T.C.
KIRIKKALE UNIVERSITESI
FEN BILIMLER ENSTITUSU

ASTIM TEDAVISINDE KULLANILMAK UZERE PLANTAGO
MAJOR OZUTU ICEREN LiPOZOMLARIN SENTEZI VE IN
VITRO BIYOUYUMLULUGUNUN ARASTIRILMASI

ALEYNA CAVDAR

BiYOMUHENDISLIK ANABILiM DALI

YUKSEK LISANS TEZi

DANISMAN
Prof. Dr. Mustafa TURK

KIRIKKALE-2023



T.C.
KIRIKKALE UNIVERSITESI
FEN BILIMLER ENSTITUSU

ASTIM TEDAVISINDE KULLANILMAK UZERE PLANTAGO
MAJOR OZUTU ICEREN LiPOZOMLARIN SENTEZI VE IN
VITRO BIYOUYUMLULUGUNUN ARASTIRILMASI

ALEYNA CAVDAR

BiYOMUHENDISLIK ANABILIiM DALI

YUKSEK LiSANS TEZi

DANISMAN
Prof. Dr. Mustafa TURK

KIRIKKALE-2023



ONAY SAYFASI

Aleyna CAVDAR tarafindan  hazirlanan “ASTIM TEDAVISINDE
KULLANILMAK UZERE PLANTAGO MAJOR OZUTU ICEREN
LIPOZOMLARIN SENTEZI VE IN VITRO BIYOUYUMLULUGUN
ARASTIRILMASTI” adli tez galigmasi, asagidaki jiiri tarafindan OY BIRLIGi /
OY COKLUGU ile Kirikkale Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyomtthendislik Anabilim Dalinda YUKSEK LISANS TEZI olarak kabul

edilmistir.

Danigman: Prof. Dr. Mustafa TURK
Imza:
Biyomiihendislik Anabilim Dali, Kirkkale Universitesi

Bu tezin, kapsam ve kalite olarak yiiksek lisans tezi oldugunu onayliyorum/onaylamiyorum.
Bagkan: Prof. Dr. Ayten CELEBI KESKIN
Imza:

Biyomtihendislik Anabilim Dali, Kirkkale Universitesi

Bu tezin, kapsam ve kalite olarak yiiksek lisans tezi oldugunu onayliyorum/onaylamiyorum.

Uye: Dr. Ogr. Uyesi Arzu KAYA KOCDOGAN
Imza:
Tibbi Hizmetler ve Teknikler Boliimii, Istanbul Gelisim Universitesi

Bu tezin, kapsam ve kalite olarak yiiksek lisans tezi oldugunu onayliyorum/onaylamiyorum.

Tez Savunma Tarihi: ......../ovvioi e

Jtiri tarafindan kabul edilen bu tezin Yiiksek Lisans Tezi olmasi igin gerekli

sartlariyerine getirdigini onayliyorum.

Prof. Dr. Recep CALIN

Kirkkale Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisti Mud{irii



ETIiK BEYANI

Kirikkale Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Tez Yazim Kurallaria uygunolarak
hazirladigim bu tez calismasinda;
o Tez iginde sundugum verileri, bilgileri ve dokiimanlar1 akademik ve etik
kurallar gergevesinde elde ettigimi,
o Tum bilgi, belge, degerlendirme ve sonuglari bilimsel etik ve ahlak
kurallarina uygun olarak sundugumu,
o Tez g¢alismasinda yararlandigim eserlerin tiimiine uygun atifta bulunarak
kaynak gosterdigimi,
o Kullanilan verilerde herhangi bir degisiklik yapmadigimu,

o Butezde sundugum c¢alismanin 6zgiin oldugunu,

bildirir, aksi bir durumda aleyhime dogabilecek tiim hak kayiplarini kabullendigimi

beyan ederim.



OZET

ASTIM TEDAVISINDE KULLANILMAK UZERE PLANTAGO MAJOR
OZUTU iCEREN LiPOZOMLARIN SENTEZi VE iN VIiTRO
BiYOUYUMLULUGUNUN ARASTIRILMASI

Kirikkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyomiihendislik Anabilim Dal1, Yiiksek Lisans Tezi
Danigman: Prof. Dr. Mustafa TURK
Eyliil 2023, 75 sayfa

Diinya Saglik Orgiitii’ne gére diinyada 339 milyon kisinin astim hastas1 oldugu tahmin
edilmektedir. Astim hastaligi, akcigerde mikrobik olmayan bir tiir iltihap nedeniyle

hava yolu duvarinin daralmasi sonucunda ortaya ¢ikan bir akciger hastaligidir.

Astim; nefes darligi, hinlti/higiltt ve 1shik sesi, gogiiste baski hissi ve Oksiiriik gibi
belirtiler vermektedir. Astimu tetikleyen faktorler arasinda korku, 6fke, heyecan, ani
seving gibi duygusal degisimler ile soguk hava, toz, duman, sigara, hava kosullari,

polenler, tily yer almaktadir.

Lipozomlar toksik olmayan, kararl, suda ve yagda ¢oziinen etkin maddeleri igceren,
biyouyumlu bir fosfolipit yapisinda olup antikanser ilag tasariminda, gen aktariminda,

as1 formiilasyonunda, yara iyilesmesinde ve ilag tasiyici sistemlerde kullanilmaktadir.

Plantago major bitkisi, Tiirkiye’de solunum yollar1 tedavisinde siklikla kullanilan
yaygin bir bitki tiiriidiir. Oksiiriik, nefes darlign ve bronsit tedavisinde, gdgsii

yumusatma etkisine sahiptir.

Bu ¢alismanin amaci1 Plantago major bitkisinden elde edilen ekstraktin lipozomun
yapilartyla  enkapsiilasyonu  sonucu  olusan  formiilasyonun  kimyasal

karakterizasyonunu ve sitotoksik etkilerini degerlendirmektir.

Calismada Plantago major (Sinir otu) bitkisinden ekstrakt elde edilmis, ince film
hidrasyon yontemi ile lipozomlar {iretilmistir. Elde edilen sinir otu ekstrakti iiretilen
lipozomla birlestirilmistir. Lipozomlarm  kimyasal ve morfolojik

karakterizasyonlar1 belirlenmis ve Trakea hiicreleri tizerindeki sitotoksite testleri
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yapilmustir. Lipozomun Trakea hiicrelerinde sitotoksik etkiye sahip olmadigi tespit

edilmistir.

Bu ¢alismanin sonucuna gore; bos lipozomlarin ortalama boyutunun 99,12+24 nm
iken sinir otu yikli lipozomlarinin 105,714 nm oldugu belirlenmistir. Analiz
sonuglarina gore ortalama boyut (148,4) nm ve polidispersite indeksi (0,38) degeri
saptanmistir. Lipozomlarin ylizey yiikii ise -37,2 mV olarak 6l¢iilmiistiir. Sinir otu
yiikli lipozomun Trakea hiicreleri {izerinde olan sitotoksisite testi (100 pg/mL, 50
ug/mL, 25 pg/mL,12,5 pg/mL 6,25) yapilmistir. Sonuglara gore;en yiiksek
konsantrasyon olan 100 pg/mL’ de %56,47 ve en disiik konsantrasyon olan 6,25
ug/mL’ de ise % 99,68 hiicre canliligi tespit edilmistir. Hemotoksilen ve eozin boyama
sonuclart da negatif kontrol ile karsilastirildiginda ¢ekirdek ve sitoplazmada
morfolojik bir degisme olmadigim gostermistir. Ikili boyama sonucuna gére ise; en
yuksek konsantrasyon olan 100pg/mL’de apoptoz oraninin 20+1,5 iken nekroz
oraninin 28+1,52 olarak, en diisiik konsantrasyon olan 25ug/ml’de apoptoz oraninin

942, nekroz oraninin ise 7+2,3 oldugu bulunmustur.

Anahtar kelimeler: Plantago major, lipozom, enkapsiilasyon, sitotoksisite, MTT,
SEM



ABSTRACT

SYNTHESIS AND INVESTIGATION OF IN VITRO BIOCOMPATIBILITY
OF LIPOSOMES CONTAINING PLANTAGO MAJOR EXTRACT FOR USE
IN THE TREATMENT OF ASTHMA

Kirikkale University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Bioengineering, Master's Thesis
Supervisor: Prof. Dr. Mustafa TURK
September 2023, 75 pages

According to the World Health Organization, it is estimated that 339 million people in
the world suffer from asthma. Asthma is a lung disease that occurs as a result of
narrowing of the airway wall due to a type of non-microbial inflammation in the lung.
Asthma; It causes symptoms such as shortness of breath, wheezing/wheezing and
whistling, feeling of pressure in the chest and cough. Factors that trigger asthma
include emotional changes such as fear, anger, excitement, sudden joy, and cold air,
dust, smoke, cigarettes, weather conditions, pollens, and feathers. Liposomes have a
biocompatible phospholipid structure containing non-toxic, stable, water- and fat-
soluble active ingredients and are used in anticancer drug design, gene transfer,

vaccine formulation, wound healing and drug delivery systems.

Plantago major plant is a common plant species frequently used in respiratory tract
treatment in Turkey. It has a chest softening effect in the treatment of cough, shortness
of breath and bronchitis.

In the study, extract was obtained from the Plantago major plant and liposomes were
produced by the thin film hydration method. The obtained plantain extract was
combined with the produced liposome. Chemical and morphological characterizations
of liposomes were determined and cytotoxicity tests on tracheal cells were performed.

It was determined that the liposome did not have a cytotoxic effect on tracheal cells.

According to the results of this study, it was determined that the average size of empty

liposomes was 99.12+24 nm, while the plantain-loaded liposomes were 105.7+14 nm.
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According to the analysis results, the average size (148.4) nm and polydispersity index
(0.38) value were determined. The surface charge of liposomes was measured as -37.2
mV. Cytotoxicity test of plantain-loaded liposome on Trachea cells (100 pg/mL, 50
pg/mL, 25 ng/mL, 12.5 pg/mL 6.25) was performed. According to the results, 56.47%
cell viability was determined at the highest concentration of 100 pg/mL and 99.68%
at the lowest concentration of 6.25 pg/mL. Hematoxylin and eosin staining results also
showed that there was no morphological change in the nucleus and cytoplasm
compared to the negative control. According to the results of double staining; At the
highest concentration of 100pug/mL, the rate of apoptosis was 20+1.5 and the rate of
necrosis was 28+1.52. At the lowest concentration of 25ug/ml, the rate of apoptosis

was 9+2 and the rate of necrosis was 7+2.3. has been found.

Key words: Plantago major, liposome, encapsulation, cytotoxicity, MTT, SEM

vii



TESEKKUR

Lisans egitimimden baslayip lisansiistii egitimimle devam eden bu siirecte ilk giinden
itibaren yalniz birakmayan, bana her zaman yol gosteren, akademik tecriibesini ve

destegini hi¢bir zaman esirgemeyen degerli tez danismanim Sayin Prof.Dr. Mustafa
TURK ’e en derinden sayg1, sevgi ve minnetlerimi sunarim.

Her zaman anlayis ve sabri ile yaklasan, hem akademik hem manevi olarak her tiirlii
olanak ve destegi ile sorunlar1 ¢ozen, bilgi ve tecriibelerini benimle paylasmayi
esirgemeyen kiymetli hocam Prof. Dr. Ayten Celebi KESKIN’e en igten sayg, sevgi

ve minnetlerimi sunarim.

Calismalarim siiresince karsilastigim deneysel problemlerde yanimda olan, ¢aligmanin
kimyasal karakterizasyon deneylerini kapsayan kisimlarinda sonsuz bilgi, tecriibe ve

emegi olan Ogr.Gér. Dr. Ogiin BOZKAY A’ya tesekkiirlerimi sunarim.

Caligmalarim boyunca analizlerimin yapilmasinda emegi gecen Prof. Dr. Siyami
Karahan, Ogr.Gor. Dr. Aytuna Cerci, Dr.Ogr.Uyesi Esra Bozkaya, Ogr.Gér. Dr Canan
Cakir Coban, Ogr.Gér. Dr. Biisra Moran Bozer’e ve her sorunumda rahatlikla aradigim

Dr.Ogr.Uyesi Arzu Kaya Kogdogan’a tesekkiirlerimi sunarim.

Sabirla, sevgiyle, fedakarlikla beni biiyiitiip bugiinlere getiren, hayatimin her aninda
yanimda olan, canim babam Orhan Sayim CAVDAR ve biricik annem Hilal
CAVDAR’a beni diinyadaki en sansli abla yapan, moral ve motivasyon kaynagim

canim kardesim Tuana CAVDAR ’a tesekkiir ederim.

Yiiksek lisans egitimim boyunca Proje numarasi 2022/106 bu tez KIRIKKALE
UNIVERSITESI BILIMSEL ARASTIRMA PROJELERI KOORDINASYON
BIRIMI tarafindan desteklenmistir. Desteklerinden dolayr Kirikkale Universitesi

Rektorliigli'ne tesekkiir ederiz.

viii



ICINDEKILER

OZET ..o v
AB ST RA CT et vi
TESEKKUR ....ooiiitiiieite ettt ettt viii
ICINDEKILER .....oooviiitiiitie ettt ettt ereeereeeneas iX
CIZELGELER DIZINI.....cccciiiiiiiiiiiiiccc e Xiii
SEKILLER DIZINI.....ccooiiiiiiiiiii e Xiv
KISALTMALAR L. XVi
Lo GIRIS oot 1
1.1. Astimda Risk FaKtOTIeri......ccovuiiiiiiiiiiiiiiii e 3
1.1.1. Astimda Titliin Kullanimi ..o 3

1.1.2. Astimda KirliliK .....ooooooiiiiiii e 3

1.1.3.  AStimda ODEZILE.......ueeiuiiiiieiiiiiie et 3

1.1.4. Astimda MIKroplar........cccocoiiiiiiiiiiee e 4

1.1.5. Astimda Hijyen Faktorli........ccooceviiiiniiiiiiiiiiiiie e 4

1.1.6.  AStIMAA SIIES ...eiiiiiiiiieiiieiie ettt 5

1.1.7.  Astimda Genetik .......cccoeeiiuiiiiiiiieiie e 5

11,8, CHNSIYEL ..ot 6

L AN [T 1= ] < USSR 6

L1110, DIYRL. it 7

1.1.11. MesleKi Maruziyet ..........ccoocooiiiiiiiiieeescee e 7

1.2. Astim Hastaliginin Belirtileri........ccooiiiiiiiiiiiiiiciceeeec e 7
1.3, Astim Tant YONteMICTT ......c.oeiiiiiiiiiiiiiieiie e 8
1310 ANAMNEZ ..o 8

1.3.1. Solunum Fonksiyonlarinin Degerlendirilmesi...........cccooevvivinnenne. 8

1.3.2. Deri DeIMe TeSti.....cccoviiiiiiiirieiciscee e 9

1.3.3.  Laboratuvar TeKNIKIEri ..........cccoovvviiniiiiiiccc 10

1.4, NanopartiKilil........ccoooviiiiiii e 10
1.5, LEPOZOIM .ottt 11
1.6. Lipozomlarin FizikOKImyast.........ccccovviiiiiiiiiiiiiiiiisie e 13
1.7. llag Dagitiminda LipoZOmIAr ...........ccccceeveeerueuereeeceeieiesesessieie e 13
1.8. Lipozomlarin Siiflandirtlmast..........ccccvvviiiiiiiiiiiiiecc 14



. Lipozom Hazirlama YoOntemlers .......ccccocovvviiiiiiiiiiiiiienie e 14

1.9.1. Ince Film Hidrasyon YONteMi........cccoeveververerivecrerereriescserenennees 15
1.9.2. Enjeksiyon YONteMICIT ......ccccvveiviiiiiiiiiiiiiiieicceeseee e 15
1.9.3.  Sonikasyon YONTEMI ......c.ccvereeiveiieiieiesiesieesie e 16
1.9.4. Yiiksek Basingli Ekstriizyon YOntemi........cccoccevvivieniieeiiieniinenns 16
1.9.5. Ters Fazli Buharlastirma YONtemi........cccocovvevivieiiinneiiiiesiiee e 16
1.9.6. Kalsiyum Kaynakli Fiizyon YOntemi ..........cccovvvviniiiiniiicninnns 17
1.9.6. Dehidrasyon-Rehidrasyon YOntemi..........c.cocveverveneiencnenennnnnns 17
1.9.7. DonMa-COzUIme YONtMI ....c.eereeirireriieiieesiiesiie e 17
1.9.8. Mikroakiskanlastirma............ccccecvvreeiiiiiie i 17
1.9.10. Lipozomlarin Hazirlanmasinda Siiperkritik Sivilar (SCF) ............ 17

. Lipozomlarin Avantajlart ve Dezavantajlart.............cccooevvnnniiniininnnnnnne 18
. Lipozom Olusum Mekanizmalart ............cccoovviiiiiiiiiinnic e 19
1.3.1. Yapisal BileSenleri .......cccccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 19
1.3.1.1. Fosfolipidler.........coviiieiiiiiiicece e 19

1.3.1.2. SHNGONPILIEr ..o 19

1.3.1.3. SEErOller......ccooiieiiiiiic s 19

1.3.2. Polimerik Malzeme............ccoviiiiiiniiiiie 20
1.3.3. Polimer Tagtyan LIPitler ........ccccoovvviiiiiiiiiiiiciicieeceee 20
1.3.4.  Katyonik LIpIAIET ........ccooiiiiiiiiieieeeeeeee e 20

. Lipozomlarin Degerlendirilmesi ..........ccocovviiiiiiiiiiiiiciece e 20
. Lipozom Uygulamalart ..........cccooviiiiiiiiiiicieeceeee e 21
1.5.1. Sistemik Lipozomal T1aglar .............ccccoueverrirersiireiiieiece e, 21
1.5.2. Topikal Lipozomal T1aglar..............cccevveveriierniireiieierece e, 21
1.5.3. Lipozomlarda Kozmetik Uygulamalar............ccccooeveiininininnnnnns 21
1.5.4. Lipozomlarda Gida Uygulamast .........ccccceeriiriienieniienieneeneen 21
1.5.5. Lipozomlarda Antikanser TedaviSi.........ccccovvevveviieiieeiiiesiiesienn, 22
1.5.6. Lipozomlarla Tip ve Farmakoloji .........ccccoevveiiiiiiiciiniiiicieens 22
ST QMU s 22
1.6.1. Plantago major’un ana kimyasal bilesenleri .............ccccooveriiennnne 23
1.6.1.1. Flavonoidler...........ccoooveiiiiiiiiiiiciie e 23

