadirlar. (Chapple, I. L. C. 1997)

Baicalein, viicuda disardan alinan onemli antioksidan etkili bilesiktir. Baicalein’in
antioksidan etki mekanizmas1 OH- radikallerini siipiiriicti etkisine dayanir. Bitkisel
kokenli molekiillerin antioksidan etkilerini 6l¢gmede kullanilan temel metotlardan
birisi olan Deoksiriboz Degradasyon Tayini yontemi ile yapilan calismalarda,
Trolox’a (E-Vitamini analogu) gére Baicalein’in ¢ok daha yiiksek hidroksil radikali

stiptiriicti etkisi oldugu goriilmiustiir. (Tian ve ark., 2018)

Direkt hidroksil radikali siipiiriicii etkisinin yani sira Baicalein’in indirekt etkileri de
vardir. Bunu Fe* iyonunun selasyonu ile gergeklestirir. Yapisinda bitisik iic adet
hidroksil grubu barindiran Baicalein, 3 adet Fe*™ iyonunu yapisina baglar. Serbest
Fe*" iyonlarinin Baicalein’e baglanmasi, Sekil 2.7°de verilen Fenton Reaksiyonuyla
Hidrojen Peroksit ile reaksiyona giren Fe” ‘nin hidroksil radikali olusturmasini
engeller ve bu sekilde indirekt antioksidan etkinlik goriilmiis olur. (Tian ve ark.,

2018)
Fe?" + H,O; = Fe** + OH- + OH-

Sekil 2.6. Fenton Reaksiyonu (Tian ve ark., 2018)



Sekil 2.7. Baicalein’in 3 tane Fe®" iyonunu baglamasi (Tian ve ark., 2018)

Baicalein’in bir diger indirekt antioksidan etki mekanizmasi ise oksidatif radikalleri
siipiiren antioksidan mekanizmalar1 harekete gecirmesidir. Bunu hiicredeki bazi
faktorleri indiikleyerek gerceklestirmektedir. Niikleer Faktor Eritroid 2 (NRF 2),
NFE2L2 geni tarafindan kodlanan bir transkripsiyon faktoriidii. NRF 2, hiicre
icerisindeki antioksidan proteinlerin ekspresyonunu oksidatif strese karsi diizenler.
Mitokondriyel Siiperoksit Dismutaz 2 (MnSOD), Glutamat-sistein ligaz, hem
oksijenaz-1 gibi enzimler, NRF 2 faktorii tarafindan kontrol edilir. Baicalein, hiicre
icerisinde NRF 2 ekspresyonunu artirarak antioksidan enzimlerin up-regiilasyonunu

saglar ve bu sayede indirekt antioksidan etkinlik gostermektedir. (Lee ve ark. 2011)

2.3.2.2. Antienflamatuar Etki

Inflamasyon, viicudun enfeksiyon, yaralanma gibi durumlara kars1 verdigi savunma
tepkilerinin tamamim ifade etmektedir. Inflamasyon, normal fizyolojik dengede
zararli durumla karsilaginca baslatilir, bu durum ortadan kalktiginda sonlandirilir.
Ancak cesitli hastaliklar, kotii beslenme gibi durumlar sonucunda bu durum tersine
donebilir ve bu da gereksiz inflamatuvar maddelerin salgilanmasina, dolayisiyla

viicutta cesitli bozukluklarin meydana gelmesine sebep olur. (Ahmed, A. U. 2011)

Viicuttaki inflamatuvar etkinin sonlanmasi ve tersine dondiiriilmesi igin
antienflamatuar maddeler kullanilmaktadir. Baicalein de antienflamatuar etkiye sahip
bir bilesik olup, T lenfositlerin ekspresyonunu baskilar, sitokin salimim azaltir ve bu

sayede antiinflamatuvar etki olusturmaktadir. (Patwardhan ve ark., 2016)
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Baicaleinin makrofaj hiicrelerinde NO saliminm1 azalttigt ve PGE, {iretimini
diisiirdiigii, ayrica kas i¢ine enjeksiyonda kaslarda bulunan 6demi de biiyiik oranda

azalttig1 tespit edilmistir. (Varia ve ark., 2023)

2.3.2.3. Diger Etkileri

Baicalein, kardiyak iskemi sonucu goriilen hiicre 6liimiinii azaltarak kardiyovaskiiler
sistemlerde koruma sagladigi, matriks metalloproteinaz-9 (MMP-9) enzimini inhibe
ederek karaciger kanser hiicrelerinde ve meme kanser hiicrelerinde antikanser etki
olusturdugu, mide kanser hiicrelerinde Bcl-2 gen ekspresyonunu artirarak kanserli
hiicrelerin hiicre apoptozunu sagladigi ve mide kanser hiicrelerinin ¢ogalmasi
sirasinda  hiicre  bolinmesini S fazinda tutarak hiicrelerin  ¢ogalmasim

engelleyebildigi yapilan caligsmalarda belirtilmistir. (Hamada ve ark., 1993)

2.4. Hiicre Kiiltiirii

Hiicre kiiltlirli, spontan migrasyon, mekanik veya enzimatik parcalanma ile bir
dokudan ayrilmis olan hiicrelerin iiretilmesidir. Temel olarak, orijinal bir dokudan
alian disperse hiicrelerden, primer kiiltiirlerden veya bir hiicre serisinden/soyundan,
enzimatik, mekanik veya kimyasal disagregasyonla elde edilen hiicrelerin

cogaltilmasi islemi olarak ifade edilebilir (Freshney, 1994).

Hiicre kiiltiirleri, giiniimiizde ilag absorpsiyonunun in vitro degerlendirilmesi i¢in

yaygin olarak kullanilan sistemlerdir. Ayrica in vitro/in vivo korelasyonu yiiksektir.

2.4.1. Hiicre Kiiltiiriiniin Avantajlan

e Hiicre kiltlirii ortaminda sicaklik, pH, ozmotik basing, O, ve CO, varlig1 gibi
fizikokimyasal kosullar daha kolay saglanmaktadir.

e Homojenite saglanabilir. Heterojen olan doku ornekleri birka¢ pasajdan sonra
homojen hale gelmektedir.

e Hiicre kiiltiirleri ekonomiktir. Zaman kayb1 ve masrafli hayvan ¢aligmalarindan
kacinilabilmektedir.

e Endiistriyel iiriin iiretimlerinde standart olarak kullanilabilmesidir. Son yillarda,
gelistirilen teknikler ile bu ¢ok daha kolay basarilabilmektedir (Mutlu, 2003;
Shen ve Lin, 1994)
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2.4.2. RAW 264.7 Hiicre Hatt1

RAW 264.7 fare makrofaj hiicre hattidir. Tez calismamiz kapsaminda, RAW 264.7
hiicre hattt1 hem sitotoksisite ¢alismalarinda hem de antienflamatuar etki tayini

calismalarinda kullanilmistir.

ATCC Number: TIB-71 ™
Designation: RAW 264.7

TCCR

= > ? » .
Low Density Scale Bar = 100pm

Scale Bar = 100pm

' Hig Denty v

Sekil 2.8. RAW 264.7 hiicre hatt1 (ATCC) (“RAW 264.7” 2024)
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec
3.1.1. Kullanmilan kimyasallar

Baicalein

Askorbil palmitat

Kolesterol

Disetil fosfat

RAW 264.7 hiicre hatt1

Hiicre ortami

Hiicre kiiltiirii sarf malzemeleri
TNF-a 6l¢tim kiti

PGE2 o6lgiim kiti

Etanol

Kloroform

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

ATCC TIB-71
DMEM, Sigma
Corning

Reed Biotech
Reed Biotech
Merck

Merck



3.1.2. Kullanilan Aletler ve Malzemeler

UV-VIS spektrofotometre

Hot plate-Isitici/Karistiric
Partikiil bliyiikligii 6l¢tim aleti
Zeta potansiyel 6l¢iim aleti
Rotary evaporator

Laminar akis kabin

Hiicre sayim cihazi

Shimadzu
Heidolph
Malvern-Zeta Sizer
Malvern-Zeta Sizer
Heidolph

Niive

Roche Innovatis Cedex Xs

Su banyosu Niive
Ultrasonik banyo Wise Clean
Vorteks WiseMix
Analitik hassas terazi Pioneer
Ultrasantrifiij Thermo
3.2. Yontem

3.2.1. Coziiniirliik Calismasi

Baicalein ¢oziiniirliik caligsmast kapsaminda 1:1, 1:2 ve 1:3 h/h oranlarinda Su:Etanol
karigimlart igerisinde ¢oziiniirliik ¢alismasi yapilmistir. 10 mL su:etanol karisimina
10’ar mg Baicalein eklenmis ve 48 saat boyunca manyetik karistiricida karigtirma

sonunda maksimum ¢dziinme miktarlar1 UV-VIS spektrofotometre ile belirlenmistir.

3.2.2. Etkin madde miktar tayini

Calismamizin ilk bdliimiinde etkin maddemiz, Baicalein validasyon ¢alismalar1 UV -
VIS spektrofotometre kullanilarak gergeklestirilmistir. Gelistirilen aspazomlara
yiiklenen ve in vitro salim ve hiicre kiiltiiri caligsmalarinda alinan 6rneklerdeki etkin

madde miktarinin belirlenmesi icin UV-VIS spektrofotometreden yararlanilmistir.

Literatiir taramas1 sonrasi, 200-550 nm arasi tarama yapilmasina karar verilmistir.
Baicaleinin etanol:su (2:1 h/h) karisimi igerisinde 1000 pg/mL derisimde ¢ozeltisi
14



hazirlanmis ve bu stok ¢ozeltiden hareketle 100 pg/mL ¢ozeltisi ile maksimum
absorbans verdigi dalga boyu 323 nm olarak belirlenmistir. Dalga boyu taramasi

Iecm’lik kuvartz kiivetler kullanilarak kore (Su:Etanol 1:2 karisimi) kars1 yapilmistir.

Baicalein’in stok c¢ozeltisinden hareketle 2,5-20 pug/mL konsantrasyon araliginda
calisilarak kalibrasyon dogrusu olusturulmustur. Biitiin standart ve 6rnek ¢ozeltiler
ticer kere analiz edilerek ortalama degerler ve standart sapmalar hesaplanmistir. Bu

sekilde dogrusallik parametresi valide edilmistir.

Aspazomu olusturan maddelerin girisim yapip yapmadiginin tespiti i¢in tiim
maddeler tek tek analiz edilerek secicilik validasyonu yapilmistir. Tekrarlanabilirlik

validasyonu i¢in ise dogrusallik analizi farkli bir glinde tekrarlanmistir.

3.2.3.Sitotoksisite testi

Formiilasyon gelistirme sirasinda kullanilacak baicalein etkin maddesinin ve
aspazomda kullanilan maddelerin hiicrelerin canliligin1 koruyarak giivenle
kullanilabilecekleri maksimum miktarlart belirlemek amaciyla sitotoksiste testi
yapilmistir. Calismada, antienflamatuar etkinin tayininde kullanilacak RAW 264.7
hiicre hatt1 iizerinde sitotoksisite testi yapilmis ve kullanilacak madde miktarlari
belirlenmigtir. Hiicrelerin canlilik oranlarmin degerlendirilmesinde yaygin olarak
kullanilan 3-(4,5-dimetilthiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolium bromit (MTT) testi

uygulanmugtir.

MTT testinin esasi, sar1 renkli ¢oziinebilir 6zellikteki MTT boyasinin, metabolik
olarak aktif olan hiicrelerin mitokondrilerinde bulunan siiksinat dehidrogenaz (SDH)
enzimi ile koyu mavi renkli ¢oziinmez 6zellikteki formazan {iriiniine doniismesidir.
Olusan formazan irlinli ¢Oziiniir hale getirilmekte ve olusan mor renk

spektrofotometrik olarak Sl¢iilmektedir.