1.6.1.2. AIKAIOIAIET ... 24

1.6.1.3. Terpenoidler......ccccoeiieieiieseere e 24

1.6.1.4. Kafeik asit tireVIeri ........ccververiiiiieiii e 24



1.6.1.5. Iridoid @lIKOZItIEr ....c.cvevevevreieeeieeeeeeeeeeee e, 24

1.6.1.6. Yag aSitleri..cccuuiiieiiiiiieiie e 24
1.6.2.  PolisaKKaritler ..o 25
1.6.3. VIAMINIET oo 25
1.7. Plantago major’un KISIMIATT.........cccveiiiiiiiiiiiiiii i 25
1.7.1. KOk ve Yapraklari.......ococovviiiiiiiiiiiecc e 25
1.7.2.  CIGEKICNMEST...uvvveiiiieiiiieiiie e siie e sie et sre e nane e 25
1.7.3. Meyveleri ve TORUMIAIT.......c.coooiiiiiiiiiieee e 26
1.8. CalISMANIN AIMNACT ..eevviiiieriieaieesieeeieesieeeteesteeeteesseesbeesreesrbeesseeanbeesreesnseens 26
2. MATERYAL VE YONTEM ....oooviiiiiiiiiiiiiisiesie e 28
2.1. Kullanilan Cihazlar ve Kimyasallar...........cccocoiiiiiiiniiiiee 28
2.1.1. CINAZIAC ..o 28
2.1.2. KIMYASAHAN ... 29
2.1.2. Deneysel Caligmalarda Kullanilan  Cozeltiler  ve
Soliisyonlarin Hazirlanigi ..o, 29
2.1.3.1. Besiyeri Hazirlanmasi..........cccoceeiiiiiinicniniiicicc 29
2.1.3.2. Double Staining Calisma Soliisyonu .............cccccververnnene. 29
2.1.3.3. MTT Soliisyonunun Hazirlanmasi.............ccceeeveriivennenne. 30
2.1.3.4. PBS Hazirlama..........cccoooiiiiiiiiiiiiic e 30
2.1.3.5. SOIUSYONIAr .....coovviiiiiiiiiicicccee e 30
A €43 1 11<) s WSSOSO 30
2.2.1.  Sinir Otu EKStrakSIYONU .........ccciveiieiieiieieieesie e sn e 30
2.2.2. Bos Lipozomlarin Hazirlanmast ...........cccccviiiiiiiiciiciiicie 31
2.2.3. Sinir Otu Yiiklii Lipozomlarin Hazirlanmasi..........cccoceeviienennnns 32
2.2.4. Enkapsiilasyon Etkinligi ve Uriin Verimi .............cccooevvererrienennn, 33
2.3. Hiicre Kiiltiirii Testleri (In Vitro TeStIEr)......ccovvvevereererererererereeeeeeeeseserenens 33
2.3.1. HUCIe UrEMESi ..vvuvececeeieieieeececeeee et 33
2.3.2. HUCTE SAYIMI.....eiiiiiiiiiiiiiciieeee e 34
2.3.3. Hazirlanan Lipozomlarin Toksisitesinin Belirlenmesi .................. 34
2.3.3. 1. MTT TES coeeiiiiiiiiie e 34
2.3.3.2. Ikili Boyama Metodu ile Apoptoz ve Nekrozun
Belirlenmesi .......ccoviviiiiie 35
2.3.3.3. Hematoksilen E0zin TeSti........ccoceovrriiiieiiiiiiiiin, 36
2.4. Hazirlanan Lipozomlarin Karakterizasyon Testleri.........ccccovviiinieniiennnn. 37

Xi



2.4.1. Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) Analizi..........ccccocvvvrrinene 37

2.4.2. FTIR (Fourier Doniisimlii K1z1lOtes1) .....ccvveviiveiiiieniieeniiieiiienns 37

2.4.3. Lipozomlarin Boyut Dagilimi ve Zeta Potansiyeli ...........cccovennnne 37

2.5, IStatikSEl ANALIZ......cveveveveveeeeeeereeeieeese ettt ee et ae st et se s s seseseses 37

3. BULGULAR ..ot 38

3.1. Sinir Otu Yiiklii Lipozomlarm Enkapsiilasyon Etkinligi ve Uriin
Veriminin Hesaplanmast..........oocviviiiiiiiiiiiies e 38

3.2. Taramali Elektron Mikroskobu ile Morfolojik Karakterizasyonun

Y aAPIMAST . 39

3.3. Hazirlanan Lipozomlarin FT-IR Karakterizasyonu ............cccccocvevviivernnenne. 41
3.4. Lipozomlarin Boyut Dagilimi ve Zeta Potansiyeli Sonuglart..................... 43
3.5. Hemotoksilen E0Zin Testi........c.covviiiiiiiiiiiiiccc 44
3.6. Bos Lipozom ve Sinir Otunun Lipozomlarim I¢ine Hapsolmasi................. 46
3.7. MTT ile Toksisitenin Belirlenmesi ..........cc.ccovvviniiiiiiiiicce 47
3.8. Ikili Boyama Metodu Ile Apoptotik ve Nekrotik Indeks Sonuglart............ 50

4. TARTISMA VE SONUC ....cooiiiiiiiiiieieee 55
K AY N A K G A e 61
OZGECMIS .ottt a e reen e, 75

xii



1.1
1.2.
3.1
3.2
3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

CIZELGELER DiZiNi

Astim hastaliginin tekrarlama riski..........cccooeiiiiiii
Lipozomlarin avantajlart ve dezavantajlart ...........cccooveovriiiiiinnicnnenenn
Sinir Otunun Trakea hiicrelerinde 24 saatlik sitotoksisite sonuclari .........

Bos lipozomun Trakea hiicrelerinde 24 saatlik sitotoksisite sonuglari......

Sinir Otu Yiikli Lipozomlarin Trakea hiicrelerinde 24 saatlik

SItOtOKSISIEE SOMUGIATT. .. .eiiviiiiiiiieiee et

Sinir otu ekstraktinin Trakea hiicrelerine ait apoptotik-nekrotik indeks

700 01011 F: 1 o PSR

Bos lipozomun Trakea hiicrelerine ait apoptotik-nekrotik indeks

SOMMUGTATT. ettt ettt ettt e bt et e et e esb e e nbeesnbeenbeeas

Sinir otu yiiklii lipozomun Trakea hiicrelerine ait apoptotik-nekrotik

INAEKS SOMUGIATT ......vvviiee i

Xiii



SEKILLER DIiZiNi

EKIL Sayfa
1.1, AKCIZEr ANATOMIST ueeuviiiiiiiieiiiiie ittt 2
1.2. Astimda solunum fonksiyonunun degerlendirilmesi............cccoovvvvirviniiiiinnenn. 9
1.3.  Astim hastalarinda deri delme teSti..........ccccvvvuiiieiiiiiiiienece e 10
1.4. Nanopartikiiller (Sono Mekanik. Nanopartikiiller ...........cccocovvvieniiiniiiennne 11
1.5, LipPOZOMUN YAPIST..eiiiiiiiiiiiiiiiiiisiieniieie et 12
1.6. Lipozomlarin boyutlari..........cccciiiiiiiiiiiiiiieee 14
1.7.  Sinir otu (Milliyet. Sinir Otunun Faydalari..........cccooooviiiiiiii 23
2.1, Kuru Sinir ot fotoZrafl...cc.coiiuiiiiiiiiiiie i 31
2.2. Calismada kullanilan Evaporator ............cccooveeiiiiiiiiie e 32
2.3. Ince film tabakastyla lipozom OlUSUMU ........c.cevvecveriererirecreieieeie e, 32
2.4, LipOZOM OIUSUIMIUL.....oviiiiiiiieiiiie ittt 33
2.5. Trakea RUCTESI .......cocvviiiiiiiicii 34
3.1.  Sinir otu yliklenmeyen bos lipozomlarin goriintlisii ..........ccoovvveviiveiiniiciienn. 39
3.2.  Sinir otu ylkli lipozomlarin gorintlisii ...........covvriereiiiniciieie e 40
3.3.  Bos lipozomun FT-IR spektrum okunmasindaki pik degerleri....................... 41
3.4. Sinir otu yiiklii lipozomun FT-IR spektrum okunmasindaki pik degerleri..... 41
3.5.  Sinir otu yiiklii lipozom ve bos lipozomun karsilagtirilmast.............ccocevenee. 42
3.6. Lipozomlarin boyut dagilimi.........cccocveiiiiiiiiiiiiiiicece e 43
3.7. Lipozomlarin zeta grafifi........cccceririiiiiiiiieiieie e 43
3.8. Bos lipozomun Trakea hiicrelerinde hemotoksilen ve eozin ile boyanmasi ... 45
3.9. Bos lipozomlarin ve sinir otu yiiklii lipozomlarin 151k mikroskobu

GOTUNTUSTL ...ttt 47
3.10. Hoechst 33342 ve Propidyum iyodiir boyalar1 kullanilarak yapilan ikili

boyamadan elde edilen Trakea hiicresine ait apoptotik ve nekrotik hiicre

FOtOZIATIATT. ..o 51
3.11. Hoechst 33342 ve Propidyum iyodiir boyalar1 kullanilarak yapilan ikili

boyamadan elde edilen Trakea hiicresine ait apoptotik ve nekrotik hiicre

FOLtOGIATTATT. . 52

Xiv



3.12. Hoechst 33342 ve Propidyum iyodiir boyalar1 kullanilarak yapilan ikili
boyamadan elde edilen Trakea hiicresine ait apoptotik ve nekrotik hiicre

FOOZIATIATT. ...

XV



mg
mL
mm
PBS
Pl
Rpm

KISALTMALAR

Miligram

Mililitre

Milimetre

Phosphate buffered saline
Propidyum 1yodiir
Dakikada devir sayisi
Yiizde

Santigrat Derece
Mikrogram
Mikrolitre
Santimetre
Santimetre Kare

Gram

XVi



1. GIRIS

Akcigerlerin temel gorevi, burun ve agiz yolu ile alinan havanin etkili bigimde
dagitilarak, akcigerlerdeki kanin oksijen karbondioksit gazi degisimini saglayip viicut
dengesini korumaktir. Akciger hacminin %85’ini gaz degisiminden sorumlu
parankima yapilar1 (alveolar keseler, alveollar ve alveol keseleri baglayan yapilar) ve
% 6-10 civarinda hacmini ise brons ve bronsiyoller, geri kalan kismin1 da sinir aglari
ve vaskiiler dokular olusturup, viicut dengesini solunum yolu ile korur (Gehr, 1984;
Plopper, 1996). Iki islevsel bolgeye sahip olan insan solunum sistemi, havanin
iletimini saglayan iletim bdlgesi ile solunumu saglayan solunum boélgesinden olusur.
Iletimi saglayan; burun boslugu ve baglantili siniisler, yutak, girtlak, soluk borusu,
brons ve bronsiyollerden olusup ve solunan havanin filtrelenmesini saglar (Crystal,

1997). Iletimi saglayan hava yollar1 ise soluk borusu ve terminal bronsiollerden olusur
(Plopper, 1996).

Akcigerlerde bir ilacin optimal absorpsiyon 6zellikleri, ilacin etki yerine baglidir. Belli
bir bolgeye etkili olan ilaglar icin, ila¢ absorpsiyon siireci, ilacin akcigerlerdeki
etkisinin ortadan kaldirilmasini ve sonug olarak sonlandirilmasinin yani sira yan
etkilerin baslamasini da belirleyebilir. Pulmoner dagitim i¢in ilaglar gelistirildiginde,
etki bolgesine bakilmadan hem akciger dokususunda tutulmasina hem de gegirgenligi
dikkate alinmalidir. Ust solunum yollarinin temel islevi alveollere hava
sirkiilasyonunu saglamak, alinan havay1 nemlendirmek ve gerekirse 1sitmak, yabanci

maddelerden arindirmaktir (Kimoff, 2005).

Astim, gdgiiste daralma, hirilti, oksiiriikk ve nefes darlig1 seklinde kendini gosterip
hastalarinin yaklasik %75’inde atopinin eslik ettigi ve c¢ok faktorlii zemine sahip
kronik bir solunum rahatsizligidir (Amerika Akciger Dernegi 2014;DS0,2007).
Aragtirmalar; solunum bozuklugu olan astimin, kadinlarda erkeklerden daha yaygin
oldugunu, ¢ocuklarda ise astim prevalansinin erkeklerde kizlara gore daha yiiksek
oldugu saptanmistir (Vozoris, 2011). Cocukluk doneminin en sik goriilen kronik

rahatsizligidir. Astim, ise ve okula devamsizligin ana sebeplerinden olup, 15 yasin



altindaki ¢ocuklarin hastaneye yatirilmasindaki 6nde gelen nedenlerdendir (Amerika

Akciger Dernegi, 2014).

Atopik fertler astimi gelistirmeye daha egilimlidirler ve astim yayginligiin ¢cogu 6zel
alerjilerle iliskilendirilebilir (Amerika Akciger Dernegi, 2008. Alerjik hastaliga
genetik yatkinligi olan tiim bireyler astim gelistirmez bununla birlikte tim astim
hastalar1 da algilanabilir sekilde yiiksek alerjik tepkilere sahip degildir. Astim
gelisiminde; normalinden yiiksek immiinoglobulin E (IgE) seviyesi, mast
hiicrelerindeki yiiksek alerjik mediator salgilanmasi, akcigerlere eoizonofillerin

sizmasi, hava yollarinda iltithaplanma rol oynamaktadir.

Akcigerlerdeki kronik iltihaplanmanin azaltilmasi, iltihaplanma Onleyici ajanlarin
kullanim1 astimin uzun vadeli kontroliiniin bir parcasidir. Yapilan ¢alismalarda hem
aile temelli hemde ikizlik durumu astimin karmasik bir genetik hastalik oldugunu
gostermektedir (Allen, 2003). Astim hastaliginda genellikle gen ve ¢evre
etkilesimlerinden kaynaklandigi distniiliir. Astimin tetiklenmesinde birka¢ risk

faktorii vardir (Sekil 1.1).
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Sekil 1.1. Akciger Anatomisi (https://ahmetalpman.com/akcigerin-anatomisi/)
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1.1. Astimda Risk Faktorleri

1.1.1. Astimda Tiitiin Kullanimi

Diizenli sigara i¢iminin astim gelisiminde risk faktorii tasidigi ve sigara igen kadinlarin
ozellikle risk altinda oldugu gozlemlenmistir. Sigara icen bireylerde astim kontroliiniin
saglanmasi, sigara igmeyen bireylere gore daha zor oldugu gézlemlenmistir (Rabe vd.,
2004; Vozoris vd., 2011, Cerveri vd., 2012; To vd., 2012). Sigara igmek ile astimin
arasinda agik bir iliski oldugu diistiniilmektedir. (Flodin vd. 1995; Toren vd.,1999;
Plaschke vd,, 2000; Chen vd., 2002; Piipari vd., 2004).

Dogum oncesinde ve dogum sonrasinda pasif dumana maruz kalmanin etkisini
inceleyen 76 kisilik ¢alismanin sistematik incelenmesi ve meta-analizi, dogan
cocuklarda astim riskinin %21 ila %85 arasinda arttigini bildirmistir. Cocuklukta pasif
dumana maruz kalmip yetiskinlige gelindiginde astim gelisme riskinin arttifiyla

iliskilendirilmistir (Skorge vd., 2005).

1.1.2. Astimda Kirlilik

Disardaki ve igerdeki hava kirliligine maruz kalmak hem astimin gelisiminde hem de
astim semptomlarinin tetiklenmesinde ciddi bir risk faktorii olmaya devam etmektedir
(Jung vd., 2012). Akut veya kronik hava kirliligine maruz kalmanin, pulmoner
sistemin kii¢lik tahrisinden, kronik solunum morbiditesini etkileyerek olumsuz saglik
durumlarma (astim, KOAH, kalp hastaligi, akciger kanseri ve 6liim) neden olmaktadir
(Burnett vd., 1998; Andersen vd., 2012; Souza vd., 2012; Ko vd., 2012; Lavigne vd.,
2012; Wellenius vd., 2012).

Cevresel miidahalerle i¢ mekanlardaki alerjen ve kirletici maruziyetlerin azaltildiginda
astimda da belirgin bir diizeyde iyilesme oldugu iliskilendirilmistir (Morgan vd., 2004;
Eggleston vd., 2005). Cocukluk astiminda diger risk faktorleri olarak ise diyet ve
beslenme faktorii, asir1 beslenme, yetersiz D vitamini ¢ocuklarda hem astimi hemde
astim morbidite riskini arttirtigi gézlemlenmistir (Keet vd., 2011, Matsui vd., 2009;
Wu vd., 2012).

1.1.3. Astimda Obezite

Obezite insanlarin astim riski, fenotip ve hastaligin tahmini iizerinde 6nemli bir etkiye

sahiptir. Calismalar obez hastalarda astimin goriilme riskinin daha yiiksek oldugunu



ve astiml1 obez hastalarda saglik durumunun bozuldugunu gostermektedir. Hem obez
hem de astim olan bireylerde daha fazla semptom g6zlenir, yasam kalitesi kotiilesir ve
artan saglik sorunlari, siddetli astim ataklar1 goriilir (McCormack vd., 2009; Sousa
vd., 2012).

1.1.4. Asttmda Mikroplar

Astim patogenezinde bakteriyal ve viral enfeksiyonlar 6nemli faktorler olup, astim
hastalariin mukozal ve sistemik bagisiklik savunmasinin bir sonucu olarak bu tiir
enfeksiyonlara kars1 daha duyarli oldugu belirlenmistir. Hava yolundan gelen bakteri
ve bagirsak mukozal bakteriyel kolonizasyonu, hastanin savunma mekanizmasinda
onemli bir rol oynamaktadir. Hem konakg1 faktorler hem de enfeksiyonlar nedeniyle
astimin ilerlemesine neden olurlar (Fuchs vd., 2013). Cocuklarda solunum yollarinda
goriilen ve enfeksiyonlara neden olan en yaygin viriisler insan rinoviriisleri (HRV’ler),
solunum sinsityal virlisi (RSV), grip ve parainfluenza viriisleri, koronavirts,
adenoviriis, insan metapnomoviriisii ve son olarak da bokaviriistidiir (Kieninger vd.,
2013; Xepapadaki vd., 2012; Sly vd., 2008). Fuchs ve von Mutius tarafindan yapilan
son incelemede, ¢ocuklukta olusan astim gelisiminde viriis ve bakterilerin rolii i¢in bir
kuram onerilmektedir (Fuchs vd., 2013). Astimin gelisimine neden olan 4 6nemli

bilesen sdyle tanimlanir:

1. Degistirilmis hava yolu fonksiyonu ve mekanigi
2. Bozulmus mukozal bagisiklik tepkileri

3. Bozulmus sistemik bagisiklik tepkileri

4. Atopik duyarlilagsma

Bu nedenler, annenin ve yavrularinin genetik arka planim etkileyip, tiitlin dumant,
antibiyotik kullanimimnin fazlaligi, enfeksiyonlar, mikrobiyal ortamlar gibi ¢evresel
maruziyetlere bagl olarak dogum Oncesi astim hastaligini olusturabilirler (Fuchs vd.,

2013).

1.1.5. Astimda Hijyen Faktorii

Astimda hijyen hipotezi ilk olarak 1989’da Strachan tarafindan ele alinmistir
(Strachan, 1989). Bu hipotez son birkag¢ on yilda sanayilesmis diinyada ilerleyen astim
ve alerjik hastalik siklig1 gosteren biiylik epidemiyolojik verilere dayanmaktadir. Buna

ek olarak, daha Once yaygin olarak goriilen enfeksiyonlar ve gesitli cevresel



mikroorganizmalara karsin artan antibiyotik kullanimi, hijyen ve kentlesme ile birlikte
cocuklarda olusan maruziyetler azaltilmistir. Hijyen hipotezi ile yapilan arastirmalarin
dikkat ¢eken bulgularindan biri, viicuttaki patojenler tarafindan immun sistemin tekrar
tekrar uyarilmasinin, alerjik hastaliklarin gelisiminde ©Onemli bir role sahip
olmasidir.Bakteriyel antijenlere erken maruz kalmanin koruyucu bir rolii olsa da,
hassas bireylerde hem Gram-negatif (LPS) hem de Gram pozitif (siiperantijen)
bakteriyel antijenlere maruz kalip inflamatuar yanitlar1 destekleyerek hastaligin
siddetinde artisa neden olabilecegi de goriilmiistiir. Patojenlere karsi bagisiklik
yanitinin sonucunu belirleyen faktorler arasinda antijenlere maruz kalma yolu ve
siiresi, hastanin genetik ge¢misi ve doz miktarlar1 vardir (Edwars, Barlett, Hussel,

Openshaw ve Johnston, 2012; Bufford, Gern, 2005).

1.1.6. Astimda Stres

Elde edilen kanitlarda psikososyal stres ile astim ya da astim morbiditesi arasinda bir
iliski oldugu bilinmektedir. Mevcut bulgular; davranigsal, otonom, néroendokrin ve
strese yanit veren immiinolojik tepkileri diizenleyen genlerin metilasyonunda ve
ekspresyonundaki degismeleri dahil ederek bu sorunlarin altinda yatan potansiyel
nedenleri de gdstermektedir. Kronik strese sahip olan gengler travma dncesi ve sonrasi
stres bozukluguna ve de astima egilimli duyarlilik genlerinin var oldugunu gosteren

kanitlar da vardir. (Rosenberg, Miller, Brehm ve Celedon, 2014).

1.1.7. Astimda Genetik

Astim kompleks bir genetik bozukluktur. Cevresel maruziyetlere ilave olarak genetik
faktorlerin astimin baslangicinda, siddetlenmesinde ve tedavisi tizerinde 6nemli bir
rolii vardir (Duffy, Martin, Battistutta, Hopper ve Mathews, 1990; Koppelman, Los ve
Postma 1999). Son yillarda astimda dahil olmak iizere yaygin olan kompleks
hastaliklarin genetik bazlarini arastirmak {izere genom c¢apinda iliski calismalari
(GWAS’lar) yapilmistir (Altshuler, Daly ve Lander, 2008; McCharty, Abecasis ve
Cardon, 2008). Bir kisinin yasadig1 popiilasyona bakmak astim hastaliginin kalitsal bir
ozellik oldugu hakkinda ipuglar1 verir. ilk olarak hastaligin olusumunda cografi ve
wrksal farkliliklar vardir. Ikinci olarak ise astimli ebeveynlerin yavrularinda da astim

riski tasimasidir (Asher, Montefort, Bjorksten, Lai, Strachan ve Weiland, 2006).



Astim siddetini semptom sikligi, akciger fonksiyonun islevi ve hava yolu iltihabi
parametreleri etkiler. Bir kisinin ailesinde siddetli astim hastalig1 var ise o kiside de

siddetli astim gelisme olasiligiin yiiksek oldugunu gosterir (Thomsen, Vander Sluis,

Kyvik ve Backer, 2012; Cizelge 1.1).

Cizelge 1.1. Astim hastaliginin tekrarlama riski (Thomsen, 2015)

Etkilenen akraba Kisinin kendi astim riski (%)
Aile ge¢misi yok 5
Amca/yegen/kuzen 10

Uvey kardes 10

Kardes 225

Bir ebeveyn 25

Cift yumurta ikizi 35

Iki ebeveyn 50

Tek yumurta ikizi 75

1.1.8. Cinsiyet

Astim hastaligimin yaygmnhigi c¢ocukluk doneminde erkek c¢ocuklarinda kiz
cocuklarindan 2 kat1 daha fazla goriilmektedir. Cocukluk déneminden ergenlik ve
yetiskinlige dogru gidildik¢e farkin kapandigini yetiskin kadinlarda daha sik
goriildiigii bilinmektedir. Astim hastalarinin hastaneye yatma durumunun kadinlarda
erkeklere gore 3 kat fazla oldugu bilinmektedir ve menapozda hastaligin azaldig
goriilmektedir. American Lung Association, 2020; Astim Tani1 ve Tedavi Rehberi,
2020; GINA, 2021; Olgun ve digerleri, 2007; Tiirkiye Kronik Hava Yolu Hastaliklar
Onleme ve Kontrol Programi, 2018-2023).

1.1.9. Alerjenler

Astim hastaliginda kuvvetli bir risk faktorii olarak alerjenler yer almaktadir. Bu risk
faktorii; alerjene, alerjenin dozuna, alerjenin maruziyet siiresine, kisinin yasina baglh
oldugu bilinmektedir. Alerjenlerin yas ilerledik¢e astim goriilme sikliginin arttirdigi

ve astim ataklarina neden oldugu bilinmektedir. American Lung Association, 2020;



Astim Tan1 ve Tedavi Rehberi, 2020; GINA, 2021; Olgun ve digerleri, 2007; Tiirkiye
Kronik Hava Yolu Hastaliklar1 Onleme ve Kontrol Programi, 2018-2023).

1.1.10. Diyet

Astim hastaliginda anne siitii ve kisinin yaptig1 diyet ile astim hastaliginin iligkisi
arastirilmustir. Inek siitii ile beslenen ¢ocuklarim, anne siitii ile beslenen ¢ocuklara gore
astim prevalansi incelendiginde inek siitii ile beslenen ¢ocuklarin erken ¢ocukluk
donemlerinde hisiltili solunum yasadiklart belirlenmistir. Diyeti omega-3 yag asiti
tarafindan zengin olan insanlarda astim belirtilerinin daha az oldugu goriilmiistiir.
Yiiksek meyve ve sebze tiiketen insanlarin da astim hastaligina daha az yakalandigi

bilinmektedir (Amerikan Akciger Dernegi, 2014).

1.1.11. Mesleki Maruziyet

Endiistri olarak ilerlemis tilkelerde en yaygin hastaliklardan biri mesleksel solunum
sistemidir. Is ortaminda maruz kalian etmenler nedeniyle olusan bu astima mesleksel
attm denir. Mesleksel astima neden olan dort yilizden fazla alerjen oldugu
bilinmektedir. Tozlara, kimyasal dumana, buhara, kiiflere maruz kalinmasi astimin ilk
gelisme basamagi olup insanlarin hobileri ve yaptig1 meslekler nedeniyle hastaligin

tanis1 koyulabilmektedir (Celik, Soyer ve Aydin, 2020)

1.2. Astim Hastaligimin Belirtileri

Astim hastaligina neden olan iki temel faktor vardir. Konaker faktorler ve bagisiklik
sisteminin gelisiminde rol oynayan cevresel faktorlerdir. Astim bu iki faktoriin
etkilesimine dayanan karmasik bir hastalik olarak bilinmektedir (Anonim, 2007).
Astim hastaligimin bir yas dilimi yoktur hayatin herhangi bir asamasinda meydana
gelebilir. Ik astim belirtileri erken gocukluk déneminde goriilebilir (The Global
Asthma Report (TGAR), 2018). Semptomlar kisiden kisiye farklilik géstemektedir.
Hastaligin ilerlemesi ve belirtileri bireyin yasamina, ¢evresel faktorlere, genetigine

bagli olarak degisebilir.

Astim belirtisi olarak hirilti, nefes darligi, gogiiste sikisma ve Oksiiriik vardir. Astim
hastaligi, hava yolunun tikanmasi, hava yolu duvarlarinin daralmasi ve balgam artis1

ile sonuglanir. Astim bir¢ok faktore gore tetiklenebilir ve siddetlenebilir. Astim



hastalar1 uygun ila¢ dozlariyla herhangi bir kisitlama getirmeden hayatlarina devam
edebilirler. Astim hastaliginda doktorlarin 6nerdigi sekilde ilag kullanmak, sigarayi
birakmak, diizenli egzersiz yapmak ve saglikli beslenmek astim hastaliginin

kontroliinii kolaylastirabilmektedir (Diinya Astim Giinii Basin Bildirisi, 2019).

1.3. Astim Tani1 Yontemleri

Astim hastaligindaki bulgular genellikle Kronik Obstriiktif Akciger Hastaligi (KOAH)
veya yaslilikta gozlemlenen solunum sikintilar1 ile karigtirilmaktadir. Astim
tedavisinin basarili bir sekilde gergeklesmesi ic¢in taninin dogru zamanda konulmasi
Oonemlidir. Astim ataklarinin siklig1 ve siddeti kisiden kisiye degismektedir. Astim
tanisi; anemnez, fizik muayene, solunum fonksiyonlariin degerlendirilmesi, deri

delme testi ve laboratuvar tetkikleri ile konulmaktadir (Birol ve Siit¢ii, 2020).

1.3.1. Anamnez

Astim ataklar1 kisiden kisiye biiyiik ol¢lide degistigi icin hastanin detayh bir sekilde
ailesi, ¢evresi ve is Oykiisii ele alinmalidir. Anamnezde, hastanin atak yasarken nefes
darlig1, hiriltis1, gégiiste baski hissi ve 0kstiriik gibi bulgularin varligi sorgulanmalidir.
Ailede astim dykiisiiniin olmasi hastalarda taniy1 koymaya yardimci olmaktadir. Astim
hastalarinda ataklarin giin i¢inde veya mevsimsel degisiklik gosterdigi, dis ortamlarda
ki hava kirliligi, egzersizler ve rahatsiz edici kokular gibi faktorlerin geceleri artmasi
astim tedavisini etkileyebilir. Tetikleyici etkenlere maruz kalindiginda artan
semptomlar, gece ya da sabaha kars1 ataklarin alevlenmesi olarak bilinmektedir (Birol
vd., ve Olgun vd., 2017).

1.3.1. Solunum Fonksiyonlarinin Degerlendirilmesi

Astim hastaliginin tani ve takibinde solunum fonksiyon testleri en énemli araglardir.
Solunum fonksiyonlarinin o6lgiilmesi astim hastaliginin tanisinin desteklenmesini
saglar. Hastada tikaniklik her zaman olmayabilir ve test sonuglar1 da normal ¢ikabilir.
Bu durum astim olmadigin1 gostermez. Solunum fonksiyonlar: testlerinin amaci
hastanin astim seviyesini ve tanisini belirlemektir (Sekil 1.2). Testin diizenli olarak

yapilmasi onerilmektedir ve belirtiler goriildiigiinde yilda birkag kez tekrarlanmalidir

(Celik vd., 2020).



Sekil 1.2. Astimda solunum fonksiyonunun degerlendirilmesi

(https://www.medicana.com.tr/saglik-rehberi-detay/12541/solunum-fonksiyon-testi-
sft /)

1.3.2. Deri Delme Testi

Deri delme testi, alerjik astimda siiphelenilen alerjenlerin tanimlanmasi amaciyla
yapilan bir testtir. Deri delme testinde negatif ve pozitif kontroller kesinlikle
kullanilmalidir. Test yapilmadan dnce steroid, antihistaminik ve antidepresan kullanip
kullanilmadigr sorgunlanmalidir eger kullaniliyorsa belli bir zaman Onceden
birakilmalidir. Deri delme desti her yastaki hastaya yapilabilir (Sekil 1.3). Deri delme
testlerinde negatif kontrolde kabariklik géziikmez. Kabarikligin cap1 >3 mm veya daha
fazla ise test pozitif olarak kabul edilir (Eigenman, Atanaskovic-Markovic, O’B
Hourihane, Lack, Lau ve Matricardi, 2013; Norrman, 2009).


https://www.medicana.com.tr/saglik-rehberi-detay/12541/solunum-fonksiyon-testi-sft%20/
https://www.medicana.com.tr/saglik-rehberi-detay/12541/solunum-fonksiyon-testi-sft%20/

Sekil 1.3. Astim hastalarinda deri delme testi

(https://www.koruhastanesi.com/yetiskin-alerji-testi-deri-prick-testi-1684-5/)

1.3.3. Laboratuvar Teknikleri

Hastada astim siddeti arttikga Immunoglobulin E miktar1 artmaktadir. Hastadan alinan
kan ve balgam orneklerinde ki eozinofil sayisindaki artis astim tanisini destekler.
Kandaki Immunoglobulin E miktar1 astim hastaliginin fenotipinin belirlenmesinde
yardimei olur (Birol vd,., 2020).

1.4. Nanopartikiil

Nanopartikiiller; boyutlart 10-1000 nm aralifinda bulunan partikiillerdir.
Nanopartikiiller ilac1 hapsedebilir, kapsiilleyebilir veya bir nanopargacik matrisine
baglayabilir (Langer, 2020; Bhadra, Bhadra, Jain ve Jain, 2002; Kommareddy, Tiwari
ve Amiji, 2005; Lee ve Kim, 2005). Elyaf ve tekstil, adli tip, uzay, hastalik tedavileri,
elektronik, nanoteknoloji ve tarimda genis 6lglide kullanilmaktadir. Nanoteknolojinin
tipta kullanilmasi nanotip kavraminin kullanilmasina neden olmustur. Simdiye kadar
nanopartikiiller, nanokapstiller, misel sistemler gibi nanotip kavramlar: gelistirilmistir.

Bu kavramlar ilacin biyoyararlanimini, ilacin yar1 Omriinii uzatir. En biiylik
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avantajlarindan biri ise nanoteknoloji ile hedeflenen ila¢ salimi yapilabilmeleridir

(Suphiya, Ranjita, Sanjeeb ve Sahoo, 2012, Sekil 1.4.).

Sekil 1.4. Nanopartikiiller (Sono Mekanik. Nanopartikiiller

https://www.sonomekanik.com/ultrasonik_nano_boyutta_dagitmak.php / Erisim
Tarihi: 25.02.2023

Hedeflenen ila¢ dagitimi ya pasif hedefleme yontemi ile ya da aktif hedefleme
yontemiyle gerceklesir. Pasif hedefleme yoOntemi genellikle tiimor veya iltihaph
dokular gibi hastalikli dokularin tedavisinde kullanilir. Aktif hedeflemede ise
reseptére Ozgli ligandlarin  konjugasyonu gereklidir. Konjuge nanotasiyicilar;
fizyolojik sorunlarin tistesinden gelebilir, farkli dokulara erigebilir. Nanopartikiillerin
dagitim sistemi olarak kullanilmasindaki temel amag; parcacik boyutunu, ylizey
Ozelliklerini ve aktif ajan salinimini kontrol etmesidir (Maeda, Bharate ve Daruwalla,
2009; Gulloti ve Yeo, 2009).

1.5. Lipozom

Lipozomlar ilk olarak Alec Bangham ve arkadaglar1 tarafindan kesfedilip elektron

mikroskobu ile incelenmistir (Bangham ve Horne, 1964). Kesfedildikten 10 y1l sonra
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Gregory Gregoriadis biyoterapotik ilaglarin  lipozomlara hapsedilebilecegini
gostermistir (Gregoriadis, 1976; Gregoriadis, 1974, Gregoriadis 1973). Lipozom
kelimesi Yunanca bir kelime olup yag anlamina gelen “’lipos’” ve viicut anlamina

gelen “soma’’ dan tiiremistir (Gujrati, Sharma, Pandit ve Mahajan, 2019, Sekil 1.5).

A) KONVANSIYONEL LIiPOZOM : B) PEG’LIi LiPOZOM

HIDROFOBIK KARGO

GENETIK
MATERYAL POLIETILEN GLIKOL
(PEG)
HIDROFILIK
KARGO

FOSFOLIPIT

GORUNTULEME
ATANI

<—— ANTIKOR
<—— PROTEIN

%h PEPTIT

i,

: '\ KUCUK MOLEKUL

S

AT
~, (e )2
/ E\
HEDEFLEME ——— > g
LiGAIﬂ)LARI\§

C) COK FONKSIYONLU LIiPOZOM D) LIGAND HEDEFLI LIPOZOM

<——— KARBOHIDRAT

Sekil 1.5. Lipozomun yapis1 (Nizam, 2021)

Lipozomlar yapay veya dogal fosfolipidlerden olusan ¢esitli boyutlara sahip yapay
vezikiillerdir (Akbarzadeh,2013). Lipit c¢ift tabakasina ve sulu ¢ekirdekten olusan
hiicre zarina benzer bir yapiya sahiptir. Lipozomlarin formiilasyonlarina bagli olarak
boyut, lipit bilesimi ve yiik bakimindan farklilik gosterebilirler. Biyolojik olarak
uyumludurlar ve az toksikdirler bu sebeple tiim bu o6zellikler lipozomlar: ideal ilag
tastyicilart yapar (Allen, 1997). Lipozomlar, morfolojik olarak hiicre zarlarina
benzediginden ve ¢esitli maddeleri birlestirebildiklerinden ideal ilag tasiyici sistem
olarak goriinmektedirler. In vitro ve in vivo ¢alismalarda da hem biyolojik hem de
teknolojik avantajlari nedeniyle bugiine kadar bilinen en basarili ilag tasiyict sistem

olarak kabul edilirler (Felice, Prabhakaran, Rodriquez ve Ramakrishna, 2014).

iki katmanli yapilara lipozom, tek katmanli yapilara ise misel denir (Vyas ve Khar,
2007). Lipozomlarin boyutlar1 degisebilir fakat ilag verme hedefindekiler i¢in genelde
40-500 nm boyutu tercih edilir (Etheridge, 2013). ila¢ yiiklenen lipozomlarin
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boyutlarina dikkat edilmelidir ¢ilinkii boyutlar1 tedavi boyunca ilag tasiyicisinin
salimimin1 ve basarisini etkiler (Nagayasu, Uchiyama ve Kiwada, 1999). Yakin
gegmiste, lipozomlar; antibiyotiklerde (Marchianoa, Matosb, Pertierraa, Gutierrezb ve
Blancolopeza, 2020; Cha, Son ve Ryu, 2019), genlerde (Chunyan, Zhang, Zhu, Guo,
Sun, Chen ve Deng,2020; Rodrigues, Kanekio ve Singh, 2020). Antifungallarda
(Bezerra, Alencar Junior, Honorato ve Santos, 2020; Oliveira, Nakamura, Correa,
Petrilli, Vianne Lopez, Nakamura ve Velty,2020) anti-enflamatuar (Zhang, Wei Du,
Ying, Zhao, Zhang, Zhang, Yin ve Xinsong,2020; Zhang ve Michniak-Kohn, 2020).
Anti-kanser ilaglarinda (Bai, Fei, Ying, Miao, Du, Zhang, Yang ve Liu, 2020; Li, Tan,
Liu, Liu, Fank, Rao, Yuanyuan, Yang ve Liu, 2020). Farmasétik ve biyoloji gibi tibbi

alanlarda kullanilmaktadir.