Baicalein’in ¢esitli konsantrasyonlarda (2,5-100 ng/mL) DMEM igerisindeki bir seri
cozeltisi kullanilarak oncelikle sitotoksisite testi ile formiilasyonlarda kullanilacak
konsantrasyonu belirlenmistir. Ayrica aspazomlarin da giivenle kullanimini tayin
etmek icin hiicre canlilig iizerine etkisi arastirilmistir. Hazirlanan numuneler deney
yapilincaya kadar +4°C‘de saklanmis ve test icin 37°C’ye getirildikten sonra

kullanilmastir.

15



Calismada, test icin kullanilacak RAW 264.7 hiicre hatt: 1x10* hiicre/kuyucuk olacak
sekilde (Yiicel ve ark., 2019) 96 kuyucuklu doku kiiltiir kaplarinda iiretilmistir.
Kuyucuklara 100’er pL. DMEM eklendi ve 24 saat 37°C’de CO;’li etiivde
bekletilmistir. Higbir madde icermeyen kontrol gruplar1 belirlendikten sonra plaklar
bosaltilmis ve degisen derisimlerde test maddelerinin DMEM igerisindeki ¢ozeltileri
(100 pL) kuyucuklara eklenerek 24 saat 37°C’de CO;’li etiivde bekletilmistir. Yirmi
dort saatin sonunda plaklardaki icerik bosaltilarak, tiim kuyucuklara 100 pL taze
DMEM ile 13 uL MTT ¢ozeltisi (Fosfat tamponu igerisinde 5 mg/mL
konsantrasyonda) eklenmistir. Kiiltiir kaplari hemen aliiminyum folyoyla sikica
sarilmis ve 2 saat 37°C’de CO,’li etiivde bekletilmistir. Inkiibatérde 2 saat
bekletildikten sonra plaktaki besiyeri bosaltilarak 100 uL DMSO (Dimetil siilfoksit)
eklenmistir. Calkalama sonrasi1 plakalardaki hiicrelerin absorbans degerleri ELISA
cihazinda (Bio-Rad, ABD) 570 nm dalga boyunda okunmustur (Okdem ve ark.,
2018; Yiicel ve ark., 2019).

3.2.4. Formiilasyon gelistirme ve karakterizasyon

Askorbil palmitat, kolesterol ve disetil fosfat maddeleriyle 5 farkli aspazom
formiilasyonu (askorbil palmitat: kolesterol oranlar1 4:1, 2:1, 1:1, 1:2 ve 1:4 (a/a))
hazirlanmistir. Hazirlama yontemi olarak film hidrasyon metodu kullanilmistir
(Gopinath ve ark., 2004). Hazirlanan aspazomlarin karakterizasyonunda, partikiil
biiylikliigii (PB) ve dagilimi, zeta potansiyeli (ZP), polidispersite indeksi (PDI),
enkapsiilasyon etkinligi (EE) ve in vitro salim parametreleri belirlenmistir.
Hazirlanan aspazomlarin ylizey 6zellikleri taramali elektron mikroskobu (SEM) ile

goriintiilenmistir.

Aspazomlar hidrate edilirken 50 ng/mL dozunda baicalein ¢6zeltisi kullanilmistir. Bu
¢ozeltinin ne kadar aspazom ic¢ine hapsedildigi ise enkapsiilasyon etkinligi ile

bulunmustur.

Enkapsiilasyon etkinligi i¢in hazirlanan baicalein iceren aspazomlardan bir kisim
alimmustir ve absorbansi (Ag) dl¢iilmiistiir. Ardindan bu ¢ozeltiden bir miktar alinip 1
saat boyunca 10.000 rpm hizinda 4°C sicaklikta santrifiij edilmistir. Buradaki

siipernatatin absorbansi (Ag) Ol¢lilmiistiir. Santrifiij oncesi absorbans (Ay) ve santrifiij
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sonras1 absorbans (As) asagidaki formiille hesaplanip %Enkapsiilasyon Etkinligi
bulunmustur.

_C0—Cs

EE
CcOo

x 100

In vitro salim calismalar1 Franz difiizyon hiicreleri ile yapilmistir. Hiicrelerin st
kismina salimi incelenen formiilasyon, alt kismma da pH 7,4 fosfat tamponu
konmustur. 12.000 dalton membran filtre kullanilmistir. Ortam sicakligr 37°C’de
tutulup, sabit hizda karistirma deney siiresince devam etmistir. Yirmi dort saat devam
eden calismanin sonunda alinan orneklerden baicalein miktarlart UV-VIS

spektrofotometre ile tayin edilmistir (n=3).

3.2.5.Stabilite calismalar:

Stabilite ¢calismalar1 kapsaminda hazirlanan aspazomal formiilasyonlar farkli sicaklik
ve bagil nem ortaminda (4°C ve 25°C+%60 bagil nem) flakon igerisinde muhafaza
edilerek saklanmistir. Siire sonunda karakterizasyon parametreleri incelenmis,

formiilasyon stabilitesi ve raf 6mrii belirlenmistir.

3.2.6. Antienflamatuar Etki Testi

-Hiicre i¢i ve besi ortamina salinan nitrik oksit diizeylerinin dl¢iimii

Nitrik oksit 6l¢timiinde kullanilan Griess yontemi nitritin, asidik ortamda primer bir
aromatik amin 1ile (siilfanilamit) diazotizasyonu ve N-(1-naftil)etilendiamin
hidroklorit (NED) ile mor renkli bir azo iiriinii meydana getirmesi esasina dayanir
(Fidanc1 ve Tamer, 2011). 0,2 g boraks (Na,B407) 100 mL distile suda ¢oziilmiis,
tizerine 0,069 gr sodyum nitrit (NaNO;) eklenerek standart ¢ozelti hazirlanmistir.
Standart egri hazirlamak i¢in 5, 10, 20, 40, 80, 100 umol/L konsantrasyonlarda
sodyum nitrit ¢ozeltileri hazirlanmistir. Deney gruplarma ait 50 pL hacmindeki
orneklerin tizerine 50 pL Griess reajan1 eklenmis, renk meydana gelmesi i¢in oda
sicakliginda 10 dakika beklenmistir. Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan sodyum
nitrit ¢ozeltileri de 50 puL hacminde kuyucuklara eklendikten sonra Griess reajani
ilave edilerek reaksiyonun gerceklesmesi igin inkiibe edilmistir. Mikroplaka
okuyucuda 540 nm'de ol¢iilmiistiir. Orneklerde bulunan nitrit konsantrasyonu,

standart sodyum nitrit kalibrasyon egrisinden faydalanilarak hesaplanmstir.
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-Orneklerin TNF-a ve PGE 2 diizeylerine olan etkisi

Hiicrelerde sitokin TNF-a, arasidonik asit metaboliti ve ayni zamanda
siklooksijenaz-2 {iriinii prostaglandin E2 (PGE 2) diizeyleri ELISA kiti kullanilarak
Olciilmistir. Uygun sartlar altinda cogaltilan RAW 264.7 hiicresi 6 kuyucuklu
plaklara kuyucuk basma 5x10° olacak sekilde ekilmistir. Aspazomal formiilasyondan
salinan baicalein (17 pug/mL) lipopolisakkarit (LPS) uygulamasindan 3 saat O6nce
kuyucuklara besi yeri i¢cinde dagitilarak verilmistir. LPS 1 ug/mL konsantrasyonda
uygulanmistir. 24 saat sonunda plaktaki slipernatant toplanarak santrifiij edilmistir.
Omneklerin TNF-0, ve PGE 2 diizeylerine olan etkisi ticari kit ile 6lgiilmiistiir.
Deneylerde pozitif kontrol olarak indol tiirevi nonsteroidal antienflamatuar ila¢ olan

indometazin (25 uM) kullanilmastir.

3.2.7. Antioksidan Etki Testi

In vitro salim calismalari sonunda kiimiilatif salman oreklere 1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil (DPPHe), 2,2’-azino-bis (3-etilbenzathiazolin-6-sulfonik asit)

(ABTS+e) radikalini siiptirticii etki tayini uygulanmistir.
-DPPHe radikalini siipiiriicii etki tayini

Etki tayininde Tris-HCI tamponu (50 mM, pH 7,4) ve 1 mL 0,1 mM metanolde
hazirlanmis 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil ¢ozeltisi (DPPHe) ile karigtirilmistir. Kontrol
olarak etkin madde icermeyen reaktif karigimi kullanilmistir. Ornekler oda
sicakliginda ve karanlikta 30 dakika inkiibe edildikten sonra absorbanslar 517 nm’de
okunmus ve inhibisyon yiizdesi asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanmistir (Gyamfi

ve ark., 1999).
% inhibisyon= [(Abs kontrol- Abs 6rnek) / Abs kontrol] x 100
-ABTS+e radikalini siipiiriicii etki tayini

ABTS+e radikali (7 mM) ABTS’in sulu c¢ozeltisi ile K,S;05 (2,45 mM, son
konsantrasyon)’un karanlikta 12-16 saat bekletilmesiyle meydana getirilmis ve
absorbansi oda sicakliginda 734 nm’de 0,700 (£ 0,030) olacak sekilde ayarlanmistir.
Bu sekilde hazirlanan radikal ¢ozeltisi (990 pL) ile gegis ¢alismasindan elde edilen
ornek cozeltileri (10 puL) karistirilmis ve 734 nm’de 1 dakikalik araliklarla 30 dakika
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stiresince reaksiyon kinetigi ol¢iilmiistiir. Konsantrasyona karsi olgiilen inhibisyon

yiizdeleri Troloks’a esdeger olarak (TEAC) hesaplanmistir (Re ve ark., 1999).
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4. BULGULAR

4.1 Coziiniirliik Calismasi

Bolim 3.2.1°de belirtildigi sekilde c¢oziinlirlik calismast yapilmis ve en 1iyi
¢Oziiniirliik 2:1 (h/h) etanol:su karisiminda tayin edilmistir. Etanol miktarin1 da diigiik

tutmak adina bu oran se¢ilmistir.

Baicaleinin ¢6ziindiigii en diislik etanol igerigine sahip karisim 1:2 Su:Etanol olarak
bulunmustur. Daha diisiik etanol igerigine sahip karisimlarda baicalein ¢okeltisi
goriilmustiir. Etanol miktarini diisiik tutmak adina tiim ¢alismada baicaleini ¢ozmek

i¢in 1:2 Su:Etanol kullanilmistur.

4.2 Etkin Madde Miktar Tayini

Béliim 3.2.2°de belirtildigi iizere UV-VIS spektrofotometre kullamilarak etkin madde
miktar tayini yapilmistir. Calisma yapilan tarama sonucu optimum deger olarak
bulunan 323 nm dalga boyunda gerg¢eklestirilmistir. Kalibrasyon ¢alismasinda 2,5 ile
20 pg/mL konsantrasyon araliginda 6 noktali olarak calisilmis olup elde edilen dogru
denklemi; y=0,0502x - 0,0396 (r*=0,999) olarak bulunmustur (Sekil 4.1).

y = 0,0502x - 0,0396

1,200

1’000 R2 = 0,99
@ 0,800
8 0,600
(@)
é 0,400

0,200

0,000

0 5 10 15 20 25
Konsantrasyon (ug/mL)

Sekil 4.1. Baicalein ile elde edilen kalibrasyon egrisi (n=3)



Dogrusallik disinda segicilik ve tekrarlanabilirlik parametreleri de calisilmigtir.
Askorbil palmitat, kolesterol ve disetil fosfat, 323 nm dalga boyunda analiz edilmis

ve maddelerin bu dalga boyunda pik vermedigi gortilmiistiir.