1.6. Lipozomlarin Fizikokimyasi

Lipozomlar icerdigi bilesenlerin dogasi, boyutlarina, yiizeydeki yiiklerine ve lipid
organizasyonuna baglidir (Euliss, DuPont, Gratton ve DeSimone, 2006). Lipozomlar
fosfolipidlerden, hidrofilik bir basliga ve iki apolar hidrofobik zincire sahip amfifilik
molekiillerden olusur. Lipozomdaki fosfolipidler amfipatik oluslari nedeniyle sulu
cozeltilerin i¢inde dagilirlar ve zar olusturmaya yonelik giiclii bir egilim gosterirler

(Papahadjopoulos ve Kimelberg, 1973).

1.7. Ila¢ Dagitiminda Lipozomlar

Lipozomlar ilk lkez 1960’da tanimlanmalarindan bu yana, uzun siiredir ilag dagitim
araclar1 olarak taninmaktadir. Lipozomlar biyouyumluluklar1 ve biyobozunurluklar
nedeniyle ilag dagitimi i¢in uygundurlar ve giivenli nano-tasiyicilar olarak kabul
edilirler. Lipozomlar biyouyumlu olmalarina ek olarak, lipozomlar hem hidrofilik hem
de hidrofobik ilaglar1 icerme yetenegine sahiptirler. Lipozomdaki bir molekiiliin
kapsiillenme etkinligi, polaritesine ve lipozomal zardaki yerini belirleyen boliinme
katsayisina baghdir. Ilag eger dogasi geregince hidrofobik ise lipozomda asil
hidrokarbon zincirinde bulunur. Eger polar/hidrofilik ise sulu cekirdekte veya
lipozomun polar bas gruplarinin yakininda, su-lipit arayliziiniin bitisiginde olma

egilimindedir (Mohan, Narayanan, Sethuraman ve Krishnan, 2014).
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1.8. Lipozomlarin Siniflandirilmasi

Lipozomlarin hazirlanmast i¢in kullanilan bir¢ok farkli yontem vardir. Uygun
yontemin se¢imi birka¢ faktore baghidir: (Gomez-Hens ve Fernandez-Romero, 2006;
Mozafari, Johnson, Hatziantonioo ve Demetzos,2008; Wagner ve Vorauer-Uhl, 2011).

1) Lipozomu olusturan bilesenlerin ve yiiklenecek ilacin fixikokimyasal dzellikleri,
2) Yiiklenen maddenin toksisitesi ve konsantrasyonu,

3) Lipozomlarin dagildigi ortam tipi,

4) Lipozomlarin uygulanmasi veya teslimi sirasinda ilave islemler

5) Basarili uygulama i¢in istenen boyut ve yarilanma émri,

6) Klinik amagh biiyiik 6lgekli tiretim ve iyi {iretim uygulamalari gibi birkag faktore

baghdir

Lipozomlarin hazirlanma yontemlerine gore bir veya daha fazla katman igeren farkli
tipleri vardir. Lipozomlar yapilarina gore ¢ok lamelli vezikiiller (MLV’ler, 0,1-15
um), kiiciik tek lamelli vezikiiller (SUV'ler, 25—50 nm), biiyiik tek lamelli vezikiiller
(LUV'ler, 100 nm-1 pum), dev tek lamelli vezikiiller (GUV'ler, 1,0-200 pm) ve
multivesikiiler vezikiiller (MVV'ler, 1,6-10,5 um) olarak siniflandirilir (Agustina ve
Juan, 2005) (Sekil 1.6). Vezikiil boyutu lipozomlarin hedef bdlgedeki dolasim yar1
omriiniin belirlenmesinde 6nemli bir parametredir, ¢ift tabakalarin hem boyutu hem

de sayist ilag kapsiilleme miktarini etkileyen parametrelerdendir.

Vi1 7

SVRTE, N7 ST,
S, SN S v
g e AT S i Y =4 et
- v . ——— - (= \ ) =
[ == =% SSC=s =2 Yy ==
= &5 RS ) S
v S b o L AN 2. A\ J &

SRS AR R T

LAl AN D eyt eving
Suv LUV MLV MVV

Cap <30 nm 30-100 nm

Sekil 1.6. Lipozomlarin boyutlar1 (Kirtil, Oztop; 2014)

1.9. Lipozom Hazirlama Yontemleri

Uygun bir lipozom formiilasyonu yonteminin en temel amaci, ilag yakalayabilme

veriminin yliksekligi ve triinlerin uzun vadeli stabilitesi oldugundan kiigiik boyutta
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lipozomlar elde edilmelidir. Lipozom hazirlama yontemlerinde genel prosediir ilk
olarak lipidin hidratlanmasi, daha sonra partikiiller boyutlandirilarak kapsiillenmis
ilacin ¢ikarilmasini igerir. Lipozomlarin hazirlanmasinda iki yontem vardir: Pasif
yiikleme ile mekanik dispersiyon yontemleri ve aktif yiikleme yontemidir. Lipozom
hazirlanmasinda stk  kullamilan yontemler; ince film hidrasyon yoOntemi,
mikroemiilsifikasyon, sonikasyon, membran ekstriizyonu, dondurarak ¢6zme yontemi,
eter enjeksiyon yontemi, etanol enjeksiyon yontemi, ters fazli buharlastirma yontemi,
dehidrasyon-rehidrasyon ve kalsiyum kaynakli fiizyon yontemidir (Nidhal ve Athmar,
2012; Anwecar ve Patel, 2011; Sirisha ve Bhavaniharika, 2012; Sipai ve Vandana,
2012).

1.9.1. ince Film Hidrasyon Yontemi

Ince film prosediirii en yaygin lipozom olusturma yéntemidir. Bu ydntemde;
diklorometan (Chanda ve Das, 2011) kloroform (Aukunuru ve Joginapally, 2009; Devi
ve Kumar, 2011; Jadhav ve Nagarsenker, 2011) etanol (Achim ve Precup,2009) ve
kloroform-metanol karisimi (2:1 v/v; 9:1 v/v; 3:1 v/v) (Bhatia, 2004; Da Costa ve
Moraes, 2003; Ghanbarzadeh ve Valizadeh, 2013) gibi organik ¢oziiciiler kullanilir.
Coziicti eklenip 45-60 °C sicaklikta vakum altinda buharlastirilarak ince ve homojen

bir lipid filmi olusturulur (Chanda vd., 2011; Channarong ve Chaicumpa, 2011).

Hidrasyon adimi sirasinda damitilmis su (Chanda vd., 2011; Hwang ve Lee, 2007),
fosfat tamponu ¢ozeltisi (Divakar ve Kumar, 2013), fosfat salin tamponu (Devi ve
Kumar, 2011; Kumar ve Badde, 2010) veya normal salin tamponu kullanilir (Achim
vd., 2009; Bhatia, 2004) Hidrasyon sirasinda siire 60-70 °C sicaklikta 1 saatten 2 saate
kadar degisebilir (Chanda vd., 2011; Channarong vd., 2011).

1.9.2. Enjeksiyon Yontemleri

Eter Enjeksiyon Yontemi:

Eter enjesiyon yonteminde lipit ¢Ozeltisi, kapsiillenecek malzemenin sulu bir
cozeltisine eter veya dietil eter/metanol karisimi i¢inde ¢oziilmesiyle yapilir. Diisiik
basing altinda organik ¢oziicii uzaklastirilmasi sonucunda lipozomlar olusur (Kumar

vd., 2010; Sipai vd., 2012).
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Etanol Enjeksiyon Yontemi:

Etanol enjeksiyon yonteminde, lipit ¢ozeltisi nceden hazirlanmig damitilmis su veya
TRIS-HCI tamponuna hizla enjekte edilir. Etanol enjeksiyonunda ilacin lipozom
vezikiiliiniin i¢ine dahil olmasi hidrofilik/hidrofobik karakterine baghdir (Da Costa ve
Moraes, 2003; Kumar vd., 2010).

1.9.3. Sonikasyon Yontemi

Lipozom hazirlanmasinda sonikasyon yontemi, boyut degisimine dayanir. Sonikasyon
yontemi ile banyo tipi veya prob tipi sonikatoér kullanilarak kii¢iikk vezikiillerin
homojen dagilimi saglanir. Lipit siispansiyonunun asiri 1sinma olasiligi degrede
olmasina neden olur (Hwang vd., 2007; Prabhu ve Kumar, 2010; Lopes ve Scarpa,
2006). Banyo sonikatorleri SUV (Da Costa vd., 2003; Jadhav ve Nagarsenker, 2011;
Makhmalzadeh ve Azh, 2011; Hathout ve Mansour, 2007; Rathod ve Deshpande,
2010; Channarong vd., 2011)’un hazirlanmasinda en yaygin kullanilan aletlerdir.

Sonikasyon yontemi biiylik hacimli seyreltik lipitler i¢cin kullanilir.

1.9.4. Yiiksek Basinch Ekstriizyon Yontemi

Ince film hidrasyon yontemiyle hazirlanan lipozomlar filtreden gecirilerek
polikarbonat membranlarla yiiksek basingl ekstriizyon yonteminde lipozom boyutu
azaltilir (Nidhal vd., 2012; Raman vd., 2010).

1.9.5. Ters Fazh Buharlastirma Yontemi

Ters fazli buharlastirma yonteminde dietil eter/ izopropil eter veya dietil eter/
kloroform (1: 1 v/ v) (Da Costa vd., 2003) gibi organik ¢oziictilerle, fosfolipit igeren
kloroform/metanol (2: 1 v/ v) (Hathout vd., 2007) karigimi kullanilir. Organik faz ile
su karismamali boylece bir yag/su emiilsiyonu olugmalidir. Lipozom verimliligini
arttirmak i¢in sulu faza fosfat tampon salin (Hathout vd., 2007; Mishra ve Gupta, 2007)
veya sitrik-Na2HPO4 tampon (Da Costa vd., 2003) eklenir. Lipozomlarin olusmasi
i¢in organik ¢dziiclilerin vakum altinda siirekli doner buharlastiriciyla buharlagmasi

gerekir (Da Costa vd., 2003; Niu ve Lu, 2011; Hathout vd., 2007; Mishra vd., 2007).
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1.9.6. Kalsiyum Kaynakh Fiizyon Yontemi

Bu yontem lipozomlarin olusumu sirasinda kalsiyum eklenmesine dayanir ve
sonucunda ¢ok tabakali vezikiiller olusur. Etilendiamintetraasetik asit (EDTA) ilavesi
ile LUV lipozomlarinin olusumunu saglar (Mulye ve Mishra, 2013). LUV
lipozomlarinin olusmasi asidik fosfolipitlerden meydana gelir (Nidhal vd., 2012;
Mulye vd., 2013).

1.9.6. Dehidrasyon-Rehidrasyon Yontemi

Bu yontemde fosfatidilkolin, 1,2-dioleoil-3- (trimetilamonyum) propan ve kolesterol
kullanilarak sonikasyon yontemiyle kiiciik tek tabanli vezikiiller olusur. Elde edilen

lipozomlar dondurulur ve gece boyunca kurutulur (Perrie ve Frederik, 2001).

1.9.7. Donma-Céziilme Yontemi

Lipozomun ig¢indeki hapsolmus ilacin hacmini artirmak i¢in dondurma ve ¢dzme
yontemi kullanilmistir. Dondurma-¢6zme yontemi, fosfolipidin konsantrasyonuna ve
ortamin iyonik giiciine baghidir (Gaurav ve Tejal, 2011). Tek lamelli vezikiillerin
olusumuna yol agarken lamelli yapimnin fiziksel olarak bozulmasini da etkileyebilir.
Tek lamelli vezikiiller hizla donduktan sonra yavas yavas ¢oziinmeye (Gaurav
vd.,2011; Traikia ve Warschawski, 2000) baslar ve donma-¢oziinme dongiileri
tekrarlanir (Shazly, 2013; Sipai vd., 2012).

1.9.8. Mikroakiskanlastirma

Mikroakiskanlastirma, lipozomlarin biiyiik 6l¢ekli tiretimi i¢in mikroemiilsifikasyona
dayali bir yontemdir. Bolti¢ ve ark. antibiyotik yiikli lipozomlarin ince tabaka
hidrasyon yontemi ile hazirlandiktan sonra banyo tipi bir sonikatorle sonike edip kismi
homojenizasyon elde etmek icin mikroakiskanlastirma yontemini kullanmislardir

(Boltic ve Petkovska, 2003).

1.9.10. Lipozomlarin Hazirlanmasinda Siiperkritik Sivilar (SCF)

Lipozomlarin liretilmesinde siiperkritik sivilar, yliksek miktarda toksik organik ¢oziicii
gerektirdiginden, sinirl laboratuvar dlgekli tiretim (Chang ve Yeh, 2012; Karn ve Cho,
2013; Cocero ve Marin, 2009; Zhong ve Dai, 2011) gibi gelencksel yontemlerle

mevcut sorunlarin istesinden gelmek icin kullanilir. Lipozomlarin hazirlanmasinda
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farmasotik alanda en yaygin kullanilan siiperkritik sivi, stiperkritik karbon dioksittir
(Zhong vd., 2011). Bu siwvilar toksik olmamasiyla, yanmazligiyla, geri
dontistiirebilirligiyle, optimum sicakliklarda calisilabilirligi ile diger sivilara gore

avantajlar: vardir (Karn vd., 2013; Zhong, 2011; Darani ve Mozafari, 2009).

1.2. Lipozomlarin Avantajlar: ve Dezavantajlari

Cizelge. 1.2. Lipozomlarin avantajlar1 ve dezavantajlari

AVANTAJLAR DEZAVANTAJLAR

Hidrofobik, amfipatik ve hidrofilik ilaglarda | Boyutlarinin biyiikliigiinden dolay1 cesitli

kullanilabilir. dokularda hedefleme sorunu ortaya ¢ikabilir.
Biyolojik olarak uyumludurlar. Alerjik reaksiyonlar meydana gelebilir.
Tamamen parcalanabilirler. Diisiik ¢oziiniirlik

Toksik ve immiinojenik degillerdir. Yarilanma 6mriiniin kisalig.

Timor dokularma secici pasif hedefleme | Maaliyeti yiiksektir.

saglarlar.

Ilacin kapsiillenmesiyle kararlilik artar. Kapsiillenen ilacin/molekiiliin sizintis1 veya

fiizyonu

Hassas dokularin toksik ilaca maruz kalmasi | Daha az kararlilik

azaltilir.

Protein stabilizasyonu saglanir. Retikiiloendotelyal hiicrelerde hizli alim

saglanir.

Kapsiillenmis ilag dis ortamdan korunur.

[laglarin farmakokinetigi ve

farmakodinamigini degistirir.

Siirekli salim gerceklestirilebilir.
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1.3. Lipozom Olusum Mekanizmalar

1.3.1. Yapisal Bilesenleri

1.3.1.1. Fosfolipidler

Fosfolipitler, fosfatidik asitden meydana gelir. Lipozomda kullanilan fosfolipitlerin
omurgasi gliserol pargalaridir. Lipozomlarin ve biyolojik zarlarin %50’den fazlasim

lipitler meydana getirir. Fosfolipitlere 6rnek verilirse;

% Fosfatidil kolin (Lesitin)

¢ Fosfatidil etanolamin (Sefalin)

+«» Fosfatidil serin (PS)

+« Fosfatidil inositol (PI)

« Fosfatidilgliserol (PG)

Lipozomlarin kararliligini etkileyen parametrelerden biri de doymus yag asitleridir.
Doymamis yag asitleri lipozom iiretiminde genellikle tercih edilmez.

1.3.1.2. Sfingolipitler

Sfingolipitler, sfingonizin yap1 taslarindandir. Bitki ve hayvan hiicrelerinin énemli
bilesenlerindendir. Sfingolipitler yag asidi, sfingozin ve basit bir ana grup alkol igerir.
En yaygimn sfingolipitler; sfingomiyelin, glikosfingolipidler ve gangliosidler olarak
stralanir.

1.3.1.3. Steroller

Lipozomlara eklenen sterollerden kolesterol ve tiirevlerinin;

e Lipozomlarda olusan ¢ift tabakamin akiskanlhigini veya mikro vizkositesini

azaltmak.
e Zardan gecebilecek molekiillerin gecirgenligini suda ¢oziiniir hale getirmek.
e Biyolojik sivilarin varliginda zar stabilize eder.

Lipozomlar kolesterol igermediginde; albiimin, transferrin ve makroglobulin gibi
plazma proteinleri ile etkilesime girer. Bu plazma proteinleri, lipozomlardan

fosfolipitleri ¢ikartma egilimindedir ve bu nedenle lipozomlarin tek tabakalarini

19



kaybederek fiziksel karasizliga yol agarlar. (Thulasiramaraju vd., 2012; Shashi vd.,
2012).

1.3.2. Polimerik Malzeme

Sentetik fosfolipitler, hidrokarbon zincirinde diasetilenik gruplara sahip oldugundan
Uv’ye maruz kaldiginda polimerlesirler. Bu polimerlesme lipozomlarda daha yiiksek
gecirgenlik bariyerlerine sahip olan polimerize lipozom olusumuna neden olur

(Sarazwathi ve Umansakar, 2014).

1.3.3. Polimer Tasiyan Lipitler

Makromolekiiller genellikle itici elektrostatik kuvvetlerle kararliligini saglar buna da
itme kuvveti denir. Bu itme kuvvetilipozom yiizeyinin yik polimerleri ile
kaplanmasini indiikler. Polietilen oksit, non-iyonik ve su ile uyumlu olmasindan
polivinil alkol ve polioksazolidinden daha yiiksek ¢Oziiniiriiliik saglar. Hidrofilik
basin, hidrofilik segmentleri icerdigi kopolimerlerin adsorpsiyonu lipozomlarda
sizintiya yol acgar. Polimerler fosfolipidlere kovalent olarak baglanmasiyla daha iyi

sonuglar elde edilir (Thulasiramaraju vd., 2012).

1.3.4. Katyonik Lipidler

Katyonik lipitlere: Dioktadesil dimetil amonyum bromiir veya kloriir (DODAB/C),
DOTAP- Dioleoil propil trimetil amonyum kloriir ve DOTAP’1n ve diger katyonik

lipitlerin tiirevleri olarak 6rnek verilebilir (Thulasiramaraju vd., 2012).

1.4. Lipozomlarin Degerlendirilmesi

Lipozomlar hazirlandiktan sonra in vivo ve in vitro dngoriilebilirliklerini saglayacak
sekilde karakterize edilirler. Karakterizasyon parametreleri; fiziksel, kimyasal ve
biyolojik parametreler olmak iizere 3 asamada smiflandirilabilir. Fiziksel
karakterizasyon degerlendirme parametreleri boyut, sekil, kimyasal ve biyolojik
parametreler olmak tizere ii¢ grupta smiflandirilabilir. Kimyasal karakterizasyon
parameretlerinde lipofilik igeriklerin saflig1 ve giiciinii belirler. Son olarak biyolojik
karakterizasyon da terapotik uygulama i¢in formiilasyonunun giivenligini ve

uygunlugunu belirlemede yardimci olur (Sarazwathi ve Umansakar, 2014).
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1.5. Lipozom Uygulamalari

1.5.1. Sistemik Lipozomal flaclar

Genellikle intraven6z uygulamalardan sonra lipozomlar yabanci pargaciklar olarak
taninirlar ve mononiikleer fagosit sistemi hiicreleri tarafindan endositozlanan hiicreler
karaciger ve dalakta Kuppfer hiicrelerini sabitlerler. Lipozomlar iyi bir ilag dagitim

araci olarak kullanilirlar (Dapergolas, Gregoriadis ve Hypoglycaemic, 1976).

1.5.2. Topikal Lipozomal Ilaglar

Lipid vezikiillerinin iki katmanli yapisi arasindaki benzerlik ve dogal zar lipit
vezikiiliiniin yetenegi lipozomlarin cilt bakimi uygulamalarinda kullanilmasina olanak
saglar. Lipozomlar nemlendirici veya onarici etkileri sebebiyle de kullanilirlar (Betz,

Aeppli, Menshutina ve Leuenberger, 2005).

1.5.3. Lipozomlarda Kozmetik Uygulamalar

Lipozomlar, yaslanmanin birincil nedeni olan cilt kurulugunu azaltip, cildin nemli
kalmasi gibi avantajlar sunar. Ayrica lipozomlar ciltteki lipitleri, daha da 6nemlisi
linoleik asidi yeniler. Piyasaya cikan ilk lipozomal kozmetik iiriin 1986 yilinda
Christian Dior tarafindan piyasaya siiriilen yaslanma karsit1 kremdir. Sa¢ dokiilmesini
onledigi veya azalttigt bilinen regain lipozomlarda sac¢ tedavisi sektoriinde
kullanilmistir. Lipozomun i¢ine yiikledigimiz bos veya nem yiiklii cilt bakim tirtinleri
transdermal olarak su kaybini en aza indirerek kuru ciltlerin tedavisinde kullanilir.
Derinin dis katmanlarindan biri olan stratum korneum tabakasinin lipid ve su tedarikini

arttirirlar (Miiller-Goymann, 2004; Patravale ve Mandawgade, 2008).

1.5.4. Lipozomlarda Gida Uygulamasi

Lipozomlar son yillarda gida sektoriinde 6nem kazanmaya baslamigtir. Lipozomlar
gida endiistrisinde kullanilan mikrokapsiilleme tekniklerinin cogunda kullanilan seker,
nisasta, sakiz, protein, sentetik, dekstrin ve aljinatlardan olusan biyopolimer
matrikslere dayanir. (Taylor, Weiss, Davidson ve Bruce, 2005; Reza, Johnson,

Hatziantoniou ve Demetzos, 2008).
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1.5.5. Lipozomlarda Antikanser Tedavisi

Cesitli antikanser ajanlarmin farkli lipozom formiilasyonlarinda, serbest ilaca gore
daha az toksik oldugu gozlemlenmistir. Boliinen hiicrelerin biiylimesini durduran
ilaglara antrasiklin ila¢ denir. Bu ilaglar DNA’y1 birlestirir ve bu nedenle boliinen
hiicreler ilag sayesinde hizli bir sekilde oldiiriiliir. Timorlerdeki boliinen bu hiicreler
mide-bagirsak mukozasi, sa¢ ve kan hiicrelerinde bulunur, Antrasiklin ilag¢ smnifi
olduk¢a toksik olup en ¢ok kullanilan ve iizerinde g¢alisanilani ise Adriamisin’dir
(Gabizon, 1989; Storn, Roerding, Steerenberg, De Jong ve Crommelin, 1987; Lasic,
Martin, Gabizon, Huang ve Papahadjopoulos, 1991).

1.5.6. Lipozomlarla Tip ve Farmakoloji

Lipozomlar, tip ve farmakolojide tanisal ve terapotik uygulamalari, bunlarin hiicre
etkilesimi, tanima siireci ve maddelerin etki sekli ile ilgili temel ¢aligmalarda model
ve reaktif olarak kullanilmasi olarak siniflandirilabilir. Lipozomlarda yiiklenen ilacin
zamansal ve mekansal dagilimi ilacin verimliligini attirabilir bununla birlikte
biyodagilimi ve farmakokinetigi gibi bir¢ok preklinik ve klinik ¢aligsmalarda o ilacin
kalic1 etkinligide yiikselebilir. Lipozomdaki gelismeler antisens oligoniikleotit,
klonlanmis gen ve rekombinant protein gibi yeni biyoteknolojik {irlinlerin iiretiminde
ilk siralarda yer almaktadir. Lipozomlar genis kapsamli formiile edilebilirligi ve
serbest ilaca kiyasla terapotik aktivitenin artmasina ve toksisitenin azalmasina neden
olmaktadir (Banerjee, Tyagi, Li ve Huang, 2004; Parthasarahy, Sacgks, Harris, Brock
ve Mehta, 1994, Mehta, Sadeghi, McQueen ve Lopez-Brestein, 1994).

1.6. Sinir Otu

Plantago major, Plantaginaceae familyasina ait ¢ok yillik bir bitki tiirtidiir. Yapraklari
rozet seklinde biiylir ve paralel damarlanma goriiliir. Yapraklar tiiysiizdiir, cigekleri
ise dallanmamis uzun uglarinda kii¢iik ve kahverengimsi yesildir (Andary, Wylde,
Laffite, Privat ve Winternitz, 1982; Anderson, 1986; Angelo, Lambev, Markov,
Yakimova, Leseva ve Yakimov; 1980; Aspinall, 1973, Sekil 1.7.). Plantago major L.

riizgarla tozlanir ve 20.000 e kadar tohum iiretir (Faegri, 1970).

Tohumlar kiigiik, oval bir sekile sahiptir ve hafif aci tadlar1 vardir. Tohumlarinin

endospermi yag ve protein ile dolu hiicre liimeni ile kalin seliilozik duvarlara sahiptir.
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Bitkinin tohumlar1 kapsiil i¢ginde bulunur ve kapsiilde bulunan polisakkaritlerin sigsmesi
nedeniyle nemli havalarda yapiskan hala gelmektedir. Yapiskan olmasi nedeniyle
insana ve hayvana yapisarak etrafa yayilmaktadir (Kadro, 1963). Plantago major L.

bitkisinin diinyaya dagilmig 265 tiirii vardir. Bu bitkinin ad1 “’ayak tabani’’ anlamina

gelen Latince “’planta’” sozciigiinden gelir (Feinbrun- Dothan ve Flora, 1978).

Sekil 1.7. Sinir otu (Milliyet. Sinir Otunun Faydalari

https://www.milliyet.com.tr/pembenar/sinir-otunun-faydalari-nelerdir-sinir-otu-cayi-
nasil-yapilir-6299162/ Erisim Tarihi: 01.03.2023)

1.6.1. Plantago major’un ana kimyasal bilesenleri

Plantago major onemli bir terapdtik bitkidir. Bu bitki; flavonoidler, alkaloidler,
terpenoidler, fenolik bilesikler (kafeik asit tiirevleri), iridoid glikozitler, yag asitleri,
polisakkaritler ve vitaminler dahil olmak tizere gesitli biyoaktif bilesikler igerir.
Plantago majoriin i¢cinde bulunan bilesikler bitkinin tohumunda, yapraginda, ¢i¢ek ve

kok kisminda bulunur.

1.6.1.1. Flavonoidler

Plantago major bitkisinde flavonoidlerin varligi yaygin olarak bilinmektedir ve
luteolin ve apigen en sik goriilen flavonoidlerdir (Kawashty, 1994; Nishibe;1995)
Yuting ve arkadaglari da baicalein, hispidulin ve plantaginin (1990) tespitini,
Kawashty (1994) ve arkadaslar1 luteolin 7-glucoside, hispidulin 7-glucuronide,
luteolin 7-diglucoside, apigenin 7-glucoside, nepetin 7-glucoside ve luteolin 6-

hidroksi 4'-metoksi 7-galaktoside izole etmistir.
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1.6.1.2. Alkaloidler

Schneider, indicain ve plantagonin alkaloidlerini izole etmis ancak bitkiden kimyasal

bilesenleri ¢ikarmak i¢in kullanilan islem belirtilmemistir.(Schneider ve
Arzneidrogen, 2009).

1.6.1.3. Terpenoidler

Terpenoidler, Plantago major bitkisinin yapraklarindan (Pailer ve Haschke-
Hofmeister, 1969) ve yaprak mumlarindan izole edilmistir. Pailer ve Haschke-
Hofmeister yapraklarindan loliolid, Hiltibran ve arkadaslari(1953) %95 etanol i¢inde
icinde yaprak mumu ekstresinden ursolik asit, oleanolik asit, sitosterol asit ve 18 j-
glisirretinik izole etmislerdir. Ringbom ve arkadaslar1 (1998) ayni terpenoidleri
bitkinin heksan ekstraktindan da elde etmistir. Plantago major’un yaprak mumu

diklorometan, kloroform ve toliien ile kolayca ekstrakte edilmistir (Bakker, 1998).

1.6.1.4. Kafeik asit tiirevleri

Noro ve arkadaslar1 (1991) plantamajoside ve acteoside olmak iizere iki adet kafeik

asit tiirevi bulmuslardir.

1.6.1.5. iridoid glikozitler

Long ve arkadaslar1 (1995) Plantago major bitkisinin yapraklarindan iridoid
glikozitlerden ucubini, Bianco ve arkadaslar1 (1995) ise bitkinin ¢igek kismindan
asperiilosid izole etmislerdir. Handjieva ve arkadasglari (1991), Plantago major
bitkisinin toprak istii kisminin n-buthanol ekskrakti icinde majoroside rastlamistir.
Taskova ve arkadaslar1 (1999) ise 10-hidroksimajorosid ve 10-asetoksimajorosid elde
etmistir. Son olarak Murai ve arkadaslari literatiire katapol, gardoside, geniposidik asit

ve melittosidi eklemistir (Murai, 1995).

1.6.1.6. Yag asitleri

Plantago major in tohum ve yapraklarindan yag asitleri izole edilmistir. Pailer ve
Haschke-Hofmeister (1969) bitkinin tohumlarindan lignoserik asidi izole etmislerdir.
Bu bitkide palmitik asit, stearik asit, oleik asit, linoleik asit ve linolenik asit gaz-sivi
kromatografisi ile tespit edilmistir (Ahmed, 1968).Guil ve arkadaslar1 (1977) ise

bitkinin yapraklarindan arasidik asit ve behenik asit elde etmistir.
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1.6.2. Polisakkaritler

Ahmet ve arkadaslar1 (1968) Plantago major bitkisinin tohumlarindan ana
polisakkaritler olan ksiloz, arabinoz ve galakturonik asiti elde etmislerdir. Samuelsen
ve arkadaslar1 (1999) anti-tamamlayici ile asidik arabinogalaktan, arabinoz, galaktoz,

rhamnoz ve galakturonik asit elde etmislerdir.

1.6.3. Vitaminler

Plantago major bitkisi iyi bir C vitamini ve karotenoid kaynagidir. Zenni ve
Ogzwewalla (1997) tarafindan yapilan c¢alismada askorbik asit ve [-karoten
(provitamin A) izole ederek iyi bir C vitamini ve karotenoid kaynagi oldugunu

dogrulamislardir.

1.7. Plantago major’un kisimlari

1.7.1. Kok ve Yapraklar:

Plantago major kisa, kokli ve dik otsu bir govdeye sahiptir. Yapraklari rozet seklinde
olup 30 cm uzunluga ulasir. Yapraklarinda paralel damarlanma (5-9 damar) goriiliip
oval veya eliptik sekilde bulunurlar. Yapraklar tiiylii veya tiiysiiz olabilir, mor ve yesil
renkte gozlemlenebilir. Toplam yaprak sayisi ve bitkinin biiylime durumu biyokiitle
miktarini etkiler. (Sagar ve Harper, 1964; Samuelsen, 2000) Plantago major beyazimsi
renkte kokler iiretirler ve 1 m uzunluga kadar biiyiirler (Sagar, 1964). Bu bitkinin yatay

halinde olanlari, dik halinde olanlara gore daha az sayida kok {tiretildigi belirtilmistir.

1.7.2. Ciceklenmesi

Plantago major bitkisinin ¢iceklenmesi nerede yetistigine bagl olarak genelde iliman
bolgelerde Mayistan Eyliile kadar yetisir (Long, 1938). ilk ciceklenmesi 13. haftay1
bulur fakat bitkiler 0,¢imlenmeden sadece 6 hafta sonra ¢i¢ek agabilir ve tohum
verebilir (Sagar, 1964). Yapraklar1 yumusak yapraklara gore sert oldugundan otlayan
hayvanlar tarafindan tiiketilmezler. Plantago major bitkisinin ¢i¢cek kismi 2-4 mm
capinda sivri uglara sahip olup sarimsi beyaz cigekler tasir (Sharma, Koul ve Koul,

1992).
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1.7.3. Meyveleri ve Tohumlari

P. major bitkisinin meyvesi kapsiil seklindedir ve ortalama 5 mm biiyiikliigiindedir.
Bir basak iizerinde ¢ok sayida kapsiile sahiptir. Bir bagaktaki ortalama kapsiil sayis1
23-26 arasindadir. Tohumlar bu kapsiillerden iiretilir ve kapsiil bagina diisen tohum
sayist 4-15 arasindadir (Sekil 1.8). Plantago major bitkisinin yatay halinde olanlar1
dikey halinde olanlara gore daha az sayida tohum firetir. Plantago major bitkisi bitki
basina 20.000 kadar tohum iiretirler ve tohumlar ¢ok kiigtiktiir (0,4-0,8 x 0,8—1,5 mm).
Tohumlarin kabugunda bulunan polisakkitler nemlendiginde tohumlar biiyiir ve

hayvanlara yapisabilir boylece genis alanlara kadar yayilabilir (Samuelsen, 2000).

Sekil 1.8. Sinir otunun tohumlar1 (Lezzet. Sinir Otunun Faydalar1 Nelerdir?

https://www.lezzet.com.tr/lezzetten-haberler/sinir-otunun-faydalari-nelerdir/ Erisim
Tarihi: 03.03.2023)

1.8. Calismanin Amaci

P.major (sinir otu) tibbi agidan onemli etkilere sahip bir bitkidir. P.major bitkisi
kullanilarak saglik alaninda farkli caligmalar yapilip gelismeler elde edilmistir. Cesitli

hiicre hatlarinda yapilmig olup umut verici sonuglar alinmistir. Ancak bu bitki ile
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yapilan ¢alismalara gore daha 6nce solunum rahatsizliklarindan astim hastaliginda
kesin bir bilgi elde edilememistir. Bu ¢alismanin amaci; P.major’un Trakea hiicre
hattinda MTT ile sitotoksisite analizi yaparak hiicre canliligini, hemotoksilen eozin ile
sitoplazma ve ¢ekirdekteki morfolojik yapisini incelemek, SEM ile boyutlandirma,
ikili boyama testi ile % apoptotik, nekrotik indeksi hesaplayarak hiicre 6liim oranini
belirlemektir. Buna ek olarak lipozomlarin boyutunu ve zeta potansiyelini (ylizey
yiikiinii) Olg¢erek lipozomlarin stabilitesini belirlemektir. Calismanin sonucunda;
bitkinin bitkisel bir ilag potansiyeli ile ilgili bir fikir vermesi ve ileride yapilacak

caligmalara alt yap1 olusturmasi hedeflenmistir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Kullamlan Cihazlar ve Kimyasallar

2.1.1. Cihazlar

¢ Santrifiij (Niive, NF-400)

e Laminar Flow Kabin (ESCO class II BSC Laminar Flow Cabinet Labor ildam)
e pH metre (Metltler Toledo)

e Buzdolabi (Beko-9621 NE)

e Su banyosu

e Vorteks (Heidolph-Reax top)

e Saf su cihazi (Purelab Option R15)

e Etiiv (BINDER)

e Mikropipet (ependorf)

e Mikropipet (GILSON)

e Hassas Terazi (Mettler Toledo)

e Isik mikroskobu (Leica, Germany)

e Otoklav (Hirayama)

e Sogutmali Santrifiij (Hettich Rotina 380 R)

e inverted Mikroskop (Leica, Germany)

e Rotary Evaporator (Hettich Zentfrifugen)

e Elisa Plate Okuyucu (ALLSHENG AMR-100 Microplate Reader)
e Hemositometri (Invitrogen Countess Automated cell counter)
e -80 derin dondurucu (GFL)

e Zeta-Size (Malvern NS)

e FTIR (Bruker Vertex 70 V)
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2.1.2. Kimyasallar

e Dulbecco’s Modified Eagles Medium (DMEM,SIGMA)

e Fetal Bovine Serum (FBS, CAPRICORN)

e Penicilin- Streptomycin (Pen-Strep Solution-Biological Industries)

e Trypsin EDTA Solution C (Biological Industries-Israil)

e Dulbecco PBS (1x, CAPRICORN)

o 3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium-bromide
(SERVA)

e DMEM (High Glucose, Phenol Redsiz)

e Riboniikleaz A

e Propidium lodide

e Hoechst

e Tripan Blue (NanoEnTek)

e Hemotoksilen (Merck)

e Eozin(Merck)

e Kloroform (sigma)

e Lecitin (Sigma)

e Dimetil Siilfoksit (SERVA)

2.1.2. Deneysel Calismalarda Kullanilan Cozeltiler ve Soliisyonlarin Hazirlanisi

2.1.3.1. Besiyeri Hazirlanmasi
%89 Dulbecco’s Modified Eagles Medium
%10 Fetal Bovin Serum

%1 Penicillin- Streptomycin

2.1.3.2. Double Staining Calisma Soliisyonu

Hoechst 1 ml PBS’de 200 mikrogram olacak sekilde hazirlanmistir. Propidium lodide
1 mL PBS’de 100 mikrogram olacak sekilde hazirlanmistir. Riboniikleaz A’dan 1 ml
PBS’de 10 mg olacak sekilde hazirlanmistir. Soliisyonlar +4 °C’de saklanmustir.
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Double staining calisma soliisyonunun hazirlanmasinda 10 ml PBS icine RNAaz
stoktan 100 mikrolitre Hoechst stoktan 500 mikrolitre ve Propidium lodide stoktan

100 mikrolitre ilave edilerek hazirlanmisgtir.

2.1.3.3. MTT Soliisyonunun Hazirlanmasi

1 mg MTT tozunu 1 mL fenol redsiz besiyeri i¢erisinde ¢ozdiiriilmiistiir. 0,2 mikronluk
filtreden gegcirilmistir. +4 °C’de folyoya sarili bir sekilde 151k gegirmesi engellenerek

saklanmustir.

2.1.3.4. PBS Hazirlama

1 mL Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline ile 9 ml Molecular Grade Water
toplami 10 ml olacak sekilde hazirlanmistir.