Dogrusallik analizinin baska bir gilin tekrar yapildigi tekrarlanabilirlik testinde ise
sonuclar arasindaki bagil standart sapma (RSD) %0,48 olarak bulunmustur.

Yapilan dogrusallik analizi sonuglarina gére LOD (Minimum Tespit Edebilme

Limiti) ve LOQ (Minimum Hesaplayabilme Limiti) asagidaki formiille

hesaplanmustir.
LOD = 33x0
- S
100 10xo
¢=—3

o: Kalibrasyon araligindaki en diisiik derisimin standart sapmasi
S: Kalibrasyon egrisinin egimi
LOD degeri 0,0537 ng/mL, LOQ degeri ise 0,1626 pg/mL olarak bulunmustur.

Yapilan dogrusallik, secicilik ve tekrarlanabilirlik testleri 1s181nda metodun basariyla
valide edildigi goriilmiistiir.
4.3. Sitotoksisite testi

Bolim 3.2.3’de belirtildigi sekilde MTT testi ile baicalein ve aspazomun RAW 264.7
hiicre hatt1 iizerinde toksik etkileri incelenmistir. Elde edilen yiizde canlilik

degerlerine ait bulgular Sekil 4.2°de verilmistir.
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Sekil 4.2. Baicaleinin farkli konsantrasyondaki ¢ozeltisi ve gelistirilen aspazomla
formiilasyonun RAW 264.7 hiicre hatt1 iizerine sitotoksisite testi sonuglart (HK:
Hiicre kontrol) (n=6)

4.4 Formiilasyon gelistirme ve karakterizasyon

Baicalein ile gelistirilen 5 farkli aspazomal formiilasyona ait PB, ZP, PDI ve EE

Tablo 4.1°de verilmistir.

mikroskop goriintiisii Sekil 4.3’te verilmistir.

Morfolojik incelemesi yapilan aspazomlarn SEM

Tablo 4.1. Farkli formiilasyon bilesenleri ile gelistirilen aspazomlara ait
karakterizasyon parametreleri (n=3)
Formiilasyon | Askorbil | Disetilfosfat PB 7P PDI (PDI£SS) EE
palmitat: (toplam (nm#SS) | (mV£SS) (%+£SS)
kolesterol | lipitin %10
oranlar1 molu)
(a/a)
F1 4:1 10 567+1,12 | - 0,143+0,005 38+2,30
33.3+£2,35
F2 2:1 10 425+1,00 | - 0,207+0,015 40+1,02
38,1+1,31
F3 1:1 10 529+1,11 | - 0,240+0,018 41+1,16
42.1+1,20
F4 1:2 10 582+1,15 | - 0.574£0,014 | 421,09
41.7+£2,13
F5 1:4 10 494+2 01 | - 0.558+0,014 40+1,23
51.3+£3,14
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Sekil 4.3. Aspazomlarin SEM mikroskop goriintiisii

Tablo 4.1°deki incelenen veriler ile en iyi formiilasyon olarak F2 kodlu formiilasyon

belirlenmistir.

F4 ve F5 formiilasyonlari, yiiksek polidispersite indeksleri yani diisiik homojeniteleri
sebebiyle elenmistir. Geriye kalan ii¢ formiilasyondan ise F1 formiilasyonunun zeta
potansiyeli sinir olarak kabul edilen -30 mV degerine ¢ok yakin bulunmustur. Bu
formiilasyon bundan dolay1 elenmistir. Ayrica hem F1 hem de F3 formiilasyonlarinin
partikiil boyutlarinin F2 formiilasyonlarina goére cok daha biiyiikk olmasi F2
formiilasyonunun segilmesinin nedenidir. Diigiik partikiil boyutu, gelecekte
gelistirilebilecek formiilasyonlarin daha farkli sekillerde ve etkilerde sunulabilmesine

ve ayrica daha 1yi emilime olanak sunmaktadir.

Boliim 3.2.3’te belirtildigi sekilde yirmi dort saat siiren ve optimum formiilasyon
olarak belirlenen F2 kodlu baicalein yiiklii aspazomlar ile salim ¢aligmalar1 yapilmis
ve yirmi dort saatin sonunda salinan baicalein miktar1 % 85+0,95 olarak

bulunmustur.

23



Aspazomlar hidrate edilirken kullanilan ¢6zeltinin baicalein konsantrasyonu 50
ng/mL’dir. Enkapsiilyasyon etkinliginin yaklagik %40 oldugu diisiiniiliirse aspazom

igerisindeki baicalein konsantrasyonu 20 pg/mL olarak bulunur.

4.5. Stabilite calismalari

Boliim 3.2.4°te belirtildigi sekilde, hazirlanan aspazomal formiilasyonlar: (F2) farkli
sicaklik ve bagil nem ortaminda (4°C ve 25°C£%60 bagil nem) muhafaza edilerek

saklanmasi sonucu elde edilen veriler Sekil 4.4-4.6’da verilmistir.

g 0,7 -
2 06 - .
Hes ]
D 0,5 - =
:a_:: 0,4 - * -
=1 ! m4°C
:;‘ 013 7
e
= 02 - 25°C
X J
T 0,1
E 0,0 = T T T
0 1 2 3
zaman (ay)

Sekil 4.4. Baicalein yiiklii aspazomlarin partikiil biiyiikliigii degisimi (n=3)

m4°C
I I =25°C
I
I

zaman (ay)

N e
© o o

@
S

Zeta potansiyel (mV)
€ N
(&) ()]

IN
o

Sekil 4.5. Baicalein yiiklii aspazomlarin zeta potansiyel degisimi (n=3)
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Sekil 4.6. Baicalein yiiklii aspazomlarin polidispersite indeksi degisimi (n=3)

Ug ay boyunca farkli sicaklik ve bagil nem ortaminda (4°C ve 25°C+% 60 bagil nem)
aspazomlarin muhafaza edilerek formiilasyonda bozunmadan kalan etkin madde

miktarinin zamanla degisimi Sekil 4.7°de verilmistir.