2.1.3.5. Soliisyonlar

Deneysel ¢aligmalarda sinir otu, bos lipozom ve sinir otuna ait soliisyonlar hazirlandi.
Soliisyonlar:

1 mL kurutulmus sinir otu ekstrakti: 0,0475 g sinir otu 6ziitii bulunmaktadir.
1 mL kurutulmus bos lipozom agirligi: 0,00061 g lipozom bulunmaktadir.

1 mL kurutulmus sinir otu yiikli lipozom agirligi: 0,00152 g sinir otu yiiklii lipozom

bulunmaktadir.

2.2. Yontem

2.2.1. Sinir Otu Ekstraksiyonu

Sinir otu bitkisi, yapraklar1 kuru ve paketli bir sekilde satin alinmistir (Sekil 2.1).
Ekstraksiyonun daha verimli olmasi i¢in yapraklar ufalanarak kii¢tiltiilmistiir.
Ufalanan yapraklardan 0,1 g tartilarak {izerine otaklavlanmig 100 ml su
eklenmistir (Koganci, Dolanbay, Aslim, 2022). Hazirlanan karisim evaporatoriin
yardimi ile ekstrakte edilmistir. Ekstrakte edilen sinir otu siizge¢ kagidi ile
siiziiliip PBS ile (1:10) seyreltilmistir. Sitotoksisite de kullanilmak tizere 0,22

mikrometrelik filtreden gegirilmistir.
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Sekil 2.1. Kuru Sinir otu fotografi

2.2.2. Bos Lipozomlarin Hazirlanmasi

Lipozomlar1 hazirlamak i¢in gerekli malzemeler, kimyasallar boliimiinde
listelenip firmalardan temin edilmistir. Bu tez kapsaminda lipozomlar ince film
hidrasyon yontemi ile sentezlenmistir. Lesitin kloroform igerisinde 5 mg/mL
olacak sekilde dagitildi. Karisim homojenligin saglanmasiyla amaciyla 20 dk
manyetik karistiriciya alindi. Yuvarlak tabanli balon joje doner buharlastiriciya
yerlestirildi (Sekil 2.2). Karigim 80 rpm, 40 °C ve 200 m bara ayarlandi. Karisim
buharlasana kadar evaporatérde dondiiriildii. S1vi ugtuktan sonra 10 mL PBS ile
hizl1 bir sekilde yarim saat ¢calkalanarak lipozomlar olusturuldu (Sekil 2.3; Sayat,
2015).
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Sekil 2.3. Ince film tabakasiyla lipozom olusumu

2.2.3. Sinir Otu Yiiklii Lipozomlarin Hazirlanmasi

Formiilasyonu hazirlamak igin ilk olarak bos lipozomlar; Lesitin kloroform
igerisinde 5 mg / mL olacak sekilde hazirlanarak evaporatorde 40 C’de 80 rpm ve

200 m Barda ince film hidrasyon yontemi yapildi. Balon jojenin i¢ine 10 mL PBS
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ve 4 mL sinir otu eklenerek hizlica ¢alkanarak lipozomlar olusturuldu (Sekil 2.4).

Mikroskop yardimi ile lipozomlarin igine bitki alimi yapilip yapilmadigi

gozlemlendi.
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Sekil 2.4. Lipozom olusumu

2.2.4. Enkapsiilasyon Etkinligi ve Uriin Verimi

Sinir otu yikli lipozomlarin enkapsiilasyon etkinligi ve enkapsiile edilen {iriin
verimi hesaplanmistir. Enkapsiilasyon etkinligi ve enkapsiile edilen iiriin verimini
hesaplamak i¢in ilk olarak enkapsiile edilemeyen madde miktar1 bulunmustur.
Bunun i¢in sinir otu yiikli lipozomlarin 3000 rpm’de 1 saat boyunca 4°C’de
santrifiij edilmistir ve enkapsiile olmayan kismin ¢okelmesi saglanmistir. Cokelme
saglandiktan sonra siipernatant kismi atilmistir, pellette kalan sivi kismin etiiv

yardimiyla kurutulmasi saglanmigtir (Ramana vd., 2010; Trif vd., 2008).

2.3. Hiicre Kiiltiirii Testleri (In Vitro Testler)

2.3.1. Hiicre Uremesi

Hiicre kiltiirii calismalari i¢in Trakea hiicreleri azot tankidan ¢ikartilarak kademeli bir
sekilde ¢ozdiirtildii. Cozdiiriilen hiicrenin iistiine 2 ml besiyeri eklenerek falcon tiipe
alimdi ve 2000 rpm de 2 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda siipernatant
dokiildii ve pellet kaldirildi. Kaldirilan pellete taze hazirlanmis besiyeri eklenerek 25

cm? ‘lik flasklara ekildi. 48 saatte bir konfluentlik durumuna goére pasajlandi.
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Sekil 2.5. Trakea hiicresi (Biiyiitme: 20X- LeicaDM6000 inverted Mikroskop ile
goriintiilenmigtir.)

2.3.2. Hiicre Sayimi

Hiicre sayimi hemositometri cihazi ile yapildi. Uremesi igin inkiibasyona birakilan
flasktaki hiicreler etiivden alindi, steril kabinde flasktaki besiyeri uzaklastirildi. 1 mL
PBS ile yikandi. Daha sonra 1 mL tripsin-EDTA ilave edilerek flasklar 3-4 dakika
etiivde bekletildi. Tripsin-EDTA igeren flasklar mikroskobik incelemeden sonra
hiicrelerin yapisik oldugu flasktan ayrilip ayrilmadigir kontrol edildi. Mikroskopta
hiicrelerin flasktan ayrildig1 gézlemlendikten sonra igine besiyeri eklenerek falkon
tiiplere aktarildi. 2000 rpm hizinda 2 dakika santrifiij edildi. Falkon tiipte santrifiij
edilen hiicrelerin siipernatantlar1 atildiktan sonra hiicrelerin pellet kismmna 1 mL
DMEM eklendi. Pipet yardimiyla pellet ve DMEM homojonize edildi. Karistirildiktan
sonra 10 pL hiicreden, 10 pL tripan blue boyasindan alinarak ependorfa koyulup
stispanse edildi. Elde edilen karistmdan 10 pL alinarak hiicre sayim lamina aktarildi.

Lam hiicre sayim cihazina yerlestirildikten sonra hiicre sayimi gerceklestirildi.
2.3.3. Hazirlanan Lipozomlarin Toksisitesinin Belirlenmesi

2.3.3.1. MTT Testi

MTT testi ISO 10993-5 standartina uygun olarak yapilmistir. Pasajlanarak ¢ogaltilan
Trakea hiicrelerinin igindeki vasatlar uzaklastirildi. Flaskin i¢i 1 mL PBS ile yikandi.
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Yikanan flaskin i¢ine 1 mL Tripsin—EDTA eklendi. Tripsin i¢inde 3-4 dakika inkiibe
edildi. Inkiibe edildikten sonra mikroskopta hiicrelerin yiizeyden ayrilmalari gozlendi
ve besiyeri eklenerek hiicreler falkon tiiplere alindi. Falkon tiiplere alinan hiicreler
2000 rpm de, 2 dakika santrifiij edildi. Santrifiij edilen falkonlarn siipernatant
kisimlar1 dokiilerek pellete 1 mL besiyeri ile eklendi ve siispanse edildi. Stispanse
edilen karisgtmdan 10 pL alinarak 10 pL tripan blue ile karistirildi. Elde edilen
karigtmdan 10 pL hiicre sayim lamina koyuldu. Hiicre sayim lami cihaza yerlestilerek
sayim yapildi. Her bir kuyucuk basina 10.000 hiicre olacak sekilde tizerlerine %10
FBS,%]1 penisilin igeren DMEM eklenerek 96 well plate ekildi. Hiicreler 37 °C’de %5
CO2’li inkiibatorde 24 saat inkiibe edildi. 24 saat sonunda ekstrakt ve formiilasyon
icin 100 pg/mL, 50 pg/mL, 25 nug/mL, 12,5 pg/mL, 6,25 ng/mL konsantrasyonlari
hazirlanmigtir. 5 konsantrasyon ve 4 tekrar olacak sekilde uygulandi. 24 saat
inkiibasyonun sonunda platelerin i¢indeki vasatlar atildi. Her kuyucuk basini1 50 pL
MTT soliisyonu eklendi. Folyoya sarilarak 2 saat etlivde bekletildi. 2 saatin sonunda
MTT soliisyonu atilarak her kuyucugu 100 uL izopropanol alkol eklendi ve ELISA
okuyucuda 570 nm dalga boyunda okutuldu.

2.3.3.2. Ikili Boyama Metodu ile Apoptoz ve Nekrozun Belirlenmesi

Hiicre 6liimleri morfolojik ve biyolojik olarak ele alindiginda apoptotik ve nekrotik
olarak iki simifta incelenir. Nekroz hasar yolu ile 6liim anlamina gelirken, apoptoz
programli hiicre 6liimii anlamina gelir. Normal hiicreler, apoptotik olmayan hiicrelerde
cekirdek soniik mavi vezikiil olusmamisken apopotoza ugramis hiicre cekirdekleri
normal hiicre ¢ekirdeklerine gore daha parlak goriiniir, ¢ekirdekte homojenlik
kaybolmustur ve DNA parcalanmig sekilde goziikiir. Nekroz ise toksik madde varligi

ve oksijen yetersizligi gibi sebeplerden kaynaklanabilir ve hiicrede sisme gortiliir.

Ikili boyama icin 48 well plate kullanildi. Pasajlanarak ¢ogaltilan Trakea hiicrelerini
flasktan kaldirmak i¢in vasat uzaklastirildi ve 1 mL PBS (1 X) ile yikandi. 1 mL
Tripsin-EDTA eklenip 3-4 dakika etiivde bekletildi. Inkiibasyon sonrasinda hiicrelerin
ylizeyden ayrilmalart mikroskop yardimui ile gozlendi. Flaskin igine besiyeri eklenerek
falkona alindi. Falkona alinan hiicreler 2000 rmp de 2 dakika santrifiij edildi. Yapilan
santrifiij isleminden sonra siipernatant atilarak pellet kismina besiyeri konuldu.
Stispanse edilen karisimdan 10 pL, 10 pL de tripan blue dan alinarak hiicre sayim

lamina yerlestirildi. Hiicre sayildiktan sonra her bir kuyucuk bagina 20.000 hiicre
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diisecek sekilde 48 well plate ekildi. Hiicreler 37 °C ‘de %CO, ¢ li inkiibatérde 24
saat inkiibe edildi. 24 saatlik inkiibasyondan stok soliisyonlardan 100 pg/mL, 50
ug/mL, 25 ug/mL bos lipozom, bitki yiiklii lipozom ve sinir otu eklendi. Kuyucuklarin
bir kismina pozitif kontrol (%20’lik DMSO), bir kismina negatif kontrol i¢in sadece
besiyeri eklenip inkiibasyona kaldirildi. Uzerlerine her kuyucuk igin 70 pL double
staining soliisyonu eklendi. Folyoya sarilip 15 dakika inkiibe edildi. inkiibasyon
sonrasinda floresan mikroskopta DAPI filtresi kullanilarak apoptoza ugrayan hiicreleri
FITC filtresi kullanilarak nekroza ugramis hiicrelerin analizi yapildi. ikili boyama
metodunda; Riboniikleaz A, Hoechst ve Propidium lodide kullanildi. Hoechst boyasi
apoptotik hiicreleri boyar bu sayede gercek apoptotik hiicreler belirlenir. Propidium

Iodide DNA ve RNA’y1 boyayarak nekrozu gosterir

2.3.3.3. Hematoksilen Eozin Testi

Hemotoksilen eozin boyama icin 24 well plate kullanildi. Pasajlanarak cogaltilan
Trakea hiicreleri flasktan kaldirmak igin vasat uzaklastirildi ve 1 ml PBS ile yikandi.
1 ml Tripsin-EDTA eklenip 3-4 dakika etiivde bekletildi. Inkiibasyon sonrasinda
hiicrelerin ylizeyden ayrilmalar1 mikroskop yardimi ile gozlendi. Flaskin icine taze
besiyeri eklenerek falkona alindi. Falkona alinan hiicreler 2000 rpm de 2 dakika
santrifiij edildi. Santrifiij isleminden sonra siipernatant uzaklastirildi ve pellet kismina
besiyeri ilave edildi. Siispanse edilen karigimdan 10 pL, 10 pL de tripan blue dan
alinarak hiicre sayim lamina yerlestirildi. Her kuyucuga 30.000 hiicre olacak sekilde
ekildi. Hiicreler 37 °C‘de %CO, ‘li inkiibatérde 24 saat inkiibe edildi. 24 saatlik
inkiibasyondan sonra 100 pg/mL, 50 pg/mL, 25 pg/mL, 12,5 pg/mL, bos lipozom,
bitki yiiklii lipozom ve sinir otu eklendi. Kuyucuklarin bir kismina pozitif kontrol
(%20’lik DMSO), bir kismina negatif kontrol i¢in sadece besiyeri eklenip inkiibasyona
kaldirildi. Inkiibasyondan sonra vasatlar atildi her kuyucuk PBS ile yikandi. Sirasiyla
%96, %80, % 70 ve %50°1ik alkollerden gecirildi. Her kuyucuk 3 kere PBS ile yikandi.
Hemotoksilen eozin damlatildi. Hemotoksilen eozin uzaklastirildiktan sonra PBS ile 3
kere yeniden yikandi. Eozin damlatildi ve yeniden yikandi. %50, % 70, %80 ve %96
‘lik alkollerden gegirildi. Son olarak PBS eklenerek mikroskobik goriintiileri alindi.
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2.4. Hazirlanan Lipozomlarin Karakterizasyon Testleri

2.4.1 Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) Analizi

Bos lipozom ve bitki yiiklii lipozomlarin morfolojik yapilart SEM (FEI Quanta FEG
450, Cek Cumhuriyeti) ile goriintiillenmistir. Hazirlanan lipozomlarin zarar gérmemesi
ve kontamine olmamasina dikkat edilmistir ve boyutlandirilmasi1 (FEI Quanta FEG

450, Cek Cumbhuriyeti) ile incelenmis ve boyutlandirilmstir.

2.4.2. FTIR (Fourier Doniisiimlii Kizilotesi)

Bos lipozom ve sinir otu yiliklenmis lipozomlarin fonksiyonel grup analizinde Fourier
Doénitistimlii  Kizilotesi (FTIR) Spektroskopisi (Breker Vertex 70V, USA)

kullanilmistir.
2.4.3. Lipozomlarin Boyut Dagilimi ve Zeta Potansiyeli

Lipozomlarin partikiil biiyiikliigiinti,dagilimini ve potansiyelini tespit etmek i¢in Zeta-
Size analizinde Malvern NS cihazi kullamlmustir. Ilk olarak evaporator yardimiyla,
lipozomlart liretme yontemlerinden olan ince film tabakasi ile lipozomlar olusturuldu.
Daha sonra PBS ile galkalandi. Lipozomlarin Zeta-Sizer ile par¢acik boyutuna ve
lipozomlarin yiizey yiikiine bakildi. Lipozomlarin o6l¢iilmesi oda sicakliginda
gerceklesti.Olgiilen kiivette hava kabarciginin olmamasma dikkat edildi ve tek
kullanimlik  kiivetler kullanildi.Yiizey yiikiine bagli olan zeta potansiyeli,

stispansiyondaki nanopartikiillerin stabilitesi i¢in 6nemli oldugu 6grenildi.

2.5. istatiksel Analiz

Calismada farkli konsantrasyonlarda uygulanan Plantago major (sinir otu),bos
lipozom ve sinir otu yiiklii lipozom 6rneklerinin Trakea hiicresi tizerinde % canlilik
oranlar1 hesaplanmistir. % canliliklarin karsilastirilmasinda OneWay ANOVA,

gruplar aras1 farkin 6nemlilik kontrolii i¢in Duncan testi uygulanmaistir.
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3. BULGULAR

3.1. Sinir Otu Yiiklii Lipozomlarin Enkapsiilasyon Etkinligi ve Uriin

Veriminin Hesaplanmasi

Sinir otu yiiklii lipozomlarin % Enkapsiilasyon etkinligi ve % iiriin verimi, enkapsiile
olmayan kismin 3000 rpm 4°C’de 1 saat boyunca santrifiijde ¢oktiiriiliip kurutulduktan
sonra tartilmasiyla bulunmustur ve hesaplamalar i¢in Denklem 3.1a ve 3.1b’de

belirtilen formiiller kullanilmistir.
% Enkapsiilasyon Etkinligi (Baranauskaite ve dig., 2018):
(M1-M2/M1) x 100 (3.1a)

M1: Sinir otu yiiklii lipozomlara koyulan ekstrakt miktari, M2: Enkapsiile edilmeyen

ekstrakt miktari

M1 yani sinir otu yiiklii formiilasyon i¢in kullanilan ekstrakt 0,191 gr’dir. Enkapsiile
edilmeyen kismin agirligt 0,0382 gr olarak bulunmustur. Formiilasyonun

enkapsiilasyon etkinligi %80 olarak hesaplanmustir.
% Uriin verimi (Baranauskaite ve dig., 2018):
M3/ M4 x 100 (3.1b)

M3: Enkapsiilasyondan sonra sinir otu yiklii lipozomlarin kuru agirhig, M4:

Enkapsiilasyondan once eklenen bos lipozomun ve ekstraktin kuru agirliginin toplama.

Enkapsiilasyondan 6nce eklenen lipozomun kuru agirligi 0.00060 gr ve ekstraktin kuru
agirhigr 0.191 gr’dir. Enkapsiile olan kismin agirligi toplam konulan madde
miktarindan enkapsiile olmayan kismin agirligi ¢ikartilarak bulunmustur ve enkapsiile

edilen kismin agirlig1 0.1528 gr’dir. % Uriin verimi, %79,7 olarak hesaplanmustir.
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3.2. Taramah Elektron Mikroskobu ile Morfolojik

Karakterizasyonun Yapilmasi

Olusturulan lipozomlarin boyutlandirilmasi i¢in Quanta FEG 450 SEM cihaz ile
goriintii  alinmigtir.  Goriintiiler  yiiksek vakum altinda 15.00 KV ‘da
gergeklestirilmistir. Lipozomlarda ki gozenek ve yapilar SEM cihazi ile 50.000
biliylitme araliginda yapilmistir. Bos lipozomun ve sinir otu yiiklii lipozomun SEM

goriintiileri sirasiyla Sekil 3.1 ve Sekil 3.2 verilmistir.

022 Hy mag ] | pressure wo | d t —2m
PM | 15.00 kv | 50 000 x | 2.17e-3 Pa | 9.2 mm I HUBTUAM

—_— 4y

HUBTUAM

Sekil 3.1. Sinir otu yiiklenmeyen bos lipozomlarin goriintiisii
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Bitki yiiklenmeyen bos lipozomlarin boyutlar1 99,12+24 nm olarak belirlenmistir.
SEM goriintiilerinde bitki yliklenmeyen diger lipozom goriintiilerininde farkhi

olmadig1 ortalama ayn1 boyutta oldugu gozlemlenmistir.

2 pm
HUBTUAM

) det [RBM il 2 pm ———
mm HiTITE HUBTUAM

Sekil 3.2. Sinir otu yiiklii lipozomlarin goriintiisii

Sinir otu bitkisi uygulanan dolu lipozomlarin morfolojik yapisi ve boyutlandirilmasi
SEM cihazi ile yapilmistir. Kiirelerin farkli alanlarda ayn1 morfolojik yapiya sahip
oldugu gozlemlenmistir. Sinir otu ile yiiklii lipozomlardan alinan gériintiilerde,

lipozomlarin boyutlar1 105,7+14 nm olarak belirlenmistir.

40



3.3. Hazirlanan Lipozomlarin FT-IR Karakterizasyonu
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Sekil 3.3. Bos lipozomun FT-IR spektrum okunmasindaki pik degerleri
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Sekil 3.4. Sinir otu yiiklii lipozomun FT-IR spektrum okunmasindaki pik degerleri
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Sekil 3.5. Sinir otu yiiklii lipozom ve bos lipozomun karsilastiriimasi

Bos lipozomlarin FTIR spekturumu Sekil 3.3’de, Sinir otu yiiklii lipozomlarn FTIR
spektrumu Sekil 3.4°de, sinir otu yiiklii ve bos lipozomlarin karsilastirmali FTIR
spektrumu Sekil 3.5’de verilmistir. Bos lipozomlarin FTIR spektrumuna baktigimizda,
3288 cm™’de OH gerilmelerinden dolay1 bir pik gériilmektedir. 2853 ve 2923 cm™*de
lesitinin uzun zincirli yag asitlerinde bulunan C-H gruplarindan kaynaklanan pikler
goriilmektedir (Michat, Ewa Tomasz, 2015). Bu piklere ek olarak, 1737 cm™’de
bulunan pik karbonil gruplarinin, 1377 1.377 cm™’de C-O gruplarmin, 1200 ile 970
cm?t arasindaki 1056 cm™ civarinda bolgede ortalanmis genis pik ise PO2 ve P-O-C
kizilotesi aktif titresimlerinden kaynaklanmaktadir (Kuligowski, Quintas, Esteve-
Turrillas, Garrigues, Guardia, 2008). Lesitinin N(CH3)s gruplarindan dolay1 921 cm’
L*de ve P-O gruplarindan dolay1 da 821 cm™’de pikler olusmustur (Setiadi, Hidayah,
2018).

Sinir otu yikli lesitin lipozomlarinin FTIR spektrumlarina baktigimizda, bos
lipozoma ait O-H, CHz, C=0, C-0O, P-O, N(CHs)3 gruplarindan kaynakli piklerin hepsi
goriilmektedir. Bitki 6ziitiinde bulunan fenolik bilesiklerden bitki 6ziitii yiiklii lesitin
lipozomlarinin FTIR spektrumunda 3000 ile 3500 cm™ civarinda genis bir tepe noktast

olugsmustur. Bunun yani sira, bitki 6ziitlinde olabilecek aromatik ve alifatik aminlerin
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isareti olabilen C—N baglar1 igin de 1645 cm™’de yeni genis bir pik olustugu
goriilmektedir (Sukweenadhi, Setiawan, Avanti, Kartini, Rupa, Yang, 2021). Bitki
Oziitli yiikli lipozom kiirelerinin FTIR spekturumunda gézlemlenen bu degisiklikler,

bitki 6ziitli icerdiginin kanitidir.

3.4. Lipozomlarin Boyut Dagilimi ve Zeta Potansiyeli Sonuclari

Rosults
Size (d.nm): % Intenalty Width (d.nm):
ZAvernge (dnm): 1484 Poak 1: “21 9.6 7821
Pt 0,387 Poak 2: 22 04 3071
Intarcept: 0,936 Peak 3: 0,000 00 0,000
Result quality : Good
Stzn Distribution by intenalty
8
7
[]
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[ Record 59: lesitn bog ipazom 1
Sekil 3.6. Lipozomlarin boyut dagilimi
Results
Mean (mV) Area (%) Width (mV)
Zota Potential (mV): 37,2 Poak1: 414 05 934
Zota Doviation (mV): 16,3 Pesk2: 971 85 891
Conductivity (m8/cm): 0,288 Poakd: 853 41 an
Result quality : See result quallty report
Zota Potertial Distrbution
m;'
Y
!
100000 1
|
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Racord : Lostin_ex_sorkasyon tnces! 1

Sekil 3.7. Lipozomlarin zeta grafigi
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Lesitin ile kaplanmis lipozomlarin partikiil biiytikligli ve dagilimini degerlendirmek
i¢cin Slgiimleri boliim 2.4.3’de agiklandigi sekilde yapilmistir. Zeta ve Size sonuglari
Sekil 3.6. ve Sekil 3.7. de gosterilmistir. Analiz sonuglarina gore ortalama boyut
(148,4) nm ve PDI (0,38) degerleri saptanmistir. Zeta potansiyeli ve biiyikligi
mV olarak ol¢iilmiistiir. Zeta potansiyeli 6l¢iimleri lipozomlarin stabilitesi hakkinda
bilgi vermektedir. Lipozomlarin zeta potansiyellerinin genelde negatif ¢ikmasinin
nedeni hazirlanirken kullanilan fosfolipitlerin fonksiyonel gruplarinin negatif degerde

olmasidir.

3.5. Hemotoksilen Eozin Testi

Sinir otu, bos lipozom ve sinir otu yikli lipozomlarin Trakea hiicrelerinin
morfolojisindeki degisikliklerinin incelenmesi i¢in hematoksilen-eozin boyasi
kullanilmistir. Hematoksilen eozin boyama ¢ekirdek ve sitoplazmay1 boyayarak hiicre
zarindaki pargalanma, vakuol olusumu gibi morfolojik degisiklikleri gosterir. Trakea
hiicreleri Sekil 3.8. de sinir otu bitkisinin uygulandigi, bos lipozomlarin uygulandigi,
ve sinir otu yiiklii lipozomlarin uygulanan hiicreler gosterilmistir. Kontrol grubu olarak
sadece besiyeri igeren Trakea hiicreleri sekilde gosterilmistir. Bos lipozom, sinir otu
ve sinir otu yiiklii lipozom uygulandigi Trakea hiicre morfolojilerinde, kontrol
grubundan farkli olarak herhangi bir morfolojik degisiklik ve vakuol olusumu gibi

degisiklikler gézlenmemistir.
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Sekil 3.8. Bos lipozomun Trakea hiicrelerinde hemotoksilen ve eozin ile boyanmasi
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Hemotoksilen ve Eozin boyalar1 kullanilarak yapilan boyamadan elde edilen Trakea
hiicresine ait hiicre fotograflari; A: Trakea hiicrelerinde bos lipozom (50 pg/mL)
sollisyonuna ait boyanmamus hiicrelerin fotografi, B: Trakea hiicrelerinde bos lipozom
(50 pg/mL) soliisyonuna ait hemotoksilen ve eozin ile boyanmis hiicrelerin fotografi,
C: Trakea hiicrelerinde sinir otu soliisyonuna (50 pg/mL) ait boyanmamais hiicrelerin
fotografi, D: Trakea hiicrelerinde sinir otuna (50 ug/mL) ait hemotoksilen ve eozin ile
boyanmis hiicrelerin fotografi, E: Trakea hiicrelerinde sinir otu yiklii lipozom
soliisyonuna (50 pg/mL) ait boyanmamuis hiicrelerin fotografi, F: Trakea hiicrelerinde
sinir otu yikli lipozom (50 pg/mL) soliisyonuna ait hemotoksilen ve eozin ile
boyanmis hiicrelerin fotografi, G: Negatif kontrole ait boyanmamis hiicrelerin
fotografi H: Negatif kontrole ait hemotoksilen eozin ile boyanmis hiicrelerin fotografi
(Fotograflar Leica inverted mikroskobu ile 20X biiyiitmede ¢ekilmistir. Olcek, 200 pm

mesafeyi gostermektedir).

3.6. Bos Lipozom ve Sinir Otunun Lipozomlarin I¢ine Hapsolmasi

Lipozomlar i¢in lesitin eklenip ve kloroform ile birlikte evaporatdre konulduktan sonra
ince film tabaka olusturuldu. PBS ve sinir otu ile ¢alkalandiktan sonra mikroskopta

goriintiileri alind1.
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Sekil 3.9. Bos lipozomlarin ve sinir otu yliklii lipozomlarin 151k mikroskobu
goruntusi

A: Bos lipozom goriintiisii (4X Biiyiitme), B: Bos lipozom goriintiisii (10X Biiyiitme) C; 2 mL sinir

otu yiiklenmis lipozom goriintiisii (50X Biiyiitme), D: 4 mL sinir otu yiikklenmis lipozom goriintiisii

(50X Biiyiitme), E:6 mL sinir otu yiiklenmis lipozom goriintiisii (50X Biiyiitme),(Fotograflar Leica
inverted mikroskobu ile ¢ekilmistir).

3.7. MTT ile Toksisitenin Belirlenmesi

Calismada Plantago Major bitkisine ait ekstrakt, bos lipozom ve sinir otu yiikli
lipozom formiilasyonlarina ait standartin Trakea hiicre hatt1 {izerindeki toksisitesi
MTT ile belirlenmistir. Kontrol olarak hiicreler {izerine sadece besiyeri eklenmistir.

570 nm’deki spektroskopik ol¢iimden sonra, orneklerden elde edilen absorbans
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degerleri ile kontrol grubundan elde edilen absorbans degeri kullanilarak % canlilik

degerler elde edilmistir. Cizelge 3.1-3.3’de gosterilmistir.

Elde edilen verilere gore bos lipozom, sinir otu ve sinir otu yiiklii lipozomlar Trakae

hiicreleri lizerindeki toksisite sonuglari ¢izelgelerde belirtilmistir.

Cizelge. 3.1. Sinir Otunun Trakea hiicrelerinde 24 saatlik sitotoksisite sonuglari

SINIR OTU

Konsantrasyon (ug/ml) | Absorbans (570 nm) % Canhihk Standart
Sapmalar

100 0,115 * 44,599 + 1,716

50 0,144 *56,183 + 1,461

25 0,181 *70,218 + 2,696

12,5 0,196 *76,371 + 1,309

6,25 0,207 *80,559 + 1,922

POZITIF KONTROL 0,105 *30,28+ 54
NEGATIF KONTROL 0,257 *100 + 5,38

Trakea hiicreleri lizerinde sinir otuna ait ekstrenin farkli konsantrasyonlarda sitotoksik
etkisi incelenmis olup en yiiksek konsantrasyonda %44,59 canlilik gozlenmistir. 50
ng/ml dozdaki canlilik 100 pg/ml konsantasyondaki canliliktan %27 daha fazladir. 25
png/ml canlilik 50 pg/ml konsantasyondaki canliliktan %24 fazladir. 12.5 pg/ml ve
6.25 pg/ml konsantrasyonlardaki canliliklar ise yiiksek konsantrasyonlara gore dah

canlilik oran1 gostermektedir.
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Cizelge. 3.2. Bos lipozomun Trakea hiicrelerinde 24 saatlik sitotoksisite sonuglari

BOS LIPOZOM

Konsantrasyon (mg/ml) | Absorbans (570 % Canlhihik Standart
nm) Sapmalar

100 0,131 *50,674+ 2,139

50 0,171 *66,607+ 1,624

25 0,196 *76,279+ 2,632

12,5 0,209 *81,36+ 1,053

6,25 0,238 *02,678+ 2,440

POZITIF KONTROL 0,105 *30,28+ 5,4
NEGATIF KONTROL 0,257 *100 + 5,38

Trakea hiicreleri iizerinde bos lipozoma ait ekstrenin farkli konsantrasyonlarda
sitotoksik etkisi incelenmis olup en yiiksek konsantrasyonda %50,67 oraninda canlilik
gozlenmistir. 50 pg/mL dozdaki canlilik 100 pg/mL konsantasyondaki canliliktan
%32 daha fazladir. 25 pg/mL canlilik 50 pg/mL konsantasyondaki canliliktan %15
fazladir. 12.5 pg/mL ve 6.25 pug/mL konsantrasyonlardaki canliliklar ise yiiksek
konsantrasyonlara gore canlilik gostermektedir Bos lipozomun 6.25 pg/mL de Ki
konsantrasyonundaki canlilik oran1 negatif kontrol degerine yakin oldugu

gbzlemlenmistir.

Cizelge. 3.3. Sinir Otu Yikli Lipozomlarin Trakea hiicrelerinde 24 saatlik
sitotoksisite sonuglar1

SINiR OTU YUKLU LiPOZOM
Konsantrasyon (ug/ml) | Absorbans (570 nm) % Canhilik | Standart Sapmalar
100 0,145 *66,47 2,616
50 0,199 *77,723 2,957
25 0,222 *86,422 1,247
12,5 0,254 *92,918 2,463
6,25 0,256 *99,684 2,504
POZITIF KONTROL 0,105 *30,28+ 54
NEGATIF KONTROL 0,257 *100 + 5,38

(*: Gruplar arasindaki fark istatistiki olarak 6nemlidir. (P< 0,05)
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Trakea hiicreleri iizerinde bos lipozoma ait ekstrenin farkli konsantrasyonlarda
sitotoksik etkisi incelenmis olup en yiiksek konsantrasyonda %66,47 oraninda canlilik
gbzlenmistir 50 pg/mL dozdaki canlilik 100 pg/mL konsantasyondaki canliliktan %
15 daha fazladir. 25 pg/mL canlilik 50 png/mL konsantasyondaki canliliktan %11 daha
fazladir. 12.5 pg/mL ve 6.25 pg/mL konsantrasyonlardaki canliliklar ise yiiksek
konsantrasyonlara gore canlilik géstermektedir Sinir otu yiikli lipozomun 6.25
ug/mLde ki konsantrasyonundaki canlilik orani negatif kontrol degeri ile neredeyse
aynidir. En yiliksek konsantrasyon ile negatif kontrol absorbans verileri
karsilastirildiginda F>Folgiit bulundugundan gruplar arasinda anlamli fark oldugu

bulunmustur.

3.8. Ikili Boyama Metodu ile Apoptotik ve Nekrotik indeks Sonuclar

Hazirlanan ikili boyama soliisyonu i¢inde Hoescht (33342) flouresan boyast DNA’ya
baglanarak mavi 151k altinda hiicre ¢ekirdeklerinin maviye boyanmasini saglar.
Maviye boyanan hiicreler, apoptotoik parcaciklar ve DNA fragmantasyonlari 1s1ma ile
parlak gozlemlenebilir. Hazirlanan ikili boyama soliisyonunda bulunan propodium
iyodid flouresan boyasi ile boyandiginda nekroza ugramis hiicrelerin cekidekleri
kirmizi floresan 1sik altinda kirmizi olarak goriilmekte olup hiicrelerin nekroza

ugradigin1 gostermektedir (Cizelge 3.5-3.7 ve Sekil 3.9-3.11°de gosterilmistir).

Cizelge. 3.4. Sinir otu ekstraktinin Trakea hiicrelerine ait apoptotik-nekrotik indeks

sonugclari
Ekstraksiyon Konsantrasyonlar1 Apoptoz (%) Nekroz (%)
(Sinir Otu)
100pg/ml 2140,2 35+1
50pug/ml 1642,1 23£1,5
25pg/ml 10+0,3 15+1,6
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Sekil 3.10. Hoechst 33342 ve Propidyum iyodiir boyalar1 kullanilarak yapilan ikili
boyamadan elde edilen Trakea hiicresine ait apoptotik ve nekrotik hiicre fotograflar

A) Trakea hiicrelerinde sinir otu ekstraktina ait 100 pg/mL konsantrasyonda apoptotik hiicrelerin
fotograf, B) Trakea hiicrelerinde Sinir otuna ait 100 pg/mL konsantrasyonda nekrotik hiicrelerin
fotografi, C) Trakea hiicrelerinde sinir otu ekstraktina ait 50 pg/mL konsantrasyonda apoptotik
hiicrelerin fotograf, D) Trakea hiicrelerinde Sinir otuna ait 50 pg/mL konsantrasyonda nekrotik
hiicrelerin fotografi E) Trakea hiicrelerinde sinir otu ekstraktina ait 25 pg/mL konsantrasyonda
apoptotik hiicrelerin fotograf F) Trakea hiicrelerinde Sinir otuna ait 25 pg/mL konsantrasyonda nekrotik
hiicrelerin fotografi (Fotograflar Leica inverted floresan mikroskobu ile 20X biiyiitmede ¢ekilmistir.
Beyaz oklar; saghkli hiicreleri, sar1 oklar; apoptotoik hiicreleri, mavi oklar nekrotik hiicreleri
gostermektedir Olgek, 200 um mesafeyi gostermektedir).
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Cizelge. 3.5. Bos lipozomun Trakea hiicrelerine ait apoptotik-nekrotik indeks

sonuclari
Ekstraksiyon Konsantrasyonlari (Bos Lipozom) Apoptoz Nekroz
100pg/ml 27+0,3 34423
50pg/ml 18+1,2 23+1,7
25pg/ml 11423 12+1,2

Sekil 3.11. Hoechst 33342 ve Propidyum iyodiir boyalar1 kullanilarak yapilan ikili
boyamadan elde edilen Trakea hiicresine ait apoptotik ve nekrotik hiicre fotograflar
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A) Trakea hiicrelerinde bos lipozom soliisyonuna ait 100 pg/mL konsantrasyonda apoptotik hiicrelerin

fotograf, B) Trakea hiicrelerinde bos lipozom soliisyonuna ait 100 pg/mL konsantrasyonda nekrotik
hiicrelerin fotografi, C) Trakea hiicrelerinde bos lipozom soliisyonuna ait 50 pg/mL konsantrasyonda
apoptotik hiicrelerin fotograf, D) Trakea hiicrelerinde bos lipozom soliisyonuna ait 50 pg/mL
konsantrasyonda nekrotik hiicrelerin fotografi E) Trakea hiicrelerinde bos lipozom soliisyonuna ait 25
png/mL konsantrasyonda apoptotik hiicrelerin fotograf F) Trakea hiicrelerinde bos lipozom soliisyonuna
ait 25 pg/mL konsantrasyonda nekrotik hiicrelerin fotografi (Fotograflar Leica inverted floresan
mikroskobu ile 20X bilylitmede g¢ekilmistir. Beyaz oklar; saglikli hiicreleri, sar1 oklar; apoptotik
hiicreleri, mavi oklar nekrotik hiicreleri gostermektedir Olgek, 200 um mesafeyi gostermektedir).