S 110 -
L

g 100 —&— (4°C)
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— - 0
S5 & —a— (25°C)
c X

S E

S 70

£

S 60

N
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< 0 1 2 3 4

zaman (ay)

Sekil 4.7. Baicalein yiiklii aspazomlarin etkin madde miktar degisimi (n=3)

Uyum olgiitleri (determinasyon katsayisi, sapma kareleri toplami) incelenerek elde
edilen profiller kinetik agidan incelenmis ve bozunmanin birinci dereceden oldugu

bulunmustur (Tablo 4.2).
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Tablo 4.2. Baicalein yiiklii aspazomlarin farkli sicakliklardaki uyum Olgiitleri
(1.kinetik) ve raf dmiirleri

Formiilasyon 4°C 25°C
SKT r Raf omrii SKT r Raf omrii
(glin) (gln)
Baicalein 32,4 | 0,994 24 38,5 | 0,991 21
yiiklii
aspazom

Stabilite sonucunda izlenen degisimlerde 4°C ve 25°C arasinda anlamh fark

gozlenmistir. Gelistirilen formiilasyonun 4°C’de saklandiginda 25°C’ye daha stabil

oldugu anlagilmistir. 4°C ve 25°C i¢in tespit edilen raf omiirleri Tablo 4.2°de de

sunulmustur (p<0,05).

4.6 Antienflamatuar Etki Testi

Boliim 3.2.5’te agiklandigi sekilde aspazomal formiilasyondan salinan baicaleinin

antienflamatuar etkisinin degerlendirildigi PGE 2, TNF a ve NO diizeyleri iizerindeki

etkisi belirlenmis ve Sekil 4.8 de verilmistir.

PGE 2 (ng/L)
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Sekil 4.8 Aspazomal formiilasyondan salinan Baicaleinin PGE 2 diizeyine olan etkisi
(Indometazin: pozitif kontrol grubu, *p<0,001, **p<0,01, ***p<0,05) (n=3)
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Sekil 4.9 Aspazomal formiilasyondan salinan Baicaleinin TNF-a diizeyine olan etkisi
(Indometazin: pozitif kontrol grubu, *p<0,001, **p<0,01, ***p<0,05) (n=3)
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Sekil 4.10 Aspazomal formiilasyondan salinan Baicaleinin NO diizeyine olan etkisi
(Indometazin: pozitif kontrol grubu, *p<0,001, **p<0,01, ***p<0,05) (n=3)

4.7. Antioksidan Etki Testi

Bolim 3.2.6’da aciklandig1 sekilde aspazomal formiilasyondan salinan baicaleinin

antioksidan etkisi Tablo 4.3’te verilmistir.
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Tablo 4.3 Aspazomal formiilasyondan salinan baicalein’in olusturdugu antioksidan
etki

Ornek DPPH ABTS
% inhibisyon+SS % inhibisyon£SS
Salim 6rnegi 75,69+1,06 51,03+1,18

(SS: Standart sapma, n=3)
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5. TARTISMA

Scuteellaria baicalensis bitkisinden elde edilen bir flavonoid olan baicalein,
antibakteriyel, antiviral, antitiimoral ve anti-enflamatuvar etkilerinden o&tiirii dikkat
ceken bir bilesiktir. Tiimor nekroz faktorii-alfa (TNF-a), interlokin-6 (IL-6) gibi
proinflamatuar sitokinleri ve transkripsiyon faktorii olan niikleer faktor-kappa B'nin
(NF-xB) inhibe ederek enflamasyonu etkili bir sekilde azaltmakta ve iliskili
semptomlart hafifletmektedir. Bunun yami sira, giiclii antioksidan etkili baicalein,
oksidatif stresi azaltmada énemli bir rol oynamaktadir. Hiicre hasarina neden olabilen
serbest radikalleri temizleyerek etki etmektedir (Zhang ve ark., 2021; Fan ve ark.,
2013; Oh ve ark., 2016). Ancak, zayif stabilite ve diisiik ¢oziintirliik sebebiyle yeterli
biyoyararlanim gosterememektedir. Etkinliginin artisin1 saglamanin bir yolu olarak
ilag tasiyict sistemler tercih edilmektedir. Bu nedenle ¢alismamizda; ¢oziiniirlik ve
biyoyararlanim problemlerinin, istenen terapétik etkinin saglanamamasi ve uygulama
siklig1, yiiksek ila¢c konsantrasyonu ve hasta uyuncunda diisiikliik gibi problemleri
beraberinde getirmesi nedeniyle vezikiiler ila¢ tasiyict sistemlerin sagladig
avantajlar1 kullanarak, baicalein yliklii aspazomlarin gelistirilmesi ve antioksidan ve

anti-enflamatuar etkinliginin incelenmesi amaglanmustir.

Biyofarmasétik smiflandirma sistemine gore, Smif II’ye dahil olan (diisiik suda
¢Oziiniirliik ve yiiksek permeabilite) baicalein, organik solvanlarda (etanol, DMSO,
dimetil formamid (DMF)) c¢oziinmektedir. Baicaleinin kararhiligin1 artiracak,
kimyasal yapisim1 koruyacak ve etkinligini gosterebilecek uygun formiilasyon ile
etkinliginin artirilmas1 miimkiindiir. Yapilan bir ¢alismada, biyoaktif bir flavonoid
olan baicaleinin biyoyararliligini arttirmak i¢in oral ve pulmoner nanokristal
potansiyeli arastirilmis ve baicalein nanokristalinin ortalama bagil biyoyararlanimi
1,67 kat artmig, pulmoner uygulanan nanokristal baicalein ile hizli ve kapsamli bir
emilime ve intravendz baicalein enjeksiyonuyla hemen hemen ayni farmakokinetik

parametrelere sahip oldugu belirtilmistir (Zhang ve ark., 2011).