Cizelge. 3.6. Sinir otu yiiklii lipozomun Trakea hiicrelerine ait apoptotik-nekrotik
indeks sonuglari

Ekstraksiyon Konsantrasyonlari (Sinir Otu Yiikli Apoptoz Nekroz
Lipozom)
100pg/ml 20+1,5 28+1,52
50pg/ml 1543,05 17+1,7
25png/ml 9+2 7+2.3
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Sekil 9. Hoechst 33342 ve Propidyum iyodiir boyalar1 kullanilarak yapilan ikili
boyamadan elde edilen Trakea hiicresine ait apoptotik ve nekrotik hiicre fotograflar

A) Trakea hiicrelerinde sinir otu yiiklii lipozom soliisyonuna ait 100 pg/mL konsantrasyonda apoptotik
hiicrelerin fotograf, B) Trakea hiicrelerinde sinir otu yiiklii lipozom soliisyonuna ait 100 pg/mL
konsantrasyonda nekrotik hiicrelerin fotografi, C) Trakea hiicrelerinde sinir otu yiikli lipozom
soliisyonuna ait 50 pg/mL konsantrasyonda apoptotik hiicrelerin fotograf, D) Trakea hiicrelerinde sinir
otu yiiklii lipozom soliisyonuna ait 50 pg/mL konsantrasyonda nekrotik hiicrelerin fotografi E) Trakea
hiicrelerinde sinir otu yiiklii lipozom soliisyonuna ait 25 pg/mL konsantrasyonda apoptotik hiicrelerin
fotograf F) Trakea hiicrelerinde sinir otu yiiklii lipozom soliisyonuna ait 25 ug/mL konsantrasyonda
nekrotik hiicrelerin fotografi (Fotograflar Leica inverted floresan mikroskobu ile 20X biiyiitmede
cekilmistir. Olgek, 200 pm mesafeyi gostermektedir. Beyaz oklar; saghkli hiicreleri, sar1 oklar;
apoptotik hiicreleri, mavi oklar nekrotik hiicreleri gdstermektedir).

Apoptoz-nekrozun belirlenmesi i¢in ikili boyama metodu yapilmistir. Bos lipozom,
Sinir otu ve Sinir otu yiiklii lipozomlarin apoptotik-nekrotik indeks sonuglar1 Cizelge
6., Cizelge 7. Ve Cizelge 8.’de belirtilmis ve floresan mikroskop goriintiileri de
gosterilmistir. Bu metotta ¢ekirdegin morfolojik yapisi degrlendirilmistir. Normal
saglikl1 hiicreler agik mavi boyanirken, apoptotik hiicreler parlak mavi ve nekrotik olan

hiicreler kirmiziya boyanmustir.

54



4. TARTISMA VE SONUC

Diinya Saglik Orgiitii’ne gdre diinyada 339 milyon kisinin astim hastas1 oldugu tahmin
edilmektedir. Astim hastaligi, akcigerde mikrobik olmayan bir tiir iltihap nedeniyle
hava yolu duvarinin daralmasi sonucunda ortaya ¢ikan bir akciger hastaligidir.

(Closing Gaps In Asthma Care; World Asthma Day; May,2022)

Astim; nefes darligi,hirilti/higiltt ve 1slik sesi, gogiiste baski hissi ve oOksiiriik, gibi
belirtiler vermektedir. Astimi tetikleyen faktorler arasinda korku,6fke, heyecan, ani
seving gibi duygusal degisimler ile soguk hava, toz,duman,sigara, hava kosullari,
polenler,tily yer almaktadir. Astim hastalig1 sik karsilasilan, tedavi seceneklerinin
oldugu halde kesin bir iyilesmenin miimkiin olmadig1 bir saglik sorunudur. (Memorial.
"Alerjik  Asttmin 5  Belirtisine  Dikkat".  Erisim: 17 08  2023.

https://www.memorial.com.tr/saglik-rehberi/alerjik-astimin-5-belirtisine-dikkat.)

Astim tedavisinde bir ¢ok ilag kullanilmaktadir. Ornegin kullanilan inhale steroidler
giivenli ilaglardir, ancak uzun siire kullanildiginda 6zellikle ¢ocuklarda ve yaglilarda
ciddi yan etkilere neden olabilmektedir. Temel yan etkileri bolgesel (agiz i¢i, bogaz ve
girtlak) veya sistemik (tiim viicudu etkileyecek sekilde) olabilir. Bu nedenle son
yillarda terapotik bitkisel ilaglara olan ilgi giderek artmaktadir. (Astim Tani1 ve Tedavi
Rehberi, 2020)

Plantago major bitkisi, Tiirkiye’de solunum yollar1 tedavisinde siklikla kullanilan
yaygin bir bitki tiirtidiir. Oksiiriik, nefes darhigr ve bronsit tedavisinde, gogsii
yumusatma etkisine sahiptir. Yapraklar1 karin agrisi, kasinti, astim, kanser ve diyabet

tedavisinde kullanilir.

Lipozomlar ise toksik olmayan, kararli, suda ve yagda ¢oziinen etkin maddeleri
iceren,biyouyumlu bir fosfolipit yapisinda olup antikanser ila¢ tasariminda, gen
aktariminda, as1 formiilasyonunda, yara iyilesmesinde ve ilag tasiyici sistemlerde

kullanilmaktadir (Nizam, 2021).
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Ornegin, Pinilla ve arkadaslar1 bugday ekmeginde ¢evresel mantarlara kars1 Allium
sativum (sarimsak) 0ziitii igeren fosfatidilkolin-oleik asit lipozomlarini sentezleyerek

antifungal 6zelliklerini arastirmislardir (Pinilla vd., 2019).

Gortzi ve arkadaslari (2008), Myrtus communis (mersin bitkisi) Oziitiiniin
lipozomlarda kapsiillemeden Once ve sonra biyoaktivitesinin ve antioksidan

aktivitelerini arastirmislardir.

Aynur ve arkadaslar1 (2016), diyabetik ratlarda Plantago major bitkisinin, kan glikoz

diizeyi diislirdiigli ve immun sistemi diizenledigini arastirmislardir.

Lin ve Kan (1990), Plantago major ailesinin yara iyilesmesi, enfeksiyon ve antikanser

tedavilerinde kullanildigini arastirmiglardir.

Lithander (1992), Plantago major bitkisinin ektraktlarinin farelerde meme kanserinin

profilaktik bir etkiye sahip oldugunu gdstermistir.

Maria ve arkadaslart (1997), Plantago major'un sulu ekstraktinin oral yoldan

uygulanmasinin antiinflamatuar ve analjezik aktiviteler gosterdigini gostermistir.

Samuelsen (1999), Plantago major bitkisinin tohum ve yapraklarinin yara, iilser ve
enfeksiyonlarin tedavisinde kullanildigini belirtmistir. Aragtirmalar, yapraklarin anti-

komplementer aktiviteye sahip pektin ve arabinogalaktan igerdigini gostermistir.

Nathan ve Hibbs (1988), Plantago major yapraklarini; antienflamatuar, antimikrobiyal
ve antitimorden yara iyilesmesine kadar g¢esitli biyolojik  dzelliklerle
iligkilendirilmistir. ~ Yaprak  ekstraktlar1  tarafindan indiiklenen  bagisiklik
parametrelerinin diizenlenmesi, kronik viral enfeksiyonlar, tiiberkiiloz, AIDS ve

kanser dahil olmak iizere ¢ok sayida hastalikta klinik olarak goriilmektedir.

Tiirelet vd., bir ¢alismada, deneysel bir sigan karbon tetraklorid (CCl,) modelinde P.
majér tohum ekstraktinin hepatoprotektif aktivitesi degerlendirilmistir. Kontrol ve
referans gruplari sirasiyla izotonik salin soliisyonu, ve silibinin eklenmistir. P. major
gruplarina yedi giin boyunca sirastyla 10, 20 ve 25 mg/kg dozlarinda ekstrakt enjekte
edilmigtir. 8. giin kan ve karaciger 6rnekleri toplanmis ve ardindan hepatik hasarin
plazma belirteg enzimlerindeki degisiklikler ve histopatolojik degisiklikler
kaydedilmistir. Karacigerlerin mikroskobik incelemesinde ayni grupta Onemli

iyilesme ve nekrobiyotik degisikliklerin en aza indirildigi gosterilmistir. Bu
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caligmalarin sonuglari, P. major ekstraktinin potansiyel hepatoprotektif etkisini
gostermektedir (2009).

Atta ve arkadaslar1 (2005), P. majoér bitkisinin metanol ekstresi, sican modellerinde
etanol ve aspirin kaynakli gastrik iilserasyonlar kullanarak calismislardir.
Farmakolojik etkilerindeki farki gozlemlemek i¢in yaprak ve tohum ekstraktlar1 ayri
ayr1 hazirlanmistir. Alkol ile indiiklenen {ilser modellerinde, yaprak ekstrakti
%87.50'lik 1yilestirici oran ile iilser indeksini dnemli Sl¢iide azaltmis ancak tohum
ekstraktinin ayn1t modelde 6nemli bir etkisi olmamigtir. Her iki ekstrakt da toplam mide

asitligi azaltmistir.

Atta ve Mouneir (2005), P.major etanolik ekstraktinin, siganlarda hint yag1 kaynakli
ishal ve gastrointestinal hareketler ve yeni kesilmis tavsanlardan izole edilen
duodenum motilitesi iizerindeki etkisini degerlendirmislerdir. En az 4 saat boyunca

belirgin ishal 6nleyici etki gosterdigini tespit etmislerdir.

Atta ve Abo EL-Soou (2004), yapraklarin ve tohumlarin metanolik ekstraktlarinin,
anti-nosiseptif etkilerini arastirmak i¢in asetik asit kaynakli kivranan ve tailflicktestin
fareleri tizerinde ayr1 ayri inceleme yapmislar ve tohum ekstraktinin oral
uygulamasinin, %62.3'liik bir koruma ile asetik asit kaynakli kivranmalara karsi

onemli nosiseptif aktivite gosterdigini belirtmislerdir.

Baska bir ¢alismada, Galvezet ve ark. (2003), P. major'un geleneksel tipta kullanilan
yedi tiiriinden elde edilen metanolik ekstraktlar, {i¢c insan kanser hiicre hattina Insan
renal adenokarsinomu (TK-10), insan meme adenokarsinomu (MCF-7) ve insan
melanomu (UACC62) kars: sitotoksik aktivite agisindan degerlendirilmistir: P. major
ve diger alt1 Plantago tiirii, onerilen NCI (ABD) dozlarinda meme adenokarsinomu
(MCF-7) ve melanom (UACC-62) tiiméral hiicre hatlari {izerinde konsantrasyona
bagli bir sekilde sitotoksik aktivite gostermislerdir. Yaprak ve tohumlarin Plantago
etanollii, sicak ve soguk su ekstraktlari tizerinde ayr1 ayri1 bir in vitro ¢alisma yapmislar
ve test edilen tiim ekstraktlar i¢cin doza bagli bir inhibisyon gozlenmistir. P. Major
yapraklarinin etanolik ekstrakti, tiimor hiicresi biiylimesi iizerinde en biiyiik etkiye
sahip oldugu gozlemlemislerdir. Plantago'nun tiim tiirlerinde bulunan baslica
flavonoid olan Luteolin-7-O- B-glukozidin bitkinin anti-kanser aktivitesinden sorumlu

ajan oldugu bildirmislerdir.
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Ozaslanet vd.(2009), P. major metanol ekstraktinin insan transforme hiicreleri
tizerindeki sitotoksik aktivitesi: RPMI-1640 ortaminda kiiltiirlenen HCT-15 (kolon
karsinomu), SQC-UISO (servikal karsinom), OVCAR (yumurtalik karsinomu) ve KB
(nazofarenks karsinomu) iizerinde in vitro olarak degerlendirilmistir. P.major'un
metanolik ekstresini % 80-100 oraninda sitotoksik etkiye sahip oldugu tespit
edilmistir. Sonug olarak P. Major bitkisinin kanseri 6nlenmesinde etkili bir ajan olarak

Onerilebilecegi gosterilmistir.

Lezama vd. (2005), P. major'un toprak iistii kisimlarinin sulu ve metanolik
ekstraktlarinin, hematopoietik potansiyellerini arastirmak igin kemik iligi ve dalak
hiicre ortamina eklemis ve sonug¢ olarak kemik iligi kiiltiirlerinde sulu ve metanolik
ekstraktlarm, 0.4 ve 0.2 gr/mL'lik bir dozlarmnin hiicre proliferasyonunu uyardigi
metanolik ekstraktin (Velasco) 0.1 ve 0.05 g/mL dozlarinda ise maksimum

hematopoietik aktivite gozlendigi tespit edilmistir.

Mao-yeand ve Li-guo (2011), P. major tohumlarinin etanol ekstrakti, fiziksel gii¢
tizerindeki etkisini belirlemek i¢in kirk sekiz erkek fare lizerinde ¢alisilmistir. Zorla
ylizme testi ve kanin biyokimyasal tahlilleri yapilmis ve belirteg faktorleri
kaydedilmistir. Elde edilen sonuglara gore, ekstraktin doku glikojenini (enerji kaynagi
olarak) artirarak ve serum {lire nitrojeni ve kan laktatini (yorgunluk ajanlar1 olarak)
azaltarak ylizme siiresini arttirdif1 goriilmiistiir. Bu nedenle ekstraktin yorgunluk

Onleyici etkilere sahip oldugu ve dayaniklilig1 artirabilecegi 6ne siiriilmiistiir.

Calismanin temel prensibinde lipozom sentezi ve karakterizasyonu, kiiltiir ile
hiicrelerin eldesi, in vitro testler yer almaktadir. ilk olarak lipozomlar sentezlendi.
Lipozomlarin ¢ok farkli sentez yontemleri giris kisminda detayli bir sekilde
anlatilmistir. Yapilan ¢alismada sentezi kolay, uygun pH, sicaklik ve konsantrasyonda
lipozomlar sentezlendi. Lipozomlarin esit boyutlarda olmasi i¢in belli bash faktorler
vardir bunlar; evaporator kiivetinin sicakligi, karistirma derecesi, ¢Oziicii madde,

¢oziinen madde, tamponlarin pH ve ¢alkalama hizidir.

Lipozomlarin enkapsiilasyon etkinligi ve iiriin veriminin tespiti yapilmstir. Bitki
ekstraklarindan 2 mL, 4 mL ve 6 mL lipozoma yiiklenmistir. 2 mL yiiklendiginde
lipozomlarin i¢inde bitki ekstrakti seyrek olarak goziikiirken, 6 mL yiiklendiginde ise
lipozomda kalint1 birakmaktadir. Bir ¢cok deneme sonucunda 4 mL bitki ekstraktinin

ideal oldugu tespit edilmistir. Enkapsiilasyon etkinligi %80 iken, iiriin verimi ise
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%79,7 olarak bulunmustur. FT-IR ile yapilan karakterizasyon testinde lesitin ve sinir

otu haricinde herhangi bir bilesen saptanmamustir.

Hazirlanan lipozomlarin morfolojik ve kimyasal karakterizasyonu i¢in FT-IR ve SEM
analizleri literatiir ile karsilastirildiginda benzerlik gostermektedir. SEM cihazi ile
hazirlanan ve kurutulan lipozomlarin boyutlarinda homojen bir sekilde benzerlik
gosterip gostermedigi ve por yapilar1 degerlendirildi. SEM analiz sonuglarina gore;
Sinir otu yikli lipozomlarin boyutlarinin 105,714 nm ve bos lipozomlarin
boyutlarinin 99,12+24 oldugu tespit edilmistir. Lipozomlarin yapisinin homojene
yakin oldugu, yapinin farkli alanlarindan alinan SEM goriintiileri ile tespit edildi. Bos
lipozomlarin, sinir otu yiiklii lipozomlar ile karsilastirildiginda ¢ok az bir fark oldugu

gbzlemlenmistir.

Hemotoksilen ve eozin ile Trakea hiicrelerine yapilan boyamada hiicre ¢ekirdeklerinin
mor sitoplazmalar1 agik pembe tonlarinda goriinmektedir. Bu boyama ile hiicrelerin
morfolojik degisiklikleri belirlenmektedir. Trakea hiicrelerinde; sinir otu, bos lipozom
ve sinir otu yiiklii lipozomlarda morfolojik bir degisme olmadigi, vakuol olusmadigi,
sitoplazma ve c¢ekirdegin neredeyse negatif kontrol ile ayni gorlindiigii tespit

edilmistir.

FT-IR ile yapilan analizde, yapidaki baglarin durumu ve baglandiklar yerler tespit
edilir, bulunan verilerle karsilastirilarak kullanilan materyaller degerlendirilir. FT-IR
kisa silirede sonu¢ vermekle bilirkte 6n hazirlik istememektedir. Hazirlanan

lipozomlarin igcerisinde sinir otu olup olmadigi bu yontem ile tayin edildi.

Zetasizer analizine gore, elde edilen lipozomlarin ortalama parcacik boyutunun 148.,4
nm oldugu bulunmustur. Polidispersite (heterojenlik) indeksi (PDI) ise 0.38 olarak

belirlenmistir. Lipozomlarin yiizey yiikii ise -37,2 mV olarak ol¢lilmiistiir.

In vitro testler igin ilk olarak Trakea hiicreleri ¢ogaltildi, sinir otu ve lipozom
konsantrasyonlarinin  belirlenmesi i¢in literatiir arastirmasi yapildi. Yapilan
aragtirmalarda sinir otu i¢in net olarak belirlenen bir konsantrasyonun olmadig:
caligmalar arasinda farklilik oldugu tespit edildi. Sitotoksisite test yontemi olarak MTT
caligmasi yapildi.

Literatiir verileri incelendiginde sinir otunun Trakea hiicrelerinde etkisini arastiran

herhangi bir g¢alismaya rastlanmamistir. Elde edilen Trakea hiicrelerinde MTT
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sonuglarmin literatiir ile karsilastirilamamasi yapilan bu tez caligmasinin literatiirde ilk
oldugunu gostermektedir. MTT sonuglari incelendiginde sinir otu yiiklii lipozomlarin
50 pg/ml, 25 pg/ml, 12,5 pg/ml, 6,25 pg/ml konsantrasyonlarinda canliligi negatif
yonde etkilememektedir. Sinir otunun direkt uygulanmasi ve lipozomun i¢inde
uygulanmasi arasinda MTT testi ile %50°lik bir fark gézlemlenmistir. Sinir otunun
dogrudan uygulanmasinin aksine lipozom i¢inde verilmesinin daha etkili oldugu

gozlenmistir.

Tez ¢alismasi i¢in yapilan in vitro test sonuglart birbirlerini desteklemektedir. Bu
calisma ile ilk defa astim tedavisi i¢in sinir otu yiikli lipozom formiilasyonu
kullanilmis ve basarili sonug elde edilmistir. Astim tedavisinde; hem sinir otunun hem
de sinir otu yiiklii lipozomlarin kullanilabilecegi ongoriilmektedir. Ancak sinir otunun
direkt uygulandig1 in vitro testlerde goriildiigii gibi, lipozom i¢inde uygulanmasinin
daha etkili yanit verdigi gozlemlendiginden lipozomun igine aktarilarak verilmesi

onerilmektedir.
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