Bu noktada modern ve yenilik¢i ilag tastyici sistemin kullanimi1 6nem arz etmektedir.
Son yillarda kesfedilen aspazomal ilag tasiyici sistemler, askorbil palmitatin ve
yap1y1 stabil hale getirmesi i¢in kullanilan steroit (kolesterol) ile birlikte olusturdugu
vezikiiler yap1 olarak tanimlanmaktadir. Askorbil palmitat, C vitamini olarak da
bilinen askorbik asitin ester formu olup stabilitesi daha yiiksektir. Yiiksek
antioksidan aktiviteye sahip olan askorbik asite nazaran askorbil palmitat, daha stabil
yapist ile dikkat ¢ekmistir. Askorbil palmitat ile ilk olarak 2004 yilinda vezikiiler
sistem olusturma fikri hayata ge¢mistir (Gopinath ve ark., 2004; Yadav ve Lariya,
2018; Kar ve ark., 2020).

Calismamizda gelistirilen 5 farkli aspazomal formiilasyon (askorbil palmitat:
kolesterol oranlar 4:1, 2:1, 1:1, 1:2 ve 1:4 (a/a)) film hidrasyon metodu kullanilarak
hazirlanmistir Aspazomlarin karakterizasyonuna bakildiginda, 2:1 a/a oraninda
askorbil palmitat: kolesterol kullanimiyla elde edilen optimum formiilasyon olarak
belirlenen F2 kodlu formiilasyonun PB 425 nm, ZP -38,1+1,31 mV, PDI 0,207+0,015
ve enkapsiilasyon etkinligi %40+1,02 olarak belirlenmistir (Tablo 4.1). Nanoboyutta
gelistirilen aspazomlar, kolloidal sistemlerin stabilitesinin degerlendirilmesinde etkili
olan zeta potansiyel degeri agisindan kararli bulunmustur. Zeta potansiyel degeri +30
mV’tan biiyiik ve -30 mV’tan kii¢iik olan kolloidal sistemlerin kararli oldugu ifade
edilir (Eren Boncti ve ark., 2021). Gelistirilen sistemlerin monodispers yapida olmasi
onemlidir. Diisiik polidispersite indeksi (<0,3) secilen formiilasyonun monodispers
oldugunu gostermektedir. Enkapsiilasyon etkinligi %40+1,02 bulunan F2 kodlu
optimum formiilasyonumuzda, in vitro salim g¢aligmasi1 sonrasi, salinan baicalein

miktar1 %85+0,95 olarak bulunmustur.

Yakin ge¢miste kesfedilen aspazomal formiilasyonlarla ilgili ¢alismalar oldukga
kisithidir. Web of Science (2024) tarandiginda, aspazomal formiilasyonlar hakkinda
18 makale yer almaktadir. Yapilan ¢aligmalara bakildiginda; bos aspazomlarin bile
antioksidan etkinliginin yiiksek oldugu, bunun yami sira farkli aktif bilesikler
kullanilarak yaslanma karsit1 etki, foto koruma, deri rengini agici etki gibi farkh
amaglar i¢in gelistirildigi goriilmektedir (Yadav ve Lariya, 2018; Kar ve ark, 2020;
Shinde ve ark, 2022; Yiicel ve ark, 2023). Baicalein ile gelistirilen aspazomal
formiilasyona  literatiirde = rastlanmamaktadir. Baicalein  iceren  diger

nanoformiilasyonlar incelendiginde, oral biyoyararlanimi ve ¢oziiniirliigii artirmaya
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yonelik hidroksipropil B-siklodekstrin ile gelistirilen inkliizyon kompleksi ve kati
dispersiyonlarmin gelistirildigi goriilmektedir (Maeda, 2010; Liu ve ark., 2006). Liu
ve ark. yapmis oldugu c¢alismada, baicalein ile gelistirilen kendinden
mikroemiilsifiye ila¢ sistemi (SMMEDS), serbest baicaleine kiyasla oral
biyoyararlanimini ve lenfatik taginmayi iyilestirdigi belirtilmistir (Liu ve ark., 2019).

Baicalein’in nanolipozomal formiilasyonu gelistirilen birka¢ calismada, antitimor
etkisi incelenmis ve in vitro hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda sitotoksik etki olusmustur.
Bunun yanisira, nanolipozomal formiilasyonlar, serbest baicaleine kiyasla daha iyi
antitimdr etki ve ROS iizerine antioksidan etki olusturmustur. In vivo calismada, U-
14 servikal tiimor tagiyan fare modelinde formiile edilmemis baicaleine kiyasla artan
tiimdr inhibisyon orani tespit edilmistir (Liang ve ark., 2013; Li ve ark., 2016; Fang
ve ark., 2018). Bu c¢aligmada, diisiik oral biyoyararlanimi nedeniyle baicaleinin
biyoyararlanimini iyilestirmek i¢in nanolipozomlar film hidrasyon yontemi ile
gelistirilmistir. in vitro karakterizasyon parametrelerine baktigimizda, PB, PDI, ZP
ve EE% sirasiyla 194,6+£2,08 nm, 0,170+0,025, -30,73+0,41 mV ve %44,3+2,98
olarak belirlenmistir (Li ve ark., 2016). Calismamizda elde ettigimiz verilerin

literatiirle uyumlu oldugu goriilmektedir.

Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda formiilasyon gelistirmede kullanilan etkin ve yardimci
maddelerin hiicreler {izerindeki sitotoksik etkisi ve aspazomal formiilasyona
yiiklenecek etkin madde miktar1 belirlenmistir. Yaygin olarak tercih edilen MTT testi
ile yapilan sitotoksisite testi sonunda kullanilan farkli derisimlerdeki baicalein ve
aspazomal formiilasyonunun % canlilik degerleri Sekil 4.2°de verilmistir. Optimum
formiilasyonda belirlenen enkapsiilasyon etkinligine gore aspazomlara yiiklenen
baicalein miktar1 ortalama 20 pg/mL i¢in % canlibik degeri % 70’in iizerinde
bulunmustur. In vitro salim ¢aligmasinda belirlenen aspazomal formiilasyondan 24
saatin sonunda salinan baicalein miktarina bakildiginda % 75’in {izerinde canlilik
elde edilmistir. Bu elde edilen yiiksek canlilik oranlari, belirlenen etkin madde
baslangi¢ konsantrasyonunun ve gelistirilen aspazomal formiilasyonlarin giivenle

kullanilabilecegini gdstermistir.

Radikal siipiiriicii etki, serbest radikallerin zararli etkisi nedeniyle biyolojik

sistemlerde Onemli bir role sahiptir. Giiniimiizde bitkilerdeki fenolik bilesiklerin
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antioksidan aktivitesini degerlendirmek i¢in cesitli yontemler kullanilmaktadir.
DPPHe ve ABTS+e radikal siipiiriicii etki yontemleri, bilesenlerin antioksidan
kapasitelerini  belirlemek i¢in yaygin olarak kullanilan spektrofotometrik
prosediirlerdir (Aksoy ve ark., 2016). Baicaleinin bir¢ok ¢alismada genis ¢apta farkl
deneylerle in vitro antioksidan etkisi incelenmistir. Bizim ¢alismamizla benzer metot
kullanilarak yapilmis ¢aligmada, baicelaienin farkli antioksidan etki tayininde
kullanilan yéntemler (Ferrik iyon (Fe*™ indirgeme giicii, bakir iyon (Cu®") indirgeme
giici, DPPHe ve ABTS+e radikal siipiiriicii aktiviteleri) kullanarak ii¢ farkh
maddenin (baicalin, baicalein ve floridzin) in vitro antioksidan oOzelliklerini
arastirilmis ve biitil hidroksianisol (BHA), biitil hidroksitoluen (BHT) ve a-tokoferol
standart antioksidanlar olarak kullanilmistir. Sonuglara baktigimizda baicaleinin 75
pg/mL  konsantrasyonunda DPPHe % inhibisyonu % 94 ve 60 pg/mL
konsantrasyonunda ABTS+e % inhibisyonu %98,6 olarak hesaplanmistir. Artan
baicalein konsantrasyonuna bagli olarak % inhibisyon degerinin de artis gosterdigi
belirtilmistir (Aksoy ve ark., 2016). Bizim ¢alismamizda Baicalein yiiklii aspazomal
formiilasyondan salinan Baicalein konsantrasyonu 17 pg/mL olarak belirlenmis olup,
salim Orneginin antioksidan etkisi her iki radikal siipiiriicii etkide % 50’nin {izerine
ciktig1 goriilmektedir (Tablo 4.3). Yine antioksidan etkinin degerlendirildigi baska bir
calismada, DPPHe ve ABTS+- radikallerini siipiiriicli etki incelenmis ve baicaleinin
doza bagl olarak antioksidan etki gdsterdigi belirtilmistir. Baicaleinin ICsy degerleri
sirastyla 4,75+0,14 ve 1,384+0,04, pg/mL olarak hesaplanmistir (Wang, 2011).
Calismanin deneysel prosediirii incelendiginde, kullanilan radikal ve ornek
miktarlarmin  degiskenlik gOstermesinden kaynakli farkli sonuglar alindig

gOriilmiistiir.

Romatoid artrit, diyabet, solunum yolu hastaliklari, inflamatuar bagirsak hastaliklari,
kardiyovaskiiler hastaliklar, hepatit, otoimmiin ensefalomiyelit, bobrek hastaliklari,
norodejeneratif hastaliklar ve kanserler gibi kronik inflamasyonla iligkili hastaliklarin
tedavisinde baicaleinin anti-inflamatuar etkinligi bircok calismada vurgulanmistir.
Farmakolojik  ¢alismalar, baicaleinin  antiinflamatuar  etkideki  molekiiler
mekanizmalarmi, NF-kB aktivitesinin inhibisyonu ve 1ilgili sitokinlerin ve
kemokinlerin, ROS'un ve hedef bolgelerden diger enzimlerin asagi regiilasyonu

yoluyla yarali dokulardaki antioksidan durumu iyilestirerek ve oksidatif stresi
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azaltarak kronik inflamasyonlarin siddetini azalttig1 seklinde aciklamistir (Dinda ve
ark., 2017). Calismamizda, RAW 264.7 makrofaj hiicrelerinin LPS ile indiiklenmesi
sonra aspazomal formiilasyondan salinan baicalein’in olusturdugu anti-inflamatuar
etki tayininde, PGE-2, TNF-a ve NO diizeyleri belirlenmistir (Sekil 4.9).
Indometazinin pozitif kontrol olarak kullanildig1 deneylerimizde salim &rneginin
(baicalein, 17pug/mL) LPS ile indiiklenen hiicrelerde bir miktar da olsa etkisini

gostermistir.
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6. SONUC

Tez caligmamizda, baicalein etkin maddesi ile literatiirde ilk defa gelistirilen
aspazomal formiilasyon gelistirilerek in vitro karakterizasyonu, antioksidan ve
antienflamatuar etkinligi degerlendirilmistir. Antienflamatuar ve antioksidan etkileri
bilinen baicaleinin uzun etkili farkli bilesenlere sahip aspazomal formiilasyonlar
amaca uygun olarak gelistirilebilmis, belirlenen optimum formiilasyonun,

antioksidan ve antienflamatuar etkisi uzun siireli gozlenebilmistir.

Aragtirmalara bakildiginda baicalein ile gelistirilen aspazomal formiilasyon, bu
calisma ile literatiirde ilk olacaktir. Gelistirilen aspazomal formiilasyon ile elde
edilen sonuglarin hem literatiire 6nemli katkida bulunacagi hem de ileri ¢alismalar

icin temel olusturacagi diisiiniilmektedir.
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